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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf neuartige virale Vektoren, die antivirale inhibitorische
RNA-Molekile zu Zielzellen bringen kénnen.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Die Anwendung der Gentherapie zur Behandlung von AIDS und HIV-Infektion wurde ausflihrlich be-
handelt (14). Die Arten der vorgeschlagenen therapeutischen Gene fallen in der Regel unter zwei umfassende
Kategorien. In der ersten Kategorie codiert das Gen Proteinprodukte, die das Virus Uber eine Reihe von mdg-
lichen Wegen hemmen. Ein Beispiel eines solchen Proteins ist das RevM10-Derivat des HIV-Rev-Proteins
(16). Das RevM10-Protein wirkt als eine transdominant negative Mutante und hemmt so kompetitiv die
Rev-Funktion des Virus. Wie bei vielen Strategien auf Proteinbasis, ist das RevM10-Protein ein Derivat von
nativem HIV-Protein. Einerseits liefert dies die Grundlage fir die Anti-HIV-Wirkung, aber andererseits ergeben
sich daraus ernsthafte Nachteile. Insbesondere erfordert diese Art von Strategie, dass in Abwesenheit des Vi-
rus das Gen nur geringfligig oder nicht exprimiert wird. Anderenfalls werden gesunde Zellen, die das Gen be-
herbergen, ein Ziel fir das zytotoxische-T-Lymphozyten-(CTL-)System des Wirts, welches das fremde Protein
erkennt (17, 25). Die zweite umfassende Kategorie der therapeutischen Gene umgeht diese Probleme der
CTL. Das therapeutische Gen codiert inhibitorische RNA-Molekile. Die RNA wird nicht als Ziel von den CTL
erkannt. Die RNA-Molekile kdnnen sein: Antisense-RNA (15, 31), Ribozyme (5) oder "kompetitive Attrappen”

().

[0003] Ribozyme sind enzymatisch aktive RNA-Molekiile, welche die sequenz-spezifische RNA-Prozessie-
rung katalysieren. Der Aufbau und die Struktur der Ribozyme wurde in den letzten Jahren ausfuhrlich in der
Literatur beschrieben (3, 7, 31). Unter den wirkungsvollsten Systemen befinden sich jene, die Multitarget-Ri-
bozyme liefern, die Ziel-Virus-RNA an mehreren Stellen spalten (5, 21).

[0004] In den letzten Jahren haben einige Labors retrovirale Vektorsysteme auf HIV-Basis entwickelt (2, 4,
18, 19, 22-24, 27, 32, 35, 39, 43). Im Zusammenhang mit einer Anti-HIV-Gentherapie haben diese Vektoren
eine Reihe von Vorteilen gegenuber den konventionelleren Vektoren auf Maus-Basis, wie zum Beispiel, murine
Leuka&mie-Virus-(MLV-)Vektoren. Erstens, HIV-Vektoren wirden auf genau jene Zellen, die fir eine HIV-Infek-
tion empfanglich sind, zielen (22, 23). Zweitens, der Vektor auf HIV-Basis wirde Zellen, wie zum Beispiel Ma-
krophagen, die normalerweise gegenuber einer Transduktion durch murine Vektoren nicht empféanglich sind,
transduzieren (19, 20). Drittens, das Anti-HIV-Vektorgenom wiirde sich in der Zellpopulation CD4+ durch jedes
Virus (HIV), das der therapeutischen Strategie entkommen ist, ausbreiten (7). Das liegt daran, dass das Vek-
torgenom das Verpackungssignal besitzt, das von dem Viruspartikel-Verpackungssystem erkannt werden wird.
Diese unterschiedlichen Attribute machen HIV-Vektoren zu einem wirkungsvollen Werkzeug auf dem Gebiet
der Anti-HIV-Gentherapie.

[0005] Eine Kombination aus dem Multitarget-Ribozym und einem Vektor auf HIV-Basis ware als therapeuti-
sche Strategie interessant. Das war jedoch bis jetzt nicht mdglich. Die Herstellung von Vektorpartikeln findet in
Erzeugerzellen statt, welche die Verpackungskomponenten der Partikel exprimieren und das Vektorgenom
verpacken. Die Ribozyme, die konzipiert wurden um die virale RNA zu zerstoren, wirden daher auch die Ex-
pression der Komponenten des Vektorsystems auf HIV-Basis wahrend der Vektorherstellung unterbrechen.
Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, dieses Problem zu Gberwinden.

[0006] WO-A-97/20060 beschreibt einen konditional replizierenden viralen Vektor, welcher Ribozyme codiert,
die den Wildtyp spalten, jedoch nicht virale RNA.

Zusammenfassung der Erfindung

[0007] Daher ist es eine Aufgabe der Erfindung ein System und ein Verfahren zum Erzeugen von Virusparti-
keln, insbesondere von HIV-Partikeln, bereit zu stellen, welche Nukleotid-Konstrukte tragen, die inhibitorische
RNA-Molekile, wie beispielweise gegen ein entsprechendes Virus, wie HIV, in einer Zielzelle gerichtete Ribo-
zyme und/oder Antisense-RNA, codieren, welches die oben erwahnten Probleme I6st. Das System umfasst
sowohl ein Virusgenom, welches inhibitorische RNA-Molekile codiert, als auch Nukleotid-Konstrukte, die die
fur die Verpackung des Virusgenoms in einer Erzeugerzelle benétigten Komponenten codieren. Aber im Ge-
gensatz zum Stand der Technik, obwohl die Verpackungskomponenten im Wesentlichen die gleiche Amino-
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saurensequenz wie die entsprechenden Komponenten des Zielvirus haben, beeinflussen die inhibitorischen
RNA-Molekdule die Herstellung von Viruspartikeln in den Erzeugerzellen nicht, weil die im viralen System ver-
wendete Nukleotidsequenz der Verpackungskomponenten verandert wurde, um die inhibitorischen RNA-Mo-
lekile davon abzuhalten, die Spaltung oder den Abbau der aus den Konstrukten hergestellten RNA-Transkrip-
te zu verhindern. Ein derartiges Viruspartikel kann fur die Behandlung von Virusinfektionen, insbesondere von
HIV-Infektionen, verwendet werden.

[0008] Dementsprechend, stellt die vorliegende Erfindung einen Lentivirusvektor bereit, welcher folgendes

umfasst:
(i) ein Virusgenom, umfassend wenigstens eine erste Nukleotidsequenz, die ein Ribozym oder eine Anti-
sense-Ribonukleinsaure codiert, wobei die Sequenz an eine zweite Nukleotidsequenz oder deren Trans-
kriptionsprodukt binden und deren bzw. dessen Spaltung bewirken kann, wobei die zweite Nukleotidse-
quenz ein Viruspolypeptid codiert, welches fur das Zusammensetzen von Viruspartikeln erforderlich ist,
(ii) eine dritte Nukleotidsequenz, welche das Viruspolypeptid, das fir den Einbau des Virusgenoms in Vi-
ruspartikel erforderlich ist, codiert, wobei die dritte Nukleotidsequenz eine andere Nukleotidsequenz hat als
die zweite Nukleotidsequenz, so dass die dritte Nukleotidsequenz oder deren Transkriptionsprodukt fiir die
Expression in Erzeugerzellen Codon-optimiert und gegenuber einer durch das Ribozym oder die Antisen-
se-Ribonukleinsaure gesteuerten Spaltung resistent ist.

[0009] Vorzugsweise ist der Lentivirusvektor ein HIV-Vektor. Die zweite Nukleotidsequenz und die dritte Nu-
kleotidsequenz sind Ublicherweise von der gleichen Virusspezies, noch bevorzugter vom gleichen Virusstamm.
Im Allgemeinen ist das Virusgenom ebenfalls von der gleichen Virusspezies, noch bevorzugter vom gleichen
Virusstamm.

[0010] Im Fall der Lentivirusvektoren wird das flir das Zusammensetzen von Viruspartikeln erforderliche Po-
lypeptid unter gag-, pol- und env-Proteinen ausgewahlt. Vorzugsweise sind wenigstens die gag- und pol-Se-
quenzen Lentivirus-Sequenzen, noch bevorzugter HIV-Sequenzen. Wahlweise oder zusatzlich ist die env-Se-
quenz eine Lentivirus-Sequenz, noch bevorzugter eine HIV-Sequenz.

[0011] In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist die dritte Nukleotidsequenz als Ergebnis einer oder mehre-
rer konservativer Veranderungen in der Nukleotidsequenz, welche Spaltungsstellen, die von dem wenigstens
einen Genprodukt erkannt werden, und/oder Bindungsstellen fiir das wenigstens eine Genprodukt, entfernen,
gegeniber einer durch das Ribozym oder die Antisense-Ribonukleinsaure gesteuerten Spaltung resistent.
Wenn das Genprodukt zum Beispiel ein Ribozym ist, wird die dritte Nukleotidsequenz so verandert, dass sie
gegeniber einer Spaltung durch das Ribozym resistent wird.

[0012] Die dritte Nukleotidsequenz ist fir die Expression in Wirtszellen Codon-optimiert. Die Wirtszellen, die
Erzeugerzellen und Verpackungszellen umfassen, sind Ublicherweise Saugerzellen.

[0013] In einer besonders bevorzugten Ausfliihrungsform, (i) ist das Virusgenom ein HIV-Genom, welches Nu-
kleotidsequenzen umfasst, die Anti-HIV-Ribozyme und/oder Anti-HIV-Antisense Sequenzen codieren, die ge-
gen HIV-Verpackungskomponenten-Sequenzen (wie beispielsweise gag-pol) in einem Ziel-HIV gerichtet sind,
und (ii) dartber hinaus umfasst das virale System, zur Herstellung von verpackten HIV-Partikeln Nukleo-
tid-Konstrukte, die die gleichen Verpackungskomponenten (wie beispielsweise gag-pol-Proteine) wie im
Ziel-HIV codieren, wobei die Sequenz der Nukleotid-Konstrukte sich von der des Ziel-HIV unterscheidet, so-
dass die Anti-HIV-Ribozym- und/oder Antisense-HIV-Sequenzen die Spaltung oder den Abbau der
gag-pol-Transkripte wahrend des Herstellens von HIV-Partikeln in Erzeugerzellen nicht ausfiihren kénnen.

[0014] Die vorliegende Erfindung stellt auerdem ein Lentiviruspartikel bereit, welches einen Lentivirusvektor
gemal der vorliegenden Erfindung und ein oder mehrere Polypeptide, die durch die dritten Nukleotidsequen-
zen gemal der vorliegenden Erfindung codiert sind, umfasst. Zum Beispiel stellt die vorliegende Erfindung ein
Lentiviruspartikel bereit, das mit Hilfe des Lentivirusvektor-Herstellungssystems der Erfindung hergestellt wur-
de.

[0015] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Herstellen eines Lentivi-
ruspartikels bereit, wobei das Verfahren umfasst, dass man (i) einen Virusgenomvektor gemaf der vorliegen-
den Erfindung, (ii) eine oder mehrere dritte Nukleotidsequenzen gemaf der vorliegenden Erfindung und (iii)
Nukleotidsequenzen, die die anderen wesentlichen Virusverpackungskomponenten, die nicht durch die eine
oder die mehreren dritten Nukleotidsequenzen codiert werden, codieren, in eine Wirtszelle einbringt.
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[0016] Dariber hinaus erértert die vorliegende Erfindung ein mit Hilfe des Verfahrens der Erfindung herge-
stelltes Lentiviruspartikel.

[0017] AufRerdem stellt die vorliegende Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung, welche ein Len-
tiviruspartikel gemaf der vorliegenden Erfindung zusammen mit einem pharmazeutisch vertraglichen Trager
oder Verdinnungsmittel umfasst, bereit.

[0018] Das Lentivirussystem der Erfindung oder Viruspartikel der Erfindung kénnen zur Behandlung von Vi-
rusinfektionen verwendet werden, insbesondere Retrovirusinfektionen, wie beispielsweise Lentivirusinfektio-
nen einschliellich HIV-Infektionen. Dadurch stellt die vorliegende Erfindung folgendes bereit: die Verwendung
eines Lentivirussystems, Lentiviruspartikel oder eine pharmazeutische Zusammensetzung der vorliegenden
Erfindung fur die Herstellung eines Medikaments zur Behandlung einer Virusinfektion bei Mensch oder Tier,
die eine Virusinfektion erleiden.

[0019] Die Erfindung bezieht sich insbesondere auf Vektoren auf HIV-Basis, die Anti-HIV-Ribozyme tragen.
Die Erfindung kann jedoch fir alle anderen Lentiviren angewandt werden, bei welchen eine Gentherapie sinn-
voll erscheint. Die Erfindung wird hier fur HIV veranschaulicht, aber dies soll die Anwendung der Erfindung
nicht auf Anti-HIV-Vektoren auf HIV-Basis begrenzen.

Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung

[0020] Die Bezeichnung ,Virusvektor" bezieht sich auf ein Nukleotid-Konstrukt, das ein Virusgenom, welches
in einer Wirtszelle transkribiert werden kann, umfasst, dessen Genom ausreichende virale genetische Informa-
tion umfasst, um die Verpackung des viralen RNA-Genoms bei Vorhandensein von Verpackungskomponenten
in ein Viruspartikel, das eine Zielzelle infizieren kann, zu gestatten. Die Infektion einer Zielzelle umfasst eine
reverse Transkription und, gegebenenfalls fir bestimmte Viren, Einbau in das Genom der Zielzelle. Der Virus-
vektor, der Ublicherweise verwendet wird, tragt heterloge Codierungssequenzen (Nukleotide von Interesse),
die durch den Vektor zur Zielzelle gebracht werden, beispielsweise eine erste Nukleotidsequenz, die ein Ribo-
zym codiert. Ein Virusvektor kann sich nicht selbststandig replizieren um infektiése Viruspartikel in der endgul-
tigen Zielzelle herzustellen.

[0021] Der Begriff ,Virusvektor-System" soll ein Kit bezeichnen, das aus Teilen besteht, welche kombiniert mit
anderen notwendigen Komponenten fir die Herstellung von Viruspartikeln zum Herstellen von Viruspartikeln
in Wirtszellen verwendet werden kdnnen. Zum Beispiel kann die erste Nukleotidsequenz Ublicherweise in ei-
nem Plasmidvektor-Konstrukt vorliegen, welches fir die Klonierung der ersten Nukleotidsequenz in das Virus-
genom-Vektorkonstrukt geeignet ist. Wenn in einem Kit eine dritte Nukleotidsequenz kombiniert wird, welche
Ublicherweise ebenfalls in einem separaten Plasmidvektor-Konstrukt enhalten ist, umfasst die resultierende
Kombination des Plasmids, welches die erste Nukleotidsequenz enthalt, mit dem Plasmid, welsches die dritte
Nukleotidsequenz enthalt, die wesentlichen Bestandteile der Erfindung. Solch ein Kit kann dann vom Fach-
mann fir die Herstellung von geeigneten Virusvektor-Genom-Konstrukten verwendet werden, welche, wenn
sie zusammen mit dem Plasmid, welches die dritte Nukleotidsequenz enthalt und wahlweise mit Nukleinsdu-
rekonstrukten, die andere fir das Zusammensetzen von Viren erforderliche Komponenten codieren, in eine
Wirtszelle transfiziert werden, zur Herstellung von infektidsen Viruspartikeln fihren.

[0022] Wahlweise kann die dritte Nukleotidsequenz dauerhaft in einer Verpackungszelllinie, die zum Kit hin-
zugefligt wird, enthalten sein.

[0023] Das Kit kann die anderen Komponenten, die fiir die Herstellung von Viruspartikeln erforderlich sind,
wie beispielsweise Wirtszellen und andere Plasmide, die die fir das Zusammensetzen von Viren erforderlichen
Polypeptide codieren, umfassen. Beispielhaft kann das Kit folgendes enthalten: (i) ein Plasmid, welches eine
erste Nukleotidsequenz, die ein Anti-HIV-Ribozym codiert, enthalt und (ii) ein Plasmid, welches eine dritte Nu-
kleotidsequenz, die ein modifiziertes gag-pol-Konstrukt, welches nicht durch das Anti-HIV-Ribozym gespalten
werden kann, codiert, enthalt. Optionale Komponenten waren dann: (a) ein HIV-Virusgenom-Konstrukt, wel-
ches geeignete Erkennungsstellen fiir Restriktionsenzyme fiir die Klonierung von der ersten Nukleotidsequenz
in das Virusgenom besitzt, (b) ein Plasmid, welches ein VSV-G-env-Protein codiert. Wahlweise kénnen Nukle-
otidsequenzen, welche Viruspolypeptide codieren, die flir das Zusammensetzen von Viruspartikeln erforderlich
sind, in dem Kit in Form von Verpackungszelllinien, die die Nukleotidsequenzen umfassen, zum Beispiel eine
VSG-G-Expressionszelllinie, bereitgestellt werden.

[0024] Die Bezeichnung ,Virusvektor-Herstellungssystem" bezieht sich auf das oben beschriebene Virusvek-
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tor-System, wobei die erste Nukleotidsequenz bereits in ein geeignetes Virusvektor-Genom eingefligt wurde.

[0025] Virusvektoren sind Ublicherweise Retrovirusvektoren, insbesondere Lentivirusvektoren, wie beispiels-
weise HIV-Vektoren. Der Lentivirusvektor der vorliegenden Erfindung kann von einem beliebigen geeigneten
Lentivirus abgeleitet werden oder ableitbar sein. Eine gro3e Anzahl verschiedener Retroviren sind identifiziert
worden. Die Beispiele umfassen: das Murine-Leukéamievirus (MLV), das Humane-Immundefizienz-Virus (HIV),
das Simiane-Immundefizienz-Virus, das Humane-T-Zell-Leukamie-Virus (HTLV), das Equine-Infektidse-Ana-
mie-Virus (EIAV), Maus-Mammatumorvirus (MMTV), Rous-Sarkom-Virus (RSV), Fujinami-Sarkom-Virus
(FuSV), Moloney-Maus-Leukamie-Virus (Mo-MLV), FBR-Maus-Osteosarkom-Virus (FBR-MSV), Molo-
ney-Maus-Sarkom-Virus (Mo-MSV), Abelson-Maus-Leukamie-Virus (A-MLV), Vogel-Myelocytomatose-Vi-
rus-29 (MC29) und Vogel-Erythroblastose-Virus (AEV). Eine detaillierte Liste von Retroviren ist unter Coffin et
al., 1997, ,Retroviruses", Cold Spring Harbour Laboratory Press. Hrsg.: JM Coffin, SM Hughes, HE Varmus S.
758-763 zu finden.

[0026] Einzelheiten Gber den Aufbau des Genoms einiger Retroviren sind im Fachgebiet zu finden. Beispiel-
haft kdnnen Einzelheiten tUber HIV und Mo-MLV in der NCBI-Genbank (Zugriffsschlissel fir die Genome
AF033819 beziehungsweise AF033811) gefunden werden.

[0027] Die Gruppe der Lentiviren kann noch weiter aufgeteilt werden in ,,Primaten-, und ,Nicht-Primaten-Len-
tiviren". Beispiele flr Primaten-Lentiviren umfassen das humane Immundefizienz-Virus (HIV), den verursa-
chenden Erreger des erworbenen Immundefekt-Syndroms (AIDS) und das Simiane Immundefizienz-Virus
(SIV). Die Gruppe der Nicht-Primaten-Lentiviren umfasst sowohl den Prototypen eines ,langsamen" Virus, das
Visna-Maedi-Virus (VMV), als auch das verwandte Caprine Arthritis-Encephalitis-Virus (CAEV), das Equine In-
fektiodse-Anamie-Virus (EIAV) und das erst in letzter Zeit beschriebene Feline Immundefizienz-Virus (FIV) und
das Bovine Immundefizienz-Virus (BIV).

[0028] Der Grundaufbau eines Retrovirusgenoms ist eine 5' LTR und eine 3' LTR, dazwischen oder innerhalb
liegen die Verpackungssignale, die das Genom dazu befahigen verpackt zu werden, eine Primerbindungsstel-
le, Integrationsstellen um die Integration in das Wirtszellengenom zu erlauben und gag-, pol- und env-Gene,
die die Verpackungskomponenten codieren — das sind Polypeptide, die fir das Zusammensetzen der Virusp-
artikel erforderlich sind. Komplexere Retroviren haben weitere Eigenschaften, beim HIV beispielsweise rev-
und RRE-Sequenzen, die einen effizienten Export der RNA-Transkripte des integrierten Provirus vom Kern
zum Zytoplasma einer infizierten Zielzelle ermdéglichen.

[0029] Im Provirus werden diese Gene an beiden Enden durch Elemente, den sogenannten ,langen endstan-
digen Wiederholungssequenzen" (LTRs) flankiert. Die LTRs sind fur die Integration des Provirus und die Tran-
skription verantwortlich. Auflerdem dienen LTRs als Verstarker der Promotor-Sequenzen und kénnen die Ex-
pression von Virusgenen kontrollieren. Die Verpackung der retroviralen RNA findet aufgrund der psi-Sequenz,
die am 5' Ende des Virusgenoms lokalisiert ist, statt.

[0030] Die LTRs selbst sind identische Sequenzen, die in drei Elemente unterteilt werden kénnen, welche U3,
R und U5 genannt werden. U3 stammt von der fur das 3'-Ende der RNA einzigartigen Sequenz ab. R stammt
von einer Sequenz, die an beiden Enden der RNA wiederholt wird, ab und U5 stammt von der fur das 5'-Ende
einzigartigen Sequenz ab. Die Lange der drei Elemente kann zwischen verschiedenen Retroviren erheblich
variieren.

[0031] In einem schadhaften Retrovirusvektor-Genom kénnen gag, pol und env fehlen oder nicht funktions-
fahig sein. Die R-Regionen an beiden Enden der RNA sind Wiederholungssequenzen. U5 und U3 reprasen-
tieren jeweils am 5'- und am 3'-Ende des RNA-Genoms einzigartige Sequenzabschnitte.

[0032] Beieinem Ublicherweise in einer Gentheranie verwendeten Retrovirusvektor kann wenigstens ein Teil
einer oder mehrerer Codierungsregionen fir die gag-, pol- und env-Proteine, die wesentlich fir die Replikation
sind, aus dem Virus entfernt werden. Dadurch entsteht ein Retrovirusvektor mit einem Replikationsfehler. Die
entfernten Abschnitte kbnnen sogar durch eine Nukleotidsequenz von Interesse (NOI) ersetzt werden, wie bei-
spielsweise durch eine erste Nukleotidsequenz der Erfindung, um ein Virus zu erzeugen, das fahig ist sein Ge-
nom in ein Wirtsgenom zu integrieren, wobei das modifizierte Virusgenom unfahig ist, sich aufgrund der feh-
lenden Strukturproteine selbst zu vermehren. Nach der Integration in das Wirtsgenom, wird die NOI exprimiert,
wodurch sich beispielsweise ein therapeutischer und/oder diagnostischer Effekt ergibt. Dementsprechend wird
der Transfer der NOI in eine Stelle von Interesse Ublicherweise folgendermalen erreicht: Integration der NOI
in einen rekombinanten Virusvektor, Verpackung des modifizierten Virusvektors in eine Virionenhdlle und Zu-
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lassung der Transduktion der Stelle von Interesse, beispielsweise einer gezielten Zelle oder einer gezielten
Zellpopulation.

[0033] Das in der vorliegenden Erfindung verwendete Retrovirusgenom wird daher mindestens umfassen:
(5')-R-U5 - eine oder mehrere erste Nukleotidsequenzen — U3-R(3'). Der Plasmidvektor jedoch, welcher ver-
wendet wird, um das Retrovirusgenom innerhalb der Wirtszelle/Verpackungszelle zu erzeugen, wird aulRerdem
transkriptionale regulatorische Kontrollsequenzen umfassen, die funktionsfahig mit dem Retrovirusgenom ver-
bunden sind, um die Transkription des Genoms in einer Wirtszelle/Verpackungszelle zu steuern. Diese regu-
latorischen Sequenzen kdnnen die natlrlichen Sequenzen sein, die mit der transkribierten Retrovirussequenz
assoziiert sind, zum Beispiel die 5' U3-Region, oder sie kbnnen heterologe Promotoren, beispielsweise ein wei-
terer viraler Promotor, zum Beispiel der CMV-Promotor, sein.

[0034] Einige Retrovirusgenome bendtigen zusatzliche Sequenzen fir eine effiziente Virusherstellung. Im
Fall von HIV werden zum Beispiel rev- und RRE-Sequenz bevorzugt eingeschlossen. Durch Codon-Optimie-
rung kann der Bedarf an rev und RRE reduziert oder eliminiert werden.

[0035] Wenn das Retrovirusgenom erst einmal als provirale DNA in das Genom der Zielzelle integriert ist,
mussen die Ribozymsequenzen exprimiert werden. In einem Retrovirus ist der Promotor in der 5' LTR U3-Re-
gion des Provirus lokalisiert. In Retrovirusvektoren kann der Promotor, der die Expression eines therapeuti-
schen Gens steuert, ein nativer Retrovirus-Promotor in der 5' U3-Region oder ein alternativer in den Vektor
eingefligter Promotor sein. Der alternative Promotor kann den nativen 5' U3-Promoter des Retrovirus raumlich
ersetzen oder er kann an einer anderen Stelle des Vektorgenoms, beispielsweise zwischen den LTRs, einge-
fugt werden.

[0036] Dementsprechend wird die erste Nukleotidsequenz aulerdem mit einer transkriptionalen regulatori
schen Kontrollsequenz funktionsfahig verbunden sein, um das Auftreten von Transkription der ersten Nukleo-
tidsequenz in der Zielzelle zu ermdglichen. Die Kontrollsequenz wird Ublicherweise in Sdugerzellen aktiv sein.
Die Kontrollsequenz kann zum Beispiel ein viraler Promotor, wie beispielsweise ein naturlicher viraler Promotor
oder ein CMV-Promotor, oder ein Saugetier-Promotor sein. Die Verwendung eines Promotors, der bevorzugt
in einem bestimmten Zelltyp oder Gewebetyp, welche das zu behandelnde Virus primar infiziert, aktiv ist, wird
besonders bevorzugt. Dementsprechend kann in einer Ausfiihrungsform eine gewebespezifische regulatori-
sche Sequenz verwendet werden. Die regulatorischen Kontrollsequenzen, die die Expression der einen oder
mehreren Nukleotidsequenzen steuern, koénnen konstitutive oder regulierte Promotoren sein.

[0037] Retrovirusvektoren mit einem Replikationsfehler werden Ublicherweise vermehrt, um beispielsweise
geeignete retrovirale Vektortiter flir eine anschlieRende Transduktion herzustellen, indem eine Verpackungs-
oder Helferzelllinie mit dem rekombinanten Vektor kombiniert wird. Das heif3t, dass die drei Verpackungspro-
teine in trans bereitgestellt werden kénnen.

[0038] Eine ,Verpackungszelllinie" enthalt ein oder mehrere der retroviralen gag-, pol- und env-Gene. Die Ver-
packungszelllinie stellt die fiir die Verpackung retroviraler DNA erforderlichen Proteine her, kann aber aufgrund
einer fehlenden psi-Region die Verpackung nicht herbeifihren. Wenn jedoch ein rekombinanter Vektor, der
eine NOI und eine psi-Region tragt, in eine Verpackungszelllinie eingebracht wird, kénnen die Helferproteine
den psi-positiven rekombinanten Vektor verpacken, um einen rekombinanten Virusstamm herzustellen. Dieser
Virusstamm kann dafur verwendet werden Zellen zu transduzieren, um NOI in das Genom der Zielzellen ein-
zubringen. Es wird bevorzugt, dass ein psi-plus genanntes psi-Verpackungssignal verwendet wird, dass zu-
satzliche von stromaufwarts des Splei3-Spenders bis stromabwarts des gag-Startcodons (Bender et al. (46))
umfassende Sequenzen enthalt, weil gezeigt wurde, dass dadurch die viralen Titer gesteigert werden.

[0039] Das rekombinante Virus, dessen Genom alle Gene fehlen, die fir die Herstellung von Virusproteinen
erforderlich sind, kann nur einmal transduzieren und kann sich nicht vermehren. Diese Virusvektoren, die nur
zu einer Runde der Transduktion von Zielzellen fahig sind, sind als in der Replikation defektive Vektoren be-
kannt. Infolgedessen wird NOI in das Wirts-/Zielzellen-Genom eingebracht ohne potentiell gefahrliche Retrovi-
ren zu generieren. Eine Zusammenfassung der verfligbaren Verpackungslinien ist unter Coffin et al., 1997 auf-
geflihrt (ebenda).

[0040] Vorzugsweise werden retrovirale Verpackungszelllinien verwendet, in denen die gag-, pol- und
env-Codierungsregionen des Virus auf separate ,Expressionsplasmide”, welche unabhangig in eine Verpa-
ckungszelllinie transfiziert werden, getragen werden. Diese Strategie, manchmal als das drei-Plasmide-Trans-
fektions-Verfahren (Soneoka et al. (33)) bezeichnet, verringert das Potential einen replikationskompetenten Vi-
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rus herzustellen, weil drei Rekombinationsvorgange fir das Herstellen von Wildtyp-Viren erforderlich sind. Re-
kombination wird erheblich durch Homologie begunstigt. Die Verringerung oder Beseitigung der Homologie
zwischen den Genomen des Vektors und des Helfers kann ebenfalls dazu verwendet werden, die Gefahr einen
replikationskompetenten Helfervirus herzustellen, zu reduzieren.

[0041] Eine Alternative zu stabil transfizierten Verpackungszelllinien ist die Verwendung von transient trans-
fizierten Zelllinien. Transiente Transfektionen kénnen vorzugsweise verwendet werden, um die Niveaus der
Vektorherstellung zu messen, wahrend die Vektoren entstehen. In dieser Hinsicht vermeiden transiente Trans-
fektionen die groRere Zeitspanne, die erforderlich ist, um stabile Vektorproduzierende Zelllinien zu erzeugen
und kénnen aulRerdem verwendet werden, falls der Vektor oder retrovirale Verpackungskomponenten toxisch
fur die Zellen sind. Die Komponenten, die ublicherweise verwendet werden, um Retrovirusvektoren zu erzeu-
gen, umfassen ein gag-/pol-Proteine codierendes Plasmid, ein env-Protein codierendes Plasmid und ein eine
NOI enthaltendes Plasmid. Die Vektorherstellung umfasst die transiente Transfektion von Zellen mit einer oder
mehrerer dieser Komponenten, wobei die Zellen weitere erforderliche Komponenten enthalten. Wenn der Vek-
tor toxische Gene codiert oder Gene, die die Replikation der Wirtszelle stéren, beispielsweise Inhibitoren des
Zellzyklus oder Gene, die Apoptose induzieren, kann es schwierig sein, stabile Vektorproduzierende Zelllinien
zu erzeugen, eine transiente Transfektion jedoch kann verwendet werden, um den Vektor herzustellen bevor
die Zelle stirbt. AulRerdem sind Zelllinien entwickelt worden, die mittels transienter Transfektion Vektortiter er-
zielen, die mit den von stabilen Vektor-produzierenden Zelllinien erreichten Niveaus vergleichbar sind (Pear et
al. (47)).

[0042] Erzeugerzellen/Verpackungszellen kénnen von jedem geeigneten Zelltyp sein. Am haufigsten werden
Erzeugerzellen von Saugetieren verwendet, andere Zellen jedoch, wie beispielsweise Insektenzellen, werden
nicht ausgeschlossen. Zweifelsfrei werden die Erzeugerzellen fahig sein missen, die env- und gag-,
pol-mRNA effizient zu translatieren. Viele geeignete Erzeuger-/Verpackungszelllinien sind dem Fachmann be-
kannt. Der Fachmann kann auerdem geeignete Verpackungszelllinien herstellen, indem zum Beispiel ein Ver-
packungskomponenten codierendes Nukleotid-Konstrukt stabil in eine Zelllinie eingebracht wird.

[0043] Wie weiter unten erlautert werden wird, wo das Retrovirusgenom ein inhibitorisches RNA-Molekiil co-
diert, welches gag-, pol- und/oder env-RNA-Transkripte spalten kann, werden die Nukleotidsequenzen, die in
der Verpackungszelllinie entweder integriert oder in einem Plasmid oder in der transient transfizierten Er-
zeugerzelllinie, welche fir gag-, pol- und/oder env-Proteine codieren, vorliegen, so verandert werden, dass die
Bindung des/der inhibitorischen RNA-Molekdils bzw. RNA-Molekule verringert oder verhindert wird. Auf diese
Weise, wird das bzw. werden die inhibitorische(n) RNA-Molekil(e) die Expression von Verpackungszelllini-
en-Komponenten, die wesentlich fir die Verpackung von Viruspartikeln sind, nicht verhindern.

[0044] Die Verwendung von hochtitrigen Viruspraparationen sowohl in experimentellen als auch in prakti-
schen Anwendungen ist sehr erstrebenswert. Verfahren um den Virustiter zu erhdhen, umfassen die Verwen-
dung von einem psi-plus-Verpackungssignal, wie weiter oben erldutert und die Konzentrierung des Virus-
stocks. AuRerdem hat die Verwendung von unterschiedlichen Hullproteinen, wie beispielsweise des G-Prote-
ins des Vesikulare-Stomatitis-Virus, die Titer nach der Konzentrierung auf 10° pro ml erhéht (Cosset et al. (48)).
Ublicherweise jedoch wird das Hullprotein so ausgewahlt, dass das Viruspartikel vorzugsweise Zellen, die mit
dem Virus, welches behandelt werden soll, infiziert sind, infizieren wird. Zum Beispiel, wenn ein HIV-Vektor zur
Behandlung einer HIV-Infektion verwendet wird, so wird das verwendete env-Protein ein HIV-env-Protein sein.

[0045] Erste Nukleotidsequenzen fir die Verwendung gemaf der vorliegenden Erfindung codieren Genpro-
dukte, die die Spaltung und/oder enzymatische Degradation einer Ziel-Nukleotidsequenz zur Folge haben und
Ribonukleotide, wie beispielsweise ein Ribozym oder eine Antisense-Sequenz.

[0046] Ribozyme sind RNA-Enzyme, welche RNA an spezifischen Stellen spalten. Ribozyme kénnen so kon-
struiert werden, dass sie fiir jede gewahlte Sequenz, die eine Ribozym-Spaltungsstelle enthalt, spezifisch sind.
Dementsprechend kdnnen Ribozyme konstruiert werden, welche ausgewahlte Erkennungsstellen in transkri-
bierten Virussequenzen besitzen. Zum Beispiel, erkennen und spalten Ribozyme, die durch die erste Nukleo-
tidsequenz codiert sind, wesentliche Elemente des Virusgenoms, die fir das Herstellen von Viruspartikeln, wie
beispielsweise Verpackungskomponenten, erforderlich sind. Dementsprechend umfassen solche wesentli-
chen Elemente fir Retrovirusgenome gag-, pol- und env-Genprodukte. Ein geeignetes Ribozym, welches we-
nigstens eine der gag-, pol- und env-Gensequenzen erkennen kann oder noch Ublicher, die transkribierten
RNA-Sequenzen dieser Gene, kann an eine solche Sequenz binden und sie spalten. Dies wird die Herstellung
von gag-, pol- und env-Protein dementsprechend verringern oder verhindern und dadurch die Herstellung von
Retroviruspartikeln verringern oder verhindern.
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[0047] Es gibt verschiedene Formen von Ribozymen, die Hammerkopf-, Haarnadel- und antigenomische He-
patitis-Delta-Ribozyme umfassen. Bevorzugt werden hier die Hammerkopf-Ribozyme verwendet, zum Teil weil
sie relativ klein sind, weil die Sequenzanforderungen fiir ihre Ziel-Spaltungsstelle minimal sind, und weil sie gut
charakterisiert worden sind. Die in der Forschung derzeit meist verwendeten Ribozyme sind Hammerkopf- und
Haarnadel-Ribozyme.

[0048] Jedes einzelne Ribozym besitzt ein Motiv, welches eine Erkennungsstelle in der Ziel-RNA erkennt und
an sie bindet. Dieses Motiv nimmt die Form von einem oder mehreren ,Bindungsarmen" an, gewdhnlich sind
es zwei Bindungsarme. Die Bindungsarme in Hammerkopf-Ribozymen sind die flankierenden Sequenzen He-
lix  und Helix Ill, welche Helix Il flankieren. Diese kdnnen unterschiedlich lang sein, in der Regel jede zwischen
6 und 10 Nukleotiden, sie kénnen jedoch kirzer oder langer sein. Die Lange der flankierenden Sequenzen
kann die Spaltungsrate beeinflussen. Zum Beispiel wurde festgestellt, dass sich durch Reduzierung der Ge-
samtzahl von Nukleotiden in den flankierenden Sequenzen von 20 auf 12, die Umsatzrate der Spaltung einer
HIV-Sequenz durch das Ribozym um das 10-fache erhoht (44). Ein katalytisches Motiv in dem Ribozym Helix
Il in Hammerkopf-Ribozymen spaltet die Ziel-RNA an einer Stelle, welche als Spaltungsstelle bezeichnet wird.
Ob das Ribozym eine RNA spalten wird oder nicht, wird durch die Prasenz oder das Fehlen einer Erkennungs-
stelle fir das Ribozym, welche eine geeignete Spaltungsstelle enthalt, bestimmt.

[0049] Jeder Typ Ribozym erkennt seine eigene Spaltungsstelle. An der Spaltungsstelle des Hammerkopf-Ri-
bozyms liegt direkt stromaufwarts das Basentriplett GUX, wobei das G Guanin, U Uracil und X irgendeine Nu-
kleobase ist. Haarnadel-Ribozyme haben die Spaltungsstelle BCUGNYR, wobei B jede Nukleobase aulier
Adenin sein kann, N jedes beliebige Nukleotid sein kann, Y Cytosin oder Thymin sein kann, und R Guanin oder
Adenin sein kann. Die Spaltung durch Haarnadel-Ribozyme findet zwischen G und N der Spaltungsstelle statt.

[0050] Die Nukleinsdauresequenzen, welche die Verpackungskomponenten codieren (die ,dritten Nukleotid-
sequenzen") kénnen resistent gegen das Ribozym oder Ribozyme sein, weil ihnen Spaltungsstellen fir das
Ribozym oder die Ribozyme fehlen. Dadurch wird die enzymatische Aktivitat durch das Ribozym oder die Ri-
bozyme unterbunden und daher gibt es dort keine effektive Erkennungsstelle fur das Ribozym oder die Ribo-
zyme. Alternativ oder zusatzlich kénnen die potentiellen Erkennungsstellen in den flankierenden Sequenzen,
welche einen Teil der Erkennungsstelle bilden, an die das Ribozym bindet, verandert werden. Dies beseitigt
entweder die Bindung des Ribozym-Motivs an die Erkennungsstelle oder verringert die Bindungsfahigkeit so
weit, dass alle Ribozym-Ziel-Komplexe destabilisiert werden und dadurch die Spezifitdt und katalytische Akti-
vitéat des Ribozyms verringert werden. Falls die flankierenden Sequenzen nur verandert werden, sollten sie vor-
zugsweise so verandert werden, dass die katalytische Aktivitat des Ribozyms an der modifizierten Zielsequenz
vernachlassigbar ist und tatsachlich entfernt wird.

[0051] Vorzugsweise wird eine Reihe von verschiedenen Anti-HIV-Ribozymen in der Erfindung verwendet (5,
7,10, 13, 21, 36, 38, 40). Diese kdnnen beliebige Anti-HIV-Ribozyme sein, miissen aber ein oder mehrere um-
fassen, welche die RNA spalten, die fur die Expression von gag, pol oder env erforderlich ist. Vorzugsweise
wird eine Vielzahl von Ribozymen verwendet, die zusammen gag-, pol- und env-RNA des nativen Retrovirus
an einer Vielzahl von Stellen spalten kénnen. Da HIV als eine Population von Quasispezien vorliegt, werden
nicht alle Zielsequenzen fir die Ribozyme in allen HIV-Varianten enthalten sein. Das Problem, das sich durch
diese Vielfalt ergibt, kann durch die Verwendung mehrerer Ribozyme geldst werden. Mehrere Ribozyme kon-
nen in Serie in einem einzelnen Vektor enthalten sein und kénnen unabhangig funktionieren, wenn sie als ein-
zelne RNA-Sequenz exprimiert werden. Eine einzelne RNA, die zwei oder mehr Ribozyme, die unterschiedli-
che Ziel-Erkennungsstellen haben, enthalt, kann als Multitarget-Ribozym bezeichnet werden. Die Anordnung
von Ribozymen in Serie hat eine verbesserte Spaltung gezeigt. Die Verwendung einer Vielzahl von Ribozymen
ist nicht auf die Behandlung einer HIV-Infektion begrenzt, sondern kann im Zusammenhang mit anderen Viren,
Retroviren oder anderweitig eingesetzt werden.

[0052] Die Antisense-Technologie ist dem Fachmann gut bekannt. Es gibt mehrere Mechanismen, von denen
angenommen wird, dass Antisense-Sequenzen auf diese Art die Genexpression hemmen. Ein Mechanismus,
von dem angenommen wir, dass Antisense-Sequenzen auf diese Art funktionieren, ist die Rekrutierung des
Zellproteins RNAseH zu der Zielsequenz-/Antisense-Konstrukt-Heteroduplex, was zur Spaltung und zum Ab-
bau der Heteroduplex fuhrt. Daher kann gesagt werden, dass das Antisense-Konstrukt, im Gegensatz zu Ri-
bozymen, indirekt zu Spaltung/Abbau der Zielsequenz fihrt. Dementsprechend kann gemaf der vorliegenden
Erfindung eine erste Nukleotidsequenz eine Antisense-RNA codieren, die entweder an ein Gen, welches eine
wesentliche/Verpackungs-Komponente codiert, bindet oder an die vom besagten Gen transkribierte RNA, so
dass die Expression des Gens gehemmt wird, zum Beispiel als ein Ergebnis eines RNAseH-Abbaus eines re-
sultierenden Heteroduplexes. Es ist nicht notwendig, dass das Antisense-Konstrukt die vollstandige komple-
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mentare Sequenz des Gens, welches eine wesentliche/Verpackungs-Komponente codiert, codiert — ein Teil
kann ausreichen. Der Fachmann wird keine Probleme haben, zu bestimmen, wie ein geeignetes Antisen-
se-Konstrukt konzipiert wird.

[0053] Im Gegensatz dazu sind die Nukleinsdauresequenzen, die wesentliche/Verpackungskomponenten der
Viruspartikel, die fir die Verpackung von Viruspartikeln in den Wirtszellen/Erzeugerzellen/Verpackungszellen
erforderlich sind (die dritten Nukleotidsequenzen), codieren, resistent gegeniiber den inhibitorischen RNA-Mo-
lekulen, welche durch die erste Nukleotidsequenz codiert werden. Zum Beispiel in dem Fall von Ribozymen,
ist Resistenz Ublicherweise durch Veranderungen der Sequenzen, welche die Ribozym-Erkennungsstellen be-
seitigen, bedingt. Dabei wird die Aminosauren-Codierungssequenz fiir die wesentlichen/Verpackungskompo-
nenten beibehalten, so dass die Viruskomponenten, welche durch die Sequenzen codiert werden, sich nicht
verandern oder nur so wenig, dass die Funktion der wesentlichen/Verpackungskomponenten nicht beeintrach-
tigt wird.

[0054] Die Bezeichnung ,virale Polypeptide, die fir das Zusammensetzen von Viruspartikeln erforderlich
sind" bedeutet, dass wenn ein normalerweise durch das in Viruspartikel zu verpackende Virusgenom codierte
Polypeptid fehlt, das Virusgenom nicht verpackt werden kann. Zum Beispiel, im Kontext der Retroviren wiirden
solche Polypeptide gag, pol und env umfassen. Die Bezeichnungen ,Verpackungskomponente" und ,wesent-
liche Komponente" werden von dieser Definition ebenfalls umfasst.

[0055] Im Fall von Antisense-Sequenzen unterscheidet sich die dritte Nukleotidsequenz von der zweiten Nu-
kleotidsequenz, die die Zielvirus-Verpackungskomponenten-Antisense-Sequenz codiert, soweit, dass obwohl
die Antisense-Sequenz an die zweite Nukleotidsequenz oder deren Transkript binden kann, die Antisense-Se-
quenz nicht effektiv an die dritte Nukleotidsequenz oder der davon transkri-bierten RNA binden kann. Die Un-
terschiede zwischen der zweiten und der dritten Nukleotidsequenz werden Ublicherweise konservative Ande-
rungen sein, obwohl eine geringe Anzahl von Aminosaureanderungen toleriert werden kénnen, vorausgesetzt
dass, wie oben erdrtert, die Funktion der wesentlichen/Verpackungskomponenten nicht erheblich beeintrach-
tigt ist.

[0056] Vorzugsweise und zusatzlich zu der Entfernung von Ribozymerkennungsstellen, verbessern die Mo-
difizierungen der Codierungssequenzen fur die Viruskomponenten die Sequenzen fur die Codonverwendung
in den Saugerzellen oder anderen Zellen, welche als Erzeugerzellen fir die Herstellung von Retrovirusvektor-
partikeln agieren sollen. Diese Verbesserung der Codonverwendung wird als ,Codonoptimierung" bezeichnet.
Viele Viren, HIV und andere Lentiviren umfassend, verwenden eine gro3e Anzahl von seltenen Codons und
durch Anpassung dieser an ublicherweise verwendete Saugercodons, kann eine erhdéhte Expression von Ver-
packungskomponenten in Sduger-Erzeugerzellen erreicht werden. Codonverwendungstabellen sind sowohl
fur Saugerzellen als auch fir eine Vielzahl anderer Organismen bekannt.

[0057] Dementsprechend sind die Sequenzen, die die Verpackungskomponenten codieren, vorzugsweise
Codon-optimiert. Noch bevorzugter sind in ihrer Gesamtheit Codon-optimierte Sequenzen. Anschlielend an
eine Codonoptimierung wurde festgestellt, dass es zahlreiche Stellen in den Wildtyp-Sequenzen gag, pol und
env gibt, welche als Ribozymerkennungsstellen dienen kdnnen und die in den Sequenzen, die Verpackungs-
komponenten codieren, nicht mehr vorhanden sind. Bei einer weiteren, jedoch weniger zweckmafigen Strate-
gie, kdnnen die Sequenzen, die Verpackungskomponenten codieren, modifiziert werden, indem sie durch ge-
zielte konservative Anderungen gegeniiber ausgewahlten Ribozymen, die die Wildtyp-Sequenzen spalten
kénnen, resistent gemacht werden.

[0058] Ein weiterer Vorteil der Codonoptimierung von HIV-Verpackungskomponenten ist, dass dies die Ge-
nexpression steigern kann. Insbesondere kann es die gag-, pol-Expression Rev-unabhangig machen, so dass
rev und RRE nicht in das Genom eingeschlossen werden mussen (11). Rev-unabhangige Vektoren sind daher
moglich. Dies wiederum erméglicht die Verwendung von Anti-rev- oder RRE-Faktoren im Retrovirusvektor.

[0059] Wie oben beschrieben, umfassen die Verpackungskomponenten fiir einen Retrovirusvektor die Ex-
pressionsprodukte der gag-, pol- und env-Gene. In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung, sind die
im Verpackungssystem verwendeten gag und pol vom Ziel-Retrovirus auf den das Vektorgenom basiert, ab-
geleitet. Daher waren gag und pol in der RNA-Transkriptform normalerweise durch die im Vektorgenom vor-
handenen Ribozyme spaltbar. Das im Verpackungssystem angewendete env-Gen kann von einem unter-
schiedlichen Virus abgeleitet sein, umfassend sowohl andere Retroviren, wie beispielsweise MLV, als auch
Nicht-Retroviren, wie beispielsweise VSV (ein Rhabdovirus), in welchem Fall méglicherweise keine Sequen-
zanderung, um es resistent gegeniber einer Ribozymspaltung zu machen, notwendig ist. Alternativ kann env
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von dem gleichen Retrovirus wie gag und pol abgeleitet sein, in welchem Fall alle Erkennungsstellen fir die
Ribozyme durch eine Sequenzanderung entfernt werden missen.

[0060] Der Herstellungsprozess eines Retrovirusvektors, in welchem das Hiillprotein nicht die native Hiille
des Retrovirus ist, ist als ,Pseudotypisierung" bekannt. Bestimmte Hiillproteine, wie beispielsweise das
MLV-Hullprotein und das Vesikulare-Stomatitis-Virus-G-(VSV-G-)Protein pseudotypisieren Retroviren sehr gut.
Pseudotypisierung kann verwendet werden, um die Zielzellenauswahl des Retrovirus zu andern. Wahlweise,
um die Zielzellenspezifitat fur Zielzellen, die mit dem jeweiligen Virus, der behandelt werden soll, infiziert sind,
zu erhalten, kann das Hiillprotein das gleiche sein, wie das des Zielvirus, zum Beispiel HIV.

[0061] Weitere therapeutische Codierungssequenzen kénnen zusammen mit der/den ersten Nukleotidse-
quenz oder -sequenzen vorliegen. Weitere therapeutische Codierungssequenzen umfassen ohne Beschran-
kung darauf Zytokine codierende Sequenzen, Hormone, Antikdrper, Immunoglobulin-Fusionsproteine, Enzy-
me, costimulierende Immunmolekiile, Antisense-RNA, eine transdominant negative Mutante eines Zielprote-
ins, ein Toxin, ein konditionales Toxin, ein Antigen, ein Einzelketten-Antikérper, ein Tumorsuppressor-Protein
und Wachstumsfaktoren. Falls umfasst, sind solche Codierungssequenzen mit einem geeigneten Promotor,
welches der Promotor, der die Expression der ersten Nukleotidsequenz steuert oder ein anderer Promotor oder
andere Promotoren sein kann/kénnen, operativ verknupft.

[0062] Dementsprechend umfasst die Erfindung zwei Komponenten. Die Erste ist eine Genomkonstruktion,
die durch Virusverpackungskomponenten verpackt werden wird und welche eine Reihe von antiviralen inhibi-
torischen RNA-Molekiilen, wie beispielsweise Anti-HIV-Ribozyme, tragt (5, 7, 10, 13, 21, 36, 38, 40). Diese
kdnnen jegliche Anti-HIV-Riboryme sein, der Schlisselpunkt der Erfindung ist jedoch, dass einige von ihnen
RNA, die fir die Expression der nativen oder Wildtyp-HIV-gag-, pol-, oder env-Codierungssequenzen erforder-
lich ist, spalten. Die zweite Komponente ist das Verpackungssystem, welches eine Expressionskassette fur
HIV-gag, -pol und eine Kassette entweder fur HIV-env oder ein Hillprotein codierendes Gen, das ein pseudo-
typisierendes Hullprotein codiert, umfasst — wobei das Verpackungssystem gegenuber inhibitorischen
RNA-Molekiilen resistent ist.

[0063] Die Lentiviruspartikel der vorliegenden Erfindung und das Lentivirusvektorsystem und verwendete
Herstellungsverfahren kdnnen daher dafiir verwendet werden, Virusinfektionen zu behandeln oder vorzubeu-
gen, vorzugsweise Lentivirus-, insbesondere HIV-, Infektionen. Insbesondere die Lentiviruspartikel der Erfin-
dung, Ublicherweise unter Verwendung des Lentivirusvektorsystems der vorliegenden Erfindung hergestellt,
kdnnen verwendet werden, um inhibitorische RNA-Molekiile fir Menschen oder Tiere, die eine Behandlung ei-
ner Virusinfektion bendtigen, zur Verfugung zu stellen.

[0064] Alternativ oder zusatzlich kann das Lentivirusherstellungssystem verwendet werden, um Zellen, die
von einem Patienten gewonnen wurden, ex vivo zu transfizieren und sie dem Patienten wieder zuzu fihren.
Ex vivo transfizierte Patientenzellen kénnen als eine pharmazeutische Zusammensetzung (siehe unten) for-
muliert werden, bevor sie dem Patienten wieder verabreicht werden.

[0065] Vorzugsweise werden die Lentiviruspartikel mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager oder Ver-
dinnungsmittel kombiniert, um eine pharmazeutische Zusammensetzung herzustellen. Dementsprechend
stellt die vorliegende Erfindung au3erdem eine pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung eines In-
dividuums bereit, wobei die Zusammensetzung eine therapeutisch effektive Menge des Lentiviruspartikels der
vorliegenden Erfindung, zusammen mit einem pharmazeutisch annehmbaren Trager, Verdinnungsmittel,
Hilfsstoff oder Adjuvans umfasst. Die pharmazeutische Zusammensetzung kann bei Menschen oder Tieren
verwendet werden.

[0066] Die Wahl des pharmazeutischen Tragers, Hilfsstoffs oder Verdiinnungsmittels kann in Bezug auf den
beabsichtigten Verabreichungsweg und die pharmazeutische Standardpraxis vorgenommen werden. Geeig-
nete Trager und Verdinnungsmittel umfassen isotonische Salzlésungen, zum Beispiel Phosphat-gepufterte
Salzlésung. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen kénnen als den/das oder zusatzlich zu dem Trager,
Hilfsstoff oder Verdiinnungsmittel, jegliche geeignete Bindemittel, Gleitmittel, Suspensionsmittel, Uberzugsmit-
tel, Ldsungsmittel und andere Tragermittel, die den Eintritt des Virus in die Zielstelle erleichtern oder steigern
(wie zum Beispiel ein Lipid-Zuflihrungssystem) umfassen.

[0067] Die pharmazeutische Zusammensetzung kann fir die parenterale, intramuskulare, intravendse, intra-
kraniale, subkutane, intraokulare oder transkutane Verabreichung formuliert werden.
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[0068] Gegebenenfalls, kann die pharmazeutische Zusammensetzung auf jede einzelne oder mehrere Arten
verabreicht werden: Inhalation, in Form von Zapfchen oder Vaginalzapfchen, topisch in Form einer Lotion, L6-
sung, Creme, Salbe, Puder, durch Hautpflaster, oral in Form von Tabletten, die als Tragerstoff beispielsweise
Starke oder Laktose enthalten oder in Kapseln oder als Ovulum entweder allein oder als Beimischung mit Tra-
gerstoffen oder in Form von Elixieren, Lodsungen oder Suspensionen, die Geschmacks- oder Farbstoffe enthal-
ten oder sie kénnen parenteral injiziert werden, zum Beispiel intrakavernds, intravends, intramuskular oder
subkutan. Fir eine parenterale Verabreichung kann die Zusammensetzung am besten in Form einer sterilen
wassrigen Losung, die andere Substanzen enthalten kann, zum Beispiel ausreichend Salze oder Monosacha-
ride, um eine zum Blut isotonische Losung zu erhalten. Fir eine bukkale oder sublinguale Verabreichung kén-
nen die Zusammensetzungen in Form von Tabletten oder Pastillen, welche auf eine konventionelle Art formu-
liert werden kénnen, verabreicht werden.

[0069] Die Menge des verabreichten Virus befindet sich Ublicherweise in dem Bereich zwischen 10 und 10
pfu, vorzugsweise zwischen 10° und 108 pfu, noch bevorzugter zwischen 10° und 107 pfu. Wenn injiziert, wer-
den Ublicherweise 1-10 pl des Virus in einem pharmazeutisch geeigneten Trager oder Verdiinnungsmittel ver-
abreicht.

[0070] Wenn das Polynukleotid/der Vektor als nackte Nukleinsdure verabreicht wird, befindet sich die bli-
cherweise verabreichte Menge an Nukleinsdure im Bereich zwischen 1 pg und 10 mg, vorzugsweise zwischen
100 pg und 1 mg.

[0071] Wo die erste Nukleotidsequenz (oder andere therapeutische Sequenz) sich unter Kontrolle einer indu-
zierbaren regulatorischen Sequenz befindet, kann es ausreichen die Genexpression fur die Dauer der Behand-
lung zu induzieren. Nach abgeschlossener Behandlung, wird der Induktor entfernt und die Expression der NOI
wird gestoppt. Dies bringt eindeutige klinische Vorteile. So ein System kann zum Beispiel die Verabreichung
des Antibiotikums Tetracyclin umfassen, um die Genexpression durch seine Wirkung auf das Tet-Repres-
sor/\VVP16-Fusionsprotein zu aktivieren.

[0072] Die Erfindung wird anschlieBend anhand von Beispielen, welche bei der Ausflihrung der Erfindung
durch den Fachmann hilfreich sein sollen, jedoch keineswegs die Anwendungsmaéglichkeiten der Erfindung be-
schranken sollen, weiter beschrieben. Die Beispiele beziehen sich auf die Figuren.

[0073] Eia. 1 zeigt schematisch die in vier verschiedene HIV-Vektoren eingefiigten Ribozyme.

[0074] Fig. 2 zeigt schematisch, wie eine geeignete 3'LTR durch eine PCR erstellt werden kann.

[0075] Fig. 3 zeigt die Codonverwendungstabelle fir Wildtyp-HIV-gag, -pol des Stammes HXB2 (Zugriffs-
schlussel: K03455).

[0076] Fig. 4 zeigt die Codonverwendungstabelle fur die Codon-optimierte gag-, pol-SYNgp bezeichnete Se-
quenz.

[0077] FEig. 5 zeigt die Codonverwendungstabelle fir Wildtyp-HIV-env, genannt env-mn.

[0078] Fig. 6 zeigt die Codonverwendungstabelle fiir die Codon-optimierte Sequenz von HIV-env, bezeichnet
als SYNgp160mn.

[0079] Fig. 7 zeigt drei Plasmidkonstrukte fir die Verwendung in der Erfindung.
[0080] Fig. 8 zeigt das Prinzip zweier Herstellungssysteme flir Retrovirusvektor-Partikel.

[0081] Die Erfindung wird anschlieRend anhand der folgenden Beispiele, welche nur als Veranschaulichung
dienen und nicht die Anwendungsmdglichkeiten der Erfindung beschranken sollen, weiter beschrieben.

BEISPIELE
Beispiel 1 — Konstruktion eines Genoms

[0082] Die HIV-gag.pol-Sequenz wurde Codon-optimiert (Fig. 4 und SEQ I.D. No.1) und durch Verwendung
Uberlappender Oligos, die ungefahr aus 40 Nukleotiden bestehen, synthetisiert. Dies hat drei Vorteile. Erstens,
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ein Vektor auf HIV-Basis kann Ribozyme und andere therapeutische Faktoren tragen. Zweitens, erzeugt die
Codonoptimierung einen hoheren Vektortiter aufgrund einer héheren Genexpression. Drittens, wird die
gag.pol-Expression Rev-unabhangig, was die Verwendung von Anti-rev oder RRE-Faktoren erlaubt.

[0083] Innerhalb von gag.pol konservierte Sequenzen wurden durch Bezugnahme auf die HIV-Sequenz-Da-
tenbank des Los Alamos National Laboratory (http://hiv-web.lanl.gov/) identifiziert und fur die Konstruktion von
Ribozymen verwendet. Aufgrund der Variabilitat zwischen HIV-1-Subtypen, wurden die Ribozyme so konzi-
piert, dass sie den in Nordamerika, Lateinamerika und der Karibik, Europa, Japan und Australien vorherrschen-
den Subtyp spalten, das ist der Subtyp B. Die ausgewahlten Stellen wurden mit der synthetischen gagpol-Se-
quenz verglichen, um zu gewahrleisten, dass eine geringe Mdglichkeit besteht, dass die Codon-optimierte gag-
pol-mRNA geschnitten wird. Die Ribozyme wurden mit Xhol- und Sall-Stellen am 5'- beziehungsweise 3'-Ende
konstruiert. Dies erlaubt die Konstruktion von separaten und Tandem-Ribozymen.

[0084] Die Ribozyme sind Hammerkopf-Strukturen (25) mit der folgenden allgemeinen Struktur:

Helix | Helix Il Helix Il
5'- NNNNNNNN~ CUGAUGAGGCCGAAAGGCCGAA ~NNNNNNNN~

[0085] Die katalytische Domane des Ribozyms (Helix 1) kann einige Veranderungen tolerieren ohne den ka-
talytischen Umsatz zu verringern.

[0086] Die Spaltungsstellen, die auf gag und pol zielen, mit dem wesentlichen GUX-Triplet (wobei X eine be-
liebige Nukleotidbase ist) sind wie folgt:
GAG1 5' UAGUAAGAAUGUAUAGCCCUAC
GAG2 5' AACCCAGAUUGUAAGACUAUUU
GAG3 5' UGUUUCAAUUGUGGCAAAGAAG
GAG4 5' AAAAAGGGCUGUUGGAAAUGUG
POL1 5 ACGACCCCUCGUCACAAUAAAG
POL2 5' GGAAUUGGAGGUUUUAUCAAAG
POL3 5 AUAUUUUUCAGUUCCCUUAGAU
POL4 5' UGGAUGAUUUGUAUGUAGGAUC
POL5 5' CUUUGGAUGGGUUAUGAACUCC
POL6 5' CAGCUGGACUGUCAAUGACAUA
POL7 5' AACUUUCUAUGUAGAUGGGGCA
POL8 5' AAGGCCGCCUGUUGGUGGGCAG
POL9 5' UAAGACAGCAGUACAAAUGGCA

[0087] Die Ribozyme sind in vier verschiedene HIV-Vektoren (pH4 (10), pH6, pH4.1 oder pH6.1) (Fig. 1) ein-
gefigt. In pH4 und pH6 wird die Transkription der Ribozyme durch einen internen HCMV-Promotor gesteuert
(9). Von pH4.1 und pH6.1 werden die Ribozyme von der 5'-LTR exprimiert. Der grote Unterschied zwischen
pH4 und pH6 (und pH4.1 und pH6.1) liegt in der 3'-LTR im Produktionsplasmid. PH4 und pH4.1 haben die
HIV-U3 in der 3'-LTR. pH6 und pH6.1 haben HCMV in der 3'-LTR. Der HCMV-Promotor ersetzt das meiste der
U3 und wird die Expression auf hohem konstitutiven Niveau steuern, wahrend die HIV-1-U3 ein hohes Expres-
sionsniveau nur in Anwesenheit von Tat fordern wird.

[0088] Die HCMV/HIV-1-Hybrid 3'-LTR entsteht durch rekombinante PCR mit drei PCR-Primern (Eig. 2). Die
erste PCR-Runde wird mit RIB1 und RIB2 und pH4 (12) als Template durchgefiihrt, um die HIV-1-HXB2-Se-
quenz 8900-9123 zu amplifizieren. Die zweite PCR-Runde erstellt die Verbindung zwischen dem 5'-Ende der
HIV-1-U3 und dem HCMV-Promotor durch Amplifizierung der hybriden 5'-LTR von pH4. Das PCR-Produkt der
ersten PCR-Reaktion und RIB3 dienen als 5'-Primer beziehungsweise 3'-Primer.

RIB1: 5'-CAGCTGCTCGAGCAGCTGAAGCTTGCATGC-3'

RIB2: 5'-GTAAGTTATGTAACGGACGATATCTTGTCTTCTT-3'

RIB3: 5'-CGCATAGTCGACGGGCCCGCCACTGCTAGAGATTTTC-3'

[0089] AnschlieRend wird das PCR-Produkt mit Sphl und Sall geschnitten und in pH4 eingefligt, dadurch die
3'-LTR ersetzend. Das resultierende Plasmid erhielt die Bezeichnung pH6. Um pH4.1 und pH6.1 zu konstruie-
ren, wird der interne HCMV-Promotor (Spel-Xhol) in pH4 und pH6 durch die Polyklonierungsstelle des pBlue-
script Il KS+ (Stratagene) (Spel-Xhol) ersetzt.

[0090] Die Ribozyme werden in die Xhol-Stellen im Genomvektor-Grundgerist eingefiigt. Jegliche Art von Ri-
bozymen in jeglicher Konfiguration kénnen auf &hnliche Weise verwendet werden.
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Beispiel 2 — Konstruktion eines Verpackungssystems

[0091] Das Verpackungssystem kann verschiedene Formen annehmen. In einer ersten Form eines Verpa-
ckungssystems, werden die HIV-gag-, pol-Komponenten mit der HIV-env-Codierungssequenz co-exprimiert.
In diesem Fall, sind beide die gag-pol- und die env-Codierungssequenzen so verandert, dass sie den in das
Genom eingebauten Anti-HIV-Ribozymen gegenuber resistent sind. Zur gleichen Zeit, wie die Codon-Verwen-
dung, um eine Resistenz zu erzielen, gedndert wird, kdnnen die Codons so gewahlt werden, dass sie mit dem
Verwendungsmuster der hdchst-exprimierten Saugergene Ubereinstimmen. Dadurch erhéht sich das Expres-
sionsniveau dramatisch (28, 29) und somit der Titer. Eine Codon-optimierte HIV-env-Codierungssequenz wur-
de von Haas et al(9) beschrieben. In dem vorliegenden Beispiel wird eine modifizierte Codon-optimierte
HIV-env-Sequenz verwendet (SEQ |.D. No.3). Das entsprechende env-Expressionsplasmid erhalt die Bezeich-
nung pSYNgp160mn. Die modifizierte Sequenz enthalt Extra-Motive, die nicht von Haas et al verwendet wur-
den. Die Extra-Sequenzen wurden der HIV-env-Sequenz des MN-Stamms entnommen und Codon-optimiert.
Alle gleichartigen Anderungen der Nukleinsiuresequenz wiirden gleichartig funktionieren, solang Codons, die
haufig vorkommenden tRNAs (42) entsprechen, verwendet werden und zu Resistenzen gegenuber den Ribo-
zymen im Genom fihren.

[0092] In einem Beispiel einer gag-pol-Codierungssequenz mit Codon-optimierter Verwendung, werden tber-
lappende Oligonukleotide synthetisiert und anschlielend zusammen ligiert, um die synthetische Codierungs-
sequenz herzustellen. Die Sequenz der Wildtyp-(Genbank Zugriffsschliissel K03455) und der synthetischen
(gagpol-SYNgp) gagpol-Sequenz wird in SEQ I.D. Nr. 1 beziehungsweise 2 aufgezeigt und die Codon-Verwen-
dung wird in den Fig. 3 beziehungsweise 4 gezeigt. Die Sequenz einer Wildtyp-env-Codierungssequenz (Gen-
bank Zugriffsschlissel M17449) ist in SEQ I.D. Nr. 3 angegeben, die Sequenz einer synthetischen Codon-op-
timierten Sequenz ist in SEQ 1.D. Nr. 4 angegeben und ihre Codon-Verwendungstabellen sind in den Fig. 5
beziehungsweise 6 angegeben. Wie auch bei der env-Codierungssequenz kann jede gag-pol-Sequenz, die
eine Resistenz gegenuber Ribozymen erzielt, verwendet werden. Die gezeigte synthetische Sequenz erhalt
die Bezeichnung gag-pol-SYNgp und enthalt eine EcoRI-Stelle am 5'-Ende und eine Notl-Stelle am 3'-Ende.
Es ist in pClneo (Promega) eingefiigt, um das Plasmid pSYNgp herzustellen.

[0093] In einer zweiten Form eines Verpackungssystems wird eine gag-pol-Expressionskassette mit einer
Nicht-HIV-Hullprotein-Codierungssequenz, die ein Oberflachenprotein produziert, das HIV pseudotypisiert,
co-exprimiert. Das konnte beispielsweise VSV-G (20, 41), amphotropes MLV-env (6, 34) oder jedes andere
Protein, welches in das HIV-Partikel eingebaut werden wiirde (37), sein. Das umfasst Molekiile, die fahig waren
den Vektor auf spezifische Gewebe zu zielen. Codierungssequenzen fir Nicht-HIV-HUllproteine, die nicht von
Ribozymen gespalten werden, erfordern keine Modifizierung (obwohl eine gewisse Sequenzmodifizierung aus
anderen Griinden, wie beispielsweise Optimierung fir Codon-Verwendung in Saugerzellen, wiinschenswert
sein konnte).

Beispiel 3 — Herstellung von Vektorpartikeln

[0094] Vektorpartikel kdnnen entweder von einem transienten drei-Plasmide-Transfektionssystem, ahnlich
dem von Soneoka et al. (33) beschriebenen, produziert werden oder von Erzeugerzelllinien, ahnlich denen, die
fur andere Retrovirusvektoren verwendet werden (20, 35, 39). Diese Prinzipien sind in den Eig. 7 und Eig. 8
veranschaulicht. Zum Beispiel, durch Verwendung von pH6Rz, pSYNgp und pRV67 (VSV-G-Expressionsplas-
mid) in einer drei-Plasmide-Transfektion von 293T-Zellen (Fig. 8), wie von Soneoka et al (33) erlautert, werden
als H6Rz-VSV bezeichnete Vektorpartikel produziert. Diese transduzieren das H6Rz-Genom in CD4+-Zellen,
wie beispielsweise C1866 oder Jurkat, und produzieren die Multitarget-Ribozyme. Eine HIV-Replikation in die-
sen Zellen ist somit stark eingeschrankt.
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Sequenzprotokoll als Teil der Beschreibung

SEQ. ID. NO. 1 - Wild-Typ-gagpol-Sequenz des Stammes HXB2 (Zugangsnummer K03455)

ATGGGTGCGA GAGCGTCAGT ATTAAGCGGG GGAGAATTAG ATCGATGGGA AAMAATTCGG 60
TTAAGGCCAG GGGGAAAGAA AAAATATAAA TTAAAACATA TAGTATGGGC AAGCAGGGAG 120
CTAGAACGAT TCGCAGTTAA TCCTGGCCTG TTAGAAACAT CAGAAGGCTG TAGACAAATA 180
CTGGGACAGC TACAACCATC CCTTCAGACA GGATCAGAAG AACTTAGATC ATTATATAAT 240
ACAGTAGCAA CCCTCTATTG TGTGCATCAA AGGATAGAGA TAAAAGACAC CAAGGAAGCT 300
TTAGACAAGA TAGAGGAAGA GCAAAACAAA AGTAAGAAAA AAGCACAGCA AGCAGCAGCT 360
GACACAGGAC ACAGCAATCA GGTCAGCCAA AATTACCCTA TAGTGCAGAA CATCCAGGGG 420
CAAATGGTAC ATCAGGCCAT ATCACCTAGA ACTTTAAATG CATGGGTAAA AGTAGTAGAA 480
GAGAAGGCTT TCAGCCCAGA AGTGATACCC ATGTTTTCAG CATTATCAGA AGGAGCCACC 540
CCACAAGATT TAAACACCAT GCTAAACACA GTGGGGGGAC ATCAAGCAGC CATGCAAATG 600
TTAAAAGAGA CCATCAATGA GGAAGCTGCA GAATGGGATA GAGTGCATCC AGTGCATGCA 660
GGGCCTATTG CACCAGGCCA GATGAGAGAA CCAAGGGGAA GTGACATAGC AGGAACTACT 720
AGTACCCTTC AGGAACAAAT AGGATGGATG ACAAATAATC CACCTATCCC AGTAGGAGAA 780
ATTTATAAAA GATGGATAAT CCTGGGATTA AATAAAATAG TAAGAATGTA TAGCCCTACC 840
AGCATTCTGG ACATAAGACA AGGACCAAAG GAACCCTTTA GAGACTATGT AGACCGGTTC 900
TATAAAACTC TAAGAGCCGA GCAAGCTTCA CAGGAGGTAA AAAATTGGAT GACAGAAACC 960
TIGTTGGTCC AAAATGCGAA CCCAGATTGT AAGACTATTT TAAAAGCATT GGGACCAGCG 1020
GCTACACTAG AAGAAATGAT GACAGCATGT CAGGGAGTAG GAGGACCCGG CCATAAGGCA 1080
AGAGTTTTGG CTGAAGCAAT GAGCCAAGTA ACAAATTCAG CTACCATAAT GATGCAGAGA 1140
GGCAATTTTA GGAACCAAAG AAAGATTGTT AAGTGTTTCA ATTGTGGCAA AGAAGGGCAC 1200
ACAGCCAGAA ATTGCAGGGC CCCTAGGAAA AAGGGCTGTT GGAAATGTGG AAAGGAAGGA 1260
CACCAAATGA AAGATTGTAC TGAGAGACAG GCTAATTTTT TAGGGAAGAT CTGGCCTTCC 1320
TACAAGGGAA GGCCAGGGAA TTTTCTTCAG AGCAGACCAG AGCCAACAGC CCCACCAGAA 1380
GAGAGCTTCA GGTCTGGGGT AGAGACAACA ACTCCCCCTC AGAAGCAGGA GCCGATAGAC 1440
AAGGAACTGT ATCCTTTAAC TTCCCTCAGG TCACTCTTTG GCAACGACCC CTCGTCACAA 1500
TAAAGATAGG GGGGCAACTA AAGGAAGCTC TATTAGATAC AGGAGCAGAT GATACAGTAT 1560
TAGAAGAAAT GAGTTTGCCA GGAAGATGGA AACCAAAAAT GATAGGGGGA ATTGGAGGTT 1620
TTATCAAAGT AAGACAGTAT GATCAGATAC TCATAGAAAT CTGTGGACAT AAAGCTATAG 1680
GTACAGTATT AGTAGGACCT ACACCTGTCA ACATAATTGG AAGAAATCTG TTGACTCAGA 1740
TTGGTTGCAC TTTAAATTTT CCCATTAGCC CTATTGAGAC TGTACCAGTA AAATTAAAGC 1800
CAGGAATGGA TGGCCCAAAA GTTAAACAAT GGCCATTGAC AGAAGAAAAA ATAAAAGCAT 1860
TAGTAGAAAT TTGTACAGAG ATGGAAAAGG AAGGGAAAAT TTCAAAAATT GGGCCTGAAA 1920
ATCCATACAA TACTCCAGTA TTTGCCATAA AGAAAAAAGA CAGTACTAAA TGGAGAAAAT 1980
TAGTAGATTT CAGAGAACTT AATAAGAGAA CTCAAGACTT CTGGGAAGTT CAATTAGGAA 2040
TACCACATCC CGCAGGGTTA AAAAAGAAAA AATCAGTAAC AGTACTGGAT GTGGGTGATG 2100
CATATTTTTC AGTTCCCTTA GATGAAGACT TCAGGAAGTA TACTGCATTT ACCATACCTA 2160
GTATAAACAA TGAGACACCA GGGATTAGAT ATCAGTACAA TGTGCTTCCA CAGGGATGGA 2220
AAGGATCACC AGCAATATTC CAAAGTAGCA TGACAAAAAT CTTAGAGCCT TTTAGAAAAC 2280
AAAATCCAGA CATAGTTATC TATCAATACA TGGATGATTT GTATGTAGGA TCTGACTTAG 2340
AAATAGGGCA GCATAGAACA AAAATAGAGG AGCTGAGACA ACATCTGTTG AGGTGGGGAC 2400
TTACCACACC AGACAAAAAA CATCAGAAAG AACCTCCATT CCTTTGGATG GGTTATGAAC 2460
TCCATCCTGA TAAATGGACA GTACAGCCTA TAGTGCTGCC AGAAAAAGAC AGCTGGACTG 2520
TCAATGACAT ACAGAAGTTA GTGGGGAAAT TGAATTGGGC AAGTCAGATT TACCCAGGGA 2580
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TTAAAGTAAG GCAATTATGT AAACTCCTTA GAGGAACCAA AGCACTAACA GAAGTAATAC 2640
CACTAACAGA AGAAGCAGAG CTAGAACTGG CAGAAMACAG AGAGATTCTA AAAGAACCAG 2700
TACATGGAGT GTATTATGAC CCATCAAAAG ACTTAATAGC AGAAATACAG AAGCAGGGGC 2760
AAGGCCAATG GACATATCAA ATTTATCAAG AGCCATTTAA AAATCTGAAA ACAGGAAAAT 2820
ATGCAAGAAT GAGGGGTGCC CACACTAATG ATGTAAAACA ATTAACAGAG GCAGTGCAAA 2880
AAATAACCAC AGAAAGCATA GTAATATGGG GAAAGACTCC TAAATTTAAA CTGCCCATAC 2940
AMAGGAAAC ATGGGAAACA TGGTGGACAG AGTATTGGCA AGCCACCTGG ATTCCTGAGT 3000
GGGAGTTTGT TAATACCCCT CCCTTAGTGA AATTATGGTA CCAGTTAGAG AAAGAACCCA 3060
TAGTAGGAGC AGAAACCTTC TATGTAGATG GGGCAGCTAA CAGGGAGACT AAATTAGGAA 3120
AAGCAGGATA TGTTACTAAT AGAGGAAGAC AAAAAGTTGT CACCCTAACT GACACAACAA 3180
ATCAGAAGAC TGAGTTACAA GCAATTTATC TAGCTTTGCA GGATTCGGGA TTAGAAGTAA 3240
ACATAGTAAC AGACTCACAA TATGCATTAG GAATCATTCA AGCACAACCA GATCAAAGTG 3300
AATCAGAGTT AGTCAATCAA ATAATAGAGC AGTTAATAAA AAAGGAAAAG GTCTATCTGG 3360
CATGGGTACC AGCACACAAA GGAATTGGAG GAAATGAACA AGTAGATAAA TTAGTCAGTG 3420
CTGGAATCAG GAAAGTACTA TTTTTAGATG GAATAGATAA GGCCCAAGAT GAACATGAGA 3480
AATATCACAG TAATTGGAGA GCAATGGCTA GTGATTTTAA CCTGCCACCT GTAGTAGCAA 3540
AAGAAATAGT AGCCAGCTGT GATAAATGTC AGCTAAAAGG AGAAGCCATG CATGGACAAG 36UU
TAGACTGTAG TCCAGGAATA TGGCAACTAG ATTGTACACA TTTAGAAGGA AAAGTTATCC 3660
TGGTAGCAGT TCATGTAGCC AGTGGATATA TAGAAGCAGA AGTTATTCCA GCAGAAACAG 3720
GGCAGGAAAC AGCATATTTT CTTTTAAAAT TAGCAGGAAG ATGGCCAGTA AAMACAATAC 3780
ATACTGACAA TGGCAGCAAT TTCACCGGTG CTACGGTTAG GGCCGCCTGT TGGTGGGCGG 3840
GAATCAAGCA GGAATTTGGA ATTCCCTACA ATCCCCAAAG TCAAGGAGTA GTAGAATCTA 3900
TGAATAAAGA ATTAAAGAAA ATTATAGGAC AGGTAAGAGA TCAGGCTGAA CATCTTAAGA 3960
CAGCAGTACA AATGGCAGTA TTCATCCACA ATTTTAAAAG AAAAGGGGGG ATTGGGGGGT 4020
ACAGTGCAGG GGAAAGAATA GTAGACATAA TAGCAACAGA CATACAAACT AAAGAATTAC 4080
AAAAACAAAT TACAAAAATT CAAMATTTTC GGGTTTATTA CAGGGACAGC AGAAATTCAC 4140
TTTGGAAAGG ACCAGCAAAG CTCCTCTGGA AAGGTGAAGG GGCAGTAGTA ATACAAGATA 4200
ATAGTGACAT AAAAGTAGTG CCAAGAAGAA AAGCAAAGAT CATTAGGGAT TATGGAAAAC 4260
AGATGGCAGG TGATGATTGT GTGGCAAGTA GACAGGATGA GGATTAG 4307

SEQ .D. NO. 2 - gagpol-SYNgp - Codon-optimierte gagpol-Sequenz

ATGGGCGCCC GCGCCAGCGT GCTGTCGGGC GGCGAGCTGG ACCGCTGGGA GAAGATCCGC 60

CTGCGCCCCG GCGGCAAAAA GAAGTACAAG CTGAAGCACA TCGTGTGGGC CAGCCGCGAA 120
CTGGAGCGCT TCGCCGTGAA CCCCGGGCTC CTGGAGACCA GCGAGGGGTG CCGCCAGATC 180
CTCGGCCAAC TGCAGCCCAG CCTGCAAACC GGCAGCGAGG AGCTGCGCAG CCTGTACAAC 240
ACCGTGGCCA CGCTGTACTG CGTCCACCAG CGCATCGAAA TCAAGGATAC GAAAGAGGCC 300
CTGGATAAAA TCGAAGAGGA ACAGAATAAG AGCAAAAAGA AGGCCCAACA GGCCGCCGCG 360
GACACCGGAC ACAGCAACCA GGTCAGCCAG AACTACCCCA TCGTGCAGAA CATCCAGGGG 420
CAGATGGTGC ACCAGGCCAT CTCCCCCCGC ACGCTGAACG CCTGGGTGAA GGTGGTGGAA 480
GAGAAGGCTT TTAGCCCGGA GGTGATACCC ATGTTCTCAG CCCTGTCAGA GGGAGCCACC 540
CCCCAAGATC TGAACACCAT GCTCAACACA GTGGGGGGAC ACCAGGCCGC CATGCAGATG 600
CTGAAGGAGA CCATCAATGA GGAGGCTGCC GAATGGGATC GTGTGCATCC GGTGCACGCA 660
GGGCCCATCG CACCGGGCCA GATGCGTGAG CCACGGGGCT CAGACATCGC CGGAACGACT 720
AGTACCCTTC AGGAACAGAT CGGCTGGATG ACCAACAACC CACCCATCCC GGTGGGAGAA 780
ATCTACAAAC GCTGGATCAT CCTGGGCCTG AACAAGATCG TGCGCATGTA TAGCCCTACC 840
AGCATCCTGG ACATCCGCCA AGGCCCGAAG GAACCCTTTC GCGACTACGT GGACCGGTTC 900
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TACAAAACGC TCCGCGCCGA GCAGGCTAGC CAGGAGGTGA AGAACTGGAT GACCGAAACC 960

CTGCTGGTCC AGAACGCGAA CCCGGACTGC AAGACGATCC TGAAGGCCCT GGGCCCAGCG 1020
GCTACCCTAG AGGAAATGAT GACCGCCTGT CAGGGAGTGG GCGGACCCGG CCACAAGGCA 1080
CGCGTCCTGG CTGAGGCCAT GAGCCAGGTG ACCAACTCCG CTACCATCAT GATGCAGCGC 1140
GGCAACTTTC GGAACCAACG CAAGATCGTC AAGTGCTTCA ACTGTGGCAA AGAAGGGCAC 1200
ACAGCCCGCA ACTGCAGGGC CCCTAGGAAA AAGGGCTGCT GGAAATGCGG CAAGGAAGGC 1260
CACCAGATGA AAGACTGTAC TGAGAGACAG GCTAATTTTT TAGGGAAGAT CTGGCCTTCC 1320
TACAAGGGAA GGCCAGGGAA TTTTCTTCAG AGCAGACCAG AGCCAACAGC CCCACCAGAA 1380
GAGAGCTTCA GGTCTGGGGT AGAGACAACA ACTCCCCCTC AGAAGCAGGA GCCGATAGAC 1440
AAGGAACTGT ATCCTTTAAC TTCCCTCAGA TCACTCTTTG GCAACGACCC CTCGTCACAA 1500
TAAAGATAGG GGGGCAGCTC AAGGAGGCTC TCCTGGACAC CGGAGCAGAC GACACCGTGC 1560
TGGAGGAGAT GTCGTTGCCA GGCCGCTGGA AGCCGAAGAT GATCGGGGGA ATCGGCGGTT 1620
TCATCAAGGT GCGCCAGTAT GACCAGATCC TCATCGAAAT CTGCGGCCAC AAGGCTATCG 1680
GTACCGTGCT GGTGGGCCCC ACACCCGTCA ACATCATCGG ACGCAACCTG TTGACGCAGA 1740
TCGGTTGCAC GCTGAACTTC CCCATTAGCC CTATCGAGAC GGTACCGGTG AAGCTGAAGC 1800
CCGGGATGGA CGGCCCGAAG GTCAAGCAAT GGCCATTGAC AGAGGAGAAG ATCAAGGCAC 1860
TGGTGGAGAT TTGCACAGAG ATGGAAAAGG AAGGGAAAAT CTCCAAGAT! GGGCCTGAGA 1920
ACCCGTACAA CACGCCGGTG TTCGCAATCA AGAAGAAGGA CTCGACGAAA TGGCGCAAGC 1980
TGGTGGACTT CCGCGAGCTG AACAAGCGCA CGCAAGACTT CTGGGAGGTT CAGCTGGGCA 2040
TCCCGCACCC CGCAGGGCTG AAGAAGAAGA AATCCGTGAC CGTACTGGAT GTGGGTGATG 2100
CCTACTTCTC CGTTCCCCTG GACGAAGACT TCAGGAAGTA CACTGCCTTC ACAATCCCTT 2160
CGATCAACAA CGAGACACCG GGGATTCGAT ATCAGTACAA CGTGCTGCCC CAGGGCTGGA 2220
AAGGCTCTCC CGCAATCTTC CAGAGTAGCA TGACCAAAAT CCTGGAGCCT TTCCGCAAAC 2280
AGAACCCCGA CATCGTCATC TATCAGTACA TGGATGACTT GTACGTGGGC TCTGATCTAG 2340
AGATAGGGCA GCACCGCACC AAGATCGAGG AGCTGCGCCA GCACCTGTTG AGGTGGGGAC 2400
TGACCACACC CGACAAGAAG CACCAGAAGG AGCCTCCCTT CCTCTGGATG GGTTACGAGC 2460
TGCACCCTGA CAAATGGACC GTGCAGCCTA TCGTGCTGCC AGAGAAAGAC AGCTGGACTG 2520
TCAACGACAT ACAGAAGCTG GTGGGGAAGT TGAACTGGGC CAGTCAGATT TACCCAGGGA 2580
TTAAGGTGAG GCAGCTGTGC AAACTCCTCC GCGGAACCAA GGCACTCACA GAGGTGATCC 2640
CCCTAACCGA GGAGGCCGAG CTCGAACTGG CAGAAAACCG AGAGATCCTA AAGGAGCCCG 2700
TGCACGGCGT GTACTATGAC CCCTCCAAGG ACCTGATCGC CGAGATCCAG AAGCAGGGGC 2760
AAGGCCAGTG GACCTATCAG ATTTACCAGG AGCCCTTCAA GAACCTGAAG ACCGGCAAGT 2820
ACGCCCGGAT GAGGGGTGCC CACACTAACG ACGTCAAGCA GCTGACCGAG GCCGTGCAGA 2880
AGATCACCAC CGAAAGCATC GTGATCTGGG GAAAGACTCC TAAGTTCAAG CTGCCCATCC 2940
AGAAGGAAAC CTGGGAAACC TGGTGGACAG AGTATTGGCA GGCCACCTGG ATTCCTGAGT 3000
GGGAGTTCGT CAACACCCCT CCCCTGGTGA AGCTGTGGTA CCAGCTGGAG AAGGAGCCCA 3060
TAGTGGGCGC CGAAACCTTC TACGTGGATG GGGCCGCTAA CAGGGAGACT AAGCTGGGCA 3120
AAGCCGGATA CGTCACTAAC CGGGGCAGAC AGAAGGTTGT CACCCTCACT GACACCACCA 3180
ACCAGAAGAC TGAGCTGCAG GCCATTTACC TCGCTTTGCA GGACTCGGGC CTGGAGGTGA 3240
ACATCGTGAC AGACTCTCAG TATGCCCTGG GCATCATTCA AGCCCAGCCA GACCAGAGTG 3300
AGTCCGAGCT GGTCAATCAG ATCATCGAGC AGCTGATCAA GAAGGAAAAG GTCTATCTGG 3360
CCTGGGTACC CGCCCACAAA GGCATTGGCG GCAATGAGCA GGTCGACAAG CTGGTCTCGG 3420
CTGGCATCAG GAAGGTGCTA TTCCTGGATG GCATCGACAA GGCCCAGGAC GAGCACGAGA 3480
AATACCACAG CAACTGGCGG GCCATGGCTA GCGACTTCAA CCTGCCCCCT GTGGTGGCCA 3540
AGAGATCGT GGCCAGCTGT GACAAGTGTC AGCTCAAGGG CGAAGCCATG CATGGCCAGG 3600
TGGACTGTAG CCCCGGCATC TGGCAACTCG ATTGCACCCA TCTGGAGGGC AAGGTTATCC 3660
TGGTAGCCGT CCATGTGGCC AGTGGCTACA TCGAGGCCGA GGTCATTCCC GCCGAAACAG 3720
GGCAGGAGAC AGCCTACTTC CTCCTGAAGC TGGCAGGCCG GTGGCCAGTG AAGACCATCC 3780
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ATACTGACAA TGGCAGCAAT TTCACCAGTG CTACGGTTAA GGCCGCCTGC TGGTGGGCGG 3840
GAATCAAGCA GGAGTTCGGG ATCCCCTACA ATCCCCAGAG TCAGGGCGTC GTCGAGTCTA 3900
TGAATAAGGA GTTAAAGAAG ATTATCGGCC AGGTCAGAGA TCAGGCTGAG CATCTCAAGA 3960
CCGCGGTCCA AATGGCGGTA TTCATCCACA ATTTCAAGCG GAAGGGGGGG ATTGGGGGGT 4020
ACAGTGCGGG GGAGCGGATC GTGGACATCA TCGCGACCGA CATCCAGACT AAGGAGCTGC 4080
AAAAGCAGAT TACCAAGATT CAGAATTTCC GGGTCTACTA CAGGGACAGC AGAAATCCCC 4140
TCTGGAAAGG CCCAGCGAAG CTCCTCTGGA AGGGTGAGGG GGCAGTAGTG ATCCAGGATA 4200
ATAGCGACAT CAAGGTGGTG CCCAGAAGAA AGGCGAAGAT CATTAGGGAT TATGGCAAAC 4260
AGATGGCGGG TGATGATTGC GTGGCGAGCA GACAGGATGA GGATTAG 4307

SEQ. ID. NO. 3 - Hull-Gen aus HIV-1 MN (Genbank-Zugangsnummer M17449)

ATGAGAGTGA AGGGGATCAG GAGGAATTAT CAGCACTGGT GGGGATGGGG CACGATGCTC 60
CTTGGGTTAT TAATGATCTG TAGTGCTACA GAAAAATTGT GGGTCACAGT CTATTATGGG 120
GTACCTGTGT GGAAAGAAGC AACCACCACT CTATTTTGTG CATCAGATGC TAAAGCATAT 180
GATACAGAGG TACATAATGT TTGGGCCACA CAAGCCTGTG TACCCACAGA CCCCAACCCA 240
CAAGAAGTAG AATTGGTAAA TGTGACAGAA AATTTTAACA TGTGGAAAAA TAACATGGTA 300
GAACAGATGC ATGAGGATAT AATCAGTTTA TGGGATCAAA GCCTAAAGCC ATGTGTAAAA 360
TTAACCCCAC TCTGTGTTAC TTTAAATTGC ACTGATTTGA GGAATACTAC TAATACCAAT 420
AATAGTACTG CTAATAACAA TAGTAATAGC GAGGGAACAA TAAAGGGAGG AGAAATGAAA 480
AACTGCTCTT TCAATATCAC CACAAGCATA AGAGATAAGA TGCAGAAAGA ATATGCACTT 540
CTTTATAAAC TTGATATAGT ATCAATAGAT AATGATAGTA CCAGCTATAG GTTGATAAGT 600
TGTAATACCT CAGTCATTAC ACAAGCTTGT CCAAAGATAT CCTTTGAGCC AATTCCCATA 660
CACTATTGTG CCCCGGCTGG TTTTGCGATT CTAAAATGTA ACGATAAAAA GTTCAGTGGA 720
AAAGGATCAT GTAAAAATGT CAGCACAGTA CAATGTACAC ATGGAATTAG GCCAGTAGTA 780
TCAACTCAAC TGCTGTTAAA TGGCAGTCTA GCAGAAGAAG AGGTAGTAAT TAGATCTGAG 840
AATTTCACTG ATAATGCTAA AACCATCATA GTACATCTGA ATGAATCTGT ACAAATTAAT 900
TGTACAAGAC CCAACTACAA TAAAAGAAAA AGGATACATA TAGGACCAGG GAGAGCATTT 960
TATACAACAA AAAATATAAT AGGAACTATA AGACAAGCAC ATTGTAACAT TAGTAGAGCA 1020
AAATGGAATG ACACTTTAAG ACAGATAGTT AGCAAATTAA AAGAACAATT TAAGAATAAA 1080
ACAATAGTCT TTAATCAATC CTCAGGAGGG GACCCAGAAA TTGTAATGCA CAGTTTTAAT 1140
TGTGGAGGGG AATTTTTCTA CTGTAATACA TCACCACTGT TTAATAGTAC TTGGAATGGT 1200
AATAATACTT GGAATAATAC TACAGGGTCA AATAACAATA TCACACTTCA ATGCAAAATA 1260
AAACAAATTA TAAACATGTG GCAGGAAGTA GGAAAAGCAA TGTATGCCCC TCCCATTGAA 1320
GGACAAATTA GATGTTCATC AAATATTACA GGGCTACTAT TAACAAGAGA TGGTGGTAAG 1380
GACACGGACA CGAACGACAC CGAGATCTTC AGACCTGGAG GAGGAGATAT GAGGGACAAT 1440
TGGAGAAGTG AATTATATAA ATATAAAGTA GTAACAATTG AACCATTAGG AGTAGCACCC 1500
ACCAAGGCAA AGAGAAGAGT GGTGCAGAGA GAAAAAAGAG CAGCGATAGG AGCTCTGTTC 1560
CTTGGGTTCT TAGGAGCAGC AGGAAGCACT ATGGGCGCAG CGTCAGTGAC GCTGACGGTA 1620
CAGGCCAGAC TATTATTGTC TGGTATAGTG CAACAGCAGA ACAATTTGCT GAGGGCCATT 1680
GAGGCGCAAC AGCATATGTT GCAACTCACA GTCTGGGGCA TCAAGCAGCT CCAGGCAAGA 1740
GTCCTGGCTG TGGAAAGATA CCTAAAGGAT CAACAGCTCC TGGEGTTTTG GGGTTGCTCT 1800
GGAAAACTCA TTTGCACCAC TACTGTGCCT TGGAATGCTA GTTGGAGTAA TAAATCTCTG 1860
GATGATATTT GGAATAACAT GACCTGGATG CAGTGGGAAA GAGAAATTGA CAATTACACA 1920
AGCTTAATAT ACTCATTACT AGAAAAATCG CAAACCCAAC AAGAAAAGAA TGAACAAGAA 1980
TTATTGGAAT TGGATAAATG GGCAAGTTTG TGGAATTGGT TTGACATAAC AAATTGGCTG 2040
TGGTATATAA AAATATTCAT AATGATAGTA GGAGGCTTGG TAGGTTTAAG AATAGTTTTT 2100
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GCTGTACTTT CTATAGTGAA TAGAGTTAGG CAGGGATACT CACCATTGTC GTTGCAGACC 2160
CGCCCCCCAG TTCCGAGGGG ACCCGACAGG CCCGAAGGAA TCGAAGAAGA AGGTGGAGAG 2220
AGAGACAGAG ACACATCCGG TCGATTAGTG CATGGATTCT TAGCAATTAT CTGGGTCGAC 2280
CTGCGGAGCC TGTTCCTCTT CAGCTACCAC CACAGAGACT TACTCTTGAT TGCAGCGAGG 2340
ATTGTGGAAC TTCTGGGACG CAGGGGGTGG GAAGTCCTCA AATATTGGTG GAATCTCCTA 2400
CAGTATTGGA GTCAGGAACT AAAGAGTAGT GCTGTTAGCT TGCTTAATGC CACAGCTATA 2460
GCAGTAGCTG AGGGGACAGA TAGGGTTATA GAAGTACTGC AAGAGCTGG TAGAGCTATT 2520
CTCCACATAC CTACAAGAAT AAGACAGGGC TTGGAAAGGG CTTTGCTATA A 2571

SEQ. I.D. NO. 4 - SYNgp-160mn - Codon-optimierte env-Sequenz

ATGAGGGTGA AGGGGATCCG CCGCAACTAC CAGCACTGGT GGGGCTGGGG CACGATGCTC 60
CTGGGGCTGC TGATGATCTG CAGCGCCACC GAGAAGCTGT GGGTGACCGT GTACTACGGC 120
GTGCCCGTGT GGAAGGAGGC CACCACCACC CTGTTCTGCG CCAGCGACGC CAAGGCGTAC 180
GACACCGAGG TGCACAACGT GTGGGCCACC CAGGCGTGCG TGCCCACCGA CCCCAACCCC 240
CAGGAGGTGG AGCTCGTGAA CGTGACCGAG AACTTCAACA TGTGGAAGAA CAACATGGTG 300
GAGCAGATGC ATGAGGACAT CATCAGCCTG TGGGACCAGA GCCTGAAGCC CTGCGTGAAG 360
CTGACCCCCC TGTGCGTGAC CCTGAACTGC ACCGACCTGA GGAACACCAC CAACACCAAC 420
AACAGCACCG CCAACAACAA CAGCAACAGC GAGGGCACCA TCAAGGGCGG CGAGATGAAG 480
AACTGCAGCT TCAACATCAC CACCAGCATC CGCGACAAGA TGCAGAAGGA GTACGCCCTG 540
CTGTACAAGC TGGATATCGT GAGCATCGAC AACGACAGCA CCAGCTACCG CCTGATCTCC 600
TGCAACACCA GCGTGATCAC CCAGGCCTGC CCCAAGATCA GCTTCGAGCC CATCCCCATC 660
CACTACTGCG CCCCCGCCGG CTTCGCCATC CTGAAGTGCA ACGACAAGAA GTTCAGCGGC 720
AAGGGCAGCT GCAAGAACGT GAGCACCGTG CAGTGCACCC ACGGCATCCG GCCGGTGGTG 780
AGCACCCAGC TCCTGCTGAA CGGCAGCCTG GCCGAGGAGG AGGTGGTGAT CCGCAGCGAG 840
AACTTCACCG ACAACGCCAA GACCATCATC GTGCACCTGA ATGAGAGCGT GCAGATCAAC 900
TGCACGCGTC CCAACTACAA CAAGCGCAAG CGCATCCACA TCGGCCCCGG GCGCGCCTTC 960
TACACCACCA AGAACATCAT CGGCACCATC CGCCAGGCCC ACTGCAACAT CTCTAGAGCC 1020
AAGTGGAACG ACACCCTGCG CCAGATCGTG AGCAAGCTGA AGGAGCAGTT CAAGAACAAG 1080
ACCATCGTGT TCAACCAGAG CAGCGGCGGC GACCCCGAGA TCGTGATGCA CAGCTTCAAC 1140
TGCGGCGGCG AATTCTTCTA CTGCAACACC AGCCCCCTGT TCAACAGCAC CTGGAACGGC 1200
AACAACACCT GGAACAACAC CACCGGCAGC AACAACAATA TTACCCTCCA GTGCAAGATC 1260
AAGCAGATCA TCAACATGTG GCAGGAGGTG GGCAAGGCCA TGTACGCCCC CCCCATCGAG 1320
GGCCAGATCC GGTGCAGCAG CAACATCACC GGTCTGCTGC TGACCCGCGA CGGCGGCAAG 1380
GACACCGACA CCAACGACAC CGAAATCTTC CGCCCCGGCG GCGGCGACAT GCGCGACAAC 1440
TGGAGATCTG AGCTGTACAA GTACAAGGTG GTGACGATCG AGCCCCTGGG CGTGGCCCCC 1500
ACCAAGGCCA AGCGCCGCGT GGTGCAGCGC GAGAAGCGGG CCGCCATCGG CGCCCTGTTC 1560
CTGGGCTTCC TGGGGGCGGC GGGCAGCACC ATGGGGGCCG CCAGCGTGAC CCTGACCGTG 1620
CAGGCCCGCC TGCTCCTGAG CGGCATCGTG CAGCAGCAGA ACAACCTCCT CCGCGCCATC 1680
GAGGCCCAGC AGCATATGCT CCAGCTCACC GTGTGGGGCA TCAAGCAGCT CCAGGCCCGC 1740
GTGCTGGCCG TGGAGCGCTA CCTGAAGGAC CAGCAGCTCC TGGGCTTCTG GGGCTGCTCC 1800
GGCAAGCTGA TCTGCACCAC CACGGTACCC TGGAACGCCT CCTGGAGCAA CAAGAGCCTG 1860
GACGACATCT GGAACAACAT GACCTGGATG CAGTGGGAGC GCGAGATCGA TAACTACACC 1920
AGCCTGATCT ACAGCCTGCT GGAGAAGAGC CAGACCCAGC AGGAGAAGAA CGAGCAGGAG 1980
CTGCTGGAGC TGGACAAGTG GGCGAGCCTG TGGAACTGGT TCGACATCAC CAACTGGCTG 2040
TGGTACATCA AAATCTTCAT CATGATTGTG GGCGGCCTGG TGGGCCTCCG CATCGTGTTC 2100
GCCGTGCTGA GCATCGTGAA CCGCGTGCGC CAGGGCTACA GCCCCCTGAG CCTCCAGACC 2160
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CGGCCCCCCG TGCCGCGCGG GCCCGACCGC CCCGAGGGCA TCGAGGAGGA GGGCGGCGAG 2220
CGCGACCGCG ACACCAGCGG CAGGCTCGTG CACGGCTTCC TGGCGATCAT CTGGGTCGAC 2280
CTCCGCAGCC TGTTCCTGTT CAGCTACCAC CACCGCGACC TGCTGCTGAT CGCCGCCCGC 2340
ATCGTGGAAC TCCTAGGCCG CCGCGGCTGG GAGGTGCTGA AGTACTGGTG GAACCTCCTC 2400
CAGTATTGGA GCCAGGAGCT GAAGTCCAGC GCCGTGAGCC TGCTGAACGC CACCGCCATC 2460
GCCGTGGCCG AGGGCACCGA CCGCGTGATC GAGGTGCTCC AGAGGGCCGG GAGGGCGATC 2520
CTGCACATCC CCACCCGCAT CCGCCAGGGG CTCGAGAGGG CGCTGCTGTA A 2571

Patentanspriiche

1. Lentivirusvektor, welcher folgendes umfaldt:
(i) ein Virusgenom, umfassend wenigstens eine erste Nukleotidsequenz, die ein Ribozym oder eine Antisen-
se-Ribonukleinsaure codiert, wobei die Sequenz an eine zweite Nukleotidsequenz oder deren Transkriptions-
produkt binden und deren Spaltung bewirken kann, wobei die zweite Nukleotidsequenz ein Viruspolypeptid co-
diert, welches flir das Zusammensetzen von Viruspartikeln erforderlich ist,
(i) eine dritte Nukleotidsequenz, welche das Viruspolypeptid, das flir das Zusammensetzen des Virusgenoms
zu Viruspartikeln erforderlich ist, codiert, wobei die dritte Nukleotidsequenz eine andere Nukleotidseauenz hat
als die zweite Nukleotidsequenz, so dal die dritte Nukleotidseauenz oder deren Transkriptionsprodukt fir die
Expression in Erzeugerzellen Codon-optimiert und gegentiiber einer durch das Ribozym oder die Antisense-Ri-
bonukleinsaure gesteuerten Spaltung resistent ist.

2. Vektor nach Anspruch 1, wobei der Lentivirusvektor ein HIV-Vektor ist.

3. Vektor nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei das fiir das Zusammensetzen von Viruspartikeln er-
forderliche Polypeptid unter gag-, pol- und env-Proteinen ausgewabhlt ist.

4. Vektor nach Anspruch 3, wobei wenigstens das gag- und das pol-Protein von einem Lentivirus stammen.

5. Vektor nach Anspruch 3, wobei das env-Protein von einem Lentivirus stammt.

6. Vektor nach Anspruch 4 oder 5, wobei der Lentivirus HIV ist.

7. Vektor nach einem der vorangegangenen Anspriche, wobei die dritte Nukleotidsequenz als Ergebnis
einer oder mehrerer konservativer Veranderungen in der Nukleotidsequenz, die Bindungs-Spaltungsstellen,
die von dem Ribozym oder einer Antisense-Ribonukleinsdure erkannt werden, entfernen, gegeniber einer
durch das Ribozym oder die Antisense-Ribonukleinsadure gesteuerten Spaltung resistent ist.

8. Vektor nach einem der vorangegangenen Anspriiche, wobei die Erzeugerzellen Sdugerzellen sind.

9. Vektor nach einem der vorangegangenen Anspriiche, welcher eine Mehrzahl erster Nukleotidsequen-
zen und dritter Nukleotidsequenzen, wie sie hierin definiert sind, umfaft.

10. Vektor nach Anspruch 1, welcher von Rev unabhéangig ist.
11. Vektor nach Anspruch 1, wobei Rev und/oder RRE fehlen.

12. Lentiviruspartikel, umfassend ein Virusgenom, wie es in einem der Anspriiche 1 bis 11 definiert ist, und
eine oder mehrere dritte Nukleotidsequenzen, wie sie in einem der Anspriiche 1 bis 11 definiert sind.

13. Verfahren zum Herstellen eines Lentiviruspartikels, wobei das Verfahren umfaf3t, dal man (i) ein Virus-
genom, wie es in einem der Anspriiche 1 bis 11 definiert ist, (ii) eine oder mehrere dritte Nukleotidsequenzen,
wie sie in einem der Anspriiche 1 bis 11 definiert sind, und (iii) Nukleotidsequenzen, die die anderen wesentli-
chen Virusverpackungskomponenten, die nicht durch die eine oder die mehreren dritten Nukleotidsequenzen
codiert werden, codieren, in eine Wirtszelle einbringt.

14. Pharmazeutische Zusammensetzung, welche ein Lentiviruspartikel nach Anspruch 12 zusammen mit
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einem pharmazeutisch vertraglichen Trager oder Verdinnungsmittel umfaft.

15. Lentivirusvektor nach einem der Anspriiche 1 bis 11 oder Viruspartikel nach Anspruch 12 zur Behand-
lung einer Virusinfektion.

16. Lentivirusvektor nach einem der Anspriche 1 bis 11 zur Verwendung in einem Verfahren zur Herstel-
lung von Viruspartikeln.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1
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Figur 2
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Figur 3

gagpol-HXB2 -> Codon-Verwendung

DNA-Sequenz

MW

T
¢
TTA
TTG

CTT
cTC
CTA
CTG

ATT

ATC .

ATA
ATG

GTT
GTC
GTA
GTG

phe
phe
leu
leu

leu
leu
leu
leu

ile
ile
ile
mat

val
val
val
val

4308 b.p.

1436 Codons

161929 Dalten

BH [0 2 2l o cocma

<<< <

21
14
46
11

13

7
17
16

30
14
56
29

15
11
SS
15

TCT
TCC
TCA
TCG

CcCT
ccc
CCA
ccG

ACT
ACC
ACA
ACG

GCT
GCC
GCA

ATGGGTGCGAGA ...
CAX(S.c.) : 0.083
sar S 3 TAT tyx
ser S 3 TAC tyr
ger S 19 TAA OCH
ser § 1 TAG AMB
pro P 21 CAT his
pro P 14 CAC his
pro P 41 CAA gln
pro P - CAG gln
thr T 24 AAT asn
thr T 20 AAC asn
thr T 43 AAA lys
thr T 1 AAG lys
ala A 17 GAT asp
ala A 19 GAC asp
ala A S5 GAA glu
ala A 5 GAG glu
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linear

GATGAGGATTAG
CAI(E.ec.) : 0.151
Y 30 TGT cys C
Y 9 TGC cys C
Z - TGA OPA 2
k4 1 TGG trp W
H 20 CGT arg R
H 7 CGC arg R
Q Sé CGA arg R
Q@ 39 CGG arg R
N 42 AGT ser S
N 16 AGC ser S
K 88 AGA arg R
K 34 AGG arg R
D 37 GST gly G
D 26 GGC gly G
E 75 GGA gly G
E 32 GGG gly G

w

18
16
45
18

11
10
61
26
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DNA-Sequenz

MA

TTT

CTT
CTC
CTA

ATT
ATC
ATA
ATG

GTC
GTA
GTG

phe
phe
leu
leu

leu
leu
leu
leu

ile
ile
ile
met

val
val
val
val

4308 b.p.

1436 Codons

HHH [l il ol o cocmm

<< e

)
30
2
7

22

70

17
79

29

27

58

161929 palton

TCT
TCC
TCA
TCG

cCcT
cce
CCA
CCG

ACT
ACC
ACA
ACG

GCT

GCA
GCG

Figur 4

ATGGGCGLCCGC
CAI(S.c.}) : 0.080
ser § 5  TAT tyr
ser S 11 TAC tyr
ser S 4 TAA OCH
ser S 6 TAG AMB
pro P 14 CAT his
pro P 39 CAC his
pro P 10 CAA gln
pPro P 13 CAG gin
thr T 11 AAT asn
thr T 48 AAC asn
thr T 13 AMA lys
thr T 16 AAG lys
ala A 15 GAT asp
ala A Sé GAC asp
ala A 13 GAA glu
ala A 12 GAG glu

26/30

.. GATGAGGATTAG linear
CAI(E.c.) 0.296
Y 10 TGT cys C
Y 29 TGC cys C
Z - TGA OPA 2
A 1 TGG trp W
H 6 CGT arg R
H 21 CGC arg R
Q 14 CGA arg R
Q 81 CGG arg R
N 13 AGT ser §
N 4S AGC ser S
K 25 AGA arg R
K 97 AGG arg R
D 19 GGT gly G
D 44 GGC gly G
E 29 GGA gly G
E 78 GGG gly G

10
54.
16
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DNA-Sequenz

TG

cTT
CTC
CTA
CTG

ATT
ATC
ATA
ATG

GTT
GTC
GTA
GTG

pae
phe
leu
leu

ley
leu
leu
leu

ile
ile
ile
met

val
val
val
val

2571 b.p. ATGAGAGTGAAG ...

857 Codons

97078 Dalton CAI(S.c.) : 0.083
F 13 TCT ser S 7 TAT tyr
F 11 TCC ser S 3 TAC tyr
L 20 TCA ser S 13 TAA OCH
L 17 TCG ser S 2 TAG AMB
L 9 CCT pro P 5 CAT his
L 11 cCC pro P 9 CAC his
L 12 CCA pro P 12 CAA g¢gln
L 15 CCG pro P 2 CAG gln
I 21 ACT thr T 16 AAT asn
I 10 ACC thr T 14 AAC asn
I 32 ACA thr T 28 AAA lys
M 17 ACG thr T S AAG ‘lys
v 8 GCT ala A 16  GAT asp
v 9 GCC ala A 7 GAC asp
v 26 GCA ala A 20 GAA glu
v 12 GCG ala A 5 GAG glu

Figur 5
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linear

GCTTTGCTATAA
CAI(E.c.) 0.140
Y 15 TGT cys C
Y 7 TGC cys C
2 1 TGA OPA 2
Z - TGG trp W
H 8 CGT arg R
H 6§ CGC arg R
Q 22 CGA arg R
Q 19 CGG arg R
N S0 AGT ser S
N 13 AGC ser S
K 32 AGA arg R
K 14 AGG arg R
D 18 GGT gly G
D 14 GGC gly G
E 36 GGA gly G
E 10 GGG gly G

- et

11 .
30
15

10

28
12
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DNA-Sequenz

TTC
TTA
TTG

cTC
CTA
CTG

ATT
ATC
ATA
ATG

GTT
GTC
GTA

phe
phe
leu
leu

leu
leu
leu
leu

ile
ile
ile
met
val

val
val

Figur 6
SYNgpl60mn -> Codon-Verwendung
2571 b.p. ATGAGGGTGAAG ..

857 Codons

97078 Dalton CAI(S.c.) : 0.074
F - TCT ser S 2 TAT tyx
F 24 TCC ser S TAC tyT
L - TCA ser S - TAA OCH
L - TCG ser S - TAG AM3
i - CCT pro P - CAT his
L 20 CCC pro P 26 CAC his
L 1 CCA pro P - CAA gln
L 63 CCG pro P 2 CAG gln
I 2 ACT thr T - AAT asn
I 61 ACC thr T 59 AAC asn
I - ACA thr T - ARA lys
M 17 ACG thr T 4 AAG lys
v - "GCT ala A -~ GAT asp
v 1 GCC ala A 40 GAC asp
v 1 GCA ala A - GAA glu
v s3 GCG ala A 8 GAG glu

GTG

val
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. GCGCTGOTGTAA

CAI(E.c.) : 0.419
Y 1 TGT cys C
Y 21 TGC cys C
4 h TGA OPA 2
z -  TGG txp W
H 2 CGT axrg R
H 12 CGC arg R
Q - CGA arg R
Q¢ “41 CGG axg R
N 2 AGT ser S
N 61 AGC ser §
K 1 AGA arg R
K 45 AGG arg R
D 2 GGT gly G
D 30 GGC gly G
E 3 GGA gly G
E 43 GGG gly G

linear
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