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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifit die Ver-
wendung eines gereinigten Proteingemisches umfas-
send mindestens einen Teil des G-Proteins des Vesi-
kuldren Stomatitis Virus (V3V-G} und eines memb-
ranstandigen Antigens, das von zytoplasmatisch rep-
lizierenden Viren abgeleitet ist, zur Herstellung eines
Impfstoffs zur Induktion oder Steigerung der Immu-
nantwort gegen das membranstandige Antigen. Fer-
ner betrifft die Erfindung ein Proteingemisch und ei-
nen Impfstoff.

Stand der Technik
Hintergrund der Erfindung
Vesikuldres Stomatitis Virus (VSV)

[0002] VSV gehdrt zur Gruppe der Rhabdoviren,
dessen Oberflache mit Glycoproteinen (G-Protein)
besetzt ist. Diese VSV-G-Proteine erlauben den Ein-
tritt des Virus in ein breites Spektrum an Wirtszellen.
Auf Grund des breiten Wirtszelltropismus wird VSV-G
hiufig zur Pseudotypisierung von Gentransfer-vVekto-
ren auf der Basis umhiillter Viren verwendet. Antige-
ne Determinanten der VSV-G-Proteine sind Zielstruk-
tur neutralisierender Antikérper gegen VSV.

Respiratory Syncytial Virus

[0003] Jeder Mensch einer Industrienation erkrankt,
unabhangig vom Alter, im Durchschnitt rund sechs-
mal pro Jahr an einer Atemwegsinfektion. Patienten
mit Atemwegsinfektionen stellen damit die groite
Krankheitsgruppe dar. Mittlerweile werden mit mole-
kularbiclogischen Methoden die haufigsten Infekti-
onserreger fur die Atemwegserkrankungen identifi-
ziert. Ganz oben auf der Liste der Infektionserreger
steht das Respiratory Syncytial Virus (RSV), das je
nach Studie in 10% bis 20% der untersuchten Proben
nachgewiesen werden kann. R3V infiziert vor allem
Kinder und zwar meist im ersten Lebensjahr. Mehr
als 1 % aller Kinder missen aufgrund einer RSV-In-
fektion stationar behandelt werden. In Deutschland
missen jdhrlich 7.500 Kinder mit einer schweren
R8V-Infektion hospitalisiert werden. Zudem kommt,
dass fortgeschrittene Atemwegsinfektionen im Kin-
desalter eine Behandlung mit Uberwachung oder
(Gabe von Sauerstoff bis hin zur maschinellen Beat-
mung beddrfen. Die einzige Behandlungsméglichkeit
nach einer RSV-Infektion ist im Moment die Gabe von
Synagis® (Palivizumab), einem humanisierten mono-
klonalen Antikdprer, oder Ribavirin (Taylor et al,
(1991) Lancet 337:1411-1412; Hall et al., (1983)
JAMA 249:2666-2670; Groothuis et al., (1993) N.
Engl. J. Med. 329:1524-1530). Ein RSV-Impfstoff ist
derzeit noch nicht verfigbar.

[0004] In den 1960er Jahren wurden in einer
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Impf-Studie in den USA ein Formalin-inaktiviertes
RSV bei Kindern als Impfstoff getestet. Die RSV-Ex-
position der geimpften Probanden filhrte jedoch zu
einer haufigeren Erkrankungen und einem schweren
Krankheitsverlauf mit einer gréferen Inzidenz flr
eine stationére Behandlung als bei der nicht immuni-
sierten Kontrallgruppe (Kim et al., {1969} Am. J. Epi-
demiol. 89:422-434). Fir diesen Effekt der Krank-
heitsverstarkung nach Immunisierung wurden ver-
schiedene, auf tierexperimentelle Daten beruhende
Hypothesen aufgestellt. So soll eine liberschiessen-
de TH,-Immunantwort fir den krankheitsverstarken-
den Effekt verantwortlich sein {Hussell et al., (1999)
Curr. Opin. Microbiol. 2:410-414). Die Ubertragung
von AntikGrpern und CD4+ T-Zellen immunisierter
Mause in syngene nichtimmunisierte M&use flhrte
in den Empfinger-Mausen zu einer schwereren
RSV-Infektion {Openshaw et al., (2001} Vaccine 20
Suppl 1:327-831). Auch das Komplement scheint
dabei eine wichtige Rolle zu spielen, da in
C3-Knock-out-M&usen die Immunisierung nicht zu ei-
ner Verschlimmerung der RSV-Infektion fiihrt {Polack
etal., (2002) J. Exp. Med. 196:859-865).

[0005] Ahnlich dem Formalin-inaktivierten RSV
fihrt auch die Immunisierung mit dem F- oder G-Pro-
tein von R3V zu einer Krankheitsverstarkung. Trotz-
dem ist das RSV-F, das bei beiden RSV-3erotypen
stark konserviert ist, das Hauptantigen fir die
RS8V-Vakzinentwicklung (Pemberton et al., (1987} J.
Gen. Virol. 68:2177-2182). Bisher sind lediglich vek-
tor- bzw. DNA-basierte Impfansatze bekannt. Bei-
spielsweise vermittelt im Maus-Tiermodell die Immu-
nisierung mit einem rekombinanten Vaccina Virus
oder einem Plasmid, das RSV-F exprimiert, Schutz
vor einer RSV-Erkrankung {Bembridge et al., (2000)
J. Gen. Virol. 81:2519-2523; Li et al., (1998) J. Exp.
Med. 188:681-688). Diese Impfverfahren scheinen
jedoch fir eine breite Anwendung beim Menschen
ungeeignet, weil die DNA-Immunisierung kérper-
fremde, potenziell vermehrungsfihige Nukleinsduren
in den menschlichen Kérper einfihrt, deren weiteres
Schicksal im Kérper véllig unklar ist. Diese Risiken
sprechen gegen eine generelle Schutzimpfung bei
Kindern. Zudem fehlen klinische Erfahrungen zur
Vertraglichkeit.

Weiterer Stand der Technik

[0006] Charan und Kollegen untersuchten das sero-
logische Verhaltnis zwischen zwei verschiedenen
V8V Stammen. Im ELISA Test, fir den VSV-G Prote-
in als ein Antigen verwendet wurde, war die Kreuzre-
aktivitat der beiden Virusstamme asymmetrisch in
Abhangigkeit von dem Verabreichungsweg der Im-
munisierung mit VSV (Charan et al., {1987) J. Viral.
61(8):2509-2514).

[0007] In einem weiteren Ansatz wurde ein Gemisch
aus V3V Phosphalipiden und Glycolipiden isoliert.
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Diese Protein-Lipid-Gemisch war in der Lage, spezi-
fische anti-G Antikdrper hervorzurufen, welche die In-
fektigsitat von VSV neutralisierten. Das VSV-G Prote-
in wurde jedoch nicht zur Erzeugung einer Immunant-
wort gegen ein anderes Antigen verwendet (Miller et
al,, {1980} J. Cell Biology 84:421-429).

[0008] Auerdem wurden verschiedene Formen
von V8V (infektios, UV inaktiviert, Formalin inakti-
viert) verwendet, um die Immunantwort in vivo zu un-
tersuchen, waobei festgestellt wurde, dass die neutra-
lisierende IgM Antwort gegeniber V3V in Mausen
weitestgehend T-Zell unabhangig, die IgG Antwort
aber T-Zell abhéngig ist {(Freer et al., {1994) J. Virol.
68(6):3650-3655).

[0009] Inder EP Patentanmeldung 03 028 826.0 der
Erfinder ist die Verwendung eines virus like particles
(VLP) beschrieben, das von verschiedenen viralen
Komponenten abgeleitet ist und mindestens ein hete-
rologes Protein aufweist. Das VLP ist vollsténdig rep-
likationsdefizient, so dass es fir einen Impfstoff ge-
eignet ist. Allerdings nennt diese Patentanmeldung
keine im Zytoplasma des Wirtes replizierenden Viren,
sondern basiert auf dem humanen Immundefizienzvi-
rus (HIV), das einen komplexen Replikationszyklus
im Kern der Wirtszelle durchlauft.

Aufgabenstellung

[0010] Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe
zugrunde, einen einfachen immunoclogischen Ansatz
vorzuschlagen, der die Immunisierung mit viralen
Partikeln oder Nukleinsaure vermeidet, und dennoch
eine starke Immunantwort gegen das gewahlte Anti-
gen hervorruft. Deshalb sollen wirksame Impfstoffe
fur die menschliche Immunisierung gegen verschie-
dene Antigene bereitgestellt werden. Weil im Stand
der Technik vielfaltige gentherapeutische Ansatze
beschrieben sind, die jedoch alle entscheidende
Nachteile aufweisen, sollen die erfindungsgemafen
Impfstoffe einem rein protein-(biochemischen) An-
satz folgen.

[0011] Die Erfinder haben Uberraschend festge-
stellt, dass eine reine Proteinkombination aus dem
V3V-G Protein und einem membranstandigen Anti-
gen zur Ausldsung oder Verstarkung der Immunant-
wort gegen das membranstandige Antigen fiihrt. Die-
ser Ansatz ist selbst bei membranstandigen Antige-
nen erfolgreich, die per se keine Immunantwort aus-
I&sen oder in vivo alleine sogar zu einer Verstarkung
des Krankheitsverlaufs flihren.

Zusammenfassung der Erfindung

[0012] Verwendung eines gereinigten Proteingemi-
sches umfassend mindestens einen Teil des G-Pro-
teins des Vesikularen Stomatitis Virus (V3V-G) und
eines membranstandigen Antigens, das von zyto-
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plasmatisch replizierenden Viren abgeleitet ist, zur
Herstellung eines Impfstoffs zur Induktion oder Stei-
gerung der Immunantwort gegen das membranstan-
dige Antigen. Ferner betrifft die Erfindung ein gerei-
nigtes Proteingemisch und einen Impfstoff.

Figurenbeschreibung

[0013] Fig.1 zeigt die Immunogenitatssteigerung
durch V8V-G im Tumor-Challenge-Modell;

[0014] Eig.2 zeigt den RSV Nachweis mittels
qRT-PCR im Maus-Tiermodell,

[0015] Fig. 3 zeigt die Gewichtsreduktion immuni-
sierter und nicht-immunisierter Mause nach Infektion
mit RSV; und

[0016] Fig.4 zeigt die Reduktion der viralen
RNA-Beladung in immunisierten und nicht-immuni-
sierten Mausen nach Infektion mit RSV.

[0017] Fig. 5 zeigt ein verlangsamtes Tumorwachs-
tum nach Immunisierung von Mausen mit Membran-
vesikeln von V3V-G exprimierenden Tumorzellen.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0018] Die vorliegende Erfindung betrifft die Ver-
wendung eines gereinigten Proteingemisches umfas-
send mindestens einen Teil des G-Proteins des Vesi-
kuldren Stomatitis Virus (V3V-G) und eines memb-
ranstandigen Antigens, das von zytoplasmatisch rep-
lizierenden Viren abgeleitet ist, zur Herstellung eines
Impfstoffs zur Induktion oder Steigerung der Immu-
nantwort gegen das membranstandige Antigen. Fer-
ner betrifft die Erfindung ein Proteingemisch und ei-
nen Impfstoff.

[0019] Das Antigen kann natirlicherweise memb-
ranstandig sein oder durch bekannte Verfahren
membranstandig gemacht werden. Beispielsweise
kann ein natirlicherweise nicht membransténdiges,
sezerniertes Antigen durch die carboxy-terminale
Kopplung an den Membrananker des G-Proteins von
V8V membranstandig gemacht werden. Gut geeig-
nete Bereiche umfassen dabei den Membran-durch-
dringenden Bereich und den intrazytoplasmatischen
Bereich van VSV-G, beispielsweise die AS-Sequenz
FGDTGLSKNPIELVEGWFS3WKS-

SI-ASFFFIIGLIGLFLVLRVGIHLCIKLKHTKKRQIYT-
DIEMNRLGK {(SEQ ID NR: 1). Auf der Basis des Ver-
stindnisses intrazellularer Transportwege von Prote-
inen kénnen intrazellular vorliegende Proteine durch
Einbau wvon Signalpeptiden (z.B. MKCLLYLAF-
LFIGVNCK SEQ ID NR: 2)) und eines Membranan-
kers membran-standig gemacht werden (Waolfe, S. L.
(Hrsg): 1993. Molecular and Cellular Biology, Wads-
worth Publishing Company, Belmont, California, Ka-
pitel 20: Protein Sorting, Distribution, Secretion, and
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Endocytosis. 825-875.) Die Fusion des Antigens an
einen GPl-Anker (McHugh RS, Ahmed SN, Wang
YC, 3ell KW, Selvaraj. 1995 Construction, purificati-
on, and functional incorporation on tumor cells of gly-
colipid-anchored human B7-1 (CD80) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 92: 8059-8063) oder an ein Lipopro-
tein {Laukkanen ML, Alfthan K, Keinanen K. 1994.
Functional immunoliposomes harboring a biosynthe-
tically lipid-tagged single-chain antibody. Biochemist-
ry 33: 11664-11670) stellen ebenfalls geeignete Ver-
fahren dar.

[0020] In einer bevorzugten Ausflihrungsform ent-
hélt der verwendete Teil des VSV-G Proteins mindes-
tens 20 aufeinander folgende Aminosauren von SEQ
ID NR: 1.

[0021] Der Replikationszyklus, insbesondere der
Ort der Replikation entweder im Kern oder im Zyto-
plasma der Wirtszelle, stellt in der Virologie eine hau-
fig verwendete Maoglichkeit dar, Viren in Gruppen und
Familien einzuteilen. Auch neu identifizierte Viren
werden auf der Basis ihrer Genomstruktur und ihres
Replikationszykluses bekannten Viren zugeordnet.
Die zytoplasmatisch replizierenden Viren der vorlie-
genden Erfindung sind bevorzugt aus der Gruppe der
Plusstrang-RNA Viren, der Minusstrang-RNA Viren
und der doppelstranigen RNA Viren ausgewahlt, wo-
bei sich die Bezeichung der Orientierung der Nukle-
insdure aus der Orientierung messenger RNA
(mRNA) als Plusstrang-RNA ergibt.

[0022] Zu den Viren mit RNA Genom in Plusstrang-
orientierung [(+)RNA] zahlen die Familien der Picor-
naviren (z.B. Polic), der Flaviviren (z.B. Gelbfiebervi-
rus, Denguevirus, West-Nile Virus, Frihsommer-Me-
ningoenzephalitis-Virus (FSME) und Hepatitis C), der
Togaviren {z.B. Rételnvirus), der Coronaviren und
der Caliciviren. Das Hepatitis C Virus (HCV) ist auf-
grund seiner grof3en klinischen Relevanz und seinem
hohen Potenzial zur Ausprigung einer chronischen
Leberentziindung im infizierten Patienten besonders
bevorzugt. Hier sind insbesondere die E-Glycoprote-
inen-Proteine von HCV und die S-Proteine der Coro-
naviren bevorzugt.

[0023] Zuden Viren mit RNA Genom in Minusstran-
gorientierung [(-) RNA] z&hlen die Familien der
Rhabdoviren (z.B. Tollwutvirus), der Paramyxoviren
[z.B. Mumpsvirus, Masernvirus, humanes Parainflu-
enzavirus 1-4, humanes Metapneumaovirus und das
Respiratorische Syncytialvirus (RSV)], der Filoviren
(z.B. Marburg Virus, Ebolavirus), der Bornaviren, der
Orthomyxoviren (z.B. Influenzavirus), der Bunyavi-
ren, der Arenaviren und der Reoviren (z.B. Rotavi-
rus). Bevorzugt sind dabei vor allem die Oberflachen-
proteine Hdmagglutinin und Neuraminidase der Influ-
enzaviren A, B und C.

[0024] Ebenfalls im Zytoplasma replizierende Viren
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sind die Pockenviren (z.B Vacciniavirus), die jedoch
eine komplexere Struktur aufweisen.

[0025] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungs-
form sind die zytoplasmatisch replizierenden Viren
umhdlite Viren. Die Hillle (envelope) der Viren leitet
sich von der Membran der Wirtszelle ab. In sie sind
membranstandige Antigene besonders gilinstig ein-
gelagert.

[0026] Insbesondere wird verstanden, dass auch
natirlicherweise nicht membransténdige virale Pro-
teine nach Konversion in membranstindige Proteine
insbesondere dann geeignet sind, wenn sie Doma-
nen aufweisen, die bei unterschiedlichen Virusvarian-
ten stark konserviert sind.

[0027] Zur Immunisierung gegen Tumare sind ins-
besondere Tumor-Antigene in membran-standiger
Form geeignet.

[0028] In einer besonders bevorzugten Ausfiih-
rungsform ist das Antigen das F-Protein und/oder das
G-Protein des Respiratorischen 3yncytial Virus
(RSV-F und/oder RSV-G).

[0029] Das Respiratorische Syncytial Virus (RSV)
ist eine der haufigsten Ursachen fir schwere Atem-
wegsinfektionen bei Kindern. Mehr als 1 % der Kinder
missen stationér behandelt werden. Zurzeit steht
kein Impfstoff gegen das RSV zur Verfigung. Bei der
Entwicklung von RSV-Impfstoffen wurde in den 60er
Jahren bereits ein Formalin-inaktiviertes Virus bei
Kindern verwendet, das aber den Effekt einer Erkran-
kungsverstarkung nach RSV-Infektion bis hin zum
Tod zweier Probanden hatte. Ein ahnlicher Effekt der
Erkrankungsverstarkung konnte im Tiermodell ge-
zeigt werden. Die Erfinder konnten diesen Effekt im
Maus-Tiermodell mit einer Immunisierung mit dem
F-Protein (RSV-F), einem Oberflichenprotein von
RSV, beobachten. Dabei wurden Membranvesikel
verwendet, die RSV-F enthielten (Virosome). Nach
Immunisierung mit Vircsomen, die gleichzeitig das
G-Protein des Vesikuldaren Stomatitis Virus (VSV-G)
enthielten, konnten die Erfinder erstmals iibemra-
schend einen Schutz gegen die Erkrankung nach In-
fektion mit RSV beobachten.

[0030] Ohne auf einen bestimmten Wirkmechanis-
mus beschrankt zu sein, nehmen die Erfinder des-
halb an, dass die Vermittlung des Impfschutzes durch
die Immunisierung mit beiden Proteinen hervorgeru-
fen wird. Durch den Vergleich der zelluldren und hu-
moralen Immunantworten, die durch diese beiden
Proteine induziet werden, werden Unterschiede
identifiziert und deren Relevanz firr Krankheitsver-
stirkung und Impfschutz bestimmt. Daraus ergibt
sich die Einsatzmdglichkeit von VSV-G als Adjuvanz
zur Verstérkung einer Immunantwort gegen ein Anti-
gen.
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[0031] In einer weiteren Ausfithrungsform sind das
V3V-G und das Antigen in einem Membranvesikel
enthalten, die insbesondere Virosomen sein kdnnen.

[0032] In einer weiteren Ausfithrungsform ist neben
dem membranstandigen Antigen auch zusatzlich das
V3V-G membransténdig.

[0033] Ein besonders vorteilhaftes System zur Pro-
duktion des Impfstoffes ist es, wenn das V8V-G und
das Antigen in einer Wirtszelle koexprimiert werden.
Das VSV-G und das Antigen kdnnen insbesondere
im Verhaltnis von 50:1 bis 1:50 exprimiert werden.

[0034] In einem weiteren Aspekt betrifit die vorlie-
gende Erfindung ein gereinigtes Proteingemisch ent-
haltend mindestens einen Teil des VSV-G und min-
destens ein membransténdiges Antigen, das von zy-
toplasmatisch replizierenden Viren abgeleitet ist.

[0035] In noch einem weiteren Aspekt betrifit die
vorliegende Erfindung einen Impfstoff, der das erfin-
dungsgemale Proteingemisch enthalt.

[003€] In einer weiteren Ausfiihrungsform kann der
Impfstoff pharmazeutisch vertragliche Zusate-
und/oder Hilfsstoffe aufweisen.

[0037] In einem weiteren Aspekt betrifit die vorlie-
gende Erfindung ein gereinigtes Proteingemisch ent-
haltend mindestens einen Teil des V8V-G und min-
destens ein membranstindiges Tumorantigen zur
Herstellung eines Impfstoffs zur Induktion oder Stei-
gerung der Immunantwort gegen das membranstén-
dige Tumorantigen. Auflerdem kann VSV-G auch
ohne genaue Kenntnis des Tumorantigens alleine
verwendet werden, um eine Reduktion des Tumor-
wachstums zu erreichen. V8V-G kann daher entwe-
der alleine oder in Kombination mit einem Tumoranti-
gen als Tumorvakzine verwendet werden.

[0038] Im Folgenden wird die vorliegende Erfindung
anhand der Beispiele und unter Bezugnahme auf die
beigefligten Figuren naher beschrieben.

Ausfihrungsbeispiel

1. Immunogenitatssteigerung durch V8V-G im Tu-
mor-Challenge-Modell;

[0039] Die Erfinder konnten im Rahmen von Studien
zur Immunogenitat und Wirksamkeit von HIV-Impf-
stoffen im Affen- und Mausmodell zeigen, dass der
Einbau des G-Proteins des Vesikularen Stomatitis Vi-
rus (VSV-G) in die Membran Virus-ahnlicher Immun-
defizienzvirus-Partikel (virus like particle = VLP) zur
einer deutlichen Verstarkung der zelluldren und hu-
moralen Immunantwort gegen Bestandteile der VLPs
filhren. Da VLPs auf Grund ihrer dreidimensionalen
Struktur besondere immunogene Eigenschaften auf-
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weisen {Doan LX, Li M, Chen C, Yac Q. 2005. Vi-
rus-like particles as HIV-1 vaccines. Rev. Med. Viral.
15:75-88.) héngt die Immunantwort gegen die VLPs
auch wesentlich von der Struktur der VLPs ab. Um
den Einfluss von VSV-G auf ein nicht-strukturiertes
membran-stindiges Proteinantigen zu untersuchen,
wurde das Modellantigen Ovalbumin (OVA) mit dem
Membrananker von V8V-G versehen, das dabei ent-
stehende Fusionsprotein wird als OVA-GTM bezeich-
net. Die Koexpression von OVA-GTM und V8V-G in
einer Zelle fihrt zur Bildung von sezernierten Memb-
ranvesikeln, die OVA-GTM und VSV-G enthalten.
Nach Immunisierung von M&usen mit diesen
OVA-GTM/VSV-G Vesikeln wird das Wachstum van
Tumore, die Ovalbumin exprimieren, besser unter-
drickt als durch Immunisierung mit OVA-GTM cder
Ovalbumin alleine (Fig. 1). Dies zeigt, dass der im-
munecgenitatssteigernde Effekt von VSV-G nicht auf
VLPs beschrénkt ist. Damit eignet sich der Ansatz
uberraschend zur Entwicklung einer Tumorvakzine.

[0040] Fig.1 zeigt die Immunogenitatssteigerung
durch V3V-G im Tumor-Challenge-Modell. Mit
OVA-GTM+ V3V-G Membranvesikeln immunisierte
Mause kénnen nach Tumor-Challenge das Tumor-
wachstum besser kontrollieren (OVA-GTM+G). Das
Tumorvolumen von 1.000 mm? wird erst am Tag 37
nach Challenge erreicht. Im Gegensatz dazu erlangt
der Tumor bei nicht immunisierten Mausen schon
nach Tag 12 das Tumorvolumen von 1.000 mm?®
(Control). Die Gbrigen Tiere, immunisiert mit Memb-
ranvesikeln mit membranstandigen Ovalbumin
(OVA-GTM) oder Ovalbumin alleine {OVA), erreichen
ein Tumorvolumen von 1.000 mm® am Tag 25 bzw
Tag 26 nach Challenge.

2. RBV Nachweis mittels gRT-PCR im Maus-Tiermo-
dell

[0041] Um den Einfluss von VSV-G auf die Wirk-
samkeit einer Vakzine zu untersuchen, die auf dem
F-Protein des RSV beruht, wurde ein RSV-Challen-
ge-Modell etabliert. BALB/c-Mause wurden mit unter-
schiedlichen Dosen von RSV intranasal infiziert.
Nach 2, 5, 7 und 14 Tagen wurde die Virusbeladung
in der Lunge durch eine quantitative Real-Time
RT-PCR (gRT-PCR) analysiert. Dabei zeigte sich,
dass sich die Mause mit allen verwendeten RSV-Do-
sen von 10° bis 10® infektiésen Einheiten (iE) infizie-
ren lieRen. Die Virus RNA stieg in den Lungen der
Mause nach Infektion bis Tag 5 nach Infektion an und
nahm dann sukzessive ab. Am Tag 14 nach Infektion
waren im Mittel weniger als 10 RSV-Kopien bei der
Gruppe mit 108 iE und etwa 200 RSV-Kopien bei der
Gruppe mit 107 iE nachweisbar.

[0042] Zur Expression des Oberflichenproteins
RSV-F in Zellkultur wurde ein Plasmid hergestellt,
das einen flr Saugetierzellen Codon-optimierten of-
fenen Leserahmen enthalt. Nach Transfektion des
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Expressionsplasmids wurden Membranvesikel in den
Uberstand sezerniert, die RSV-F enthalten und mit-
tels Ultrazentrifugation durch ein 20 % Sucrose-Kis-
sen pelletiert wurden. Bei Kotransfektion von RSV-F
und V8V-G bilden sich Membranvesikel, die RSV-F
und VSV-G tragen.

[0043] Eig.2 =zeigt den RSV-Nachweis mittels
qRT-PCR im Maus-Tiermodell. Zur Untersuchung
des Infektionsverlaufes von R3SV in Mausen wurden
jeweils 3 Mause mit den angegebenen infektiGsen
Einheiten (iE} infiziert. Zur Standardisierung wurde
die Menge an mRNA mit einer gRT-PCR gegen das
B-Aktin Gen durchgefiihrt. Dabei wurde die Kopien-
zahl van RSV mit der Kopienzahl von (3-Aktin ver-
rechnet. Am Tag 2 wurden 7 Kopien in einer Maus der
nicht infizierten Gruppe nachgewiesen. In allen ande-
ren nicht infizierten Mausen war RSV nicht nachzu-
weisen. Am Tag 7 wurden keine nicht infizierten Mau-
se untersucht. Angegeben sind die Mittelwerte aller
Mé&use einer Gruppe mit den jeweiligen Standardab-
weichungen.

3. Gewichtsreduktion der Mause nach Infektion mit
RSV

[0044] Im Rahmen einer erster Immunisierungstu-
die zur Analyse der Vesikel im Tiermodell wurden je-
weils vier Miuse pro Gruppe in Woche O und 4 mit
RSV-F Membranvesikel {V-F) bzw. RSV-F + VSV-G
tragenden Membranvesikel (V-F/G) immunisiert.
Zwei Wochen nach der zweiten Immunisierung wur-
den die Méause intranasal mit 10° iE von RSV infiziert.
Als klinischer Parameter flir den Infektionsverlauf
wurde das Gewicht der Mause bestimmt. Bei einer
nicht immunisierten Kontroll-Gruppe wurde eine Ge-
wichtsreduktion von bis zu 10 % festgestellt. Bei der
Gruppe, die mit V-F immunisiert wurde, lag die mittle-
re Gewichtsreduktion am Tag 3 nach Infektion Gber
15 %. Die Gruppe, die mit V-F/G immunisiert wurde,
zeigte dagegen kaum eine Gewichtsreduktion

(Fig. 3).

[0045] Fig. 3 zeigt die Gewichtsreduktion nach In-
fektion mit RSV. Zwei Wochen nach Immunisierung
wurden die Mause mit 10° iE RSV infiziert. Am Tag
der Infektion und bis zum Tag 4 nach Infektion taglich
das Gewicht bestimmt. Der Gewichtverlauf jeder
Maus ist dargestellt. A: Nicht immunisierte Mause; B:
Mit V-F Virosome immunisierte M3use (Tier 2 ver-
starb am Tag 1); C: Mit V-F/G Virosome immunisierte
Mause.

4. RSV-gRT-PCR aus unterschiedlichen RNA-Isola-
ten

[0046] Am Tag 4 nach Infektion wurden die Mause
nach Betdubung getdtet und eine Bronchoalveolar
Lavage (BAL) gewonnen. Danach wurden die Mau-
selungen entnommen und homogenisiert. Aus dem
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Homogenat wurde die Ribonukleins&ure und aus der
BAL die virale Ribonukleinsdure extrahiert und der
RNA-Gehalt bestimmt. Durch die R3V-gRT-PCR
wurde eine niedrigere virale Kopienzahl bei den mit
V-F immunisierten Mausen gezeigt, jedoch war die
Reduktion bei den mit V-F/G immunisierten M&usen
10-fach héher bei dem Lungenhomogenat, sogar
100-fach héher bei der BAL. Wihrend die Immunisie-
rung mit V-F die klinische Symptomatik zu verstarken
scheint, reduziert Uberraschend die Immunisierung
mit V-F/G die Virusbeladung drastisch (Fig. 4).

[0047] Fig. 4 zeigt eine RSV-gRT-PCR aus unter-
schiedlichen RNA-Isolaten. Die Kapienzahl von RSV
nach gRT-PCR wurde durch RNA-Quantifizierung
standardisiert. Die RSV-Kopienzahl ist fur die Isolate
aus Lungenhomaogenat (A) und fir die Isolate aus der
BAL dargestellt {B). Die mit RSV-F + V3V-G Viroso-
me immunisierten Mause zeigten eine starke Reduk-
tion in der Viruskopienzahl nach RSV-Challenge im
Vergleich zu den mit RSV-F Virosome immunisierten
ader nicht immunisierten Mausen (ohne).

[0048] Damit konnten die Erfinder durch Einbau von
V3V-G in RSV-F-Vesikel erstmals die nach Immuni-
sierung mit R3V-F im Mausmodell becbachtete
Krankheits-verstiarkende Immunreaktion {berma-
schend in eine protektive Immunantwort umwandeln.

[0049] Durch den Vergleich der zellularen und hu-
moralen Immunantworten, die durch diese beiden
Impfstoffe induziet werden, werden Unterschiede
identifiziert und deren Relevanz fir Krankheitsver-
stirkung und Impfschutz durch Depletion bestimmter
Zellpopulationen und Transferexperimente bestimmt.

5. Charakterisierung des Infektionsverlaufs

[0050] Der Infektionsverlauf in den, mit V-F und
V-F/G immunisierten und mit RSV infizierten Mausen
wird bestatigt und auch hinsichtlich der klinischen
Symptomatik weiter charakterisiert. Es werden weite-
re Immunisierungsversuche bei Mausen durchge-
fihrt. Hierzu werden BALB/c-Mause mit V-F und
V-F/G Virosomen immunisiert. Wihrend in den oben
dargestellten Versuchen die Virusbeladung in der
Lunge nur an Tag 4 nach Challenge bestimmt wurde,
wird der Verlauf der Virusbeladung und die Persis-
tenz des Virus untersucht. Am Tag 2, 4 und 7 nach
Challenge wird aufRerdem eine Lungenfunktionsmes-
sung durchgefihrt. Zur Lungenfunktionsmessung
werden die Miuse in einen Ganzk&rper-Plethysmo-
graph gesetzt und der PenH (Verstérkung der Atem-
pause) mit ansteigenden Metacholinkonzentrationen
als Inhalationsprovokation bestimmt. Damit wird zu-
sétzlich zum Gewichtsverlust ein weiterer klinischer
Parameter zum Infektionsverlauf bestimmt.
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6. Charakterisierung der humoralen und zellularen
Immunantwort

[0051] RSV-F-spezifische Antikdrper der Klassen
IgG1, IgG2A und IgE werden in ELISA-Verfahren
nach der Immunisierung und nach dem RSV-Chal-
lenge bestimmt. Neutralisierende Antikérpertiter wer-
den durch RSV-Infektion van Hep2-Zellen mittels im-
munhistochemischer Farbung fir das P-Protein von
RSV bestimmt. Dies zeigt, dass VSV-G auch die An-
tikérperbildung gegen RSV-F verstarkt. Da insbeson-
dere die Induktion von zytotoxischen T-Zellen fur die
Kontrolle viraler Infektionen relevant ist, werden die-
se Zellen der unterschiedlich immunisierten Tiere un-
tersucht. Flr das intrazellulare Anfarben von Zytoki-
nen der zytotoxischen T-Zellen werden die Milzzellen
der immunisierten M&use isoliert und anschliefiend
mit einem MHC-l-restringieten R3V-F-Peptid
(F85-93: KYKNAVTEL - SEQ ID NR: 3) und einem ir-
relevanten Kontroll-Peptid bzw. gar nicht stimuliert.
Mit einem markierten Antikérper gegen IFN-y wird in
FACS-Analysen der Prozentsatz der CD8"-Zellen be-
stimmt, die stimuliert wurden. Milzzellen werden au-
Rerdem mit RSV-F-Protein stimuliert und die Prolife-
ration mittels H3-Thymidin-Einbau bestimmt. In den
stimulierten Kulturen werden zusatzlich mittels ELI-
SA die sezernierten IFN-y und IL-4 Mengen be-
stimmt. Die Ergebnisse des Zytokin-Assays geben
gemeinsam mit dem Verhaltnis zwischen IgG1 und
IgG2a Antikbrpertitern Hinweise auf die Polarisierung
der Immunantwort (T,1 bzw. T,2).

7. Untersuchung des Einflusses von Komplement C3
an der Induktion der Erkrankungsverstarkung

[0052] Die Immunisierung von Komplement C3
knock-out Mausen mit Formalin-inaktivietem RSV
filhrte im Gegensatz zu den Parental-Mausen nicht
zu einer Krankheitsverstarkung. Es blieb jedoch bis-
her unklar, ob Komplement in der Immunisierungs-
phase oder wihrend des Challenge fir die Ausbil-
dung des krankheitsverstérkenden Effektes bendtigt
wird. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass Mause, die
durch eine vorangegangene RSV-Infektion vor einer
Zweit-Infektion geschitzt waren, im Gegensatz zu
Mausen, die mit dem inaktivierten Virus immunisiert
wurden, keine Komplement-Deposition in der Lunge
nach RSV-Challenge entwickelten. Da die geschitz-
ten Tiere jedoch eine lber 2.000-fach geringe Virus-
beladung aufwiesen, kénnte die fehlende Komple-
ment-Deposition eher auf fehlendes Antigen zuriick-
zufithren sein, als auf eine qualitativ unterschiedliche
Immunantwort. Da die Virusbeladung in RSV-F und
RSV-F/G immunisierten Mausen in der Lunge nurum
den Faktar 10 differierte, wird die Komplement-Depo-
sition in Kryostat-Schnitten nach Challenge mittels
immunhistochemischer Verfahren verglichen. Eine
wichtige Rolle des Komplementes wird durch Experi-
mente mit C3 knock-out Mausen bestatigt.
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8. Depletions- und Transferexperimente

[0053] Um die Relevanz nachgewiesener Immunre-
aktionen fir die Krankheitsverstirkung bzw. den
Impfschutz zu bestimmen, werden Depletions- und
Transferexperimente durchgefihrt. Hierzu werden
Mause, wie oben beschrieben, mit V-F oder V-F/G
immunisiert. Vor dem Challenge werden intraperito-
neal hohe Dosen eines depletierenden anti-CD4-An-
tikbrpers bzw. anti-CD8-Antikérpers verabreicht. Die
erfolgreiche Depletion wird durch FACS-Farbungen
von Milzzellen parallel depletierter Mause lUberpriift.
Der Krankheitsverlauf in depletieten und nicht-de-
pletierten Mausen wird anschlieend wie beschrie-
ben untersucht. Die Depletionsversuche kénnen zei-
gen, welche Subpopulationen fur die untersuchten
Infektionsverlaufe notwendig sind. Durch Transferex-
perimente wird untersucht, ob diese Subpopulatio-
nen hinreichend sind. Hierzu werden Milzzellen im-
munisierter Mause mittels MACS in CD4 positive und
CD8 positive Populationen getrennt und anschlie-
Rend nicht immunisierten Mausen intraperitoneal inji-
ziert. Nach Challenge der Empfanger-Mause wird un-
tersucht, welchen Einfluss die transferieten Zellen
auf den Infektionsverlauf haben. Um die Bedeutung
von Antikérpern in Transferexperimenten zu bestim-
men, werden 3eren von immunisierten Mausen grup-
penweise gepoolt und konzentriert. Die Antikérper-
prapartionen werden alleine, bzw. in Kombination mit
CD4 oder CD8 positiven Zellen Gbertragen.

9. Immunisierung mit VSV-G enthaltenden Membran-
vesikel-Praparationen von Tumoren

[0054] Da einige Proteine selektivin Tumoren expri-
miert werden und eine Immunantwort gegen diese
Tumoerantigene einen viel versprechenden Therapie-
ansatz darstellt, wurde VSV-G mittels adenoviraler
Vektoren in der Maus-Tumorzelllinie B16 exprimiert
und Membranvesikel aus dem Uberstand dieser Tu-
mare mittels Zentrifugation durch ein 20%iges Sucro-
se-Kissen gewonnen. Zur Kontrolle wurden Memb-
ranvesikel von B16-Zellen prapariert, die mit einem
adenoviralen Vektor transduziert wurden, der anstel-
le von VSV-G das Green-fluorescent Protein (GFP)
exprimiert. Zum Tumor syngene Mause wurden im
Abstand von 5 Wachen mit VSV-G-haltigen Memb-
ranvesikel-Préparationen (B-VSV-G in Fig. 5) bzw.
mit Membranvesikel-Praparationen chne VSV-G
(B-GFP in Fig. 5) immunisiert. Eine Woche nach der
letzten Immunisierung wurden den M&use 2x10°
B16-Zellen subkutan injiziert und anschliefend das
Tumorwachstum verfolgt (Fig. 5). Nicht immunisier-
ten Tieren {Control in Fig. 5) wurde dieselbe Menge
an B16-Zellen injiziert. Mit VSV-G war das Tumor-
wachstum sehr viel starker gehemmt als chne. Dies
zeigt, dass die Immunogenitat von in Tumoren expri-
mierten Membranproteinen durch Zugabe wvon
V3V-G gesteigert werden kann. Dies erdffnet die
Mdglichkeit chne genaue Kenntnis der Tumorantige-
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ne, Tumorimpfstoffe durch Expression von VSV-G in
den Tumoren sowohl ex vivo als auch in vivo herzu-
stellen.
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EP-Patentanmeldung 03 028 826.0 von Klaus Uberla
etal.

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.
Dieses kann von der amtlichen Ver&ffentli-
chungsplattform des DPMA heruntergeladen
werden.

Patentanspriiche

1. Verwendung eines gereinigten Proteingemi-
sches umfassend mindestens einen Teil des G-Pro-
teins des Vesikuldren Stomatitis Virus (VSV-G) und
eines membranstandigen Antigens, das von zyto-
plasmatisch replizierenden Viren abgeleitet ist, zur
Herstellung eines Impfstoffs zur Induktion oder Stei-
gerung der Immunantwort gegen das membranstan-
dige Antigen.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei der Teil
von VSV-G mindestens 20 aufeinanderfolgende Ami-
nosduren von 3EQ ID NR: 1, vorzugsweise SEQ ID
NR: 1 umfasst.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei
die zytoplasmatisch replizierenden Viren ausgewsahilt
sind aus der Gruppe bestehend aus Plusstrang-RNA
Viren, Minusstrang-RNA Viren und doppelstrangigen
RNA Viren.
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4. Verwendung nach einem der vorhergehenden
Anspriche, wobei die zytoplasmatisch replizierenden
Viren umhdllte Viren sind.

5. Verwendung nach einem der vorhergehenden
Anspriche, wobei das Antigen das F-Protein
und/oder das G-Protein des Respiratorischen Syncy-
tial Virus (RSV-F und/oder RSV-G) ist.

6. Verwendung nach einem der vorhergehenden
Anspriche, wobei das V3V-G und das Antigen in ei-
nem Membranvesikel enthalten sind.

7. Verwendung nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, wobei zusétzlich das VSV-G membran-
sténdig ist.

8. Verwendung nach einem der vorhergehenden
Anspriche, wobei das V3V-G und das Antigen in ei-
ner Wirtszelle koexprimiert werden, vorzugsweise im
Verhaltnis von 50:1 bis 1:50 exprimiert werden.

9. Gereinigtes Proteingemisch enthaltend min-
destens einen Teil des VSV-G und mindestens ein
membranstandiges Antigen, das von zytoplasma-
tisch replizierenden Viren abgeleitet ist.

10. Impfstoff enthaltend das Proteingemisch
nach Anspruch 9.

11. Impfstoff nach Anspruch 10, wobei der Impf-
stoff pharmazeutisch vertrigliche Zusatz- und/oder
Hilfsstoffe aufweist.

12. Verwendung eines gereinigten Proteingemi-
sches umfassend mindestens einen Teil des G-Pro-
teins des Vesikularen Stomatitis Virus (V3V-G) und
mindestens ein membranstindiges Tumorantigen,
zur Herstellung eines Impfstoffs zur Induktion oder
Steigerung der Immunantwort gegen das membran-
sténdige Antigen.

13. Verwendung mindestens eines Teils des
G-Proteins des Vesikularen Stomatitis Virus (VSV-G)
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Reduktion
von Tumorwachstum.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhéngende Zeichnungen
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RSV Infektion im Maus-Tiermodell
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Figur 3A
Nicht immunisierte Mause
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Figur 3C
V-F/G immunisierte Mause
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Tag der Messung
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Figur 4A

RSV-qRT-PCR aus Lungenhomogenat
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Figur 4B

RSV-qRT-PCR aus BAL
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