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1 Einleitung  

 Virale Gentherapie 

Für viele genetisch bedingte Augenerkrankungen bietet die intraokulare Gentherapie erstmals 

eine Behandlungsmöglichkeit. Das Konzept der Gentherapie wurde in den 1960er und 1970er 

Jahren entwickelt. Im Jahr 1972 berichteten erstmals Theodore Friedmann und Richard Roblin 

über die Möglichkeit  „good DNA“ zu verwenden, um „defective DNA“ zu ersetzen (Friedmann 

und Roblin 1972). Mit dem Aufkommen rekombinanter DNS, also Kombination der DNS ver-

schiedener Organismen, war es möglich, Gene zu klonieren. Klonierte Gene, also identische 

Kopien von DNS-Fragmenten, wurden in das Genom von Viren integriert, die man als Trans-

portmittel (Vektor) für das intakte Gen in die jeweiligen Zielzellen eingesetzt hat (Schamhart 

und Westerhof 1999). Im Jahr 1990 führten French Anderson und Michael Blaese die erste 

von der Food and Drug Administration (FDA) genehmigte Gentherapie sowie die erste direkte 

Insertion menschlicher DNA in das Genom von Patienten mittels eines retroviralen Vektors 

durch. Die an dem schweren kombinierten Immundefekt (SCID) leidenden Patienten sollten, 

durch Bereitstellung der Adenosindeaminase in den defizienten T-Lymphozyten, behandelt 

werden. Allerdings bestand durch die Fähigkeit der retroviralen Vektoren, die ihr Genom in 

das der Patienten integrieren können, das Risiko, Onkogene in der Nähe ihres Integrationsor-

tes zu aktivieren und somit Tumore zu induzieren (McCormack und Rabbitts 2004).  

Das virale Genom beinhaltet normalerweise alle notwendigen Gene für die virale Vermeh-

rung. Auch solche, die für die Konstruktion der Kapside kodieren und somit die Verpackung 

des amplifizierten Virusgenoms als auch die Ausschleusung sowie Verbreitung neuer Viruspar-

tikel ermöglichen. Da die Amplifizierung von Viren bei der Gentherapie nicht erwünscht ist, 

wird nur das Viruskapsid mit seiner Spezifität für bestimmte Zelltypen verwendet und mit ei-

nem Plasmid bestückt. Dieses enthält neben dem therapeutischen Gen, nur die wichtigsten 

genetischen Informationen für eine effiziente Replikation, aber nicht den Bauplan für das 

Kapsid. Solche therapeutischen Vektoren werden in vitro in Zellen hergestellt, die sowohl mit 

der genetischen Information für das Kapsid als auch mit dem rekombinanten Plasmid für die 

Gentherapie transduziert werden. Die Zellen produzieren dann die viralen Kapside und bestü-

cken diese ausschließlich mit der rekombinanten DNA oder RNA des therapeutischen Gens (El 

Andari und Grimm 2021; Daya und Berns 2008). Die so gebildeten Vektoren sind 
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"Einmalprodukte" und in der Zielzelle des Patienten nicht mehr vermehrungsfähig. Sie enthal-

ten im Idealfall jeweils eine therapeutische Genkopie, die das defekte Gen der Zelle kompen-

sieren soll.   

Mittlerweile werden als Vektoren für die Gentherapie vor allem Adeno-assoziierte Viren (AAV) 

verwendet, mit denen eine effiziente Korrektur des Phänotyps bei geringer Integration und 

schwacher Immunogenität möglich ist (Srivastava 2020; Dismuke et al. 2013). AAV sind nicht 

pathogen und haben ein relativ simples Kapsid, das sich leicht modifizieren lässt. Durch Modi-

fikation des AAV-Kapsid ist es inzwischen möglich, effizientere Gentransfervektoren mit bes-

serem Tropismus für die jeweiligen Zielzellen zu entwickeln und somit die Gentherapie zu op-

timieren (Büning et al. 2015; Büning et al. 2008; Büning und Srivastava 2019). 

 Vektoren 

Bislang werden meist virale Vektoren als Vehikel verwendet, um therapeutisch wirksame 

Gene in die jeweiligen Zielzellen einzubringen. Um die unkontrollierte Vermehrung des Virus 

zu verhindern, muss das virale Genom nicht nur hinsichtlich des therapeutischen Gens modi-

fiziert werden (Chira et al. 2015), wie auch schon in 1.1 erwähnt. Auch andere Methoden des 

Gentransfers, wie chemische beziehungsweise physikalische, sind möglich. Physikalischer 

Gentransfer beruht auf dem Prinzip, eine vorübergehende Diskontunität der Zellmembran 

durch mechanische, elektrische, hydrodynamische, ultraschall- oder laserbasierte Energie zu 

schaffen (Nayerossadat et al. 2012), woraufhin die Übertragung therapeutischer DNS in die 

Zielzelle möglich wird. Beim "Particle Bombardement" bzw. der "Gene Gun" werden DNS-be-

schichtete Partikel (Wolfram oder Gold) verwendet, die auf eine ausreichende Geschwindig-

keit beschleunigt werden, um in die Zielzellen einzudringen (Matthews und Keating 1996). 

Chemische Methoden werden häufiger eingesetzt als physikalische und beruhen im Allgemei-

nen auf Liposom-basierten Nanomeren, zu denen die kationischen Liposomen/Mizellen- oder 

Polymervektoren gehören. Vektor, chemische und physikalische Methoden haben alle das 

Ziel, durch Transduktion der jeweiligen Zielzelle die fehlende Funktion durch das eingebrachte 

Gen bereitzustellen (Nayerossadat et al. 2012). Unter all diesen Methoden hat sich als gen-

therapeutischer Vektor insbesondere das AAV bewährt (Büning et al. 2008). 
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 Adeno-assoziierte Viren 

1.3.1 Entdeckung und Einsatz von AAVs als Vektoren in der Gentherapie 

Adeno-assoziierte Viren wurden erstmals Mitte der 1960er Jahre zufällig in adenoviralen Prä-

parationen entdeckt (ATCHISON et al. 1965). Aufgrund der vielen Vorteile wie ihrer apathoge-

nen Natur, unterschiedlichem Zelltropismus, sowie teilende als auch nicht teilende Zellen zu 

transduzieren, wurden AAVs das beliebteste Werkzeug in der Gentherapie (Rivière et al. 2006; 

Daya und Berns 2008). Zur Vermehrung benötigen AAVs die Koinfektion mit einem Helfervirus, 

z.B. einem Adenovirus. In der latenten Phase liegt die AAV-DNS dagegen im Wirtsgenom inte-

griert vor, und zwar an einer spezifischen Stelle im Chromosom 19 (Hamilton et al. 2004).  

Rekombinante Vektoren integrieren nur äußerst selten in das Genom der Zielzelle, die thera-

peutische DNS persistiert extrachromosomal, trotzdem wird eine langfristige Genexpression 

ermöglicht. So ist ein Kontrollverlust der zellulären Regulation durch zufällige Integration in 

mutationstreibende Bereiche eher unwahrscheinlich (McCormack und Rabbitts 2004; Le Bec 

und Douar 2006; Daya und Berns 2008). In den letzten Jahren sind bereits Zulassungen von 

gentherapeutischen Vektoren erfolgt, zum einen die Zulassung von Voretigen Neparvovec 

(Luxturna, Novartis), einem AAV-Serotyp 2-basierten Vektor zur Behandlung der Leber'schen 

hereditären kongenitalen Amaurose (LCA), einer zur Erblindung führenden Erkrankung des re-

tinalen Pigmentepithels (Darrow 2019), wie auch die Zulassung von Zolgensma, einem AAV8-

basierten Vektor zur Therapie der spinalen Muskelatrophie (Urquhart 2019).  

1.3.2 Systematik/Einordnung der AAVs 

AAV ist ein kleines (20 bis 25 nm Durchmesser), unbehülltes, einzelsträngiges (ss) DNS-Virus 

der Parvoviridae Familie (Daya und Berns 2008; K.I. Berns und C. Giraud 1996). Innerhalb der 

Parvoviridae werden drei Unterfamilien, je nach deren Wirt beschrieben. Diese Unterfamilien 

umfassen die Densovirinae, die Hamaparvovirinae und Parvovirinae. Die Parvovirinae infizie-

ren Wirbeltiere, Densovirinae Wirbellose Lebewesen, Hamaparvovirinae können hingegen 

beide Gruppen infizieren. Die Parvovirinae bilden 10 Genera, darunter das Erythroparvovirus 

und Dependovirus, zu der die Adeno-assoziierten Viren zählen (Pénzes et al. 2020). AAV-

Kapside sind ikosaedrisch und bestehen aus den viralen Proteinen VP1, VP2, VP3 (Daya und 

Berns 2008). Die Durchseuchung mit AAV ist hoch, etwa 50% bis 90% der Population ist sero-

positiv (Bucher et al. 2020; Liu et al. 2014). Bisher gibt es keinen eindeutigen Hinweis für eine 

Pathogenität (Srivastava 2020; Salmon et al. 2014). Allerdings wurde deren Vorhandensein im 
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menschlichen Genitaltrakt nachgewiesen und mit Spontanaborten assoziiert (Tenenbaum et 

al. 2003). In der Gruppe der Parvovirinae wurde einzig das Parvovirus B-19, zum Genus der 

Erythroparvoviren zählend, bisher als humanpathogen beschrieben. Dieses kann bei einer In-

fektion im Kindesalter zum Krankheitsbild des Erythema infectiosum führen, bei einer Infek-

tion während der Schwangerschaft einen Hydrops fetalis des ungeborenen Kindes verursa-

chen, sowie  zu Arthralgien und Arthritiden, zu chronischen Anämien bei immunsupprimierten 

Patienten und einer aplastischen Anämie bei Patienten mit Blutbildungsstörungen führen 

(Heegaard und Brown 2002). 

1.3.3 AAV-Serotypen  

Bisher wurden zwölf verschiedene AAV-Serotypen aus Menschen (AAV1 - AAV12) und über 

100 aus anderen Spezies isoliert (Daya und Berns 2008). Diese zeichnen sich vor allem durch 

eine unterschiedliche Seroprävalenz als auch neutralisierende Antikörper, ihren Gewebetro-

pismus und ihre Transduktionseffizienz aus (Verdera et al. 2020) (s. Tabelle 1). 

AAV1 bis 4 und AAV6 wurden dabei als Kontaminationen von Adenoviruspräparationen ent-

deckt (Wu et al. 2006; ATCHISON et al. 1965). AAV5 wurde aus penilen humanen Kondylomen 

isoliert (Bantel-Schaal und zur Hausen 1984) und AAV6 entstand vermutlich durch Rekombi-

nation der Genome von AAV1 und AAV2, was aus Homologie zu diesen beiden Serotypen ge-

schlossen wurde (Gao et al. 2005). AAV7 und AAV8 wurden aus Gewebe von Rhesusaffen mit-

tels PCR isoliert (Gao et al. 2002). Generell sind AAVs weit verbreitet und wurden in ver-

schiedensten menschlichen oder nichtmenschlichen Gewebetypen gefunden. 

AAV2 wurde von allen Serotypen am besten charakterisiert und wird häufig als Vektor in der 

Gentherapie eingesetzt. Jedoch zeigen im Vergleich auch andere Serotypen ein hohes Trans-

duktionspotential, die in der Transduktion bestimmter Gewebe sogar effizienter sind als AAV2 

(Srivastava 2016; Gao et al. 2005; Asokan et al. 2012).  
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Tabelle 1: AAV Serotypen: Rezeptoren und Tropismus (Verdera et al. 2020) 

Serotyp  Primär-Rezeptor Tropismus 

AAV1 N-glykosidisch-geb. 
Sialinsäure 

Skelett Muskel, Lunge, ZNS, Retina, Pankreas 

AAV2 HSPG Glatter Muskel, Skelett Muskel, ZNS, Leber, Niere 

AAV3 HSPG Skelett Muskel, Inneres Ohr 

AAV4 O-glykosidisch-geb. 
Sialinsäure 

ZNS, Retina 

AAV5 N-glykosidisch-geb. 
Sialinsäure 

Skelett Muskel, Lunge, ZNS, Retina, Leber 

AAV6 N-glykosidisch-geb. 
Sialinsäure 

Skelett Muskel, Herz, Lunge, Knochenmark  

AAV7 unbekannt Skelett Muskel, ZNS, Retina 

AAV8 unbekannt Leber, Skelett Muskel, ZNS, Retina, Herz 

AAV9 N-glykosidisch-geb. 
Sialinsäure 

Leber, Herz, Gehirn, Skelett Muskel, Lunge, Pankreas, 
Niere 

AAV10 unbekannt Leber, Muskel 

1.3.4 Tropismus von AAV2  

AAV Typ 2 hat sich bei der Transduktion von Netzhautzellen, Neuronen, Skelettmuskeln, vas-

kulären/glatten Muskelzellen und Hepatozyten als effizient erwiesen. Das Virus dockt über 

Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG) an die Zielzellen an und nutzt Korezeptoren wie vβ5-In-

tegrin und den Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor-1 (FGFR-1) (Srivastava 2016; Verdera 

et al. 2020; Zengel und Carette 2020). 

1.3.5 Struktureller und funktioneller Aufbau von AAV 

AAV ist ein unbehülltes Parvovirus mit einem ikosaedrischen Kapsid (Durchmesser 25 nm), das 

eine einzelsträngige (ss) DNA enthält. Das virale Genom besteht aus zwei offenen Leserahmen, 

Rep und Cap, flankiert von zwei 145 Basenpaare umfassenden invertierten, terminalen Wie-

derholungen (inverted terminal repeats, ITR). Dessen Genom beinhaltet 4675 Nukleotide (K.I. 

Berns und C. Giraud 1996; Daya und Berns 2008; Srivastava et al. 1983). Die ersten 125 Nuk-

leotide der ITR bilden eine palindromische Sequenz und werden als T-förmige Haarnadel be-

zeichnet. ITRs sind für die Replikation des Genoms relevant und daher in therapeutischen Vek-

toren konserviert (Wang et al. 2019; Daya und Berns 2008; Wilmott et al. 2019). In Wildtyp-

AAVs fungieren die ITRs zusätzlich bei der Integration in das Genom der Wirtszelle und spielen 

eine Rolle bei der Freisetzung der Viren aus den infizierten Zellen (Wilmott et al. 2019; Berns 

2020). 
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Die vier regulatorischen Proteine (Rep) werden durch den am 5´-Ende des Genoms liegenden 

offenen Leserahmen (ORF) kodiert und werden je nach ihrer jeweiligen Molekularmasse als 

Rep78, Rep68, Rep52 und Rep40 bezeichnet. Rep78 und Rep68 sind für jede Phase des Le-

benszyklus von AAV von Bedeutung (Daya und Berns 2008). Sie sind an der DNS-Replikation, 

Regulation der Genexpression (Zunahme/Abnahme) und der gezielten Integration beteiligt, 

zusätzlich besitzen sie Endonuklease-Aktivität (Daya und Berns 2008; K.I. Berns und C. Giraud 

1996). Rep52 und Rep40 werden für die Akkumulation viraler DNS und den Zusammenbau des 

Virus benötigt (Daya und Berns 2008). Alle Rep-Proteine besitzen Helikase- und ATPase-Akti-

vität (Daya und Berns 2008; Collaco et al. 2003). 

Der am 3´-Ende des Genoms liegende offene Leserahmen kodiert für die drei Kapsid-Proteine 

(Cap) VP1 (87kD), VP2 (72kD) und VP3 (62kD) (Daya und Berns 2008), die die Hülle des Virus 

bilden. Die Kapsidproteine bestimmen sowohl die Rezeptorbindung, also den Zelltropismus, 

als auch den Serotyp des Virus, da viele Antikörper gegen Kapsidproteine gerichtet sind. Es 

besteht die Möglichkeit, durch Aminosäure-Insertionen bestimmte Kapsidbereiche zu verän-

dern und so Vektoren zu schaffen, die einen erhöhten Tropismus für bestimmte Zelltypen ha-

ben und/oder geringere Immunogenität zeigen (Huttner et al. 2003; Büning und Srivastava 

2019).  

Der primäre Rezeptor für AAV2 sowie weitere Serotypen (AAV3 und AAV6) ist Heparansulfat-

Proteoglykan (HSPG). Für AAV 1, 4, 5 und 6 ist Sialinsäure und für AAV9 N-Galaktose von be-

sonderer Bedeutung für die Bindung an die Zielzellen. Korezeptoren für AAV2 sind sowohl der 

Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (c-MET), der humane Fibroblasten-Wachstumsfak-

tor-Rezeptor-1 (hFGFR1), der Laminin Rezeptor und αVβ5 Integrin. Der Platelet-Derived 

Growth Factor-Rezeptor (PDGFR) fungiert als Korezeptor für AAV5 und der epidermale Wachs-

tumsfaktor-Rezeptor (EGFR) als Korezeptor für AAV6 (Zengel und Carette 2020). 

Die Gene für Rep, die für die Replikation benötigt werden und Cap, die für Kapsidstrukturpro-

teine kodieren, werden in therapeutischen Vektoren durch das jeweilige intakte Gen ersetzt, 

das in den Zielzellen exprimiert wird und das defekte Gen kompensieren soll (Lu 2004).  

Das einzelsträngige DNS-Genom der Wildtyp-AAVs wird in den Zellen schneller eliminiert als 

eine Doppelstrang-DNS, daher hat man therapeutische Viren mit doppelsträngigem Genom 

konstruiert (selbst-komplementierende AAV (scAAV)), die allerdings aus Kapsid-Kapazitäts-

gründen nur die Hälfte des Genoms umfassen können. Solche scAAV können besser in der 
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Zelle persistieren und schneller repliziert und translatiert werden als ssAAV (McCarty et al. 

2001).  

1.3.6 Infektionszyklus 

Eine Infektion durchläuft mehrere Stufen (s. Abbildung 1) und beginnt mit der Bindung des 

Virus an die Zelloberfläche, mit Hilfe der Primär- und Co- Rezeptoren. Das αVß5-Integrin wird 

für die Endozytose sowie den intrazellulären Transport benötigt (Lu 2004; Zengel und Carette 

2020). Nach der Endozytose wird das Virus durch Mikrofilamente und Mikrotubuli zum Zell-

kern transportiert. Bei Erniedrigung des endosomalen pH-Werts kann AAV aus dem Endosom 

entkommen und lagert sich dann perinukleär an (Büning et al. 2008). Obwohl AAV theoretisch 

klein genug ist, um als intaktes Teilchen die Kernporen zu passagieren, können für AAV2 nur 

vereinzelt Kapside, aber vermehrt virales Genom im Zellkern nachgewiesen werden. Möglich 

ist auch ein Kerntransport unabhängig des Kernporen-Komplexes (Büning et al. 2008; Daya 

und Berns 2008; Johnson und Samulski 2009). 

In Anwesenheit eines Helfervirus kann die Replikation und die Freisetzung der Viren aus den 

infizierten Zellen starten (Büning et al. 2008; Flotte und Berns 2005). Sowohl Adenoviren als 

auch das Herpes simplex-Virus (HSV), das humane Herpes Virus Typ 6 (HHV6), das humane 

Papillom-Virus (HPV), das humane Zytomegalie-Virus (HCMV) und das Vakzinia-Virus können 

als Helferviren für AAV fungieren (Flotte und Berns 2005; Schlehofer et al. 1986).  

Bei Abwesenheit eines Helfervirus erfolgt eine latente Infektion durch AAV2 und die, mit Hilfe 

von Rep68 und Rep78 stattfindende, Integration in das Zellgenom im Chromosom 19 (Daya 

und Berns 2008; Büning et al. 2008; Flotte und Berns 2005). 
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Abbildung 1: AAV-Lebenszyklus nach (Daya und Berns 2008)  
In Gegenwart eines Helfervirus z.B. Adenovirus (Ko- oder Super-Infektion) findet die Genexpres-
sion, Replikation und Vermehrung als Teil einer aktiven Infektion, statt. In Abwesenheit inte-
griert AAV in Chromosom 19 (Daya und Berns 2008). 
 

 Auge und Immunsystem 

Das Auge ist ein immunprivilegiertes Organ, das über eine Vielzahl an anatomischen und im-

munologischen Mechanismen verfügt, um den Zugang nicht-aktivierter Zellen des Immunsys-

tems und das Eindringen immunologisch aktiver Moleküle (z. B. Antikörper, Komplementfak-

toren) in intraokulare Gewebe zu verhindern. 

Dies betrifft insbesondere die Vorderkammer, die Glaskörperhöhle und den subretinalen 

Raum. Dieses Immunprivileg ist komplex und wird durch verschiedene Mechanismen auf-

rechterhalten. Beteiligt sind die äußere und innere Blut-Retina-Schranke, die Blut-Kammer-

wasserschranke und ein immunsuppressives Mikromilieu der Vorderkammer (ACAID) sowie 

des Glaskörpers (VCAID) (Cunha-Vaz et al. 2011; Sonoda et al. 2005; Shechter et al. 2013). 

Trotz des Immunprivilegs werden eindringende Erreger wie Bakterien oder Viren auch im Auge 

abgewehrt. Eindringende Erreger werden von Zellen des angeborenen Immunsystems wie 

dendritische Zellen (DC), Monozyten/Makrophagen oder Granulozyten über sog. "Pattern 

Recognition Rezeptoren" (PRR) anhand bestimmter, erregertypischer Moleküle erkannt 

(Hensley und Amalfitano 2007). Dies hat primär eine Entzündungsreaktion und sekundär eine 

Aktivierung der erworbenen Immunantwort (B-, T-Zellen) zur Folge. Viruskapside können über 

Toll-like-Rezeptor 2 (TLR 2) auf der Oberfläche von Monozyten und DCs erkannt werden 
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(Oliveira-Nascimento et al. 2012). TLR 2 erkennen repetitive Protein-Untereinheiten, die auch 

auf viralen Kapsiden präsentiert werden (Shepardson et al. 2017).  

RPE Zellen exprimieren PRRs wie TLR 1 – TLR 10 (Kumar et al. 2004; Detrick und Hooks 2010; 

Bucher et al. 2020), auch Mikroglia, Müller-Gliazellen, Photorezeptoren, Ganglienzellen und 

retinale Astrozyten sind an der Abwehr der Netzhaut beteiligt und exprimieren ebenfalls PRRs 

(Lin et al. 2013; Singh und Kumar 2015; Jiang et al. 2009). TLR 2 wird von Mikroglia, Müller-

Zellen und retinalen Pigmentepithelzellen exprimiert, die somit Erreger im Auge erkennen und 

entsprechende Abwehrreaktionen induzieren können (Rodríguez-Martínez et al. 2005). 

Auch auf Zellschädigung, etwa durch bakterielle Toxine, lytische Viren oder Traumata (hier z. 

B. nach Injektion therapeutischer Vektoren bei der okularen Gentherapie) reagiert das ange-

borene Immunsystem. Geschädigte Zellen exprimieren ein verändertes Muster von Oberflä-

chenmolekülen (death-associated molecular pattern, DAMP), wodurch sie sich von gesunden 

Zellen unterscheiden (Roh und Sohn 2018).  

Eine durch den AAV2-Vektor verursachte Entzündung tritt bei zirka 25 % bis 35 %, in manchen 

Studien sogar bei über 90 % der behandelten Patienten auf und präsentiert sich als Uveitis 

anterior mit mononuklearer Zellinfiltration, Vitritis oder Chorioretinitis (Chan et al. 2021; Bu-

cher et al. 2020; Tummala et al. 2021; Newman et al. 2021). 

Die Abwehrmechanismen des erworbenen (adaptiven) Immunsystems umfassen die von B-

Zellen produzierten Antikörper, zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) und die T-Helfer-Zell-Ant-

worten, die sowohl die B-Zellen als auch die CTL in ihrer Funktion unterstützen. AV Vektoren 

können sowohl eine zytotoxische als auch humorale Immunantwort hervorrufen (Abbas et al. 

2016). 

Neutralisierende Antikörper binden die therapeutischen Vektoren so, dass eine Rezeptorbin-

dung an der Zielzelle, ein Entkommen der Viren aus den Endosomen oder das "uncoating", die 

intrazelluläre Entfernung des Kapsids und somit die Freisetzung des viralen Genoms, verhin-

dert wird (Smith 2001). Neutralisierende Antikörper können somit die Effizienz einer Genthe-

rapie massiv reduzieren. Dies gilt vor allem für systemische Gentherapien. Im immunprivile-

gierten Auge verhindern normalerweise die Blut-Augen-Schranken den Eintritt von Antikör-

pern aus dem Serum, somit würden bei der okularen Gentherapie neutralisierende Antikörper 

keine besondere Rolle spielen. Da aber durch den Gendefekt eine Schädigung retinaler Zellen 

verursacht wird, aus der auch eine Schrankenstörung resultieren könnte, kann ein negativer 
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Effekt neutralisierender Antikörper auch bei okularer Gentherapie nicht ganz ausgeschlossen 

werden. Generell ist die Durchseuchung mit AAV in der Bevölkerung sehr hoch. Bis zu 90% der 

Bevölkerung sind seropositiv für AAV2, wobei es regionale Unterschiede gibt. Diese Prävalenz 

betrifft die gesamte Antikörperantwort, lässt allerdings keine Rückschlüsse auf die Neutralisa-

tionskapazität zu (Moskalenko et al. 2000).  

Durch zytotoxische T-Zellantworten, welche gegen transduzierte Zellen gerichtet sind, können 

transduzierte Zellen geschädigt werden und dadurch der Erfolg der Gentherapie reduziert 

werden, oder es kann zu fatalen Nebenwirkungen kommen, wie beispielsweise dem Tod von 

drei Kindern durch Lebertoxizität und systemischer Sepsis nach Gentherapie für Myotubuläre 

Myopathie (Shieh et al. 2020). 

Um solchen negativen Effekten durch unerwünschte Immunreaktionen vorzubeugen, wird in-

zwischen eine systemische Steroidtherapie vor und nach der Behandlung durchgeführt (Bu-

cher et al. 2020; Büning und Srivastava 2019; Verdera et al. 2020; Bouquet et al. 2019; Chan 

et al. 2021). 

1.4.1 Okulare Immunreaktionen auf gentherapeutische Vektoren 

Nachdem die oben erwähnten retinalen Zellen über ihre Oberflächen-PRR, vor allem TLR 2, 

die therapeutischen Vektoren erkannt haben, werden auch intrazelluläre PRR wie TLR 9, RIG-

I, cGAS, STING und Trim-21 hochreguliert, welche virale DNS erkennen (Bucher et al. 2020; 

Hensley und Amalfitano 2007; Kumar et al. 2004; Detrick und Hooks 2010; Lin et al. 2013; 

Singh und Kumar 2015; Jiang et al. 2009; Hareendran et al. 2013; Hösel et al. 2012; Mingozzi 

und Büning 2015). Dies führt zur Induktion und Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine 

und Chemokine, wie Interleukin(IL-1)-α/β, IL-6, IL-8, Interferon (IFN) Typ I, IFN-γ, Tumor-Nek-

rose-Faktor (TNF)-α und CXC-Motiv Chemokin 10 (CXCL10) (Hösel et al. 2012; Rogers et al. 

2011; McPhee et al. 2006; Chandler et al. 2019; Zhu et al. 2009). Es kommt zu einer erhöhten 

Durchlässigkeit der Blut-Augen-Schranken und zur Rekrutierung von Immunzellen, vor allem 

von Makrophagen und Neutrophilen in die Netzhaut (Chandler et al. 2019; Reichel et al. 2017). 

Parallel zur Induktion der angeborenen Immunantwort wird auch eine erworbene okulare Im-

munantwort aktiviert (Reichel et al. 2017). AAV Vektoren können sowohl eine zytotoxische als 

auch humorale Immunantwort hervorrufen. Dies kann ein bis mehrere Monate nach subre-

tinaler beziehungsweise intravitrealer Gabe beobachtet werden (Chan et al. 2021; Bucher et 

al. 2020). 
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Nach einer okularen Applikation folgt die lymphozytäre Infiltration aller Netzhautschichten 

(Liu et al. 2020; Ramachandran et al. 2017; Reichel et al. 2017) mit CD3+, CD4+, CD8+ (oder 

CD3+/CD4+, CD3+/CD8+) T-Zellen, CD20+ B-Zellen und Plasmazellen (Boyd et al. 2016; Ertl 2021; 

Liu et al. 2020; Reichel et al. 2017).  

Antigenpräsentierende Zellen der Retina u.a. RPE- (Kumar et al. 2004) und Mikroglia-Zellen 

(Okunuki et al. 2019) aktivieren CD4+ T-Helfer-Zellen über MHC-II-Präsentation von Virus-

kapsid- und/oder Peptiden des therapeutischen Wildtyp-Proteins, das dem Immunsystem des 

Patienten zumindest partiell unbekannt ist (Reichel et al. 2017; Kumar et al. 2004). CD8+ Zyto-

toxische T-Zellen dagegen, erkennen virale (hier: Kapsid-) Peptide oder auch Peptide des Wild-

typ-Proteins, präsentiert auf MHC-I. Plasmazellen produzieren lokal Antikörper (Bucher et al. 

2020).  

CD4+ T-Helferzellen spielen durch die Bereitstellung kostimulatorischer Signale und Zytokine 

bei der Aktivierung von CD8+ Zellen eine zentrale Rolle (Ertl 2021; Luckheeram et al. 2012). 

Zytotoxische CD8+ T-Zellen sind in der Lage, virusinfizierte oder vektortransduzierte Zellen 

durch direkte Lyse mittels Perforin und Granzym zu zerstören, zusätzlich werden antivirale 

Zytokine wie Interferon (IFN)-γ sezerniert (Ertl 2021; Li et al. 2007). Zytotoxische T-Zellen kön-

nen sowohl transgenspezifisch als auch kapsidspezifisch (Boyd et al. 2016) sein. 

Eine erworbene Immunantwort kann vor allem bei intravitrealer Gentherapie ausgelöst wer-

den. Beobachtet wird diese auch bei zuvor seronegativen Patienten, da AAV-Vektoren nach 

Applikation durch den Schlemm-Kanal in das Blut entweichen können und eine systemische 

Immunaktivierung induzieren (Chan et al. 2021; Bucher et al. 2020; Ross und Ofri 2021). Dies 

ist dosisabhängig und könnte durch eine Applikation geringerer Vektormengen und/oder er-

höhten Tropismus der Vektoren für die jeweiligen Zielzellen reduziert oder sogar verhindert 

werden. 

Die Intensität und Häufigkeit einer Immunantwort nach okularer Gentherapie ist sowohl ab-

hängig von der Dosis als auch von der Art der Applikation (intravitreal > subretinal) (Bucher et 

al. 2020; Verdera et al. 2020). 

1.4.1.1 Applikationsart 

Für die okulare Gentherapie werden die Vektoren je nach Lage der retinalen Zielzellen entwe-

der intravitreal oder subretinal injiziert. Insbesondere die intravitreale Gabe zur Transduktion 

von Ganglienzellen verursacht häufig eine intraokulare Entzündung (Uveitis), sowohl in 
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behandelten als auch in unbehandelten Partneraugen, trotz des Immunprivilegs (Li et al. 2008; 

Chan et al. 2021). Bei intravitrealer Gabe können die AAV-Vektoren über den Glaskörper in 

das Kammerwasser der vorderen Augenkammer und dann durch den Schlemm-Kanal in das 

Blut entweichen und zu einer Induktion des adaptiven Immunsystems mit einem Anstieg neut-

ralisierender Antikörper im Serum und beiden Augen führen sowie einer T-Zell-Antwort (Bu-

cher et al. 2020). Im Gegensatz dazu ist die subretinale Gabe mit einer schwachen intraokula-

ren Entzündung assoziiert (Chan et al. 2021), erhöht jedoch das Risiko einer unkontrollierten 

Netzhautablösung oder Blutung (Ramachandran et al. 2017). Die Applikationsart beeinflusst 

auch die Gentherapie des zweiten Auges. So können durch intravitreale Therapie induzierte 

neutralisierende Antikörper die Transgenexpression nach intravitrealer Injektion, nicht jedoch 

nach subretinaler Injektion von AAV,  beeinträchtigen (Kotterman et al. 2015; Li et al. 2008). 

1.4.1.2 Vektordosis 

Angeborene und erworbene Immunantworten auf AAV sind dosisabhängig.  Vor allem Dosen 

von mehr als 1 × 1011 Vektorgenomen (vg)/Auge induzieren okulare Immunreaktionen (Rama-

chandran et al. 2017). Auch das Verhältnis von Vektor DNS und Kapsidmenge der Chargen, 

etwa wenn die Präparationen Kapsidfragmente enthalten oder Kapside nur zum Teil ein Ge-

nom enthalten und für eine effiziente Transduktion entsprechend höhere Kapsiddosen verab-

reicht werden müssen, hat einen Einfluss auf die Transduktion und Induktion von Entzündung 

(Timmers et al. 2020). 

1.4.1.3 Promotoren 

Promotoren wie der Cytomegalovirus immediate-early promoter (CMV), der humane 

Ubiquitin C-Promotor (UbiC), der Chicken beta actin promoter (CAG) und der RPE-spezifische 

Promotor des Bestrophin 1 -Gens können zu retinaler Toxizität und Mikroglia-Aktivierung füh-

ren. AAV-Vektoren mit den Photorezeptor-spezifischen Promotoren wie Human Rhodopsin 

(Rho), Human Rhodopsin-Kinase (RK) und Mouse Cone Arrestin (CAR), human Red Opsin 

(RedO) induzieren bisher keine Toxizität (Xiong et al. 2019). 

1.4.1.4 Transgene 

Das Transgenprodukt, also das therapeutische Protein, kann ebenfalls zu Netzhauttoxizität 

und einer Entzündung führen. Schädlicher sind dabei Proteine, die normalerweise nicht in der 

Netzhaut  produziert werden, wie das Markerprotein Green Fluorescent Protein (GFP), was 
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aber nur in präklinischen Studien eingesetzt wird (Herzog 2019; Martino und Markusic 2020; 

Bucher et al. 2020). 

1.4.1.5 Andere Faktoren 

Die durch die Gentherapie induzierte Toxizität führt zusätzlich zu einem Verlust der Zielzellen. 

Die Infektion der Zelle wirkt toxisch, indem das endoplasmatische Retikulum mit entfalteten 

oder falsch gefalteten Proteinen überladen wird. Folglich kommt es zur Aggregation und An-

häufung von fehlgefalteten Proteinen intra- oder extra- zellulär (Bucher et al. 2020).  

1.4.2 Strategien zur Unterdrückung einer AAV-induzierten Immunantwort 

Um intraokulare Entzündungen nach Gentherapie zu vermeiden, wird versucht, weniger im-

munogene Vektoren zu entwickeln, was chemische und genetische Modifikationen von Kapsi-

den umfasst. Diese Vektoren sollen der Immunantwort des Wirts entgehen und gleichzeitig 

den Gewebetropismus und die Transduktionseffizienz verbessern (Büning et al. 2015; Büning 

und Srivastava 2019; Chan et al. 2021; Hareendran et al. 2013; Mével et al. 2020; Pavlou et al. 

2021). Solche Mutationen könnten bei AAV-Vektoren eine Resistenz gegen neutralisierende 

Antikörperbindung und verringerte T-Zellerkennung im Vergleich zu Wildtyp-Vektoren auf-

weisen (Huttner et al. 2003; Hareendran et al. 2013).  

Mit dem Ziel, den zellulären Tropismus im Auge zu verbessern und eine intravitreale Gabe, 

statt der sonst erforderlichen subretinalen Applikation, mit dem Risiko der Induktion einer 

Netzhautablösung, zu ermöglichen, wurde das AAV2-Kapsid gentechnisch modifiziert (s. Ab-

bildung 2). Bei einer der drei variablen Regionen des AAV-Kapsids (VR-V3) wurden zwischen 

den Aminosäurepositionen N (Asparagin)587 und R (Arginin)588 des AAV-2 WT kurze Pep-

tidsequenzen eingefügt. Die VR-V3-Region ist die Heparin-Bindungsstelle des Virus, die die 

Transduktion jeglicher Zellen ermöglicht. Die neuen Kapsidvarianten haben im Unterschied 

zum WT Insertionen von je 12-Aminosäuren, eine Kernsequenz von jeweils 7 Aminosäuren, 

flankiert von 3 Alaninen N-terminal und 2 Alaninen am C-Terminus an Position I-587 (zwischen 

N587 und R588) des AAV2- Kapsids. Insertionen an Aminosäureposition I-587 separieren die 

Arginine an Aminosäurepositionen R585 und R588, die beiden wichtigen Hauptreste des He-

paransulfat-Proteo- glykan-Bindungsmotivs, das für die Zellanheftung notwendig ist. 
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Abbildung 2: Modellierung der Kapsidepitope von AAV2.WT und der Varianten AAV2.GL und 
AAV2.NN 
A, B) AAV2.WT Epitope der monoklonalen Antikörper A20 (grün) und C37-B (cyan) sowie wei-
tere Epitope für neutralisierende Antikörper von Mensch und Kaninchen (magenta) sind mar-
kiert. B - D): Ausschnittvergrößerungen der Epitope auf der Oberfläche des AAV2-Kapsids. C) 
AAV2.GL und D) AAV2.NN unterscheiden sich von AAV2.WT durch Peptidinsertionen an I-587 
(schwarz). Einige Epitope des WT-Kapsids werden von den Insertionen verdeckt und könnten 
so die Bindung neutralisierender Antikörper behindern. Diese 3D-Modelle wurden mit dem Ro-
seTTAfold deep learning algorithm (Baek et al. 2021) von Jacqueline Bogedein entwickelt 
(https://robetta.bakerlab.org/) und mit der UCSF Chimera software visualisiert 
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (Gehrke et al. 2022).                                                  - 
 
Die beiden Vektorvarianten haben entsprechend der veränderten Aminosäuresequenz die Be-

zeichnungen rAAV2NN.CMV.eGFP (AAV2.NN, Insertion NNPTPSR) und rAAV2GL.CMV.eGFP 

(AAV2.GL, Insertion GLSPPTR), im Folgenden AAV2.GL und AAV2.NN genannt. 

Mit diesen Mutanten wurde ein verbesserter Tropismus für bestimmte Photorezeptorzellen 

erzielt, Variante AAV2.GL transduziert effizient Photorezeptor-Zapfen und AAV2.NN 

AAV      D   I  

AAV   L   A a  in er AV  NN  A a  in er

AAV   D   I    

  

https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
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transduziert hauptsächlich Stäbchen, sogar bei intravitrealer statt subretinaler Injektion (Pa-

vlou et al. 2021; Verdera et al. 2020; Tseng und Agbandje-McKenna 2014). 

Um die virale Transduktion in den Zielzellen nachverfolgen zu können, enthalten die hier un-

tersuchten AA-Viren ein Gen für das fluoreszierende Protein GFP (Pavlou et al. 2021). Durch 

die Nähe der Modifikationen zum Heparansulfat-Proteoglykan-(HSPG) Rezeptor wurde eine 

verringerte Bindung neutralisierender Antikörper erhofft (Tseng und Agbandje-McKenna 

2014; Pavlou et al. 2021). 

 Weitere Herausforderungen  

Neben der Immunogenität gilt es einige weitere Probleme zu lösen. Zum einen ist AAV ein 

sehr kleines Virus und kann lediglich Gene bis zu 4,8 kB (Kilobasen) transportieren (Colella et 

al. 2018), andererseits ist zwar der Tropismus von AAV sehr breit, jedoch auch wenig spezi-

fisch. Diese Probleme sind jedoch nicht unüberwindbar. Mittlerweile wird an Ansätzen ge-

forscht, auch große Gene mit AAV zu transportieren (Colella et al. 2018). Durch Modifikation 

des Kapsids kann der Tropismus von AAV verändert und somit zellspezifischer werden (Pavlou 

et al. 2021; Colella et al. 2018; Huttner et al. 2003). Weiterhin bleibt jedoch die Frage, ob nach 

einmaliger Gentherapie eines Auges bereits eine Immunität gegen den Vektor induziert wird 

und so ein eventueller Vorteil der Mutanten bei wiederholter Gentherapie zunichte gemacht 

wird.   

 AAV2-Kapside als Träger für Impfantigene 

Da sich AAV-Kapside auch ohne Vektorgenom zusammenfügen und außerdem leicht gentech-

nisch modifizieren lassen, könnte man "leere" AAV-Kapside als Träger neuer antigener Epitope 

generieren und als Proteinimpfstoff verwenden (Nieto und Salvetti 2014). In diesem Fall wäre 

eine erhöhte Immunogenität wünschenswert. 

Das Schwere-akute-Atemwegssyndrom-Coronavirus Typ 2 (SARS CoV  ) ist eine neue, hoch-

pathogene Variante aus der Familie der Coronaviren, welches erstmals Anfang Dezember 

2019 in Wuhan, China entdeckt wurde und innerhalb kurzer Zeit eine weltweite Pandemie von 

Covid (Coronavirus-induced disease) induzierte. Die Verbreitung der Viren erfolgt über Aero-

sole oder durch Oberf ächen onta t  Das SARS CoV   gehört zur Fami ie der Coronaviridae, 

einer Familie von umhüllten RNA-Viren (s. Abbildung 3). 
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Das Spike-Glykoprotein, auf der Oberfläche des Coronavirus fungiert als Ligand für den Rezep-

tor des Angiotensin-Converting-Enzyms-2, ein auf vielen Zellen exprimiertes Oberflächenpro-

tein (Pedersen und Ho 2020). Das Spi e  rotein besteht aus einer N termina en S1 Unterein 

heit und einer C termina en S  Untereinheit (Guruprasad 2021). 

 

 

 
Abbildung 3: Sars-CoV-2-Virion und Spike-Protein 
A) Schematische Darstellung eines Coronavirus: Darge-
stellt sind Strukturproteine und Genom (einzelsträngige 
RNA) nach (Kaul 2020). B) SARS-CoV-2 Spike Protein 
(grau), mit Spike-RBDs (rot) (Mercurio et al. 2021). Oben: 
Seitenansicht, unten: Aufsicht Rezeptorbindungsstelle.  
 

Die Arbeitsgruppe von Prof. S. Michalakis (Sabrina Babutzka, Augenklinik, Klinikum der LMU 

München) hat zwei AAV2-Kapsidvarianten konstruiert, die überlappende Bereiche der Rezep-

torbindungsdomäne (RBD) des SARS-CoV2-Spikeproteins ebenfalls zwischen N587 und R588 

des VP1 exprimieren (HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2). Mit einer Länge der Insertionen von 197 

(HtW2_S1.1) und 206 Aminosäuren (HtW2_S1.2) werden je 60 dieser RBD-Epitope pro AAV2-

Kapsid exprimiert. Um die Integrität des AAV2-Kapsids zu erhalten, ist es nicht möglich, das 

komplette Spike-Protein oder die gesamte Rezeptorbindungsregion in das AAV2-Kapsid zu in-

tegrieren (J. Bogedein et al., Manuskript in Vorbereitung). 

Die exprimierten Epitope des Spike Proteins enthalten Peptide, die von verschiedenen MHC-

Molekülen präsentiert werden können und somit potenzielle T-Zell-Epitope darstellen als 

B)  ) 

Membran-Protein 

Genom: RNA 

Spike-Protein 

Nukleokapsid 

E-Protein 
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auch gut geeignet sind eine Antikörperantwort zu induzieren. Schließlich wurden diese Pep-

tide gewählt, da sie einerseits viele potentielle T-Zell-Epitope enthalten und andererseits neut-

ralisierende Antikörper induzieren könnten, die das Andocken von SARS-CoV2 an den ACE-

Rezeptor blockieren. Zur Immunisierung sollen nukleinsäurefreie Kapside als reiner protein-

basierter Antigenimpfstoff verwendet werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die zellulären Immunantworten von Blutspendern vor und 

nach der ersten sowie der zweiten Impfung mit dem anti-SARS-CoV2-RNA-Impfstoff Comirn-

aty (Biontech/Pfizer) untersucht. 
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2 Material und Methoden  

 Humane Blutproben 

Die 24 Serum- beziehungsweise Plasmaproben wurden im Zeitraum von 1997 bis 2019 an der 

Augenklinik der LMU München gesammelt (s. Tabelle 2). Das Alter der Spender zum Zeitpunkt 

der Abnahme lag zwischen 11 und 61 Jahren (Durchschnitt: 41 Jahre). Ein Ethikvotum der 

Ethikkommission der LMU (Nr. 227/03) (Frau Prof. Dr. Gerhild Wildner, AG Immunbiologie, 

Augenklinik München) lag vor. Alle Probanden wurden jeweils über die Risiken sowie den 

Zweck der Blutentnahme aufgeklärt. 

Tabelle 2: Blutspenderkollektiv mit Auflistung der spenderspezifischen Besonderheiten 

 Nr. Proband Geschlecht Alter bei Abnahme Art der Probe 

1. C1  männlich 31 Plasma, PBMCs 

2. HH weiblich 50 Serum 

3. H1 weiblich 60 Serum, Plasma, PBMCs 

4. H2 weiblich 41 Serum, Plasma, PBMCs 

5. H3 männlich 43 Plasma, PBMCs 

6. H4 weiblich 28 Plasma, PBMCs 

7. H5 weiblich 60 Plasma, PBMCs 

8. H6 männlich 45 Serum, Plasma, PBMCs 

9. H7 männlich 60 Serum, Plasma, PBMCs 

10. HP männl. Serumpool ca. 24 Serum 

11. N1 weiblich 58 Serum 

12. N2 männlich 57 Serum 

13. N3 weiblich 49 Serum 

14. N4 weiblich 61 Serum 

15. U1  männlich 36 Serum 

16. U11  männlich 47 Serum 

17. U13  männlich 37 Serum 

18. U34  männlich 27 Serum 

19. U43  weiblich 30 Serum 

20. U45  weiblich 29 Serum 

21. U49  männlich 33 Serum 

22. U51  männlich 25 Serum 

23. U73  weiblich 11 Plasma 

24. U100  männlich 44 Serum 

25. U103  weiblich 21 Serum 
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Zur Gewinnung von Serum, wurde Vollblut aus der Armvene mit Monovetten von Sarstedt 

entnommen und nach der Gerinnung bei 2000 g für 10 min zentrifugiert. Lymphozyten und 

Plasma wurden aus 20-30 ml heparinisiertem Blut gewonnen, zur Plasmagewinnung für 15 

min bei 1500 g zentrifugiert, der Plasma-Überstand abgenommen und aus der unteren Phase 

die Lymphozyten separiert. 

Serum- beziehungsweise Plasmaproben der Spender wurden in Aliquots von 1 ml bis 2 ml bei 

-20° C tiefgefroren aufbewahrt. Überstände der stimulierten Lymphozytenkulturen wurden 

bei -80° C gelagert.  

 AAV2-Vektoren  

Die in Tabelle 3 und Tabelle 4 aufgelisteten AAV-Mutanten (Kapsidmutanten) wurden von 

Herrn Prof. Dr. Stylianos Michalakis (Augenklinik und Poliklinik, Genetik und Gentherapie, LMU 

Klinikum, München) in Kollaboration mit Frau Prof. Dr. Hildegard Büning (Labor für Infektions-

biologie & Gentransfer, Institut für Experimentelle Hämatologie, MHH, Hannover) entwickelt 

und für dieses Projekt bereitgestellt. Die gentechnisch modifizierten Kapsidvarianten tragen 

entsprechend der veränderten Aminosäuresequenz die Bezeichnung rAAV2NN.CMV.eGFP 

(GFP.NN) und rAAV2NN.CMV.eGFP (GFP.GL). Um die Transduktion durch die Vektoren expe-

rimentell nachweisen zu können, kodieren die Vektoren für die fluoreszierenden Proteine en-

hanced Green Fluorescent Protein (eGFP) oder E2-Crimson unter CMV-Promotor-Kontrolle.  

Bei den AAV-Präparationen wurden primär nur die Genomäquivalente über PCR bestimmt. Da 

für die immunologischen Assays jedoch die Protein- bzw. Kapsidkonzentration entscheidend 

war, wurden alle AAV-Präparationen vor der Verwendung mit einem kommerziellen ELISA-Kit 

(AAV2 Titration ELISA/Progen) auf den Gehalt von AAV2-Kapsiden quantifiziert.  

Die Vektoren wurden nach der Verdünnung aliquotiert und bei -80° gelagert. 

2.2.1 Rekombinante AAV-Vektoren für die okulare Gentherapie 

Tabelle 3: Verwendete Kapsid-Mutanten 

Eingefügte Sequenz Position Bezeichnung des Vektors 

AAANNPTPSRAA N587  rAAV2NN.CMV.eGFP  

AAAGLSPPTRAA N587  rAAV2GL.CMV.eGFP und rAAV2GL.CMV.scCrimson  
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2.2.2 AAV2-Impfstoff Vektoren mit SARS-CoV2-Spikeprotein-Insertion (HtW2_S1.1/ 

HtW2_S1.2) 

Mit dem Ziel, von AAV-abgeleitete Proteinimpfstoffe gegen SARS-CoV2 zu entwickeln, wurde 

das Kapsid von AAV2 mit den Mutationen HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2 an gleicher Position wie 

die bereits beschriebenen Mutanten AAV2.GL/AAV2.NN modifiziert. Auch HtW2 exprimiert 

Insertionen in seinem Kapsidprotein zwischen Aminosäureposition N587 und R588. 

HtW2_S1.1 197 Aminosäuren (AS 333-529) der Rezeptor-Bindestelle (RBD) des Spike Proteins 

von SARS-CoV2, die Variante HtW2_S1.2 206 Aminosäuren (AS 300-505) des SARS-CoV2-RBD.  

Die Kapside sind auch ohne Genom stabil und sollen als leere Kapside zur Impfung verwendet 

werden. Hier wurden aber Kapside mit Genom untersucht, das wie oben beschrieben, für 

eGFP kodiert. 

Tabelle 4: Vektorpräparationen  

Nr. Bezeichnung des Herstellers Kodiert 
für 

DNS Kapsidtyp Charge Titer 
(vg/µl) 

1. scCrimson Crim-
son 

sc AAV2.GL VP 03/17 – 

2. GFP/GL nd eGFP sc AAV2.GL VP 67/18 1,76 x 108 

3. GFP/NN Fr. 2 nd eGFP sc AAV2.NN VP 68/18 2,46 x 109 

4. GFP/AAV2 WT ssOva  eGFP ss AAV2 WT V-AF10/17 2 5,70 x 108 

5. pAAV_sc-CMV_eGFP  eGFP sc AAV2.GL 51/18 2,48 x 109 

6. pAAV_sc-CMV_eGFP eGFP sc AAV2.NN 50/18 2,75 x 109 

7. pAAV_sc-CMV_eGFP  eGFP sc AAV2 WT 05/19 9,98 x 109 

8. pAAV2.1_sc-CMV_eGFP eGFP sc AAV2.GL 25/20 4,00 x 109 

9. pAAV2.1_sc-CMV_eGFP     eGFP sc AAV2.NN 26/20 8,00 x 109 

10. pAAV2.1_sc-CMV_eGFP eGFP sc HtW2_S1.1 70/20 9,90 x 107 

11. pAAV2.1_sc-CMV_eGFP eGFP sc AAV2 WT 69/20 3,50 x 1010 

12. kein Genom – – AAV2 WT 54/20 0 

13. pAAV2.1_sc-CMV_eGFP eGFP sc HtW2_S1.2 74/20; 
82/20 

1,5x1010 

 

 Allgemeine Materialien 

Tabelle 5: Steriles Einmalmaterial 

Bezeichnung Volumen Firma Firmensitz 

Einmalpipetten  10, 5, 2, 1 ml Corning/Costar  USA-Corning 

Flachboden Platten CELLSTAR® 12 Kavi-
täten  

6,5 ml/Kavität Greiner AT-Kremsmünster 

Flachboden Platten, 24 Kavitäten 3,29 ml/Kavität TPP CH-Trasadingen 

Fortsetzung Tabelle 5 siehe nächste Seite    
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Flachboden Platten, 96 Kavitäten  340 μ /Kavität TPP CH-Trasadingen 

Flachboden Platten, 96 Kavitäten Nunc 
MaxiSorp™  

400 μL/Kavität ThermoFisher 
 

USA-Waltham 
 

Glasröhrchen, Rundboden, Falcon™ 5 ml  Corning/Costar  USA-Corning 

Multifly®-Kanüle 21G  Sarstedt AG D-Nümbrecht 

Objektträger, Menzel-Gläser  ThermoFisher USA-Waltham 

Reaktionsgefäße   1,5/2,0 ml Eppendorf  D-Hamburg 

Rundboden Platten, 96 Kavitäten 300µl/Kavität Sigma/Merck USA-St. Louis/D-
Darmstadt 

Rundboden Platten, 96 Kavitäten  310 μ /Kavität TPP CH-Trasadingen 

Rundbodenröhrchen Falcon™  5 ml  Corning  USA-Corning 

Serum-Gel Monovette   Sarstedt AG D-Nümbrecht 

Spritzen  50 ml  B. Braun D-Melsungen 

Zellkulturflasche, 2µm Lüftungskappe  75cm² Corning  USA-Corning 

Zellschaber  TPP CH-Trasadingen 

Zentrifugenröhrchen, Konisch Falcon™  15 ml  Corning USA-Corning 

Zentrifugenröhrchen, Konisch Falcon™   50 ml Corning USA-Corning 

 

Tabelle 6: Laborgeräte 

Bezeichnung Pipettiervolumen Firma  Firmensitz 

Bioplex 3D Lesegerät  BIO-RAD USA-Hercules 

Dispenser Modell 8100    Nichiryo JP-Tokyo 

FACScalibur   BD D-Heidelberg 

Fluoreszenzaktivierte Zellanalyse 
(FACScan), CytoFlex S  

 Beckman Coulter 
GmbH 

D-Krefeld 

Inkubator   Heraeus D-Hanau 

Mehrkanal Pipette  25µl – 200 µl SLG, CAPP D-Nordhausen 

Mikropipette Discovery Comfort (DV 
200) 

20 – 200 µl Laboratoires 
Humeau 

FR-La Chapelle-
sur-Erdre 

Mikropipette Discovery Comfort 
(DV1000) 

250 – 1000 µl Laboratoires 
Humeau 

FR-La Chapelle-
sur-Erdre 

Mikropipette Discovery Comfort 
(DV20)  

2 – 20 µl Laboratoires 
Humeau 

FR-La Chapelle-
sur-Erdre 

Mikropipette PIPETMAN Classic P10 1 – 10 µl Gilson D- Limburg 

Mikroplatten-Photometer imark™   BIO-RAD USA-Hercules 

Mikroskop Invertoscope ID 03   Carl Zeiss AG D-Oberkochen 

Mikroskop und Bilder EVOS XL Core    ThermoFisher USA-Waltham 

Pipettierhilfe PIPETBOY acu 2   INTEGRA  D-Ratingen 

Vortex-Schüttler MS2 mini  IKA D-Staufen 

Vortex-Schüttler VF2  IKA D-Staufen 

Wasserbad GFL 1083   GFL D-Burgwedel 

Zellzähler Countess II FL   ThermoFisher USA-Waltham 

Zentrifuge Heraeus labofuge-200  ThermoFisher USA-Waltham 

Zentrifuge Heraeus multifuge-1s-r  ThermoFisher USA-Waltham 
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Tabelle 7: Reagenzien, Puffer und Medien 

Bezeichnung Firma Firmensitz 

Blocking Lösung CANDOR D-Wangen 

Brefeldin A Sigma/Merck D-Darmstadt 

Coating Puffer 10x, PBS-Basis, pH 7,4 CANDOR D-Wangen 

DMEM, Glukose (hoch), ohne Phenolrot Sigma/Merck D-Darmstadt 

DMEM, Glukose (hoch), Phenolrot Sigma/Merck D-Darmstadt 

DMEM, Glukose (niedrig), GlutaMAX™ Sigma/Merck D-Darmstadt 

DMSO (Dimethyl-Sulfoxid) Sigma/Merck  D-Darmstadt 

Dulbeccos Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
(PBS)  

Sigma/Merck 
D-Darmstadt 

eBioscience Fixations/Permeabilisierungs-Di-
luent 

Thermo Fisher  USA-Waltham 

eBioscience Fixations/Permeabilisierungs-Kon-
zentrat 

Thermo Fisher  USA-Waltham 

eBioscience Permeabilisierungs Wasch-Puffer Thermo Fisher  USA-Waltham 

FKS (Fötales Kälberserum) Superior   Sigma/Merck D-Darmstadt 

Hautdesinfektion OCTENIDERM  Schülke D-Norderstedt 

Heparin-Natrium 25000 Ratiopharm D-Ulm 

HRP Protektor CANDOR D-Wangen 

L-Asparagin, Stock 3,6 g /lL Sigma/Merck D-Darmstadt 

L-Glutamin 200 mM  Sigma/Merck D-Darmstadt 

LowCross-Puffer  CANDOR D-Wangen 

Lymphozyten-Separationsmedien Sigma/Merck oder BIORAD D-Darmstadt 

MEM Aminosäuren 50 x   Sigma/Merck D-Darmstadt 

MEM Nichtessentielle Aminosäuren 100 x  Sigma/Merck D-Darmstadt 

Natriumpyruvat 100 mM PAN-Biotech D-Aidenbach 

Panexin CD PAN-Biotech D-Darmstadt 

Paraformaldehyd (PFA) Sigma/Merck D-Darmstadt 

Penicillin (50 U)/Streptomycin (50 mg) Sigma/Merck D-Darmstadt 

Poly-HRP Verdünnungspuffer ThermoFisher USA-Waltham 

Poly-HRP-Streptavidin ThermoFisher USA-Waltham 

Purified Protein Derivate (PPD) 10 µg/ml Aventis D-Marburg 

TACS XTT Aktivator R&D Systems USA-Minneapolis 

TACS XTT Reagenz R&D Systems USA-Minneapolis 

Tetanus Toxoid (TT) 10 µg/ml Aventis D-Marburg 

Tris Wasch-Puffer 10x CANDOR D-Wangen 

Trypanblau  Sigma/Merck D-Darmstadt 

Trypsin-EDTA (0.05%) ThermoFisher USA-Waltham 

Turbo TRMB-ELISA Substrat Lösung ThermoFisher USA-Waltham 
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Tabelle 8: Kommerzielle Kits 

Bezeichnung Firma Firmensitz 

AAV2 Titration ELISA Kit PROGEN  D-Heidelberg 

AAV2 Titration ELISA 2.0R Kit  PROGEN  D-Heidelberg 

Bio-Plex Pro Human Cytokine Screening Panel, 48-Plex BIO-RAD USA-Hercules 

 

Tabelle 9: Antikörper für ELISA 

Bezeichnung Isotyp Konzentration Besonderheit 

Maus anti-AAV2, A20, gereinigt IgG3 (monoklonal) 50 µg/ml   

Ziege anti-Human  IgG, IgM, IgA (H+L) 1,4 mg/ml Biotinyliert 

Ziege anti-Maus IgG (H+L) 1,5 mg/ml Biotinyliert 

 

Tabelle 10: Fluoreszenzmarkierte Antikörper (monoklonale Maus-anti-human-Antikörper) 
für Oberflächen/Intrazelluläre Färbung  

Spezif. Isotyp Fluoreszenz Klon Konzentration* Expression  Firma Firmensitz 

CD3 Ig  a/κ APC OKT-3 0,05 mg/ml 
T-Zellen, TCR-
Komplex 

Biolegend 
USA-San 
Diego 

CD4 Ig 1/κ FITC RPA-T4 0,4 mg/ml Helferzellen Biolegend 
USA-San 
Diego 

CD8a IgG1/κ PE RPA-T8 0,05 mg/ml Killerzellen Biolegend 
USA-San 
Diego 

CD11c Ig 1/κ PE  3.9 0,2 mg/ml 
Dendritische 
Zellen 

Biolegend 
USA-San 
Diego 

CD14 Ig 1/κ PerCp/Cy5.5 63D3 0,4 mg/ml Makrophagen Biolegend 
USA-San 
Diego 

CD19 Ig 1/κ PE 4G7 0,2 mg/ml B-Zellen Biolegend 
USA-San 
Diego 

CD56 IgG1/κ FITC 5.1H11 0,2 mg/ml 
Natürliche 
Killer (NK) -
Zellen 

Biolegend 
USA-San 
Diego 

CD69 IgG1/κ PerCP/Cy5.5 FN50 0,2 mg/ml 
Aktivierungs-
marker 

Biolegend 
USA-San 
Diego 

IFN-β IgG1 FITC MMHB-3 0,05 mg/ml 
virusinfizierte 
Zellen 

Biotechne 
USA-Minne-
apolis 

IL-1β IgG1 APC 8516 0,01 mg/ml 
aktivierte 
Makrophagen 

Antikörper 
online 

DE-Aachen 
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Tabelle 11: Isotypkontrollen 

Isotyp Fluoreszenz Klon Konzentra-
tion* 

Firma Firmensitz 

IgG1/κ APC MOPC-21 0,2 mg/ml Biolegend USA-San Diego 

IgG2a/κ APC MOPC-173 0,2 mg/ml Biolegend USA-San Diego 

IgG1/κ FITC MOPC-21 0,5 mg/ml Biolegend USA-San Diego 

IgG1/κ PE MOPC-21 0,2 mg/ml Biolegend USA-San Diego 

IgG1/κ PerCP/Cy5.5  MOPC-21 0,2 mg/ml Biolegend USA-San Diego 

*Konzentration der Antikörperstammlösung 

Tabelle 12: Antikörpercocktails für Immunfluoreszenzfärbungen 
Je Kavität (mit 50 µl Zellsuspension) wurden 50µl des Antikörpercocktails, bestehend aus je 
2µl des Antikörpers (entspricht der jeweiligen Angabe des Herstellers) verdünnt mit 42µl PBS 
mit 1% FCS pipettiert. 

α = anti 

Tabelle 13: Software 

Bezeichnung Firma Firmensitz 

Bioplex Manager Software BIO-RAD USA-Hercules 

FlowJo/BD BD USA-Ashland 

 

 Zusammensetzung verwendeter Kulturmedien  

Du becco’s Modified Eag e’s Medium (DMEM) High Glucose wurde für die Lymphozytenkultu-

ren und -stimulationen verwendet, das gleiche Medium ohne Phenolrot für die Durchführung 

des XTT-Assays. Um optimale Kulturbedingungen zu schaffen, ist das Medium mit den in Ta-

belle 14 aufgelisteten Zusätzen versehen worden. 

DMEM mit GlutaMAX™ Supplement wurde für die Kultivierung und Neutralisationsassays der 

HeLa-Zellen verwendet.  

  

Antikörpercocktail 1 
(Oberflächenfärbung) 

αCD3-APC 
(2µl/100µl) 

αCD8-PE 
(2µl/100µl ) 

αCD4-FITC 
(2µl/100µl) 

αCD69-PerCP/Cy5.5 
(2µl/100µl ) 

Antikörpercocktail 2 
(Oberflächenfärbung) 

αCD3-APC 
(2µl/100µl) 

αCD5 -FITC 
(2µl/100µl) 

αCD1 -PE 
(2µl/100µl) 

αCD69-PERCP/Cy5.5 
(2µl/100µl) 

Antikörpercocktail 3 
(Oberflächen- und int-
razelluläre Färbung) 

αCD14-
PerCP/Cy5.5 
(2µl/100µl) 

αCD11c-PE 
(2µl/100µl) 

αIFN-β-FITC 
(0,3µl/100µl) 

αIL-1β-APC (4µl/100µl) 

Isotyp-Kontrollen 
(Oberflächen- und int-
razelluläre Färbung) 

mIgG1,kappa-
FITC 
(1µl/100µl) 

mIgG1,kappa-
PE (1µl/100µl) 

mIgG1,kappa
-PerCP/Cy5.5 
(1µl/100µl) 

mIgG2a,kappa-APC 
(1µl/100µl) 
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Tabelle 14: Zusammensetzung der Zellkulturmedien 

a) Medium für PBMC-Stimulation 

DMEM, 4500 mg/L Glukose, mit/ohne Phenolrot 

 4 mM L-Glutamin (Stock 200 mM) 

1 U/ml Penicillin/1mg/ml Streptomycin 

36 µg/ml L-Asparagin  

2 % MEM AA (Stammlösung 50 X) 

1 % MEM nichtessentielle Aminosäuren (Stammlösung 100 X) 

1 mM Natriumpyruvat 

5 % Panexin (Serumersatz) oder 5 % FKS bzw. Humanserum(pool) 

b) Medium für HeLa-Zellen 

DMEM, Glukose (niedrig), GlutaMAX™ Zusatz 

1 U/ml Penicillin/1mg/ml Streptomycin 

10 % FKS 

 

 Immunchemie 

2.5.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

2.5.1.1 Kapsidmengenbestimmung 

Die Bestimmung des Vektorgenomtiters mittels PCR wurde durch die AG Michalakis bzw. die 

AG Büning vorgenommen. 

Die Kapsidkonzentrationen wurden mit Hilfe des AAV2 Titrations ELISA-Kits von PROGEN ge-

mäß den Angaben des Herstellers bestimmt. Bei diesem Assay handelt es sich um einen Sand-

wich-ELISA, wobei AAV2-spezifische monoklonale Antikörper auf den Boden der Platte ge-

coatet sind (Platte wird bereits beschichtet und geblockt geliefert). Diese Antikörper erkennen 

auch die Kapsidvarianten (s. Abbildung 4). Die zu testenden Kapsidproben wurden in aufstei-

genden Verdünnungen (Titration) auf die Platten gegeben. Die Bindung der Kapside wurde 

durch Zugabe eines ebenfalls AAV2-spezifischen, biotinylierten Antikörpers (100 µl/ Kavität), 

gefolgt von der Zugabe von Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppeltem Steptavidin (100 µl/ 

Kavität), (bindet an Biotin), und des entsprechenden Substrats (100 µl/ Kavität) der HRP 
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detektiert. Die enzymatische Farbumsetzung des Substrats durch die Peroxidase wurde nach 

einer Rektionszeit von 15 min bei RT durch Schwefelsäure gestoppt. 

Die optische Dichte (OD) der Substratlösung wurde mittels Spektralphotometer bei einer Wel-

lenlänge von 450nm bestimmt. Die Farbreaktion ist direkt proportional zur Antikörperbin-

dung, die Menge der jeweiligen Kapsidpräparationen konnte über die Eichkurve des Teststan-

dards bestimmt werden. 

Abbildung 4: Prinzip des Sandwich-ELISAs 
Das namensgebende „Sandwich“ entsteht durch einen an den Boden der Platte gebundenen, 
kapsidspezifischen und einem zweiten ebenfalls kapsidspezifischen, biotinylierten Detektions-
antikörper, dazwischen wird das AAV2-Kapsid gebunden. Nach Zugabe von HRP-gekoppeltem 
Steptavidin und dessen Bindung an das Biotin des Sekundärantikörpers kann die Farbreaktion 
des Substrats erfolgen. 

Die Kitkontrolle (KC, Standard), wurde gemäß Vorschrift in Schritten von 1:2 seriell verdünnt 

(1:2 bis 1:64). Die zu testenden Vektorchargen wurden anhand der Angaben über den Vektor-

genomgehalt vorverdünnt (V1), unter der Annahme, dass die verschiedenen Präparationen 

ähnliche Füllungsverhältnisse mit Vektorgenom aufweisen. Je nach Chargen wurden unter-

schiedliche Vorverdünnungen V1 (s. Tabelle 15) eingesetzt. Dies war notwendig, um bei ver-

schieden stark konzentrierten Präparationen im Bereich des Messbaren zu liegen und um ver-

gleichbare optimale Titrationskurven, ähnlich der der Kitkontrolle, zu erhalten. Von Verdün-

nung V1 ausgehend wurden weitere Verdünnungsreihen von 1:2 bis 1:64 mit einer Mehrka-

nalpipette in einer 96 Well U-Boden Platte seriell vorbereitet und danach auf die Testplatte 

übertragen. 

Über die bekannte Anzahl der Vektorgenome sowie der mittels ELISA-Kit bestimmten Kapsid-

menge lässt sich die prozentuale Befüllung der Kapside mit Genom berechnen.  

 

Substrat 

Streptavidin  eroxidase  
 iotin 

Anti AAV  Dete tionsanti ör 

per 

Anti AAV  Fängeranti örper 
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Tabelle 15: Verdünnung V1 der AAV Vektoren 

 

2.5.1.2 Bestimmung der optimalen Bedingungen für den indirekten ELISA zur Testung der 

AAV2-Seroprävalenz 

Um die optimale Kapsidkonzentration für die ELISA-Plattenbeschichtung „Coat“ zu bestim-

men, wurde zunächst nur der Vektor rAAV2GL.CMV.scCrimson (Charge: VP 03/17) in verschie-

denen Konzentrationen getestet. Die Ausgangskonzentration des Vektors war eine Kapsid-

menge von 2,74x108/µl.  Jede Kavität wurde mit einem Volumen von 100 µl bestückt. Als Pri-

märantikörper wurde der gereinigte Maus-monoklonale anti-AAV2-Antikörper A20 verwen-

det, der garantiert an die Kapside der Plattenbeschichtung bindet und dessen Konzentration 

bekannt war. Zum Bindungsnachweis wurde ein Ziege-anti-Maus-Ig-spezifischer, biotinylierter 

Sekundärantikörper verwendet. Der hier verwendete Enzym-Substratkomplex wurde dann 

auch für die Testung der humanen Seren in gleicher Konzentration eingesetzt (s. Abbildung 

6). 

Verwendet wurde eine ELISA-Platte (Maxi Sorp von ThermoFisher aus Polystyren, mit flachem 

Boden und 96 Vertiefungen), die während aller Schritte mit einer 12 Kanal Pipette bestückt 

wurde  Es wurden drei verschiedene Konzentrationen des Ve tors „scCrimson“ C1) 7,  x 107 

Kapside/Vertiefung, C2) 3,95 x 107 Kapside/Vertiefung und C3) 1,98 x 107 Kapside/Vertiefung 

getestet (s. Abbildung 5). Dabei wurde der Vektor mit Coating Puffer (Candor) verdünnt und 

anschließend die Platte mit jeweils 100 µl/Vertiefung beschichtet. Die Inkubation erfolgte 

über Nacht bei 4°C.  

Um unspezifische Bindungen an der Platte zu verhindern, wurden verbliebene Bindungsstellen 

mit der auf Casein basierenden Blocklösung gesättigt. Hierfür wurden 200 µl je Kavität pipet-

tiert und für 2- 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Blocken wurden verbliebene 

Reste der Kapsidbeschichtung und der Blocklösung durch "Waschen" entfernt: jede Vertiefung 

Nr. Charge Verdünnung V1 

8. 25/20 (AAV2.GL) 1: 2.000 

10. 70/20 (HtWS_1.1) 1: 49,5 

9. 26/20 (AAV2.NN) 1: 4.000 

11., 12. 69/20 und 54/20 (AAV2.WT) 1: 17.500 

7., 5., 6. 05/19 (AAV2.WT), 51/18 (AAV2.GL), 50/18 (AAV2.NN) 1: 7.000 

4., 1., 2., 
3. 

 V-AF10/17 2 (AAV2.WT), VP 03/17 (AAV2.GL), VP 67/18 
(AAV2.GL), VP 68/18 (AAV2.NN) 

1: 100 
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wurde mit 200 µl Waschpuffer von Candor befüllt und nach kurzer Inkubationszeit wieder ent-

fernt. Der Waschvorgang wurde jeweils dreimal durchgeführt.  

Anschließend wurden die zu testenden Verdünnungen des Mausantikörpers als Triplikate ein-

gesetzt. Um unspezifische Bindungen zu verringern, wurden die Mausantikörper (1:10, 1:100 

und 1:1000) mit LowCross-Puffer von Candor verdünnt und jeweils 100 µl jeder Verdünnung 

dreifach auf jeden der drei verschiedenen Kapsid-"Coats" aufgetragen und für eine Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert (s. Abbildung 5). Nach Zugabe des Primären Antikörpers wurde 

erneut dreimal mit je 200 µl Waschpuffer gewaschen.  

Als Sekundärantikörper wurde ein biotinylierter Ziegenantikörper gegen Maus IgG (Thermo 

Fisher) verwendet. Dieser wurde in Orientierung an die Herstellerangaben in Verdünnungen 

von 1:2000 und 1:20000 in LowCross-Puffer zugegeben und für eine Stunde bei Raumtempe-

ratur inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden je 100 µl Poly-HRP Streptavidin-Komplex in 

zwei Verdünnungen (1:2000 und 1:20000 in Poly-HRP Verdünnungspuffer von ThermoFisher) 

zu allen Kombinationen von Kapsidbeschichtung und Primärantikörper pipettiert und für 30 

min bei Raumtemperatur inkubiert (s. Abbildung 5).  

Nach erneutem Waschen der Platte mit je 200 µl Waschpuffer pro Vertiefung wurde das Sub-

strat zugegeben (1-Step Turbo TRMB, 100 µl/well) und für 15 min bei Raumtemperatur im 

Dunkeln inkubiert, durch Zugabe von 100µl 1M Schwefelsäure (H2SO4) gestoppt und die OD 

der Substratfärbung 450 nm gemessen. Die Antikörperbindung verhält sich proportional zur 

optischen Dichte. Als Negativkontrolle wurde jeweils lediglich LowCross-Puffer von Candor 

eingesetzt. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legende zur Abbildung 5 siehe nächste Seite 
  

Kavität 1, 2, 3 4, 5, 6 7, 8, 9 10, 11, 12 

1 C1+P1+S1 C1+P2+S1 C1+P3+S1 1. Ab S1 

2 C1+P1+S2 C1+P2+S2 C1+P3+S2 1. Ab S2 

3 C2+P1+S1 C2+P2+S1 C2+P3+S1 1. Ab S1 

4 C2+P1+S2 C2+P2+S2 C2+P3+S2 1. Ab S2 

5 C3+P1+S1 C3+P2+S1 C3+P3+S1 1. Ab S1 

6 C3+P1+S2 C3+P2+S2 C3+P3+S2 1. Ab S2 

7 3. ohne Coat 3. ohne Coat 3. ohne Coat 2. Puffer 

8 4. Nur C1+Substrat 4. Nur C2+Substrat 4. Nur C3+Substrat 2. Puffer 
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Abbildung 5: Plattenschema zur Etablierung des indirekten Anti-AAV ELISAs  
Die Konzentrationen der Kapside für die Plattenbeschichtung ("Coat", C), des primären (P) und 
des sekundären Antikörpers (S) wurden wie folgt austitriert. Der Coat (C) wurde mit C1) 7,9 x 
107, C2) 3,95 x 107 Kapside/Vertiefung und C3) 1,98 x 107 Kapside/Vertiefung getestet. 
Der primäre Mausantikörper (P) wurde in Verdünnungen von P1) 1:10, P2) 1:100 und P3) 
1:1000, der sekundäre anti-Maus-IgG-Antikörper (S) in Verdünnungen von S1) 1:2000 und S2) 
1:20000 getestet. Um unspezifische Bindung zu testen, wurden für Kontrolle 1 alle Schritte 
ohne Coating und Blocken mit S1 oder S2 durchgeführt. Für Kontrolle 2 wurde statt der Primär 
und Sekundär-Antikörper Puffer eingesetzt. Für Kontrolle 3 wurden alle Schritte des ELISAs 
ohne Coat (nur mit Smart Block) durchgeführt. Für Kontrolle 4 wurden lediglich die Kapsidver-
dünnungen C1, C2, C3, mit dem Substrat eingesetzt.  
 

Abbildung 6: Prinzip des indirekten ELISA  
1. Zuerst wird die Mikrotiterplatte mit Antigen beschichtet (AAV in Coating Puffer). 2. Anschlie-

ßend werden alle ungebundenen Stellen abgesättigt (Smart Block). 3. Das zu testende Serum 

mit Antikörpern, die das an die Platte gebundene Antigen erkennen sollen, wird zugegeben. 4. 

Der Biotin-gekoppelte Human-Ig-Antikörper, bindet an den primär Antikörper und 5. die Strep-

tavidin-HRP. 6. Durch Zugabe des Substrats findet die Farbreaktion statt, die 7. durch Zugabe 

von 1M H2SO4 gestoppt wird. 

2.5.1.3 Indirekter ELISA mit Serum- bzw. Plasmaproben 

Tabelle 16: Verwendete Vektoren für die Bestimmung der Gesamtantikörper 

Nr. Charge Kapsid kodiert für DNS Vektorgenom/µl Kapside/µl 

2. VP 67/18 AAV2.GL eGFP sc 1,76 x 108 2,91 x 108 

3. VP 68/18 AAV2.NN eGFP sc 2,46 x 109 1,02 x 1010 

4. V-AF10/17 2 AAV2.WT ssOva ss 5,70 x 108 7,13 x 109 
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Als optimale Beschichtung der ELISA-Platten stellte sich eine Kapsidkonzentration von 6,9x107 

je Kavität (100µl) heraus und wurde für alle drei Kapside (AAV2.WT, AAV2.NN, AAV2.GL) als 

Plattenbeschichtung verwendet. Die 24 Serum/Plasmaproben wurden in Duplikaten einge-

setzt und dafür in einer Platte mit 96 Rundboden-Mikrovertiefungen seriell vorverdünnt, die 

fertigen Verdünnungen wurden dann mit einer Mehrkanalpipette unverzüglich auf die ELISA-

Platte übertragen, um gleiche Inkubationszeiten einzuhalten. 

Alle anschließenden Wasch- und Pipettierschritte des Assays wurden ebenfalls mit einer 12er-

Mehrkanalpipette durchgeführt. Die einzelnen Schritte des Assays erfolgten wie zuvor be-

schrieben (s. Abbildung 6). Serum- bzw. Plasmaproben wurden in Verdünnungen von 1:20, 

1:200 und 1:2000 als Duplikate in die Platten gegeben. Der Sekundärantikörper (Ziege anti-

Human IgM/IgG/IgA-Biotin) wurde 1:20.000 verdünnt und 1 h bei RT inkubiert. Streptavidin-

HRP (1:2000) wurde für 30 Min. bei RT zugegeben, die Substratreaktion nach 15 Min. ge-

stoppt und die OD bei 450 nm gemessen. Als Positivkontrolle des Assays wurde die Probe H2 

einer Spenderin mit bekanntem, hohem AAV2-Titer verwendet. Es wurden diejenigen Seren 

als positiv definiert, die bei einer Verdünnung von 1:400 vergleichbare oder höhere ODs hat-

ten als Probe H2 bei derselben Verdünnung.   

2.5.1.4 Bestimmung der Anti-SARS-CoV-2 Spike-Antikörper  

Nach der Blutentnahme wurden Plasma/Serum der Spender H1, H6 und H7 separiert und bei 

-20 °C eingefroren. Die anti-SARS-CoV2-Spike-Antikörper wurden mit dem Abbott Architect 

SARS-CoV-2 IgG II Quant Chemilumineszenz-Mikropartikel-Immunoassay (Abbott) bestimmt 

(durchgeführt im Max von Pettenkofer-Institut, Dr. Andreas Osterman). Die Anti-SARS-CoV2-

Spike-Antikörpermengen wurden in beliebigen Einheiten pro ml (arbitrary units, AU/ml) an-

gegeben. 

2.5.2 Neutralisationsassay   

Tabelle 17: Verwendete Vektoren für die Bestimmung der neutralisierenden Antikörper 

Nr. Charge Kapsid kodiert für DNS Vektorgenom/µl Kapside/µl 

5. 51/18 AAV2.GL eGFP sc 2,48 x 109 1,74 x 1010 

6. 50/18 AAV2.NN eGFP sc 2,75 x 109 1,80 x 1010 

7. 05/19 AAV2.WT eGFP sc 9,98 x 109 1,05 x 1011 
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Alle verwendeten Vektorpräparationen enthielten ein einzelsträngiges Genom, das für GFP 

kodiert. Um die neutralisierenden Antikörper (nAbs) der humanen Seren zu bestimmen wur-

den die Seren mit den AAV2.WT, AAV2.GL und AAV2.NN-Vektoren präinkubiert, anschließend 

zu HeLa-Zellkulturen gegeben und danach die Anzahl vektortransduzierter und somit GFP-po-

sitiver HeLa-Zellen im Vergleich zu den Kontrollen zu bestimmen. Als Negativkontrolle wurde 

ohne Serum präinkuiert (=> keine Neutralisation, daher maximale Transduktion und maximale 

Anzahl GFP-positiver Zellen), als Positivkontrolle wurden stark neutralisierende Seren verwen-

det, die die Transduktion und somit auch die GFP-Expression der Zellen effizient hemmen 

konnten.  

2.5.2.1 Durchführung des Neutralisationsassays 

HeLa-Zellen wurden in DMEM mit GlutaMAX™ Zusatz von Thermo Fisher Scientific bei 37° C 

und 5 % CO2 kultiviert, bis der Zellrasen eine Konfluenz von ca. 90 % erreicht hatte. Die adhä-

rent wachsenden HeLa-Kulturen wurden dann in der Kulturflasche mit PBS gespült, um das 

serumhaltige Kulturmedium zu entfernen, dann wurden die Zellen durch Zugabe von Trypsin-

EDTA (37°C) von der Kulturflasche abgelöst, das Trypsin danach sofort durch Zugabe von Kul-

turmedium mit 10% FKS inaktiviert, die Zellen in der Suspension in ein Zentrifugenröhrchen 

transferiert und abzentrifugiert. Anschließend wurden die HeLa-Zellen in einer Dichte von 5 x 

104 Zellen/1ml auf einer 12-Well-Platte ausgesät. Nach 24-stündiger Kultivierung zum Adhä-

rieren der Zellen wurde das Neuralisationsassay durchgeführt, indem die für 1 Std. 10 Min mit 

den verschiedenen Serumverdünnungen vorinkubierten Vektoren zugegeben wurden (s. Ab-

bildung 7). Zur Kontrolle wurden Vektoren ohne Serum appliziert, als Positivkontrollen dien-

ten das Serum HH und H2 von Personen, die unabhängig von einer Gentherapie, über längere 

Zeit häufig AAV2-Exposition hatten. Die Transduktion der HeLa-Zellen wurde über 48 h durch-

geführt, anschließend wurden die Zellen geerntet und die GFP-Fluoreszenz zur Bestimmung 

der Transduktionseffizienz bzw. der Neutralisation im FACS gemessen.  

Zunächst musste die Transduktionseffizienz der verschiedenen Vektorpräparationen be-

stimmt werden. Dies erfolgte sowohl unter Berücksichtigung der Menge der Kapside, an die 

die Antikörper binden, als auch der Anzahl der Vektorgenome, die für die GFP-Fluoreszenz der 

transduzierten Zellen kodieren und so dem Nachweis der Transduktion dienen. Da nur 10% - 

16% (AAV2. WT 9,47%; AAV2.GL 14,25%; AAV2.NN 15,27%) der Kapside ein Genom enthielten 

und somit eine GFP-Fluoreszenz in der Zielzelle induzieren konnten, musste der prozentuale 
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Vektorgenomgehalt beim Einsatz der Kapside zusammen mit der Kapsidmenge berücksichtigt 

werden. Für eine gleiche maximale Transduktion der HeLa-Zellen durch die verschiedenen 

Kapside wurden die Vektoren AAV2.WT (Präp 05/19), AAV2.GL (Präp 51/18) und AAV2.NN 

(Präp 50/18) unterschiedlich stark verdünnt. Nach dem Austesten einer Multiplizität der In-

fektion (MOI; Vielfaches der HeLa-Zellzahl), von 100, 1000, 10000 wurde das WT-Kapsid mit 

einer MOI von 20, der Vektor AAV2.GL mit einer MOI von 200 und der Vektor AAV2.NN mit 

einer MOI von 250 eingesetzt.  

Abbildung 7: Prinzip des Antikörper-Neutralisationsassays mit HeLa-Zellen 
A) Die für eGFP kodierenden Vektoren (hellgrün) wurden mit (neutralisierenden) Antikörpern 
(rot) präinkubiert. B) Nach 1h wurde das Gemisch aus Antikörpern und Vektoren für 48h mit 
HeLa Zellen inkubiert. An die Vektoren gebundene, neutralisierende Antikörper verhindern die 
Transduktion von HeLa-Zellen. Eine erfolgreiche Transduktion von HeLa-Zellen zeigt sich in der 
grünen Fluoreszenz (GFP) der Zellen (dunkelgrüne Zellen), die durch neutralisierende Antikör-
per (rot) verhindert werden kann. Die Anzahl und Intensität GFP-positiver HeLa-Zellen kann im 
FACS quantifiziert werden.  
 

Um den optimalen Konzentrationsbereich für die Neutralisation zu bestimmen, wurden un-

terschiedliche Titrationen mit den Seren HH, H1 und H6 getestet. Die Proben von HH und H6 

wurden in Verdünnungen von 1:20, 1: 250; 1: 500; 1: 1000; 1: 1500; 1: 2000; 1:3000; 1:4000; 

H1 in Verdünnungen von 1:20, 1: 50; 1: 100; 1: 250; 1: 500; 1: 1000; 1:2000, getestet. Für die 

Untersuchung aller Plasma-/Serumproben wurden dann Verdünnungen von 1:20; 1:200; 

1:2000 eingesetzt, aufgrund der hohen Neutralisationskapazität des Spenders H2 Verdünnun-

gen von 1:1000; 1:5000; 1:25000; 1: 125000 verwendet.  

Im nächsten Schritt wurden jeweils 500 µl der Serum/Plasmaverdünnung (2x) zu 500 µl der 

Vektorverdünnung (2x) gegeben (Endverdünnung: 1:2). Die damit erreichten Endkonzentrati-

onen der Vektoren sind in Tabelle 18 dargestellt.   

1h Inkubation 

A) B) 
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Tabelle 18: Finale Konzentration der im Neutralisationsassay eingesetzten Vektoren 

Nr. Vektor Charge MOI Entspricht bei 5x104 HeLa Zellen/well  

5. AAV2.GL 51/18 200 1 x 106 vg/ml 70,18 x 106 Kapside/ml 

6. AAV2.NN 50/18 250 12,5 x 106 vg/ml 81,86 x 106 Kapside/ml 

7. AAV2.WT 05/19 20 1 x 105 vg/ml 10,53 x 106 Kapside/ml 

 

Als Negativkontrolle wurde den HeLa-Zellen nur 1 ml Medium ohne Vektor zugesetzt, als Po-

sitivkontrolle nur Vektor mit Medium, ohne neutralisierendes Serum. Die stark neutralisieren-

den Kontrollseren HH und H2 wurden in einer Verdünnung von 1:500 eingesetzt. Die Präinku-

bation von Seren und Vektoren erfolgte jeweils für 1 Stunde und 10 Minuten bei RT. Anschlie-

ßend wurde das Kulturmedium der HeLa-Zellen durch die Serum-Vektormischungen bzw. die 

Kontrollen ersetzt und für 48 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 

Nach der Inkubationszeit wurden die GFP+ Zellen mit dem Evos-Mikroskop (Fluoreszenz, 

Einstellungen: transmitted 70 % GFP) fotografiert und danach mit 100 µl/Kavität Trypsin-EDTA 

(37°C) abgelöst. Das Trypsin wurde mit 100 µl Medium/5 % FCS inaktiviert, die HeLa-Zellen mit 

PBS/1% Paraformaldehyd fixiert und die GFP-Fluoreszenzintensität im FACS ermittelt. Die 

fixierten Zellen sind bei 4°C bis zu 1 Monat lagerbar. 

Die Transduktion des Virus wurde über die GFP-Expression, die Fluoreszenz der HeLa-Zellen 

über FACS-Analyse bestimmt und mit dem Programm FlowJo ausgewertet. Dabei wurde die 

Abgrenzung von GFP+ und GFP- Zellen so gewählt, dass die (nicht-fluoreszierenden) Zellen der 

Negativkontrolle ausgeschlossen wurden (s. Abbildung 8). Die positiven Zellen befinden sich 

rechts außerhalb der Abgrenzung und zeichnen sich durch höhere Fluoreszenzintensität aus 

(x-Achse). Der Titer der neutralisierenden Antikörper wurde als die höchste Serumverdünnung 

definiert, bei der eine halbmaximale GFP-Expression (50% der Positivkontrolle) gemessen 

wurde. Eine Serum-/Plasma-Verdünnung > 1:40 wurde, als positiv erachtet, da stärker kon-

zentrierte Proben eine unspezifische Hemmung der Vektortransduktion verursachen können. 
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Abbildung 8: Beispiel der Abgrenzung zwischen GFP-Fluoreszenz-positiven und -negativen 
Zellen: Darstellung als Histogramm-Plot nach FACS-Analyse 
Die Markierung trennt GFP-positive (rechte Markierung, hohe Fluoreszenzintensität) von GFP-

negativen Zellen (links, niedrige Fluoreszenzintensität, Hintergrund-Fluoreszenz). Die Begren-

zung wird nach der maximalen Fluoreszenzintensität einer entsprechenden Negativkontrolle 

festgesetzt. Der prozentuale Anteil der Zellen mit einer Fluoreszenz im positiven Bereich des 

Histogramms wird mit FowJo berechnet.  

2.5.2.2 Bestimmung HtW2_S1.2 spezifischer neutralisierender Antikörper  

Die Bindung neutralisierender Antikörper gegen das SARS-CoV2-Spike-Protein von Personen, 

die mit dem mRNA-Impfstoff Comirnaty geimpft waren, an die AAV2-Variante HtW2_S1.2 

wurde durch die Arbeitsgruppe Michalakis von Sabrina Babutzka bestimmt. Analog zu dem 

hier beschriebenen Neutralisationsassay wurden der AAV2.WT sowie die Variante HtW2_S1.2 

mit Serum des Spenders H1, vor beziehungsweise nach der ersten und zweiten Impfung, in 

Verdünnungen von 1:50, 1:500,1:1000 für 1h vorinkubiert. Danach wurde das Serum/Vektor-

Gemisch zu den HeLa Zellen gegeben und für 48h bei 37°C und 10 % CO2 inkubiert. Die trans-

duzierten, GFP-exprimierenden Zellen wurden mittels eines automatisierten Zellzählers 

(Countess; ThermoFisher) bestimmt. 
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 Zelluläre Immunität 

Um zelluläre Immunantworten auf AAV-WT und AAV-Mutanten zu untersuchen, wurden von 

7 Spendern die peripheren Blutlymphozyten isoliert und mit den AAV-Kapsiden sowie Kontrol-

len stimuliert. Nach der Stimulation wurden Stoffwechselaktivität und Proliferation mittels 

XTT Assay, Zytokin/Chemokin-Ausschüttung im Multiplexassay und Expansion bestimmter 

Zellpopulationen bzw. erhöhte Expression von Aktivierungsmarkern und Monokinen durch 

Immunfluoreszenzfärbungen bestimmt. Alle Schritte wurden nach der Blutabnahme unter 

sterilen Bedingungen durchgeführt. 

2.6.1 Gewinnung von peripheren Blutmonozyten 

Heparinblut von den Spendern H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7 und C1 wurde mit DMEM -Medium 

1:2 verdünnt und über Nacht bei RT in einer aufrechtstehenden Kulturflasche (T75) gelagert. 

Am nächsten Tag wurden die Lymphozyten über einen Ficoll-Dichtegradienten von den Eryth-

rozyten, Thrombo- und Granulozyten separiert. Dabei ist es wichtig, dass Ficoll und Blut glei-

che (Raum)Temperatur haben, um die entsprechende Dichte für eine optimale Separation zu 

gewährleisten. Hier wurde die Ficoll-Phase mit dem verdünnten Blut überschichtet. Die Dich-

tegradientenzentrifugation wurde bei 900 g für 35 min bei Raumtemperatur durchgeführt 

(Zentrifugation ungebremst). Nach der Zentrifugation sind die Lymphozyten von den übrigen 

Blutbestandteilen getrennt, liegen als weiße Schicht (Interphase) auf der Ficollphase und kön-

nen mit einer Pipette abgenommen werden. Nach zweimaligem Waschen mit DMEM -Me-

dium bei RT (1. Waschen 10 Min. bei 600g, 2. Waschen für 6 Min. bei 400g) werden die Zellen 

in einem definierten Volumen an Kulturmedium aufgenommen und die Zellzahl mittels einer 

Neubauer-Zählkammer durch Auszählung am Mikroskop bestimmt (s. Abbildung 9). Um nur 

lebende Zellen bei der Zählung zu berücksichtigen, wurde die Zellsuspension 1:2 mit Trypan-

blau versetzt, wodurch tote Zellen blau gefärbt werden. Der Verdünnungsfaktor durch die 

Trypanblau-Zugabe sollte bei der Zellzahlermittlung berücksichtigt werden. Die Zellzahl be-

rechnet sich wie folgt: 

Gesamtzellzahl = Zellzahl aus 16 Feldern x104/ml X 2 (Verdünnungsfaktor Trypanblau)  

X ml Volumen der Zellsuspension  
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Abbildung 9: Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Zählkammer  
Es werden die einzelnen Zellen innerhalb des rot markierten Quadrats ausgezählt, bei geringer 
Zelldichte zählt man die Zellen in allen 4 Eckquadraten und berechnet den Mittelwert. Die Flä-
che eines Eckquadrats ist 1mm2, die Kammertiefe 0,1mm, was einem Volumen von 0,1 mm3 (= 
0,1µl) entspricht. Durch Multiplikation der Zellzahl eines Felds mit 104 ergibt sich die Zellzahl 
pro ml (104 x 0,1µl = 1ml) 
 

2.6.2 Lymphozytenstimulation zur Bestimmung von Vitalität und Zytokinsekretion (XTT-As-

say, Multiplex-Bead-Analyse) 

Tabelle 19: Verwendete Vektoren für die Lymphozytenstimulation zur Bestimmung von Vi-
talität und Zytokinsekretion 

Nr. Charge Kapsid kodiert für DNS Titer (vg/µl) Kapside/µl 

2. VP 67/18 AAV2.GL eGFP sc 1,76 x 108 2,91 x 108 

3. VP 68/18 AAV2.NN eGFP sc 2,46 x 109 1,02 x 1010 

4. V-AF10/17 2 AAV2 WT ssOva ss 5,70 108 7,13 x 109 

 

Für die Kultivierung und Stimulation der Lymphozyten wurde zunächst humanes Serum ver-

wendet. Die Stimulationen wurden als Triplikate auf je zwei identisch mit Antigen bestückten 

Platten mit 96 Vertiefungen getestet, einer Flachboden-Platte für das XTT-Assay (100µl/well) 

zur finalen Messung der OD im ELISA-Reader und einer U-Boden-Platte für die Gewinnung der 

Kulturüberstände für den Test auf Zytokinsekretion im Multiplex Bead Assay. Die Lymphozy-

tenstimulationen mit AAV2.WT und den Kapsidvarianten AAV2.GL und AAV2.NN wurden in 

5% autologem Serum bzw. parallel mit 5% Humanserumpool angesetzt, um eine mögliche 

Neutralisierung der Kapside durch Antikörper zu umgehen. Zu diesem Zeitpunkt waren die 
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Ergebnisse der Antikörperneutralisation noch nicht bekannt, für die späteren Assays wurde 

auf die Verwendung von Humanserum verzichtet und stattdessen der Serumersatz Panexin 

eingesetzt. 

Alle Vektoren wurden für die Stimulation von einer Ausgangs-Kapsiddosis von 2,74x1011/ml in 

3 Konzentrationen von 2,74x108; 2,74x107 und 2,74x106 (Verdünnungen von 1:1.000, 

1:10.000; 1:100.000), für die Assays, eingesetzt. Für die Messung der Viabilität mittels XTT 

Reagenz wurden die Lymphozytenkulturen in einem Volumen von 100 µl Medium ohne Phe-

nolrot je Kavität, für die Messung der Zyto und Chemokinsekretion in 200 µl inkubiert. Es wur-

den, je nach Ausbeute der isolierten Lymphozyten jeweils 2x105 - 8x105 PBMCs/Kavität einge-

setzt. Als Negativkontrolle dienten unstimulierte Zellen, nur mit Medium kultiviert. Als Posi-

tivkontrolle wurden je 1% PPD (10 µg/ml) und 1% Tetanus Toxoid (10 µg/ml) verwendet. Um 

die optimale Stimulationsdauer zu bestimmen, wurden Spenderzellen zunächst 3, 4 und 5 

Tage in vitro stimuliert und nach jedem Zeitpunkt im XTT-Assay getestet. Für die Stimulation 

mit den Varianten AAV2.GL und AAV2.NN stellte sich eine Stimulation von 4 Tagen als optimal 

heraus. 

2.6.3 Lymphozytenstimulation für die Immunfluoreszenzfärbung von Oberflächenmarkern 

und intrazellulären Zytokinen 

Tabelle 20: Verwendete Vektoren für die Immunfluoreszenzfärbung 

Nr. Charge Kapsid kodiert für DNS Titer(vg/µl) Kapside/µl 

8. 25/20 AAV2.GL eGFP sc 4,00 x 109 2,57 x 1010 

9. 26/20 AAV2.NN eGFP sc 8,00 x 109 4,72 x 1010 

10. 70/20 HtW2_S1.1 eGFP sc 9,90 x 107 6,10 x 108 

11. 69/20 AAV2.WT eGFP sc 3,50 x 1010 2,38 x 1011 

12. 54/20 AAV2.WT – keine – 1,34 x 1010 

13. 74/20; 82/20 HtW2_S1.2 eGFP sc 1,5x1010 – 

 

Während die Stimulationen der Lymphozyten mit den Vektoren AAV2.GL und AAV2.NN nur 

im XTT-Assay und auf Zytokinsekretion untersucht wurden, erfolgte später eine weitere Serie 

von Experimenten mit Lymphozytenstimulation mit AAV2 WT, den Gentherapie-Vektoren 

AAV2.GL und AAV2.NN sowie neuen Varianten mit Kapsidexpression von SARS-CoV2-Spike-

RBD, HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2. Hier wurden die gleichen Spender H1 bis H7 wie zuvor un-

tersucht. Nur die Spender H1, H6 und H7 wurden nach ein- bzw. zweimaliger Impfung mit der 

mRNA-Vakzine Comirnaty (Biontech/Pfizer), die eine Immunantwort gegen SARS-CoV2-
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Spikeprotein induziert, wiederholt auf zelluläre Reaktionen auf HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2 im 

Vergleich zum AAV2 WT getestet. 

Die Kultivierung der Lymphozyten (1,5x106 PBMCs/1ml – 4,0x106 PBMCs/1ml) erfolgte in Plat-

ten mit 24 Vertiefungen und dem Serumersatz Panexin. Sowohl die SARS-CoV2-Spike-RBD 

Kapside HtW2_1.1 und _1.2 als auch AAV2.GL und AAV2.NN wurden in einer Konzentration 

von 1,0x109 vg/1 ml (≈ 6x109 Kapside/ 1ml) eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde hier Lipopo-

lysaccharid (LPS) verwendet (stimuliert v. a. Zellen des angeborenen Immunsystems), als Ne-

gativkontrolle dienten ebenfalls unstimulierte Kulturen. Die Stimulationsdauer von AAV2.GL 

und AAV2.NN betrug 24h beziehungsweise 4 Tage, für die Lymphozytenstimulation von Ge-

impften mit den AAV2-Kapsidvarianten HtW2_S1.1 und S1.2 wurde nach der 2. Impfung die 

Kulturdauer von 4 Tagen auf 3 Tage verkürzt.  

2.6.4 XTT-Assay zur Bestimmung der zellulären Vitalität nach Lymphozyten-Stimulation  

Mittels XTT-Assay wurde die Viabilität und Stimulation (Stoffwechselaktivität) der stimulierten 

Zellen bestimmt. Am Ende der jeweiligen Stimulationsperiode wurde das XTT durch Mischen 

von XTT-Reagenz plus 2 % Aktivator vorbereitet. Hiervon wurden mit einer 12-Kanal-Pipette 

je 50 µl zu jeder Mikrokultur (100 µl) gegeben. Anschließend wurde nach 3 h und 6 h die Um-

setzung des XTTs zum farbigen Formazan als OD bei einer Wellenlänge von 490 nm im ELISA-

Reader gemessen (Bio-RAD) (s. Abbildung 10). Die Viabilität der Zellen wurde durch den Ver-

gleich der OD, der Antigen-stimulierten Kulturen mit der OD der Mediumkontrolle bestimmt.  

Abbildung 10: Prinzip des XTT-Assays 
Das XTT-Assay basiert auf der Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes XTT (Triphenyltetrazoli-
umchlorid) unter Bildung eines orangefarbenen, wasserlöslichen Formazan-Derivats, umge-
setzt durch die mitochondriale Dehydrogenase. Eine Stimulation der Zellen führt zu einer Stei-
gerung des Metabolismus und somit zur Zunahme der Dehydrogenasen-Aktivität, die mit der 
Umsetzung des XTT in Formazan korreliert. 

X   Formazan 

Derivat 

Leu ozyten 

Redu tion 
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2.6.5 Bioplex-Assay zur Bestimmung der Zytokin- und Chemokinsekretion  

Für die Bestimmung der Zytokin- und Chemokinsekretion wurden nach 24, 48, 72 oder 96 

Stunden (bei 4-tägiger Kultur) je 25µl Überstand/Kultur abgenommen, in eine U-Boden-Platte 

transferiert und sofort bei -80°C eingefroren, um eine Degradation der Zytokine zu vermeiden. 

Erst kurz vor dem Zytokinassay wurden die Kulturüberstände wieder aufgetaut und zu glei-

chen Teilen gepoolt verwendet, um sowohl früh als auch spät nach der Stimulation produ-

zierte Zytokine zu erfassen. Die gepoolten Überstände der täglichen Abnahmen wurden im 

Bioplex-Assay quantitativ analysiert. Getestet wurde auf CTACK, Eotaxin, BasicFGF, G-CSF, 

GM-CSF, Gro-α, HGF, IFN-α2, IFN-γ, IL-1α, IL-1β, IL-1RA, IL-2, IL-2Rα, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, 

IL-8, IL-9, IL-10, IL-12(p70), IL-12 (p40), IL-13, IL -15, IL-16, IL-17, IL-18, IP10, LIF, MCP-1, MCP-

3, M-CSF, MIF, MIG, MIP-1α, MIP-1β, β-NGF, PDGF-BB, RANTES, SCF, SCGF-β, SDF-1α, TNF-α, 

TNF-β, TRAIL, VEGF. 

Das Bioplex-Zytokinassay ist ein Sandwich-Immunoassay, mit dem in derselben Probe eine 

Vielzahl an sezernierten Zytokinen und Chemokinen nachgewiesen werden kann. Die Fänger-

Antikörper sind dabei kovalent an magnetische Beads mit unterschiedlicher Fluoreszenz ge-

bunden, jedem Fänger-Antikörper sind Beads einer bestimmten Fluoreszenz zugeordnet, um 

bei der Analyse die Zytokine unterscheiden zu können. Die Beads werden in Mikrotiterplatten 

verteilt, in die zuvor die Kulturüberstände pipettiert wurden. Die Mikrotiterplatte wird zum 

Waschen in eine magnetische Unterlagen-Platte gestellt, die die magnetischen Beads am Bo-

den der Vertiefungen während der Waschschritte fixiert. Die gebundenen Zytokine werden 

jeweils mit einem biotinylierten Antikörper, der dasselbe Zytokin erkennt, detektiert. Strep-

tavidin-Phycoerythrin visualisiert die spezifische Antikörperbindung, die Zytokinspezifität wird 

in Kombination mit der Fluoreszenz des jeweiligen Beads bestimmt.     

2.6.5.1 Durchführung 

Zuerst wurden 50 µl pro Vertiefung der eben erwähnten Antikörper-Beads (entweder bereits 

gemischt, oder die einzelnen Analyte mussten erst als Pool vereinigt werden) in die Multiplex-

Assayplatte gegeben und zweimal mit 100µl Waschpuffer (aus dem Kit) /Vertiefung gewa-

schen. 

Anschließend wurden die gepoolten Proben (50µl/Vertiefung) zugegeben und für 30 min bei 

RT auf einem Horizontalschüttler bei 850rpm inkubiert, um ein Verklumpen der Beads wäh-

rend der Zytokin-Antikörperbindung zu verhindern. Anschließend wurde dreimal mit 100 µl 



 

Material und Methoden                                                                                                                                                                    
40 

 

Waschpuffer pro Vetriefung gewaschen, bevor je 25 µl der biotinylierten Detektionsantikör-

per zugegeben wurden. Nach erneuter Inkubation wie oben beschrieben werden die Beads 

erneut dreimal gewaschen und mit je 50 µl Streptavidin-Phycoerythrin (SA-PE) für 10 Min bei 

850rpm und RT inkubiert (s. Abbildung 11). Anschließend wurden die Beads wieder gewa-

schen, mit 125 µl Waschpuffer resuspendiert und die Fluoreszenzintensitäten im Bioplex Rea-

der gemessen und quantifiziert. 

Als positiv Kontrolle dienten die Überstände der PPD- beziehungsweise TT-stimulierten Kultu-

ren, als Negativkontrolle das Kulturmedium mit dem entsprechenden verwendeten Serum. 

Die Daten wurden als der Mittelwert der Kapsidverdünnungen (2,74x108 Kapside/µl) von 

1:1.000, 1:10.000; 1:100.000 dargestellt. Aus diesen Werten wurde der Sekretionsindex be-

rechnet, dieser stellt den Quotienten aus der Sekretion der AAV-Vektor-stimulierten Kulturen 

und der Basissekretion im Kontrollmedium dar. Ein Sekretionsindex von größer zwei gilt dabei 

als relevant. 

 

 
Abbildung 11: Prinzip des Bioplex-Assays 
Die magnetischen Kügelchen sind mit den Fängerantikörpern mit Spezifität für ein bestimmtes 

Zytokin gekoppelt und zusätzlich mit verschiedenen Fluoreszenzfarben markiert (für jede Fän-

gerantikörperspezifität eine andere Farbe zur Unterscheidung). Die Zytokine werden von den 

Fängerantikörpern gebunden und von einem zweiten, biotinylierten Antikörper (Detektionsan-

tikörper) mit gleicher Spezifität markiert, die Bindung über Phycoerythrin-markiertes Streptavi-

din detektiert. 
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2.6.6 Intrazelluläre und Oberflächen-Immunfluoreszenzfärbungen 

Um Aktivierung und Zytokinexpression nach Stimulation von peripheren Blut mononukleären 

Zellen (PBMC) mit den Vektoren AAV2.GL, AAV2.NN sowie HtWS2_1.1 und HtWS2_1.1 und 

dem AAV2.WT zu detektieren, wurden Oberflächen- beziehungsweise intrazelluläre Färbun-

gen auf Marker bestimmter Zelltypen und Aktivierungsmarker (Oberflächenfärbung) bzw. Zy-

tokinexpression (intrazelluläre Färbung) durchgeführt (s. Abbildung 12). Hierzu wurden peri-

phere Lymphozytenkulturen (je 1 ml) in Kulturplatten mit je 24 Vertiefungen angelegt (s. u.) 

und nach den entsprechenden Stimulationszeiten geerntet und gefärbt. Die Färbungen wur-

den mit Kombinationen von jeweils 4 verschiedenen Antikörperspezifitäten ("Antikörpercock-

tail" 1 bis 4) mit unterschiedlichen Fluoreszenzmarkierungen durchgeführt (s. Tabelle 12), um 

Zellpopulationen besser zu charakterisieren und Zytokinproduktion besser bestimmten Zell-

typen zuordnen zu können. Im vornerein wurde das Fixations- (4x) und Permeabilisierungs- 

(10x) Konzentrat, entsprechend der Herstellerangaben, mit Verdünnungspuffer beziehungs-

weise destilliertem Wasser auf die Ausgangskonzentration (1x) verdünnt. 

Je 1,00x109 vg/1 ml (≈  x109 Kapside/ 1ml) der AAV-Vektoren (s. Tabelle 20) wurden, je nach 

Spendebreitschaft mit 1,5x106 PBMCs/1 ml – 4,0x106 PBMCs/1 ml und 5 % Panexin entweder 

für 24h oder 4/3 Tage inkubiert. Als Positivkontrolle wurde Lipopolysaccarid (5 µg/ml), als Ne-

gativkontrolle nur Kulturmedium verwendet. Nach der Antigenstimulation wurde die Zytokin-

sekretion der Zellen für 5 h mit Brefeldin A (1µg/1 ml) inhibiert. Anschließend wurden die 

Zellen in 1,5 ml Röhrchen transferiert und für 6 min bei 400 g zentrifugiert, der Überstand bis 

auf ca. 40 µl abgenommen und die Zellen in 150 µl PBS/1 % FCS aufgenommen. Die Fc-Rezep-

toren wurden durch Zugabe von je 5 µl Mäuseserum blockiert, um unspezifische Antikörper-

bindungen zu verhindern. Für die Oberflächenfärbungen wurden 50 µl PBMCs in die Rundbo-

den-Mikrotiterplatten transferiert und mit 50 µl des jeweiligen Antikörpercocktails (s. Tabelle 

12). für 30 Min. auf Eis inkubiert. Alle Inkubationsschritte, an denen fluoreszenzmarkierte An-

tikörper beteiligt waren, wurden zum Schutz vor dem Ausbleichen der Fluoreszenz im Dunkeln 

durchgeführt.  Um unspezifische Antikörperbindungen zu detektieren, wurden die Zellen ei-

nes jeden Spenders, parallel zu den Cocktails mit den entsprechend fluoreszenzmarkierten 

spezifischen Antikörpern, mit nicht-spezifischen Kontrollantikörper mit gleichen Isotypen (Iso-

typkontrollen) und Fluorochrom inkubiert. Hierzu wurden die Zellen der verschiedenen Stimu-

lationsansätze eines Spenders, die in den Tubes verblieben, gepoolt und für die 
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Isotypkontrollfärbungen verwendet. Nach zweimaligem Waschen mit PBS/1 % FCS (200 µl/je 

Kavität) wurden die Zellenmembranen mit 100 µl Cytofix für 45 min auf Eis im Dunkeln per-

meabilisiert und fixiert und zweimal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen. Anschließend 

wurden die Zellen mit den zytokinspezifischen (IL-1β, IFN-β) Anti örpern in  ermeabi ise 

rungspuffer (s. Tabelle 12) für ebenfalls 30 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach zweimali-

gem Waschen mit Permeabilisierungspuffer wurden die Zellen mit 400 µl PBS/1% PFA in Glas-

röhrchen (Falcon) fixiert und die Fluoreszenzintensitäten der Zellen im FACS gemessen. Die 

Auswertung der Daten erfolgte mittels FlowJo-Software und Excel. Lebende Zellen des ange-

borenen (Monozyten/Makrophagen) sowie erworbenen Immunsystems (Lymphozyten) wur-

den nach Größe (FSC, forward scatter) und Oberflächen-Granularität (SSC, sideward scatter) 

ausgewählt (s. Abbildung 13). Positive, gefärbte Lymphozyten wurden bestimmt, aufgrund 

der Fluoreszenzintensität des jeweiligen Fluorochrom-gekoppelten Antikörpers, im Vergleich 

zur Isotypkontrolle mit identischem Fluorochrom. Die Daten werden als Mittelwert ± SD des 

"Expansionsindex" dargestellt, d.h. die Populationsgröße der stimulierten Kulturen wurde 

durch die Größe der jeweiligen Population der (Medium-) Kontrolle dividiert, anschließend 

wurde der Mittelwert aller Spender gebildet. Als relevante Stimulationen wurden dabei die 

Expressionsmuster (% positive Zellen) definiert, die über dem 2-fachen der Mediumkontrolle 

lagen.  

Abbildung 12: Prinzip der Immunfluoreszenzfärbungen von PBMCs  

Die mit verschiedenen Fluorochromen markierten Detektionsantikörper binden spezifisch an 

Oberflächenmoleküle und nach Permeabilisierung der Zellmembran auch an intrazelluläre Zy-

tokine. Im FACS kann die jeweilige Fluoreszenzintensität gemessen und so die Expression des 

vom Antikörper erkannten Antigens analysiert werden. 
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Abbildung 13: Eingrenzung der Leukozytenpopulation 
Anhand der Oberflächengranularität (SSC) und Größe (FSC) wurden die vom FACS analysierten 
Zellen in Zellen des angeborenen Immunsystems (Makrophagen, Granulozyten) und Lympho-
zyten eingeteilt. Die jeweils eingegrenzten Zellpopulationen wurden separat analysiert. 
 

 Statistik  

Um die Signifikanz der Daten des ELISAs, Neutralisationsassays und Multiplexassays zu berech-

nen wurden der Friedman-Test und Dunn-Test durchgeführt, wobei davon ausgegangen 

wurde, dass die Daten nicht normalverteilt sind. Die P-Werte wurden nur für signifikante Un-

terschiede gezeigt. Für die Immunfärbungen wurde ein t-Test mit anschließender Bonferroni-

Korrektur verwendet. 
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3 Ergebnisse 

 Immunogenität der Kapsidmutanten 

3.1.1 Bestimmung der Kapsidmenge der verschiedenen Vektor-Präparationen 

Die Kapsidmengen aller verwendeten Vektoren wurden mittels Progen Sandwich Elisa Kits be-

stimmt. Der zugehörige Standard (Kitkontrolle) ermöglichte die Berechnung der Kapsid-Titer 

der verschiedenen Präparationen. Die Kapsidmenge und die Anzahl der Vektorgenome sowie 

der prozentuale Anteil an Kapsiden mit Genom ist für die einzelnen Präparationen in Tabelle 

21 aufgezeigt. Im Mittel waren die Chargen von AAV2.GL zu 30 % befüllt, von AAV2.NN zu 19% 

und von AAV2.WT zu 11% befüllt. 

Tabelle 21: Titer und Genomgehalt der Chargen 

 

3.1.2 Etablierung des indirekten ELISAs zum Nachweis der Antikörper gegen AAV2-Kapside 

3.1.2.1 Titrationen der ELISA-Platten-Beschichtung und der Nachweis-Antikörper 

Um die optimale Kapsidbeschichtung der ELISA-Platte zur Bestimmung der anti-AAV-Antikör-

per aus Humanseren zu definieren, wurde der Assay zunächst mit dem Maus-monoklonalen 

anti-AAV2-Antikörper A20 mit bekannter Bindungsspezifität und entsprechendem anti-Maus-

Sekundärantikörper anstatt der Humanseren etabliert. Es wurden verschiedene Kapsidkon-

zentrationen für die Plattenbeschichtung ("Coat"), verschiedene Konzentrationen von Anti-

körper A20 sowie des sekundären, biotinylierten anti-Maus-Antikörpers gegeneinander 

Nr. Genom DNA Kapsidtyp Charge Titer (vg/µl) Titer 
(Kapside/µl) 

% Kapside 
m. Genom 

1. Crimson sc GL VP 03/17 – 2,74x108 – 

2. eGFP  sc GL  VP 67/18 1,76x108 2,91x108 60,40% 

3. eGFP sc NN VP 68/18 2,46x109 1,02x1010 24,10% 

4. eGFP ss WT V-AF10/17 2 5,70x108 7,13x109 8% 

5. eGFP sc GL 51/18 2,48x109 1,74x1010 14,25% 

6. eGFP sc NN   50/18 2,75x109 1,80x1010 15,27% 

7. eGFP sc WT    05/19 9,98x109 1,05x1011 9,47% 

8. eGFP sc GL 25/20 4,00x109 2,57x1013 15,56% 

9. eGFP sc NN 26/20 8,00x109 4,72x1013 16,95% 

10. eGFP sc HtW2_S1.1 70/20 9,90x107 6,10x1011 16,23% 

11. eGFP     sc AAV2 WT 69/20 3,50x1010 2,38x1014 14,71% 

12. kein Genom – AAV2 WT 54/20 0 1,34x1013 0% 

13. eGFP sc HtW2_S1.2 74/20;82/20 1,5x1010 – – 
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ausgetestet. Abbildung 14 zeigt drei verschiedene Plattenbeschichtungen mit dem Testkapsid 

AAV2.GL pAAV_sc-CMV_Crimson [C1) 7,9 x 107 Kapside/100 µl Vertiefung, C2) 3,95 x 107 

Kapside/Vertiefung und C3) 1,98 x 107 Kapside/Vertiefung] mit je drei Verdünnungen [P1) 

1:10, P2) 1:100 und P3) 1:1000] des biotinylierten Maus-monoklonalen Primärantikörpers und 

jeweils zwei verschiedene Konzentrationen [S1) 1/2000 und S2) 1/20.000] des biotinylierten 

Sekundärantikörpers (hier: Ziege-anti-Maus-IgG-Biotin). Die optimale Kombination von Plat-

tenbeschichtung und Sekundärantikörper wurde über die maximale OD bei geringster Pri-

märantikörperkonzentration definiert. Hier war dies bei einer Plattenbeschichtung von 

7,9x107 Kapside/Kavität, einer Verdünnung des Maus Anti-AAV2-A20 Primärantikörpers von 

1:10, 1:100, 1:1000 und einer Verdünnung des anti-Maus-IgG-Biotin-Sekundärantikörpers von 

1:2000 der Fall. Die Streptavidin-Peroxidase wurde in einer Verdünnung von 1:2000 eingesetzt 

(s. Abbildung 14). 

Abbildung 14: Etablierung des indirekten Kapsid-ELISAs  
Die drei Diagramme zeigen verschiedene Kapsidbeschichtungen der ELISA-Platten und als Pri-
märantikörper die Titrationen des Maus-anti-AAV2 A20 (1:10, 1:100, 1:1000) bzw. nur Puffer/ 
keine Antikörper als Negativkontrolle, der anti-Maus-IgG-Biotin-Sekundärantikörper wurde je-
weils in den Verdünnungen 1:2000 (S1) und 1:20000 (S2) eingesetzt.  

3.1.2.2 Grenzwerte für positive Vektorbindung der Antikörper 

In Ermangelung eines offiziellen Standards für humane anti-AAV2-Antikörper wurden die 

Grenzwerte für die Antikörperbindung mit Hilfe des Serums eines Spenders mit bekannter 

neutralisierender Antikörperantwort gegen AAV2 (hier: Serum H2) definiert. Ein Serum wurde 

als positiv angesehen, wenn bei einer Verdünnung von 1:400 die OD 450 im ELISA größer oder 

gleich der OD des 1:400 verdünnten Serums H2 war. Spenderserum H2 wurde bei jeder Wie-

derholung des ELISAs als Kontrolle mitgeführt. Dieser Grenzwert wurde als niedrigster Wert 

im linearen Bereich der Titrationskurve von Serum H2 gewählt. Da alle 
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Antikörperbestimmungen im ELISA bereits vorher erfolgt waren, wurde von den Titrationskur-

ven aller Seren die OD 450 bei 1:400 Verdünnung nachträglich berechnet. 

3.1.2.3 Inter- und Intraassay-Variabilität CV% 

Wiederholt getestet wurden die Seren H1, H2, H3, H4, H5, H6 und H7; aus diesen Werten 

wurde die Interassay- Variabilität berechnet. Da jede Probe als Duplikat angesetzt wurde, 

konnte hieraus auch die Intraassay- Variabilität berechnet werden. 

Die Formel zur Berechnung der CV war folgende: CV= Standardabweichung/Mittelwert x 100 

Die Interassay-Variabilität lag stets unter 15,2% und die Intraassay-Variabilität unter 11,5%, 

die Ergebnisse also zuverlässig reproduzierbar (s. Tabelle 22). 

Tabelle 22: Inter-/Intraassay Variabilität ELISA 

Interassay-Variabilität AAV2.WT AAV2.GL AAV2.NN 

CV% 13,23 9,39 15,20 
 

Intraassay-Variabilität AAV2.WT AAV2.GL AAV2.NN 

CV% 11,47 11,20 11,18 

 

3.1.3 Vektorspezifische Antikörper der Blutspender  

Zur Untersuchung der Antikörperbindung an AAV2.WT und die Varianten AAV2.GL und 

AAV2.NN wurden Seren von 24 verschiedenen Spender mittels indirektem ELISA untersucht. 

Die ELISA-Platten wurden mit der zuvor bestimmten optimalen Kapsidkonzentration von 

6,9x107 Kapsiden/100µl beschichtet und mit Serumverdünnungen von 1:20, 1:200 und 1:2000 

bestückt. Der anti-human-Ig-spezifische, biotinylierte Sekundärantikörper wurde gemäß Her-

stellerangaben in der höchsten Konzentration eingesetzt (1:20.000), unter Verwendung eines 

anti-AAV2 haltigen Referenzserums (H2) beziehungsweise Puffer als Positiv- und Negativkon-

trollen. Spender galten als seropositiv, wenn die OD bei einer Serumverdünnung von 1:400 

größer war als die des Referenzserums bei derselben Verdünnung. 

Von den 24 Probanden hatten 2 (8,34%) keine kapsidspezifischen Antikörper, 22 Spender 

(91,67%) waren hingegen seropositiv. Negativ waren die Spender H4 und U103. Die höchsten 

Antikörpertiter zeigten die Spender N3, N4, U34, N1, U13, HP, U49 (s. Abbildung 15).  

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Gesamtantikörperbindung an AAV2.WT 

und die Varianten AAV2.GL und AAV2.NN festgestellt werden. Die Peptidinsertionen der 
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Variantenkapside konnten folglich die Bindung von Anti-AAV2.WT-Antikörpern der Spender 

nicht beeinflussen. Diese Antikörper, die von früheren Infektionen der Spender mit natürlich 

vorkommendem AAV2.WT stammen, sind zwischen dem Wildtyp und den Varianten kreuzre-

aktiv (s. Abbildung 16). 
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Abbildung 15: Titrationskurven der getesteten Serum- und Plasma-Proben auf Antikörper 
gegen AAV2.WT (blau), AAV2.GL (grün) und AAV2.NN (rot)  
Die Proben wurden an zwei verschiedenen Zeitpunkten getestet (A, B). Aufgrund der Interas-
say-Variabilität wurde das Serum H2 als Referenzserum mitgetestet. Die Proben sind, nach 
Darstellung des Referenzserums H2, in absteigender Reihenfolge, mit den höchsten ODs begin-
nend sortiert. Der Cut-off zu jedem Zeitpunkt, war abhängig von der gemessenen optischen 
Dichte OD des Referenzserums H2 (gelb). Proben galten als positiv, wenn bei einer Verdünnung 
von 1:400 die OD 450 des Testserums ≧ der OD 450 des Referenzserums H2 bei 1:400 war. 
Zum Zeitpunkt A bzw. B wurden Proben bei einer Verdünnung von 1:400 mit: A) OD < 0,1; B) 
OD < 0,13 als negativ erachtet. 

Legende: 

AAV      

AAV    L 

AAV   NN 

 ) 
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Abbildung 16: Gesamt-Antikörperantwort auf den AAV2 Wildtyp sowie die Mutanten 
AAV2.GL und AAV2.NN 
Gesamt-Antikörperantworten auf AAV2-Kapside AAV2.WT, AAV2.GL und AAV2.NN, berechnet 
aus den ODs aller Serumproben bei einer Verdünnung von 1:400. Die mittlere Linie des Kasten-
diagramms repräsentiert den Median, X den Mittelwert und die oberen und unteren Antennen 
zeigen das Maximum bzw. Minimum mit 1,5-fachem Interquartilsabstand.   
 

3.1.3.1 Vergleich der Antikörper-Bindungen von Serum versus Plasma 

Plasma wird aus heparinisiertem Blut gewonnen und enthält möglicherweise noch geringe 

Mengen an Heparin, das über die HSPG-Bindungsdomäne an AAV2-Kapside binden und so-

mit eine wichtige Antikörperbindungsstelle (v. a. für neutralisierende Antikörper) blockieren 

könnte. Daher wurden Serum und Plasma im direkten Vergleich im Bindungs-ELISA getestet. 

Es konnte kein Unterschied in der Antikörperbindung an die AAV-Kapside zwischen Serum 

und Plasma festgestellt werden (s.  

 

 

 
 
 
Abbildung 17). Nachfolgend wurde daher nicht mehr zwischen Plasma und Serum unterschie-

den und beides nur noch als "Serum" bezeichnet. 
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Abbildung 17: Vergleich von Serum und Plasma des Spenders H1  
Die y-Achse zeigt die Optische Dichte gemessen mit einer Wellenlänge von 450nm, auf der x-
Achse sind die jeweiligen Plasma/Serum Verdünnungen eines exemplarischen Blutspenders ge-
zeigt. Die ODs der Antikörperantworten aus Plasma auf die verschiedenen Kapside sind als 
Säulen in unterschiedlichen Grautönen dargestellt (WT: dunkelgrau, GL: mittelgrau, NN: hell-
grau), die jeweils korrespondierenden ODs gemessen mit Serum desselben Spenders vom glei-
chen Zeitpunkt sind als überlagerte Säulen mit schwarzem Rahmen ohne Füllung gezeigt. 

3.1.4 Etablierung des Neutralisationsassays 

3.1.4.1 Titration der Vektoren zur Bestimmung der optimalen Transduktionseffizienz (Multi-

plizität der Infektion, MOI) 

Mit Mu tip izität der Infe tion wird das Verhä tnis von Virusparti e n zu deren Zie ze  en be 

schrieben  Um die optima e Menge an Virusparti e n für die  ransdu tion von  eLa Ze  en zu 

bestimmen, wurden der AAV     ( räp 05/1 ) mit verschiedenen MOIs von  0, 100, 1 0,  00, 

 50, 1000, 10000 bei 48 stündiger In ubation getestet (s  Abbildung 18)  Für die Neutra isati 

onstestung der Seren wurde der AAV     mit einer MOI von  0, AAV   L mit einer MOI von 

 00 und AAV  NN mit einer MOI von  50 eingesetzt (s  Abbildung 19)   
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Abbildung 18: MOI-Testung von AAV2 WT und HeLa-Zellen  
Reihe A) Transduzierte Zellen (GFP+, grüne Fluoreszenz); Reihe B) entsprechende Ausschnitte 
im Phasenkontrast. Die Aufnahmen entstanden mit dem EVOS XL Core Fluoreszenzmikroskop. 
Der Maßstab entspricht 400 µm. 

 

Abbildung 19: MOIs der verschiedenen Vektoren für den Einsatz im Neutralisationsassay 
Reihe A) Transduzierte Zellen (GFP+); Reihe B) Entsprechende Ausschnitte im Phasenkontrast. 

Die Aufnahmen entstanden mit dem EVOS XL Core Fluoreszenzmikroskop. Der Maßstab ent-

spricht 400 µm. 
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Abbildung 20: Beispiele für Neutralisation des AAV2 WT durch die Seren U13 (wenig Neut-
ralisation) und H2 (gute Neutralisation) 
Bei Serum H2 sind erst bei der Verdünnung von 1:2000 schwach GFP+ Zellen zu erkennen (un-
ten links, weiße Pfeile). Die Aufnahmen entstanden mit dem EVOS XL Core Fluoreszenzmikro-
skop. Der Maßstab entspricht 400 µm. 

3.1.4.2 Titration der Serum/Plasma Proben zur Bestimmung der optimalen Verdünnungen 

Zur weiteren Etablierung der Neutralisationsassays wurden Seren von drei Spendern getestet, 

die sich folgendermaßen auszeichneten: Spender H1 und H6 hatten zwar gemäß ELISA nur 

intermediäre Antikörpertiter (H6 > H1), aber zelluläre Reaktionen auf AAV2-Vektoren gezeigt; 

Spender H2 hatte jahrelang mit AAV2-Vektoren experimentell gearbeitet, daher wurde ver-

mutet, dass dieses Serum auch neutralisierende Antikörper enthalten würde.  

Die Seren wurden zunächst in Verdünnungen von 1:20, 1:50, 1:100, 1:200, 1:250; 1:500; 

1:1000; 1:1500; 1:2000; 1:3000 und 1:4000 getestet. Aufgrund der schwachen Neutralisation 

der Seren H1 und H6 wurden Verdünnungen ab 1:20; 1:200; 1:2000 für alle weiteren Seren 

eingesetzt. Serum H2 zeigte sehr starke Neutralisation, daher wurden für alle Seren weitere 

Verdünnungen von 1:1000; 1:5000; 1:25000; 1: 125000 verwendet, um auch bei hoch neutra-

lisierenden Seren noch einen Effekt zu sehen (s. Abbildung 20).  

3.1.4.3 Grenzwerte für positive Vektorbindung der neutralisierenden Antikörper 

Da höhere Serumkonzentrationen zu einer unspezifischen Inhibition der Transduktion führen 

können, wurde der Grenzwert bei 50 % Neutralisation mit einer Serumverdünnung von > 1:40 

festgesetzt. Dies wurde anhand der Titrationskurven der Seren berechnet. 

Serum 1:2000 Serum 1:200 Serum Verd. 1:20 

 U13 

H2 
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3.1.4.4 Wahl der Nachweismethode für die Transduktionseffizienz 

Das Neutralisationsassay wurde sowohl mit dem automatischen Zellzähler Countess als auch 

durch FACS-Analyse quantifiziert. Der Vergleich der von Countess und FACS erfassten trans-

duzierten GFP+ HeLa-Zellen zeigte eine deutlich höhere Sensitivität der FACS-Analyse (s. Ab-

bildung 21). Im FACS wurden auch schwach GFP-exprimierende Zellen erkannt, die vom Coun-

tess-Zähler unentdeckt bleiben. Daher wurden alle Neutralisationsassays im FACS analysiert.  

Abbildung 21: Vergleich der Messung GFP-positiver Zellen in der Countess und im FACS  
Auf der y-Achse ist der Anteil GFP positiver Zellen dargestellt, auf der x-Achse die maximale 

Transduktionseffizienz von AAV2.WT ohne Serum (Positivkonrolle) sowie die Neutralisation 

nach Titration des Serums U13. Die Messungen der GFP+ Zellzahlen im FACS (schwarze Säulen) 

und Countess (graue Säulen) sind im Vergleich dargestellt. 

3.1.4.5 Berechnung der Kapsidmengen 

Um die Neutralisation der Vektoren vergleichen zu können, ist es wichtig, die Kapsidbefüllung 

der Chargen zu berücksichtigen. Da für das Neutralisationsassay die Transduktion der HeLa-

Zellen vergleichbar sein musste, wurden abhängig vom jeweiligen Kapsid (AAV2.WT, AAV2.GL, 

AAV2.NN) unterschiedlich viele Vektorgenome (hier: für GFP kodierend zum Nachweis der 

Transduktion) pro HeLa-Zelle eingesetzt. Dabei ist zu beachten, dass, neben den detektierba-

ren und mit Vektorgenom (für GFP-kodierend) gefüllten Kapsiden, auch leere Kapside neutra-

lisiert werden. Folglich werden neutralisierende Antikörper abgefangen, die ansonsten ge-

nomhaltige Kapside binden könnten. Deshalb gilt: je geringer der Gehalt an Vektorgenom, 

desto größer die Menge leerer Kapside, und desto größer der Neutralisationsvorteil dieser 

Chargen. Für AAV2.WT (05/19) waren nur 9,47%, für AAV2.GL (51/18) 14,25% und für 

AAV2.NN (50/18) 15,27% der Kapside gefüllt. Dieser vermeintliche Fehler wurde in der Aus-

wertung der Daten berücksichtigt und mit folgender Formel herausgerechnet: 
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Kehrwert der Plasma- bzw. Serumverdünnung : (prozentuale Befüllung der Kapside x 100) 

3.1.4.6 Interassay-Variabilität 

Die Interassay-Variabilität wurde wie für die Bestimmung der gesamten Antikörper (unter Sek-

tion 3.1.2.3 beschrieben) und durch wiederholte Testung der Spender H1, H6, U34 berechnet. 

Die Interassay-Variabilität betrug 17,3%. 

3.1.5 Neutralisierende vektorspezifische Antikörper  

Die für eGFP kodierenden Vektoren wurden mit den Serum-Proben präinkubiert, um eine ef-

fiziente Bindung der Serumantikörper an die AAV2-Vektorkapside zu ermöglichen. Anschlie-

ßend wurde das Serum-Vektorgemisch für die Transduktion 48 Stunden lang mit den HeLa-

Zellen kultiviert. Die Transduktionseffizienz, die reziprok zur Antikörper-Neutralisation ist, 

wurde über die GFP-Fluoreszenz der transduzierten HeLa-Zellen im FACS ausgelesen. Ein Bei-

spiel einer solchen FACS-Analyse ist in (s. Abbildung 22) dargestellt.  
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Abbildung 22: Darstellung von eGFP+ HeLa Zellen nach Transduktion mit AAV2 WT, AAV2. 
GL, AAV2. NN und Inkubation mit Serum U 103 als Dot-Plot im FACS  
Die x-Achse gibt die Fluoreszenzintensität der GFP+ HeLa-Zellen an. Die maximale Transdukti-
onseffizienz ohne neutralisierendes Serum ist in der obersten Reihe für die drei Vektoren (in 
senkrechten Spalten) dargestellt. In der 2. und 3. Reihe sind Diagramme der HeLa-Fluoreszenz 
mit jeweils steigenden Verdünnungen eines neutralisierenden Serums gezeigt. Der hohe, linke 
Peak stellt die GFP-negativen, nicht-transduzierten HeLa-Zellen dar und ist durch die linke 
waagrechte Linie eingegrenzt (prozentualer Anteil dieser Zellen in jedem Histogramm oben 
links angegeben). Die rechts davon lokalisierten Zellen sind Vektor-transduziert und somit 
GFP+ (prozentualer Anteil der GFP+ Zellen oben rechts in den Diagrammen). Mit steigender 
Serumverdünnung nimmt die Neutralisation ab und die GFP+ Zellpopulation zu.   
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Tabelle 23: Auflistung der Serumverdünnungen für 50% Transduktion der HeLa-Zellen mit 

den Vektoren AAV2.WT, AAV2.GL und AAV2.NN 

Kehrwert der Serum-
verdünnungen 

WT GL NN 

U11 25049,37 4380,98 19576,10 
Maus 5191,79 3487,72 3396,46 
H2  2405,26 1299,23 1349,18 
U1 990,80 444,84 710,02 

N2 443,46 197,23 252,24 

H5 433,39 276,19 348,17 
U100 352,08 157,11 312,64 
N1 264,41 127,65 148,19 
H3 248,79 114,95 142,69 
U103 208,51 101,91 137,86 
U45 171,13 119,44 130,84 
U73 155,74 72,76 118,20 
N3 149,78 75,88 79,42 
U43 144,85 74,49 86,58 
HP 123,15 113,59 141,37 
H4 116,01 61,71 73,56 
N4 35,83 12,14 27,18 
U13 22,92 16,63 22,75 
U51 21,37 20,01 25,24 
H7 11,07 8,20 7,19 
H6 10,96 8,11 13,60 
U49 9,25 9,72 9,96 
H1 8,25 7,00 6,85 
U34 7,54 6,23 8,46 

 
Die Seren sind nach absteigender Neutralisation sortiert, die 8 nicht-neutralisierenden Seren 
sind fett gedruckt. 
 

Die Neutralisationseffizienz wurde als die Serumverdünnung, bei der eine 50 %ige Neutralisa-

tion der Vektoren erreicht wird, bestimmt. Die berechneten Werte für alle Seren und die je-

weiligen Vektoren sind in Tabelle 23 aufgeführt. Die Mittelwerte der Kehrwerte aller Serum-

verdünnungen bei 50% Transduktion für die jeweiligen Vektoren sind als Kastendiagramme in  

Abbildung 23 dargestellt.  

Die Ergebnisse zeigten eine geringere Neutralisation der beiden modifizierten Vektoren 

AAV2.GL und AAV2.NN im Vergleich zum Wildtyp AAV2. Bei einem Schwellenwert für die Se-

ropositivität bei einer Serumverdünnung von ≧ 1:40 hatten lediglich 65.2 % (15 von 23) der 

Probanden neutralisierende Antikörper gegen die drei getesteten Vektoren. Serum H2 zeigt 
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die höchste Neutralisation, gefolgt von den Seren U1, U43 und HP. Die gemessene Neutralisa-

tion der einzelnen Vektoren war individuell unterschiedlich.  

 

Abbildung 23: Vektorspezifitäten neutralisierender Antikörper 
Die Kastendiagramme zeigen die neutralisierenden Antikörper für die Vektoren AAV2.WT, 
AAV2.GL und AAV2.NN. Auf der y-Achse ist die Serumverdünnung bei 50% Neutralisation dar-
gestellt. Die mittlere Linie der Kastendiagramme repräsentiert den Median, X den Mittelwert 
und die oberen und unteren Antennen zeigen das Maximum bzw. Minimum mit 1,5-fachem 
Interquartilsabstand. AAV2.GL wurde signifikant geringer neutralisiert als AAV2.WT (p < 0.001) 
und AAV2.NN (p < 0.01). 
 

Eine 50 %ige Neutralisation der Vektoren wurde im Durchschnitt bei einer Serumverdünnung 

von 1:147 für AAV2.WT, 1:102 für AAV2.NN und 1:75 für AAV2.GL erzielt. Um die Varianten zu 

neutralisieren, wurden höhere Serumkonzentrationen benötigt als für den Wildtyp. AAV2.GL 

wurde signifikant weniger neutralisiert als der Wildtyp (p < 0,001) und die Vektorvariante 

AAV2.NN (p < 0,01). Dieses Reaktionsmuster war bei allen individuellen Seren zu beobachten 

(s. Abbildung 23). 

Der Unterschied in der Neutralisation zwischen AAV2.GL und AAV2.NN war trotz der Signifi-

kanz sehr gering, ein signifikanter biologischer Unterschied zwischen den beiden Kapsidvari-

anten ist dadurch wahrscheinlich eher nicht gegeben. Die geringere Neutralisationseffizienz 

der Kapsidvarianten könnte bei der retinalen Gentherapie dann eine Rolle spielen, wenn beim 

Patienten die Blut-Retina-Schranken vor der Gentherapie bereits gestört waren und so Serum 
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(mit neutralisierenden Antikörpern) aus dem Blut in Glaskörper oder Netzhaut eindringen 

konnte. In diesem Fall wäre eine verminderte Neutralisation von Vorteil für einen besseren 

Erfolg der Gentherapie. 

Obwohl die Unterschiede zwischen AAV2.WT und AAV2.NN statistisch nicht signifikant waren, 

konnte ein Trend zu einer geringeren Neutralisation und somit einem geringen Vorteil von 

AAV2.NN gegenüber dem Wildtyp beobachtet werden.  

3.1.6 Vergleich von gesamten und neutralisierenden Antikörpern  

Es konnte keine Korrelation zwischen den Gesamt-Antikörpertitern und den neutralisierenden 

Antikörpern der einzelnen Spender festgestellt werden. So hatten manche Spender hohe Ge-

samtantikörper-Titer bei gleichzeitig niedrigen oder keinen neutralisierenden Antikörpern und 

umgekehrt, wie die Seren der Spender U1 und U100 mit geringen Gesamtantikörpern bei ho-

hen Neutralisationsraten, während die Seren U13, U49 und N4 zwar hohe Gesamtantikörper-

titer hatten, die aber nicht neutralisierten. Spender H1 und H2 hatten vergleichbare Gesamt-

antikörperiter, aber nur Spender H2 auch neutralisierende Antikörper (s. Abbildung 24). 

Legende zur Abbildung 24 siehe nächste Seite. 
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Abbildung 24: Gesamte anti-AAV2 Antikörper im Vergleich zu den neutralisierenden Anti-
körpern 
Oberes Bild: Hier ist der Kehrwert der Serumverdünnung bei 50 %iger Neutralisation darge-
stellt, die jeweiligen AAV2-Vektoren mit verschiedenen Symbolen repräsentiert. Je höher der 
Wert, desto höher die Serumverdünnung bei halbmaximaler Neutralisation der Vektoren. Un-
teres Bild: Hier sind die jeweiligen Gesamtantikörpermengen als OD-Werte dargestellt und wie 
im Bindungs-ELISA bestimmt. Je höher der Antikörpertiter, desto höher ist die OD.  

3.1.7 Altersabhängige Antikörperantworten der Spender  

Da der Erstkontakt mit Adeno-assoziierten Viren meist im frühen Kindesalter stattfindet, ergab 

sich die Frage, ob eher jüngere Spender eine höhere Antikörperantwort haben oder eher äl-

tere Spender mit möglicherweise bereits mehrfachem Kontakt mit AAV. Daher wurde für nied-

rige, mittlere und hohe Antikörpertiter das Durchschnittsalter der Spender ermittelt.  

Zwischen niedrigen, mittleren und hochtitrigen Seren konnte kein signifikanter Unterschied 

im Alter der Spender festgestellt werden (s. Abbildung 25). Die Spender mit den niedrigsten 

Gesamtantikörpertitern (H7, U1, U100, U51, U103, H4) waren nur geringfügig jünger (Durch-

schnitt 35,6 Jahre) als die Spender mit mittleren (U11, H6, U34, H3, U43, N2, H5, U45, H2, H1; 

Durchschnitt 43,9 Jahre) oder hohen Antikörpertitern (U13, N3, N1, U49, N4, HP, U73; Durch-

schnitt: 39,0 Jahre). Auch bei den Neutralisationsassays konnte kein signifikanter Unterschied 

zwischen dem Alter der Spender und der Neutralisationseffizienz der Antikörper festgestellt 

werden (s. Abbildung 26). 

 

Legende zur Abbildung 25 siehe nächste Seite. 
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Abbildung 25: Altersverteilung der gesamten anti-AAV-Antikörperantworten 
Der linke Kasten repräsentiert Seren mit niedrigem Titer, der mittlere die intermediären und 
der rechte Kasten die hochtitrigen Seren. Eine "niedrige" Bindung der Antikörper wurde defi-
niert als eine OD < 0,1 bei einer Verdünnung von 1:400, "intermediäre" Bindung als OD von > 
0,1 bis < 0,24 und eine "hohe" Bindung als OD > 0,24. Mittelwert und Median zeigen das Alter 
der Spender in Jahren an, unter der x-Achse sind Bindungsintensität und Gruppengrößen (n) 
angegeben. Die mittlere Linie des Kastendiagramms repräsentiert den Median, X den Mittel-
wert und die oberen und unteren Antennen zeigen das Maximum bzw. Minimum mit 1,5-fa-
chem Interquartilsabstand.  

 
Abbildung 26: Altersverteilung der neutralisierenden Antikörperantworten 
Der linke Kasten repräsentiert die nicht-neutralisierenden Seren, der mittlere die schwach und 
der rechte Kasten die stark neutralisierenden Seren. Bei einer Verdünnung von < 1:40 galten 
Spender als negativ. Eine "schwache" Neutralisation wurde definiert als eine Verdünnung von 
> 1:50 bis < 1:300 bei 50% Neutralisation, "starke Neutralisation" als Verdünnung > 1:300. 
Mittelwert und Median zeigen das Alter der Spender in Jahren an, unter der x-Achse sind Neut-
ralisationsintensität und Gruppengröße (n) angegeben. Die mittlere Linie des Kastendia-
gramms repräsentiert den Median, X den Mittelwert und die oberen und unteren Antennen 
zeigen das Maximum bzw. Minimum mit 1,5-fachem Interquartilsabstand.   

 Zelluläre Immunantworten auf AAV2 WT und die Varianten AAV2.GL und 

AAV2.NN  

3.2.1 Etablierung der Stimulationsassays  

Die optimalen Kultur- und Stimulationsbedingungen für die zelluläre Immunantwort auf die 
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wie die Antikörperassays und die Stoffwechselaktivität als auch Proliferation der Zellen im 

XTT-Assay gemessen. 

3.2.1.1 Mediumzusätze 

Als Mediumzusatz für die in vitro-Stimulation wurden sowohl 5% FKS, HS-Pool und autologes 

Spenderserum getestet. Zuerst wurde das Assay mit FKS durchgeführt, allerdings zeigte sich 

hierbei eine hohe Grundaktivität der Zellen durch unspezifische Aktivierung. Daher wurden 

anschließend statt FKS gepooltes HS oder autologes Serum getestet. Ein Unterschied zwischen 

autologem Serum oder dem Serumpool war nicht zu sehen. Da zu diesem Zeitpunkt weder die 

Neutralisationskapazität der einzelnen Spenderseren noch der Einfluss möglicher Antikörper-

bindungen an die Vektoren auf die zelluläre Stimulation bekannt waren und davon ausgegan-

gen wurde, dass jedes spenderspezifische Serum unterschiedliche Titer neutralisierender An-

tikörper enthält, wurde für die Vergleichbarkeit und Standardisierung der Stimulationsassays 

5% Humanserumpool zum Medium hinzugegeben.  

3.2.1.2 Zellzahl der Lymphozyten und Vektordosis 

Getestet wurden Zellzahlen von 1 x 106 Zellen bis 1 x 105 Zellen/Kavität. Dabei zeigte sich kein 

Unterschied in der Reaktion auf die Kapside. Final wurden, je nach Ausbeute der Zellen aus 

dem peripheren Blut des jeweiligen Spenders, 2 x 105 - 8 x 105 Zellen/Kavität eingesetzt. Da in 

jedem Assay die Stimulation mit der jeweiligen Mediumkontrolle verrechnet wurde, wurden 

Unterschiede bei den eingesetzten Zellzahlen nivelliert. 

Der Testvektor (Ausgangskonzentration 2,74 x 1011 Kapside/ml) wurde zunächst titriert und in 

Konzentrationen von 2,74 x 108/ml (Verdünnung 1:1000), 9 x 107/ml (1:3000), 3 x 107/ml 

(1:9000) und 1 x 106/ml (1:27.000) eingesetzt.  

Schließlich wurden alle Proben mit Zusatz von 2,74 x 108/ml (Verdünnung 1:1000), 2,74 x 

107/ml (Verdünnung 1:10.000), 2,74 x 106/ml (Verdünnung 1:100.000) Kapsiden stimuliert. 

3.2.1.3 Stimulationsdauer 

Als Stimulationskontrolle für Lymphozyten wurden das Impfantigen Tetanus-Toxoid (TT) und 

PPD (Tuberkulin) eingesetzt. Zunächst wurde jeweils nach 3, 4 und 5 Tagen die Aktivität der 

Zellen eines Spenders als Reaktion auf die AAV-Kapside und Kontrollantigene im XTT-Assay 

untersucht (s. Abbildung 27), um die optimale Stimulationsdauer zu bestimmen. Da sich keine 

weitere Steigerung der Stimulation durch eine Verlängerte Inkubation zeigte, wurde eine 4-
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tägige Kultivierung für das XTT-Assay gewählt. Sechs Stunden nach Zugabe von XTT-Reagenz 

wurde die optische Dichte gemessen. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Abbildung 27: Etablierung der Stimulationsdauer der Lymphozyten mit Spender H7 
Die Farbintensität des XTT-Substrats wurde nach 3, 4 und 5 Tagen jeweils nach 6 Stunden ge-
messen. Stimuliert wurde nur mit dem Testvektor AAV2.GL scCrimson. Auf der y-Achse ist die 
OD aufgetragen, auf der x-Achse die Länge der Stimulation mit verschiedenen Antigenen.  

3.2.2 Stimulation von PBMCs mit den AAV2-Kapsiden - XTT-Assay 

Nachdem der Serumzusatz, die optimalen Kapsidkonzentrationen und Stimulationsdauer be-

stimmt waren, wurde die zelluläre Immunantwort auf die AAV2 Kapsidvarianten von 5 ver-

schiedenen Spendern jeweils als Triplikate bestimmt (s. Abbildung 28). Die Stimulationen wur-

den zweifach angesetzt, ein Ansatz wurde im XTT-Assay untersucht, vom anderen wurden täg-

lich Proben der Kulturüberstände abgenommen und bei -80°C für spätere Untersuchungen 

der Zytokinsekretion gelagert.  

Außer bei Spender H1 lagen im XTT-Assay bei den übrigen Spendern die OD 490-Werte der 

Mediumkontrolle höher als 1,0, und keiner der Spender zeigte auf die AAV2-Kapside eine be-

sondere Reaktion im XTT-Assay, die Werte lagen nur bei AAV2.WT und AAV2.NN minimal über 

der Mediumkontrolle. Nur Spender H1 zeigte eine erhöhte Reaktion auf PPD, und sowohl H1 

als auch H2 auch Reaktion auf TT, bei den übrigen Spendern war auch auf die Kontrollantigene 

keine Reaktion zu sehen, was mit einem abgeschwächten Impfschutz der Spender erklärt wer-

den könnte (s. Abbildung 28). 
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Es waren auch keine Unterschiede bei den Stimulationen und vor allem keine Unterschiede 

bei den Titrationen der AAV2-Kapside zu sehen. Dies ist entweder darauf zurückzuführen, dass 

(a) die Spender keine AAV2-spezifischen Lymphozyten hatten, (b) die Grundstimulation even-

tuell bedingt durch Zugabe des Serumpools, schon so hoch war, dass spezifischen Reaktionen 

überdeckt wurden oder (c) die AAV2-Kapside von den in PBMC-Kulturen vorhandenen anti-

genpräsentierenden Zellen nicht adäquat prozessiert und präsentiert werden konnten.   

Abbildung 28: XTT-Assay nach PBMC-Stimulation mit AAV2.WT, AAV2.GL und AAV2.NN 
Die Stimulationsintensität der Spenderlymphozyten ist als Mittelwert der ODs der Triplikatkul-
turen aus dem XTT-Assay angegeben. Die rote Linie markiert jeweils den Mittelwert der Medi-
umkontrolle.  

3.2.3 Sekretion von Zytokinen und Chemokinen der stimulierten Lymphozytenkulturen 

Ein wichtiger Parameter neben der Proliferation von Lymphozyten als Antwort auf ein Antigen 

ist auch die Sekretion von Faktoren wie Zytokinen und Chemokinen, die zur Kommunikation 

zwischen den Zellen dienen. Von allen vektorstimulierten Lymphozytenkulturen sowie von 

Medium, TT- und PPD-Kontrollen wurden für die Zytokinbestimmung täglich Überstände ab-

genommen. Die Überstände der jeweiligen Triplikate wurden vereinigt und schockgefroren. 

Für das Multiplex-Bead-Assay wurden die Überstände kurz vorher aufgetaut und die Über-

stände der einzelnen Abnahmezeitpunkte als auch Stimulationen zu gleichen Volumina verei-

nigt. Die Zytokinbestimmungen erfolgten nur mit diesen gepoolten Überständen. Mit der täg-

lichen Ernte von Kulturüberständen, statt einmaliger Abnahme am Ende der 
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Stimulationsphase, sollen auch früh in der Lymphozytenaktivierung produzierte Faktoren er-

fasst werden, die möglicherweise nach 4 Tagen bereits von den Zellen selbst aufgebraucht 

waren. So erhält man einen Überblick über die tägliche Produktion von Zytokinen und Che-

mokinen. 

Die gepoolten Kulturüberstände der Stimulationsassays der Spender H1, H2, H5, H6, und H7 

wurden auf folgende 48 Zytokine und Chemokine getestet: CTACK, Eotaxin, BasicFGF, G-CSF, 

GM-CSF, Gro-α,   F, IFN-α , IFN-γ, IL-1α, IL-1β, IL-1RA, IL-2, IL- Rα, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, 

IL-8, IL-9, IL-10, IL-12(p70), IL-12 (p40), IL-13, IL -15, IL-16, IL-17, IL-18, IP10, LIF, MCP-1, MCP-

3, M-CSF, MIF, MIG, MIP-1α, MI -1β, β-NGF, PDGF-BB, RANTES, SCF, SCGF-β, SDF-1α,  NF-α, 

TNF-β,  RAIL, VE F  

Bereits im XTT-Assay hatten sich bei der Titration der AAV2-Vektoren keine Unterschiede in 

der Stimulation gezeigt, was sich bei der Analyse der Zytokinsekretion bestätigte. Daher wur-

den von den Konzentrationen (pg/ml) der Zyto- und Chemokine der Stimulationen mit den 

drei Vektorverdünnungen die Mittelwerte gebildet und die Sekretionsindices der nachweisba-

ren Faktoren in Abbildung 29 dargestellt. Der Sekretionsindex (SI) stellt den Quotienten aus 

der Sekretion der Antigen-stimulierten Kulturen und der Basissekretion im Kontrollmedium 

(ohne Antigen) dar. Ein Sekretionsindex > 2 wurde als relevant definiert. Von den 48 geteste-

ten Zytokinen konnten nach Stimulation mit den AAV2-Vektoren nur 7 mit einem Stimulation-

sindex von über 2 nachgewiesen werden. Diese sieben nachgewiesenen Zytokine gehören zu 

der Gruppe der Monokine, d.h. Zytokine, die von Monozyten produziert werden, und sind in 

Abbildung 29 gezeigt.  

Die typischen T-Helferzell-Zytokine wie IFN-γ oder IL-17 konnten nicht als Reaktion auf die 

AAV-Kapside nachgewiesen werden. In den Kulturenüberständen, die von TT- bzw. PPD-sti-

mulierten Zellen stammten, konnten jeweils die höchsten Zytokin- und Chemokinmengen 

nachgewiesen werden, mit Ausnahme von VEGF (nur nach PPD-Stimulation SI > 3) und IL-

8/CXCL8 (nur nach TT-Stimulation erhöht, SI 6). 

MIP-1α/CCL3 wurde mit einem Se retionsindex von über > 10 bevorzugt a s Rea tion auf 

AAV2.GL und AAV2.NN, aber nicht auf AAV2.WT ausgeschüttet (SI < 2) (s. Abbildung 29). 

IL-6, Gro-1α/CXCL1 und IL-1β wurden präferentie   nach Stimu ation mit AAV  NN nachgewie 

sen, aber nicht (Gro-1α/CXCL1 und IL-1β) oder deut ich weniger (IL-6) nach AAV2 WT- und 

AAV2.GL-Stimulation. So war insbesondere die IL-6 Produktion auf das Kapsid AAV2.NN mit 
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einem Sekretionsindex von 69 bis zu zehnfach höher als auf AAV2.WT (SI 6,6) und AAV2.GL (SI 

8,8). LIF und IL-8/CXCL8 wurden nur als Reaktion auf AAV2.GL minimal hochreguliert, nicht 

jedoch auf AAV2.NN oder AAV2.WT. Interessanterweise wurde VEGF nur als Antwort auf den 

AAV2 WT (SI 4) und minimal auf PPD in erhöhter Menge nachgewiesen, TT und die Varianten 

AAV2.GL und AAV2.NN konnten keine VEGF-Sekretion in den Lymphozyten induzieren (s. Ab-

bildung 29).  Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, weder zur Mediumkontrolle 

noch zu den anderen Vektoren allerdings konnten AAV2.GL und AAV2.NN im Vergleich zum 

Wildtyp eher eine Sekretion von Monokinen induzieren. 

Abbildung 29: Zytokin- und Chemokinsekretion nach in vitro-Stimulation mit AAV2-Vekto-
ren (AAV2.GL, AAV2.NN und AAV2.WT) und Kontrollen 
Gezeigt sind nur die Faktoren, die nach Stimulation mit AAV2-Kapsiden einen Sekretionsindex 
> 2 erreicht hatten. Die gestrichelte Linie markiert den Schwellenwert von 2, der als Grenzwert 
für eine positive Reaktion gesetzt wurde. Zu beachten sind die 3 unterschiedlichen Skalen der 
y-Achse, jeweils unterteilt durch die Doppelstriche.  

3.2.4 Immunfluoreszenanalyse von Zellpopulationen nach Vektorstimulation 

PBMC der Spender H1, H2, H3, H4, H6, H7 and C1 wurden mit AAV2 Vektoren stimuliert und 

die Expansion verschiedener Zellpopulationen und sowie deren Produktion von IFN-β und IL-

1β nach  4 h bzw  4  agen über Immunf uoreszenzfärbungen ana ysiert  Es wurde dafür die 

Expression von Markerproteinen von T-Zell-Populationen (CD3, CD4, CD8), NK-Zellen (CD56), 

B-Zellen (CD19), Monozyten (CD14), dendritische Zellen (CD11c) sowie des Aktivierungs-
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markers CD69 und der Monokine IL-1β und IFN-beta untersucht. Die hier gezeigten Fluores-

zenzfärbungen konnten auch Expansionen angeborener Immunzellen und ihre Zytokinproduk-

tion darstellen, weshalb als Positivkontrolle diesmal Lipopolysaccharid (LPS) verwendet 

wurde, ein bakterielles Oberflächenmolekül, das v. a. auch Zellen des angeborenen Immun-

systems stark stimuliert. Da Zellen des angeborenen Immunsystems sehr schnell reagieren, 

wurden die Immunfluoreszenzfärbungen bereits nach 24 Stunden und ein weiterer identi-

scher Stimulationsansatz nach insgesamt 4 Tagen Inkubationsdauer (T- und B-Zell-Reaktion) 

analysiert. Tote Zellen wurden, unabhängig von Fluoreszenzfärbungen, von lebenden Zellen 

im FACS mittels FSC und SSC abgegrenzt. FSC und SSC berücksichtigen die Zellgröße und ihre 

Oberflächenbeschaffenheit (Granularität) (s. Abbildung 13; Seite 43). Der zur Veranschauli-

chung der Daten bestimmte Expansionsindex ist der Quotient aus der unstimulierten (% Zel-

len) und der jeweils stimulierten Population (%), angezeigt wird in Abbildung 30 der Mittel-

wert der Expansionsindizes aller getesteter Spender.  

Sechs der 7 Spender hatten eine zuvor ermittelte Antikörperantwort und damit eine adaptive 

Immunantwort auf AAV2. Die Spender H4 und H7 hatten geringe Antikörpertiter, die von H1, 

H2, H3 und H6 lagen im mittleren Bereich. C1 war zum Zeitpunkt der Antikörpertestung noch 

nicht Teil des Projekts. Drei der 7 Spender hatten auch neutralisierende Antikörper (H2, H3 

und H4). 

Die Stimulation der peripheren Blutmonozyten durch die drei Vektoren war generell eher ge-

ring. T Helfer-Zellen (CD3+/CD4+), zytotoxische T-Zellen (CD3+/CD8+), CD56+NK-Zellen oder 

CD19+ B-Zellen zeigten keine Reaktivität, weder auf LPS noch auf die AAV2-Vektoren (s. Abbil-

dung 30 A). Nach 24 h sowie nach 4 Tagen zeigten sich ähnliche Bilder, nach 4 Tagen wurden 

keine weiteren Reaktionen beobachtet (s. Abbildung 30). Es werden daher nur entweder die 

Stimulationen nach 24 Stunden oder 4 Tagen gezeigt. 

Weder CD11+/CD14– DC, CD11–/CD14+ Monozyten noch die CD11+/CD14+ monozytären dend-

ritischen Zellen zeigten eine Expansion nach 24-stündiger Stimulation als Reaktion auf einen 

der getesteten Vektoren (s. Abbildung 30 B). Innerhalb der Monozytenpopulation reagierten 

lediglich die CD14+ Monozyten auf LPS mit einer Expansion dieser Population nach 24 h. We-

der CD11+/CD14– DC, CD11–/CD14+ Monozyten noch CD11+/CD14+ monozytäre DC zeigten 

eine Expansion als Reaktion auf die AAV Vektoren (s. Abbildung 30 B). Die Zytokinproduktion 
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der Zellen des angeborenen Immunsystems spiegelt jedoch ein anderes Bild wider. IFN-β 

wurde von CD11c+ DC und CD11c–/CD14+ Monozyten als Reaktion auf alle drei Kapside pro-

duziert (s. Abbildung 30 C). Es konnten spenderindividuelle Unterschiede der CD14+-Zellant-

wort auf die Kapside und eine nicht signifikante Tendenz einer verstärkten Antwort auf 

AAV2.GL festgestellt werden (s. Abbildung 30 C). Eine Subpopulation von CD11c+/CD14+ Zel-

len produzierten nach Stimulation mit LPS und den AAV Kapsiden sowohl IL-1β und IFN-β und 

zeigte ebenfalls eine Tendenz zu einer stärkeren Antwort auf AAV2.GL. Eine IL-1β  rodu tion 

wurde lediglich nach Stimulation mit LPS, jedoch nicht mit AAV-Kapsiden nachgewiesen. Alle 

Vektoren induzierten eine antivirale IFN-β Antwort in Ze  en des angeborenen Immunsystems 

(DC/Monozyten) (s. Abbildung 30 C). Eine adaptive Immunantwort konnte keiner der Vekto-

ren in vitro auslösen, typische T-Helferzell-Zytokine wie IFN-γ oder IL-17 wurden nicht als Re-

aktion auf die AAV-Kapside induziert, wie bereits im Bioplex-Aassay gezeigt wurde. 

Da die Zellen hier in antikörperfreiem Panexin-Serumersatz inkubiert wurden, kann eine Sti-

mulation angeborener Zellen durch Antigen-Antikörper-FcR-Bindung ausgeschlossen werden. 

Zusammenfassend zeigte sich durch die Immunfluoreszenzfärbung mit anschließender 

FACScan-Analyse keine lymphozytäre (CD3+, CD4+, CD8+ T-, CD19+ B-Zellen), sondern nur eine 

leukozytäre (CD14+ Monozyten/Makrophagen, CD11c+ dendritische Zellen) Reaktion auf die 

Vektorkapside. IL-1β wurde a s Antwort auf L S produziert, während IFN-β a s dominante Zy 

tokinantwort auf Virsuskapside in AAV2.GL-stimulierten Kulturen bei DC (CD11c) und Makro-

phagenpopulationen (CD14) sogar noch geringfügig erhöht nachweisbar war. Es waren keine 

signifikanten Unterschiede feststellbar. Ein Vorteil der Mutanten AAV2.GL und AAV2.NN, im 

Vergleich zum Wildtyp, konnte auch hier nicht gezeigt werden. 
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Abbildung 30: Zellpopulationen nach in-vitro Stimulation für 24h mit AAV2-Kapsiden und 
LPS 
Die Daten sind als Stimulationsindex (SI), d.h. dem Vielfachen der Mediumkontrolle dargestellt 
und zeigen den Mittelwert von allen 7 Spendern. Als positiv galt ein SI > 2. A) Lymphozytenpo-

pulationen: CD4+ T-Helfer, CD8+ T-Killer, CD56+ NK-Zellen; B) CD11c+ dendritische Zellen, CD14+ 

Monozyten, CD11c+ und CD14+ monozytäre dendritische Zellen (moDC); C) IL-1β/IFN-beta-Pro-

duktion von CD11+ und CD14+ Zellen. 

 AAV2-Kapsidvarianten mit Expression der Rezeptorbindungsstelle von SARS-

CoV2 (HtW2_S1.1 und HtW2_S1) 

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die zelluläre in vitro-Immunantwort auf neue AAV2-

Kapsidvarianten untersucht, die im Kapsid inserierte Epitope der RBD des SARS-CoV2 Spike-

Proteins exprimieren. Im Gegensatz zur Immunantwort der "natürlich durchseuchten" Blut-

spender im ersten Teil der Arbeit wurden hier Spender ausgewählt, die kurz zuvor mit dem 

anti-Corona-Impfstoff Comirnaty geimpft wurden, einem mRNA-Impfstoff, der für das Spike-

Protein kodiert. Die Impfantwort der drei Spender wurde über anti-Spike-Antikörper verifiziert 
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(s. Abbildung 31 A) und die zellulären Immunantworten über die Zyto- und Chemokinsekre-

tion der stimulierten Kulturen sowie über die Expansion bestimmter Immunzell-Populationen 

mit anschließender Immunfluoreszenzfärbung analysiert. Es standen zwei Vektorkapsid-Vari-

anten mit überlappenden RBD-Sequenzen zur Verfügung, HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2.  

Alle 3 Spender hatten vor den Impfungen keinen Kontakt mit SARS CoV2, was durch die nega-

tive Antikörperantwort sowohl gegen das Spike- als auch gegen das nukleäre Protein (N-Pro-

tein) des Corona-Virus bestätigt wurde (Daten nicht gezeigt). Die weibliche Spenderin H1 

zeigte bereits 2 Wochen nach der 1. Impfung einen höheren Antikörpertiter als die beiden 

männlichen Spender H6 und H7, 2 Wochen nach der 2. Impfung war der Titer von H1 im Ver-

gleich zu H6 und H7 sogar mehr als dreifach erhöht (s. Abbildung 31 A). Die Bindung neutrali-

sierender Antikörper wurde mittels Neutralisationsassay von Sabrina Babutzka (AG Michala-

kis) bestimmt, die mir ihre Ergebnisse freundlicherweise zur Verfügung gestellt hat (Abbildung 

31 B). Getestet wurde das Serum des Spenders H1 vor beziehungsweise nach der ersten und  

zweiten Impfung. Vor Exposition mit COVID-19 oder Impfung mit Comirnanty wurde die Trans-

duktion von HtW2_S1.2 durch das Serum nicht gehindert. Die Transduktionsrate vor der Imp-

fung betrug 88,21%. Nach der ersten als auch zweiten Impfung und Inkubation mit den Seren 

von H1 bei einer Verdünnung von 1:50 lag die Transduktionsrate hingegen lediglich bei 34,88% 

und 30,14%. Somit konnte das Serum von Spender H1 nach den Impfungen 60% der 

HtW2_S1.2-Kapside neutralisieren, nicht aber den AAV2.WT. 

Bei höheren Verdünnungen von 1:500 und 1:1000 konnte das H1-Serum auch HtW_S1.2 nicht 

mehr neutralisieren. (s. Abbildung 31 B). 
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Abbildung 31: Anti-SARS-CoV2 (Spike-Protein)-IgG Titer 
A) Gesamt-Antikörpertiter vor und nach den Impfungen. Auf der y-Achse sind die Antikörperti-
ter in "arbiträren Einheiten" (AU)/ml aufgetragen, auf der x-Achse die Zeitpunkte der Messung, 
vor der Impfung und zwei Wochen nach der ersten (1.) bzw. eine Woche nach der zweiten Imp-
fung (2.) mit Comirnaty. Freundlicherweise zur Verfügung gestellt durch Herrn Dr. Andreas Os-
terman (Max von Pettenkofer-Institut, München) B) Neutralisierende Antikörper vor und nach 
den Impfungen. Auf der y-Achse ist die Transduktionsrate aufgetragen, die sich aus der Trans-
duktion der mit Serum inkubierten Proben und der Positivkontrolle ohne Seren ergibt. Auf der 
x-Achse sind die getesteten Serumverdünnungen gezeigt. Freundlicherweise zur Verfügung ge-
stellt durch Frau Sabrina Babutzka (Augenklinik LMU München). 

3.3.1 Zelluläre Antwort nach Impfung mit Comirnaty 

Die PBMC-Stimulationen wurden zwei Wochen nach der ersten und eine Woche nach der 

zweiten Impfung der Probanden mit dem mRNA-Impfstoff Comirnaty angelegt und wie bereits 

im ersten Teil beschrieben mit den verschiedenen Kapsiden und Kontrollantigenen stimuliert. 

Die Vektorvariante HtW2_S1.2 stand erst nach der ersten Impfung zum Testen zur Verfügung 

und fehlt daher in allen Vorimpfungsdaten.  

Die Lymphozytenstimulationen wurden analog den Stimulationen mit den Vektorvarianten 

AAV2.GL und AAV2.NN angesetzt. Es stellte sich allerdings heraus, dass durch die in vivo-Akti-

vierung nach der 2. Impfung eine Verkürzung der in vitro-Stimulationsdauer von 4 auf 3 Tage 

notwendig wurde. Wie auch schon im ersten Teil der Arbeit wurden täglich Proben der Über-

stände der stimulierten Kulturen asserviert und auf sezernierte Zytokine und Chemokine 
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untersucht. Ferner wurden nach 24 Stunden und 3 bzw. 4 Tagen mittels Immunfluoreszenz-

färbung und anschließender FACS-Analyse die Effekte der Stimulation mit den Spike-Epitop-

exprimierenden AAV2-Vektorvarianten auf Zellpopulationen der angeborenen (Monozy-

ten/Makrophagen (CD14), DC (CD11c), NK-Zellen (CD56)) und der adaptiven Immunantwort 

(B-Zellen (CD19), CD4+, CD8+ T-Zellen) sowie die Produktion der Monokine IL-1β und IFN-β 

analysiert. Zusätzlich wurde die Expression des Aktivierungsmarkers CD69+ bestimmt.  

3.3.2 Zytokin- und Chemokinsekretion nach Stimulation mit HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2 

Leider wurden von den PBMC-Stimulationen der Spender H1, H6 und H7 vor den Impfungen 

keine Kulturüberstände für die Zytokinbestimmung gesammelt, nur von den jeweils 3 Zeit-

punkten nach der 1. und 2. Impfung standen gepoolte Überstände der Triplikatkulturen zur 

Verfügung. Alle drei Spender zeigten nach beiden Impfungen gleichermaßen hohe IL-6-Sekre-

tion nur nach Stimulation mit den Spike-Variantenvektoren HtW2_S1.1 und -S1.2 sowie LPS, 

keine Reaktion auf den AAV2.WT. IL-8/CXCL8 war im Gegensatz dazu bei den Spendern H1 

und H7 auch in der Mediumkontrolle und der AAV2 WT-stimulierten Kultur zu entdecken, und 

die HtW2- und LPS-stimulierten Kulturen produzierten IL-8-Mengen jenseits der Nachweis-

grenze dieses Assays. In den Kulturen von Spender H6 lag sogar schon die Mediumkontrolle 

über der Nachweisgrenze von IL-8 (s. Abbildung 32 A/B).  

Auch bei CCL2 zeigten sich in den Mediumkontrollen von Spender H6 bereits erhöhte Kon-

zentrationen, erstaunlicherweise wurde als Antwort auf die Spike-Vektorvarianten weniger 

CCL2 sezerniert als auf den AAV2.WT und die LPS-Kontrolle, und es war kein Unterschied zwi-

schen 1. und 2. Impfung. Im Gegensatz dazu zeigten Spender H1 und H7 nur CCL2-Sekretion 

in den Kulturen mit HtW2-Vektoren und LPS, nicht bei Medium oder AAV2 WT, mit keiner oder 

nur geringfügiger Steigerung nach der 2. Impfung (s. Abbildung 32 C). 

Sowohl IL-1α a s auch IL-1β wurde bei a  en Spendern nur in Rea tion auf  t  _S1 1, 

HtW2_S1 und LPS produziert, vor allem Spender H6 zeigte erhöhte Produktion nach der 2. 

Impfung und erkannte bevorzugt HtW2_S1.2. Spender H1 zeigte nach der 2. Impfung eine 

deutlich reduzierte IL-1-Antwort auf HtW2_S1.1, während bei Spender H7 nach der 2. Impfung 

vor allem in der LPS-Kontrolle eine dreifache Zunahme von IL-1α und IL-1β zu sehen war (s  

Abbildung 32 D/E).  
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Legende zur Abbildung 32 siehe nächste Seite. 
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Abbildung 32: Monokin- und Chemokinsekretion nach Stimulation mit HtW2_S1.1 und 
HtW2_S1.2, AAV2 WT und LPS im Vergleich zum Medium 
Auf der y-Achse ist Menge der Zytokine/Chemokine in pg/ml, auf der x-Achse sind die verschie-
denen Antigene und die Zeitpunkte der Impfungen für die drei Spender (H1, H6, H7) aufgetra-
gen. Dargestellt sind die Mittelwerte von je mindestens 50 analysierten Beads/Zytokin (Menge 
bestimmt anhand der Fluoreszenzintensität) der Pools von 9 bzw. 12 Kulturüberständen: je-
weils Triplikat-Kulturen, 3 (nach der 2. Impfung) bzw. 4 (nach der 1. Impfung) täglich entnom-
mene Proben von in vitro-Stimulationen der 3 Spender H1, H6 und H7.  
 

Der IL-1-Rezeptorantagonist IL-1RA wurde von Spender H1 vor allem nach der 1. Impfung als 

Reaktion auf HtW2_S1.1, HtW2_S1 und LPS produziert, dagegen war nach der 2. Impfung die 

IL-1RA-Sekretion auf 50% (LPS) bis 25% (HtW2_S1.1) reduziert. Die beiden Spender H6 und H7 

zeigten nur minimale Unterschiede zwischen den AAV2 WT- und HtW2_S1.1 und HtW2_S1-

stimulierten Kulturen und keinen Unterschied zwischen 1. und 2. Impfung (s. Abbildung 32 F).  

Es zeigte sich hier eine bevorzugte Aktivierung der Monokine IL-6, IL-1α und IL-1β a s Rea tion 

auf HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2 (s. Abbildung 32). 

IL-10 wurde von allen Spenderlymphozyten bevorzugt in LPS-stimulierten Kulturen produziert 

und eher in Reaktion auf HtW2_S1.2 als auf HtW2_S1.1. Eine gesteigerte IL-10-Produktion war 

außerdem nach der 2. Impfung zu sehen (s. Abbildung 33 A).  

Nur die Spender H1 und H6 (H6 mehr als H1), nicht aber H7, reagierten auf die Vektorvarianten 

und LPS mit IL-13-Sekretion. Die IL-13-Sekretion war bei H7 kaum nachweisbar. Auch IL-17 und 

IFN-γ-Sekretion konnte in den Kulturen von H7 und auch von H1 nicht nachgewiesen werden, 

während die Lymphozyten von Spender H6 nach der 1. Impfung eine schwache Reaktion auf 

HtW2_S1.2 und LPS zeigten, die nach der 2. Impfung auf beide Varianten, HtW2_S1.1 und 

HtW2_S1.2 und LPS 2 – 3-fach (IL-17) bzw. 5 – 6-fach (IFN-γ, L S) erhöht waren  

Es zeigten sich eine individuell sehr unterschiedliche Zytokinsekretion, vor allem die T-Helfer-

Zytokine IL-17 (Th17) und IFN-γ (Th1) wurden nur von den Lymphozyten des jüngsten hier 

getesteten Spenders produziert (H6: 45 Jahre versus 60 Jahre bei H1 und H7). Auch IL-13, ein 

von T-Helfer 2-Zellen produziertes Zytokin wurde lediglich in geringen Mengen (< 50 pg/ml) 

durch Spender H1 und H6 sezerniert (s. Abbildung 33 B/C/D). 



 

Ergebnisse                                                                                                                                                                    
75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 33: Zytokinsekretion nach Stimulation mit HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2, AAV2 WT 
und LPS im Vergleich zum Medium 
Auf der y-Achse ist Menge der Zytokine in pg/ml, auf der x-Achse sind die verschiedenen Anti-
gene und die Zeitpunkte der Impfungen für die drei Spender (H1, H6, H7) aufgetragen. Darge-
stellt sind die Mittelwerte von je mindestens 50 analysierten Beads/Zytokin (Menge bestimmt 
anhand der Fluoreszenzintensität) der Pools von 9 bzw. 12 Kulturüberständen: jeweils Triplikat-
Kulturen, 3 (nach der 2. Impfung) bzw. 4 (nach der 1. Impfung) täglich entnommene Proben 
von in vitro-Stimulationen der 3 Spender H1, H6 und H7.  
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3.3.3 Populationen der angeborenen Immunantwort: Monozyten, dendritische Zellen und 

ihre Produktion von IFN-β und IL-1β 

Die zellulären Immunreaktionen wurden nach in vitro-Stimulation durch Immunfluoreszenz-

färbung von Oberflächenmarkern analysiert, die spezifisch von bestimmten Zellpopulationen 

exprimiert werden. Zunächst wurden Zellpopulationen des angeborenen Immunsystems un-

tersucht, CD11c+ dendritische Zellen, CD14+ Monozyten und CD11c sowie CD14 koexprimie-

rende monozytäre DC (moDC) (s. Abbildung 34 A). Der prozentuale Anteil dieser Zellen an der 

Gesamtpopulation der angeborenen Immunzellen zeigte nach den Impfungen bei allen Spen-

dern eine Zunahme nach den Impfungen, unabhängig vom stimulierenden Antigen. Während, 

ebenfalls antigenunabhängig, bei allen Spendern nach den Impfungen die CD11c+ DC-stark re-

duziert waren, zeigte sich ein Anstieg der CD11c+/CD14+ moDC-Population sowie ein leichter 

Anstieg an CD14+/CD11- Monozyten. Keine der Populationen zeigte eine Veränderung, die mit 

den AAV2-Spike-Variantenvektoren oder generell mit viralen Vektoren (AAV2 WT) korrelierte.   

Zusätzlich zur Veränderung der Populationsgrößen wurde auch die Produktion zweier wichti-

ger, antiviraler Monokine (IL-1β und IFN-β) durch intraze  u äre Immunf uoreszenzfärbung un 

tersucht (s. Abbildung 34 B/C). Interessanterweise zeigte sich bei CD14+ Monozyten eine spe-

zifisch erhöhte IL-1β-Antwort auf HtW2_1.1 und LPS bei PMBC aller Spender vor der Impfung 

("prä") (s. Abbildung 34 B). Da HtW2_1.2 zu dem Zeitpunkt noch nicht verfügbar war, gibt es 

dazu leider keine Vergleichsdaten. Eine ähnliche Spezifität der IL-1β-Antwort war auch bei 

CD11c+/CD14+ moDC vor den Impfungen zu sehen (s. Abbildung 34 C). Während die mo-

nozytäre und moDC-Produktion von IL-1β spezifisch auf L S,  t  _S1 1 und auch  t  _S1   

bei den Spendern H1 und H6 nach der 1. Impfung noch deutlich zu sehen war, zeigte Spender 

H7 erst nach der 2. Impfung, nicht aber nach der 1., wieder eine präferentielle IL-1β-Antwort 

auf die beiden AAV2-Spike-Variantenvektoren und LPS, aber nicht auf AAV2.WT. Während vor 

den Impfungen keine IFN-β-Produktion nachweisbar war, zeigte sich bei allen Spendern ein 

antigenunabhängiger, genereller Anstieg von IFN-β- und IFN-β/IL-1β produzierenden Monozy 

ten (s. Abbildung 34 B). Die IFN-β+ Monozytenpopulation stieg nach der 1. Impfung auf 25- 53 

% (H1) bis auf über 80% (H7, HtW2_S1.1) an. Bei H1 zeigte sich nach der 2. Impfung ein wei-

terer, antigenunspezifischer Anstieg dieser Population, während sich bei den Spendern H6 und 

H7 ein Rückgang der IFN-β+ Monozytenpopulation zeigte. Es koproduzierten nach der 2. Imp-

fung auch deutlich mehr Monozyten von Spender H1 IFN-β sowie auch IL-1β (s. Abbildung 34 

B). 
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Abbildung 34: Immunfluoreszenzanalyse der Zellen des angeborenen Immunsystems nach 
in vitro-Stimulation mit den Spike Mutanten HtW2_S1.1 sowie HtW2_S1.2: CD11c+ DC, 
CD14+ Monozyten und CD11c+/CD14+ monozytäre DC 
Die % positiven Zellen der y-Achse beziehen sich auf alle eingegrenzten "Zellen des angebore-
nen Immunsystems" in Abbildung 13 (Seite 43). Dargestellt sind die Mittelwerte der % positi-
ven Zellpopulationen der getesteten Spender. "Prä" = Blutabnahme vor der Impfung, "1." 2 
Wochen nach der ersten Impfung mit Comirnaty, "2". 1 Woche nach der 2 Impfung. Dargestellt 
sind die Ergebnisse nach A) 24h und B, C) nach 4 Tagen (prä = vor oder nach 1. Impfung) oder 
3 Tagen (nach 2. Impfung). n= 3 Spender (H1, H6, H7). 
 

Die CD11c+/CD14+ moDC war die größte Population unter den hier analysierten angeborenen 

Immunzellen, es wurde ihre Produktion von IL-1β und IFN-β untersucht (s. Abbildung 34 C). 
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während nach den Impfungen auch einige Zellen IFN-β, aber kein IL-1β produzierten. Diese 

Zellen fanden sich vorwiegend in den unstimulierten Kulturen (Mediumkontrolle), jedoch 

kaum in den Vektor- oder LPS-stimulierten. MoDC mit Koproduktion von IFN-β und IL-1β tra 

ten vermehrt und v. a. in den Kulturen mit HtW2_S1.1 und S1.2 sowie LPS bei H1 nach der 2. 

Impfung auf. Bei den beiden anderen Spendern waren nach der 2. Impfung vermehrt IL-1β+ 

moDC in den HtW2_S1.1, HtW2_S1.2 und LPS-stimulierten Kulturen zu sehen, bei H6 auch 

schon nach der 1. Impfung (s. Abbildung 34 C). Generell war zu sehen, dass die AAV2-Vektoren 

mit SARS CoV2-Spike-Anteilen keinen besonders stimulierenden Effekt auf Monozyten, moDC 

und DC in vitro hatten, es zeigte sich aber deutlich, dass die Impfung mit dem nanoverkapsel-

ten RNA-Impfstoff Comirnaty einen generell stimulierenden Effekt auf die hier untersuchten 

Zellen des angeborenen Immunsystems hatte. Keiner der hier getesteten Spender hatte wäh-

rend des Untersuchungszeitraums eine Infektion mit SARS CoV2, alle antigenspezifischen Ef-

fekte waren also auf die Impfung zurückzuführen.  

3.3.4 NK und NK-T-Zellen und Zellen der erworbenen Immunantwort: B-Zellen, T-Helfer und 

zytotoxische T-Zellen 

NK und NKT-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Virusabwehr, vor allem die NK-Popula-

tionen, die den NK-Rezeptor CD56 nur schwach exprimieren (CD56dim) und, wie auch die NKT-

Zellen, einen zytotoxischen Effekt ausüben. Während hier die CD56dim NK-Zell-Population kon-

stant blieb, sowohl bezüglich der Antigenspezifitäten als auch vor und nach den jeweiligen 

Impfungen, zeigte sich nach der 1. Impfung ein Anstieg der CD56dimCD3+ NKT-Zellpopulation, 

die aber mit keiner Antigenspezifität korreliert war (s. Abbildung 35 A). Bei allen drei Spendern 

zeigten sich weder vor noch nach der ersten Impfung Veränderungen der CD19+ B-Zellpopu-

lation (s. Abbildung 35 B). Nach der 2. Impfung zeigte sich bei allen Spendern eine leicht er-

höhte B-Zell-Antwort auf den AAV2.WT, Spender H1 zeigte eine starke B-Zell-Proliferation auf 

die Spike-Vektorvariante HtW2_S1.2, Spender H6 auf die Variante HtW2_S1.1. Bei Spender H7 

zeigte sich lediglich eine starke B-Zell-Antwort auf LPS, nicht aber auf die Spike-Vektorvarian-

ten (s. Abbildung 35 B). Die T-Zell-Antworten sind in Abbildung 35 C dargestellt und sind gleich 

vor und nach den Impfungen und zeigten keine Reaktion auf eines der Antigene. 
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Abbildung 35: Immunfluoreszenzanalyse der Zellen des erworbenen Immunsystems nach in 
vitro-Stimulation mit den Spike-Varianten HtW2_S1.1 sowie HtW2_S1.2 
A) CD56dim+ NK-Zellen (CD56+), NKT-Zellen (CD56+/CD3+), 24 h nach Antigenstimulation; B) 
CD19+ B-Zellen, 24h nach Antigenstimulation; C) CD3+/CD4+ T-Helfer und CD3+/CD8+ zytotoxi-
sche Zellen, nach 4 Tagen (nach 1. Impfung) bzw. 3 Tagen (nach 2. Impfung) Antigenstimula-
tion. "Prä": vor der Impfung; 1.: Blutentnahme 2 Wochen nach der ersten Impfung; 2.: Blutent-
nahme 1 Woche nach der zweiten Impfung. Dargestellt sind Mittelwerte der % positiven Zellen 
von n= 3 Spendern (H1, H6, H7). 
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3.3.5 Aktivierte Leukozyten: CD69+ Zellen 

Die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 wurde als Mittelwerte aller Spender für die ge-

samte Leukozytenpopulation nach 24 h sowie nach 3 bzw. 4 Tagen Antigenstimulation in vitro 

analysiert (s. Abbildung 36). Vor der Impfung zeigt sich nach 24 Stunden Stimulation (s. Abbil-

dung 36 A) ein Anstieg aller CD69+ Zellen sowie speziell der CD3+, CD4+ und CD8+ Zellen in 

den Kulturen mit der Spike-Vektorvariante HtW2_S1.1. HtW2_S1.2 war zu dem Zeitpunkt noch 

nicht verfügbar (s. Abbildung 36). Dieser Effekt war nach 4 Tagen Stimulation nicht mehr sicht-

bar. Die CD69+ CD19+ B-Zellen reagierten bis zu diesem Zeitpunkt auf LPS und den Mutanten 

HtW1.2, signifikante Unterschiede wurden zwischen dem WT und HtWS1.1 beobachtet. Die 

Population der aktivierten NK-Zellen (CD56dim/CD69+) blieb unverändert (s. Abbildung 36 B). 

Nach der 1. Impfung und 24 h Inkubation zeigten sich signifikante Unterschiede innerhalb der 

CD69+ Population zwischen dem Wildtyp und HtW2_S1.1, die CD19+ B-Zellen reagierten auch 

auf LPS. Erst nach der 2. Impfung war ein Anstieg aller CD69+ Zellen sowie der CD69+ CD3+ T-

Zellen, CD4+ T-Helferzellen, CD8+ zytotoxischen T-Zellen und der CD19+ B-Zellen auf die Vek-

torvarianten HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2 sowie auf LPS (nur bei der Gesamtpopulation und 

den B-Zellen) zu sehen. Signifikante Unterschiede wurden zwischen dem Wildtyp und dem 

Mutanten HtW2_S1.2 als auch zwischen den Mutanten HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2 festge-

stellt (s. Abbildung 36 A). 

In der gleichen Stimulation zeigte sich vor den Impfungen nach 4 Tagen lediglich ein geringer 

Anstieg der CD69+ Populationen auf LPS. Nach der 1. Impfung und 3 Tagen Stimulation war 

ein genereller Anstieg an CD69+ Zellen zu verzeichnen, besonders in der Antwort auf 

HtW2_S1.2 und LPS, vor allem bei den T-Zellen (CD3+, CD4+, CD8+) und den B-Zellen (CD 19+) 

und diesmal auch bei den CD56dim NK-Zellen. Ein signifikanter Unterschied war ausschließlich 

innerhalb der CD 19+ CD69+ Zellen zwischen den Mutsanten HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2 nach-

zuweisen. Nach der 2. Impfung zeigte sich ein vergleichbarer, aber leicht abgeschwächter Ef-

fekt, wieder mit einer Präferenz für HtW2_S1.2 bei den T- und B-Zellen, bei den NK-Zellen 

zeigten sich nach 3 Tagen keine Reaktionen mehr. Signifikante Unterschiede wurden sowohl 

in der CD69+ Population, zwischen dem WT und HtW2_S1.2, als auch innerhalb der CD8+ 

CD69+ Population zwischen dem Wildtyp und HtW2_S1 festgestellt (s. Abbildung 36 B). 
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Legende zur Abbildung 36 siehe nächste Seite 
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Abbildung 36: Immunfluoreszenzanalyse von CD69+ Zellpopulationen nach in vitro-Stimula-
tion mit den Kapsiden HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2 
Auf der y-Achse ist der prozentuale Anteil der für das jeweilige Oberflächenmolekül positiven 

Zellen, auf der x-Achse sind die verschiedenen Antigene und der Impfstatus aufgetragen.  

Prä: vor der Impfung; 1.: 2 Wochen nach der ersten Impfung; 2.: 1 Woche nach der zweiten 

Impfung. Die Linie mit Kreis in den Kastendiagrammen repräsentiert den Median, X den Mit-

telwert und die oberen und unteren Antennen zeigen das Maximum bzw. Minimum mit 1,5-

fachem Interquartilsabstand. n= 3 Spender (H1, H6, H7). 

Verglichen und auf Signifikanz geprüft wurden AAV2.WT mit HtW2_S1.1 oder HtW2_S1.2. 

Diese Signifikanzen sind durch die roten Klammern markiert (* p < 0,05). Außerdem wurde 

HtW2_S1.1 mit HtW2_S1.2 verglichen, signifikante Unterschiede sind durch die grünen Klam-

mern dargestellt (* p < 0,05). Nicht-signifikante Unterschiede sowie signifikante Unterschiede 

zwischen der Mediumkontrolle (med), LPS und den AAV-Kapsiden sind nicht angegeben. Die 

Statistik wurde mittels t-Test und Bonferroni Korrektur durchgeführt.  
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4 Diskussion 

 Immunogenität der neuartigen Kapsidmutanten AAV2.GL und AAV2.NN 

Die Gentherapie mit viralen Vektoren ist zur Behandlung hereditärer Defekte mehr und mehr 

in den Fokus des klinischen Interesses, insbesondere in der Augenheilkunde, gerückt. Im No-

vember 2018 wurde Voretigen Neparvovec (Luxturna®) für die intraokulare Behandlung der 

Leberschen kongenitalen Amaurose (LCA) von der europäischen Arzneimittelbehörde zugelas-

sen. Für weitere erbliche Augenerkrankungen wurden und werden klinische Studien durchge-

führt, die mehr oder weniger mit unerwünschten Nebenwirkungen intraokularer Entzündun-

gen (Uveitis) belastet waren, wie z. B. bei der Leberschen Hereditären Optikopathie (LHON) 

(Newman et al. 2021). Der Erfolg der Gentherapie mit adenoassoziierten Virusvektoren kann 

durch Entzündungen (Uveitis) und ihre Folgen für intraokulare Gewebe verringert werden 

(Chan et al. 2021). Bei der Gentherapie der äußeren Netzhautzellen wie retinales Pig-

mentepithel oder Photorezeptoren müssen außerdem die Vektoren in die Nähe der betroffe-

nen Zellen gebracht werden, was in diesem Fall mit einer subretinalen Injektion mit einer ab-

sichtlich induzierten, lokal begrenzten Netzhautablösung im Bereich der Makula geschieht. 

Dabei besteht einerseits das Risiko einer unkontrollierten Ausbreitung der Netzhautablösung, 

es werden nur relativ wenige Zellen im Bereich des subretinalen Vektor-Depots transduziert, 

und die Prozedur muss unter Vollnarkose des Patienten durchgeführt werden (Ross und Ofri 

2021). Eine intravitreale Injektion mit den z.Z. verfügbaren Vektoren erreicht die Zielzellen in 

der äußeren Retina nicht, außerdem führen intravitreale Injektionen mit AAV-Vektoren noch 

häufiger zu intraokularen Entzündungsreaktionen als die Applikationen in den immunprivile-

gierten subretinalen Raum. Erstrebenswert wären also Vektoren, die sowohl ihre Zielzellen in 

der äußeren Retina, auch nach intravitrealer Injektion, erreichen und gleichzeitig eine verrin-

gerte Immunogenität aufweisen. 

Die Kapside der AAV-Vektoren lassen sich gentechnisch gut modifizieren und ermöglichen so 

die Konstruktion rekombinanter Kapside mit Expression zusätzlicher Peptidepitope, ohne die 

Kapsidstruktur zu stören. Um einen effizienteren Gentransfer der Zellen der äußeren Netz-

hautschichten zu erreichen, wurden rekombinante AAV-Vektoren durch Screening einer 

AAV2-Peptid-Bibliothek in Mäusen aufgrund ihres verbesserten Tropismus für Photorezeptor-

zellen (Stäbchen oder Zapfen) selektiert (Pavlou et al. 2021). Die resultierenden Kapsidvarian-

ten AAV2.GL und AAV2.NN können tatsächlich Photorezeptoren effizient transduzieren, auch 
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wenn sie intravitreal statt subretinal injiziert werden, was einen großen Fortschritt für die kli-

nische Anwendung darstellen würde. Der subretinale Raum ist zwar immunprivilegiert, wes-

halb eine subretinale Vektorinjektion im Vergleich zur intravitrealen Applikation keine oder 

kaum immunologische Komplikationen induzieren sollte (Streilein 2003; Dalkara und Sahel 

2014), dies konnte aber in präklinischen und klinischen Studien nicht immer bestätigt werden 

(Chan et al. 2021). Allerdings ermöglicht die effizientere Transduktion der Photorezeptoren 

mit den Varianten AAV2.GL und AAV2.NN eine Dosisreduktion der therapeutischen Vektoren, 

wodurch die Immunogenität reduziert werden sollte (Chan et al. 2021). Dies zu untersuchen 

war ein Ziel dieser Arbeit.  

Da keine Proben von Patienten mit bereits vorhergegangenen Gentherapien zur Verfügung 

standen, konnten lediglich bereits bestehende, natürliche Immunantworten gegen den 

AAV2.WT auf Kreuzreaktivität für die neuen Kapsidvarianten untersucht werden. Hierfür wur-

den Proben von Spendern auf Antikörperantworten und zelluläre Immunantworten unter-

sucht (Moskalenko et al. 2000).  

Für die Untersuchung der Antikörperantworten musste zunächst ein Vektorkapsid-spezifi-

scher ELISA als Testsystem entwickelt werden, ferner wurde die Neutralisationsfähigkeit der 

Antikörper in den Spenderseren bestimmt. Antikörper gegen therapeutische Vektoren könn-

ten auch bei okularer Gentherapie Probleme verursachen. Normalerweise geht man davon 

aus, dass im immunprivilegierten Auge keine Antikörper vorhanden sind. Dies trifft für ge-

sunde Augen mit intakter Blut-Retina-Schranke zu, bei Patienten mit genetisch bedingten 

Netzhauterkrankungen und Degeneration der Retina kann eine Schrankenstörung der Netz-

hautgefäße und somit ein Eindringen von Serum in das Auge nicht ausgeschlossen werden. 

Tatsächlich können neutralisierende Anti-AAV-Antikörper neben dem Serum auch in Glaskör-

per, Vorderkammer und Kammerwasser nachgewiesen werden (Kotterman et al. 2015; Lee et 

al. 2019; Bucher et al. 2020). In dieser Situation könnten neutralisierende Antikörper die gen-

therapeutische Transduktion der retinalen Zellen verhindern (Lee et al. 2019; Kotterman et al. 

2015). Es könnten die Vektoren auch durch AAV-bindende Antikörper markiert (opsonisiert) 

und so eine angeborene Immunreaktion von Phagozyten induziert werden, was dann zu einer 

Entzündungsreaktion führt.  

Bei den Antikörperbindungstests zeigte sich eine Seroprävalenz von 91,7 % und kein Unter-

schied in der Bindung der Antikörper an die Mutanten AAV2.GL/AAV2.NN oder den Wildtyp. 
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Die gemessene Seroprävalenz steht im Einklang mit bisherigen Daten, in denen zwischen 70% 

bis 90 % der Bevölkerung seropositiv für AAV2 sind (Bucher et al. 2020; Kotterman et al. 2015; 

Ling et al. 2015). Genau wie durch Huttner et al. 2003 zuvor bewiesen, hatten die Peptidinser-

tionen an Aminosäureposition I-587 im AAV2-Kapsid keinen Einfluss auf die Antikörperbin-

dung an das Kapsid. Dies deutet darauf hin, dass die meisten der von den Antikörpern erkann-

ten Epitope des AAV2-Kapsids in den Regionen zwischen den Peptidinsertionen liegen.  

Im Gegensatz dazu wurde eine geringere Neutralisierung der Mutanten AAV2.GL und 

AAV2.NN im Vergleich zum Wildtyp mit denselben Seren beobachtet. Offensichtlich binden 

neutralisierende Antikörper bevorzugt an oder in der Nähe der Peptidinsertionen an I-587. 

Wie in Abbildung 2 C (S. 14) dargestellt, bildet die Insertion "GL" eine größere Peptidschlaufe 

als "NN" aus, was zu einer direkten Abdeckung von Antikörperbindungsstellen oder zu einer 

verstärkten sterischen Inhibition der Bindung neutralisierender Antikörper in der näheren 

Umgebung führen könnte (Perabo et al. 2006; Maersch et al. 2010; McCraw et al. 2012; Gurda 

et al. 2013; Tseng et al. 2015; Smith 2001). 

Interessanterweise gab es keine Korrelation zwischen den Gesamt-Antikörpertitern und neut-

ralisierenden Antikörpern, wie zuvor auch von anderen gezeigt (Huttner et al. 2003), jedoch 

eine leichte Tendenz zu stärkerer Neutralisation bei den Spendern mit geringerer Gesamtan-

tikörpermenge. Obwohl die meisten AAV-Infektionen in früher Kindheit stattfinden (Calcedo 

und Wilson 2013), konnte keine Korrelation zwischen dem Alter der Spender und den Antikör-

pertitern (Gesamt- beziehungsweise neutralisierende Antikörper) festgestellt werden. Der 

Zeitpunkt der natürlichen Infektion der Spender war nicht bekannt, außerdem fallen Antikör-

pertiter individuell unterschiedlich schnell ab.  

Zusätzlich zur Antikörperbindung wurde die zelluläre Immunantwort auf die neuen AAV-

Kapside in vitro untersucht. Wie natürliche Viren werden auch die therapeutischen Vektoren 

von den Zellen des Immunsystems als fremd erkannt und bekämpft. An vorderster Front ste-

hen die Zellen der angeborenen Immunabwehr wie Monozyten oder DCs, die die Eindringlinge 

über ihre Pattern-Recognition Rezeptoren (PRRs), wie z. B. TLRs (Hensley und Amalfitano 

2007; Oliveira-Nascimento et al. 2012) erkennen. Auch Zellen im Auge wie RPE Zellen, Mikrog-

lia, Müller-Glia, Photorezeptoren, Ganglien Zellen, retinale Astrozyten sind an der okularen 

Immunabwehr beteiligt und exprimieren ebenfalls PRRs, wie die TLR1 bis TLR10 (Kumar et al. 

2004; Detrick und Hooks 2010; Bucher et al. 2020; Lin et al. 2013; Singh und Kumar 2015; Jiang 
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et al. 2009; Rodríguez-Martínez et al. 2005). Durch den auf Zelloberflächen exprimierten TLR2 

und den endosomalen TLR9, oder auch direkt durch Zellschädigung mit Freisetzung von 

DAMPs bei chirurgischem Vorgehen, werden AAV-Partikel aufgespürt und die angeborene Im-

munantwort ausgelöst (Hareendran et al. 2013). TLR2 erkennt repetitive Protein-Untereinhei-

ten des Viruskapsids und TLR9 das virale Genom (Hensley und Amalfitano 2007; Hösel et al. 

2012; Bucher et al. 2020; Mingozzi und Büning 2015). Als Konsequenz könnten AAV-Kapside 

von TLR2 und TLR9 wahrgenommen werden, ungeachtet der AAV-Kapsid-Modifikationen, und 

das angeborene Immunsystem alarmiert werden. Dies kann durch TLR-exprimierende Netz-

hautzellen, oder auch direkt durch Zellschädigung mit Freisetzung von DAMPs bei chirurgi-

schem Vorgehen geschehen.  

Um die Zellen zu identifizieren, die AAV-Kapside erkennen, wurden zelltypspezifische Immun-

fluoreszenzfärbungen sowie ein XTT-Assay zur Messung von Proliferation und Aktivität Kapsid-

stimulierter peripherer PBMC-Kulturen durchgeführt. Auch hier mangelte es an PBMC von Pa-

tienten, die zuvor mit einer okularen AAV-Gentherapie behandelt wurden, daher wurden le-

diglich frische periphere Lymphozyten von Spendern mit unterschiedlichen Gesamt- bzw. 

neutralisierenden Anti-AAV2-Antikörpern getestet.  

Es zeigten lediglich die hier getesteten CD14+ Monozyten/Makrophagen und CD11c+ DC eine 

leichte Reaktion nach Stimulation mit AAV2.WT, AAV2.GL und AAV2.NN, vor allem proliferier-

ten Monozyten /Makrophagen und DCs, die IFN-β, aber nicht IL-1β a s Rea tion auf a  e Ve  

toren produzierten. Die CD11c+/CD14+ Monozyten-abgeleiteten DCs (MoDCs) produzierten 

dagegen beide Zytokine als Reaktion auf alle drei AAV-Vektoren, den WT und die Kapsidvari-

anten, sowie auf LPS. MoDCs sind an der Abwehr von Viren beteiligt und sehr effizient bei der 

Aktivierung von Zellen der adaptiven Immunantwort (Domínguez, P. M. und Ardavín, C. 2010). 

Tummala et al. konnten in einem Mausmodell mit intraokularer Entzündung nach intravitrea-

ler AAV2-Gentherapie einen massiven Anstieg von Ly6C+ Makrophagen im Auge innerhalb der 

ersten 7 Tage nachweisen (Tummala et al. 2021). Da in der Maus auch MoDC Ly6C exprimie-

ren, könnten diese Zellen MoDC sein (Menezes et al. 2016; Gardner und Ruffell 2018). Diese 

Befunde passen zu dem nodulären Entzündungstyp bei viraler Uveitis sowie zu dem klinischen 

Bild der Uveitis mit nodulären Hornhaut-Präzipitaten nach okularer Gentherapie (Babu et al. 

2020; Kiss et al. 2021; Grishanin et al. 2019). AAV Vektoren können sowohl eine zytotoxische 

als auch eine humorale Immunantwort hervorrufen, sie sind aber keine guten 
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Immunstimulatoren, was sie wiederum als Vektoren für die Gentherapie prädisponiert (Bu-

cher et al. 2020; Chan et al. 2021; Chirmule et al. 1999; Hernandez et al. 1999; Zaiss et al. 

2002). 

Trotz nachgewiesener Antikörper konnten weder CD19+ B-Zellen noch T-Helfer, zytotoxische 

T-Zell- oder NKT-Zell-Reaktionen induziert werden. Auch die mittels XTT gemessene T-Zell-

proliferation als Reaktion auf die AAV-Kapside (XTT-Assay) war schwach und nur bei wenigen 

Spendern zu beobachten, insbesondere im Vergleich zu den Positivkontrollen LPS, TT und PPD.  

Das Fehlen einer zellulären Reaktion könnte nicht nur durch eine zu geringe Frequenz an Ge-

dächtniszellen im Blut, sondern möglicherweise auch mit einer insuffizienten Prozessierung 

und Präsentation der Kapside bzw. deren Peptide durch APCs in vitro erklärt werden. Zusätz-

lich korrelieren die humorale und zelluläre Immunantwort auf AAVs nicht (Chirmule et al. 

1999; Hernandez et al. 1999). Diese Diskrepanz zwischen zum Teil hohen Antikörpertitern bei 

gleichzeitig geringer zellulärer Antwort könnte damit erklärt werden, dass möglicherweise 

eine T-Zell-Memory Antwort schneller nachlässt als eine Antikörperantwort gegen Viren, die 

mehr als 50 Jahre oder sogar ein Leben lang bestehen bleiben können (Antia et al. 2018; 

Borghans und Ribeiro 2017).   

Ein weiterer Nachweis einer Immunantwort ist die Sekretion von Zytokinen und Chemokinen. 

Sieben der 48 getesteten Zytokine wurden nach Stimulation der Kulturen mit AAV2.WT, 

AAV2.GL und AAV2.NN nachgewiesen. Die Kulturüberstände wurden täglich gesammelt und 

zu gleichen Volumina gepoolt, um zu verschiedenen Zeitpunkten sezernierte Zytokine und 

Chemokine zu erfassen, bevor sie von den Zellen selbst verbraucht werden.  

Die Analyse der Zytokin-Freisetzung aus den stimulierten PBMC zeigte keinen statistisch signi-

fikanten Unterschied zwischen den drei getesteten Vektoren, jedoch erneut eine Tendenz zu 

einer stärkeren Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems. Beobachtet wurde 

eine Sekretion von Monokinen und Chemokinen, die v.a. von Monozyten/Makrophagen/DC 

sezerniert werden. Die Zytokinsekretionsmuster als Antwort auf die Mutanten und Kontrollen 

waren individuell sehr unterschiedlich. Nachgewiesen wurden inflammatorische Zytokine wie 

Gro-α /CXCL1, CCL-3, IL-1β und IL-6, bevorzugt stimuliert durch die Vektorvarianten, obwohl 

diese von neutralisierenden Antikörpern schlechter erkannt wurden. Die Ausschüttung von 

proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen (Hösel et al. 2012; Rogers et al. 2011; 

McPhee et al. 2006; Chandler et al. 2019; Zhu et al. 2009) führen zu einer erhöhten 
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Durchlässigkeit der Blut-Augen-Schranken und zur Rekrutierung von Immunzellen, vor allem 

von Makrophagen und Neutrophilen, aus der Blutzirkulation in die Netzhaut (Chandler et al. 

2019; Reichel et al. 2017). Analog zu den Proliferationsassays wurden vor allem Monokine 

nachgewiesen. Chemotaktische Faktoren (Spandau et al. 2003) wie IL-8/CXCL8, Gro-α/ CXCL1 

und MIP-1α/CCL-3 wurden als Reaktion auf AAV2.GL und AAV2.NN gleichermaßen stark se-

zerniert, aber nur minimal auf das Wildtyp-Kapsid. Gro-α/CXCL1, MI -1α/CCL3 und IL-8/CXCL8 

werden bei Virusinfektionen vermehrt sezerniert und fördern zum einen die Beseitigung der 

Vektoren, können jedoch auch zu weiterer Schädigung führen. Zusätzlich agieren diese Che-

mokine als Lockstoffe für Makrophagen, Monozyten und Neutrophile und können somit Ent-

zündungsreaktionen beziehungsweise den Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke auslö-

sen (Michael et al. 2020; Melchjorsen et al. 2003). Die proliferationsinduzierenden Faktoren 

IL-6, IL-1β und  ro-α waren bevorzugt nach Stimulation mit der Mutante AAV2.NN nachweis-

bar (Xu et al. 2020). IL- 6 wird erwartungsgemäß nach viralen Infektionen sezerniert und spielt 

insbesondere bei der Vermittlung der akuten Phase der Infektion eine Rolle (Velazquez-Salinas 

et al. 2019). Überraschend war jedoch, dass v.a. die Stimulation mit dem WT die Sekretion von 

VEGF induzierte. VEGF sorgt für eine Abdichtung der Gefäßwände und stimuliert die Bildung 

von Blutgefäßen und ist somit von Bedeutung für vaskuläre Veränderungen bei Erkrankungen 

wie der altersbedingten Makuladegeneration, diabetischen Retinopathie als auch bei retina-

len Venenverschlüssen (Wallsh und Gallemore 2021). Auch bei intraokularen Entzündungen 

wie Uveitis können Gefäßproliferationen auftreten, die durch die VEGF-Produktion der T-Zel-

len verursacht wird (Diedrichs-Möhring et al. 2018). Bei Gentherapie von Patienten mit derar-

tigen Erkrankungen wäre somit zu bedenken, dass die Vektoren die Bildung von VEGF stimu-

lieren können und somit die AAV2-vektorbasierte Gentherapie den Verlauf dieser Erkrankun-

gen negativ beeinflussen könnte.  

In Analogie zu den Proliferationsassay konnten die typischen T-Helferzell-Zytokine wie IFN-γ 

oder IL-17 (Kuranda et al. 2018; Qu et al. 2013) auch nicht als Antwort auf die AAV-Kapside 

nachgewiesen werden. Auch TNF-α wurde trotz seiner bekannten antiviralen Wirkung nicht 

sezerniert (Kuranda et al. 2018; Li et al. 2011). 

In diesem Teil der Arbeit, in dem die Immunantworten auf die neuen Vektorvarianten AAV2.GL 

und AAV2.NN im Vergleich zum AAV2.WT untersucht wurden, konnte gezeigt werden, dass 

die Vektorvarianten, v. a. AAV2.GL von neutralisierenden Antikörpern weniger gut erkannt 
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werden. Weiterhin gab es keine Hinweise auf eine Verstärkung der Immunantwort durch die 

Peptidinsertionen an Aminosäureposition 587, lediglich eine geringe Aktivierung von mo-

nozytären DCs der angeborenen Immunantwort. Zusammen mit dem verbesserten retinalen 

Tropismus der Mutanten AAV2.GL und AAV2.NN, der eine Verringerung der therapeutischen 

Verktordosis erlaubt, stellen die neuen Vektorvarianten einen bedeutenden Fortschritt dar. 

Da sowohl die Aktivierung des angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems stark 

dosisabhängig sind, sorgt die Reduktion der injizierten Vektormenge für eine Abschwächung 

der Immunreaktion (Ramachandran et al. 2017; Timmers et al. 2020).   

Leider standen für die Testung der zellulären Antwort lediglich 7 der 24 Spender zur Verfü-

gung, da immer frische PBMC für optimale Ergebnisse benötigt wurden. Ferner war es schwie-

rig, unter Bedingungen im Forschungslabor die AAV Vektoren in großem Maßstab und ent-

sprechender Reinheit zu produzieren, weshalb für die verschiedenen Assays unterschiedliche 

Vektorchargen verwendet werden mussten.  

 Immunreaktionen auf AAV2-Kapside mit Expression von SARS-CoV2-Spike-

Epitopen 

Da sich, wie schon erwähnt, die AAV2-Kapside leicht gentechnisch modifizieren lassen, lag es 

nahe, AAV2-Kapside auch als Plattform für die Expression von Antigenepitopen und somit als 

Proteinimpfstoff zu nutzen, zumal die AAV2-Kapside auch ohne Genom synthetisiert werden 

können (Nieto und Salvetti 2014). Somit wurden während der Covid19-Pandemie zwei AAV2-

Kapsidkonstrukte entwickelt, die äquivalent zu AAV2.GL und AAV2.NN, an derselben Inserti-

onsstelle Epitope der Rezeptorbindungsstelle (RBD) von SARS-CoV2 exprimieren. Die Immu-

nogenität der HtW2_S1.1 bzw. HtW2_S1.2 benannten Kapside wurde mit PBMC von Spendern 

vor (Negativkontolle) und nach den beiden Impfungen mit dem mRNA-Impfstoff Comirnaty 

untersucht. Während die mRNA von Comirnaty für das komplette SARS-CoV2-Spike-Protein 

kodiert, wurden auf den AAV-Kapsiden nur größtmögliche, überlappende Epitope der Rezep-

torbindungsstelle exprimiert. Das AAV2-Kapsid erlaubt aus Stabilitätsgründen nur begrenzte 

Insertionen (Babutzka et al., Manuskript in Vorbereitung).   

Die Kapsidvarianten exprimieren jeweils 60 SARS-CoV2-Spike-RBDs von jeweils etwa 200 Ami-

nosäuren Länge. HtW2_S1.1 exprimiert 197 Aminosäuren (333-529) der Rezeptor-Bindestelle 

(RBD) des Spike Proteins von SARS-CoV2, die Variante HtW2_S1.2 206 Aminosäuren (300-

505). Die Sequenz von HtW2_S1.2 ist im Vergleich zu HtW2_S1.1 N-terminal um 33 
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Aminosäuren versetzt, da in diesem Bereich weitere T-Zell- immunogene Sequenzen liegen 

sollen (Devi et al. 2021; Lan et al. 2020). Die hier getesteten AAV-2-RBD-Varianten sowie der 

AAV-2 Wildtyp enthielten alle das gleiche Genom und kodierten unter der Kontrolle des CMV-

Promotors für eGFP, weshalb ähnliche Reaktionen auf die virale DNA im Falle einer PRR-Akti-

vierung zu erwarten sind. Im Vergleich zum Wildtyp-Kapsid und eventuell auch zueinander 

wurden jedoch unterschiedliche zelluläre Reaktionen auf die Spike-Epitope erwartet, die von 

den beiden HtWS-Varianten exprimiert werden.  

Von drei Blutspendern, deren Reaktionen auch bereits zuvor auf AAV2.GL und AAV2.NN un-

tersucht wurden, wurden vor und zum selben Zeitpunkt nach den gleichzeitigen Impfungen 

mit dem Anti-SARS-CoV2 mRNA-Impfstoff BNT162b2 von BioNTech/Pfizer (Sahin et al. 2020) 

Antikörper und zelluläre Immunantworten getestet. Es konnten nicht mehr Spender getestet 

werden, da keine zeitgleich geimpften Probanden und keine ausreichenden Mengen an Virus-

kapsid zur Verfügung standen. Die Spender H1 und H7 hatten das gleiche Alter, Spender H6 

und H7 waren männlich. Die optimalen Bedingungen für die zelluläre Stimulation konnten erst 

im Rahmen der Assays gefunden werden, daher wurden größere Ansätze unter identischen 

Bedingungen zu verschiedenen Stimulationszeiten geerntet und mit multiplen Antikörper-

kombinationen gefärbt, um expandierte Zellpopulationen zu detektieren und zu definieren. 

Nach der ersten Impfung waren die Antikörpertiter für alle Spender noch sehr niedrig, erst 

nach der zweiten Impfung zeigte sich ein massiver Titeranstieg der anti-SARS-CoV2-Spike-IgGs, 

insbesondere bei der weiblichen Probandin H1. Gemäß Demonbreun et al. tendieren Frauen 

nach der Impfung zur stärkeren Antikörperproduktion als Männer (Demonbreun et al. 2021). 

Alle drei Spender bekamen gemäß der damaligen Zulassungsvorschrift des Impfstoffs die 

zweite Impfung nach 3 Wochen, sodass keine Aussage getroffen werden kann, ob eine zweite 

Impfung zu späterem Zeitpunkt einen höheren Antikörpertiter oder eine stärkere zelluläre Re-

aktion zur Folge gehabt hätte. Eine reduzierte Transduktion von HeLa-Zellen mit HtWS_1.2 

nach Präinkubation mit dem hochtitrigen Serum von Spender H1 in sehr geringer Verdünnung 

zeigte eine 60%ige Neutralisation der RBD-Spike-exprimierenden AAV2-Kapsidvariante. Da die 

Neutralisationskapazität dieses Serums für das native Spike-Protein bzw. SARS-CoV2 nicht be-

kannt ist, kann man keine Vergleiche zwischen der Neutralisation von SARS-CoV2 und dem 

hier gezeigten, modifizierten AAV2-Kapsid ziehen.  
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Auf Lipid-Nanopartikeln basierende mRNA-Impfstoffe können effizient PRRs aktivieren, so 

triggern Nanopartikel TLR2 und NLRP3-Inflammasome (Lonez et al. 2014). NLRP3 (NOD-, LRR- 

und Pyrin-Domänen-enthaltendes Protein 3), ein intrazellulärer Sensor, der endogene Gefah-

rensignale erkennt, führt zur Bildung und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und damit zur 

Aktivierung und Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-1β oder IL-18 (Swanson et 

al. 2019). Zusätzlich werden TLR3, TLR7 und TLR 8 in Endosomen durch mRNA aktiviert und 

führen zur Steigerung der Produktion von Typ-1-Interferonen (Pardi et al. 2018; Teijaro und 

Farber 2021). Dies wurde auch bei den in-vitro-Stimulationen gezeigt, IFN-β-produzierenden 

Zellen waren generell nach den Impfungen auch in der Mediumkontrolle erhöht zu finden, ein 

Indiz für eine unspezifische Stimulation der angeborenen Immunität. Die hier getesteten AAV-

2-Spike-exprimierenden Kapside sowie auch der AAV2.WT enthalten DNS, die TLR9 aktivieren 

kann (Sayedahmed et al. 2020; Teijaro und Farber 2021), während LPS, hier als Positivkontrolle 

verwendet, TLR4 triggert (Lu et al. 2008; Noppert et al. 2007). Alle Toll-like-Rezeptoren führen 

zu einer Hochregulierung der Typ 1-Interferone (Noppert et al. 2007), was in allen Kulturen 

einschließlich der Mediumkontrolle nach der ersten Impfung für IFN-β beobachtet wurde  Be-

reits vor der ersten Impfung zeigten alle Spender-PBMC eine verstärkte IL-1β-Produktion als 

Reaktion auf die Spike-tragende Kapsidvariante HtWS1.1 (HtWS1.2 stand zu dem Zeitpunkt 

noch nicht zur Verfügung), was darauf hindeutet, dass das Spike-Epitop eine starke aktivie-

rende Wirkung auf die PRR angeborener Immunzellen hat (Arunachalam et al. 2021). Obwohl 

nach der Impfung mit Comirnaty/BNT162b1 eine Induktion von CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie 

deren IFN-γ-Produktion beschrieben wurde (Sahin et al. 2020), konnte hier nach in vitro-Sti-

mulation mit den SARS-Cov2-Spike-RBD-exprimierenden AAV-2-Kapsiden keine Expansion von 

T-Helfer-oder zytotoxischen T-Zellen beobachtet werden. Nur der jüngste Spender zeigte nach 

der zweiten Impfung eine leicht erhöhte IL-17- und IFN-γ-Sekretion auf HtWS1.2 als Indiz für 

eine Th1- und Th17-Antwort, was entweder auf eine interindividuelle Variation oder einen 

potenziellen Alterungseffekt der Immunantwort bei den beiden anderen Spendern durch die 

nachlassende Verarbeitung und Antigenpräsentation des Immunsystems hinweist (Bajaj et al. 

2020; Collier et al. 2021). Der Nachweis der IL-13-Induktion bei zwei der Spender (H1, H6) 

könnte mit deren atopischem Phänotyp erklärt werden. IL-13 wird von aktivierten Th- und NK-

Zellen, Mastzellen und Granulozyten produziert und kann die durch LPS-induzierte Zytokin-

produktion herunterregulieren (Hoving 2018).   
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Entsprechend der Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems sind die Mehrheit 

der im Bioplex gemessenen Zytokine und Chemokine, die von Monozyten produziert werden. 

So werden Faktoren wie IL-8 und IL-1RA von Zellen aller Spender sezerniert. Als Folge von TLR 

-oder Inflammasom-Aktivierung nimmt die IL-8 und IL-1RA Sekretion, nach Stimulation mit 

den Spike-exprimierenden AAV-Varianten und LPS zu (Zhao et al. 2021). Die Sekretion von IL-

1α- und IL-1β zeigte ähn iche Muster ebenfa  s nur nach der Stimu ation mit den Spi e-RBD-

exprimierende AAVs und LPS, was darauf hindeutet, dass beide Zytokine von denselben Zell-

populationen produziert werden könnten. IL-6 kann durch IL-1β induziert werden und wird 

von infizierten Zellen nach der Viruserkennung sezerniert (Delehedde et al. 2021; Dinarello 

2018; Viana et al. 2021). Mehrere Funktionen von IL-6 sind bekannt, einschließlich der Förde-

rung der Monozytendifferenzierung, der Antikörperproduktion, und der Induktion von Th17-

Zellen und CTL (Cahill und Rogers 2008; Velazquez-Salinas et al. 2019; Tanaka et al. 2014). In 

den stimulierten Kulturen wurde IL-6 nur als spezifische Reaktion auf RBD-exprimierende 

AAVs und LPS sezerniert, nicht aber auf den AAV2.WT. 

IL-1RA und IL-10 werden von allen Spendern antigenspezifisch exprimiert und haben regula-

torische Funktion, sie hemmen proinflammatorische Zytokine einschließlich IL-1β (Chomarat 

et al. 2000; Minty et al. 1993; Shao et al. 2014). Hingegen wurden die T-Helfer-typischen Zy-

tokine IL-17 (Th17) und IFN-γ ( h1)  edig ich vom jüngsten Spender nach der zweiten Impfung 

in geringen Mengen sezerniert (Weyand et al. 2011).  

Das Fehlen einer effizienten T-Zell-Antwort könnte, wie auch für die Varianten AAV2.GL und 

AAV2.NN diskutiert, darauf zurückzuführen sein, dass die Kulturen mit ganzen AAV-2-Virus-

partikeln, anstelle von Spike-Peptiden (Sahin et al. 2020) stimuliert wurden. Unter diesen Kul-

turbedingungen waren möglicherweise die vorhandenen antigenpräsentierenden Zellen der 

Spender nicht in der Lage, die auf den Kapsiden exprimierten Spike-Epitope effizient zu pro-

zessieren und zu präsentieren. Außerdem könnte die Menge des auf den Kapsiden exprimier-

ten Antigens von je 60 Spike-Epitopen pro Kapsid (etwa 1/10 des gesamten Spike-Proteins) 

unter der Schwelle für die T-Zell-Aktivierung v.a. der älteren Spender liegen (Bajaj et al. 2020; 

Collier et al. 2021). Hinzu kommt, dass sich viele Spike-Epitope, die stark an HLA-Moleküle 

binden und/oder von T-Zellen erkannt werden, außerhalb der RBDs befinden (Mateus et al. 

2020; Pretti et al. 2020; Nelde et al. 2021; Can et al. 2020).  
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Bei zwei der Spender (H1, H6) zeigte sich erst nach der 2. Impfung eine spezifische Expansion 

von CD19+ B-Zellen als Reaktion auf HtW2_S1.1 bzw. HtW2_S1.2. Die Präferenz der CD19+B-

Zellen für die Spike-Epitope war individuell unterschiedlich, die B-Zellen von Spender H1 be-

vorzugten die Variante HtW2_S1.2, die B-Zellen von H6 die Variante HtW2_S1.1, während die 

T-Zellen dieses Spenders eine Präferenz für HtW2_S1.2 aufwiesen. Im Gegensatz zur Peptider-

kennung durch den T-Zell-Rezeptor erkennt der B-Zell-Rezeptor größere und intakte Proteine 

sowie deren dreidimensionale Struktur und ist somit unabhängig von der Antigenverarbeitung 

durch Zellen des angeborenen Immunsystems.  

Ein weiteres Maß für zelluläre Aktivierung ist die verstärkte Expression bestimmter Oberflä-

chenmoleküle, die als "Aktivierungsmarker" definiert werden, wie z. B. CD69, welches insbe-

sondere zu Beginn einer Immunantwort hochreguliert wird (Choi Sangdun 2017). Als früher 

Aktivierungsmarker wurde CD69 nach der zweiten Impfung und 24-stündiger Stimulation v. a. 

mit HtW2_S1.2 von T Helfer, zytotoxischen T-Zellen und B Zellen verstärkt exprimiert, auch 

CD56dimNK-Zellen zeigten eine leicht erhöhte Expression von CD69. Bei der CD69-Expression 

zeigte sich bei allen drei Spendern eine eindeutige Präferenz für HtW2_S1.2.  

Die getesteten Spender zeigten auf andere Impfantigene wie Tetanus-Toxoid durchaus starke 

Immunantworten wie Proliferation und die Sekretion von IL-2, IFN-γ und  NF-α (Daten hier 

nicht gezeigt), wobei die letzten Tetanus-Impfungen der Spender bereits einige Jahre zurück 

lagen. Generell sind "Recall"-Antworten, d.h. in vitro-Stimulationen mit gängigen Impfantige-

nen eine gute Kontrolle für humane zelluläre Reaktionen (Wildner und Diedrichs-Möhring 

2003; Garip et al. 2009). Obwohl die hier untersuchten Spender nachweislich zumindest gute 

Antikörperantworten gegen SARS-CoV2-Spike-Protein entwickelt hatten (s. Abbildung 31; S. 

71), waren die Immunantworten auf die von AAV2-exprimierten RBD-Epitope sehr schwach 

bis nicht nachweisbar. Die RBD-Epitope auf den AAV-2-Kapsiden (Chirmule et al. 1999) 

HtW2_S1.1 und HtW2_S1.2 stellen jeweils nur einen Teil des gesamten Spike-Proteins und der 

Rezeptorbindungsdomäne von SARS-CoV2 dar, während der mRNA-Impfstoff Comirnaty für 

das komplette Spike-Protein kodiert. Somit kann auch nur ein Teil der durch die Impfung in-

duzierten Immunantwort über die Restimulation mit den AAV-Varianten abgerufen werden.  

Zumindest kann das Epitop der SARS-CoV2-Spike RBD, das auf AAV-2-Kapsiden exprimiert 

wird, auch in Zellen des angeborenen Immunsystems von den hier untersuchten, nicht-infi-

zierten Spendern vor der Impfung eine Immunantwort induzieren, was eine Voraussetzung  
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für die Induktion einer adaptiven Immunantwort mit der Produktion von (neutralisierenden) 

Antikörpern und der Aktivierung von Helfer- und zytotoxischen T-Zellen ist. Es ist unklar, wa-

rum adeno-assoziierte Viren vor allem bezüglich der erworbenen zellulären Reaktionen kaum 

immunogen sind, entweder sie sind für das Immunsystem nicht sehr auffällig, oder aber sie 

induzieren eine starke Immunregulation. Beides ist von Vorteil für die Anwendung bei der 

Gentherapie, für die eine geringe Immunogenität erwünscht ist, aber andererseits keine gute 

Voraussetzung für einen effizienten Impfstoff, der gute Immunantworten induzieren sollte. 

Letztlich können nur präklinische in vivo-Studien und klinische Studien zeigen, ob diese AAV-

Varianten als Proteinimpfstoffträger für die breite Anwendung geeignet sind. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass für die hier gezeigten Untersuchungen wiederum nur 

geringe Mengen gereinigter, rekombinanter AAV2-Kapside zur Verfügung standen, aber auch 

die Anzahl an verfügbaren und geeigneten Spendern für die zellulären Assays sehr beschränkt 

war, da die Spender aus Gründen der Vergleichbarkeit der Ergebnisse zum gleichen Zeitpunkt 

nach der gleichen Impfung getestet werden mussten. Beides hatte die Gruppengrößen stark 

eingeschränkt. Wegen dieser kleinen Fallzahl sind die signifikanten Unterschiede der CD69+-

Expression der verschiedenen Zellpopulationen zu verschiedenen Zeiten eher als Neigungen 

zu werten, da bei einer Fallzahl von 3 keine aussagekräftige Statistik möglich ist. Es gab außer-

dem keine bekannten und zuverlässigen Testsysteme für die Untersuchungen der Immunant-

worten, diese mussten erst etabliert werden. Außerdem konnte erst durch die Analyse mul-

tipler Ansätze mit zahlreichen verschiedenen Analyten und verschiedenen Stimulationszeiten 

(wie bei den einmaligen Probenahmen der Impflinge nach der Vakzinierung) eine Möglichkeit 

für die nachträgliche Auswahl der optimalen Bedingungen geschaffen werden.  

Letztlich lässt sich sagen, dass modifizierte AAV2-Kapside, die neue, nicht-AAV2-spezifische 

Epitope tragen, einerseits eine geringere Immunogenität im Vergleich zum Wildtyp-Kapsid 

aufweisen können (AAV2.GL und AAV2.NN), andererseits auch als Plattform für neue Impf-

stoffe dienen könnten, wenn sie entscheidende Epitope von Pathogenen exprimieren und so 

pathogenspezifische Immunantworten induzieren können. 
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5 Zusammenfassung 

Die intraokulare Gentherapie ist für viele genetisch bedingte Augenerkrankungen ein hoff-

nungsvoller Behandlungsweg. Aufgrund ihrer vielen Vorteile im Vergleich zu anderen Viren 

sind AAV-Vektoren das Mittel der Wahl geworden. Wünschenswert wären hierbei Vektoren 

mit einem verbesserten Tropismus für ihre jeweiligen Zielzellen bei gleichzeitiger verringerter 

Immunogenität  Die hier untersuchten und a s „AAV   L“ und „AAV  NN“ bezeichneten Mu 

tanten vom AAV2-Serotyp zeichnen sich durch 7-mer Peptid-Insertionen in ihrem Kapsidpro-

tein (GLSPPTR; NNPTPSR) zwischen Aminosäureposition N587 und R588 aus und beeinflussen 

somit einen wichtigen Locus für die Anheftung an die Zielzelle aufgrund der Nähe zur Hepara-

nsulfat-Proteoglykan-(HSPG)-Bindungsstelle. 

Mit diesen Mutanten wurde ein verbesserter Tropismus für Photorezeptorzellen erzielt, Vari-

ante AAV2.GL transduziert effizient Photorezeptor-Zapfen und AAV2.NN hauptsächlich Stäb-

chen. Dies ermöglicht eine Reduktion der therapeutischen Vektordosis und somit wird auch 

eine Verringerung der Immunogenität erwartet. Außerdem müssen diese Vektoren nicht 

mehr subretinal appliziert werden, sondern erreichen die Photorezeptoren auch nach intravi-

trealer Injektion. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die humoralen und zellulären "Durchseuchungs"-Immunant-

worten von Blutspendern, die zuvor keiner AAV-Gentherapie unterzogen wurden, auf die bei-

den AAV2-Kapsidmutanten im Vergleich zum Wildtyp AAV2-Kapsid untersucht. Zelluläre Im-

munantworten waren kaum zu beobachten, weder auf AAV2.WT noch auf die Varianten 

AAV2. Bei den Gesamt-Antikörperantworten zeigten sich keine Unterschiede zwischen den 

Varianten und dem Wildtyp, aber die Varianten AAV2.NN und vor allem von AAV2.GL wurden 

weniger effizient neutralisiert als AAV2.WT.   

In einem zweiten Projekt wurden im Vergleich zum AAV2.WT die humorale und zelluläre Im-

munität auf zwei AAV-2-Kapsidmutanten (HTW2_S1.1 und HTW2_S1.2) untersucht, die über-

lappende Regionen der ACE2-Rezeptor-bindenen Domäne (RBD) des SARS-CoV2-Spike-Pro-

teins exprimieren. Hier wurden Blutspender nach der ersten und zweiten Impfung mit dem 

mRNA-Impfstoff Comirnaty (Biontech/Pfizer) getestet, der für das komplette SARS-CoV2-

Spike-Protein kodiert. Periphere Blutlymphozyten wurden in vitro auf Expansion und Zytokin-

produktion untersucht. Wie im ersten Teil der Arbeit waren kaum Immunantworten auf den 

AAV2-Wildtyp, jedoch individuelle Unterschiede zwischen den Immunreaktionen der Spender 
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und den beiden AAV2-Varianten, zu sehen. Alle Spender zeigten nur nach den Impfungen er-

höhte Aktivierung (CD69-Expression) der T-, B- und NK-Zellen auf HTW2_S1.1- und 

HTW2_S1.2-Stimulation, aber auch gesteigerte Zytokin- und Chemokinexpression, vor allem 

von Monokinen. Die AAV2-exprimierten RBD-Epitope sind also immunogen und stimulieren 

bei geimpften Probanden eine SARS-CoV2-spezifische Immunantwort. 

Diese Arbeit zeigt, dass je nach Modifikation des AAV2-Kapsids eine Abschwächung oder sogar 

eine verstärkte Immunantwort induziert werden kann, obwohl das Wildtyp-Kapsid per se 

kaum oder nur gering immunogen ist.   
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