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ZUSAMMENFASSUNG

Verglichen mit normal progredierenden HIV-1 Infizierten weisen Langzeit Nicht-
Progredierende (LTNP), trotz chronischer Infektion und ohne antivirale Therapie, keinerlei
Anzeichen einer klinischen Progression sowie stabil hohe CD4"-Zellzahlen und eine geringe
Viruslast auf. Fur diesen ungewohnlichen Infektionsverlauf wurden mehrere virologische,
genetische und immunologische Ursachen in der Literatur beschrieben. Anhand einer gut
charakterisierten LTNP-Kohorte und einer Kontrollgruppe mit vergleichbaren klinischen
Markern, wurde hier der Einfluss der einzelnen Faktoren, vor allem der humoralen Immun-

antwort, auf den Infektionsverlauf analysiert.

Die Analyse viraler und patienteneigener Gene zeigt, dass keiner der LTNP die ccr5A32
Mutation aufweist und auch der Vergleich der viralen Proteine Env, Nef, Rev, Tat und Vpr
ergab keine zwingende Ursache fir ein Ausbleiben der Progression. So zeigt sich zwar eine
Anreicherung von Insertionen in den Variablen Schleifen (v.a. V1/V2) in den Env der LTNP-
Viren, die Funktionalitit der viralen Hiullproteine wurde jedoch mit Hilfe HIV-1
Env-rekombinanter Reporterviren aufgezeigt. Die HIV-1 Env-rekombinanten Reporterviren
der LTNP unterschieden sich weder in ihrer Infektiositat, noch in der Effizienz der frihen
Replikationsschritte von den korrespondierenden Viren der HIV-1 Kontrollpatienten, was
einen entscheidenden Einfluss der Hillproteine auf den Infektionsverlauf nahezu aus-
schliel3t. Seitens der zellularen Immunantwort wurden in einigen LTNP HLA-B Typen
identifiziert, die in der Literatur mit einem verlangsamten Infektionsverlauf und einer aus-
gepragten zellularen Immunantwort in Verbindung gebracht wurden. Die Untersuchung der
zellularen Immunantwort der LTNP (auf3erhalb dieser Arbeit) ergab jedoch keine Besonder-
heiten, was den Einfluss der identifizierten HLA-B Typen auf den nicht-progredierenden
Infektionsverlauf relativiert. Die humorale Immunantwort der Patienten wurde in umfassen-
den Neutralisationsstudien mit Hilfe der HIV-1 Env-rekombinanten Reporterviren analysiert.
Hierbei zeigte sich, dass die LTNP, verglichen mit den HIV-1 Kontrollpatienten, eine
signifikant bessere humorale Immunantwort besitzen. Zusammen mit den zuvor
gewonnenen Erkenntnissen legt dies einen entscheidenden Einfluss neutralisierender

Antikdrper am Nicht-Progredieren der LTNP nahe.

Durch den Einsatz HIV-1 Env-spezifischer Peptidphagen wurde die humorale
Immunantwort der zwei Patientengruppen weiter untersucht, wobei einige Unterschiede
zwischen der Antikérperantwort der LTNP und HIV-1 Kontrollpatienten aufgezeigt wurden.
Mit Hilfe dieser Peptidphagen wurde in Versuchstieren eine HIV-1 Env-reaktive Immunant-
wort induziert. Die Fusion von Myelomzellen mit den B-Zellen der immunisierten Tiere und

die anschliel3ende Selektion fuhrten zur Isolierung HIV-1 Env-spezifischer Hybridomazellen.




Um sich den Vorteil der langjahrigen Antikdrperreifung in den Patienten selbst zu Nutze
zu machen und gezielt breit-neutralisierende Antikdrper zu isolieren, wurden, ausgehend
von B-Zell mRNA der LTNP, patienteneigene scF, Phagen Display Bibliotheken erstellt. Die
in vitro Selektion dieser scF, Phagen Display Bibliotheken mit unterschiedlichen HIV-1 Env
Varianten fihrte zur Isolierung einiger HIV-1 Env spezifischer scF,-Phagen. Die
Untersuchung der Bindungseigenschaften des reaktivsten scF,-Phagens zeigte eine breite
Reaktivitat gegen unterschiedliche HIV-1 Env Varianten, die durch HIV-1 positives Serum
kompetiert werden konnte. Das Epitop dieses scF,-Phagens wurde in der Variablen
Schleife 3 von HIV-1 Env lokalisiert.

Diese Arbeit zeigt den entscheidenden Einfluss der humoralen Immunantwort fir die
nicht-progredierende Infektion der hier untersuchten LTNP und gibt erste Hinweise auf
mdogliche Ursachen fur die auRergewohnlich breite Serumreaktivitat. Die Identifikation
charakteristischer Eigenschaften in der humoralen Immunantwort, sowie die ldentifizierung
der hierfir verantwortlichen Antikdrper kann bei der Entwicklung aktiver oder passiver
Vakzine von entscheidendem Vorteil sein oder als Ausgangspunkt flr neue therapeutische

Ansatze dienen.
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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Humanes Immundefizienz Virus Typ 1

1.1.1. Historie, Klassifizierung und Pandemie

1.1.1.1. Historie

Zu Beginn der 1980er Jahre isoliert die Gruppe um L. Montagnier am Pasteur Institut in
Paris aus einem Patienten mit erworbener Immunschwache (Acquired Immune Deficiency
Syndrome, AIDS) ein bisher unbekanntes T-lymphotrophes Retrovirus und bezeichnet
dieses als Lymphadenopathie-assoziiertes Virus (LAV)'. Zur gleichen Zeit weisen R. Gallo
und seine Mitarbeiter am National Institut of Health (NIH) in Bethesda, Maryland in Patien-
ten einen neuen Subtyp von T-Zell Leukamie Viren (HTLV Typ IIl) nach und zeigen, dass
deren Tropismus zu einem Verlust CD4" Lymphozyten und zur Ausbildung von AIDS
fuhrt’®®1% 1n den folgenden Jahren stellt sich heraus, dass es sich in beiden Fallen um das
gleiche Virus handelt, weshalb das Internationale Komitee fir die Taxonomie von Viren
(ICTV) 1986 beschliel3t, die bisherigen Bezeichnungen durch die einheitliche Bezeichnung
Humanes Immundefizienz Virus Typ | (HIV-1) zu ersetzen®®. Auch im Georg-Speyer-Haus
in Frankfurt am Main wurden in der Arbeitsgruppe von H. Ribsamen-Waigmann et al.

mehrere HIV-1 und HIV-2 Isolate isoliert und charackterisiert®®*",

1.1.1.2. Klassifizierung

HIV-1 und HIV-2 zahlen zur Familie der Retroviridae, Gattung: Lentiviridae. Hierbei
handelt es sich um Hullviren komplexer Struktur mit einem Dimer von Einzelstrang RNA
(positive single-strand RNA; (+)ssRNA) als Genom. Die Gattungsbezeichnung Lentivirus
(von lat. lenti = langsam) bezieht sich auf die langsam fortschreitenden, chronisch
degenerativen Infektionen bzw. Krankheiten, die durch diese Viren ausgelost werden. Ihre
Fahigkeit, nicht teilungsaktive Zellen zu infizieren, grenzt sie von den anderen Retroviridae
ab. Neben HIV-1 und HIV-2 gehdren unter anderem SIV (Simiane Immundefizienz Viren bei
Primaten), FIV (Feline Immundefizienz Viren bei Haus- und GroRRkatzen), BIV (Bovine
Immundefizienz Viren bei Rindern) zur Gattung der Lentiviren.

187 GRUPPE M

Basierend auf Sequenzanalysen wird HIV-1 in drei Gruppen eingeteilt
(main-group) umfasst die Subtypen A (Gruppen Al, A2), B, C, D, E (bisher nicht nach-
gewiesen), F (Gruppen F1, F2), G, H, J und K sowie die zirkulierenden, rekombinanten
Formen (CIRCULATING RECOMBINANT FORM; CRF), welche sich nach einer Zoonose von
SIVepz (Schimpansen SIV) auf den Menschen entwickelt haben'®”*’. GRupPE O (outlier-

group) umfasst nicht klar einzuordnende Sequenzen. Lange wurde diese Gruppe auf eine

1
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Ubertragung von SIVcpz auf den Menschen zuriickgefiihrt, jedoch deuten neue Ergebnisse
auf einen Ubertritt von SIVgo (Gorilla SIV) auf den Menschen hin**. GRupPE N (not-M, not-
O group oder auch new-group) umfasst weitere, nicht zuzuordnende Sequenzen, die
ebenfalls auf SIVcpz zurickgefiihrt werden, sich jedoch klar von den beiden anderen
Gruppen unterscheidet*®*. Schimpansen und Gorillas selbst scheinen nicht das natiirliche
Reservoir des Virus, sondern nur ein Ubergangswirt zu sein. Vielmehr wird die Rekombina-
tion verschiedener SIV-Varianten in Schimpansen oder einem bisher nicht identifizierten
Wirt und die anschlieRende Ubertragung auf den Menschen als der Ursprung von HIV-1

angesehen’?®,

HIV-2 ist nur zu rund 45% homolog mit HIV-1 und stellt einen eigenen Serotyp dar. Erste
Falle von HIV-2 Infektionen wurden im Jahr 1986 in Westafrika und spéater in Indien
dokumentiert®*?®. Die gréRRte Homologie zu HIV-2 besitzen SI-Viren von RuBmangaben
(engl. sooty mangabeys), sog. SIVsm. Zahlreiche, voneinander unabhangige Zoonosen
dieser SIVsm auf den Menschen fihrten zur Entstehung der HIV-2 Subtypen (A, B, C, D, E,
F, G und H)*°2%%,

1.1.1.3. Pandemie

Die erste dokumentierte Infektion mit HIV-1 geht auf einen Patienten aus dem Jahr 1959
in Kinshasa, Demokratische Republik Kongo zuriick®”®. Der exakte Zeitpunkt der ersten
Zoonose ist wegen der geringen Probenzahl nicht exakt festzustellen, erfolgte wohl aber um
das Jahr 1931 in Zentralafrika'®"**"3. Seither hat sich die Bedrohung durch HIV-1 zur
bedeutenden Pandemie ausgeweitet, so dass sie heute eine der groften gesundheits-
politischen Herausforderungen unserer Zeit darstellt. Weltweit wird diese vor allem durch
die Subtypen C und A, in Europa und den USA durch den Subtyp B getragen. Die
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization; WHQO) schatzt die Zahl der welt-
weit HIV-1 Infizierten fir das Jahr 2006 auf 33,2 (30,6 - 36,1) Millionen. Die Zahl der
Neuinfektionen im gleichen Jahr gibt die WHO mit 2,5 (1,8 - 4,1) Millionen, die der AIDS
Toten mit 2,1 (1,9 - 2,4) Millionen an. Trotz aller Fortschritte im Kampf gegen HIV-1,
verursacht das Virus nach wie vor eine chronisch fortschreitende, lebenslang persistierende
Infektion, bei der sich die Infizierten weiterhin dem Krankheitsbild AIDS und dem damit
einhergehenden Tod gegenuber sehen. Das bisher einzige Mittel gegen HIV-1 ist die
HAART Therapie. Die optimale Versorgung der Infizierten setzt jedoch ein gut organisiertes,
solides Gesundheitssystem voraus, was, neben der hohen Kosten, den Einsatz dieser
Medikamente weitgehend auf die Industrielander beschrankt. Um den Zugang der finanz-
schwachen, jedoch am starksten betroffenen, Volkswirtschaften Afrikas und Asiens zu
diesen Medikamenten zu verbessern, stellen Pharmafirmen ihre Medikamente diesen

Landern immer haufiger zum Selbstkostenpreis zur Verfugung. Die immensen
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Nebenwirkungen der Medikamente, sowie die schnelle und umfassende Resistenzbildung

des Virus stellen jedoch weitere gravierende Nachteile der HAART Therapie dar. Wahrend

die Nebenwirkungen in neueren Medikamentengenerationen sukzessive verringert werden,

ist das Problem der Resistenzbildung weiterhin nicht in den Griff zu bekommen, weshalb

die HAART Therapie den Verlauf der Viramie nur aufzuschieben vermag.

1.1.2. Genom von HIV-1

Das Genom von HIV-1 ist ca.
10 kbp lang und wird am 5’- und 3’-
Ende von einem LONG TERMINAL
REPEAT (LTR) begrenzt. Die LTRs
werden in die Regionen U3, R und
U5 unterteilt und stellen nicht-
translatierte Bereiche des Genoms
dar, die Uber Enhancer- und
Promotorsequenzen sowie speziel-
len RNA-Strukturen und inter-
agierenden Nukleoproteinen regula-
torisch auf die Replikation wirken.
Neben den far Retroviren
kanonischen Genen gag, pol und
env, in denen alle essentiellen
Strukturproteine und Enzyme
codiert sind, sind im Genom von
HIV-1 noch sechs regulatorische
bzw. akzessorische Proteine
codiert: Rev (Regulator of virion ge-
ne Expression; p19), Tat (Transcrip-
tional Transactivator; pl4), Nef
(,Negative Effector; p27), Vif (Viral
infectivity factor; p23), Vpr (Viral
protein R; pl5) und Vpu (Viral
protein U; p16) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: HIV-1 Genom, Transkripte & Proteine

A: Leserahmen im HIV-1 Genom, Transkripte und
SpleiBvarianten der mRNA zur Expression der einzel-
nen viralen Proteine. B: Proteine von HIV-1 und Pro-
zessierung der Gag-Pol- und Env-Vorlauferproteine

durch virale und zellulare Proteasen?®’.
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1.1.3. Aufbau und Struktur

HI-Viren sind membranumhilite, spharische
Partikel mit einem Durchmesser von 100 bis
120 nm*2. Die MEMBRANHULLE entstammt der

infizierten Zelle und wird bei der Ausbildung neuer
Viren Teil des viralen Partikels (1.1.4 unten). Sie tragt
die viralen Hullproteine gp41 und gp120 (ENVELOPE;
Env). Hierbei ist gp41 in Trimeren in die Membran
eingebettet (TRANSMEMBRANE UNIT; TM), wéahrend
gp120 — ebenfalls in Trimeren — Uber nicht-kovalente
Wechselwirkungen an die gp41-Trimere anlagert ist
und auf der Virusoberflache sitzt (SURFACE UNIT;
SU)**. Der Komplex aus gp41/gp120 Trimeren wird
als ENV-SPIKE bezeichnet und ist allein fir die Fusion
mit der Zellmembran verantwortlich. Ungleichmafig in
Clustern verteilt, variiert ihre Anzahl von 4 bis 35
(Mittelwert 14) je Partikel*’2. Neben den viralen Hiuill-
ICAM-1,

Komplement- oder MHC-II Proteine) in der Membran-

proteinen sind zellulare Proteine (z.B.

hille zu finden, die modulierend auf die Infektiositat
wirken*4295279325 - An der Innenseite der Membran-
hiille angelagert befindet sich der AURERE KERN: eine
Sphare aus Matrixproteinen (MA; pl7). Im Inneren
dieser Sphére befinden sich einige Kopien der viralen
Protease (PR; pll) sowie der INNERE KERN, das
Kapsid. Diese kegelférmige Struktur aus Kapsid-
proteinen (CA; p24) umhullt die Erbinformation des

e O™ 0r

p32 pS51(RT) p7
(IN) p66(RT (NC)
+RNase H)

gp120 gp41 Lipid- p17 p24 pn

(ENV) (ENV) doppel- (MA) (CA) (PR
mem- inaktiv)
bran

gp = Glykoprotein MA = Matrix
p = Protein IN = Integrase

PR = Protease NC = Nukleocapsid
RT = Reverse Transkriptase  ENV =“Envelope”

Abbildung 2: Schematischer Quer-
schnitt von HIV-1

Die Lipidmembran (gelb) tragt mehre-
re gp4l Trimere, an die je ein gp120
Trimer assoziiert ist. Unter der Memb-
ran befindet sich der AuRere Kern aus
Matrixproteinen. Dieser umgibt den
Inneren Kern, das Kapsid, mit viraler
RNA (VRNA, farbige Schleifen), Re-
verse Transkriptase (RT) und Integra-
se (IN). Zwischen den Kernen liegt die
Protease (PR).

(aus Klinischer Leitfaden HIV, Abbott)

Virus. Jede VRNA bildet mit zahlreichen Nukleokapsidmolekilen (NC; p7) einen Komplex,

an dem die Enzyme Reverse Transkriptase (RT; p66 mit RNaseH bzw. p51 ohne RNaseH)

und Integrase (IN; p32) binden (Abbildung 2). Neben diesen fur die Infektion unabdingbaren

Enzymen, sind zwei Kopien der fur die Initiation der Reversen Transkription notwendigen

tRNA® im Inneren Kern des Virus zu finden®3%,
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1.1.4. Replikationszyklus
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Abbildung 3: Replikationszyklus von HIV-1

Die Replikation beginnt mit der Interaktion der Hullproteine mit CD4- und Corezeptormolekilen, was
zur Fusion fuihrt. Danach I6sen sich AuRRerer und Innerer Kern partiell auf und es erfolgt die Reverse
Transkription der vVRNA. Mit dem Transport in den Zellkern und der Integration in das Wirtszellgenom
ist die frihe Phase der Replikation beendet. Der Beginn der spaten Phase der Replikation wird durch
Transkription der Proviren markiert. Die Transkripte dienen der Translation und als virales Genom.

Reguliert durch pr55 erfolgt an der Zellmembran die Produktion neuer Viren®®,

Die Replikation beginnt mit einer unspezifischen Anlagerung des Virus an die
Zellmembran. Hierauf bindet Env an CD4-Rezeptoren, den priméaren Rezeptoren von HIV-1,
was zu Umlagerungen in Env und Freilegung der Corezeptorbindungsstelle (CRBS) fihrt
(Abbildung 3, ATTACHMENT)*. Als Corezeptor dienen verschiedene Chemokinrezeptoren,
wobei nur die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4 von klinischer Bedeutung sind. Die
Priméarinfektion erfolgt in der Regel Uber den CCR5 Chemokinrezeptor, wahrend im
spateren Verlauf der Infektion haufig der CXCR4 Chemokinrezeptor als Corezeptor dient.
Erfolgt die Infektion Gber den CCR5 Chemokinrezeptor, bezeichnet man die Viren als
R5-Isolate, dient CXCR4 als Corezeptor, werden die Isolate als X4-Isolate bezeichnet. Sind
die Viren beféhigt beide Corezeptoren zu nutzen, nennt man sie R5X4-Isolate®®?*7882:229,
Durch die Corezeptorbindung kommt es zu erneuten Umlagerung im Env, die zur Membran-
fusion fihren (Abbildung 3). Das ins Cytosol eingebrachte Kapsid 16st sich nun auf und aus
VRNA, tRNA™® (als Primer), RT, IN und weiteren Proteinen formiert sich der Reverse-

Transkription Komplex (REVERSE TRANSCRIPTION COMPLEX; RTC) in dem die Reverse
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Transkription der VRNA in komplementdre DNA (cDNA) erfolgt®®'*®. Nach Synthese der
cDNA bildet sich der Préa-Integrations Komplex (PRE-INTEGRATION COMPLEX; PIC), der uber
Mikrofilamente zur Kernmembran transportiert wird, wo ein aktiver, Importin-basierender

Transport in den Zellkern erfolgt®*3>104130:312,329,.363

. Dies ermdoglicht HIV-1 neben aktiven
auch ruhende oder vollstandig ausgereifte Zellen wie Makrophagen und Microgliazellen zu
infizieren und so ,versteckte’ Reservoire aufzubauen®*'**3*’_ Im Zellkern assoziiert der PIC
mit der chromosomalen DNA und die Integrase vermittelt mit Hilfe der LTR die Integration
der cDNA in aktive Bereiche (HOT-SPOTS) des Genoms®****. Durch die Bindung von TAT an
das Transaktivator Response Element (TAR) im 5’ LTR wird die basale Transkription des

567194 Es kommt zur

ProvirRus durch die RNA-Polymerase Il verstarkt (Abbildung 3)
Ausbildung Uber 30 unterschiedlich gespleiter mRNA Varianten, deren Konzentration
durch Rev und das Rev RESPONSIVE ELEMENT (RRE) in env reguliert wird. Werden in der
frihen Phase der Genexpression, hauptsachlich mehrfach gespleiRte mRNAs zur Synthese
regulatorischer Proteine (z.B. Tat, Rev, Nef) genutzt, so kommen in der spaten Phase der
Genexpression wenig und nicht-gespleiRte mRNA Varianten zum Einsatz. Diese dienen zur
Translation der Vorlauferproteine Gag-Pol (p160; 160 kDa MW) und Env (gpl160; 160 kDa
MW; glykosyliert), sowie als VRNA?**?*° |m Cytosol spaltet die virale Protease den Gag-Pol
Vorlaufer in einen Gag Vorlaufer (p55; 55 kDa MW), Protease, Reverse Transkriptase und
Integrase, wahrend die Proteolyse von gp160 im Endoplasmatischen Retikulum durch die
zelluldre Protease Furin oder Furin-ahnliche Proteasen erfolgt (Abbildung 1)*%3*°. Nach
Synthese aller Proteine erfolgt an der Zellmembran die Ausreifung neuer Viren. Protagonist
hierbei ist pr55, dessen Strukturelemente fir die Bindung an die Zellmembran (Myristoy-
lierung der MA-Domane), Multimerisierung (CA, p2, NC), Bindung der vRNA (Verpackungs-
signal ¥) und Interaktion mit dem cytoplasmatischen Ende (CT) der gp41/120-Trimere in
der Zellmembran sorgen®*®. Bei der Membranbindung bevorzugt pr55 Cholesterin- und
Glykolipid-reiche Membranmikrodoméanen, wodurch ein hoher Cholesterin- bzw. Glykolipid-
gehalt in der Virusmembran und somit die Ausbildung moglichst groRer Mengen hoch-
infektidser Viren sichergestellt wird!®192%224  Dje Knospung viraler Partikel an der Zell-
oberflache wird wiederum durch die Late-Doméne vonpr55 stimuliert. Nachdem sich die
viralen Partikel von der Zelloberflache abgeschniirt haben, vollendet die virale Protease die
Prozessierung der Gag bzw. GagPol Proteine und es kommt zum Aufbau des Inneren und
AuReren Kerns (Abbildung 1, blaue Box). Dieser als Reifung bezeichnete Prozess ist fiir die

Ausbildung infektiéser Viren unabdingbar™®*,

Im Zusammenhang mit Dendritischen Zellen (DC) oder Makrophagen kann es zu einer
trans-Infektion von CD4"-Zellen kommen. Uber spezielle Rezeptoren (DC-SIGN, Mannose-
rezeptor) binden Viren an die Zelloberflache der Dendritischen Zellen oder Makrophagen,

wo sie verbleiben oder in das Endosom der Zelle tberfiihrt und zerstort werden. Ein kleiner
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Bruchteil der Viren im Endosom bzw. auf der Oberflache der Zellen, bedient sich der Zellen
dessen ungeachtet als ,Trojanisches Pferd: Nach der Interaktion dieser Zellen mit CD4"
T-Zellen im Lymphknoten kommt es bei der Ausbildung der immunologischen Synapse zur

Infektion der CD4" T-Zellen®%:85:112123.176

1.1.5. Die Hullproteine gp120 und gp41

1.1.5.1. Gen und Prozessierung

Die Hullproteine werden in einem gemein-
samen Leserahmen (env) als Vorlaufer-
protein gpl60 codiert. N-terminal befindet
sich ein Signalpeptid (SP) gefolgt von gp120
und gp41. Am Ubergang von gp120 zu gp41
befinden sich zwei Proteaseschnittstellen.
Sequenzanalysen zeigen, dass gp120 hoch-
divergent ist, die Mehrheit der Mutationen
allerdings konzentriert in finf Bereichen, den
Variablen Regionen (VARIABLE REGION; V)
V1 bis V5 vorliegen. Diese sind im Wechsel
mit den konservierteren Sequenzbereichen,
den Konservierten Regionen (CONSERVED
REGION; C) C1 bis C5 iber die Sequenz von

Hochkonservierte Disulfid-

gp120 gp41

SP C1 V1V2 C2 V3 C3 V4 C4V5C5

———

ECTO T™M CT

] el
N-HR|C-HR
FP LR MPER

Abbildung 4: Doméanen von gp160

Oben: gpl120 (grau), gp4l (blau), Protease-
schnittstellen (schwarze Dreiecke). Mitte: Do-
méanen von gp120: Signalpeptid (SP, grin), V1-
V5 (rot - gelb), C1-C5 (hellgrau - dunkelgrau)
bzw. gp41: ECTO (hellblau), TM (stahlblau) CT
(dunkelblau). Unten: Unterbereiche der ECTO
Domane: Fusonspeptid (FP, braun), N-HR und

gpl120 verteilt.
C-HR (cyan), Loop Region (LR, stahlblau),
MPER (graublau).

Randern von V1-V4

bewirken, dass sich diese, ebenso wie V5,

bricken an den

zu sogenannten VARIABLEN SCHLEIFEN

falten??*?%3%°  Gp41 wird in eine Extrazellulare Domane (ECTO Domain), eine Trans-
membran Domane (MEMBRANE-SPANNING DOMAIN; MSD) und ein Cytoplasmatisches Ende
(CyTopLASMIC TAIL; CT) unterteilt. Die ECTO Doméane wird wiederum in das Fusionspeptid
(FusioN PePTID; FP), den N-terminalen Heptadrepeat (N-TERMINAL HEPTAD REPEAT; N-HR),
die Schleifen Region (LoorP REGION; LR), den C-terminalen Heptadrepeat (C-TERMINAL
HEPTAD REPEAT; C-HR) und die fir die Trimerisierung wichtige Membran-nahe Externe
Region (MEMBRANE-PROXIMAL EXTERNAL REGION; MPER) gegliedert (Abbildung 4)*33%,
Das N-terminale Signalpeptid bewirkt, dass gp160 kotranslational in das Lumen des rauen
Endoplasmatischen Retikulums (ER) sezerniert und dort glykosyliert wird***?**, Das synthe-
tisierte gp160 formiert sich nun zu Trimeren, bindet an Calnexin/Calreticulin und wird durch
zellulare Chaperone und Disulfidisomerasen gefaltet. Hierbei dienen die Glykosylierungen

als Faltungskontrolle: nur richtig gefaltetes gp160 kann sich von Calnexin/Calreticulin l16sen
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und das ER verlassen. Die Trimere werden in den Golgi-Apparat eingebracht, wo eine
Umwandlung der Glykosylierungen erfolgt. Hiernach machen Zuckerreste mehr als die
Hélfte der Masse aus®’. Die Prozessierung der Glykosylierungen bleibt jedoch unvollstan-
dig, so dass ein ungewohnlich hoher Anteil an Mannose-reichen Glykosylierungen im
fertigen Hillprotein vorliegt®®. Im trans-Golgi Netzwerk erfolgt abschlieRend die Spaltung
von gpl60 durch Furin oder Furin-&hnliche Proteasen, worauf die Trimere in die
Zellmembran eingebracht werden. Aufgrund der relativ schwachen, nicht-kovalenten Inter-
aktion zwischen gp41 und gp120 kann es zum Abldsen des gp120 Trimers (sog. SHEDDING)

kommen, was zum Verlust der Funktionalitat der gp120-freien Env-Spikes fiihrt®>126:3343%€,

1.1.5.2. Struktur der Hillproteine

Kryoelektronenmikroskopische  Unter- siv sIv
suchungen mit SI- und HI-Viren verhelfen e et R St
. . - . Peak
zu einem immer detaillierteren Bild der g

Env-Spikes in situ. Zurzeit gibt es zwei :‘;f,': Laliral

lobe

Modelle, die beide eine dreiachsige Proximal
lobe Leg

- Foot

Symmetrie der Env-Spikes erkennen

. . . . Membrane
lassen, sich allerdings deutlich in den

Peak

Details voneinander unterschieden. Gibt

Proximal
Zanetti et al. das gp4l-Trimer als o " /L':'Gt -
00
komplexe Struktur ohne Hinweis auf die Main
. . . lobe
drei gp41-Untereinheiten an, unterteilt das ‘ Lateral
‘ lobe -

Strukturmodell von Zhu et al. das gp41- Abbildung 5: Kryoelektronenmikroskopische
Trimer in die Monomere, die radial von Modelle von SIV Env-Spikes

der Achse des Env-Spikes wegweisen Aufsicht und Seitenansicht der Cryo-EM basier-

und separat in der Membran verankert o, Modelle eines SIV Env-Spikes nach Zhu et al.
sind (Abbildung 5, LEG und FoOT). bzw. Zanetti et al. 2%°.

Weitere Unterschiede werden in der

Struktur des gp120-Trimers deutlich: erscheint dieses bei Zanetti et al. kompakt und ohne
Ausbuchtungen oder Vertiefungen, postulieren Zhu et al. mehrere strukturelle
Ausbuchtungen in den Monomeren (Abbildung 5, MAIN LOBE, LATERAL LOBE, PROXIMAL
LOBE, PEAK). Die Dimension der Env-Spikes geben beide Modelle mit 13,7 nm x 10,5 nm

bzw. 12,0 nm x 11,0 nm &hnlich an**%#272,

Die Struktur deglykosylierter gp120 Proteinkerne (gpl20 ohne die Variablen Doménen
V1/V2, V3 und V4) sind durch kristallographische Untersuchungen detailliert beschrieben
worden®**#2179180  Begonders auffallig hierbei ist die hohe strukturelle Homologie dieser

gp120 Proteinkerne, gleich ob es sich um eine Labor-adaptierte oder primare Variante des
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HI-Virus handelt. Die gp120 Proteinkerne nner
domaln,‘e& . ¢ IN
) ) ) ) ] [#=4 HXBc2 AN Yu2
haben eine ellipsoide Struktur mit einer e A -k
GroRe von 5¢5¢2,5 nm und werden in drei Mo o BN oo & e
o 4 5
Domanen unterteilt: Innere Doméane “ i o5 (o
: w { vm:',! N
N - & TN it el
(INNER DOMAIN), AulRere Doméane (OUTER é\ Y b e, 7
a4 +8 - va

DowmAIN) und Briicken Doméne (BRIDGING  eridging & Outer
SHEET) (Abbildung 6)?**%***°_ Die Innere

C-Terminus) ist weitgehend frei von  YU29p120 Proteinkernen

Glykosylierungen und beinhaltet die Zu beachten ist die strukturelle Homologie dieser
Labor-adaptierten bzw. priméaren Variante von

HIV-1. HXBc2 in rot (a-Helices) und rosa (B-

Regionen C1 und C5, sowie die Variablen

Schleifen V1/V2. Sie ist fur die Interaktion
h180230231358 g Faltblatt), YU2 in grin (a-Helices) und hell-griin

mit gp4l verantwortlic
(B-Faltblatt)'".

AuRere Doméane besteht aus den
Variablen Schleifen V3, V4 und V5, sowie
den Regionen C2, C3, C4 und ist hochgradig glykosyliert'®®®. Verbunden werden die
beiden Domé&nen durch die Briicken Domane®®. Da zur Kristallisation der gp120 Protein-
kerne, die Variablen Schleifen zum Grof3teil deletiert wurden, kann die Struktur dieser
Variablen Schleifen im CD4-Rezeptor ungebundenen gpl120 nur anhand biochemischer
Beobachtungen und davon abgeleiteten Strukturmodellen beschrieben werden. Man geht
davon aus, dass sich V3 und V1/V2 Ubereinander partiell tber die Rezeptorbindungsstellen
legen und diese maskieren. Gestutzt wird dies durch Untersuchungen die zeigen, dass
Mutationen in diesen Bereichen die Sensitivitdt des Virus gegen V3-, CD4-Rezeptor- und

Corezeptorbindungsstelle gerichtete Antikérper beeinflussen?*387-260.288.328.355.376

Basierend auf ihrer Anordnung im Trimer und der Immunogenitat unterteilt man die Ober-
flache von gpl120 in drei Bereiche. GroRe Teile der Inneren Domane bilden das NON-
NEUTRALIZING FACE. Da dieses im trimeren Env-Spike durch Interaktionen der einzelnen
Untereinheiten verdeckt ist, ist es fur Antikdrper nicht zuganglich. Erst nach einem
eventuellen Abfallen des gp120 Trimers kdnnen Antikérper an diesen Bereich von gp120
binden, die allerdings keine neutralisierenden Eigenschaften besitzen®®. Die Briicken
Doméane und Teile der Inneren bzw. AuReren Domane, die zur Bindung des CD4- und
Corezeptors beitragen, bilden das NEUTRALIZING FACE, in dem die Rezeptorbindungsstellen
einen zentralen Angriffspunkt fiir Antikdrper darstellen®*. Der GroRteil der AuReren
Domaéane und einige Teile der Inneren Doméane bilden das hoch-glykosylierte SILENT FACE.
Da die Glykosylierungen vom Immunsystem als kdrpereigen erkannt werden, maskiert
dieses Zuckerschild (GLYCAN SHIELD) den entsprechenden Oberflachenbereich von gp120

und verhindert eine Immunantwort gegen selbigen’®#13272.295346
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Das 41 kDa grol3e, glykosylierte Transmembranprotein gp41 besteht aus ca. 344 Amino-
séuren, wovon 172 AS zur ECTO Domane, 21 AS zur Transmembrandomane (MSD) und
rund 150 AS zur CT zahlen. Uber die Struktur von gp41l im CD4-Rezeptor ungebundenen
Env-Spike ist nur wenig bekannt. Heutige Fusionsmodelle gehen davon aus, dass gp41 vor
der Fusion globular gefaltet vorliegt und sich das Fusionspeptid nahe der viralen Membran
befindet**3*®,

1.1.5.3. Funktion der Hillproteine

Wie beschrieben sind fur die Fusion der viralen und zellularen Membran mehrere
Interaktionen der Hullproteine mit Rezeptoren der Zellmembran und der Zellmembran selbst
notwendig (1.1.4 oben). Als Erstes erfolgt eine Interaktion zwischen gp120 und dem
CD4-Rezeptor. Die hieran beteiligte CD4-Rezeptorbindungsstelle (CD4bs) liegt in einer
Vertiefung zwischen Innerer-, AuRerer- und Briicken Domane und hat eine Flache von
~800 A3 |nsgesamt sind 22 AS des CD4-Rezeptors und 26 AS von gp120 an der
Bindung beteiligt. Diese lassen sich auf sechs ,Cluster® in den Regionen C1-C5 und V5
verteilen (6.2 unten)®®®183247.287 - 7antrale Bedeutung besitzt die Aminosdure Phe43 des
CD4-Rezeptors, die sich tief in der CD4bs in die sog. ,Phe43-Hohle* einlagert und mit
mehreren hoch-konservierten Aminosdauren von gpl20 interagiert’®®. Viele gp120-
Aminosauren im Bereich der CD4bs sind jedoch variabel, was auf ihre Lokalisation in
mehreren Ausbuchtungen in der CD4bs beruht. In diesen gibt es keine Kontakte zwischen
AS der beiden Interaktionspartner, was den Aminosauren der ,Hohlenwande’' eine hohe
hinaus beschranken sich viele Interaktionen auf

Variabilitat ermoéglicht. Dartber

Hauptkettenatome. Dies ermoglicht die Ausbildung variabler Sequenzbereiche inmitten der
«179,180,356

CD4bs, sog. ,ANTI-HOTSPOTS

Die Ana|yse CD4-Rezeptor Unliganded SIV CD4-bound
Inne: Inner ix‘f = __ Outer domain
gebundener und ungebundener 7T 57 M . Q,\_l\
Strukturen zeigt, dass es in {‘\ J 7 - ~J

Folge der CD4-Rezeptorbindung,

A O
J
S
3 Outer
domain

zu massiven Umlagerungen in

Bridging
sheet Q

gp120 kommt>>*"*, So formieren

sich je zwei getrennte [B-Blatter
aus Innerer und AuRerer Doméa-
ne zu einer Einheit, wodurch die
Bricken Doméne eine vollig
neue Struktur erhalt (Abbildung
7). Zusatzlich kommt es zu Um-

lagerungen in V2 und V3, was

Abbildung 7: Struktur von CD4-ungebundenem SIV
gp120 (links) und CD4-gebundenem HIV-1 gpl20
(rechts)

Durch Bindung von CD4 kommt es zu Umlagerungen in der
Inneren Doméane (grau) und der Bricken Domane (blau).
Die AuRere Doméne bleibt strukturell nahezu unverandert

(rot)371.
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zur Ausbildung neuer Oberflachenstrukturen, den sog. CD4-induzierten Epitopen (CDA4i-
EriToPE) und der Corezeptorbindungsstelle (CRbs) in der Briicken Domane filhrt'®%3>,
tersuchungen zeigen, dass eine HIV-1 Infektion, zumindest in vitro, CD4-Rezeptor-
unabhé&ngig, allein in Anwesenheit des Corezeptors, erfolgen kann'****3%_Dies erklart sich
dadurch, dass gpl120 in einem dynamischen Gleichgewicht zwischen ungebundener und
CD4-Rezeptor gebundener Konformation vorliegt und es so zu einer latenten Exposition der

CD4i-Epitope und der CRbs kommt, die durch die CD4-Rezeptorbindung stabilisiert
Wird180'249'334.

Die CRbs baut sich aus Amino- ¥ e
sauren von V1/V2, V3 und der
Briicken Domane auf’’®?®. Hierbei

ist V3 eine wichtige Determinante:

neben Glykosylierungen in V1/V2
sowie V3, legt die Ladung der

Spitze von V3 fest, welchen o

Corezeptor (CCR5 und/oder Abbildung 8: Strukturmodel eines CD4-Rezeptor ge-

CXCR4) das Virus zur Infektion bundenengpl20 Trimers mitV3
benutzt und ist essentiell fiir Durch Bindung an den CD4-Rezeptor wird die CRbs op-
die Bindung an den Corezep- timal zur Zellmembran hin ausgerichtet. Gp120 Monomer

43,66,245,264,309 (grau), V3 (rot), CD4-Rezeptor (gelb), Zellmembran

(schwarzer Balken)**.

tor . Die hierfir notwen-
digen Bereiche in V3 sind in ihrer
Sequenz und Struktur konserviert. In
der CD4-Rezeptor gebundenen Konformation bildet V3 einen 30 A langen Vorsprung, der
zur Zellmembran hin ausgerichtet ist (Abbildung 8)**?. Durch die Corezeptorbindung riickt
das Virus naher an die Zellmembran heran und es kommt zu erneuten Umlagerungen im
gp120-Trimer. Die einzelnen gp120 Monomere entfernen sich von der zentralen Achse des
Env-Spikes und machen Platz fir das TM-Trimer, welches fir die Membranfusion verant-
wortlich ist*>*%22853% Das bisher globuldre gp41 Trimer, bildet nun helikale Strukturen im
N- und C-Heptadrepeat und es kommt zu einer Streckung der Loop Region, wodurch das
Fusionspeptid in die Zellmembran eingelagert wird. Da die drei N- und C-HRs nur vortber-
gehend in dieser gestreckten Drei-Helix Struktur (THREE-HELIX ROD) vorliegen, bezeichnet
man diese intermedidre Struktur als PREHAIRPIN INTERMEDIAT. Durch die Rickbildung der
Loop Region kommt es zur Anlagerung der C-HR an die Drei-Helix-Struktur der N-HR und
zur Ausbildung des Six-HELICS-BUNDLE. Hierdurch werden Virus- und Zellmembran in

unmittelbaren Kontakt zu einander gebracht und fusionieren*®3#,
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1.1.6. Normaler, schneller und langsamer Infektionsverlauf

1.1.6.1. Normaler Infektionsverlauf

Wahrend der Primar-
infektion mit  HIV-1
kommt es zur Infektion ===
von CD4'/CCR5"-Zellen
(z.B. Makrophagen)
durch R5-Isolate’. Die
ersten ein bis drei
Wochen bleiben symp- ! / ‘ K ——7

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
weeks Months years

viral RNA
in plasma

RS virus

’ viral evolution i

Memory CD4™Tcalls -

o4 ce
UCe A Mctorliagm ophages
e

-
e anti-HIV IgG

tomfrei und das noch

Incubation| Accute Asymptomatic Symptomatic AIDS
phase phase phase phase

nicht nachweisbare

RP_| 6 - 30 month . *
1-3 1-3
weeks weeks about six years + B

at least eight years

normal

Virus vermehrt sich un- o1

bemerkt (INCUBATION Abbildung 9: Verlauf klinischer Marker wahrend einer HIV-1 In-
PHASE). In den darauf-  toktion

folgenden ein bis drei Durchgezogene Linien stellen den normalen Infektionsverlauf dar,

Wochen kommt es zur  gestrichelte Linien einen LTNP-typischen Infektionsverlauf. CD4"-
akuten HIV-1 Infektion  zelizahl (braun), virale RNA im Plasma (griin), p24 (blau), o-HIV 1gG
(AcUTE PHASE)  (rot) und o-HIV IgM (gelb). +: Phase vorhanden, -: Phase nicht
(Abbildung 9). Diese ist  vorhanden.

gepragt durch eine hohe

Viruslast im Blut und einem Riickgang der CD4"-Zellzahl**. Noch bevor Antikérper gegen
das Virus aufgebaut sind, sorgt eine zellulare Immunantwort fiir einen signifikanten Rick-
gang der viralen Last und eine Erholung der CD4*-Zellzahl®®*"*?%, Dieser initiale Wert der
viralen Last wird als VIRAL SET POINT bezeichnet und dient als prognostischer Marker fir
den weiteren Infektionsverlauf. Je geringer die virale Last, desto besser ist die Prognose fur
den weiteren Krankheitsverlauf'®***, Nach der akuten Infektion folgt eine unterschiedlich
lange, symptomfreie Phase, die als Asymptomatische Phase bezeichnet wird (ASYMP-
TOMATIC PHASE). Bei normalem Krankheitsverlauf erstreckt sich diese, ohne Therapie, Gber
ca. sechs Jahre. Die virale Last sowie die Zahl der CD4"-Zellen bleiben wahrend dieser
Phase relativ konstant, wobei es zu einer schleichenden Verringerung der CD4"-Zellen
kommt. Infiziert das Virus anfanglich ausschlieRlich CD4'/CCR5" Zellen, kann es zum Ende
der Asymptomatischen Phase zu einem Wechsel des viralen TRorPisMus kommen. Das
Virus infiziert nun CD4'/CXCR4'-Zellen oder hat die Eigenschaft erlangt, sowohl
CD4'/CCR5"- als auch CD4"/CXCR4"-Zellen zu infizieren. Durch die Infektion mit X4- oder

R5/X4-Isolaten kommt es dabei zur Ausbildung von SyYNzYTIEN der infizierten
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Zellen'®?22993% | der folgenden Symptomatischen Phase (SYMPTOMATIC PHASE) kommt
es zu einem weiteren Abfall der CD4"-Zellzahl (<200 Zellen/ul), zum Zusammenbruch des
Immunsystems und einem Anstieg der viralen Last. In Folge des Fehlens der protektiven
Wirkung des Immunsystems, kommt es zu opportunistischen Infektionen, AIDS und letz-
tendlich zum Tod.

Durch den Einsatz der HAART Therapie kann die Viruslast im Blut der Patienten
verringert werden, wodurch sich die Progression der Infektion verlangsamt. Ein priméres
Ziel der Therapie ist hierbei das Erreichen eines moglichst geringen Viral Set Points, was zu
einer mdoglichst langsamen Progression fuihren soll. Dies setzt allerdings eine schnelle
Diagnose der Infektion voraus. Im spaterem Krankheitsverlauf wird die HAART Therapie
eingesetzt und immer wieder der aktuellen Situation angepasst (Vertraglichkeit und

Resistenzbildung), um die Viruslast unter einem Grenzwert (<50-500 Viren/ml) zu halten.

1.1.6.2. Schnell- und Langzeit Nicht-Progredierende Patienten

Der zuvor beschriebene Infektionsverlauf, kann in der Dauer seiner Asymptomatischen
Phase stark variieren. Dauert dieses nur wenige Jahre oder gar nur einige Monate an, be-
zeichnet man die Patienten als Schnell-Progredierende (RAPID PROGRESSOR; RP). Ist die
Asymptomatische Phase ohne Therapie deutlich langer (>10 Jahre), werden die Patienten
als Langsam-Progredierende (SLow PROGRESSOR; SP), Spat-Progredierende (LATE PROG-
RESSOR; LP), Nicht-Progredierende (NON-PROGRESSOR; NP) oder Langzeit Nicht-
Progredierende (LONG-TERM NON-PROGRESSOR; LTNP) bezeichnet. Die Einteilung in die
einzelnen Gruppen erfolgt anhand der Dauer der Asymptomatischen Phase, unterliegt al-
lerdings keiner festen Regel, weshalb die Gruppen flieBend ineinander lbergehen. Von
besonderem Interesse ist die Gruppe der LTNP, die neben ihrer nicht-progredierenden In-
fektion eine konstant hohe CD4"-Zellzahl und geringe virale Last aufweisen. Ca. 5-8% aller
HIV-1 Infizierten sind durch diesen ungewohnlichen Infektionsverlauf gekennzeichnet
(Abbildung 9)?**. Vor wenigen Jahren wurde eine Untergruppe der LTNP eingefiihrt. Diese,
als Elite Suppressoren (ELITE SUPPRESSOR; ES) bezeichneten Patienten, weisen eine
extrem geringe virale Last (<50 VRNA/mI), eine stabile und hohe CD4"-Zellzahl und eine

mindestens 15 Jahre lange, symptomfreie Infektion auf®#?#?,

1.1.7. Mégliche Ursachen fur LTNP

Der Krankheitsverlauf einer HIV-1 Infektion wird durch das Zusammenspiel viraler,
genetischer und immunologischer Faktoren bestimmt. In verschiedenen Studien sind
bereits eine Vielzahl solcher Faktoren beschrieben worden, die im Folgenden zusammen-

gefasst werden.
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1.1.7.1. Defekte in viralen Genen

Mdgliche Ursachen einer nicht-progredierenden Infektion wurden sowohl in essentiellen,
als auch akzessorischen Genen und einigen Hilfsgenen identifiziert. Die Untersuchung von
gag und pol in Viren von LTNP fuhrten zur Identifikation LTNP-spezifischer
Polymorphismen. Diese fuhren jedoch nur in Ausnahmefallen zum Ausbleiben der Progres-
sion oder einem Verlust der Infektiositat>*®. Aufgrund ihrer zentralen Funktion sind auch
die Hullproteine Gegenstand zahlreicher Untersuchungen, um den Effekt von Mutationen
auf die Funktionalitat der Viren und den Krankheitsverlauf zu bestimmen®**?">%% 5o wurde
gezeigt, dass die Diversitat von env in LTNP und NP deutlich héher ist, als in HIV-1 Kont-
rollpatienten. Dies wird auf den Selektionsdruck des Immunsystems der Patienten zurtick-
gefuhrt, welcher das Virus zu Anpassung zwingt. Bleibt dieser Selektionsdruck wahrend der
frihen Infektionsphase aus, kommt es zur vermehrten Virusreplikation und zu einer

schnelleren Progression??-289:365:366

. Darliber hinaus gelingt es LTNPs den Tropismus-
wechsel von HIV-1 zu unterdriicken. Hierfiir sind mdoglicherweise Insertionen in V1/V2
verantwortlich, die bisher ausschlieBlich in SPs und NPs gefunden wurden®%3%3% Weitere
LTNP-assoziierte Mutationen wurden in V3 identifiziert, die ebenfalls Konsequenzen einer
starken Immunantwort zu sein scheinen®®. Nef besitzt aufgrund seiner immun-
regulatorischen Funktion in vivo eine zentrale Bedeutung fiir die Replikation von HIV-1
in vivo. Es ist fir die Verringerung der CD4-Rezeptoren und MHC-I Molekule auf der Zell-

oberflache verantwortlich und wirkt so auf den Krankheitsverlauf ein%%162:2%8.299.304

n
mehreren Untersuchungen  wurden LTNP-spezifische Mutationen in Nef
aufgezeigt!#/196205:266:331340 - Ay guffalligsten ist die Studie einer australischen Kohorte,
deren Patienten Uber ein kontaminiertes Blutprodukt mit dem gleichen Virus infiziert
wurden, das groere Deletionen in Nef aufweist. Wéahrend alle Empfanger dieser Studie
sich zunachst zu LTNP entwickelten, zeigen Folgeuntersuchungen bei einigen Patienten
eine Progression in Anwesenheit der attenuierten Viren’*'®®. Weitere LTNP-assoziierte
Polymorphismen wurden in Vpr (R77Q, sowie eine Mutation im N-terminalen Helixmotiv)
und Rev (L78l) identifiziert und charakterisiert®®>+20%225343 gy dien mit tat und LTR fiihrten
zwar zur ldentifikation LTNP-typischer Polymorphismen, diese haben jedoch keine
Auswirkung auf die Funktionalitat des Virus und den Infektionsverlauf®’*3%, Dies zeigt wie
schwierig es ist, aus einem Genotyp einen entsprechenden Phanotyp abzuleiten und rat die
Ergebnisse einfacher Sequenzanalysen vorsichtig zu interpretieren. In weiteren
Untersuchungen konnten auch Mutationen in den Hilfsgenen vif, vpu, rev aufgezeigt

werden, jedoch wurden diese bisher nicht funktionell untersucht®2>221:318:3%9,
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1.1.7.2. Chemokinrezeptoren und Chemokine

Die am Besten charakterisierte wirtsgenetische Ursache fiir LTNP ist eine 32bp Deletion
in ccr5 (ccr5A32). Die mutierten Rezeptoren werden nicht auf der Zelloberflache prasentiert,
was zu einer partiellen, bei homozygotem Genotyp nahezu vollstandigen, Resistenz gegen
HIV-1 fuhrt?*'%. Bereits der heterozygote Genotyp kann zu einem verlangsamten

75145.206,217.262.322  hyia Pravalenz dieser Mutation erreicht in kau-

Infektionsverlauf fiihren
kaspischen Bevolkerungen rund 10%, sinkt in Asien auf 2-5% ab und ist in Afrika, Amerika
und Ozeanien nur in seltenen Féllen anzutreffen®®. Neben einer verringerten Rezeptor-
dichte auf der Zelloberflache kann auch eine erhfhte Konzentration der natirlichen
Liganden (RANTES, MIP-1a und MIP-13 bei R5-Isolaten und SDF-1 bei X-Isolaten) eine

Infektion verhindern oder zu einem verlangsamten Infektionsverlauf beitragen®**®.

1.1.7.3. Zellulare Immunantwort

Die zellulare Immunantwort spielt sowohl bei der Kontrolle der akuten, als auch persisten-
ten HIV-1 Infektion eine entscheidende Rolle. Durch die Préasentation viraler Peptide auf
den MHC-lII  Komplexen Antigen prasentierender Zellen, werden  sowohl
CD4"-T-Helferzellen Typ 1 und Typ 2 (Ty1l bzw. T42) aktiviert. Hierdurch kommt es zur Aus-
schuttung unterschiedlicher Cytokine und der Aktivierung der humoralen Immunantwort
durch Tp2-Zellen und der zellularen Immunantwort durch Tpl-Zellen. Erkennt eine
CD8"-T-Zelle (CyTtoTOXIC T-LYMPHOCYTE; CTL) nun virale Peptide in den MHC-|
Komplexen HIV-1 infizierter Zellen, wird die infizierte Zelle lysiert. Neben der Starke dieser
CD8"-T-Zellantwort, wird vor allem ihre Qualitit und Breite sowie die Fahigkeit der
schnellen Proliferation HIV-1 spezifischer CD8'-T- und CD4'-T-Zellen mit einem

Nichtprogredieren der Infektion in Verbindung gebracht'!/#473:219.284

Eine genetische
Pradisposition flr eine effektive T-Zellantwort scheint in den HLA-Allelen der Infizierten zu
liegen. Diese sind fur die Ausbildung der MHC-I und MHC-II Komplexe und somit fiir die
Initialisierung der CD8"-T-Zellantwort verantwortlich. Hierbei scheint die Expression unter-
schiedlicher HLA-Allele Einfluss auf den Infektionsverlauf zu haben™"**°. Vor allem die
HLA-B Allele *27 und *5701 wurden in mehreren Studien mit dem LTNP-Status

9,77,113,220

korreliert . Dagegen lassen neuere Studien vermuten, dass allein die Existenz

dieser HLA-Allele in einem infizierten nicht flr das Ausbleiben der Progression verantwort-

lich ist und weitere Voraussetzungen zur Kontrolle der Viramie erfiillt sein missen®’#82%,

1.1.7.4. Humorale Immunantwort

Die Bedeutung der humoralen Immunantwort fiir die Kontrolle der Infektion war lange Zeit
Gegenstand kontroverser Diskussionen (1.1.8 unten). Mehrere Untersuchungen weisen

nunmehr auf einen Zusammenhang von NEUTRALISIERENDEN ANTIKOPERN (NAK) und einem
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nicht-progredierenden Krankheitsverlauf hin***°3%%%>° Hierbei unterscheidet die Breite und
Starke der Antikérperantwort, sowie ihre andauernde Persistenz LTNP von
Progressoren*##76226370 ntersuchungen zur Art der humoralen Immunantwort in LTNP,
weisen auf einen erhohten Anteil von 2G12-ahnlichen Antikérpern hin®. Die Ausreifung
Neutralisierender Antikorper nimmt einige Wochen Zeit in Anspruch, was dem Virus ermdg-
licht durch Mutationen der Immunantwort zu entrinnen'®#?>*2’"_ Dies hat zur Folge, dass die
Neutralisation kontemporarer autologer Viren oft ausbleibt, wahrend ,altere‘ autologe Isolate
neutralisiert werden?”??. Die Kapazitat des Virus, der humoralen Immunantwort durch
Mutationen zu entkommen, ist jedoch aufgrund der notwendigen Funktionalitdt von Env
begrenzt. Die Existenz breit-reaktiver Neutralisierender Antikorper ist auf diese

konservierten Epitope zuriickzufiihren ®.

1.1.8. Neutralisierende Antikdrper gegen HIV-1

Da die Kontrolle der Primarinfektion lange Zeit allein der zellularen Immunantwort zuge-
schrieben wurde, wurde den Neutralisierenden Antikérpern kaum Bedeutung zugemessen.
Dies fuhrte dazu, dass Immunisierungen ausschlieBBlich auf die Induktion einer breiten
zelluldren Immunantwort abzielten (1.1.6.1 oben)'?31891%0:341 " pia |dentifikation nAk und
deren erfolgreicher Einsatz in Affenmodellen, passiven Vakzinierungsstudien, der
Inhibition von Mutter-Kind-Ubertragungen (MOTHER TO CHILD TRANSMISSION, MTCT) und die
Beobachtung das neutralisierende Antikorper bereits drei bis vier Wochen nach der Primar-
infektion nachweisbar sind, fuhrten allmahlich zum Umdenken®8+92137:211,261,297,319,335,358,378
Zur Zeit geht man davon aus, dass eine Vakzine sowohl eine zellulare als auch humorale
Immunantwort stimulieren muss, wobei die viralen Hillproteine fir die Induktion der
humoralen Immunantwort im Mittelpunkt stehen®°*’*. Die hohe Variabilitat von HIV-1 stellt
jedoch einen effektiven Mechanismus dar, um der Immunantwort zu entrinnen. Zuséatzlich
schutzt das Virus konservierte Bereiche der Hullproteine durch ihre Anordnung im Inneren
der Env-Spikes, maskiert sie mit Variablen Schleifen und umfangreichen Glykosylierungen
und dirigiert so die Antikorperantwort gegen hochvariable Bereiche (1.1.5.2
oben)!28122170.178.228.346 " y/arlaufsuntersuchungen HIV-1 Infizierter zeigen, dass gegen die
jeweilige dominante Virusvariante eine Immunantwort gebildet wird, es aber regelmafiig zur

277,346

Ausbildung von Fluchtmutanten kommt . Das Immunsystem ist somit stéandig dazu

24217 Dieses

gezwungen neue Antikdrper zu selektieren, um das Virus zu kontrollieren
Wechselspiel erfolgt in der Regel bis zum Zusammenbruch des Immunsystems. In seltenen
Fallen gelingt es dem Immunsystem allerdings konservierte, fir die Replikation essentielle
Epitope zu identifizieren und so breit-neutralisierende Antikérper aufzubauen® . Da diese oft
konformelle und schwer zugangliche Epitope erkennen, ist ihre Induktion mittels

Immunisierung mit monomeren Env allerdings nicht mdglich und auch trimere Env Vakzine
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erweisen sich als schwierig®*9°198193192 g pleibt die Isolation breit-neutralisierender Anti-
korper aus HIV-1 Infizierten deren einzige Quelle, wobei sich im Laufe der Jahre vor allem

LTNP besonders bew&hrt haben'0143179:180:234,292,336,375

1.1.8.1. Neutralisierende Antikdrper gegen gp120

Mehrere Epitope breit neutralisierender Antikdrper konnten auf der Oberflache von gp120

und gp41 identifiziert werden (Tabelle 1).

Tabelle 1: Monoklonale neutralisierende Antikdrper gegen HIV-1

Name Epitope Egﬁg‘? Ursprung
b12 CD4bs 18 F., Phagen Display Bibliothek
17b CD4i 19 Fa» Phagen Display Bibliothek
X5 CD4i 22 F., Phagen Display Bibliothek
447-52D V3 20 Hybridoma
2G12 Glycan-Shield 14 Hybridoma
2F5 gp41 (MPER) 22 Hybridoma
4E10 gp41 (MPER) 18 Hybridoma

") ermittelt mit VBASE2

Hierbei handelt es sich um konservierte und fiir die Replikation essentielle Strukturen. So
Uberlagert das Epitop des Antikorpers bl2 die CD4bs und umfasst mehrere fir die
CD4-Rezeptorbindung wichtige Aminosauren, was dem Antikorper eine ungewdhnlich
breite Reaktivitat verleiht. Der aus einer Patienten F,,-Phagen Bibliothek isolierte Antikdrper
besitzt eine auffallend lange CDRH3 Schleife, die in die Phe43-Hohle eingelagert wird und
die Bindung des CD4-Rezeptors verhindert. Diese auffallend lange CDRH3-Schleife ist ein
besonderes Merkmal von b12 sowie der meisten breit-neutralisierenden HIV-1 spezifischen
Antikérper. Wahrend die CDRH3-Schleife der in Tabelle 1 aufgeflihrten Antikérper aus
14 bis 22 Aminosauren aufgebaut sind, besteht die durchschnittiche CDRH3-Schleife
humaner Antikérper nur aus 11,6 Aminoséduren (mehrheitlich 10-14 Aminoséduren)®?. Die
Epitope der Antikdrper X5 und 17b gehéren zu den CD4i-Epitopen und uberlagern Teile der
fur die Corezeptorbindung wichtigen Briicken Doméane. Beide Antikdrper wurden aus
Fap-Phagen Bibliotheken HIV-1 Infizierter isoliert und besitzen eine breite Neutralisations-
kapazitat****"*'%, 1m IgG Format verlieren die F,, Fragmente hingegen ihre neutralisierende
Wirkung. Untersuchungen zeigen, dass die Epitope nach Bindung an den CD4-Rezeptor
zur Zellmembran hin ausgerichtet und schwer zugénglich sind. Diese sterische Hinderung
hat zur Folge, dass sich die Neutralisationskapazitat dieser Antikérper antiproportional zur
GroRe des Antikorperfragments verhalt (scF, > Fa, > Fap, > 19G)**%%%. Verwunderung rief
die Identifizierung des Epitops des nAk 447-52D hervor. Obwohl das Epitop dieses
Antikorpers in der Spitze von V3 liegt (GPGR/Q), ist 447-52D in der Lage, eine Vielzahl
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Labor-adaptierte und primare R5- oder X4-Isolate zu neutralisieren*'®'**'?°, Um gegen die
semi-konservierte Sequenz und Struktur von V3 eine solch breite Reaktivitat zu erlangen,
bedient sich 447-52D eines raffinierten Bindungsmusters: Interaktionen zwischen der CDR
des Antikorpers und variablen Bereichen von V3 erfolgen Uber Hauptkettenatome, die
konservierten Aminoséauren an der Spitze von V3 werden hingegen uber ihre Seitenketten
gebunden. Hierbei kommt es zur Ausbildung eines gemischten B-Faltblatts zwischen
CDRH3 und V3, wobei die konservierte Spitze von V3 an der Basis der CDRH3 Schleife
bindet!**¢32137>  Epenfalls ungewohnlich ist das Epitop von 2G12, welches in der Silent
Face von gpl20 liegt. Trotz der intensiven Glykosylierung ist 2G12 in der Lage, diesen
nicht-immunogenen Bereich von gp120 als fremd zu erkennen und zu binden. Es erscheint
konsequent, das Glykosylierungen einen entscheidenden Anteil des Epitops dieses Anti-

kérpers ausmachen?%0296:354

. Die Erkennung der ,eigenen’ Glykosylierungen als ,fremd’
erfolgt Uber die konformelle Anordnung konservierter Oligomannosestrukturen auf der
Oberflache von gp120*’. Die Grundlage firr dieses ungewdhnliche Bindungsverhalten bildet
die Struktur von 2G12: die schweren Ketten des Antikorpers sind gekreuzt, wodurch der
Antikorper eine I-formige Struktur erlangt und zuséatzlich zu den zwei normalen Antigen-

bindungsflachen (V.-V,;) noch eine weitere entsteht (Vy-Vy)*2.

1.1.8.2. Neutralisierende Antikdrper gegen gp41l

Die hochkonservierten Epitope der nAk 2F5 und 4E10 liegen beide in der MPER von
gp41®”. Die Antikdrper erkennen kurze, lineare Sequenzen im C-HR, die jedoch nur partiell
auf der Oberflache intakter Viren prasentiert werden. Allerdings kommt es durch die
Umlagerungen in Env wahrend der Interaktion mit dem CD4- bzw. Corezeptor zu einer
transienten Exposition. Kommt es hierbei zur Bindung der Antikérper an ihre Epitope fuhrt
dies zur Inhibition der Membranfusion?3238:243270.294324 " p ch diese Antikérper besitzen eine
ausgepragt lange CDRH3 Schleife, die allerdings nur an ihrer Basis mit dem jeweiligen
Epitop interagiert. Da die Verkirzung dieser Schleife zum Verlust der Bindungs- und
Neutralisationskapazitat beider Antikdrper fuhrt und membranstandige MPER-Peptide
besser gebunden werden als freie MPER-Peptide, wird davon ausgegangen, dass die lange

CDRHS3 Schleife mit der Virusmembran interagiert?>43"",
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1.2. Rekombinante Antikorper

Weil eine vorhergehende Doktorarbeit von Michael Humbert erste Hinweise auf eine

moglicherweise herausragende Bedeutung der humoralen Immunantwort fir den
verlangsamten Infektionsverlauf der hier untersuchten LTNP zu Tage forderte, ist der
Schwerpunkt dieser Dissertation auf die Uberpriifung dieser These ausgerichtet. Neben den
allgegenwartigen genetischen und molekularbiologischen Techniken und Methoden ist
hierbei das Phagen Display von Peptiden oder rekombinanten Antikdrperfragmenten von
zentraler Bedeutung. Im Folgenden werden Aufbau, Struktur und Expression von Anti-

korpern und Antikdrperfragmenten sowie das Phagen Display eingehender beschrieben.

1.2.1. Struktur & Funktion von Antikdrpern

Antikoérper sind die Effektoren der humoralen Immunantwort. Sie werden in B-Zellen
membranstandig oder sekretorisch in Plasmazellen produziert. Es handelt sich um Hetero-
dimere aus je zwei leichten und schweren Ketten (LIGHT CHAIN; L Bzw. HEAVY CHAIN; H).
Aufgrund ihrer Sequenzvariabilitdt werden diese in mehrere Regionen unterteilt. Die ersten
100-110 N-terminalen AS der H- und L-Ketten sind hochvariabel und werden V.- bzw.
Vy-Region genannt (VARIABLE REGION,;

19G Fab-Fragment
der Suffix steht fir die Kette). Die Ubrigen \Q wE -

und H-Ketten sind
_ Vi \ / “
und werden in &
Antigen- o
100-110 Aminosauren T

bindung
sogenannte C-Regionen (CONSTANT RE-

Bereiche der L-

deutlich konservierter

=3
=
Co
5SS

dsFv-

ebenfalls lange

hinge-Region

Komplement- »
aktivierung

Fragment
GION) unterteilt (Cy1, C42, Cy3 evtl. Cy4 wotroprage- gy .
bindun |
und C,). Hierbei legen die C-terminalen ’ =ss’

Regionen den Subtyp der L- und H-Kette

fest: k oder A bei der L-Kette bzw. a, 9, ¢,
vy oder p fir die H-Kette. Anhand der
H-Kettensubtypen werden die Antikorper
in Klassen und Subklassen unterteilt:
IgAl(al), 1gA2(a2), IgD(8), IgE(e),
1gG1(yl1), 19G2(y2), 1I9G3(y3), 19G4(y4) und
IgM(n). Weil Antikorper der IgG Klassen
Uber 80% der Antikbrpergesamtmenge

ausmachen, werden sich nachfolgende

Abbildung 10: Schematische Darstellung des
Aufbaus eines IgG-Antikérpers und einiger

daraus abgeleiteter Antikdrperfragmente

Fa Fragmente werden durch die nattrliche Disul-
fidbriicke stabilisiert. F,-Fragmente muissen lber
einen Linker oder eine Disulfidbriicke zu einem
single-chain F,- (scF,) bzw. Disulfid stabilisiertes

Fv-Fragment (dsF,) verbunden werden®®.

Beschreibungen auf diese Antikorperklasse

konzentrieren. Zwischen Cyl und Cy2 befindet sich eine prolinreiche Subdoméane, HINGE.

Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen und zwei Disulfidbriicken in der Hinge-Region sind
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die H-Ketten miteinander verbunden. Disulfidbriicken zwischen C, und Cyl und mehrere
nicht-kovalente Bindungen verbinden jede der 25 kDa grof3en L-Ketten mit einer 50 kDa
grol3en H-Kette (Abbildung 10). Der modulare Aufbau der Antikdrper fuhrt zu einer klaren
Aufgabenteilung. Wéahrend die hochvariablen V_ und Vy fur die Antigenbindung verantwort-
lich sind, vermitteln die C-Regionen die biologische Aktivitat (Komplementaktivierung,
Makrophagenbindung, ADCC).

Strukturanalysen zeigen, dass jede der
V- bzw. C-Doméne eine charakteristische
Struktur besitzt, die als Immunglobulin
Faltung bezeichnet wird (IMMUNGLOBULIN
FoLD). Diese besteht aus einem Sandwich
zweier B-Faltblatter aus mehreren anti-
parallelen B-Strdngen. Diese sind Uber
flexible, unterschiedlich lange Schleifen
verbunden und untereinander stabilisiert.
Die drei Schleifen der V.- und Vy-Doméane
bilden in dieser Struktur die Spitze der

V.- und Vy-Region und sind fur die Anti-
Abbildung 11: Beispiel der Immunglobulin

genbindung verantwortlich. Sie bauen ,
Faltung eines scF,-Fragments

eine zum Antigen komplementére Struktur _ _ .
Leichte Kette (weil3), schwere Kette (grau). Die

CDR sind farbig dargestellt: L1 (rot), L2 (orange),
L3 (gelb), H1 (blau), H2 (cyan), H3 (hellblau).

auf, die als CDR bezeichnet wird (Comp-
LEMENTARITY DETERMINING REGION). Die
Regionen der CDR weisen eine beson-
ders hohe Sequenzvariabilitat auf (Hy-
PERVARIABLE REGION), wahrend die Ubrigen als FRAMEWORK REGION (FR) bezeichneten
Regionen von V_ und Vy deutlich weniger Variabilitat besitzen und als strukturelles Gerust
fur die CDR dienen (Abbildung 11).

1.2.2. Organisation und Expression von Antikdrpergenen

Um jedem potentiellen Pathogen einen Antikérper entgegenbringen zu kdnnen, stellt das
Immunsystem ein Arsenal von >10'° unterschiedlichen Antikérpern zur Verfiigung. Die hier-
fur notwendigen genetischen Informationen liegen in modularer Form im Genom vor, weil
es aufgrund der ,Datenfille’ unméglich ware, jeden Antikorper in einem einzelnen Gen zu
kodieren. Um aus einem begrenzten, modularen Genpool eine so hohe Antikdrperdiversitat
abzuleiten, sind mehrere Schritte notwendig, die im Folgenden kurz aufgelistet und

beschrieben werden.
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In naiven B-Zellen werden die genetischen Informationen fir k und A L-Ketten sowie die
H-Ketten in drei unterschiedlichen, aus mehreren Gensegmenten bestehenden, MULTIGEN-
FAMILIEN codiert. Wahrend der Ausreifung der B-Zellen werden diese Gensegmente zufallig
miteinander zu einer Antikdérper mRNA rekombiniert, so dass jede B-Zelle einen Antikorper
produziert. FUr die Ausbildung der schweren Kette erfolgt zunéchst die Verbindung eines
D und eines J Segments (DJ-JOINING) und danach die Verbindung des DJ-Segments mit
einem V-Segment (VDJ-JOINING). Fur die Ausbildung der leichten Kette (x oder 1) ist die
Rekombination eines V und eines J Segments (VJ-JOINING) ausreichend. AbschlieRend
erfolgt die Anlagerung eines C-Segments (k oder 1), wodurch die mRNA komplettiert wird.
Bereits durch diese genetische Rekombination erreicht die Komplexitdt des Antikorper-
reservoirs einen beachtlichen Wert (Tabelle 2).

Tabelle 2: Kombinationsmdéglichkeiten der humanen Antikérper Multigenfamilien

Segmente Anzahl moglicher
Name LS
Vv D J Kombinationen
k-L Kette 40 0 5 200
A-L Kette 31 0 4 124
H Kette 51 27 6 8.262
Mogliche Kombinationen von L- und H-Kette (200-124-8.262) ~2,5-10°

Um die Diversitat weiter zu steigern, erfolgt der Zusammenschluss der einzelnen
Segmente Uber einen unprazisen Mechanismus (JUNCTIONAL FLEXIBILITY) und es kann zur
Ausbildung inverser Verbindungen einzelner Segmente kommen. Zusatzlich kénnen
wahrend der Umlagerung mehrere Basen in die Verbindungsstellen eingelagert werden
(P- bzw. N-ADDITION) und es erfolgt in den CDRs, nach Abschluss aller Umlagerungen, eine
sog. Somatische Hypermutation (SOMATIC HYPERMUTATION): durch die Bindung einer Anti-
korper-prasentierenden B-Zelle wird diese selektiv vermehrt (KLONALE SELEKTION), wobei
es bei jeder Zellteilung mit einer Frequenz von 107 pro Basenpaar zu Punktmutationen in
den CDRs kommit.

In der Summe der Mechanismen erreicht der Organismus somit eine Diversitéat von >10"
unterschiedlichen Antikdrpern, die dem Immunsystem als Antwort auf jede erdenkliche im-

munologische Herausforderung zur Verfugung stehen.

1.2.3. Rekombinante Antikérper und Antikdrperfragmente

Die Herstellung monoklonaler Antikorper (mAK) war lange auf die Immortalisierung von
B-Zellen und deren Selektion beschrénkt. Dies setzt die Immunisierung von Versuchstieren
voraus. Nach der Immunisierung kann aus dem Blut der Tiere polyklonales Antiserum und

aus den B-Zellen der Tiere monoklonale Antikdrper gewonnen werden. Hierzu werden die
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B-Zellen aus der Milz isoliert und in vitro mit Myelomzellen zu Hybridomazellen fusioniert.
Diese produzieren den Antikorper der urspringlichen B-Zelle und besitzen die unein-
geschrankte Teilungskapazitat der Myelomzelle. Durch die Selektion und Isolierung
gewunschter Hybridomazellen kdnnen anschlie3end monoklonale Antikorper gewonnen
werden. Die Notwendigkeit eines Versuchstiers bringt jedoch einige Nachteile mit sich.
Neben dem zeitlichen Bedarf einer Immunisierung, kann dies beispielsweise eine zu
geringe Immunogenitat des Antigens sein. Ebenso kdnnen Antigene pathogen oder toxisch
sein, wodurch eine Immunisierung unmaglich wird. Gelingt es dennoch monoklonale Anti-
korper zu isolieren, missen diese noch fir den Einsatz im Menschen angepasst werden
(HUMANISIERUNG), um eine Immunreaktion gegen das Therapeutikum durch humane
oa-Maus Antikorper (HUMAN a-MOUSE ANTIBODIES; HAMA) zu verhindern. Ein weiterer Nach-
teil liegt in der Beschrankung der Antikdrperstruktur. So sind Mause z.B. nicht in der Lage
verlangerte CDRH3-Schleifen menschlicher Antikoérper aufzubauen. Diese stellen jedoch
gerade bei viralen Pathogenen oft ein entscheidendes Kriterium dar®®. Der Einsatz transge-
ner Mause, deren eigene Multigenfamilien inaktiviert und durch humane Multigenfamilien
ersetzt wurden, vermeidet zumindest eine Humanisierung und ermdglicht den Aufbau

hhumaner’ Antikorper'*®2®.

Diese Nachteile werden von humanen, rekombinanten Antikérpern umgangen. Auf gen-
technologischem Weg werden die F,-, Fg-Fragmente isolierter B-Zell mRNA
amplifiziert und heterolog exprimiert. Dies kann in einer Vielzahl pro- und eukaryotischer
Organismen oder in vitro erfolgen®*®. Aufgrund der Tatsache, dass Antikérper fir eine
korrekte Faltung auf die Ausbildung ihrer Disulfidbricken und somit auf ein oxidierendes
Milieu angewiesen sind, ist die Expression in E. coli nur durch das Einbringen eines Signal-
peptids moglich, welches den zu produzierenden Antikdrper in das Periplasma dirigiert™.
Dies ermdoglicht die in vitro Expression und Selektion humaner, monoklonaler Antikdrper-
fragmente in unterschiedlichsten Systemen (z.B.: Surface Display, Ribosome Display,

90,98,103,128,357

Phage Display)

Die exakte Kontrolle der Bedingungen des Biopannings in vitro ermdglicht hierbei die
Selektion von Antikorpern, die in vivo nicht induziert werden kdnnen. Dies kdénnen Anti-
korper gegen Epitope transienter Konformationen, hochgiftiger Substanzen, todlicher Keime
oder auch evolutionar hochkonservierter Antigene sein. Molekulargenetische Modifikationen
der isolierten Antikorperfragmente ermdglichen die Herstellung unterschiedlichster Anti-
kérperfragmente (Diabody, Triabody etc.), sowie die Fusion des antigenspezifischen Fg,-
oder Fy-Fragment mit alternativen Effektorproteinen, wodurch die molekularbiologische
Produktion rekombinanter Proteine mit vollig neuen Eigenschaften ermdglicht wird (Abzy-

20,46,114,140,150,152,169,282,330,332
me, u.a.) .
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1.3. Phagen Display

1.3.1. Aufbau und Struktur des M13 Phagen

Der filamentbse Bakteriophage pVII (~5) PVI (-5) p'}l‘*si

pVill (~2700)

M13, Familie Inoviridae, gehort zu

,

den am haufigsten zum Phagen ssom{ SO 9X GV ovIl ol GIX gVIl gl VI gl gV

Display genutzten Phagen. Im Auf- { /-Wm ~e

bau ahnelt M13 einem Zylinder mit T e .

930 nm
einer Lange von 930 nm und einem  Appildung 12: Aufbau der M13-Phage

Durchmesser von  nur 6,5 nm Schematische Darstellung der M13-Phage. Im Inneren

(Abbildung 12). Der Mantel des des pvill-zylinders (blau) befindet sich das Genom aus
Zylinders besteht aus ca. 2700 ssDNA. An einem Ende wird der Zylinder von je fiinf Ko-
Kopien pVIII (Protein VIII). An einem  pien pVII und pIX begrenzt, am anderen Ende von je funf

Ende wird dieser pVIll-Zylinder von  Kopien pVIund plll (rot). Fir das Phagen Display werden

die zu untersuchenden Peptide oder Proteine als Fusion

mit pVIIl oder plll prasentiert™,

je funf Molekulen pVII und pIX, am
gegeniber liegenden Ende von je
funf  Molekilen plll und pVI
begrenzt. Im Inneren des Zylinders liegt das ca. 6,5 kbp gro3e Genom aus ssDNA auf dem
neben den Strukturproteinen noch sechs weitere Proteine fir die Replikation codiert sind™®.
Die Infektion von E. coli erfolgt selektiv tber den F-Pilus und fuhrt zu einer lysogenen Repli-
kation des Bakteriophagens. Weil es somit in Folge der Replikation des Bakteriophagens
nicht zur Lyse der Bakterien kommt, ist dies einer der Griinde fiir den regelméafigen Einsatz
von M13 in Phagen Display Systemen. Weitere Vorteile sind seine Stabilitdt und die
Toleranz gegeniber genetischen Insertionen. Wird Fremd-DNA in den Phagen eingebracht,
passt sich die Zylinderlange entsprechend an. Der entscheidende Vorteil des Phagen
Displays ist jedoch die Verkniipfung von Genotyp und Phéanotyp. Molekulargenetisch
eingebrachte Peptide oder Proteine konnen in M13 als N-terminale Fusion mit den
Proteinen plll oder pVIIl préasentiert und selektiert werden. Da zugleich die genetische
Information des rekombinanten Proteins in der ssDNA codiert ist, ist die Bestimmung der
Peptid- oder Proteinsequenz mittels PCR ebenso einfach wie ein eventuelles Umklonieren

genetischer Informationen.

1.3.2. Phagen Display randomisierter Peptide

Die Phagen Display Technologie wurde erstmals Ende der 80er Jahre beschrieben und
hat sich seither einen zentralen Platz in der modernen Mikrobiologie erobert®“.
Randomisierte Peptid Phagen Display Bibliotheken gehdren zu den gebréuchlichsten

Phagen Display Bibliotheken. Die Phagen dieser Bibliotheken prasentieren kurze,
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randomisierte Peptidsequenzen als plll- oder pVllI-Fusion, wobei die Komplexitat dieser
Banken bis zu 100 Mio. unterschiedlicher Peptidphagen umfassen kann. Sie werden unter
anderem in Selektionen mit mono- und polyklonalen Antikdrpern, Enzymen,
Rezeptordoménen oder Tumorzellen eingesetzt und ermdglichen so die Epitopanalyse und
Charakterisierung bekannter Antikorper, die Ableitung von Bindungsdoménen und die

Identifizierung spezifischer Tumorzellmarker®’*300311:315.323

1.3.3. Phagen Display rekombinanter Antikérperfragmente

Das Phagen Display rekombinanter Antikbrperfragmente vereinigt zwei leistungsféahige
molekularbiologische Technologien und er6ffnet neue Wege fur Diagnostik und Therapie.
Fur das Phagen Display werden F.,- oder scF,-Antikdrperfragmente eingesetzt und als

plll-Fusion auf der Oberflaiche des Bakteriophagen prasentiert'%1%>3%

. Aufgrund des
modularen Antikorperaufbaus enthalten diese, die in der Sequenz und der Struktur der
V. und Vy Ketten kodierten Informationen zur Antigenbindung (Abbildung 10). Erfolgt die
Herstellung einer F.,- oder scF,-Phagen Display Bibliothek aus einem ,gesunden’
Individuen, bezeichnet man die Bibliotheken als naiv, weil das Antikérperreservoir dieser
Menschen keiner in vivo Selektion unterlag. Wird hingegen das Antikérperreservoir eines
kranken Menschen, z. B. eines HIV-1 Infizierten, zur Herstellung genutzt, spricht man von
einer Immunbibliothek. Diese bieten gegeniber naiven Bibliotheken den Vorteil einer
,Praselektion’ im Patienten, was zur Anreicherung ausgereifter, antigenspezifischer
Antikorper fihrt. Uber in vitro Selektion (BIOPANNING) an immobilisierten Zielstrukturen,
kénnen antigenspezifische Phagen angereichert, analysiert und zur Herstellung

monoklonaler, rekombinanter Antikérper herangezogen werden*® 215215,
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1.4. Uberblick und Projektbeschreibung

Env-rekombinante SEQUENZ ANALYSE
Klonierung von env in pTN7-env Reporterviren (RRV) VIRALER GENE

VRNA den Vektor pTN7 pseudotypisierte Vektoren

o~ — % 3§ —————CHARACTERISIERUNG DER RRV
-
p) P)
NEUTRALISATION DER RRV

BIOPANNING VON PEPTIDPHAGEN BIBLIOTHEKEN _ CHARAKTERISIERUNG
pos. Selskian neg. Selekton o W DER HIV-1 MIMOTOPE
Plasma N X
A &QY ) IMMUNISIERUNG MIT
—— Aty Yyl v A3Runden) ¥ ——— s MIMOTOPPHAGEN
Y v

Arpifkaton SELEKTION HIV-1

HIV-1 Patient e IDENTIFIKATION VON SPEZIFISCHER HYBRIDOMA
HIV-1 MIMOTOPEN

BIOPANNING MIT SCFV PHAGEN DISPLAY BIBLIOTHEKEN

POS. SELEKTION
NEG SELEKTION
/@ IDENTIFIKATION
6.7ellen scFv Phagen ‘/J F O HIV-1 SPEZIFISCHER SCFV’S
Display Bibliotheken 5/“” n CHARAKTERISIERUNG
. _ " HIV-1 SPEZIFISCHER SCFV’S
f r - 3 Runden -

° ﬁ Py EPITOPBESTIMMUNG
- VR HIV-1 SPEZIFISCHER SCFV'S

¥ AMPLIFIKATION
v DER SLEKTIERTEN SCFV-PHAGEN EXPRESS]ON
Py g’f HIV-1 SPEZIFISCHER SCFV’S

4

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Projektiibersicht

Oben: Aus dem Blut der LTNP oder Kontrollpatienten isolierte virale RNA (VRNA) diente zur Amplifi-
kation verschiedener viraler Gene und zur Herstellung HIV-1 Env-rekombinanter Reporterviren
(RRV). Anhand der viralen Sequenzen und der Charakterisierungen der RRV wurde ein moglicher
Einfluss viraler Faktoren auf den nicht-progredierenden Krankheitsverlauf untersucht. Mitte: Der Ein-
fluss der humoralen Immunantwort wurde durch Neutralisationsstudien und mit Hilfe zuvor selektio-
nierter HIV-1 spezifischer Mimotopphagen untersucht. Immunisierungsstudien der HIV-1 spezifi-
schen Mimotopphagen dienten zur Induktion einer entsprechenden Immunantwort und der Selektion
HIV-1 spezifischer Hybrioma. Unten: Zur weiteren Untersuchung der humoralen Immunantwort wur-
den scF, Phagen Display Bibliotheken der LTNP Patienten erstellt, Gber Biopanningexperimente

HIV-1 spezifische scF, Phagen isoliert und im Anschluss charakterisiert.

Die in der Doktorarbeit von Michael Humbert durchgefiihrten Experimente sind blau gekennzeichnet.

Ausgangspunkt dieser Arbeit ist eine kleine Gruppe HIV-1 infizierter Langzeit Nicht-
Progredierender Patienten (LONG-TERM NON-PROGRESSORS, LTNP). Diese symptomfreie
Gruppe HIV-1 Infizierter ist in der Lage, ohne antivirale Therapie (HIGHLY ACTIVE ANTI-
RETROVIRAL THERAPIE; HAART) die Infektion Uber einen langeren Zeitraum (> acht Jahre)
zu kontrollieren. Mehrere virale und patienteneigene Aspekte wurden mit diesem auf3erge-
wohnlichen Krankheitsverlauf korreliert. Hierzu zahlen genetische Aspekte, die Infektiositat

und Funktionalitat der Viren, sowie die zellulare und humorale Immunantwort.
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Ein erstes Ziel dieser Arbeit ist es zu bestimmen welchen Anteil die einzelnen Aspekte am
nicht-progredierenden Krankheitsverlauf der untersuchten Patienten haben. In einer voran-
gegangenen Dissertation von Michael Humbert ergaben sich erste Hinweise auf die Beteili-
gung HIV-1 neutralisierender Antikorper an der Kontrolle der Virdmie und mit Hilfe der
LTNP Seren wurden HIV-1 spezifische Peptidphagen isoliert und in ersten Immunisierungs-
studien eingesetzt. Der zweite Teil dieser Arbeit greift diese Vorarbeiten auf und es erfolgt
eine weiterflhrende Charakterisierung der HIV-1 spezifischen Peptidphagen und der zuge-
horigen humoralen Immunantwort. Zusatzlich wird versucht tber die isolierten Peptidpha-
gen eine HIV-1 spezifische Immunantwort zu induzieren und entsprechende Hybridomazel-
len zu generieren. Der dritte Teil der Arbeit besteht in der Herstellung von scF, Phagen
Display Bibliotheken aus dem Antikérperrepertoire der untersuchten LTNP, sowie der Isolie-
rung und anschlie@ender Charakterisierung HIV-1 spezifischer scF, Phagen mittels Biopan-

ning aus den erstellten scF, Phagen Display Bibliotheken (Abbildung 13).
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Laborgerate

Modell

Hersteller/ Vertrieb

ABIPRISM 3100-Avant
Analysewaage 420-42
Brutschrank FunctionLine
Casy TT

DNA-Elektrophorese Apparatur
ELISA Reader SpectraMax 340
ELISA Washer ELx405
FACSCalibur

Heizblock, DRI-BLOCK DB2D
HypercassetteTM RPN 11642
Kippschuttler Rockomat
Kuhl-/Gefrierschranke GlassLine

LumiStar Galaxy
Magnetrihrer KM02

Mikroskop DM E, Binokular
Mini-PROTEAN® 3

NanoDrop

pH-Meter HI 9321

Pipetboy acu

Pipetten (2,5, 10, 20, 200, 1.000 pl)
Schittelinkubator TH25 und TH30
Spannungsquelle Power Pac 1000
Sterilbank Biosafe 1.2

T3 Thermocycler

Trans-Blot SD Semi-Dry
UV-Transilluminator GelDoc 2000
Vortex Genie 2

Wasserbad Typ 1002

Zentrifugen:
Biofuge 15R, Biofuge 17RS
Megafuge 1.0R, Minifuge
Mikro20
Beckmann Avanti J-20

Applied Biosystems, HITACHI, Foster City, USA
Kern & Sohn, Balingen-Frommern, Deutschland
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Scharfe System, Reutlingen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

Molecular Devices, Sunnyvale, USA

BIOTEK Instruments, Vermont, USA

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Techne, Duxford, England

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
Tecnomara, Zlrich, Schweiz

Liebherr, Biberach, Deutschland

BMG LABTECH, Offenburg, Deutschland

Janke & Kunkel IKA-Labortechnik, Staufen i. Br.,
Deutschland

Leica, Bensheim, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

NanoDrop Technologies, USA

Hanna Instruments, Kehl am Rhein, Deutschland
Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Johanna Otto, Hechingen, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Whatman Biometra, Goéttingen, Deutschland
BioRad, Miunchen, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

Bender und Hobein, Zirich, Schweiz

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel, Deutschland

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
Beckmann Instruments Inc. CA, USA
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2.1.2. Einwegmaterial

Produkt

Hersteller/Vertrieb

96-Vertiefung-Microlon Platte, F-Form
Dynalbeads M-280 Tosylaktiviert
HyperfilmTM ECL

Kryo-Rohrchen

Kulturflaschen

Kulturplatten (96-, 48-, 24-, 6-
Vertiefung)

Kulturschalen (g 10 cm)
Microlite™ 2 FB Microtiter® Platten

Nitrozellulosemembran
OPTITRAN® BA-S 83

Pipetten (2-, 5-, 10 ml)
Pipettenspitzen (10-, 200-, 1.000 pl)
Plattenabdichter

Plattenabdichter ,Area Seal’
Reaktionsgefale (0,2-, 1,5-, 2 ml)
Reaktionsréhrchen (15 bzw. 50 ml)
Safetytips (10-, 200-, 1.000 pl)
Skalpelle

Sterilfilter (0,45 bzw. 0,22 pm)
Vivacell 100 (MWCO 300 kDa)
Zellsiebe (70 pm)

2.1.3. Biochemische Kits

Produkt

Greiner Bio-One, Frickhausen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickhausen, Deutschland

Becton-Dickson, Heidelberg, Deutschland
Costar, Corning, USA

Greiner Bio-One, Frickhausen, Deutschland

Thermo Electron, Dreieich, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Costar, Corning, USA

Greiner Bio-One, Frickhausen, Deutschland
Dunn Labortechnik, Aasbach, Deutschland
Dunn Labortechnik, Aasbach, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Becton-Dickson, Heidelberg, Deutschland
Ratiolab, Dreieich-Buchschlag, Deutschland
Swann-Morton, Sheffield, England

Millipore, Eschborn, Deutschland

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Becton-Dickson, Heidelberg, Deutschland

Hersteller/Vertrieb

CaPhos Transfection

ECL™ Western Blotting System
Innotest™ HIV Antigen mAB
Nucleo Bond PC100 bzw. 500
Nucleo Spin Extract Il

Protino® Ni-IDA 150

QIAamp® Viral RNA Mini
QuickPrep mRNA Purification

Renilla Luciferase Assay System

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland
Innogenetics, Heiden, Deutschland
Macherey-Nagel, Duren, Deutschland
Macherey-Nagel, Duren, Deutschland
Macherey-Nagel, Duren, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Amersham Bioscience, Freiburg, Deutschland

Promega Corporation, Madison WI, USA
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2.1.4. Chemikalien

Produkt

Hersteller/Vertrieb

5-Brom-4-Chlor-Indoyl-3-D-Galaktosid (Xgal)
Acrylamid/Bis- (30%), Rotiphorese
Adenosin

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Bacto-Trypton

Bacto-Hefeextrakt
B-Mercaptoethanol
B-Mercaptoethanol (50 mM)
Bromphenolblau

Calciumchlorid

Cytidin

Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

dNTPs

Dubecco’s Modified Eagle Medium,
DMEM/F12

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
EDTA-Trypsin

Erytherocyten Lysispuffer

Essigsaure 99%

Ethanol 99,8%

Fetal Calf Serum (FCS)

Fetal Calf Serum, dialysiert

Formaldehyd 37%

G418 (Neomycin)

Galanthus nivalis Lectin Agarose-konjungiert
Gentamycin

Glasgow Minimum Essential Medium
(GMEM)

Glycin

Glycerol/Glycerin

Guanosin

HAT Medium Supplement Hybri-MaxTM

HCFS (Hybridoma Cloning and Fusion Sup-
plement)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Qbiogene Inc., Carlsbad, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Becton-Dickson, Heidelberg, Deutschland
Becton-Dickson, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

NatuTec, Frankfurt/Main, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
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HEPES-L6sung (1 M)

HT Medium Supplement Hybri-Max™
Hygromycin

Interferon-y Maus rekombinant
Isopropylthiogalactoside (IPTG)
Kanamycin

L-Asparagin

LB-Agar

LB-Medium

L-Glutamat

L-Glutamine (200 mM)

L-Methionin Sulfoximin (L-MSX)
Magnesiumchlorid
Methyl-a.-D-manno-pyranosid
Milchpulver

Natriumbutyrat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Natriumpyruvat

NEAA (Nichtessentielle Aminosauren)
Penicillin/Streptomycin

peqGOLD Protein-Marker IV
Phosphat-Citrat Puffer Tabletten
Phosphate buffered saline (PBS) 1x bzw. 10x
Polyethylenglykol (PEG) 1.500
Polyethylenglykol (PEG) 6.000
Polyethylenglykol (PEG) 10.000
Puromycin

Quick-LoadTM 1 kb DNA Ladder
Random Primer (dN6)

Salzsaure

Schwefelséure (Titrisol®)

Sodium dodecyl sulfate (SDS) 99%
Sodiumpyruvat
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tetracyclin

Thymidin

Tris-HCI

Tris

Trypanblau

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
MP Biomedical, Eschwege, Deutschland
MP Biomedical, Eschwege, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
PegLab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Roche, Mannheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

MP Biomedicals, Eschwege, Deutschland
New England BioLabs, Bad Soden, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

30



MATERIAL UND METHODEN

Tween-20
Uridin
Wasserstoffperoxid 30%
2.1.5. Enzyme und Inhibitoren

Produkt

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Hersteller/Vertrieb

BioThermTM Polymerase
Calf Intestinal Phosphatase, (CIP)

DNA Restriktionsendonukleasen:
Ncol, BstEll

HiFi-DNA Polymerase

Protease Inhibitor Cocktail
(far Zellkulturmedien)

RNase OUT

RT Super Script RNase-
Transkriptase I

T4-DNA Ligase
T4-DNA Polymerase

2.1.6. Antikorper

Name

Genecraft, Ludinghausen, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

New England BioLabs, Bad Soden, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Hersteller / Vertrieb

Maus a-M13 gp8 monoklonaler AK

447-52D

Md-1

HRP-konj. Esel a-Human IgG (H+L)
HRP-konj. Ziege a-Maus IgG (H+L)

HRP-konj. Ziege a-Human IgG (H+L)

Ziege a-Human PE

2.1.7. Peptidbibliotheken

Name

Abcam, Cambridge, England; Prod.-Nr.: ab9225

NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Divi-
sion of AIDS, NIAID, NIH: HIV-1 V3 Monoclonal Antibody
(447-52D) from Dr. Susan Zolla-Pazner

NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Divi-
sion of AIDS, NIAID, NIH: Human Monoclonal Antibody to
HIV-1 (Md-1) from Robert A. Myers

Dianova, Hamburg, Deutschland; Prod.-Nr.: 709-035-149
Dianova, Hamburg, Deutschland; Prod.-Nr.: 109-005-003
Dianova, Hamburg, Deutschland; Prod.-Nr.: 109-035-064
Dianova, Hamburg, Deutschland; Prod.-Nr.: 109-116-088

Hersteller / Vertrieb

HIV-1 Consensus Group M Env
(15mer) Peptides — Complete Set

HIV-1 Consensus Group B Env
(15mer) Peptides — Complete Set

HIV-1 Consensus Group C Env
(15mer) Peptides — Complete Set

HIV-1 Mn Env (15mer) Peptides —
Complete Set

AIDS Research & Reference Reagent Program, Division
of AIDS, NIAID, NIH. Cat-Nr: 9487

AIDS Research & Reference Reagent Program, Division
of AIDS, NIAID, NIH. Cat-Nr: 9480

AIDS Research & Reference Reagent Program, Division
of AIDS, NIAID, NIH. Cat-Nr: 9499

AIDS Research & Reference Reagent Program, Division
of AIDS, NIAID, NIH. Cat-Nr: 6451
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2.2. Medien, Losungen und Puffer in der Molekularbiologie

2.2.1. Medien

LB-Medium (autoklaviert)

Bacto Tryptone
Bacto Yeast Extract
NacCl

dH,O

2YT-Medium (autoklaviert)

Bacto Tryptone
Bacto Yeast Extract
NacCl

dH,O

2.2.2. L6sungen

Antibiotika-Stockldsungen

Ampicillin in dH,O ldsen (1.000fach Stocklésung)
Kanamycin in dH,O l6sen (100fach Stocklésung)
Tetracyclin in Ethanol 16sen (250fach Stocklésung)

10% APS

Ammoniumperoxodisulfat, Lagerung bei -20°C

50 mM CacCl,-Lésung
CacCl,
dH,O

50% Glycerin

Glycerin
dH,O

IPTG-Stock (0,5 M; 1.000x)

IPTG
dHO
sterilfiltrieren (0,22 pm) und bei -20°C lagern

Methyl-a-D-manno-pyranosid Losung (0,5 M)

Methyl-o-D-manno-pyranosid
PBS
autoklavieren und bei 4°C steril lagern.

109
59
59

ad 11

169
109

549
ad 1|

100 mg/mi
10 mg/mi
10 mg/mi

0,1 mg/ml

0,569
ad 100 ml

50 ml
ad 100 ml

1lg
ad 8,4 ml

9749
ad 500 ml
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0,1 M MgCl,-L6sung

MgCIZ
dH,O

5% Milchpulver/PBS/0,5% Tween-20 (5% MPBST)

Milchpulver
10x PBS
Tween-20
dH,O

0,5% PBST ELISA und Western-Blot Waschldsung

10fach PBS
Tween-20
dH,O

20% PEG-10.000, 0,9 % NaCl-Loésung (autoklaviert)

PEG-10.000
NaCl
dH,O

20% PEG-6.000, 15 % NaCl-Lésung (autoklaviert)

PEG-6.000
NacCl
dH,O

4% Sammelgel (SDS PAGE)

30% Rotiphorese
0,5 M Tris pH 6.8
10% SDS

dH,O

10% SDS

SDS
dHO

12% Trenngel (SDS PAGE)

30% Rotiphorese
1,5 M Tris pH 8.8
10% SDS

dH,O

XGal-Stockldsung

XGal
DMF

0,95¢
ad 100 ml

59

10 ml
500 ul

ad 100 ml

100 ml
500 ul
ad 1l

200 g

9¢g
ad 1l

200 g
150 ¢g
ad 1]l

13 ml

25 mi
1ml

ad 100 ml

2049
ad 200 ml

40 mi

25 mi
1ml

ad 100 ml

200 mg
ad1ml
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2.2.3. Puffer

10fach Probenpuffer (SDS PAGE)

100% Glycerin
SDS

3 M Tris pH 8.0
3-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
dH,0O

TAE-Puffer

Tris
Essigsaure
EDTA
dH,O

10fach TGS Laufpuffer (SDS PAGE)

Tris
Glycin
SDS
dH,O

10fach Towbin Transfer Puffer (Western Blot)

Tris
Glycin
dH,O

5ml

1,5 mg
1,66 ml
2,5ml
5mg

ad 10 ml

4,849
1,29
0,29 ¢
ad 11

309
144 g
10g
ad 11

30g
144 g
ad 11

Fir 1x Puffer 50 ml 10x Puffer und 100 ml Methanol mit dH,O auf 500 ml auffillen.

2.3. Medien, Losungen und Puffer in der Zellkultur

2.3.1. Medien

293T und TZM-bl Kulturmedium

DMEM Medium

10% FCS

200 mM L-Glutamin (entspricht 4 mM)
1% Penicillin/Streptomycin

CRL1597 (Myeloma) Kulturmedium

DMEM/F12 Medium

10% FCS

200 mM L-Glutamin (entspricht 4 mM)
1 M HEPES Ldsung (entspricht 10 mM)

500 ml
50 mi
10 ml

5mi

500 ml
50 ml
10 ml

5mi
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HAT Hybridomakulturmedium

DMEM/F12 Medium

HAT Medium Supplement

HCFS Medium Supplement

1 M HEPES Ldsung (entspricht 10 mM)

200 mM L-Glutamin (entspricht 2 mM)

1% Penicillin/Streptomycin

Gentamycin

50 mM B-Mercaptoethanol (entspricht 100 pM)

HT Hybridomakulturmedium

DMEM/F12 Medium

FCS Medium Supplement

HAT Medium Supplement

1 M HEPES Ldsung (entspricht 10 mM)

200 mM L-Glutamin (entspricht 2 mM)

NEAA

1% Penicillin/Streptomycin

Na-Pyruvat

Gentamycin

50 mM B-Mercaptoethanol (entspricht 50 uM)

Lec-CHO ADA.C1 und CHO-neq Kulturmedium

GMEM Medium

Dialysiertes FCS (Glutamine-frei)
Nucleosid-Lésung (50x)

NEAA
L-Glutamat/L-Asparagin-Losung
Sodium Pyruvat

1% Penicilin/Streptomycin
L-MSX-L6sung

U87.CD4.CCRS5 und U87.CD4.CXCR4 Kulturmedium

DMEM Medium

15% FCS

2% L-Glutamin

1% Penicillin/Streptomycin

300 pg/ml G418 (Neomycin) [1 g/ml]
1 pg/ml Puromycin [25 pg/ul]

500 ml
10 mi
10 ml

5mi
5ml
5ml
5ml
1mi

500 ml
50 ml
10 ml

5mi
5ml
5ml
5mi
5mi
2,5ml
0,5 ml

500 ml
50 ml
10 mi

5mi
5mi
5mi
2,5ml
0,125 ml

500 ml
75 mi
10 ml

5mi

177
24 ul
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2.3.2. Lésungen

3% Formaldehyd-L6sung

37% Formaldehyd 3,24 ml
dH,O ad 40 ml

L-Glutamat/L-Asparagin-Losung

L-Glutamat 600 mg
L-Asparagin 600 mg
dH,O ad 100 ml

sterilfiltrieren; Lagerung bei 4°C

L-MSX Stocklésung

L-MSX 18 mg/ml in PBS
sterilfiltrieren; in 1ml Aliquots bei -20°C lagern

Natriumbutyrat
Natriumbutyrat 11g9
PBS ad 10 ml

steriffiltrieren; in 1 ml Aliquots bei -20°C lagern

Nucleosidlfsung

Adenosin 35 mg
Guanosin 35 mg
Cytidin 35 mg
Uridin 35 mg
Thymid 12 mg
dH,0O ad 100 ml

sterilfiltrieren; Lagerung bei 4°C

XGal-Farbelésung

200 mg/ml X-Gal (Stocklosung: 1 g in 5 ml DMF) 40 pl
1 M MgCl, (Stocklésung: 10,17 g in 50 ml dH,0) 40 pl
100 mM Ferricyanid (Stocklosung: 1,65 g in 50 ml dH,0) 1,2 ml
100 mM Ferrocyanid (Stocklosung: 2,11 g in 50 ml dH,0) 1,2 ml
dH,O ad 40 ml

In 11 ml aliquotieren; Lagerung bei -20°C; vor Benutzung erwarmen und sterilfiltrieren
(0,22 pm).
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2.3.3. Puffer

Carbonatpuffer
Na,COs3 4,24 g
NaHCO; 5049
dH,O ad 1l
pH 9.6

sterilfiltrieren und bei 4°C kihl lagern

FACS-Puffer

FCSs 1ml
PBS ad 100 ml

2.4. Organismen

2.4.1. Zelllinien

293T

Die Zelllinie stammt von humanen, embryonalen Nierenzellen ab und ist stabil
mit dem groRen T-Antigen aus SV40 transfiziert, wodurch Plasmide mit diesem
Replikationsursprung nach Transfektion in die Zelle amplifizierbar sind. Alle drei bis vier
Tage werden die adharent wachsenden Zellen mit EDTA-Trypsin-Loésung abgelost
und in frischem Medium verdinnt passagiert. Die Zellen sind mit klassischen

Transfektionsmethoden hoch transfizierbar.

(LGC Standards, Catalog Number: CRL-11268™)

CHO neg
Diese Zelllinie basiert auf der Chinesischen Hamster Oviar Zelllinie (CHO) und wird haufig
in eukaryotischen Expressionssystemen eingesetzt. Da die Zelllinie auf3erstande ist Prolin
zu synthetisieren, muss dies im Medium zugefihrt werden. Sie wachst adharent und ist

einfach zu handhaben.

Die CHO-neg Zelllinie wurde stabil mit dem Vektor pEE14 transfiziert und dient als
Negativkontrolle fur Expressionen mit diesem Vektorsystem. Der Vektor bringt das Gen
Glutaminsynthetase mit, welche fir die Umwandlung von Glutamat in Glutamin
verantwortlich ist. Durch Zugabe von geringen Mengen L-MSX wird die zelleigene
Glutaminsynthetase inaktiviert und die im Vektor codierte Glutaminsynthetase kann in

Glutamin-freiem Medium als Selektionsmarker dienen.

(NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Catalog Number: 2238)
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CRL1597

Hierbei handelt es sich um eine Maus-B-Lymphoblasten Zelllinie (Myeloma), die zur
Gewinnung von Hybridomazellen eingesetzt wird. Die Zellen wachsen in Suspension und
kénnen bis zu einer Zelldichte von 1+10° Zellen/ml kultiviert werden. Alle drei bis vier Tage
wird ein Teil der Kultur in frisches Medium tbergehoben und die Zellen bei 37°C und mit
5% CO, inkubiert.

(LGC Standards, Catalog Number: CRL-1597™)

Lec-CHO ADA.C1

Um bei glykosylierten Konstrukten eine homogenere Expression zu erhalten, wurde das
Glykosylierungssystem der Zellen modifiziert (Lec-CHO). In diesen Zellen exprimierte
Glykoproteine besitzen nur noch die Mannose-reichen Glykosylierungen des Endo-
plasmatischen Retikulums. Diese Zellen exprimieren eine gpl140 Variante von HIV-1 Env.
Zur besseren Expression wurde dem Konstrukt (pEE14-ADA.C1) eine Kozaksequenz
vorgeschaltet und zur Steigerung der Sekretion das HIV-1 Signalpeptid durch eine tPA-
Signalsequenz ersetzt. Um eine Expression von HIV-1 Env Trimeren zu erlangen, wurde
die primare Schnittstelle zwischen gp120 und gp41 mutiert. Die Expressionskassette enthalt
die komplette Sequenz von HIV-1 Env (Isolat ADA) bis zur Lysin-Aminosdure des
ELDKWA-Motivs. Die Expression von ADA.C1 fuhrt zur Anreicherung von mono-, di- und
trimeren gp140 Konstrukten im Zellkulturiiberstand®*.

TZM-bl

Friher als JC53-bl (Klon 13) bezeichnet, leiten sich die TZM-bl Zellen von HelLa Zellen
ab. Sie exprimieren stabil gro3e Mengen an CD4, CCR5 und CXCR4. Als Reporter wurden
die Gene der Luciferase und R-Galactosidase unter der Kontrolle des HIV-1 Promotors
integriert. Die Zelllinie ist hochsensitiv fir Infektionen mit verschiedenen HIV-1 Isolaten und
erlaubt durch beide Reporterenzyme eine leichte und quantitative Analyse der HIV-1

Infektion (z.B. Titerbestimmung) durch Messung der 3-Gal- oder Luciferaseexpression.

(NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Catalog Number: 8129)

U87.CD4.CCR5

Diese Zelllinie stammt von menschlichen Glioblastoma-Zellen ab (U87MG) und ist stabil
mit den Genen fir die humanen Rezeptoren CD4 und CCRS5 transfiziert, die unter der
Kontrolle eines MLV Promotors stehen. Die Zellen sind sehr adharent, wachsen langsam

und sollten bei einer Dichte von maximal 80% nicht zu diinn passagiert werden.

(NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Catalog Number: 4035)
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2.4.2. Mausstamme

IMRI-Maus

Die IMRI Maus entstand durch eine Auszucht der ImmortoMouse mit NMRI Mausen. Der
aufgrund der Auszucht breitere genetische Hintergrund soll eine ,bessere’ Immunantwort
ermdglichen. Dariiber hinaus erméglicht das temperatursensitive grof3e Tumorantigen der
ImmortoMouse nach Induktion mit Interferon y eine Kultivierung primarer Zellen bei einer

Temperatur von 30°C.

2.4.3. Bakterienstamme

Bakterienstamm Genotyp Herkunft

Invitrogen, Karlsruhe,

BL21-DE3 Gold F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm (DE3) Deutschland

FproA+B+ laclq A(lacZ)M15 zzf::Tn10(TetR)/ New England BioLabs,

SRz fhuA2 gInV A(lac-proAB) thi-1 A(hsdS-mcrB)5 Bad Soden, Deutschland

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
TOP10 AlacX74 recAl araD139A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (Str) endAl nupG

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl
XL1-blue MRF’ SUpE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F* proAB Stratagene, La Jolla, USA
lacl“ZAM15 Tni0 (Tet)]

Tet' A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
XL-10-Gold endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte  Stratagene, La Jolla, USA
[F" proAB lacl®ZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam']

2.4.4. Helferphage

Name Hersteller / Vertrieb
M13-KO7 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
2.4.5. Viren
Name Hersteller / Vertrieb
HIV-1 89.6 NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID,

NIH: HIV-1 89.6 from Dr. Roland Collman

HIV-1 JR-CSF NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID,
NIH: HIV-1J R-CSF from Dr. Irvin Chen
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2.5. Primer
Primer Info Sequenz (5’ 2> 3’)
N -,cDNA CTG CCA ATC AGG GAA GTAGCC TTG TGT
RT-UD -,cDNA GGT GTG TAG TTC TGC CAA TCA GG
A +,aulen GGC TTA GGC ATC TCC TAT GGC AGG AAG AA
6191-UD +, auBen  GAT AGA ATA AGA GAA AGA GCA GAA GAC AGT GG
9033-UD -,auBen GTA AGT CAT TGG TCT TAA AGG TAC CTG AG
Mn -,auBen ATT TGC GGC CGC TAG CCC TTC CAG TCCCCCCTTTTCTTT TA
C +,innen  TTG TTG GTC ACC GTC TAT TAT GGG
C-uD +,innen  TTG TGG GTA ACC GTC TAT TAT GGG GTAC
TNE3 -, innen GGA TCT CCATGG CTT ATA GCAAAATCC TTT CCA AGC CCT
GTCTTATTC TTC TAG G
TNE3-UD -,innen  GGA TCT CCATGG CTT ATA GCAATATCC TTT CTA ACC CCT GTA
TTATTC TTC TAG G
TNE3-G -, innen GGA TCT CCATGG CTT ATAGCAAAATCC TTT CCA AGC CCT
GTCTTATTCTTG TAG G
2.6. Plasmide
Name Hersteller / Vertrieb
pYU2 NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID,
NIH: pYU-2 from Dr. Beatrice Hahn
pPTN7-Aenv PD Matthias T. Dittmar, Centre for Infectious Disease, Institute of Cell and Mo-
lecular Science, Barts and The London, Queen Mary's School of Medicine and
Dentistry, London, United Kingdom
PTN7-NL4-3 PD Matthias T. Dittmar, Centre for Infectious Disease, Institute of Cell and Mo-
lecular Science, Barts and The London, Queen Mary's School of Medicine and
Dentistry, London, United Kingdom
2.7. EDV
Name Hersteller / Vertrieb
Bio Edit Ibis Biosciences, Carlsbad, USA

CellQuest Pro

Graphics Suite 11

Lasergene 6

N-GlycoSite
Office 2007
Prism 5
VBASE?2
VESPA

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Corel, Ottawa, Kanada
DNAStar, Madison, USA

http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYCOSITE/glycosite.htmI*®’

Microsoft, Redmond, USA
GraphPad Software, San Diego, USA

www.vbase2.org®’®

http://www.hiv.lanl.gov/content//sequence/VESPA/vespa.html*"
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2.8. Methoden

2.8.1. Amplifikation von HIV-1 env Genen

Zur genetischen und funktionellen
Analyse des env Gens priméarer
Viren wird virale RNA aus Plasma-
proben HIV-1 positiver Patienten
gewonnen, in cDNA transkribiert
und Uber PCR amplifiziert. Bei La-
bor-adaptierten Virusisolaten erfolgt
die Isolierung der viralen RNA aus

HIV-1 infizierten PBMC-Kulturen.

2.8.1.1. Isolierung viraler RNA

Primer N/ RT-UD

PrimerA/6191-UD Primer Mn / 9033-UD

Primer C / C-UD Primer TNE3 / TNE3-UD / TNE3-G
b)) « (!
Ndel 3 LTR
vr:)r ﬁ
p.:, 8 » nef
rev env
'S
tat

Abbildung 14: PCR-Schema der env-Amplifikation

Die Reverse Transkription erfolgt mit den Primern N/RT-
UD (gruin), die auRere PCR mit den Primern A/6191-UD
und Mn/9033-UD (rot), die innere PCR mit den Primern
C/C-UD und TNE3/TNE3-UD/TNE3-G (blau).

Die Isolierung viraler RNA (VRNA) erfolgte mit dem QIAmp® Viral RNA Mini von Qiagen

nach Angaben des Herstellers. Aufgrund der geringen viralen Last in den Seren der LTNPs

wird zur Anreicherung der HI-Viren 1 ml Plasmaprobe in einer Ultrazentrifuge bei 4°C mit

20.000 rpm fur 10 min pelletiert. Der Uberstand wird bis auf 180 pl mit den darin

enthaltenen Antikérpern der Patienten abgenommen und bei -80°C aufbewahrt. Das Pellet

wird resuspendiert und zur Gewinnung der VRNA weiterverarbeitet. Die gereinigte VRNA

wird in 60 pl Elutionspuffer aufgenommen und bei -80°C gelagert.

2.8.1.2. Reverse Transkription komplementérer DNA aus VRNA

Mit Hilfe Reverser Transkription wird vVRNA in komplementére DNA (cDNA) umgeschrie-
ben. Die Synthese der cDNA erfolgt mit den Primer N oder RT-UD (Abbildung 14).

Menge / Ansatz

Primer [10 pM]

ddH,O

VRNA

5x Super Script Puffer

DTT [0,1 M]

dNTP [je 2,5 mM]

RNase OUT

RT Super Script RNase Transkriptase I

1,0 u
1,0 ul
10,0 pl
4,0 pl
2,0 pl
1,0 ul
0,5 pl
0,5 ul

Pramix

Reaktionsmix
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Zu Beginn der cDNA-Synthese wird der Pramix angesetzt und fur 10 min bei 65°C
inkubiert, um so eine Entfaltung der RNA zu ermdglichen. Anschlieend wird der
Reaktionsmix zugesetzt und der durchmischte Ansatz inkubiert bei:

42°C 1,5h
72°C 10 min
4°C 0

2.8.1.3. Nested-PCR

Das env Gen wird mittels nested-PCR aus der cDNA gewonnen. Uber die Primer der
inneren PCR, werden die Restriktionsschnittstellen (BstEIll und Ncol) eingebracht.

Menge / Ansatz

Templat 2,0 pl
Primer fwd [10 pM] 1,0 pl
Primer rev [10 uM] 1,0 pl
dNTP [je 2,5 mM] 1,2 pl
5x HiFi-PCR-Puffer ohne Mg** 10,0 pl
Mg [25 mM] 5,0
5x Q-Solution (Qiagen) 10,0 ul
ddH,0 19,3 ul
HiFi-Polymerase [5 U/pl] 0,5 pl

Die Amplifikation in der auf3eren PCR erfolgt mit folgendem Programm:

95°C 2 min
95°C 30 sec
57°C 40 sec 30-40 Zyklen
72°C 3 min

72°C 10 min

4°C o0

Die innere Nested PCR wie folgt:

95°C 2 min
95°C 30 sec
55°C 40 sec 30-40 Zyklen
72°C 2:30 min

72°C 10 min

4°C o0

Die nested PCR wird mit einem 1%igen Agarosegel Uberprift. Hierzu werden 2 pl Probe

mit 8 pl destilliertem Wasser und 2 pl Probenpuffer versetzt und im Gel aufgetrennt (100 V,
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30 min). Waren mehrere Amplifikate vorhanden, erfolgt eine praparative Auftrennung der

Konstrukte in einem 1%igen Agarosegel. Die gewinschten Amplifikate werden mit dem

NucleoSpin® Extract II-Kit aufgereinigt.

2.8.2. Klonierung HIV-1 Env-rekombinanter Reporterviren (RRV)

Mit Hilfe des Plasmids pTN7-Aenv ist es
moglich, HIV-1 Env-rekombinante Repor-
terviren (RRV) mit patienteneigenen Env
herzustellen. Das Plasmid codiert fur das
env deletierte Genom von HIV-1 NL4-3
und ermdglicht Uber die Restriktions-
schnittstellen BstEll und Ncol das Ein-
bringen einer beliebigen env Sequenz.
Als Reporter besitzt das Plasmid anstelle
des viralen nef das Gen Renilla Luci-
durch die
Ligation mit einer HIV-1 env Sequenz, die

Produktion

ferase. Dies ermdglicht,

rekombinanter, replikations-
kompetenter HI-Viren, deren Infektiositat
durch die

Luciferase nachgewiesen werden kann.

Expression von Renilla

2.8.2.1. Restriktion der env Gene

PTN7-Aenv

rluc

vpu tat
rev
VP vif

Ncol .-}
BstEIl:

Ndel

Abbildung 15: Plasmidkarte von pTN7-Aenv

Uber die Restriktionsschnittstellen Ncol und BstEll
kann eine heterologe env Sequenz zur Gewinnung
HIV-1 Env-rekombinanter Reporterviren (RRV)

eingebracht werden.

Fur die Ligation der amplifizierten env Gene mit pTN7-Aenv, erfolgt die Restriktion der

PCR Produkte mit den Enzymen BstEIl und Ncol nach folgendem Ansatz:

Menge / Ansatz

PCR-Produkt 48,0 pl
Puffer (10x) 6,0 pl
BSA (10x) 6,0 pl
Restriktionsenzyme je 1,0 pl

37°C Uber Nacht
65°C 20 min
4°C 0

Das restringierte PCR-Produkt wird nach

20 pl eluiert (Nucleo Spin Extract II).

Angaben des Herstellers aufgereinigt und in
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2.8.2.2. Restriktion und Dephosphorylierung von pTN7-Aenv

Der Vektor pTN7-Aenv wird ebenfalls mit den Enzymen BstEIl und Ncol verdaut:

Menge / Ansatz

Plasmid-DNA 40,0 ul
Puffer (10x) 5,0 pl
BSA (10x) 5,0 pl
Restriktionsenzym je 2,5 ul
37°C tber Nacht
65°C 20 min

Im Anschluss wird die restringierte Plasmid-DNA aufgereinigt und in 40 ul eluiert. Durch
die Behandlung mit Calf Intestinal Phosphatase (CIP) werden die 5’-Phosphatenden der

Schnittstellen entfernt und somit gewabhrleistet, dass die Ligation vom Insert ausgeht:

Menge / Ansatz

restringierte Plasmid-DNA 40,0 ul
Puffer (10x) 5,0 ul
CIP 5,0 ul

Der Ansatz wird fir 4 h bei 37°C inkubiert und im Anschluss die dephosphorylierte
Plasmid-DNA aufgereinigt (Nucleo Spin Extract Il), auf eine Konzentration von 25 ng/ul
eingestellt und bei -20°C gelagert. Die Praparation des Vektors wird auf einem 1%igem
Agarosegel Uberprift. Als Kontrolle dient hierbei der unverdaute Vektor. Die Qualitat der

Dephosphorylierung wird durch eine Transformation ohne Ligase kontrolliert.

2.8.2.3. Ligation der env PCR-Produkte mit pTN7-Aenv

Zur Ligation von pTN7-Aenv mit den amplifizierten env Genen werden der aufgearbeitete

Vektor und env PCR-Produkte eingesetzt:

Menge / Ansatz

PTN7-Aenv (25 ng/ul) 1,0 ul
env Amplifikat (ca. 50 ng/pl) 2,0-4,0u
10x Ligasepuffer 1,0 ul
PEG 1.000 L&sung 1,0 pl
ddH,O 2,0-4,0ul
T4-Ligase [1 U/ul] 1,0 pl

22°C 2h

65°C 10 min

4°C o0
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Nach der Ligation wird der Ansatz in E.coli XL10 oder TOP10 Zellen transformiert. 10 pl
des Transformationsansatzes werden auf einer LBy, Kulturplatte ausgestrichen. Mit dem
verbleibenden Volumen werden 100 ml LBy, Medium angeimpft und Gber Nacht bei 37°C
und 200 rpm inkubiert. Am nachsten Tag wird anhand von zehn Klonen die Ligations-
effizienz der Ansétze Uberprift, von der Flassigkultur mit 50% Glycerinldsung mehrere
Glycerinstocks angelegt und eine Plasmid-DNA-Préparation durchgefihrt.

2.8.2.4. Herstellung transformationskompetenter Escherichia coli

Zur Transformation von Escherichia coli (TOP10 oder XL10-Gold) mit Ligationsprodukten
oder vollstandigen Plasmiden werden zunachst kompetente Bakterien hergestellt. Mit 2 ml
einer E.coli Ubernachtkultur werden 200 ml LB-Medium angeimpft und bei 30°C und
200 rpm bis zu einer ODgyo Von 0.5 - 0.7 kultiviert. Im Anschluss werden die Zellen far
10 min auf Eis inkubiert und hiernach bei 4°C abzentrifugiert (10 min, 4°C, 1.500 rpm). Von
nun an sind alle Schritte auf Eis durchzufuihren. Zunachst wird das Zellpellet in 20 ml kalter
0,1 M MgCl,-Lésung resuspendiert und erneut abzentrifugiert (10 min, 4°C, 1.500 rpm). Das
Pellet wird ein zweites Mal in 20 ml 50 mM CacCl,-Lésung resuspendiert und fir 30 min auf
Eis inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen zentrifugiert (10 min, 4°C, 1.500 rpm) und
vorsichtig in 2 ml 50 mM CaCl,-Losung mit 15% Glycerin resuspendiert. AbschlieRend
werden die Zellen aliquotiert, mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert. Die Bestimmung der Kompetenz erfolgt mit einer Verdinnungsreihe eines

zirkuldren Vektors mit einer GroRe von ca. 5 kbp im Bereich von 10 bis 10™.

2.8.2.5. Transformation kompetenter Escherichia coli

Ein 50 pl Aliqguot kompetenter Zellen wird auf Eis aufgetaut, mit einem Ligationsansatz
vermischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wird das Gemisch fur 30 sec im
42°C warmen Wasserbad einem Hitzeschock ausgesetzt, erneut fir 2 min auf Eis inkubiert
und danach 450 pl LB-Medium zugesetzt. Der Ansatz wird fir 45 min in einem Schiittler bei
37°C und anschlieRend Uber Nacht bei 37°C auf einer LB-Agar Platte mit entsprechenden
Antibiotika inkubiert.

2.8.2.6. Plasmidisolierung aus Escherichia coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli erfolgt nach Herstellerangaben im Miniformat
(bis 2 ml Kultur) mit dem ,Nucleo Spin Extract II-Kit, im Midi- und Maxiformat (100-500 ml
Kultur) mit dem ,Nucleo Bond PC100 bzw. PC500'-Kit.
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2.8.3. Sequenzierung der DNA

Die Sequenzierung nach Sanger erfolgt mit Hilfe eines Kapillarsequenziergerats (3100-
Avant Genetic Analyzer) und dem ,Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit' der
Firma Applied Biosystems. Fir eine Sequenzreaktion wurden ca. 500 ng Templat
eingesetzt und nach Herstellerangaben bearbeitet. Die Sequenzanalyse erfolgt mit dem
Programm Lasergene 6.

2.8.4. Sequenzmusteranalyse

Die Identifizierung potenzieller Sequenzmuster erfolgt mit dem Online-Tool VESPA.
Zunachst werden die zu untersuchenden Proteinsequenzen mit dem ClustalW Algorithmus
in dem Program BioEdit aligned. Anschlie3end werden die Sequenzen der LTNP und HIV-1
Kontrollpatienten getrennt, in zwei separaten Dateien gespeichert und als Queryset (LTNP)
und Kontrollset (HIV-1 Kontrollpatienten) in VESPA eingeladen und analysiert
(http://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-db/P-vespal/vespa.html)*"?. Fir die Analyse von Nef wird
ein Referenzset (Nef HIV-1 Subtyp B; Jahr 2005) der HIV-1 DATABASE als Kontrollset
herangezogen (http://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-db/SUBTYPE REF/align.html).

2.8.5. Bestimmung der N-Glycosylierungsstellen

Zur Bestimmung potenzieller N-Glycosylierungsstellen wurde das Programm N-GlycoSite
benutzt. Hierzu wurden die Proteinsequenzen der HIV-1 Env zunachst in BioEdit in ein
Alignment gebracht, als Datei gespeichert und anschlieBend mit N-GlycoSite analysiert
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYCOSITE/glycosite.html)®’.

2.8.6. Herstellung HIV-1 Env-RRV

2.8.6.1. Transfektion von 293T Zellen zur Erzeugung HIV-1 Env-RRV

Mittels Transfektion von 293T Zellen mit den pTN7-env Konstrukten werden HIV-1 Env-
rekombinante Reporterviren im S3-Labor (Biosicherheitslevel S3) hergestellt. Die
Transfektion erfolgt nach der klassischen Calciumphosphat-Methode, welche eine einfache

Handhabung mit hoher Effizienz verbindet.

In einer groRen Zellkulturflasche (T-175) werden am Vortag der Transfektion 3-10° Zellen
ausgebracht. Zwei Stunden vor der Transfektion werden die Zellen mit PBS gewaschen und
in 40 ml frischem Medium aufgenommen. Pro Transfektionsansatz werden 25 ug Plasmid
und 120 ul 2,5 M CaCl,-Losung mit dH,O auf 1,2 ml verdinnt und vermischt. Die L6sung
wird unter Blasenbildung langsam, tropfend zu 1,2 ml vorgelegtem 2fach HEPES Puffer
zugegeben, das Gemisch kurz gevortext und fir 20 min bei RT inkubiert. Danach wird der

Transfektionsansatz auf die Zellen getropft, die Kulturflaschen vorsichtig geschwenkt und
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Uber Nacht kultiviert. Am folgenden Tag werden 20 ml frisches Medium zugesetzt und die
Zellen fur weitere 48 h inkubiert. Fur die Ernte der rekombinanten Viren werden die Uber-
stdnde abgenommen, durch zehnmindtiges Zentrifugieren mit 1.500 rpm bei 4°C von Zell-
trdmmern befreit und sterilffiltriert (0,45 pum). Zur spateren Bestimmung der Replikations-
kompetenz werden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschliel3end in 20 ml PBS
resuspendiert. 1 ml der Zellsuspension wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® tUbertragen,
fur 5 min bei 4°C mit 3.000 rpm zentrifugiert, das Pellet in 500 pl Renilla Luciferase Lysis-

Puffer aufgenommen und bei -80°C gelagert.

2.8.6.2. Aufkonzentrieren von HIV-1 Env-rekombinanten Reporterviren

Je nach Verwendung der HIV-1 Env-RRV werden diese direkt nach der Ernte nach einer
der folgenden Methoden aufkonzentriert. Zur Neutralisationsmessung (2.8.9 unten) werden
die gefilterten Viren in der Zentrifuge mit Konzentratoren (MWCO 300 kDa, Vivacell) 1:20
aufkonzentriert, aliquotiert und bei -80°C eingefroren. Zur Bestimmung der Infektiositat und
der Replikationskompetenz erfolgt eine PEG-Fallung. Hierzu werden die gefilterten
Uberstande in 50 ml Reaktionsréhrchen mit einem Volumen PEG 10.000-Lésung vermischt
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag werden die gefallten Viren fir 30 min

bei 4°C mit 2.000 rpm pelletiert, in 200 pl PBS aufgenommen und bei -80°C eingefroren.

2.8.7. Infektiositat HIV-1 Env-RRV

Die Infektiositat einer Viruspraparation wird als der Quotient infektidser Viren zur Gesamt-
zahl aller Viren angegeben. Die Anzahl infektioser Partikel pro Milliliter wird mit einem

Infektionstest bestimmt, die Gesamtzahl der Viren mit einem p24-Antigentest ermittelt.

2.8.7.1. Titerbestimmung Env-rekombinanter Reporterviren

Die Bestimmung des Titers der RRV Praparationen erfolgt mit Hilfe der TZM-bl Zellen.
Diese Zelllinie exprimiert den fir die Infektion mit HIV-1 notwendigen Rezeptor CD4, die
beiden Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4 und tragt ein 3-Galaktosidasegen unter
Kontrolle des HIV-1 Promotors. Hierdurch erscheinen infizierte Zellen nach der Zugabe

einer XGal-Losung blau, was eine einfache Auswertung ermaglicht.

Am Vortag werden 10* TZM-bl Zellen in 100 pl Medium pro Vertiefung einer 96-
Vertiefung-Platte ausgesét und Uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wird das Medium
von den Zellen abgenommen und mindestens vier Stufen einer 5fach-Verdinnungsreihe
(ausgehend von 1:5 zw. 1:10) der Viren mit frischem Medium angesetzt. In Triplikaten
werden die Zellen mit 100 pl Virusverdiinnung infiziert und fiir 44 h im Brutschrank inkubiert.
Danach werden die Zellen mit 180 pl PBS gewaschen, drei Minuten mit 60 pl Fixierlésung

fixiert, erneut gewaschen, mit 100 pl XGal-Farbeldsung tberschichtet und tber Nacht bei
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Raumtemperatur inkubiert. Die gefarbten Zellen jeder Verdinnung werden am folgenden
Tag ausgezahlt und der Titer der Praparation bestimmt. Dieser wird in Infektiosen Einheiten
pro ml (IU/ml) angegeben:

RS 1) .
Titer [ﬁ] = Z blaue Zellen [10()“'] -Verdunnung - 10

2.8.7.2. Bestimmung der p24 Konzentration

Die Bestimmung der p24 Konzentration der Viruspraparationen erfolgt mit dem
INNOTEST™ HIV Antigen mAb Kit der Firma Innogenetics nach Herstellerangaben. Mit
diesem Test ist es mdglich, die Menge an Kapsidprotein (p24) einer Viruspraparation zu
ermitteln. Zur Bestimmung der p24-Menge werden je Praparation acht Stufen einer
Verdinnungsreihe gemessen und alle Werte im linearen Bereich des Assays zur
Auswertung herangezogen. Nach Layne et al. wird anschlieRend mit Hilfe der ermittelten

p24-Menge die Gesamtzahl der Viren berechnet'®:

Uy_ P24

Viren [ﬁ] ——5 1017 [%]

2.8.8. Bestimmung der Replikationskompetenz HIV-1 Env-RRV

2.8.8.1. Renilla Luciferase-Aktivitatstest

Mit dem ,Renilla Luciferase Assay System‘ kann die Aktivitdt von Renilla Luciferase
(Reporterenzym) in Sadugetierzellen quantifiziert werden. In der Zelle katalysiert Renilla
Luciferase die Oxidation von Coelenterazin in Coelenteramide, wodurch Photonen
freigesetzt werden. Dank des Renilla Luciferase Gens der HIV-1 Env-RRYV ist es mdoglich,
die Infektion einer Zelle mit diesen Viren zu bestimmen. Durch die Expression der Renilla
Luciferase in den pTN7-env Konstrukten nach der Zelltransfektion, kann zuséatzlich die Rep-

likationskompetenz der HIV-1 Env-

RRV ermittelt werden. Hierzu wird 03 (\\r% O: B o=/.h\§<\_> f;‘ogmgm
die Aktivitat an Renilla Luciferase //\j’[ﬁl S X

nach Zellinfektion (U87.CD4.CCR5) "~ /k/ o O

auf die Renilla Luciferase Aktivitat Coelenterazine Coelenteramide

der transfizierten Zellen (293T)  apbildung 16: Biolumineszenzreaktion von Renilla
normiert. Der Quotient gibt Auf- |uciferase

schluss dber Unterschiede in den pie Umsetzung von Coelenterazin in Coelenteramide
Env-vermittelten ~ Schritten  der fiihrt zur Freisetzung von Photonen, welche im Lumino-

frihen Phase der Infektion. meter quantifiziert werden.

(nach dem Produktblatt, Promega)
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2.8.8.2. Infektion von U87.CD4.CCR5-Zellen mit HIV-1 Env-RRV

Ein Tag vor der Infektion werden pro Vertiefung einer 96-Vertiefung-Platte
10* U87.CD4.CCR5 Zellen in 100 pl Medium ausgebracht. Tags darauf werden die Zellen
mit 100 pl Virus/Medium-Gemisch einer 5fach Verdinnungsreihe infiziert und bei 37°C und
5% CO, inkubiert. Nach 44 h werden die Zellen mit 180 ul PBS gewaschen, die Platte
ausgeklopft und die Zellen in 60 pl Renilla Luciferase Lysispuffer aufgenommen. Anschlie-
Rend werden die Zellen 20-30 min bei RT auf einem Schuttler lysiert. Zur Auswertung wer-
den 20 pl Zelllysat in eine weif3e Mikrotiterplatte Ubertragen, der Rest bei -20°C eingefroren.

Vor der Messung wird das Luminometer zuné&chst grindlich mit Wasser gespiilt.
AnschlieRend wird das Flissigkeitssystem des Geréts mit 1,5 ml Substratldsung beftillt. Zur
Messung werden 100 pl Substratldsung zu den vorgelegten Zelllysaten dispensiert und die
emittierte Lichtmenge vom Gerat mit einer Verzdgerung von 1 sec integriert. Hierbei werden

folgende Gerateeinstellungen gewahlt und die Werte auf 1 ml Virusmenge normiert:

Microplatte: Dynatech 96 Testtyp: Well Modus Verstarkung: 255
Intervale: 30 Messzeitinterval [s]: 0,3 Ges. Integ.Zeit/Well [s]: 9
Leserichtung: horizontal Verzégerung [s]: 1 Evaluation: Summierung

2.8.8.3. Bestimmung der Renilla Luciferase Aktivitat der Transfektionsansatze

Zur Bestimmung der Luciferase Aktivitat wird eine Verdinnungsreihe der in Renilla Lucife-
rase Lysis-Puffer aufgenommenen transfizierten 293T Zellen in Renilla Luciferase Lysis-
Puffer angelegt. 20 pl der einzelnen Verdinnungen werden in eine weil3e Mikrotiterplatte
Ubertragen und wie beschrieben auf ihre Aktivitat hin ausgewertet (2.8.8.2 oben).

2.8.9. Neutralisation HIV-1 Env-RRV

Mit Hilfe der HIV-1 Env-RRV ist ~ PRAINKUBATION RFEKTION
es mdoglich, die Neutralisations- N
kapazitat eines Patientenserums, - Y "
Antikorpers o. 4. zu bestimmen. B 3 Py ' O
Diese drickt sich direkt in der 4 » '* > :
U87.CD4.CCRS5 oder

Reduktion des Renilla Luciferase C i YATCDACHERG Zefen
Signals der infizierten Zellen aus )
(Abbildung 17). Je geringer die-

. . Abbildung 17: Darstellung des Neutralisationsassays
ses Signal, desto besser die g g y

Nach einstindiger Préainkubation der HIV-1 Env-RRV mit
dem Serum werden U87.CD4.CCR5 oder U87.CD4.CXCR4

Neutralisation, die anschlie3end

im Bezug auf entsprechende
Zellen infiziert. Das Mal3 der Infektion wird nach zwei Tagen

Kontrollen berechnet werden. ) ) L i
anhand der Renilla Luciferase Aktivitat bestimmt (rote Zelle).
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In einer 96-Vertiefung-Platte werden hierzu am Vortag 10* U87.CD4.CCR5 oder
U87.CD4.CXCR4 Zellen pro Vertiefung in 100 pl Medium ausgebracht. Am nachsten Tag
wird eine Verdiinnungsreihe der zu untersuchenden Probe angesetzt, wobei pro Vertiefung
100 IU Viren eingesetzt werden, was einer MOI von 0,01 entspricht. Da jede Verdinnung in
Triplikaten gemessen wird, werden 300 IU pro Verdinnungsstufe benétigt. Diese 300 1U
werden in insgesamt 300 pl Medium mit der zu untersuchenden Probe aufgenommen und
eine Stunde bei 37°C mit 200 rpm prainkubiert, um ein Binden der Antikdrper an die Viren
zu ermdglichen. Danach wird das virusfreie Medium von den Zellen entfernt, je 100 pl
Virus/Proben-Gemisch pro Vertiefung zugegeben und der Ansatz fur 44 h im Brutschrank
inkubiert. Nach der Inkubation werden die Zellen wie oben beschrieben gewaschen, lysiert
und die Renilla Luciferase Aktivitdt am Luminometer bestimmt. Als Kontrolle und zur
Berechnung dient die mittlere Renilla Luciferase Aktivitat virusinfizierter Zellen ohne Serum-
zugabe (2.8.8.3 oben):

Mittelwert RLU
Inhibition[%]= (1( Probe >) 100

M |tte|We I"[ R LUpOS. Kontrolle

Mit Hilfe der Kontrollen werden die gemessenen relativen Lichteinheiten (RLU) in eine

prozentuale Inhibition inkl. Standardabweichung (StabW) umgerechnet:

StabW RLU
StabW[%]z( Probe ) 100

M|tte|Wert RLUpOS Kontrolle

Fur die Berechnung der Inhibitorischen Konzentration 50 bzw. 90 (IC50 bzw. 1C90) wird
von den Neutralisationswerten ein logarithmischer Fit abgeleitet (Microsoft Excel®) und mit
Hilfe der Funktionsgleichung die Werte fir IC50 und IC90 berechnet.

2.8.10. Statistik

Die Signifikanz der Differenz zweier Mittelwerte wird mit dem - speziell fur kleine Proben-
mengen entwickeltem - Studentischen T-Test berechnet. Die beiden Gruppen werden je als
Teil einer heteroskedastischen, zweiseitigen Losungsmatrix angesehen. Dies ermoglicht die
groldte Zahl an Freiheitsgraden, weil beiden Gruppen unterschiedliche Varianzen zugestan-
den werden. Dem T-Test wird die Nullhypothese zu Grunde gelegt, bei der sich die Werte
nicht signifikant unterscheiden. Es wird ein Signifikanzniveau (o) von 5% festgelegt. Bei
Prufwerten (p-Wert < 0,05) wird die Nullhypothese verworfen, d.h. die Werte werden mit
einer statistischen Wahrscheinlichkeit von 95% als signifikant unterschiedlich angesehen.
Sind die p-Werte grof3er 0,05, kann die Nullhypothese nicht widerlegt werden, und mit einer

statistischen Wahrscheinlichkeit von 95% liegen keine signifikanten Unterschiede vor.
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2.8.11. Phagen-ELISA

Fur die Bestimmung der Reaktivitat von Serumantikdrpern mit Peptidphagen werden
100 pl in Carbonatpuffer verdiinntes Serum (1:3.000) je Vertiefung auf einer Mikrotiterplatte
ausgebracht und tGber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wird die Platte dreimal mit je 300 pl
ELISA-Waschlosung pro Vertiefung gewaschen und freie Oberflachenbereiche mit 200 pl
5% MPBST-LOsung je Vertiefung eine Stunde bei 37°C geblockt. Hiernach wird die Platte
erneut wie beschrieben gewaschen und mit 100 pl Phagenldsung Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach erneutem Waschen wird die Platte mit 100 pl in 5% MPBST-L6sung
verdiinntem a-M13-HRP Antikdrper (1:3.000) versetzt, fur mind. 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert, sechsmal mit je 300 pl Waschlésung/Vertiefung gewaschen und mit OPD-LAsung
entwickelt. Die Entwicklung wird spatestens nach 6 Minuten durch Zugabe von 100 pl

H,SO, je Vertiefung gestoppt und am ELISA-Reader ausgelesen (492-620 nm).

Die Durchfuhrung der Kompetitions-ELISAs erfolgt wie beschrieben, allerdings wird nach
dem Blocken 100 ul Phagen-Kompetitor-Mix (50 pl Phagenlésung gemischt mit 50 pl
ADA.C1 Uberstand; Verdiinnung von ADA.C1 in Medium wie angegeben) je Vertiefung auf
die Platten gegeben und Uber Nacht inkubiert.

2.8.12. Immunisierungsstudien

In Biopanning Studien mit immobilisierten Antikérpern der LTNP konnte Michael Humbert
HIV-1 spezifische Peptidphagen anreichern und identifizieren. Es konnte gezeigt werden,
dass die selektionierten Phagen entweder eine primare oder strukturelle Homologie zu
HIV-1 Env haben, also potentielle Mimotope HIV-1 spezifischer Antikérper darstellen®.
Entsprechend ihrer Homologie wurden je vier bis sieben Phagen gruppiert und fir
Immunisierungsstudien eingesetzt. Als Kontrollen diente der M13-Wildtyp Phage (wt) und

eine Gruppe von Phagen ohne Homologie zu HIV-1 Env (neg).

Die Immunisierung erfolgt in vier bis sechs Wochen alten IMRI Mausen der
F1-Generation. Im Abstand von je zwei bis drei Wochen werden die Mause mit je 2-10"
Phagen pro Tier sechsmal s.c. immunisiert (Tag 0, 14, 28, 42, 56, 70 bzw. 0, 14, 28, 49, 70,
91). Zehn Tage nach der letzten Immunisierung (Tag 80 bzw. 101) werden die Mause
getotet, das Serum gesammelt, hitzeinaktiviert und bei -20°C gelagert (Immunisierungs-
studie 2006). Die Immunisierungsstudie 2007 erfolgt ebenfalls in vier bis sechs Wochen
alten IMRI Mausen der F1-Generation. An den Tagen 0, 14, 28, 49, 70, 91 und 92 werden
jedem Tier 2:10™ Phagen s.c. injiziert. Am Tag 95 werden die Mause getétet, das Serum
isoliert, hitzeinaktiviert und bei -20°C gelagert. Dartber hinaus werden die B-Zellen aus der
Milz der Mause isoliert. Hierzu wird die Milz mit dem Stempel einer 10 ml Spritze durch ein

70 pm Zellsieb gepresst und in 20 ml serumfreien DMEM aufgenommen. Die isolierten
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Zellen werden anschlie3end mit einer Zentrifuge bei 1.400 rpm und 4°C fur 10 min pelletiert
und in 20 ml frischem serumfreien DMEM-Medium resuspendiert. Dieser Vorgang wird
zweimal wiederholt und die Zellen letztlich in 4 ml Einfriermedium aufgenommen und in

Aliquots von je 1 ml in flissigem Stickstoff gelagert.

2.8.13. Expression und Aufreinigung von HIV-1 Env

5-:10° Lec-CHO ADA.C1 Zellen werden in einer Zellkulturflasche (T-175) in 40 ml
Lec-CHO Kulturmedium ausgebracht und bis zu einer Konfluenz von 90%-95% angeziich-
tet (ca. 3 Tage). Nun werden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und in 50 ml frischem
GMEM-MSX Medium aufgenommen. Die Expression von ADA.C1 wird mit 100 pl 500x
Natriumbutyrat induziert und fur finf bis sechs inkubiert. Nach der Expression wird der
Uberstand geerntet, 20 min mit 2.000 rpm bei 4°C zentrifugiert, sterilfiltriert (0,22 um) und
1:1.000 mit Proteaseinhibitor versetzt bei -20°C gelagert. Ebenso erfolgte die Expression
der Negativkontrolle mit der CHO-neg Zelllinie. Die Aufreinigung von HIV-1 Env erfolgte mit
einer Galanthus nivalis Lectinsdule. Das an Agarosebeads gebundene Lectin bindet
selektiv Glykoproteine mit Mannose a(1->2) Mannose Glykosylierungen und ermdglicht so
eine Aufreinigung von HIV-1 Env. Aus 2 ml Saulenmaterial (1 mg Lectin gecoatete Beads)
wird in einem 10 ml Saulenrohling eine Lectinsaule gegossen. Nach dem Absetzen des
Tragermaterials wird die Saule mit 10 Volumen PBS unter Einsatz einer Peristaltikpumpe
gespiilt (0,2 ml/min). Uber Nacht werden 100 ml HIV-1 Env oder CHO-neg Uberstand bei
4°C auf die Saule aufgetragen (0,1 ml/min). Tags darauf wird die Sdule mit 30 ml PBS
gespult und das gebundene HIV-1 Env mit 20 ml 0,5 M Methyl a-D-manno-pyranoside PBS-
Losung in 2 ml Fraktionen eluiert. Der Nachweis von HIV-1 Env erfolgt im Westernblot
(2.8.15 unten). Fraktionen mit HIV-1 Env werden vereint und mit 50 kDa Centricon
Rohrchen in PBS umgepuffert, aufkonzentriert und mit Proteaseinhibitor versetzt.

2.8.14. HIV-1 Env-ELISA

Zur Bestimmung der Expressionseffizienz oder der Bindungseigenschaften von
scF,-Phagen oder Mauseseren wird der ADA.C1 bzw. CHO-neg Zellkulturiberstand 1:20 in
Carbonatpuffer verdinnt und 100 pl des Gemischs je Vertiefung auf eine Mikrotiterplatte
gegeben (positiv und negativ Platte) und tGber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag
werden die Platten dreimal mit je 300 ul Waschlésung pro Vertiefung gewaschen, eine
Stunde bei 37°C mit 5% MPBST-LAsung geblockt und erneut gewaschen. Hiernach wird
das zu untersuchende Substrat in 5% MPBST-LOsung verdinnt in die Vertiefungen
gegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Inkubation der sekundaren und eventuell
tertiaren Antikorper erfolgt wie fir den Phagen-ELISA beschrieben (2.8.11 oben). Im

Anschluss an die Inkubation mit dem HRP-konjugierten Antikorper werden die Platten
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dreimal mit 300 pyl Waschlosung pro Vertiefung gesptlt und mit OPD-L6sung entwickelt.
Nach maximal sechs Minuten Entwicklung wird diese durch Zugaben von 100 pl H,SO, pro
Vertiefung gestoppt und die Platten werden am ELISA-Reader ausgelesen (492-620 nm).

2.8.15. HIV-1 Env-Westernblot

Der Nachweis der unterschiedlichen Oligomere von HIV-1 Env erfolgt mit einem Western-
blot. 10 pl Probe werden mit 2,5 pl Probenpuffer ohne DTT versetzt, aufgekocht und in
einem Gel (8% Trenngel und 4% Sammelgel) aufgetrennt (130 V). Hiernach erfolgt ein
,semi-dry‘ Transfer auf eine Nitrozellulosemembran (120 mA, 90 min). Der Westernblot wird
fur eine Stunde mit 5% MPBST-L6sung geblockt und im Anschluss mit dem ersten
Antikorper in 5% MPBST-LOsung verdinnt Uber Nacht bei 4°C auf einem Schittler
inkubiert. Am nachsten Tag wird die Membran dreimal mit 30 ml Waschlésung gewaschen,
mit dem sekundar Antikdrper inkubiert (1 h bei RT), erneut gewaschen und entwickelt
(ECL™ Western Blotting System).

2.8.16. Selektion von HIV-1 spezifischen Hybridomazellen

Die aus den immunisierten Mausen isolierten B-Zellen werden mit den Myelomzellen CRL

1597 zu Hybridomen fusioniert, um monoklonale HIV-1 Antikdrper zu gewinnen.

2.8.16.1. Fusion der Myeloma- und B-Zellen

Zwei Tage vor einer geplanten Fusion wird eine frische Myelomzellenkultur gesplittet, so
dass die Zellen sich zum Zeitpunkt der Fusion im logarithmischen Wachstum befinden, um
die besten Fusionseigenschaften zu gewdahrleisten. Am Tag der Fusion wird 1 ml PEG
1.500 Loésung, 330 ml DMEM/F12 ohne Zusatze und 350 ml HAT-Medium sowie ein
Becherglas mit 500 ml Wasser auf 37°C vorgewarmt. Ein Aliquot der tiefgefrorenen
B-Zellen wird aufgetaut in 20 ml DMEM/F12 (ohne Zuséatze) aufgenommen und bei
1.400 rpm fir 5 Minuten bei Raumtemperatur abzentrifugiert. AnschlieRend wird der Uber-
stand verworfen und die Zellen in 20 ml frischem DMEM/F12 (ohne Zusatze) resuspendiert.
Die vorbereiteten Myelomzellen werden ebenfalls abzentrifugiert und insgesamt dreimal in
30 ml DMEM/F12 (ohne Zuséatze) resuspendiert und gewaschen. Nach dem Waschen der
Zellen wird die Zellzahl der B-Zellen und der Myelomzellen in einer Neubauerzahlkammer
bestimmt. Hierzu wird 10 pl der Zellsuspension 1:10 in DMEM/F12 (ohne Zuséatze)
verdunnt. 50 pl dieser verdinnten Zellsuspension werden mit 40 pl Erythrozyten Lysispuffer
und 10 pl Trypanblau vermischt und in die Zadhlkammer gegeben. Fir die Fusion werden
6-:10" Myelomzellen und 3-10" B-Zellen eingesetzt. Die Zellen werden in einem 50 ml
Plastikrohrchen vermischt und bei 1.000 rpm fur 8 Minuten bei RT pelletiert. Wahrend-

dessen wird 1 ml des vorgewarmten PEG1500 in eine 1 ml Spritze mit einer 20-gauge
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Nadel und 1 ml DMEM/F12 (ohne Zusétze) in einer zweiten 1 ml Spritze mit 20-gauge
Nadel aufgenommen. Der Uberstand der zu fusionierenden Zellen wird vorsichtig aber voll-
standig abgenommen, das Zellpellet durch leichtes Klopfen geldst und das Plastikréhrchen
mit den Zellen in das 37°C warme Becherglas mit Wasser gehalten. Nun wird — tGber die
Dauer von 90 Sekunden — das vorgelegte PEG 1.500 tropfenweise auf die Zellen gegeben,
die dabei standig leicht geschiittelt werden, um eine Fusion der Zellmembranen zu gewahr-
leisten. AnschlieBend wird zuerst 1 ml DMEM/F12 (ohne Zuséatze) Uber die Dauer von einer
Minute und dann weitere 19 ml DMEM/F12 (ohne Zusatze) Uber 5 Minuten hinweg
zugetropft. Hierbei werden die Zellen im 37°C warmen Wasser belassen und leicht
geschittelt. Im Anschluss wird der Ansatz fir 10 Minuten in Ruhe bei Raumtemperatur
inkubiert und die Zellen im Anschluss mit 1.000 rpm fir 8 Minuten bei Raumtemperatur
abzentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig verworfen und die Zellen in 350 ml
vorgewarmten HAT-Medium aufgenommen, auf fiinfzehn 96-Vertiefung-Platten
(200 pl/Vertiefung) verteilt und im Brutschrank bei 37°C mit 5% CO, inkubiert (sog.
Stammplatten). In den folgenden Tagen werden die Zellen regelmaRig tberprift und das

Wachstum vorhandener Heterofusionen mikroskopisch beobachtet.

2.8.16.2. Hybridoma-ELISA

Die Selektion HIV-1 spezifischer Hybridomazellen erfolgt mit einem ELISA. Hierflr wird je
eine Mikrotiterplatte mit 100 pl Substratldsung (Lec-CHO ADA.C1 bzw. CHO-neg Kultur-
Uberstand 1:20 verdinnt in Carbonatpuffer) beschichtet und tiber Nacht bei 4°C aufbewahrt.
Am folgenden Tag werden die Mikrotiterplatten fir eine Stunde bei 37°C mit 200 pl
5% MPBST-L6sung geblockt und anschlie@end 50 pl 5% MPBST-Lésung je Vertiefung
vorgelegt. Nun wird 50 pl Hybridomaiberstand auf die vorbereiteten Mikrotiterplatten
transferiert und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag erfolgt eine zweistliindige
Inkubation mit 100 pl a-Maus-HRP-Antikdrper (1:5.000 in 5% MPBST) bei RT. Zwischen
den einzelnen Schritten werden die Platten dreimal mit 300 ml 0,05% PBST gewaschen
und ausgeschlagen. Nach der Inkubation mit dem HRP-konjugiertem Antikorper werden die
Platten ein letztes Mal gewaschen und mit 100 ul OPD-Substratlésung je Vertiefung
versetzt. Die Entwicklung wird nach 5-10 Minuten mit 100 ul 1 N H,SO, pro Vertiefung

gestoppt und die umgesetzte Substratmenge im Spektrometer bestimmt (492-620 nm).

2.8.16.3. Subklonierung von Hybridomazellen

Zur Gewinnung von monoklonalen Hybridomazellen werden ELISA-reaktive Zellen einer
Stammplatte mehrmals vereinzelt und subkloniert. Hierzu werden 200 pl Medium pro
Vertiefung einer 96-Vertiefung-Platte vorgelegt. Bei den ersten zwei Subklonierungen wird
HAT-Medium eingesetzt, bei weiteren Subklonierungen HAT Medium. Die reaktiven Zellen

aus einer Vertiefung einer Stammplatte werden in 100 pl Medium resuspendiert und mit
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dem Medium in Vertiefung Al der neuen Platte vermischt. AnschlieBend wird eine serielle
Verdiunnung von Al bis H1 erstellt. Hierzu werden 100 pl zwischen den jeweiligen Vertie-
fungen uberhoben, die letzten 100 pl werden verworfen. Nun erfolgt eine Verdiinnungsreihe
(ebenfalls 100 pl Gberheben) von Spalte 1 bis 12, wobei die letzten 100 ul werden zur
Spalte 1 zugegeben werden. Die Zellen werden anschlieend bei 37°C und 5% CO,
inkubiert und regelmafiig kontrolliert.

2.8.17. Herstellung von scF,-Phagen Bibliotheken

Mit Hilfe der mRNA der LTNP wurden von unserem Kooperationspartner der Arbeitsgrup-
pe von Prof. Dr. Stefan Dibel an der Technischen Universitat Braunschweig scF,-Phagen
Bibliotheken erstellt, die zur Selektion HIV-1 spezifischer scF,-Phagen dienten.

2.8.17.1. Isolierung von LTNP mRNA

Aus frisch isolierten PBMC der LTNP Patienten wird die mRNA mit dem QuickPrep
MRNA Purification Kit von Amersham Bioscience isoliert. Die Aufreinigung der PBMC
erfolgt durch unseren Kooperationspartner Dr. Vicente Soriano am Department of Infectious
Diseases, Hospital Carlos Il in Madrid, Spanien nach der Ficoll-Hypaque Methode. Nach
der Isolierung der PBMC werden diese in 500 pl Extraktionspuffer aufgenommen, bei -80°C
eingefroren und auf Trockeneis verschickt. Durch die Lagerung in Extraktionspuffer wird die
Degradation der mRNA verhindert. Nach der Aufreinigung wird die in 750 pl Elutionspuffer
aufgenommene mRNA mit 50 pl 2,5 M Kaliumacetatldsung, 10 pl Glykogen [5-10 mg/ml
Glykogen] und 1,5ml abs. Ethanol vermischt und 30 min bei -20°C prazipitiert. Im
Anschluss wird die geféllte RNA fir 5 min mit 13.000 rpm bei 4°C pelletiert, in 50 ul DEPC-

H,O aufgenommen und bei -80°C gelagert.

2.8.17.2. Transkription von LTNP mRNA in cDNA

Ausgehend von der mRNA wird die cDNA der Patienten synthetisiert:

Menge / Ansatz Info
random Primer (dN6) [10 puM] 2,5 pl 50-250 ng
dNTP [je 2,5 mM] 5,0 pl 500 uM Pramix
MRNA 9,0 pl 1,5uM
5x Superscript-Puffer 5,0 pl
DTT [0,1 M] 2,5l _ _
RNase Inhibitor 0,5 pl Reaktionsmix
Superscript 11 [200 U/pl] 1,0 ul 200 U
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Zu Beginn der cDNA-Synthese wird der Pramix angesetzt und die mRNA fir 5 min bei
70°C denaturiert. Nach Zugabe des Reaktionsmix wird der Ansatz wie folgt inkubiert:

25°C 10 min
42°C 50 min
70°C 15 min
4°C 0

Die fertige cDNA wird bei -20°C gelagert und zur Klonierung der scF,-Phagen-
Bibliotheken eingesetzt. Die fertigen Bibliotheken werden mit Helferphagen verpackt,

aufgereinigt und kénnen direkt fir das Biopanning eingesetzt werden.

2.8.18. Biopanning mit scF,-Phagen

Zur ldentifizierung HIV-1 Env spezifischer scF,-Phagen aus den synthetisierten Phagen-
Bibliotheken werden diese auf unterschiedlichen HIV-1 Env Konstrukten selektiert. Das
Biopanning erfolgt Uber drei Runden abwechselnd mit HIV-1 Env bzw. einer negativ Kont-

rolle, wodurch einen Anreicherung HIV-1 Env spezifischer scF,-Phagen erreicht wird.

2.8.18.1. Koppeln der tosylaktivierten Beads

Vor Beginn des Biopannings muss das HIV-1 Env auf den tosylaktivierten Beads
immobilisiert werden. Hierzu werden 210 pl tosylaktivierte Beads (ca. 4-10° Beads) in ein
2 ml Eppendorf-Gefal dberfiihrt und mit 1 ml Puffer B (siehe Herstellerangabe) flunf
Minuten bei RT gewaschen. Danach werden die Magnetkligelchen im Magneten separiert,
mit 5 pg HIV-1 Env pro 5-10° Beads versetzt und mit Puffer B auf 500 pl aufgefiillt. Der
Ansatz wird Uber Nacht bei RT (auch 4°C oder 37°C) im Rotator inkubiert. Hierbei ist darauf
zu achten, dass sich die Beads nicht absetzen. Als Negativkontrolle wird die gleiche Anzahl
Beads mit einem Kontrollprotein oder alleine inkubiert. Am folgenden Tag werden die Mag-
netktgelchen zweimal mit 1 ml eiskaltem Puffer C gewaschen, in 1 ml Puffer D aufgenom-
men und mit diesem dber Nacht bei RT (auch 4°C oder 37°C) im Rotator inkubiert, um freie
Bindungsstellen zu inaktivieren. Danach werden die Beads dreimal mit PBS gewaschen
und in 0,02% Natriumazid/PBS bei 4°C gelagert.

2.8.18.2. FACS-Analyse

Mit Hilfe der FACS-Analyse wird das Koppeln der unterschiedlichen HIV-1 Env Varianten
auf den paramagnetischen Kugelchen quantifiziert. 1-2:10° Kiigelchen werden nach dem
Koppeln in 500 pl PBSG aufgenommen, mit 1 pl des priméren Antikdrpers versetzt und fur
eine Stunde im Rotator bei RT inkubiert. Hiernach werden die Kigelchen magnetisch
separiert, vom Uberstand getrennt, dreimal in 500 ul PBSGT gewaschen, erneut in 500 pl

PBSG mit 1 pl sekundar Antikbrper aufgenommen und lichtgeschutzt fur eine Stunde im
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Rotator bei 4°C inkubiert. Abschlieend werden die Beads dreimal wie beschrieben gewa-

schen, in 100 yl PBS aufgenommen, in ein FACS Rohrchen Uberfuhrt und am FACS-

Calibur gemessen. Die Auswertung erfolgt mit der gerateeigenen Software CellQuest Pro.

2.8.18.3. Durchfuihrung der scF,-Phagen Biopannings auf Magnetktgelchen

Fur das Biopanning werden je
scF,-Phagen Bibliothek 5-10’" Beads
eingesetzt. Die Magnetkigelchen werden
zu Beginn fanfmal mit 1 ml PBSGT
gewaschen und in 1 ml PBSG fir 2 h bei
37°C im Rotator inkubiert, um freie
Bereiche der Oberflache mit Gelatine zu
blockieren. Danach werden 10'° scF,-
Phagen je Bibliothek (kx und A-Bibliothek)
zu den Negativbeads zugegeben und mit
diesen fir 2 h bei Raumtemperatur im
Rotator prainkubiert, um unspezifischen
scF,-Phagen die Gelegenheit zur Bindung
zu geben. Nach der Inkubation werden
die Negativbeads mit dem Magneten
separiert, der Uberstand auf die
geblockten HIV-1 Env Beads Ubertragen
und Uber Nacht bei 4°C im Rotator
inkubiert. Am folgenden Tag werden je
Panningansatz 25 ml 2YT1, Medium
1:100 mit einer Ubernachtkultur des
Phagenwirts  (XL1-blue MRF  oder
ER2738) inokuliert und bei 200 rpm und
37°C bis zu OD600 von 0.35 inkubiert.
Wahrenddessen werden die HIV-1 Env
beschichteten Magnetkigelchen im

Magneten separiert und der Uberstand mit

POS. SELECTION
NEG SELECTION

3 rounds

RESCUE AND AMPLIFICATION
OF SELECTED SCFV-PHAGE

ISOLATION OF HIV-1 SPECIFIC SCFV-PHAGE

Abbildung 18: Prinzip des scF,-Phagen Bio-

pannings auf Magnetkulgelchen

Die scF,-Phagen werden abwechselnd auf unspe-
zifischen (Neg. Selektion) und spezifischen Beads
(Pos. Selektion) inkubiert, um HIV-1 spezifische
scF,-Phagen anzureichern. Hiernach erfolgt die
Amplifikation der isolierten Phagen. Nach insge-
samt drei Runden werden die Phagen untersucht

und HIV-1 spezifische scF,-Klone identifiziert.

den ungebundenen Phagen verworfen (Abbildung 18). Danach werden die Beads fiinfmal

mit 1 ml PBSGT gewaschen und in 200 pl Trypsinldsung aufgenommen. Durch das Trypsin

kommt es zu einer Abspaltung des Phagenteils an der Schnittstelle zwischen scF, und plll

und somit zur Elution der gebundenen Phagen. Diese wird fir 30 min bei 37°C im Rotator

inkubiert und im Anschluss werden die Beads im Magneten von den eluierten Phagen
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getrennt. Diese enthalten die genetische Information der scF,-Fragmente, die an die HIV-1
Env gekoppelten Beads gebunden haben. Mit 190 ul der eluierten Phagen werden 20 ml
Phagenwirtskultur infiziert, durchmischt und fir 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Mit den verbleibenden 10 pl wird eine Verdiinnungsreihe angelegt und 50 pl Aliquots des
Phagenwirts infiziert, um den Titer der eluierten Phagen zu bestimmen. Nach 30 min
werden die infizierten Phagenwirtskulturen der Titerbestimmung auf kleinen Petrischalen
mMit 2YTgicoseramp. Agar ausgestrichen, die 20 ml Phagenwirtskultur fiir 5 min bei 2.000 rpm
abzentrifugiert, das Pellet in ca. 200 ul Medium aufgenommen und auf einer grof3en

Petrischale mit 2YT gicoseramp. Agar ausgebracht und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.8.18.4. Durchfuhrung der scF,-Phagen Biopannings auf Mikrotiterplatten

Das Biopanning von scFv-Phagen auf Mikrotiterplatten entspricht im Prinzip dem zuvor
beschriebenen Biopanning auf Magnetkigelchen (2.8.18.3 oben).

Fir jedes Biopanning wird eine Vertiefung mit 3 pg HIV-1 Env in 200 pl PBS versetzt
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Fur die Negativselektion wird die gleiche Anzahl
an Vertiefungen mit einem Kontrollprotein inkubiert. Am folgenden Tag werden die
Vertiefungen dreimal gewaschen und mit 300 ul Blockingldsung (5% MPBST, PBSGT 0.4.)
versetzt und fur 1 h bei RT inkubiert, um freie Oberflachenbereiche zu blockieren. Danach
werden die Negativvertiefungen erneut gewaschen und mit 10'° scF,-Phagen je Bibliothek
(k- und A-Bibliothek) in insgesamt 200 pl Blockingldsung versetzt und 1 h bei RT inkubiert,
um unspezifischen scF,-Phagen die Gelegenheit zur Bindung zu geben. Im Anschluss
werden die Positivvertiefungen gewaschen und der Uberstand der Negativvertiefungen auf
diese Ubergehoben und erneut fir 1 h bei RT inkubiert. Nach dieser Stunde werden die
Positivvertiefungen mit PBST gewaschen (10ml pro Vertiefung in der ersten Biopanning-
runde, 20ml in der Zweiten bzw. 30ml in der Dritten) und anschlieRend mit 200 pl Trypsin-
[6sung versetzt. Das weitere Vorgehen stimmt mit der Durchfihrung der scF,-Phagen

Biopannings auf Magnetkigelchen tberein (2.8.18.3 oben).

2.8.18.5. Verpackung isolierter scF,-Phagen mit M13KO7 Helferphage

Nach dem Biopanning werden die mit scF,-Phagen infizierten Klone mit 5 ml 2YT von den
grol3en Petrischalen abgeschwemmt, pelletiert, mit je 1 ml 50%ige Glycerinldsung und 2YT
Medium vermischt und bei -80°C eingefroren. Mit 50-100 pl des Glycerinstocks werden
50 ml 2YT giucoseramp. Medium angeimpft und bei 200 rpm und 37°C bis zu einer OD600 0,35
inkubiert. Hier werden 5 ml der Bakterien (entspricht ca. 2-:10°) mit 4-10*° Helferphagen
(MOI 20) infiziert und fir 30 min in Ruhe bei 37°C und anschlieend weitere 30 min bei
200 rpm bei 37°C im Schuttler inkubiert. Im Anschluss werden die Bakterien pelletiert und
tber Nacht bei 30°C und 200 rpm in 30 ml frischem 2YTkanamp. Medium inkubiert. Durch die
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Doppelselektion wachsen nur doppelinfizierte Bakterien, die ihre Resistenzen vom Helfer-
phagen bzw. scF,-Phagen erlangen. Hierdurch und durch eine Deletion im Verpackungs-
signal im Helferphagengenom kommt es zur Verpackung von scF,-Phagen mit
scF,-Phagemid. Am nachsten Tag werden die Bakterien flir 10 min bei 4°C und 4.000 rpm
pelletiert. Hierbei verbleiben die Phagen im Uberstand, der in frischen 50 ml Falcon-
Rohrchen mit 10 ml PEG 6.000/NaCl-Losung (25% Endkonzentration) versetzt und fur eine
Stunde auf Eis inkubiert wird. Im Anschluss werden die ausgefallten Phagen fir 30 min bei
4°C mit 6.000 rpm pelletiert und in 1,5 ml PBS aufgenommen. Nun schlief3t sich eine zweite
Fallungsrunde mit entsprechend angepasstem Volumen an, an deren Ende die Phagen in
250 ul PBS aufgenommen und bei 4°C gelagert werden. Zur Bestimmung des Phagentiters
werden 50 pl Phagenwirtskultur mit 10 pl Phagenverdiinnung (10 bis 10™) infiziert und auf
2Y T gucoseramp.-Agarplatten inkubiert.

2.8.18.6. Expression von scF,

Zur Expression monoklonaler scF,, wird eine 96-Vertiefung-Platte mit 180 pl
2Y Teiucoseamp.-Medium je Vertiefung versetzt. Je Vertiefung werden 20 pl Ubernachtkultur
der zu untersuchenden Klone zugegeben. Die Platte wird fir zwei Stunden bei 37°C und
250 rpm inkubiert. Hiernach wird die Platte fir zehn Minuten mit 4.000 rpm zentrifugiert, das
Uberstehende Medium abgenommen und durch 200 pl 2YTpre-Medium ersetzt, um die
Expression zu induzieren. Diese erfolgt fir mindestens vier Stunden bei 30°C und
200 rpm im Inkubator. Hiernach wird die Platte erneut zentrifugiert und der Uberstand zur

Identifizierung HIV-1 spezifischer scF,-Klone im ELISA eingesetzt.

2.8.18.7. scFk,-Phagen-ELISA

Nach der dritten Runde des Biopannings werden min. 92 Phagenklone von den Titer-
oder der Panningplatte gepickt und in einer 96-Vertiefung-Platte in 200 pl 2YTgiucose/amp.
Medium Uber Nacht bei 37°C amplifiziert (je zwei positiv und negativ Kontrollen).
Ausgehend von der Stammplatte wird eine 96-Vertiefung-Platte mit frischem 2YTgicose/amp.
Medium 1:10 inokuliert und die Stammplatte mit Glycerin versetzt und bei
-80°C tiefgefroren. Die frisch infizierte 96-Vertiefung-Platte wird 2-3 h bei 37°C und 300 rpm
inkubiert. Danach erfolgt ein Mediumwechsel auf 2YTmp, Medium mit 50 uM IPTG zur
Induktion der Expression des scF,-Fragments. Die Platte wird Uber Nacht (min. 4 h) bei
30°C und 300 rpm inkubiert. Fir den ELISA-Test wird je eine Mikrotiterplatte mit 100 pl
Substratlosung (positives oder negatives Substrat verdinnt in Carbonatpuffer) beschichtet
und Uber Nacht bei 4°C gelagert. Am folgenden Tag werden die Mikrotiterplatten fiir eine
Stunde mit 200l 5% MPBST bei 37°C geblockt und anschlieBend 50 pl
5% MPBST-Ldsung je Vertiefung vorgelegt. Nun werden die Bakterien flr 10 min bei 4°C

mit  4.000 rpm pelletiert und 50 ul scF,-Kulturlberstand auf die vorbereiteten

59



MATERIAL UND METHODEN

Mikrotiterplatten transferiert und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Nun folgt eine Inkubation mit
100 yl Maus a-myc-Antikorper (1:5.000 in 5% MPBST) bei 4°C lber Nacht und eine
zweistindige Inkubation mit 100 ul a-Maus-HRP-Antikdrper (1:5.000 in 5% MPBST) bei RT.
Zwischen den einzelnen Schritten werden die Platten dreimal mit 300 ml 0,05% PBST
gewaschen und ausgeschlagen. Nach der Inkubation mit dem HRP-konjugierten Antikérper
werden die Platten ein letztes Mal gewaschen und mit 100 yl OPD-Substratlésung je
Vertiefung versetzt. Die Entwicklung wird nach 5 min mit 100 ul 1 N H,SO,4 pro Vertiefung
gestoppt und die umgesetzte Substratmenge im Spektrometer bei 492 und 620 nm

bestimmt.

2.8.18.8. Genetische Analyse der HIV-1 spezifischen scF,-Klone

Die genetische Analyse der selektierten HIV-1 spezifischen scF,-Klone erfolgt mit dem

Programm VBASE2 (http://www.vbase2.org)?®. Hierzu wird die DNA Konsensussequenz

der Klone in zwei Schritten analysiert. Zunachst erfolgt die Analyse der Schweren Variablen
Kette (V4), danach die Auswertung der Leichten Variablen Kette (V). VBASE2 analysiert,
welche V-, D- und J-Gene die groRte Homologie zur eingegebenen Sequenz aufweisen,
wobei das Programm auf die umfassenden Daten der EMBL-Datenbank zurlckgreift

(http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html). Die Ergebnisse der Analyse werden in einer Uber-

sichtlichen Form dargestellt und kénnen direkt in eine Tabelle kopiert werden, um die Ana-

lyse mehrerer Klone zu vergleichen.
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ERGEBNISSE

3. Ergebnisse

3.1. Genetische Untersuchungen

3.1.1. Klinische Daten der untersuchten Patienten

In Tabelle 3 sind die klinischen Daten (virale RNA und CD4"-Zellzahl) der in dieser Arbeit

verwendeten Patienten angegeben.

Tabelle 3: Klinische Daten der untersuchten Patienten

Patient infiziert seit cp4’ virale RNA virus
[Zellen/ul]  [Kopien/ml] Subtyp
MHO1 1990 522 2.388 B
MHO02 1990 962 9.920 B
MHO3 <1986 616 <50 B
o MHO04 <1987 558 2.288 B
5 MHO5 <1985 540 66 B
MHO6 <1986 1.320 4.936 B
MHO7 <1986 1.023 52 B
MHO8 1988 437 19.000 c
- S6 <1988 419 <500 B
% S19 1993 470 900 B
8 P10 1995 91 688.000 B
E ABN3 2001 863 59 B
é HOE6 2002 855 4.460 B
g P5T5 2001 1.008 769 B
T S3R8 2003 844 2.500 B
p-Wert* 0,5705 0,3717

*) p-Werte einer heteroskedastischen, zweiseitigen T-Testanalyse.

Die erste Patientengruppe umfasst die LTNP MHO1-MHO08. Hierbei weisen die Patienten
MHO1 bis MHO7 die fur LTNP typischen Werte flir CD4"-Zellzahl (>500 Zellen/pl) und virale
RNA (<10.000 Kopien/ml) auf. Die in der Tabelle angegebenen Werte beziehen sich auf
einen Zeitpunkt 11 bis 16 Jahre nach der Infektion, spiegeln jedoch im Grunde die
CD4"-Zellzahl und Viruslast tber den gesamten Infektionsverlauf wieder (6.1 unten). Die
Infektion dieser Patienten erfolgte vor 17-22 Jahren, fiihrte jedoch bis heute — ohne jegliche
Therapie — nicht zum Zusammenbruch des Immunsystems und dem Auftreten von AIDS-
Symptomen. Jeder dieser Patienten ist mit einer Subtyp B Variante von HIV-1 infiziert.
LTNP MHO08 erfillt streng betrachtet die Grenzwerte der klinischen Marker nicht. Mit
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437 Zellen/ul ist die CD4"-Zellzahl etwas verringert und es liegt fur LTNPs eine erhohte
Viruslast im Blut vor (19.000 Kopien/ml). Die Infektion mit einem Subtyp C Virus fuhrte tber
17 Jahre hinweg nicht zur Progression, im Jahr 2005 wurde jedoch mit einer antiviralen
Behandlung begonnen. Aufgrund seines Subtyps wurde dieser Patient dennoch in die

Studie aufgenommen.

Die zweite Patientengruppe umfasst sieben HIV-1 infizierte Kontrollpatienten, die auf-
grund vergleichbarer klinischer Marker ausgewdahlt wurden (p-Wertcps+.zeten = 0,5705;
p-Wert,rna = 0,3717) (Tabelle 3). Die Patienten S6, S19 und P10 sind sogenannte schnell-
progredierende HIV-1 Infizierte. Patient S6 und S19 befanden sich zum Zeitpunkt der
Probenentnahme unter HAART-Therapie. Die Probe von Patient P10 wurde vor Beginn der
HAART-Therapie entnommen und weist aus diesem Grund signifikant abweichende
klinische Marker auf, die das Zusammenbrechen des Immunsystems zu diesem Zeitpunkt
wiedergeben. Nach Therapiebeginn passen sich die klinischen Marker jedoch den von uns
vorgegebenen Sollwerten an (6.1 unten). Die Patienten A6N3, P5T5, HOE6 und S3R8
befinden sich in der normalen Latenzphase ihrer Infektion und wurden bis zur Proben-
entnahme nicht therapiert. Alle Patienten dieser Gruppe sind mit einer HIV-1 Subtyp B
Variante infiziert. Bei diesen Patienten kann keine Aussage Uber den weiteren Infektions-
verlauf gemacht werden. Da LTNP jedoch nach neuesten Schatzungen nur rund 5% der
HIV-1 Infizierten ausmachen, sind alle vier Patienten mit einer statistischen Wahrscheinlich-

keit von 81,5 nicht den LTNP zuzurechnen.

3.1.2. Klonierung HIV-1 Env-RRV

Aufgrund der geringen viralen Last im Blut von LTNP ist es schwierig, deren primare
Viren in vitro zu kultivieren. Um dieses Problem zu umgehen, wurden HIV-1 Env-
rekombinante Reporterviren hergestellt, weil die Hullproteine das primare Ziel der hier im
Mittelpunkt stehenden, neutralisierenden Antikdrper sind und auch die ersten Infektions-
schritte weitgehend durch die Hillproteine determiniert werden. Hierzu wurde die virale
RNA aus dem Plasma der Patienten isoliert, in cDNA umgeschrieben und env mit einer
Nested-PCR amplifiziert. Die Amplifikate wurden mit einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt,
die gewinschte Bande (ca. 2,5 kbp) isoliert und aufgereinigt. Die env Amplifikate wurden
restringiert, mit dem Vektor pTN7-Aenv ligiert und HIV-1 Env-rekombinante Reporterviren
generiert (Abbildung 14 und Abbildung 15). Die Herstellung replikationskompetenter HIV-1
Env-rekombinanter Reporterviren gelang von je vier LTNP (MHO1, MHO3, MHO06 und MHO8)
und HIV-1 Kontrollpatienten (HOE6, P5T5, S3R8 und S19) (Tabelle 4). Zusatzlich wurden
von den Labor-adaptierten Stammen D117.1lI, 89.6 und YU-2 HIV-1 Env-rekombinante

Reporterviren erstellt (Tabelle 5).
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3.1.3. Sequenzanalyse von HIV-1 Env, Nef, Rev, Tat, Vpr

Soweit es die geringe virale Last zuliel3, wurden die Sequenzen der Proteine Env, Nef,
Rev, Tat und Vpr auf Mutationen, die zu einem verlangsamten Infektionsverlauf beitragen
konnten, analysiert (Tabelle 4). Die Sequenzen wurden von der viralen RNA abgeleitet und
in Alignments mit HXB2R Nummerierung umgesetzt. Wurden auch die entsprechenden
Proteine der HIV-1 Kontrollpatienten analysiert, sind diese in den jeweiligen Alignments
gezeigt (Tabelle 4, Abbildung 21, Abbildung 22, Abbildung 23, Abbildung 24, 6.2 unten).

Tabelle 4: Genetische Merkmale der Patienten und Viren

_ HLA-B CCR5 Leserahmen sequenziert HIV-1
Patient
Typen Genotyp  nef  wvpr rev tat env RRV
MHO01 B*44, *51 wildtyp par. ja ja ja ja ja
MHO02 B*50, *52 wildtyp ja ja ja ja ja n.d.
MHO03 B*15, *5701 wildtyp par. n.d. ja ja ja ja
% MHO04 B*14, *38 wildtyp ja ja ja ja ja n.d.
5 MHO5 B*15, *50 wildtyp ja ja# n.d. ja n.d. n.d.
MHO6 B*27, *51 wildtyp ja ja ja ja ja ja
MHO07 B*14, *39 wildtyp ja ja*  nd. ja n.d. n.d.
MHO08 B*07, *44 wildtyp par. ja ja ja ja ja
c S6 n.d. n.d. n.d. ja n.d. ja n.d. n.d.
% S19 n.d. n.d. n.d. ja ja ja ja ja
E P10 n.d. n.d. n.d. ja ja ja ja n.d.
§ A6N3 n.d. n.d. n.d. ja n.d. ja n.d. n.d.
é HOEG6 n.d. n.d. n.d. ja n.d. n.d. ja ja
; P5T5 n.d. n.d. n.d. ja ja ja ja ja
- S3R8 n.d. n.d. n.d. ja ja ja ja ja

n.d.: nicht getestet; par.: nur partiell sequenziert

3.1.3.1. Env Sequenzanalyse

Trotz teilweise nicht nachweisbarer viraler Last, gelang es von sechs LTNP (MHO1-MHO04,
MHO06 und MHO08) und fiinf HIV-1 Kontrollpatienten (S19, P10, P5T5, HOE6 und S3R8) die
Sequenz von Env zu bestimmen. Im Anhang sind diese zusammen mit den Sequenzen von
HIV-1 HXB2R, 89.6, D177.11l, JR-CSF und YU-2 in einem Alignment dargestellt (6.2 unten).

Alle Patienten weisen einen funktionellen Leserahmen auf. Funktionell wichtige Elemente
sind in den Sequenzen beider Patientengruppen hochgradig konserviert. So sind die fir die
Ausbildung der Variablen Schleifen notwendigen Cysteine in allen Sequenzen konserviert
(Tabelle 5). Die primare gp120/41-Schnittstelle (**®REKR®Y) ist in allen Sequenzen, die
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sekundére Schnittstelle (**°(K/R)A(K/R)RR**) auRer bei Patient MH008 ((K/R)500D) voll-
standig konserviert. Eine Expression funktioneller Hullproteine scheint somit moglich. An

der CD4- bzw. Corezeptorbindung beteiligte Aminoséuren sind weitgehend konserviert bzw.

finden sich in beiden Gruppen identische oder vergleichbare Mutationen (6.2 unten).

Tabelle 5: Eigenschaften der HIV-1 Env Proteine

Aminosaurezahl der Variablen Schleifen s
SR=y <
35 2%
= = B 5
2 T Z 9
I o N ™ < 0 =) O v
o > > > > > o o c =
= > 2
NS, a
Pz
MHO01 24 49 34 31 13 32 ja
MHO02 39 40 33 40 14 30 ja
% MHO03 26 40 35 33 11 27 ja
|_
- MHO04 44 45 35 37 11 32 ja
MHO06 42 46 35 32 11 31 ja
MHO08 48 42 35 34 15 37 ja
& S19 30 42 35 32 15 29 ja
o
S . P10 31 43 35 30 14 29 ja
= O
é % HOEG6 31 42 35 31 13 31 ja
;‘ = P5T5 26 40 35 32 11 31 ja
- S3R8 36 40 35 29 13 29 ja
- HXB2R 27 40 36 34 11 31 ja
@
= 89.6 29 41 35 30 12 30 ja
©
3 D1171l 26 42 35 34 12 28 ja
_§ JR-CSF 25 41 35 30 11 28 ja
-
YU-2 26 40 35 26 11 29 ja

Der Hauptanteil der Variationen liegt innerhalb der Variablen Schleifen (V1-V5). Hier sind

zahlreiche Insertionen und Mutationen zu finden, die zu Langenpolymorphismen fihren

(Tabelle 5). Im Bereich V1/V2 ist dies am deutlichsten ausgepragt. Bei den LTNP variiert

die Lange dieses Bereichs zwischen 65 und 89 Aminosduren (Mittelwert 78,0), bei den

HIV-1 Kontrollpatienten von 65 bis 75 Aminosauren (Mittelwert 71,2). Fir die untersuchten

Labor-adaptierten Stamme ergeben sich Werte zwischen 65 und 69 Aminoséauren (Mittel-

wert 66,4) (Abbildung 19). Bei diesen Werten ist zu beachten, dass die beiden Variablen

Schleifen ein gemeinsames Cystein besitzen, das in Tabelle 5 fur beide Schleifen
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mitgezahlt wurde. Die Unterschiede
zwischen beiden primaren Gruppen
erreicht kein signifikantes Niveau
(p-Wert rnpimiv-1 kontrolipatienten = 0,206),
wahrend die Werte der HIV-1 Kont-

rollpatienten und der Labor-

adaptierten  Stamme  signifikant
unterschiedlich sind (p-Wertyv-1 kont.
0,044).

den

rollpatienten/Labor-adaptierte Stamme =

Der
Gruppen der LTNP und der Labor-

adaptierten Stamme verfehlt die sta-

Unterschied zwischen

tistische Signifikanz nur knapp (p-

WertLTNP/Labor-adaptierte Isolate = 01057)-

100
p=0,057

95

N =0,206
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Abbildung 19: Aminosaureanzahl in V1/V2 von Env
LTNP (), HIV-1 Kontrollpatienten (A), Labor-adaptierte
Isolate (o). Der Wert fir MHO8 (#) ist nur der Vollstandig-
keit wegen mit angegeben und wurde nicht in der
Analyse bericksichtigt. Die Mittelwerte (==), sowie die

p-Werte der Signifikanzanalysen sind gegeben.

Allerdings besitzen die Werte der LTNP Gruppe eine hohe Streuung, was hinsichtlich der

geringen Datenmenge zu einem Verlust der Signifikanz fihren kann. In den Bereichen V3,

V4, V5 fuhren die Mutationen in der Regel lediglich zu geringen L&ngenvariation. Zwei Aus-
nahmen bilden die Sequenzen MHO2 bzw. MHO04, deren V4 eine Lange von 40 bzw. 37 AS

besitzen, die Zahl der Aminosduren bei den Labor-adaptierten Stammen hingegen
zwischen 26 und 34 liegt. Wahrend alle LTNP auf3er MHO3 eine (MHO1 und MHO08), zwei
(MHO2 und MHO06) oder drei (MHO4) verlangerte Variable Schleifen aufweisen, besitzt bei
den HIV-1 Kontrollpatienten lediglich S3R8 eine verlangerte Variable Schleife 1 (Tabelle 5).

Die  Zahl der

N-Glykosylierungsstellen
innerhalb der LTNP von 27 bis 32
(Mittelwert 30,4) fur die Subtyp B
Patienten MHO1 bis MHO7
(Abbildung 20, Tabelle 5). Patient
MHO8  besitzt 37

N-Glykosylierungsstellen.

potentiellen

variiert

potenzielle

Hierbei
handelt es sich jedoch um eine Sub-
typ C Sequenz. In der Gruppe der
HIV-1 Kontrollpatienten erstreckt
sich die Variation von 29 bis 31
(Mittelwert 29,8) und fur die Labor-

adaptieren Stdamme von 28 bis 31

44+
42- ’

p=0311

407
381
361

p=0588

p=0454

347

Anzahl der N-Glykosylierungsstellen

321 o0
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Abbildung 20: Anzahl der poteniellen N-

Glykosylierungstellen in Env

LTNP (0), HIV-1 Kontrollpatienten (A), Labor-adaptierte
Isolate (o), Mittelwerte (==). Der Wert fir MHO8 (¢) ist nur
zur Vollstandigkeit angegeben, wurde jedoch nicht in die

Analyse einbezogen.

N-Glykosylierungsstellen (Mittelwert 29,2). Keine der Gruppen unterscheidet sich signifikant
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von den anderen (p'WertLTNP/HIV—l Kontrollpatienten = 015881 p'WertLTNP/Labor—adaptierte Stamme — 0:311;
p'WertHIV—l Kontrollpatienten/Labor-adaptierte Stamme — 01454) Auch bei den N-GlkaSyIierungsstellen
liegt die Mehrheit der Mutationen in den Variablen Schleifen (6.2 unten).

Im Bereich von gp41l sind die Sequenzen hochgradig konserviert. Die Lange in diesem
Teil der Sequenz variiert nur bei den Patienten S3R8 (Insertion T514) und MHO8 (Insertion
787; SSLKGLQ). Konservierte Cysteine und potentielle N-Glykosylierungen sind in beiden

Gruppen im gleichen Mal3e vorhanden.

3.1.3.2. Nef Sequenzanalyse

Myristoylierung CD4bs Saurer Poly-P Helix
(MGxxxS) Arginin Cluster (WL) Cluster k______
‘ ‘ 10 20 ‘ 30 10 50 60 70
S L e T e S o L T
HXBZ2R 1 MGGKWSKSSV IGWPTVRERM R----RAEPA ADRVGAASRD LEKHGAITSS NTAATNAACA WLEAQEEEEV GFPVTPQVPL 76

MHO1 1 siiaess RGA DR..A..... .-——=Q.... .. Gevannee oo Roooon . Qeves v Rovown 76
MHO2Z 1 cieieaaas M..... Iives om——— G..P RR.voeNu tiiesatins tosesnsans sons Rovown 76
MHO3 1 @ e.neens X. V...A..... T T e e Gevennes snneaarnes saan L Ki crveeerecns 7€
MHO4 1 CGG NR.D.X -RAEPA.... .. G...V... ... D T R.v.tn 80
MHOS5 J P B T e e e e .. G e et i e e e N.oooor tieeen. K. ... 7€
MHO6& 1 ... RGG DK..A..D ———-Q.... AG..VLLL L Yoooooo oo N..D.. ..ceiiaes o R.o.... 76
MHO7 1 e R DR..A. —===Q.... LEGLLLVLLL Liiii e i Novewr tiiiiinnnn o R.o.... 76
MHO8 1 e X. V...A..... ST T aaas e N L S 76

) . ) p-coP site
PAK Bindungstelle D123 essentiell

Phos.site . T (EE)
] (RR/KR) fir Dimerisierung
&l 90 100 H 110 120 130 140 150 H
[ I L T I L | L [ T e T M e e e | - P
HXB2R 77 RPMTYKAAVD LSHFLKEKGG LEGLIHSQRR QDILDLWIYH TQGYFPD*QN YTPGPGVRYP LTFGWCYKLV PVEPDKIEEA 155
MHO1 77 .. G.L. ciiiiiiie aeen Y..K. ....... Voo oo Wee ooeen. P... ...... Fo.. ... E.V... 158
MHO2 77 .. L X¥..B. cccoaae Ves sassaas Wee oo B. .. «cc0as Foow saad EEV.K. 158
MHO3 T7  tiiiiieeas svansnacss sssssaacfols sasssaases assesas Wee cieenn . E.L... 156
MHO4 81 ........F. ..F....v.e JDLLWYLWKL el lW VL LW WFLLWWDL Ll ... ....0. Fo.. ... EEV.K. 1€0
MHOS P Wee vinnnn 1 E.L... 156
MHO6& 77 .. ....G.I. X...R.... ... KYLLK. ... Hee wnveans Wee vvvens Bx.. ......F..0 oo B V... 156
MHO7 77 .. GoF. tiievienne sececccafille saeeses Vee cvrrane Wee vveens Beee treeeee Fovs oo E.V... 156
MHO8 A Wee vienn B, .. srrerrrree sees E.L... 156
AP-1 Bindungsstelle V1H
(ExxxLL) (DD}
1‘:5- 17 \ \ 180 130 2

N SR T - D T Y e
HXB2R 156 NKGENTSLLH PVSLHGMDDP EREVLEWRFD SRLAFHHVAR ELHPEYFKNC* 206

MHO1 157 ..., NC... .M.....E.. .K...M.K.. .......M.. ——————————~ 197
MHO2 157 .AE..N.... .I........ .K...V.... .......M.. .K....Y.D.. 207
MHO3 157 .8....4--- -..f8------ -B-----8-- --.-4--f- ——mm——- 195
MHO4 lel .BE...N.... .M....T... .K...M.K.. ....L..M.. .K....Y.... 211
MHOS 157 .f....B.-+ -.f--cccn Hee-fes aaa - Bes ceiiiaanias 207
MHO 6 157 .E...NV... .I.....E.. .K...V.K.. .H..Y..K.. ......Y.D-- 206
MHO7 157 .BE...N.... .M.....E.. .K...V.K.. .....Q.M.. ......Y.... 207
MHO8 157 .A....A... ...A...... .A.....A.. ....A..B.. ... 202

Abbildung 21: Alignment der Nef Sequenzen der LTNP mit HXB2R

Identische Aminosauren (.), freie Positionen (-), Stopcodons (*). Nicht aufgeléste Aminosauren sind
durch ein X gekennzeichnet. Funktionelle Elemente sind Uber dem Alignment aufgezeigt, mit

VESPA identifizierte Sequenzmuster gelb unterlegt.

Abbildung 21 zeigt die Nef Proteinsequenzen der LTNP. Vier von acht Leserahmen
konnten vollstandig ermittelt werden (MHO02, MHO04, MHO5 und MHOQ7). Bei den ubrigen
Sequenzen fehlen aufgrund der PCR Primer wenige AS im C-terminalen Bereich (1-12 AS,
MHO1, MHO3, MHO06 und MHO08). Dies sollte jedoch keinen Einfluss auf eine Aussage zur
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Funktionalitat besitzen, da alle funktionell wichtige Elemente in Sequenzregionen vor
diesem Bereich liegen. Unterstrichen wird dies durch Nef von HXB2R, welches, voll
funktionsfahig, ein vorzeitiges Stopcodon besitzt. Alle Patientensequenzen weisen
N-terminal die fir die Membranassoziierung und Funktion essentielle Myristoylierungsse-
quenz (‘MGxxxS°) auf. Die fiir die Signaltransduktion verantwortlichen Domanen [Poly-
Prolin-Helix (**PxxPxxPxxP’®), PAK Bindungsstelle (‘**(R/K)R'%), CD4 Bindungsstelle
(®wWL*>)] sind vollstandig konserviert, wie auch die Phosphorylierungsstelle (""RPMTY?®)
und die fuar die Dimerisierung notwendige Aminosadure D123. Das Arginincluster
(*'RERMRR?) von MHO01, MH06 und MHO7 besitzt eine R22Q Substitution und eine Inser-
tion (*AEPA?%) bei MHO04. Das Saure Cluster (**EEEE®) weist bei MHO1 (E62Q) und bei
MHO03, MHO05 und MHO08 (E65K) eine Mutation auf, wéahrend in der p-COP Site (**EE'**)
von MHO02 und MHO04 die Mutation E154K auftritt. Die an der CD4-Rezeptorregulation
beteiligte V1H (**DD*"*) von MHO1, MHO6 und MHO7 tragen die Mutation (D173E).

Tabelle 6: VESPA identifizierte Sequenzmuster in Nef

Position Aminoséaure (Haufigkeit in %)

(Konsensus") LTNP Subtyp B Ref.set Bemerking:
10 (V) V (28,6); G (28,6) V (25,0); G (50,0)
11 (V) D (42,9); V (28,6) D (0,0); V (33,3)
12 (G) R (42,9); G (42,9) R (0,0); G (100,0)
15 (T) A (71,4); T (28,6) A (50,0); T (50,0) T15 NP; A15 Prog.'*
51 (N) N (57,1); T(42,9) N (33,3); T(66,7) N51 NP; T51 Prog.'*
105 (K) K (57,1); Q (0,0) K (25,0); Q (50,0)
133 (1) 1 (85,7); V (0,0) 1 (25,0); V (50,0)
151 (E) E (100,0); D (0,0) E (25,0); D (75,0)
158 (E) K (42,9); E (42,9) K (25,0); E (75,0)
163 (S) S (71,4); C (14,3) S (25,0); C (75,0)
170 (L) L (100,0); Q (0,0) L (25,0); Q (75,0) L170 NP; Q170 Prog.*®
178 (R) K (71,4); R (28,6) K (50,0); R (50,0) K: ehem. Konsensus Subtyp B
184 (K) K (57,1); R (42,9) K (50,0); R (50,0)
191 (F) F (71,4); L (14,3) F (50,0); L (50,0)
194 (M) M (57,1); V (28,6) M (50,0); V (50,0)

*) NP: Non-Progressor; Prog.: Progressor; #) Der Konsensus wurde der HIV-Datenbank von Los Alamos ent-

nommen, Stand August 2004 (http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CONSENSUS/Consensus.html)

Gegentber einem Referenzset von Subtyp B Nef Sequenzen (HIV-1 Los Alamos
Database; Sequenzset 2005) wurden mehrere Sequenzmuster in den LTNP-Sequenzen
identifiziert (Tabelle 6). Die Aminosauren V10, A15, N52, K105, 1132, E150, E157, S162,
L170, K183, F190 und M193 entsprechen der Konsensussequenz von Subtyp B. Die

Mutationen T15A und R178K stimmen mit der ehemaligen Konsensussequenz von
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HIV-1 Subtyp B uberein. Die Polymorphismen V11D und G12R sind im Referenzset nicht
vorhanden. R105 weist den, der Konsensussequenz von HIV-1 Subtyp B entsprechenden,
Polymorphismus (K105R) auf. Dieser fiihrt weder zu einem Funktionsverlust, noch zu einer
Veranderung im Krankheitserlauf. Der zuvor mit einer verlangsamten Progression assoziier-
te Polymorphismus (C138) ist in keiner der von uns untersuchten LNTP-Sequenz

vorhanden®,

3.1.3.3. Rev Sequenzanalyse

Sechs der acht LTNP Rev Sequenzen konnten vollstandig bestimmt werden, bei den
Patienten MHO5 und MHO7 fehlt ein C-terminaler Bereich von rund 40 Aminoséauren, da es
nicht gelang env zu amplifizieren und sequenzieren. Von den HIV-1 Kontrollpatienten HOEG,
S6 und A6N3 gelang nur die Sequenzierung des ersten bzw. zweiten Exons (Abbildung 22).
Die vollstadndig vorhandenen Sequenzen besitzen alle einen funktionellen Leserahmen.
Patient MHO8 besitzt ein um vier Aminosauren vorgezogenes Stopcodon. Die funktionellen
Bereiche der ,Nuclear Location Site’ (NLS; AS 34-49) und die Leucin-reiche Effektordoméane

(“LxxLxxLxxL®) besitzen keine auffalligen Mutationen.

hoch affine Bindungsstelle Leu-reiche
Exon 1|Exon 2 NLS Effektordomane
10 20 30 4 50 Q 70 80

HXB2R 1 MAGRSGDSDE ELIRTVRLIK LLYQSNPPPN PEGTRQARRN RRRRWRERQR QIHSISERIL GTYLGRSAEP VPLQLFPLER 80

MHOL 1 veeieeennn .. LKA..I.. F.N...... G eiinennene ceaeeeaeae e R.L.GW.. S.F...PV.. .DF....... 80
MHO2 1 e N.. ..LKA..... Fo.oN.ooooR i iiiiiiiie cieenn A... .. R.L.GW.. SN....P... t.icieveannn 80
MHO3 1 eeeeenennn D.LKA..... Fuovenennn S e e s RA..GW.. ..F...P... ...R...... 80
MHO4 1 eeeeenennn .. TK..on.. Fovennnnn S i e A... .. R.L.GW.. R.Feu.Pus viinnnnnn. 80
MHO5 1 veeevnnnnn D.LKA..... Fovernnnn 2 A .. Qe GW. e S.8etvnnnns vennnn -———- 76
MHO®& 1 e .. LKA..... F.o.o.oonn S i i iaeiee teeeaaaean H.RTL.GWT. S..... = 80
MHO7 1 e . ILK...... B.orrinnner lecmenneie tineneneee analtolennss < -—--= &
MHO8 1 e .. LKA..... F...... YK coona.. K. ...... At i S.Coovan.. LSFLLLLT. . 80
S6 1 e o PN..... H.... e s e e e e 26
s19 1 cieaennens oo..... Bicccnasne S Sevveneres saanen Ao .. RT..GWL. SN....PE.. ..cevsuns. 80
P10 1 e D.LTA..... I...... P Y...VG.... S...D.PK.. ... P.vevsn g0
ABN3 1 Leeieeee. .08, .... H.... Hemmm mmmm e e s s e 26
HOEG6 1 - - ———— D D S QT..NW.. SDH...P... iievinnnn 55
P5T5 1  teeeiannnn D.LN.uvvvr tuwennnnn S it eeeeaeeee ea KeGGW.: Suvvnrnnnn wennnnannn 80
S3REB 1t et eeeeeaeeae eeeeaaaen = = R.L.GWL. S.H.E...K. .......... 80
1 10¢ 11

HXB2R 81 LTLDCNEDCG TSGTQGVGSP QILVESPTVL ESGTKE* 117 Abbildung 22: Alignment der Rev

MHO1 0 N. oo I. ...I.K* 117

MHOZ Bl eeeeiaene eeeianane aaeaee s £ 117 Patientensequenzen mit HXB2R

MHO3 S I. counn. * 117

MHO4 Bl ... ¥S.... ...l el Ao vien M Identische Aminosauren sind durch einen
MHO5 76 —=————mmmm mmmmmmmmmm oo oo 76

MHOE  BL vveveennr weennnnn TS Ve..Hewe' ounn.. * 117 Punkt angegeben (.), freie Positionen
MHO7 76 —=————=mmm= mmmmmmmmm oo oo 76 ) ) .
MHOS 81 L.HI..S.SR. ..... -—-QS .GTT.G--.G N.* 108 durch einen Strich (-), Stopcodons mit
S6 26— e e 26 . . . )
S18 Bl it eeeaan. N evenns o eennn * 117 einem Stern (¥). Nicht aufgeloste Amino-
P10 5 EN. ‘viuvvnnnn Divenn * 117 L . . .

a6z 26 o W DI IIIIIITT O IIIIIIIM NI e sauren kennzeichnet ein X. Funktionelle
HOE6 56 ..... S ittt eeiaeee e L...A.. ... * 92 Elemente Sind Uber dem Alignment an-
P5T5 81 ..... = [ L.o...I. .... Q.* 117

S3R8 81 ..... Sevee o E...... S V.o.... AI. .P..T.* 117 gegeben, identifZierte Sequenzmuster

sind gelb unterlegt.
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Zwischen den Sequenzen der LTNP und HIV-1 Kontrollpatienten wurden mit dem
Program VESPA mehrere Sequenzmuster identifiziert (Tabelle 7). Die Aminosauren LK,
21F, 31P, 54S, 86N und 109V entsprechen der Konsensussequenz von Subtyp B. Bei dem
Polymorphismus T15A handelt es sich um die ehemalige Konsensussequenz von HIV-1
Subtyp B. Der Polymorphismus I55L ist zum einen nur schwach ausgepragt, zum anderem
handelt es sich um eine konservative Mutation von Isoleucin zu Leucin. MHO8 weist
erwartungsgemal einige HIV-1 Subtyp C spezifische Sequenzeigenschaften auf (28Y, 39K,
63C, 178, HIDCSESR®, “QSQGTTEG'®. Bekannte, funktionell wichtige Aminosauren
(L12, V16, L60) sind hingegen in allen Sequenzen konserviert. Die mit einem verlangsam-
ten Krankheitsverlauf korreliert Mutation (L78l) ist in keiner der LTNP-Sequenzen

vorhanden, bzw. entspricht im Fall von MHO8 der Konsensussequenz des Subtyp C.

Tabelle 7: VESPA identifizierte Sequenzmuster in Rev

Position Aminosaure (Haufigkeit in %)
(Konsensus)” LTNP HIV-1 Kontrollpatienten Bemerkung
13 (L) L (100,0); I (0,0) L (33,3); 1 (66,7)
14 (K) K (100,0); R (0,0) K (0,0); R (66,7)
15 (T) A (71,4); T (28,6) A (16,7); T (83,3) A: ehem. Konsensus B
21 (F) F (100,0); L (0,0) F (0,0); L (83,3)
31 (P) P (100,0); S (0,0) P (40,0); S (40,0)
54 (S) S (71,4); T (14,3) S (40,0); T (40,0)
55 (1) L (57,1); | (42,9) L (20,0); I (60,0)
86 (N) N (80,0); S (20,0) N (40,0); S (60,0) S: ehem. Konsensus B
109 (V) V (60,0); | (40,0) V (40,0); | (60,0)

"\ Der Konsensus wurde der HIV-Datenbank von Los Alamos entnommen, Stand August 2004
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CONSENSUS/Consensus.html)

3.1.3.4. Tat Sequenzanalyse

In Abbildung 23 sind die Tat Sequenzen aller LTNP und von sieben der acht HIV-1
Progressoren dargestellt. In Exon 1 befinden sich zwei funktionelle Elemente. Dies sind die
Cysteine (C22, C37) fur die Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbriicke und eine
Kernlokalisierungssequenz (NLS, “RKKRRQRRR®)). Beide Elemente sind in den
Sequenzen vorhanden und intakt. Die Tat Proteine von MHO7 und P10 besitzen ein
vorzeitiges Stopcodon, welches homolog zu HXB2R ist. In der Sequenz von Patient P5T5

befindet sich ein Stopcodon zwei Aminosauren vor dem normalen C-Terminus.

Zwischen den beiden Sequenzgruppen wurden mehrere Sequenzmuster identifiziert
(Tabelle 8). Bei den Aminosauren G42, P59, V67 und A74 handelt es sich um die Amino-
sauren des Konsensus fur HIV-1 Subtyp B. Die Polymorphismen N24T und D101A sind

entweder schwach ausgepragt (D101A) oder die Ergebnisse von Studien mit
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unterschiedlichen Tat Varianten argumentieren gegen eine funktionelle Bedeutung
(N24T)™". Vier weiteren Polymorphismen (139, A58T, D61G und V67) wurde in der gleichen
Arbeit eine evtl. Bedeutung fir eine verringerte Transaktivierung zugesprochen.

intramolekulare
Disulfidbindung NLS Exon l‘Exon 2
10 20 | 30 ‘ 40 ’wi 0 70 80

F T T O e T e T B IR [ I I O
HXB2R 1 MEPVDPRLEP WKHPGSQPKT ACTNCYCKKC CFHCQVCFIT KALGISYGRK KRRQRRRAHQ NSQTHQASLS KQPTSQPRGD 80
MHOL L i s ees Teveves snsssessas Gevesvnnse snsssns TP. G..N..V.Q. ...A.R.... 80
MHO2Z 1 i [0 P..fe.-n R. «L.icaucefl]a B..o..Neuo sacscas BB. Basesrs Hee- .- AT.A 80
MHO3 L e e e e Tevauven sossssnes Te sGuivasvase snsnaans PP. G.ivsww Viae coalilonees N 80
MHO4 L i e R. ..NT...... . Leveeennan = L P. D..... Voo ... A...... 80
MHO5 L e e e e e e Beeeree cocenecn Te cGueverenne teeeenn PP. G. LV A..A 80
MHO6& - N Q. srerecasas o Givsnvaes sassnas TP. S.T.D.V.. A 80
MHO7 1 i iiiiaees seaaeaas Re v ifBevance svasacesflle = Guivineans sasnssns P. Dicese Meee coaflivecses 80
MHO8 L e s eas Kevaver sovnsens MP Gevvvveese snsssns TP. G.K...V.. L..T..N 80
sS6 O - ST M. .BH..ccc0ve ce-....I'-H-.----8B.-. ... A..A... 80
s19 1 i iieieis tsesecsass sesflesenee sssasens M. .B..-c-00 cee....F 8- H-.----H--- ...-. L... 80
P10 1 - T K . .Giiovinwr v GPPH G..... D... E..A...... 80
AEN3 1 ceeeesnsss tssnsasnne soeflecaves eseacnse M, Bececoere reccacellle Beverefleer cco A..A... 80
HOE& 1 rmemmmmvsan vmam e MR MMM AN NN N MMM NN AN NN NN AN NN NN NN M NN NS M ~¥....L... 9
P5T5 L e e e e . 1 . O T PP. H.K...oveh coaa. S... 80
S3R8 1 iiiiienees cserecrass secfflecereed seisanonas M. .B..-c-c- .......I8-8--..--84--. ... g.....- 80

90 100

P T L IR
HXBZR 81 PTGPKE* 87 Abbildung 23: Alignment der Tat Patientensequenzen
MHO1 81 ...... SKKK VERETETDPV A* 102 .
MHO2Z 81 ...... PEKK VESETTTDPV P* 102 mit HXB2R
MHO3 81 .P....SKKK VERETETDPG D* 102
MHO4 8l ...... SKKK VESKAETDPV S* 102 Identische Aminosauren sind durch einen Punkt wieder-
MHO5 8L ...... SKKK VESETETDPV H* 102
MHOE 81 ...Q..SKKE VERATETHPD A* 102 gegeben (.), freie Positionen durch einen Strich (-), Stop-

*

ﬁﬁ; 21 DR ———— A i;z codons durch einen Stern (¥). Nicht aufgeldste
S6 8L ...... SKKK VESETETDPV H* 102 ; 5 - ; ; ;
a0 81 SKEK VESETEADED I 102 Aminosaurepositionen sind durch ein X gekennzeichnet.
PLO Bl ... - 87 Funktionelle Elemente sind ber dem Alignment
ABN3 81 ...... SKKK VESETETDPV H* 102
HOEE 10 ....E.SKRK VERETETDPD H* 31 dargestellt, mit VESPA identifizierte Sequenzmuster sind
P5T5 81 ...... PEKK VERETETDP* 100
S3R8 Bl ...... SKKK VEGETETDPV P* 102 gelb unterlegt.

Tabelle 8: VESPA identifizierte Sequenzmuster in Tat

Position Aminosaure (Haufigkeit in %)
(Konsensus)” LTNP HIV-1 Kontrollpatienten Bemerkung

24 (N) T (71,4); N (28,6) T (0,0); N (83,3) keine Bedeutung®’
39 (1) | (71,4); M (0,0) 1 (33,3); M (66,7) evtl. von Bedeutung®’
42 (G) G (100,0); A (0,0) G (16,7); A (83,3)
58 (A) T (42,9); A (28,6) T (0,0); A (66,7) evtl. von Bedeutung®’
59 (P) P (100,0); H (0,0) P (33,3); H (66,7)

61 (D) G (57,1); N (0,0) G (16,7); N (66,7) evtl. von Bedeutung®’
67 (V) V (100,0); A (0,0) V (0,0); A (83,3) evtl. von Bedeutung®’
74 (A) A (71,4); T (28,6) A (42,9): T (42,9)

101 (D) A (28,6); H (14,3) A (0,0); H (57,1)

#) Der Konsensus wurde der HIV-Datenbank von Los Alamos entnommen, Stand August 2004
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CONSENSUS/Consensus.html)
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Bei den Aminosauren 139 und V67 handelt es sich jedoch um die Konsensussequenz des
HIV-1 Subtyp B und bei G61 um den ehemaligen Konsensus dieses Subtyps. T58
wiederum stellt den Konsensus mehrerer anderer HIV-1 Subtypen und zirkulierender
Rekombinanter Formen dar (A, F, H, CRF AE, CRF AG). Es erscheint unwahrscheinlich,
dass die identifizierten Sequenzmuster charakteristisch fir LTNP sind. Vielmehr dirften
diese Sequenzmuster aufgrund der geringen Datenmenge als falsch-positiv identifiziert

worden sein.

3.1.3.5. Vpr Sequenzanalyse

Die Vpr Sequenzen aller LTNP bzw. HIV-1 Kontrollpatienten sind in Abbildung 24
wiedergegeben. Zwei Sequenzen wurden nicht im Umfang dieser Arbeit sequenziert,
sondern von unserem Kooperationspartner in Madrid, Spanien (MHO5 und MHOQ7). Die Vpr
Proteine aller Patienten besitzen einen offenen Leserahmen, der eine Expression erlaubt.
Der Oligomerisierungsbereich (AS 1-43) und die darin liegende amphipatische a-Helix
(AS 16-34), sowie die "H(S/F)RIG* Motive sind hoch konserviert und weisen keine

Mutationen auf, die mit einem langsamen Fortschreiten der Krankheit assoziiert wurden.

amphipathische o-Helix

Oligomerisierung| ‘ NLS H(S/F)RIG Motive
| |
[ 10 [ 20 30 l 10 | 50 60 70 80

e I [ S T O T L T I IR P [
HXBZR 1 MEQAPEDQGP QREPHNEWTL ELLEELKNEA VRHFPRIWLH GLGQHIYETY GDTWAGVEAI IRILQQLLFI HFONWVST* 79

MHO1 O Yeeeos sennsse See veeean - RIGCQHSR 80
MHO2 1 ... Accen onn.. B e, RLGCQHSR 80
MHO4 1 iRt iiis heiieaeee e See sassssnses Sev Qi vvnn Tt iis it e e e naans aa RIGCCQHSR 80
MHO5 1 e el Yoo v S.o. oeea.. T RIGCRHSR 80
MHO 6 1 i Fevess saveans R.. «.... B... oo c¥ooier ctiscaasan oo M.cieaoo .. RIGCCHSR 80
MHO7 1 e e B T RIGCRHSR 80
MHO8 1 e e Yewoor eiveann R.o. oo P... D...¥Y...N. ....T...V. ..T......T ..RIGCQHSR 80
56 1 i e Yeeivr tieiaa See stassssnsss Ne ittt iis ottt snnnns saansnssans on RIGCRHSR 80
S19 1 e e Yewior tivan. S.. «..c.f--. Nttt i ittt ttaiiaeee e RIGCRHSR 80
P10 1 cieevitane casns Tevese vennnns See cenaas Bowio Newo¥euuon e Tiviee snansannes .YRIGCQHSR 80
AEN3 1 e e B - L RIGCRHSR 80
HOE® I e e Yeveos sennssne See virerieaes Nevviveoer tonnnsrnes ssvsnsnses oo RIGCRHSR 80
P5TS 1 e B S.. covee.fd... L RIGCRHSR 80
S3R8 1 i ie e e Yeeinr vienaas See tivsssnses Ne ottt iis ottt isennns saannnsans on RIGCRHSR 80
a 50
HXBZR

MHO1 81 IGIIRQRRAR NGASRP* 97

MHO2 81 IGINPRRRAR NGASRS* 87  Abbildung 24: Vpr Alignment der Patientensequenzen mit
MHO4 81 IGITRQRRTR NGASRS* 97

MHO5 81 IGITQQRRAR Neasrp* 97 HXB2R

MHO6 81 IGISRQPRAR NGASRS* 97

MHO7 81 IGITQORRAR NGASRS* 97  |dentische Aminosauren (.), freie Positionen (-), Stopcodons (*).
MHO8 81 IGILRQRRAR NGANRS* 97

56 81 IGVTRORRAR Neasrs* 97  Nicht aufgeldste Aminoséuren sind durch ein X gekennzeichnet.
519 81 IGVTRQRRAR NGASRS* 97 . . . . . .

pl0 81 IGITRORRAR Neasks* o7 Funktionell wichtige Elemente sind tber dem Alignment angege-
ABN3 81 IGVTRQRRAR NGASRS* 97
HOE®6 81 IGVTRQRRAR NGASRS* 97
P5TS 81 IGVTRQRRAR NGASRS* 97
S3R8 81 IGVTRQRRAR NGASRS* 97

ben, VESPA-identifizierte Sequenzmuster gelb unterlegt.
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Tabelle 9: VESPA identifizierte Sequenzmuster in Vpr

Position Aminosaure (Haufigkeit in %)
(Konsensus)"* LTNP HIV-1 Kontrollpatienten Bemerkung
37 () T (33,3); 1 (16,7) T (0,0); I (85,7)
41 (G) S (66,7); N (16,7) S (0,0); N (100,0)
77 (Q) Q (66,7); R (33,3) Q (14,3); R (85,7)
83 (1) 1 (100,0); V (0,0) 1 (14,3); V (85,7)

#) Der Konsensus wurde der HIV-Datenbank von Los Alamos entnommen, Stand August 2004
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CONSENSUS/Consensus.html)

Zwischen den zwei Gruppen wurden vier Sequenzmuster identifiziert (Tabelle 9). Die
Polymorphismen I37T sowie G41S/N sind bisher nicht weiter untersucht, jedoch vielfach in
der HIV-1 Sequenzdatenbank vorhanden. Die Mutation R77Q wurde in einigen Arbeiten mit
dem LTNP-Status in Verbindung gebracht und ist in funf der acht LTNP (MHO1, MHO02,
MHO04, MH06, MHO08), sowie einem der HIV-1 Kontrollpatienten P10 vorhanden. Der Poly-
morphismus entspricht jedoch der Konsensussequenz von HIV-1 Subtyp B und wurde in
mehreren Studien nicht bestatigt®®®. 183 entspricht ebenfalls der Konsensussequenz von
HIV-1 Subtyp B. Zusatzlich tragen zwei der LTNP (MHO2 und MHO4) eine Mutation (Q3R),

die mit einem verringerten zytopathischen Effekt von Vpr in Verbindung gebracht wurde>®.

3.1.4. ccr5 Genotyp und HLA-B Typisierung

Einen groRBen Einfluss auf den Verlauf einer HIV-1 Infektion haben neben genetischer
Ursachen der Viren auch mehrere Patienten-genetische Aspekte. Zwei der bedeutsamsten

Genotypen hierbei sind der CCR5-Genotyp und die HLA-B Typisierung.

3.1.4.1. CCR5 Genotyp

CCRS5 stellt den fir fast alle primaren HIV-1 Infektionen genutzten Corezeptor dar. Schon
vor Jahren konnte gezeigt werden, dass bereits eine heterozygote 32bp-Deletion (ccr5A32)
zu einer verlangsamten HIV-1 Infektion fiihren kann™%?, In der Dissertation von Michael
Humbert wird gezeigt, dass keiner der hier untersuchten LTNP diesen Genotyp besitzt und

dieser als Ursache fir den LTNP-Statuts ausgeschlossen werden kann (Tabelle 4).

3.1.4.2. HLA-B Typisierung

In Kooperation mit dem Blutspendedienst Hessen wurde eine vollstdndige HLA-B
Typisierung aller untersuchten LTNP Patienten durchgefiihrt. Hierbei wurden die HLA-B
Typen *5701 und *27 je einmal bei den Patienten MHO3 bzw. MHO6 und der HLA-B Typ *14
in den Patienten MHO4 und MHO7 nachgewiesen (Tabelle 4). Patienten mit diesen HLA-B
Typen besitzen eine breite und effektive zellulare Immunantwort, die zu einem verlangsam-

ten Infektionsverlauf fiihren kann. Kontrovers sind hierbei die Ergebnisse unseres Koopera-

72


http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CONSENSUS/Consensus.html

ERGEBNISSE

tionspartners, der keine breitere bzw. bessere zellulare Immunantwort der LTNP (MHO1-

MHO7) im Vergleich zu einer Gruppe von HIV-1 Kontrollpatienten nachweisen konnte*.

3.2. Untersuchungen HIV-1 Env-RRV

3.2.1. Herstellung HIV-1 Env-RRV

Durch Calciumphosphat Transfektion von 293T Zellen mit den pTN7-Konstrukten wurden
von je vier LTNP und vier HIV-1 Kontrollpatienten sowie funf Laborstammen HIV-1 Env-
RRV hergestellt (2.8.6 oben). Die Viren wurden durch PEG-Féllung aus Zellkultur-
Uberstanden aufgearbeitet und fir Untersuchungen viraler Eigenschaften genutzt.

3.2.2. Infektiositat HIV-1 Env-RRV

Die Infektiositat der Viruspréapara- 10° 3

p=0.009

tionen leitet sich aus dem Quotien-

p=0,137

2,22:107

O@(I*OO-— =2

ten infektioser Viren zur Gesamt-
zahl aller Viren ab. Sie ist ein Maf3
fur den Anteil infektibser Virusparti-
kel innerhalb der Virusprobe
(Abbildung 25 und Tabelle 10).

Anzahl infektidser Viren / Virenanzahl
<)

10”1
Tabelle 10 gibt ferner Auskunft Uber — Appiiqung 25: Infektiositat der untersuchten HIV-1
die Zahl infektioser Viren und die Egpy-RRV

Gesamtzahl aller Viren der einzel-  Gegeben ist der Quotient infektioser Viren zur Virenge-

nen Praparationen. Es ist zu erken-  samtzahl. LTNP (0), HIV-1 Kontrollpatienten (A), Labor-
nen, dass die Gesamtanzahl der Vi- adaptierte Isolate (o). Die Mittelwerte der Gruppen (=)
ren einzelner Praparationen sehr sind gegeben, ebenso die p-Werte.

homogen (1,72-10"" bis 7,79-10%

pro ml), die Zahl infektidser Viren in den produzierten Stocks jedoch stark unterschiedlich ist
(ca. 9,01-10% bis 1,34-10° pro ml). Die Zahl infektitser Viren in der Gruppe Labor-adaptierter
Stamme liegt ein bis zwei log-Stufen Uber den Werten der HIV-1 Env-rekombinanten Viren
der LTNP bzw. HIV-1 Kontrollpatienten (Tabelle 10). Dies hat zur Folge, dass die Infektiosi-
tat der beiden Gruppen primarer Viren deutlich unter den Werten der Gruppe Labor-
adaptierter Stamme liegt. Die Werte der Infektiositat der LTNP Gruppe reichen von 2,09-10°
1% his 1,64-107 IU/U (Mittelwert: 3,62-10® [U/U), die Quotienten der Gruppe der HIV-1 Kont-
rollpatienten 1,83-10° bis 2,76-10® IU/U (Mittelwert 6,61-10° [U/U). In der Gruppe der La-
bor-adaptierten Stamme reichen die Werte der Infektiositat hingegen von 5,23-10°® bis
6,40-107 IU/U (Mittelwert 2,22.10” IU/U). Somit erreichen die Unterschiede zwischen den

zwei Patientengruppen statistische Signifikanz (p-Wert tnpmiv-1 kontrolipatienten = 0,137), wah-
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rend sich die Gruppe der

Labor-adaptierten

Stamme signifikant von diesen

beiden Gruppen unterscheidet (p-Wert tnpjLabor-adaptierte stamme = 0,018 bzw. p-Werty.1 kontrolipa-

tienten/Labor-adaptierte Stdmme = 0,009)

Die Analyse der Infektiositat in
Abhangigkeit der Lange des V1/V2
Bereichs zeigt keine Korrelation der
beiden GréRen (p-Wert=0,6686).
Die Lange der Variablen Schleifen
V1/V2 hat demnach keinen Einfluss
auf die Infektiositdat der Viren,
respektive die Zahl der infektitsen
Partikel in den Viruspraparationen
(r2=0,02213). Verdeutlicht

dies durch die fast parallel

wird

zur
Abszisse verlaufende Ausgleichsge-
rade (rot) der linearen Regression
(Abbildung 26).

0
Steigung: -0,02631 +0,05922
P-Wert: 0,6686
1 0,02213
Se
_g? 3 [
< .
T Koo aaananeeee
) . x
©Q - x
£ 104 J AR
S | e T
15 : , .
60 70 80 90

V12 Aminosdureanzahl
Abbildung 26: Korrelation von Infektiositat und V1/vV2

Lange

Die Infektiositéat der untersuchten HIV-1 Env-RRV (Ordi-
nate) ist als Funktion der V1/V2 Lange (Abszisse) dar-
gestellt. Die Ausgleichsgerade (rot), das 95%ige Konfi-
denz- (schwarz), sowie das 95%ige Pradiktionsintervall

(blau) einer linearen Regression sind angegeben.

3.2.3. Replikation der HIV-1 Env-RRV

Die Bestimmung der Effizienz der
frihen Replikationsschritte erfolgte
durch Infektion von U87.CD4.CCR5
Zellen mit den HIV-1 Env-RRV.

Hierbei dient die in den Viren
codierte Renilla Luciferase als
Reporter. Die in den infizierten

Zellen gebildete Menge an Renilla

Luciferase wurde photometrisch
ermittelt und mit der Menge an
Renilla Luciferase in den zur Virus-
produktion transfizierten 293T Zellen
normiert. Dieser Quotient gibt die
Replikationskompetenz der HIV-1

Env-RRV in Abhangigkeit des Huill-

p=0,0004
T 1
p=0.0034
f

=
5
& i
2
w3
S B -§-170.425
O
3 8
) e
ER% . .
o O
23 p=06415
@ = I 1
&S O
e = i
S's 0,327 0,275
2= $ A
S8 A
e & A
g. ¢
A

Abbildung 27: Effizienz friher Replikationsschritte
HIV-1 Env-RRV

Angegeben ist der Quotient aus Renilla Luciferase Aktivi-
U87.CD4.CCR5 Zellen und Renilla
Luciferase Aktivitat in 293T Zellen.
LTNP (0), HIV-1 Kontrollpatienten (A), Labor-adaptierte

Isolate (o). Die Mittelwerte der Gruppen (==), sowie die

tat infizierter

transfizierten

p-Werte sind ebenfalls dargestellt.
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protein-vermittelten Eintritts in die Zellen wieder (Abbildung 27 und Tabelle 10). Innerhalb
der beiden Gruppen primarer Viren erstrecken sich die Werte in vergleichbaren GréRenord-
nungen: LTNP Patienten 7,25-10° bis 7,86-10" bzw. HIV-1 Kontrollpatienten 2,89-10° bis
7,19-10". Dementsprechend gibt es zwischen den beiden Gruppen keinen signifikanten
Unterschied in der Replikationskompetenz (p-Wert \nrejmiv-1 kontrolipatienten = 0,6415). Im Unter-
schied zu den Gruppen primarer Viren, zeichnen sich die HIV-1 Env-RRV Labor-adaptierter
Stamme durch eine signifikant hthere Replikationskompetenz aus (2,18-10" bis 3,61-10%
P-WertytnpiLabor-adaptierte stamme = 0,0004 bzw. p-Wertyy.1 kontrolipatienten/Labor-adaptierte Stamme 0,0034).
Als weitere Kontrolle dienten Aenv rekombinante Reporterviren. Diese sind aul3erstande
U87.CD4.CCR5 Zellen zu infizieren, transfizierte 293T Zellen liefern jedoch einen
vergleichbaren Renilla Luciferase Wert. Der Quotient dieser Kontrolle liegt bei 1,32:10™, be-
sitzt jedoch keine Aussagekraft, da die Renilla Luciferase Werte der U87.CD4.CCR5 Zellen
im Bereich des Hintergrunds liegen und so den Quotienten verfalschen.

Die Analyse der Effizienz der

frihen Replikation in Abhangigkeit ’Sé N St 6%14‘;364 S
der Lange der Variablen Schleifen §

V1/V2  zeigt eine schwache, % 0-

signifikante Korrelation beider Gro- %

Ren (r2=0,3563; p-Wert = 0,0486; ...%j S T T
Abbildung 28). Mit zunehmender 1T
Lange der Variablen Schleifen %

V1/V2 nimmt die Effizienz der i -1060 = 50 e
frihen  Replikationsschritte  der V12 Aminosaureanzahl

untersuchten HIV-1 Env-RRV ab  appildung 28: Korrelation der Effizienz der frithen
(Steigung = -0,1434 +0,0617). Es Replikationsschritte und der V1/V2 Lange

muss jedoch bedacht werden, dass pje Effizienz der friihen Replikation der untersuchten
die hier getatigte Analyse auf einer HIV-1 Env-RRV(Ordinate) ist in Abh&ngigkeit der V1/V2
kleinen Datenmenge beruht und Lénge (Abszisse) dargestellt. Die Ausgleichsgerade (rot),
somit leicht durch einzelne Werte das 95%ige Konfidenzintervall (schwarz), sowie das
95%ige Pradiktionsintervall (blau) einer linearen Regres-

verfalscht werden kann.
sion sind angegeben.
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Tabelle 10: Titer, Infektiositat und frihe Replikationseffizienz der HIV-1 Env-RRV

d— - l_ R
T — = o ¥, F = =2 &
3 $%F  BE 2 2 8eE KE B8 =2
S =55 =2 2 D ~ Qo Qo N~ Q [
>3= = g N % O x x % ) § (7}
O
- 6,70-10" 1.402  2,09-10%° 1,38-10° 4,22:10° 0,327
; 6,81-10" 2.404 3,53-10° 267-10° 28310° 4,70-10° 0,602 0,394
6,26:10" 1502 2,40-10° 75710 1,70-10° 6,74-10° 0,252 0,184
- 5,19-10% 9.515 1,83-10° 2,91-10° 4,78-10° 0,609
; 6,06-10" 4307 7,11-10"° 1,11-10° 3,50-10° 5,32:10° 0,658 0,684
5,93-10% 4708 7,9410% 6,26:10"° 4,13-10" 5,25-10° 0,786 0,091
© 2,34-10" 1.142 4,88-10° 4,30-10° 5,37-10° 0,008
; 2,80-10" 1.342 4,79-10° 4,42:10° 3,74-10° 5,17-10° 0,007 0,008
2,52-10" 901 3,58:10° 7,29-10° 549-10° 7,36:10° 0,007 0,000
° 1,98-10™ 32.460 1,64-10" 2,59-10° 6,69-10" 0,387
; 1,72-10" 25.907 1,51-107 1,39-107 2,38-10° 1,52-10° 0,157 0,224
2,31-10" 23.589 1,02-107 3,25-10° 2,9510° 2,32-10° 0,127 0,142
LTNP 3,62:10% 6,35-10°® 0,327 0,280
© 5,11-10" 50.202 9,82-10° 6,06-10° 1,60-10° 0,378
S 585102 38.306 6,55-10° 7,11-10° 4,86-10° 1,05-10° 0462 0,434
I
4,89-10" 24.194 4,95-10° 2,49-10° 3,08-10° 6,65:10° 0,463 0,049
" 6,42:10" 1.923  3,00:10° 24810° 2,46-10° 0,101
§ 6,36:10"° 1.162  1,8310™° 2,52:10™° 1,0510° 3,65-10 0,003 0,068
6,47-10* 1.763  2,72:10™° 6,12:10™ 4,04-10° 4,08-10° 0,099 0,056
- 74410  111.290 1,50-10° 3,13-:10° 4,87-10° 0,643
% 7,14-10* 93.347 1,31-10°% 1,86-10° 6,05-10° 8,41-10° 0,719 0,572
6,73-10"*  185.887 2,76:10%  7,91-10° 2,85-10° 8,03-10° 0,354 0,192
2,90-10" 1563 5,39-:10%° 2,34-10° 7,50-10° 0,031
% 3,46-10™ 2123  6,14-10° 51110 3,92-10° 1,03-10° 0,038 0,028
3,05-10% 1162 3,81:10° 1,19.10%° 1,29-10° 9,78-10° 0,013 0,013
HIV-1 Kontrollpatienten 6,61-10° 8,52:10° 0,275 0,259
3,13-10%  163.810 5,23-10°® 2,74-10° 1,11-10° 246,78
N
>3'_ 3,33:10"*  289.819 8,70-10% 9,27-10% 252-10° 1,4810° 170,36 259,54
3,16:10"*  438.508 1,39-107 4,53-10° 3,20-10° 8,84-10° 361,49 96,20
= 21110% 673578  3,19-10” 1,24-10° 4,90-10° 25,25
5 1,92-10*”  668.570 3,48:107 4,36-10" 1,12:10° 5,15-10° 21,82 23,31
O 210102 1.344.651 6,40-107 1,78-107 1,52-10° 6,65-10° 22,86 1,76
w 1,39-10%  226.815 1,63-107 1,37-10° 8,1810° 167,40
)
Q  1,34-10%  103.327 7,71-10%  1,36-107 1,58-10° 5,87-10° 269,60 228,42
= 1,21-10%  204.133 1,69-10° 5,14-10° 1,78-10° 7,18-10° 248,27 53,92
Labor-adaptierte Stamme 2,22:107  1,88-10” 170,43 130,89
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3.2.4. Neutralisation HIV-1 Env-RRV

Fur den Nachweis breit-neutralisierender Antikdrper im Serum der Patienten wurden
mehrere heterologe und homologe HIV-1 Env RRV in in vitro Neutralisationsstudien mit den
Patientenseren untersucht (2.8.9 oben). Als malfigebende Punkte zur Beurteilung der
Neutralisationskapazitat wurden die reziproken Serumverdinnungen zum Erreichen von
50% (IC50) und 90% Inhibition (IC90) bestimmt (Abbildung 29 und Tabelle 17).

In Tabelle 17 sind alle untersuch- IC50 IC90
ten Kombinationen detailiert aufge- oooe 5 202 [—estom0

listet. War auch bei der grofldten

Verdinnungsstufe die  Neutrali- ho0a

sation zu grof3, um einen IC50 zu o0

ermitteln (alle Werte Uber 50%

15
*

s
x <
475 § b4
{130 s
gSS ‘
bezogen auf den Kontrollwert), 10 5 f 2

wurde mit >1.600 bzw. >6.400

gekennzeichnet. War hingegen

Kehrwert der Plasmaverdiinnung

1 +* *

Abbildung 29: Ubersicht der Neutralisationskapazitat
selbst die geringste  Serum- der Patientenseren

verdinnung nicht in der Lage eine Die Ordinate gibt den Kehrwert der Plasmaverdiinnung

Neutralisation von uber 50% bzw. an, die notwendig ist, um den IC50 (links) bzw. 1C90
90% zu erreichen, wurden dies mit (rechts) zu erreichen. LTNP-Seren (0) HIV-1 Kontrollse-
<10 angegeben. Fir Abbildung 29 ren (¢). Die Mittelwerte (in Box), die Medianwerte, sowie
wurden diese ,festgelegten’ Werte in die p-Werte sind im Diagramm angegeben.

die jeweiligen Hochstwerte der

Verdinnung umgewandelt (z.B. >6.400 zu 6.400) oder aber in 1, falls kein IC50 bzw. IC90
ermittelt werden konnte (<10 zu 1). Abbildung 29 zeigt somit — zusammenfassend — die
Ergebnisse aller durchgefuhrten Neutralisationsstudien. Fir die Gruppe der LTNP liegen die
Serumverdinnungen fur den IC50 im Bereich von 35 bis 6.400 (Mittelwert 1.227 bzw.
Median 410), fur 1C90 bei <10 bis 1.600 (Mittelwert 144 bzw. Median 55). Die Gruppe der
HIV-1 Kontrollpatienten erreicht Werte von <10 bis 5.150 (Mittelwert 475 bzw. Median 130)
fur 1C50 bzw. <10 bis 530 (Mittelwert 43 bzw. Median 15) fur IC90. Die Unterschiede
zwischen beiden Gruppen erreichte sowohl fur den IC50, als auch IC90 statistisch
signifikantes Niveau (p-Wertcso = 0,0032 bzw. p-Wertcgo = 0,0050). Ein weiteres Anzeichen
fur die unterschiedliche Neutralisationskapazitat der beiden Gruppen zeigt sich in der Zahl
der Kombinationen die keinen IC50 bzw. IC90 erreichten: Wahrend fur alle Kombinationen
der LTNP ein IC50 ermittelt werden konnte (0/63), waren neun Kombination der HIV-1
Kontrollpatienten Gruppe auch bei der geringsten Serumverdinnung nicht in der Lage
einen IC50 zu erzielen (9/63; p-Wert: 0,0021). Hierbei ist zu erwahnen, dass allein das Se-

rum ABN3 siebenmal keinen IC50 erreicht. Vergleichbares gilt fir den 1C90; lediglich sechs
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Kombinationen der LTNP verfehlen einen 1C90 (6/63), jedoch 23 Kombinationen der HIV-1
Kontrollpatienten (23/63; p-Wert = 0,0003). Zusatzlich zu den Seren beider Patienten-
gruppen wurden die HIV-1 Env-RRV mit einem HIV-1 negativen Serum untersucht, um evtl.
Serumeffekte aufzuzeigen. Bis auf einen, wohl falsch-positiven, Ansatz kann hierbei
keine Inhibition durch das HIV-1 negative Serum festgestellt werden(Tabelle 17).

3.3. Untersuchungen mit Peptidphagen

3.3.1. Kreuzreaktivitat der Peptidphagen

Mit Hilfe der LTNP Seren isolierte Michael Humbert aus Peptidphagenbénken HIV-1
spezifische Peptidphagen. Die Peptidinserts dieser Phagen (7 bzw. 12 Aminosauren)
weisen sequentielle oder strukturelle Homologien zu den HIV-1 Hullproteinen gp120 und

151 Um abschatzen zu

gp4l auf und wurden entsprechend ihrer Homologie gruppiert
konnen, welche Bedeutung die identifizierten Epitope in der Immunantwort bei einer HIV-1
Infektion besitzen, wurde die Kreuzreaktivitdt von Seren der LTNP und der HIV-1 Kontroll-

patienten mit diesen Peptidphagengruppen analysiert (Tabelle 11 und Abbildung 30).

Tabelle 11: Kreuzreaktivitat von Peptidphagen und Patientenseren

lineare Epitope konformelle Epitope

gp120 gp4l 2

S 2

5 < 8§ dg & .Y 3 € & g g &

@ 52 £t %0 o 3% (@ & & < ~ g

o z z2%2 2 x5 2 A A = X <

O z Z2<£ X < O O = p

MHO1 + - + + + - - + + - -

MHO02 i - - + = = = > = =

MHO03 1 - 4F - = = = > + >

% MHO04 + + = + + + + + + + =

B MHO5 - - - 4+ - - - - 1 - -

MHO06 4 - - " = = = = > + >

MHO7 1 - - T > = + = + = >

> [%] 85,7 143 143 100,0 286 143 286 286 714 429 O

- A6N3 - - - - - - - - - - -
D

c HOE6 - - - - - - - - - - -

= P5T5 i = TF TF = = = > = = =
=

5 S3R8 - - - - - - - - - - -

c P10 - - - + - - - - - - -
o

X S6 - - - + - - + - = = =
o

> S19 i - - 4+ - - - - - - -
I

2 [%] 28,6 0,0 14,3 57,1 0,0 0,0 14,3 0,0 0,0 0,0 0
p-Wert 0,032 0,356 1,000 0,078 0,172 0,356 0,552 0,172 0,008 0,078
+: Kreuzreaktivitat vorhanden; -: Kreuzreaktivitat nicht vorhanden
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Abbildung 30: Kreuzreaktivitat der LTNP-, Kontroll- bzw. HIV-1 negativer Seren mit den
Peptidphagen

Der ELISA zeigt die Reaktivitat der einzelnen Seren mit den jeweiligen Gruppen der Peptidphagen
(1-10), sowie einem unspezifischen Kontrollphagen. LTNP-Seren (Blau), Kontrollseren (Rot),

HIV-1 negativ Seren (Grun). Die gestrichelte rote Linie gibt den durchschnittlichen cut-off Wert an.
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Neben den Reaktivitaten der Seren mit denen die jeweiligen Biopannings durchgefihrt
wurden und zur Isolierung der entsprechenden Peptidphagen fuhrten, wurden sowohl mit
Seren der LTNP als auch HIV-1 Kontrollpatienten unterschiedlich ausgepragte Kreuz-
reaktivitditen detektiert. Einige der positiv zu erwartenden Serum/Peptidphagen-
Kombinationen zeigen jedoch, trotz mehrfacher Wiederholung der Analyse, keine
Reaktivitat. Besonders ausgeprégt ist dieses Phanomen fir die Peptidphagengruppe
NNNT (2), deren einzelne Peptidphagen mit den Seren MHO1-MHO5 isoliert wurden. Bei
den Peptidphagengruppen WxxxW (5), CD4bs (6) und Mix 2 (10) ist ebenfalls keine
Reaktion mit dem Serum von MHO1 festzustellen, obwohl dieses, zusammen mit dem
Serum von MHO04, zur Identifikation dieser Peptidphagen eingesetzt wurde (vergl. Disserta-
tion Michael Humbert). Die Seren der HIV-1 Kontrollpatienten weisen eine starke Kreuz-
reaktivitdt mit der Peptidphagengruppen KLIC (3) (57,1%) und vereinzelt schwache
Reaktivitaten mit den Gruppen GPGRAF (1) (28,6%), CD4bs (6) und NNALP-NPD (8)
(je 14,3%) auf. Bei Patient S3R8 ist ein deutlich erhéhtes Hintergrundsignal zu erkennen,
was bei der Beurteilung der Kreuzreaktivitat berlicksichtigt wurde (Tabelle 11). Einige dieser
Peptidphagengruppen spiegeln bekannte (CD4bs) oder immundominante Epitope wider
(KLIC, GPGRAF), weshalb einer erhdhte Kreuzreaktivitdt zu erwarten ist. Die Seren der
LTNP zeigen neben einer ausgepragten Kreuzreaktivitat gegentber den Peptidphagen-
gruppen GPGRAF (1) (85,7%) und KLIC (3) (100%), deutliche Kreuzreaktivitdten mit den
Peptidphagengruppen Mix 1 (9) (71,4%) und Mix 2 (10) (42,9%). Obwohl die Reaktivitat der
Seren MH02 und MHO5 mit der Peptidphagengruppe Mix 2 (10) von als negativ eingestuft
werden, verfehlen diese den Grenzwert der Analyse nur &ufRerst knapp oder zeigen eine
geringflgig erhohte Standardabweichung. Bewertet man diese ebenfalls als reaktiv, lage
der Wert der Kreuzreaktivitdt der LTNP Seren mit der Peptidphagengruppe Mix 2 (10) bei
71,4%. Der Unterschied in der Kreuzreaktivitat der beiden Patientengruppen waére in
diesem Fall statistisch signifikant (p-Wert = 0,008). Bei den Peptidphagengruppen Mix 1 (9)
und Mix 2 (10) handelt es sich um neu identifizierte, konformelle Epitope auf der Oberflache
des HIV-1 Hiillproteins gp120. Eine Auswertung der Kreuzreaktivitat mit den Kriterien
Jkreuzreaktiv (+) und ,nicht-kreuzreaktiv' (-), zeigt deutlich die breitere Immunantwort der
LTNP-Seren gegeniiber den Peptidphagengruppen GPGRAF (1), KLIC (3), Mix 1 (9) und
Mix 2 (10). Hierbei erreicht der Unterschied zwischen beiden Patientengruppen fir die
Gruppen GPGRAF (1) und Mix 1 (9) ein signifikantes Niveau. Bei den Gruppen Mix 2 (10)
und KLIC (3) wird das Signifikanzniveau nur knapp verfehlt (p-Wert = 0,078), wobei fur die
Peptidphagengruppe Mix 2 (10) die zuvor erwahnten Besonderheiten gelten (Tabelle 11).
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3.3.2. Kompetitionsstudien der Peptidphagenbindung an Serumantikdrper mit
trimeren HIV-1 Env

Um nachzuweisen, dass die identifizierten Peptidphagenepitope auf den Hullproteinen
von HIV-1 vorhanden sind, wurden Kompetitionsstudien durchgefiihrt. Hierzu wiurde die
Bindung der Phagen an immobilisierte Serumantikérper durch Zugabe von trimeren HIV-1
Env bzw. CHO-neg, als unspezifische Kontrolle, kompetiert. Es wurden jene Kombinationen
untersucht, die zuvor eine Kreuzreaktivitat aufwiesen (Abbildung 30).

Die Interaktion der Serumantikdrper mit Peptidphagen linearer Epitope konnte in fast allen
Ansatzen spezifisch durch HIV-1 gp140 inhibiert werden. Am deutlichsten ausgeprégt ist
dieser Effekt bei den zwei immundominanten Epitopen GPGRAF (1) und KLIC (3). Hier
kommt es bei allen sechs bzw. sieben untersuchten Patientenseren zu einer Verringerung
der Peptidphagenbindung. Die Verdradngung der Peptidphagen der Gruppen NNNT (2),
KLIC-AVPW (4), WxxxXW (5) und NNALP-NPD (8) gelingt nur teilweise. Bei den Peptid-
phagen konformeller Epitope ist in den Gruppen CD4bs (7) und Mix 1 (9) eine Inhibition
durch Zugabe von HIV-1 gp140 zu erkennen (Tabelle 12; 6.4 unten). Die Bindung der
Peptidphagen der Gruppen CD4bs (6) und Mix 2 (10) konnte fur keines der untersuchten
Patientenseren spezifisch mit HIV-1 Env beeinflusst werden. Die Untersuchungen mit
einem unspezifischen Phagen (11) und dem wildtyp Phagen (12) dient zur Kontrolle der

Spezifitat. Keiner dieser Phagen wird durch die untersuchten Seren gebunden.

Tabelle 12: Kompetition der Peptidphagenbindung an Serumantikérper durch trimeres gp140

lineare Epitope konformelle Epitope  Kontrolle
gp120 gp4l gpl120
e 5 o d
= SEREE - e
& L = g 2 = s 5 a2 2 8 3
= 2 & S/3 /%8 & & % 9|& =8
Z 1 e E .
s 2 2 ¥ o ¥ 8 8 = 5 4§ &1
O] zZ | o s
Z X 2
=)
MHO1 + - + + + + - -
MHO02 + + - - -
MHO03 + + - - i
MHO4 4F 4F + = = = > + = = =
MHO5 TF TF = =
MHO06 + + - - -
MHO7 4 4 - - - -

Gesamt 6/6 1/1 01 7/7r 1/2 0/1 072 1/2 3/5 03 0/7 07

+: Kompetition; -: keine Kompetition
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3.4. Expression und Aufreinigung von HIV-1 Env

Die Expression von trimeren HIV-1 gp140 (ADA.C1) ADA.C1 CHO-neg
us pur. Us pur.

oder einer Negativkontrolle (CHO-neg) erfolgte in '
CHO-Zellen. Zur Expression wurden die Zellen &
konfluent angezichtet, das Medium gewechselt und

die Expression induziert. FUnf bis sechs Tage nach  170kp

der Induktion wurde der Uberstand (ADA.C1 oder
CHO-neg) geerntet (2.8.13 oben) und mit Hilfe einer
Galanthus nivalis  Lectinsdule erfolgte eine
Anreicherung des hochglykosylierten HIV-1 Env 1-‘%@6—[)

(Abbildung 31). Die erste Spalte zeigt den

unaufgereinigten  Zellkulturiiberstand  (US)  der 7@

jeweiligen Probe. Am unteren Ende der Abbildung ist

deutlich die starke Bande fur Serumalbumin (BSA) zu

erkennen. Nach der Aufreinigung ist das Serumalbu- 55&‘-' .

min aus der Probe entfernt und eine Bande fur die

Monomere von ADA.C1 zu erkennen (140 kDa; Abbildung 31: Aufreinigung von
ADA.C1 pur). Firr Di- und Trimere ist keine eindeutige ~ADPA-C1 und CHO-neg

Bande zu erkennen. Hier iberlagern sich mehrere 10ul Zellkulturiberstand (US) oder

Banden und auch in der Probe der aufgereinigten ElUtionsprobe (pur.) wurden mit Pro-

. . . . ff hne DTT [
Negativkontrolle (CHO-neg pur.) ist hier ein benpuffer ohne versetzt und im

) ] o SDS-Gel aufgetrennt. Die aufgereinig-
undeutlicher Schmier zu erkennen. Demnach sind in _ _ _
te gp140 Bande ist mit zwei Punkten

den Eluaten noch weitere Glykoproteine enthalten, .
markiert.

die koeluieren.

Die aufgereinigten HIV-1 Env Trimere wurden im Western Blot mit dem monoklonalen
HIV-1 Env Trimer-spezifischen Antikorper Md-1 detektiert. Das entsprechende Signal ist
deutlich in der aufgereinigten Probe von ADA.C1 zu sehen (ADA.C1 pur.). Im unauf-
gereinigten Uberstand ist aufgrund der geringen Konzentration kein Signal zu erkennen
(ADA.C1 US). Ebenfalls negativ sind sowohl die unaufgereinigte (CHO-neg US), als auch
die aufgereinigte Probe (CHO-neg pur) von CHO-neg (Abbildung 32 A). Nach der
Entwicklung wurde die Membran gestrippt, erneut geblockt und mit dem monoklonalen a-V3
Antikorper 447-52D entwickelt. Dieser detektiert sowohl Mono-, Di- als auch Trimeres HIV-1
Env. Die drei zugehorigen Banden sind sowohl in der unaufgereinigten, als auch in der auf-
gereinigten ADA.C1 Probe zu erkennen (Abbildung 32 B und C). Wird die Entwicklungszeit
verlangert, um auch die Banden in ADA.C1 US sichtbar zu machen, verlaufen die drei
einzelnen Signale von ADA.C1 pur. In den Proben von CHO-neg ist erwartungsgemar

wieder kein Signal zu erkennen (Abbildung 32 C).
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A) ADA.C1 CHO-neg B) ADA.C1 CHO-neg C) ADA.CT CHO-neg
us pur. Us pur. Us pur. Us pur. us pur. Us pur.
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1. Ak.: Md-1 1:5.000 1. Ak.: V447-52D 1:5.000 1. Ak.: V447-52D 1:5.000
2. AK.: a-human HRP 1:10.000 2. Ak.: a-human HRP 1:10.000 2. Ak.: a-human HRP 1:10.000

Abbildung 32: Nachweis der HIV-1 Env Trimere im Westernblot

10 pl Probe Zellkulturiiberstand (US) bzw. aufgereinigtes Eluat (pur.) wurden mit Probenpuffer ohne
DTT denaturiert, im SDS-Gel aufgetrennt und mit den angegebenen Antikérpern detektiert. A: Ent-

wicklungszeit 30 sec; B: Entwicklungszeit 15 sec; C: Entwicklungszeit 3 min

Die so erarbeiteten Proben bzw. die unaufgereinigten Zellkulturiiberstanden dienen als
Zielprotein in HIV-1 Env ELISA Analysen, zur Inhibition der Peptidphagenbindung und zur
Selektion HIV-1 spezifischer scF, Phagen.

3.5. Immunisierungsstudien

Mit Hilfe der isolierten Peptidphagen wurde versucht in Immunisierungsstudien, HIV-1
spezifische Antikdrper zu induzieren. Hierzu wurden Gruppen von sechs bis acht Wochen
alten IMRI Mausen sechsmal mit je 2-10'? Peptidphagen pro Maus immunisiert und die
Reaktivitat des Serums untersucht.

3.5.1. Bindungsreaktivitat nach Immunisierung

3.5.1.1. Immunisierungsstudie 2006

Das Ziel einer ersten Studie war es, eine Optimierung der Immunantwort zu erreichen,
wobei die Mause mit Phagen der Gruppen GPGRAF (1), CD4bs (6), Mix 1 (9), Mix 2 (10)
oder wt-Phage (12) immunisiert wurden. Ein Teil der Mause wurde hierbei alle zwei
Wochen subkutan immunisiert (normal), der andere Teil der Tiere dreimal im Abstand von
zwei Wochen und anschliel3end dreimal im Abstand von drei Wochen (lang). Die Qualitat
der Immunantwort wurde durch die Reaktivitat der Mauseseren mit trimeren HIV-1 gp140
untersucht.
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In den einzelnen Gruppen Uuberlebten unterschiedlich viele Mause. In Gruppe
Mix 1 (9)-lang starb ein Tier, in den Gruppen Mix 2 (10)-normal und lang starben alle bis auf
je zwei Tiere. In Abbildung 33 sind die Bindungsreaktivititen der Mauseseren nach der
Immunisierung aufgezeigt. Es zeigt sich, dass die Mause des langen Immunisierungs-
protokolls eine bessere Immunantwort als die Mause des normalen Immunisierungsproto-
kolls besitzen. So reagiert nur ein Mausserum der Gruppe GPGRAF (1)-normal (3518) bei
der geringsten Verdinnung mit gpl40, wahrend alle funf Ma&auseseren der Gruppe

GPGRAF (1)-lang (3551-3555) eine Reaktion aufzeigen (Abbildung 33 und Tabelle 13).
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Abbildung 33: Reaktivitat der Mauseseren mit trimeren HIV-1 Env (ADA.C1) — Studie 2006

Die Seren wurden nach der Immunisierung wie angegeben verdinnt und in Duplikaten auf ihre
Reaktivitat gegenuber trimeren HIV-1 Env (ADA.C1) und einer unspezifischen Kontrolle (Hinter-
grund; Verdinnung 1:50) getestet. Die mit den unterschiedlichen Phagengruppen immunisierten

Méuse sind auf der Abszisse aufgetragen.

Tabelle 13: Bindungsreaktivitdten an trimeres gp140 der Immunisierungsstudie 2006

GPGRAF (1) CD4bs (6) Mix 1 (9) Mix 2 (10) wildtyp (12)
normal Ya 1/4 2/4 0/2 1/4
lang 5/5 4/5 4/4 Ye n.d.

Ein ahnliches Bild ergibt sich mit den Gruppen CD4bs (6) und Mix 1 (9). In der Gruppe
CD4bs (6) zeigt ein Mausserum des normalen Immunisierungsprotokolls, allerdings vier
Seren des langen Immunisierungsprotokolls, eine Immunantwort. Bei den mit Phagen der
Gruppe Mix 1 (9) immunisierten Mause sind zwei von vier (normal) bzw. vier von vier (lang)
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Seren kreuzreaktiv mit HIV-1 Env. Keine Immunantwort kann bei den Tieren der Gruppe
Mix 2 (10)-normal festgestellt werden, wahrend eines von zwei Seren der Gruppe
Mix 2 (10)-lang eine zumindest schwache Reaktivitat aufzeigt. Leider Gberlebten in diesen
Gruppen die wenigsten Tiere, weshalb eine klare Aussage schwierig ist. In der Gruppe der
wt-Phagen-immunisierten Mause zeigt eines der Seren eine Bindung an trimeres HIV-1
gp140 (3545).

3.5.1.2. Immunisierungsstudie 2007

Eine zweite Immunisierungsstudie zielte auf die Induktion und anschlie3enden Selektion
HIV-1 spezifischer, monoklonaler Antikdrper ab. Basierend auf dem Protokoll der
Immunisierungsstudie 2006 wurden erneut IMRI-Mause mit den Peptidphagen der Gruppen
GPGRAF (1), CD4bs (6), Mix 1 (9), Mix 2 (10) oder wt-Phage (12) immunisiert. Die letzten
drei Immunisierungen erfolgten im Abstand von drei Wochen (langes Protokoll). Da das
primére Ziel dieser Immunisierung die Isolierung funktioneller B-Zellen war, wurde am Tag
nach der sechsten Immunisierung eine weitere Immunisierung der Tiere durchgefihrt

(Boost) und diese drei Tage nach dem Boost getdtet und aufgearbeitet.
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Abbildung 34: Reaktivitat der Mauseseren mit trimeren HIV-1 Env (ADA.C1) — Studie 2007

Die Seren wurden nach der Immunisierung wie angegeben verdiunnt und in Duplikaten auf ihre
Reaktivitat gegeniber trimeren HIV-1 Env (ADA.C1) und einer unspezifischen Kontrolle (Hinter-
grund; Verdinnung 1:50) getestet. Die mit den unterschiedlichen Phagengruppen immunisierten

Méause sind auf der Abszisse aufgetragen.
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Die Qualitdt der Immunantwort wurde erneut anhand der Serumreaktivitdt mit trimeren
HIV-1 Env und einer unspezifischen Kontrolle ermittelt. Die Tiere weisen — Uber alle
Gruppen hinweg — einen recht geringen Serumtiter auf, was zumindest teilweise auf die
frihere Serumentnahme zuriickzufuhren ist. Bei den Mausen der Gruppen GPGRAF (1)
und Mix 1 (9) ist die Ausbildung HIV-1 spezifischer Antikbrper im Serum nahezu vollstandig
ausgeblieben (0/5 bzw. 1/5) (Abbildung 34). Eine signifikant starkere Immunantwort
gegenuber trimeren HIV-1 Env (ADA.C1) im Vergleich zur Negativkontrolle (Hintergrund) ist
nicht vorhanden. Lediglich ein Tier der Gruppe Mix 1 (9) zeigt eine aulRerst schwache
Reaktivitat (3670; Titer ca. 1:100). Vergleicht man diese jedoch mit der Serumreaktivitat der
wt-Phagen immunisierten Mause (Gruppe wt-Phage (12)) wird deutlich, wie gering diese
Immunantwort ist. Die Tiere 3693 und 3706 besitzen eine vergleichbare Immunantwort
(Titer ca. 1:100). Bei den Gruppen CD4bs (6) und Mix 2 (10) fUhrt die Immunisierung
hingegen zu einer deutlichen Immunantwort bei fast allen Tieren (4/5 bzw. 5/5). Die stéarkste
Immunantwort zeigen hierbei die Tiere 3699 und 3697 (Mix 2 (10)) mit einem Titer von
1:200 verglichen mit der Negativkontrolle. Die Ubrigen, reaktiven Seren dieser Gruppe
besitzen einen Titer von rund 1:100 (Tabelle 14 und Abbildung 34).

Tabelle 14: Bindungsreaktivitaten an trimeres gp140 der Immunisierungsstudie 2007

GPGRAF (1)  CD4bs (6) Mix 1 (9) Mix 2 (10)  wildtyp (12)
reaktiv 0/5 4/5 0/4 5/5 1/4

3.5.2. Selektion HIV-1 spezifischer Hybridomazellen

Die B-Zellen der Tiere 0,55

w= | Spalte
== 2 Spalte
3683 (CD4bs (6)), 3667  — =3 Spalte
: g 045 =5 Spate
(Mix1(9)) und 3699 & =6 Spalte
T == 7 Spalte
(Mix 2 (10)) wurden zur @ o35 -§0§§§:§
. O L alte
Herstellung von Hybri- < | — 11 Spate
2 o2 ="
domazellen ausgewahlt = I
und  mit CRL-1597 § o1s
Myelomzellen fusioniert. § : ,‘
. Q 0,05 ‘ ' I :
Zwei Wochen nach der O AG il | ol Gl 1 i s 1.,
i 1 - 8
Fusion waren in ins- 005 A B c D E F s Iy
Reihe

gesamt 550 Vertief-

Abbildung 35: Reaktivitat der Hybridomaklone
ungen wachsende

. Die Bindung der Uberstande einzelner Hybridomaklone an ADA.C1
Heterofusionen zu er-

kennen (P1-15: 204 Ver-
tiefungen; P16-30: 220

Vertiefungen; P31-45:

und CHO-neg beschichtete Platten wurde bestimmt und mit anti-
Maus-HRP Antikérper nachgewiesen und Die Differenz der Reaktivitat
bestimmt. Negativkontrolle (G12); Positivkontrolle (H12). Die fiinffache
Negativkontrolle wurde als Grenzwert definiert.
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126 Vertiefungen). Diese wurden in einem ersten Test auf Reaktivitat gegen ADA.C1
getestet (6.5 unten). Insgesamt 94 reaktive Klone (P1-15: 28 Vertiefungen; P16-30: 38 Ver-
tiefungen; P31-45: 29 Vertiefungen) wurden nach wenigen Tagen erneut auf Reaktivitat
gegeniber ADA.C1 und CHO-neg, als Negativkontrolle, untersucht. Einige der Klone
zeigen keine oder eine vergleichbar starke Bindung an ADA.C1 und CHO-neg. Insgesamt
25 Klone weisen eine spezifische Reaktivitdt gegeniiber ADA.C1 auf (CD4bs (6): 10 Klone;
Mix 1 (9): 8 Klone; Mix 2 (10): 7 Klone) (Abbildung 35). Diese wurden expandiert, aliquotiert

und in flissigem Stickstoff gelagert, um zu einem spateren Zeitpunkt subkloniert zu werden.

3.6. Untersuchungen mit scF,-Phagenbibliotheken

Ausgehend von der mRNA aus Lymphozyten der LTNP Patienten wurden von unserem
Kooperationspartner, der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Stefan Dibel an der Technischen
Universitat Braunschweig, scF,-Phagen Bibliotheken erstellt, die zur Isolierung HIV-1
spezifischer scF,-Phagen dienen. Bisher wurden von zwei Patienten (MHO2 und MHO3)
k bzw. A basierende Phagenbanke des vorhandenen IgG bzw. IgM Repertoires erstellt und

verpackt. Diese Arbeiten wurden von Michael Hust und Saskia Helmsing durchgeftihrt.

3.6.1. Biopanning mit scF,-Phagen

Zur Identifizierung HIV-1 Env spezifischer scF,-Phagen aus den synthetisierten Phagen-
Bibliotheken werden die Bibliotheken auf unterschiedlichen HIV-1 Env Konstrukten
selektiert. Die Biopannings erfolgten abwechselnd auf HIV-1 Env und entsprechenden
Kontrollen, wodurch eine Anreicherung HIV-1 Env spezifischer scF,-Phagen erreicht wird.

3.6.1.1. Biopanning mit HIV-1 gp120

Erste Biopannings der erstellten Phagenbanke (IgG und IgM MHO02 bzw. MHO3) erfolgten
mit unterschiedlichen HIV-1 gp120 Monomeren (SF162, Bal, JR-FL) in Multititerplatten
(Biopannings A-C). In einem weiteren Biopanning wurden die Monomere im Gemisch ein-

gesetzt und das Biopanning auf tosylaktivierten Beads durchgefuhrt (Biopanning F).

Vor Beginn der Untersuchung wurde die Bindung der gpl120 Monomere mittels FACS
Farbung nachgewiesen. Fiur das geplante Biopanning wurden die gpl120 Monomere als
Gemisch im Verhéltnis 1:1:1 an die Oberflache gekoppelt. Hierbei zeigte die Bindung der
Monomere bei 4°C und einer Inkubation Gber Nacht (Abbildung 36 hell-griin) eine htéhere
Effizienz, als eine Kopplung bei 37°C Uber eine Dauer von zwei Stunden (dunkel-griin).
Daruber hinaus wurden die einzelnen gp120 Monomere einzeln in kleinen Testansatzen auf
die Oberflache der Magnetkugelchen gekoppelt. Die FACS-Farbung dieser Anséatze zeigt,
dass die gp120 Monomere JR-FL (orange) und SF162 (gelb) deutlich besser an die Ober-
flache der Magnetkiigelchen gekoppelt wurden als gp120 BalL (rot).
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‘8: Abbildung 36: FACS Analyse gp120 beschich-
(o\l M2 teter Magnetkiigelchen
& ; Die Farbung erfolgte mit HIV-1 positiven Serum
§ O} und a-Human-FITC Antikdrper. BaL (rot), JR-FL
= 8] (orange), SF162 (gelb), gpl20 Mix 4°C (hell-
3 griin), gp120 Mix 37°C (dunkel-griin). Unbe-
- | schichtete Beads (blaue Flache), gp120
100 103 104

beschichtete, a-Human-FITC gefarbte Beads

(schwarz). M1: neg. Signale, M2: pos. Signale.

Insgesamt fuhrten die Untersuchungen zur Anreicherung von vier HIV-1 spezifischen
scF,-Phagen aus der IgG abgeleiteten scF,-Phagen Display Bibliothek von Patient MHO3
(Abbildung 38). Die Anreicherung HIV-1 spezifischer scF,-Phagen aus den ubrigen drei Bib-
liotheken (IgG/IgM MHO02 und IgM MHO03) schlug fehl. Die Sequenzen der identifizierten
Variablen Bereiche (V4 und V,) dieser Phagen sind in Abbildung 38 dargestellt.

3.6.1.2. Biopanning mit HIV-1 gp140

Da neutralisierende Antikorper oft konformelle Epitope auf der Oberflache von HIV-1 Env
erkennen, wurde ein weiteres Biopanning mit trimeren HIV-1 Env durchgefihrt. Hierfur wur-
de aufgereinigtes HIV-1 Env (ADA.C1 pur.) bzw. eine gleichermalRen prozessierte
Negativkontrolle (CHO-neg pur.) an die Oberflaiche tosylaktivierter Magnetkigelchen
gekoppelt (Biopanning H). Die FACS Analyse der Kopplung zeigt, dass neben den
gewunschten Trimeren auch HIV-1 Env Mono- und Dimere auf der Oberflache gekoppelt
wurden. Dies zeigt das schwachere Signal des HIV-1 Env Trimer spezifischen Antikorpers
(Abbildung 37; Md-1, griin) im Vergleich zum Signal mit HIV-1 positiven Serum (gelb).

Sowohl ungefarbte, als auch a-human FITC gefarbter Magnetkliigelchen zeigen nach der

o o
o o
W |CHO-neg 1 ADA.C1
o M1 o M1
S ; <
< : M2 M2
o (@)
n O o
%‘ ® % ®
[e]
o § c 8
§ 8
o (=)
100 101 102 103 104 100 10" 102 103 104
FITC FITC

Abbildung 37: FACS Analyse ADA.C1 und CHO-neg beschichteter Magnetkiigelchen

Die Farbung erfolgte mit HIV-1 positiven Serum (gelb) bzw. Md-1 (griin) und a-Human-FITC Antikér-
per. Unbeschichtete Magnetklgelchen (blaue Flache), nur a-Human-FITC gefarbte Magnetktgel-
chen (schwarz). M1: neg. Signale, M2: pos. Signale.
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Farbung kein Signal (blaue Flache bzw. schwarz). Im Fall CHO-neg beschichteter Beads
ergibt sich bei keiner der Farbungen ein positives Signal.

Erneut kam es zur Anreicherung HIV-1 spezifischer scF, Phagen des Consensus B8/B10
aus der IgG basierten scF, Phagen Display Bibliothek von MHO3 (Abbildung 38). Die

Isolierung HIV-1 spezifischer scF, Phagen aus den Ubrigen Bibliotheken schlug erneut fehl.

| FR1 | CDR-H1 | FR2
10 20 30 40
N T N I I R
Consensus A1_A8 1 QVQLVQSGAE VKKPGESLKI| SCQGFGYSFS DSWIAWVRRM 40
Consensus B8 B10 1 QL KOS T T YLD .Gl Q. 40
Consensus E2_F3 T e 40
Consensus F1_F5 1 E. K.S. T 8Y..G. Q 40
FR2 | CDR-H2 | FR3
50 80 70 80
- | - I | [ | - -
Consensus A1_A8 41 PGKGLESMGI |YPDDSDTNY GPSFQGHVTF SVDKSIGTAF 80
Consensus B8 _B10 41 LW ..GLA. R, S ... .Q. 1 CAN..S. Y 80
Consensus E2_F3 A1 80
Consensus F1_F5 A1 e 80
FR3 | CDR-H3 | FR4 |
90 100 10 120
] . | . | o . . |- | . S . S
Consensus A1_A8 81 LQWGSLKASD TGMYYCARLY GEGGTFDLWG QGTMVIVSSA 120
Consensus B&_B10 81 - 2 AV .. F.o. ... T. 120
Consensus E2_F3 81 e e 120
Consensus F1_F5 81 120
Linker | FR1
130 140 150 160
‘ Sl I : (. [ e | .
Consensus A1_A8 121 STKGPSVKLE EGEFSEARVQ SVLTQPPSVS VSPGQAATFT 160
Consensus B8 B10 121 . . . . . . . ... ... e T. . 1A 160
Consensus E2_F3 121 . o PG. .. ... ... T.S1 160
Consensus F1_F5 121 e T.SI 160
| CDR-L1 | FR2 | COR-L2 | FR3
170 180 190 200
. I [ [ I o [ o
Consensus A1_A8 161 CSGDNLGNKY TSWYQQRPDQ PPLLLIYQDT KRPSGIPERF 200
Consensus B8_B10 161 ELOKTD VOO ORK.GLD SV 200
Consensus EZ_F3 161 . Q. AL K.G. S§.V.V D ... ... 200
Consensus F1_F5 181 200
FR3 | CDR-L3 |
210 220 230 240
. ] | | . | . | | . | . O
Consensus A1_A8 2001 SGSNSGNTAT LTISGTQAMD EADYYCQAWD SRTVVFGGGT 240
Consensus B§_B10 201 P S, 240
Consensus E2 F3 201 = R L. ... G S.A T 240
Consensus F1_F5 2 240
FR4 |
250 260 270
| | - | | [ |
Consensus A1_A8 241 KLTVLGQPKA APSVTLFPPS SAAAHHHHHH 270
Consensus B8 B10 241 . . . . . . . . .. ... 270
Consensus E2_F3 2417 V. 000 N.T. ... .. 270
Consensus F1_F5 241 . L L. 270

Abbildung 38: Aminosauresequenzen der isolierten HIV-1 spezifischen scF, Fragmente

Uber dem Alignment sind die Frameworkbereiche (FR) und Komplementaritat bildende Regionen

(CDR) der schweren (H) und leichten (L) Kette angegeben. Identische AS symbolisiert ein Punkt ().
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3.6.2. Bindungsstudien HIV-1 spezifischer scF,

3.6.2.1. Bindung von scF, B8/B10 an verschiedene HIV-1 Env

Mit unterschiedlichen HIV-1 Env gp120 bzw. gp140 Varianten wurde die Bindungskapazi-

tdét des scF, B8/B10 unter-
sucht. Alle HIV-1 Env Varian-
(gp120 JR-FL, Bal,
SF162 und gpl40 ADA.C1)
werden gebunden. Die deut-
lich Reaktivitat
gegeniber ADA.C1 beruht

auf der

ten

verringerte
wohl Heterogenitat
des Targets. Wahrend die
gp120 Proteine (JR-FL, BalL
und SF162) hochgradig aufge-
reinigt sind, liegt ADA.C1 und

CHO-neg als  Zellkultur-
Uberstand vor. Gegenuber
den Kontrollen (CHO-neg;

-Target) erfolgt keine Bindung.

4.0
e
| = JR-FL
= BalL
3.0
E = SF162
I
(_“31 ADA.C1
2 20
8 u CHO-neg
= -target
1.0

0.0

Abbildung 39: Bindung von scF, B8/B10 an unterschiedli-
che HIV-1 Env Varianten

ELISA Platten wurden mit HIV-1 gp120 (JR-FL, BalL, SF162)
bzw. ADA.C1 beschichtet. Der Nachweis gebundener scF,
Fragmente erfolgte Uber ihren myc-Tag mit Maus a-myc- und
a-Maus-HRP Antikorper (je 1:5.000).

3.6.2.2. Kompetition der Bindung von scF, B8/B10

Um die Spezifitat des scF,
B8/B10 zu Uberpriufen, wurde
die Bindung an HIV-1 gp120
durch Serumzugabe inhibiert.
Neben dem Serum von LTNP
MHO3, sind auch die Seren
von LTNP MHO02 und V43.135
(normaler HIV-1 Patient) in der
Lage, die Bindung des scF, zu
inhibieren. Dass es sich hier-
bei um eine Antikdrper-
basierte Verdrangung der scF,
Bindung handelt zeigt die
Kontrolle mit HIV-1 negativem

Serum, dessen Zugabe nicht

110

—+-MH02

-+-MHO03

~+-V43135
HIV-neg

< MHO2 scFv only

90

70

50 < MHO03 scFv only
V43315 scFv only

HIV-neg scFv only

Bindungsinhibition [%]

30

10

3 i
LS L

010 100

1.000
Serumverdiinnung

10.000

Abbildung 40: Kompetition der scF, B8/B10 Bindung an
gp120 durch HIV-1 positives Serum

Die Bindung des scF, B8/B10 an gp120 (SF162) beschichtete
ELISA-Platten wurde durch Serumzugabe inhibiert. Der Nach-
weis gebundener scFv erfolgte Uber ihren myc-Tag mit Maus
o-myc- und a-Maus-HRP Antikorper (je 1:5.000).
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zu einer Verminderung der scF, Bindung fuhrt. Die Verringerung der scF, Bindung erfolgt

somit durch Serumantikorper deren Epitope mit dem Epitop des scF, B8/B10 lberlappen

oder Ubereinstimmen (Abbildung 40).

3.6.2.3. Epitopmapping des scF, B8/B10

Mit Hilfe eines Peptid-
ELISAs wurde das Epitop des
scF, B8/B10 naher charakteri-
siert. Fur das Mapping
wurden  zundchst  15mer
Peptide der Variablen Schleife
V3 eingesetzt (Tabelle 15).
ScF, B8/B10 reagiert
ausschlief3lich mit Peptid Nr.5
von HIV-1 Consensus B
(NNTRKSIHIGPGRAF)
(Abbildung 41). Gegenuber
den entsprechenden Peptiden
von HIV-1 Consensus M
(NNNTRKSIRIGPGQA), HIV-1

1,40

== Con. M
1,20
== Con. B
1,00
== Con. C
0,80
Mn

0D 492-620 nm

0,60
—cut-off
0,40

0,20
0,00 Ranl ii-‘ ii: Ii.x Ili Iii. il" l'ix iii‘ s iiil i'il

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Peptid Nr.

Abbildung 41: Epitopmapping von scF, B8/B10

ELISA Platten wurden mit 15mer Peptide der Variablen
Schleife 3 verschiedener HIV-1 Consensussequenzen (M, B
und C) und von HIV-1 Mn beschichtet. Die Peptide tberlappen
um je vier Aminoséauren (Tabelle 15).

Consensus C (NNNTRKSIRIGPGQT) und HIV-1 Mn (NYNKRKRIHIGPGRA) besitzt der

scF, B8/B10 keine Bindungsaktivitiat. Diese extrem eingeschrankte Reaktivitat weist auf ein

auRerst sequenzspezifisches Epitop hin. Peptid Nr. 5 von HIV-1 Consensus B ist verglichen

mit den entsprechenden Peptiden der anderen Consensussequenzen (M und C), sowie

HIV-1 Mn um eine Aminosaure verschoben. Neben dieser Verschiebung unterscheiden sich

die Peptide von Consensus B, M und C nur an zwei bzw. drei Stellen im C-terminalen

Bereich (Histidin zu Arginin und Arginin zu Glutamin, bzw. Alanin zu Thymidin). Verglichen

mit Peptid Nr.5 von HIV-1 Mn unterscheidet sich Peptid Nr.5 von HIV-1 Consensus B an

drei Positionen im N-terminalen Bereich (Asparagin zu Tyrosin, Threonin zu Lysin, Serin zu

Histidin).
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Tabelle 15: Sequenzen der 15mer Peptide zum Epitopmapping von scF, B8/B10

Consensus M

Consensus B

Consensus C

HIV-1 Mn

12

IIVQLNESVEINCTR
LNESVEINCTRPNNN
VEINCTRPNNNTRKS
CTRPNNNTRKSIRIG
NNNTRKSIRIGPGQA
RKSIRIGPGQAFYAT
RIGPGQAFYATGDII
GQAFYATGDIIGDIR
YATGDIIGDIRQAHC
DIIGDIRQAHCNISG
DIRQAHCNISGTKWN
AHCNISGTKWNKTLQ

IVQLNESVEINCTRP
NESVEINCTRPNNNT
EINCTRPNNNTRKSI
TRPNNNTRKSIHIGP
NNTRKSIHIGPGRAF
KSIHIGPGRAFYTTG
IGPGRAFYTTGEIIG
RAFYTTGEIIGDIRQ
TTGEIIGDIRQAHCN
IIGDIRQAHCNISRA
IRQAHCNISRAKWNN
HCNISRAKWNNTLKQ

[IVHLNESVEIVCTR
LNESVEIVCTRPNNN
VEIVCTRPNNNTRKS
CTRPNNNTRKSIRIG
NNNTRKSIRIGPGQT
RKSIRIGPGQTFYAT

RIGPGQTFYATGDII
GQTFYATGDIIGDIR
YATGDIIGDIRQAHC

DIIGDIRQAHCNISE
DIRQAHCNISEEKWN
AHCNISEEKWNKTLQ

IIVHLNESVQINCTR
LNESVOINCTRPNYN
VOQINCTRPNYNKRKR
CTRPNYNKRKRIHIG
NYNKRKRIHIGPGRA
RKRIHIGPGRAFYTT
HIGPGRAFYTTKNII
GRAFYTTKNIGTIR
YTTKNIIGTIRQAHC
NIIGTIRQAHCNISR
TIRQAHCNISRAKWN
AHCNISRAKWNDTLR

Aminosauren der Variablen Schleifen 3 (schwarz), Aminoséduren auf3erhalb V3 (griin), im Text beschriebene
Aminoséauren (rot).

3.6.2.4. Genetische Analyse der isolierten HIV-1 spezifischen scF,

Ausgehend von den Aminosauresequenzen der identifizierten scF, wurde mit Hilfe von

VBASE?2 eine genetische Analyse durchgefihrt. Im Einklang mit der hohen Sequenzhomo-

logie der vier identifizierten scF,, weist auch die genetische Analyse ein hohes MalR an

Gemeinsamkeiten auf. So ergibt sowohl die Analyse mit VBASE?2 fur alle V-D-J-Gene der

vier identifizierten scF,, mit Ausnahme des J-Gens der leichten Kette von scF, E2/F3, eine

hundertprozentige Ubereinstimmung (Tabelle 16). Die in den Sequenzen vorhandenen

Mutationen scheinen zum grof3en Teil die Folge somatischer Hypermutationen zu sein.

Tabelle 16: Genetische Analyse der isolierten HIV-1 spezifischen scF, Fragmente

VBASE2 IMGT
Name
V-Gen D-Gen J-Gen V-Gen D-Gen J-Gen
IGLV104 M15642 IGLJ3*01 /M15641 IGLJ2*01 IGLV3-1*01 IGLJ3*01 / IGLJ2*01
U IGHV217 X97051 IGHD4-17*01 X86355 IGHJ3*02 /J00256 IGHJ3*01  IGHJ3*02/IGHJ3*01 IGHV5-51*01 X97051 IGHD4-17*01
IGLV104 M15642 IGLJ3*01/M15641 IGLJ2*01 IGLV3-1*01 IGLJ3*01 / IGLJ2*01
84810 IGHV217 X97051 IGHD4-17*01  X86355 IGHJ3*02/J00256 IGHJ3*01  IGHJ3*02/IGHJ3*01 IGHV5-51*01 X97051 IGHD4-17*01
IGLV104 X04457 IGLJ1*01 IGLV3-1*01 1GLJ1*01
e IGHV217 X97051 IGHD4-17*01  X86355 IGHJ3*02/J00256 IGHJ3*01  IGHJ3*02/ IGHJ3*01 IGHV5-51*01 X97051 IGHD4-17*01
IGLV104 M15642 IGLJ3*01 / M15641 IGLJ2*0) IGLV3-1*01 IGLJ3*01 / IGLJ2*01
FIFS IGHV217  X97051 IGHD4-17*01 X86355 IGHJ3*02 / J00256 IGHJ3*01  IGHJ3*02/IGHJ3*01 IGHV5-51*01 X97051 IGHD4-17*01

Liefern verschiedene VDJ-Gene die gleiche Trefferquote in der Analyse mit VBASE2, sind beide potenzielle
Gene angegeben. Bei der Analyse greift VBASE2 auch auf die Datenbank IMGT zu und gibt die Ergebnisse
dieser Analyse an.
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4. Diskussion

Der klinische Verlauf einer HIV-1 Infektion ist von Person zu Person unterschiedlich und
ergibt sich aus einem konzertierten Zusammenspiel genetischer, virologischer und immuno-
logischer Faktoren. Dieses bestimmt das Ausmal der viralen Replikation und so den Verfall
des Immunsystems sowie das Auftreten opportunistischer Infektionen. Hierbei dient die
Viruslast nach der ersten Immunantwort auf die Priméarinfektion als prognostischer Marker,
weil sie umgekehrt proportional zur Léange der Asymptomatischen Phase ist?*. Im Gegen-
satz zu normal-progredierenden HIV-1 Infizierten, zeichnen sich einige Patienten durch eine
relativ konstant geringe Viruslast und hohe CD4%-Zellzahl tber einen ungewohnlich
langen Zeitraum aus. In Folge dieser besonderen Charakteristika bleibt eine Progression
der Infektion und somit evtl. opportunistische Infektionen aus. Bemerkenswert hierbei ist die
Tatsache, dass diese Patienten keinerlei antivirale Therapie erhalten. In den letzten Jahren
wurden mehrere genetische, virologische und immunologische Aspekte, die mit einer
solchen nicht-progredierenden Infektion korrelieren, identifiziert und teilweise eingehender
untersucht. Hierzu z&hlen genetische Préadispositionen wie die 32bp Deletion in ccrb
(ccr5A32), einige HLA-B Genotypen wund die damit verbundene zytotoxische
T-Zellimmunantwort, die humorale Immunantwort, virusgenetische Polymorphismen sowie
das Fehlen pathogener HIV-1 Viren im Verlauf der Infektion?>2°%2%9.289303370 " Ayfgrund des
komplexen Wechselspiels dieser Faktoren ist die Bedeutung der einzelnen Aspekte fur die
Immunantwort und den ungewohnlichen Infektionsverlauf weiterhin  Gegenstand
kontroverser Diskussionen. Anhand eines kleinen, aber gut charakterisierten LTNP-

Kollektivs soll im Rahmen dieser Arbeit die Bedeutung dieser Aspekte analysiert werden.

4.1. Genetische Untersuchungen

4.1.1. Klinische Daten der untersuchten Patienten

Grundlage dieser Studie ist eine Gruppe von acht LNTP sowie eine Gruppe von HIV-1
Kontrollpatienten. Sieben der LTNP (MHO01-MHO7) sowie alle HIV-1 Kontrollpatienten sind
mit einem HIV-1 Virus vom Subtyp B infiziert. Bei LTNP MHO08 erfolgte die Infektion mit
einem Subtyp C Isolat. Die Infektion der LTNP Patienten erfolgte vor mindestens 17 Jahren.
Sieben der LNTP (MHO1-MHO7) weisen tber den gesamten Infektionsverlauf eine normale
CD4"-Zellzahl und eine geringe virale Last auf, was sie als LTNP charakterisiert. Die unter-
suchte Blutprobe von MHO8 besitzt eine leicht verringerte CD4"-Zellzahl sowie eine gering-
fugig erhohte Viruslast (19.000 Kopien/ml). Gegen Ende 2006 verschlechterten sich die
klinischen Marker dieses Patienten weiter, so dass eine antivirale Therapie initiiert wurde.

Streng genommen gehort MHO8 somit zur Gruppe der Langsam-Progredierenden (SP), der
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Ubergang zwischen den einzelnen Untergruppen verlauft jedoch flieBend (Tabelle 3;
6.1 unten). Die Gruppe der HIV-1 Kontrollpatienten wurde gezielt aufgrund ihrer klinischen
Daten ausgewahlt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass sowohl die Zahl der CD4"-Zellen
(p-Wert = 0,5705) als auch die Viruslast (p-Wert = 0,3717) mit den Werten der LTNP-
Gruppe vergleichbar ist. Diese Auswahl ermgglicht einen aussagekraftigen Vergleich der
Beteiligung immunologischer Faktoren beider Patientengruppen an der Kontrolle der
Viramie. Die gezielte Auswahl der HIV-1 Kontrollpatienten stellt einen wichtigen Unterschied
zu einer Vielzahl veroffentlichter Studien mit LTNP dar, in denen die Patienten der Kontroll-
gruppen Uber einen vergleichbaren Zeitraum infiziert sind, jedoch vollig unterschiedliche
klinische Marker aufweisen, was eine aussagekraftigen Vergleich immunologischer
Faktoren beeinflusst®#%?**% Bej den Serumproben der Patienten S6 und S19 handelt es
sich um Proben wahrend, bei Patient P10 um eine Probe unmittelbar vor einer antiviralen
Therapie. Die Serumproben der Patienten A6N3, HOE6, P5T5 und S3R8 wurden in den
frihen Jahren der Infektion wahrend der normalen, symptomfreien Phase gewonnen. Bei
diesen Patienten ist der weitere Infektionsverlauf nicht bekannt, mit einer Wahrscheinlich-
keit von 81,5% (bei der Annahme, dass 5% aller HIV-1 Infizierten zur Gruppe der LTNP
gehdren) handelt es sich jedoch bei all diesen Patienten nicht um LTNP (Tabelle 3).

4.1.2. Analyse der HIV-1 Gene env, nef, ref, tat, vpr

Innerhalb der letzten Jahre wurden in mehreren HIV-1 Genen Mutationen identifiziert, die
mehr oder minder mit einer verlangsamten oder nicht-progredierenden Infektion zu

korrelieren scheinen?92225:331:340,343,359

. Aufgrund ihrer zentralen Stellung im Verlauf der
Infektion sind hierbei die viralen Hullproteine gp4l und gpl20 von herausragendem
Interesse. Aus diesem Grund stellt Env den Schwerpunkt dieser Untersuchungen dar.
Neben den Hullproteinen, wurden auch die Hilfs- und akzessorischen Proteine (Nef, Rev,
Tat, Vpr und Vif) auf LTNP-assoziierte Polymorphismen oder Defekte hin untersucht.
Hierbei stammt die am besten untersuchte LTNP Kohorte mit Deletionen in diesen
Proteinen aus Australien. Die Patienten dieser Kohorte wurden Uber ein kontaminiertes
Blutprodukt mit dem gleichen Nef-deletierten Isolat infiziert und eingehend unter-

SUCht59'60'74'186.

Die Sequenzanalyse von Env zeigt fur jeden der analysierten Patienten einen
funktionellen Leserahmen auf. Bis auf eine Mutation in der sekundaren Protease-
schnittstelle in Env von MHO8 ((K/R)500D) sind alle funktionell wichtigen Elemente voll-
standig konserviert (Tabelle 5; 6.2 unten). Da fir die Spaltung des Vorlauferproteins gp160
eine funktionelle, primare Schnittstelle ausreicht und die Gruppe um Valerie Bosch zeigen
konnte, dass eine einzelne Mutation in der sekundéren Schnittstelle keinen Effekt auf die

Prozessierung besitzt, kann diese Mutation vernachlassigt werden®. Die an der

94



DISKUSSION

CD4-Rezeptor- bzw. Corezeptorbindung beteiligten Aminoséauren sind ebenfalls weitest-
gehend konserviert oder weisen in beiden Patientengruppen identische Mutationen auf.

Die Variationen der einzelnen Sequenzen konzentrieren sich erwartungsgemald auf die
Bereiche V1 bis V5, die, neben Punktmutationen, zahlreiche L&angenpolymorphismen
aufweisen (6.2 unten). Eine Ladngenanalyse der Variablen Schleifen im Vergleich mit einer
Gruppe Labor-adaptierter HIV-1 Isolate zeigt, dass eine bis drei der Variablen Schleifen in
den Sequenzen der LTNP MHO01, 02, 04, 06 und 08 verlangert sind. Die Sequenzen der
HIV-1 Kontrollpatienten zeigen hingegen, bis auf eine verlangerte V1 Schleife in Patient
S3R8, keine Langenpolymorphismen (Tabelle 5). Der Schwerpunkt der Langenpolymor-
phismen liegt in beiden Patientengruppen im zusammenhéngenden Bereich V1/V2 (Mittel-
wertmye: 78,0; Mittelwertyy.1 ontrolipatienten: 71,2; Mittelwert, apor-adaptierte stamme: 66,4). Wahrend
sich die Gruppe der HIV-1 Kontrollpatienten in der V1/V2-Lange signifikant von der Gruppe
der Labor-adaptierten Isolate unterscheidet (p-Wert: 0,044), verfehlt die Gruppe der LTNP
das Signifikanzniveau nur knapp (p-Wert: 0,057). Ursache hierfir durfte die hohe
Varianz in der LTNP-Gruppe sein, die sich aufgrund der geringen Probenzahl stark auf die
Signifikanzanalyse auswirkt (Abbildung 19). Dennoch wird ein klarer Trend in der Lange des
V1/V2 Bereichs zwischen den Gruppen ersichtlich.: LTNP > HIV-1 Kontrollpatienten >
Labor-adaptierte Isolate. Bereits in friheren Studien wurden Insertionen in V1/V2 mit einer
verlangsamten Progression korreliert?%3'%%% Als Ursache wird der Selektionsdruck der
humoralen Immunantwort aufgefiihrt. Beim Versuch diesem zu entrinnen, kommt es, neben
Punktmutationen und Mutationen im Glykosylierungsmuster, zu den beschriebenen
Langenpolymorphismen im Bereich von V1/V2?°°2%8_ Aufgrund ihrer Positionierung in der
Néhe der Corezeptorbindungsstelle handelt es sich bei den Variablen Schleifen V1/V2 um
einen wichtigen Immunregulator, wodurch sich Variationen in ihrer Sequenz, Lange oder
Glykosylierung auf die Neutralisationssensitivitat, den Tropismus und den Infektionsverlauf
auswirken®167:203.245288 |ntaressant sind hierbei die Ergebnisse von Masciotra et al., die
einen Zusammenhang zwischen Insertionen in V1/V2 und dem viralen Tropismus
aufzeigen. Der Studie nach fuhren die Insertionen zur Selektion von R5-tropen Viren und
verhindern somit die Entstehung X4 bzw. R5X4-troper Isolate und die damit verbundene

Progression®*°.

Einen weiteren Schutzmechanismus, dessen sich das Virus bedient, stellt das gut unter-
suchte und umfassend beschriebene Zuckerschild von HIV-1 Env dar. Durch die Akkumula-
tion von N-Glykosylierungen auf der Oberflache der Huillproteine wird die Antikdrperbindung
an die maskierten Bereiche der Oberflachenproteine verhindert> 0164203272 Bej den von
uns untersuchten Env konnten nur geringe Anderungen in der Zahl potenzieller
N-Glykosylierungsstellen nachgewiesen werden (Mittelwert yrp: 30,4; Mittelwertyy.-1 kontrolipa-

tienten: 29,8; Mittelwert, apor-adaptierte samme: 29,2). Wenngleich die durchschnittliche Anzahl an
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N-Glykosylierungsstellen der einzelnen Gruppen keine signifikanten Unterschiede
aufweisen, konnen bereits einzelne N-Glykosylierungsstellen den viralen Phanotyp
variieren'®” 203213245284 "Fine Studie von Connor et al. mit sechs LTNP identifizierte funktio-
nelle env Gene in allen untersuchten LTNP. In Experimenten mit HIV-1 Env-rekombinanten
Reporterviren dieser LTNP zeigen jedoch teilweise gravierende, funktionelle Defekte, die fur
ein Nicht-Progredieren dieser Patienten verantwortlich sein kénnten®. Welchen Einfluss die
hier identifizierten N-Glykosylierungsmuster auf den Phanotyp der einzelnen Viren
haben, wird in den Analysen der HIV-1 Env-rekombinanten Reporterviren beschrieben
(4.2 unten).

Die Analyse der Nef Proteinsequenzen weist auf ein funktionelles Nef in den Viren der
LTNP hin. Funktionell wichtige Motive sind vollstéandig konserviert (Myristoylierungsstelle,
Poly-Prolin-Helix, CD4 Bindungsstelle, PAK Bindungsstelle und Phosphorylierungsstelle)
oder weisen nur minimale Mutationen auf (Arginin Cluster, Saurer Cluster, B-COP-
Bindungsstelle und V1H Bindungsdoméne). Die fir die Dimerisierung von Nef essentielle
Aminosdure D123 ist ebenfalls in allen Sequenzen vorhanden (Abbildung 21)**"*%°. Dies
deutet auf eine produktive Expression und vollstandige Funktionalitdt von Nef hin, was sich
mit mehreren Studien, die ebenso keine funktionellen Unterschiede bzw. LTNP-korrelierte
Polymorphismen in Nef aufzeigen konnten, deckt® 40147216340 “aAndere Studien hingegen
postulieren LTNP-korrelierte Mutationen in Nef und damit verbundene Effekte auf den
Infektionsverlauf*’#8164205266.331 "per vergleich der LTNP Nef Sequenzen mit einem HIV-1
Subtyp B Referenz-Set fuhrte zur Identifikation mehrerer Sequenzmuster. In Folge der
geringen Probenzahl ist die Aussagekraft der Daten jedoch limitiert. So stimmen viele als
LTNP-spezifisch identifizierten Mutationen mit der aktuellen oder ehem. Konsensussequenz
von HIV-1 Subtyp B Uberein und lediglich zwei der identifizierten Sequenzmuster (V11D
und G12R) entsprechen nicht dem Konsensus von HIV-1 Subtyp B. Diese liegen jedoch in
einem variableren Bereich von Nef und wurden bisher nicht in der Literatur beschrieben
(Tabelle 6). In einer vergleichbaren Studie korrelieren Kirchhoff et al. mehrere potentielle
Sequenzmuster mit einem progredierenden bzw. nicht-progredierenden Krankheits-
verlauf*®*. Einige dieser Muster wurden auch von uns detektiert, entsprechen jedoch der
Konsensussequenz und decken sich teilweise nicht in ihrer vermeintlichen Bedeutung mit
unseren Ergebnissen. So korrelieren Kirchhoff et al. die Mutation A15 mit einer Progression
und T15 mit dem LTNP-Status, wahrend unsere Analyse die umgekehrte Zuordnung ergibt.
Dies lasst erkennen, wie schwer eine detailierte Aussage Uber die Bedeutung einzelner
Sequenzmuster auf den Phanotyp von Nef ist. Ohne funktionelle Analyse der Mutationen
scheint eine fundierte Aussage Uber die Bedeutung der identifizierten Sequenzmuster
nahezu unmdoglich. Am eindrucksvollsten wird die potenzielle Bedeutung von Nef fur die

Pathogenitat der Viren durch eine Studie mit Nef verschiedener SIV bzw. HIV-1 Isolate
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aufgezeigt. Wahrend Nef nicht-pathogener SlIV-Isolate in der Lage ist, die Immunantwort
des infizierten Wirts unter Kontrolle zu halten und so hilft eine persistente, nicht-
progredierende Infektion zu gewahrleisten, ist HIV-1 Nef und seine phylogenetisch
nahesten Verwandten dazu auf3erstande. Vielmehr kommt es hier durch die unkontrollierte
virale Replikation zu einer chronischen, pathogenen Infektion und letztendlich zum
Zusammenbruch des Immunsystems®®. Wenngleich der GroRteil der HIV-1 Nef diese
Charakteristika aufweisen, konnten jedoch einige Isolate mit einer verminderten

Nef-vermittelten Pathogenitét identifiziert werden®*2%

. Der genaue Beitrag von Nef zur
verminderten Pathogenitat und dem Ausbleiben einer Progression, ist jedoch weiterhin
ungeklart und Gegenstand mehrerer Studien®®*“°. Dies zeigt die Komplexitat des Wechsel-
spiels zwischen Nef und dem Immunsystem sowie die Schwierigkeiten einer detailierten

Analyse dieser Interaktion (siehe 4.1.3).

Die Analyse der Rev Proteinsequenzen zeigt, neben einem offenen Leserahmen in allen
Sequenzen, dass sowohl funktionell wichtige Doménen (Hoch-affine Bindungsstelle bzw.
Leucin-reiche Effektordomane) als auch essentielle Aminosauren (L12, V16, L60)
vollstéandig konserviert sind (Abbildung 22). Bei den identifizierten Sequenzmustern handelt
es sich, bis auf eine Ausnahme, um die aktuelle bzw. ehemalige Konsensussequenz von
HIV-1 Subtyp B (Tabelle 7). Das verbleibende Sequenzmuster (I55L) ist zum einen
schwach ausgepragt, zum anderen handelt es sich um eine konservative Mutation. Eine
nicht-progredierende Infektion als Folge dieser Polymorphismen erscheint somit unwahr-
scheinlich. Die in der Literatur beschriebene LTNP-assoziierte Mutation (L78I) liegt nur in
LTNP MHO8 vor, wobei es sich hier um die Konsensussequenz von HIV-1 Subtyp C
handelt'>*. Mehrere Untersuchungen viraler Gene weisen ebenfalls darauf hin, dass eine

nicht-progredierende Infektion nicht durch Mutationen in Rev erklart werden kann®3>*°,

Die Sequenzen von Tat zeigten ebenfalls keine Besonderheiten, die ein Ausbleiben der
Progression in einem der LTNP eindeutig begriinden wirden. Wenngleich einige der
Sequenzen ein vorzeitiges Stopcodon besitzen, so sind die zur Ausbildung der intra-
molekularen Disulfidbriicke notwendigen Cysteine, sowie die Kernlokalisierungssequenz
(NLS) vollstandig konserviert. Weil fir die Funktionalitdt von Tat lediglich das erste Exon
notwendig ist, sind die detektierten N-terminalen Verkiirzungen ohne Bedeutung. Dies zeigt
sich auch daran, dass HxB2R ebenfalls ein vorzeitiges Stopcodon aufweist (Abbildung 23).
Im Sequenzvergleich wurden neun Sequenzmuster identifiziert, wovon sechs Poly-
morphismen der Konsensussequenz von HIV-1 Subtyp B entsprechen oder im zweiten
Exon liegen. In einer Studie von Jenninga et al. Uber Tat Proteine unterschiedlicher HIV-1
Isolate, wurden mehrere Mutationen mit einer verringerten Tat Aktivitat korreliert, die auch
von uns als Sequenzmuster identifiziert wurden®’. Drei dieser Polymorphismen

entsprechen allerdings der aktuellen bzw. ehemaligen Konsensussequenz von HIV-1 Sub-
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typ B. Eine weiterer Polymorphismus (A58T) stimmt wiederum mit der Konsensussequenz
zahlreicher anderer HIV-1 Subtypen iberein (Tabelle 8). Ebenfalls von Jenninga et al.
beschrieben wird der Polymorphismus N24T. Einen Einfluss auf die Funktion von Tat
schliel3t diese Studie jedoch aus.

Funktionelle Leserahmen und vollstdndig konservierte funktionelle Doméanen (Oligo-
merisierungsbereich, amphipatische a-Helix, NLS und H(S/F)RIG-Motive) sind auch in den
Vpr Sequenzen zu finden (Abbildung 24). Der Vergleich beider Sequenzgruppen fihrte zur
Identifikation von vier Sequenzmuster, wobei der Polymorphismen (R77Q) bereits
beschriebenen und mit einer nicht-progredierenden Infektion in Verbindung gebracht

wu r.de202,225

. FUnf der LTNP Patienten sowie ein HIV-1 Kontrollpatient weisen diese
Mutation auf. Gegen eine Bedeutung dieser Mutation fir den Infektionsverlauf sprechen
die Tatsache, dass Q77 der Konsensussequenz von HIV-1 Subtyp B entspricht und in 65%
der Vpr Sequenzen der Los Alamos HIV-1 Sequenzdatenbank vorliegt, sowie die Ergebnis-
se mehrerer Studien (Tabelle 9)°*%, Die uibrigen drei Polyorphismen entsprechen entweder
der HIV-1 Subtyp B Konsensussequenz oder sind mehrfach in der Los Alamos HIV-1 Se-
quenzdatenbank vertreten'®’. Eine evtl. Bedeutung dieser Mutation kann allerdings erst
durch funktionelle Untersuchungen entsprechender Vpr-Mutanten ermittelt werden.
Eine bereits beschriebene Q3R Mutation, die eine verringerte Zytopathogenitat zur Folge
hat, ist in zwei der hier untersuchten LTNP Patienten vorhanden®®. Diese soll mit einer
héheren CD4"-Zellzahl im Blut der Patienten einhergehen und so ein Nicht-Progredieren

begtinstigen.

In der Summe deuten sowohl unsere eigenen, als auch die Untersuchungen anderer
Gruppen darauf hin, dass Mutationen viraler Gene bestenfalls einen limitierten Einfluss auf

3359 Dieser Effekt ist umso

den Infektionsverlauf der hier untersuchten LTNP besitzen
groler, je hoher der durch die Mutation hervorgerufene Fitnessverlust ist. Am deutlichsten
wird dieser Zusammenhang am Beispiel nicht-progredierender HIV-1 Infizierter, die mit
einem attenuierten Virus infiziert sind. Hierbei handelt es sich jedoch in der Regel um
grol3ere Mutationen (Deletionen oder Insertionen), die nicht durch eine einfache Reversion
behoben werden kénnen®*"*'% Die von uns untersuchten viralen Proteine weisen hingegen
meist nur einfache Punktmutationen auf. Da es bei hoher viraler Last in einem Patienten
taglich zur Ausbildung jedes erdenklichen Polymorphismus im viralen Genom kommt,
erscheint es unwahrscheinlich das die hier identifizierten ,LTNP-spezifischen* Sequenz-
muster per se die Ursache einer nicht-progredierenden Infektion sind’. Wéren die von uns
identifizierten Mutationen mit einem entsprechenden Fitnessverlust korreliert, wiirde es
innerhalb kiirzester Zeit zur Entstehung von Reversionsmutanten kommen®. Vielmehr ist
davon auszugehen, dass es sich bei den identifizierten ,LTNP-spezifischen* Polymorphis-

men um Fluchtmutanten in Folge des humoralen oder zellularen Selektionsdrucks zu
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handeln. Ihre Existenz deutet darauf hin, dass verschiedene Mutationen mit einem unter-
schiedlich groBen Verlust an Infektiositat, Replikationseffizienz oder Pathogenitat
korrelieren. Bei ,LTNP-spezifischen* Mutationen scheint dieser ungewohnlich grofd zu sein
und nur schwer oder teilweise gar nicht durch Folgemutationen ausgeglichen werden zu
kénnen. Das Virus steht somit vor der Wahl durch das Immunsystem detektiert und
eliminiert zu werden, oder einen gravierenden Teil seiner Funktionalitdt einzubif3en. Die
Fluchtmutante stellt somit einen Kompromiss aus Resistenzgewinn und Fitnessverlust
dar®91198301316 - Gelingt es dem Virus der Immunantwort zu entrinnen, ohne dabei einen
gravierenden Fitnessverlust zu erleiden oder diesen durch zuséatzliche Mutationen zu
kompensieren, kann dies zur Progression der Infektion fiihren*??1?2_|st die Immunantwort
umgekehrt gegen mehrere Epitope, deren Mutation einen deutlichen Fitnessverlust zur
Folge hatte, gerichtet, kann die Progression trotz Mutationen in einigen dieser Epitope
unterdriickt oder zumindest verlangsamt werden ™. Die Identifikation und Untersuchung
,LTNP-spezifischer’ Mutationen kann somit helfen das Wechselspiel zwischen Virus und
Immunsystem zu verstehen und aufzuzeigen, welche Epitope in Folge einer Vakzinierung
detektiert werden sollten, um einen mdglichst umfassenden Schutz zu erzie-

13,188,189,1 1,32
len 3,188,189,198,301,3 6.

4.1.3. ccr5 Genotyp und HLA-B Typisierung

Zwei der bedeutendsten wirtsgenetischen Modulatoren der Progression sind der ccrb-
Genotyp sowie die HLA-B Genotypen. Hierbei ist die 32bp Deletion in ccr5 (ccr5A32) der
am besten beschriebene LTNP-korrelierte wirtsgenetische Faktor. Bereits der heterozygote
Genotyp flhrt zu einer partiellen Resistenz gegentber HIV-1 und wurde mit einer nicht-

75,124,204,322

progredierenden Infektion in Verbindung gebracht Die Ergebnisse neuerer

Studien legen nahe, dass der ccr5A32bp Genotyp fir sich alleine nicht fir das Ausbleiben
einer Progression verantwortlich ist, sondern weitere Determinanten notwendig sind®*##%2,
Die Analyse der ccr5 Gene der hier untersuchten LTNP Patienten ergab, dass alle
homozygot fir den Wildtyp von ccr5 sind (Tabelle 4). Eine nicht-progredierende Infektion in
Folge dieses Genotyps kann somit vollstdndig ausgeschlossen werden. Zwei weitere,
oftmals im Zusammenhang mit ccr5A32 diskutierten genetischen Marker (ccr2-641 und
SDF1-3’A) wurden aus diesem Grund nicht von uns untersucht, weil sie nur bei Patienten
mit einem ccr5A32/ccr5 Genotyp einen Einfluss auf den Infektionsverlauf nehmen und somit

fur die von uns untersuchten Patienten ohne Bedeutung sind***##2%,

Einen entscheidenden Einfluss auf die Progression einer HIV-1 Infektion besitzen auch
die HLA-Allele. Diese sind durch die Ausbildung der MHC-Komplexe fir die Prasentation
kérpereigener und kérperfremder Peptide auf der Zelloberflache und somit fur die zellulare

Immunantwort von zentraler Bedeutung. Mehrere Untersuchungen zeigen, dass die
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genetische Pradisposition der HLA-Typen mit einem unterschiedlichen Verlauf der HIV-1
Infektion korreliert. Hierbei gibt es sowohl Genotypen die eine Progression beglinstigen, als

auch solche die den Infektionsverlauf verlangsamen?’110:131,204220

. Die Typisierung der
HLA-B Genotypen identifizierte die HLA-Typen B*5701 und B*27 je einmal in LNTP MHO03
bzw. MHO6, sowie B*14 in MHO4 und MHO7 (Tabelle 4). Diese HLA-Typen wurden in
mehreren Studien mit einem verlangsamten Infektionsverlauf in Verbindung gebracht,
wobei die Bedeutung des HLA-Typs B*14 nicht eindeutig geklart zu sein scheint. Ebenso
stellt eine neuere Untersuchung die Bedeutung des HLA-Typs B*27 in Frage’’*3!:204220:342
So zeigte die Analyse der zellularen Immunantwort der LTNP, trotz der identifizierten
HLA-Typen, eine vergleichbare Reaktivitat wie die von HIV-1 Progressoren 2%, Lasst dies
einen entscheidenden Beitrag der zellularen Immunantwort zum LTNP-Status unserer
Patienten auch unwahrscheinlich aussehen, gilt es jedoch zu bedenken, dass neueren
Studien zufolge nicht die Starke der zellularen Immunantwort sondern deren Qualitéat von
entscheidender Bedeutung ist'’. Diese wurde in der Analyse der zelluldren Immunantwort
unserer LTNP allerdings nicht untersucht, da diese zu einem friheren Zeitpunkt erfolgte.
Der genaue Einfluss der identifizierten HLA-Typen auf den Infektionsverlauf bleibt somit

unbeantwortet und musste durch weitere Analysen eingehender untersucht werden.

Anhand der hier gewonnenen Erkenntnisse und der Resultate zahlreicher Studien zeigt
sich der mogliche Einfluss verschiedener Wirts-genetischer Pradispositionen auf den
Infektionsverlauf. Das Vorliegen einzelner genetischer Pradispositionen stellt jedoch keine
Garantie fur eine Nicht-Progression dar. Beispiele hierfur sind HIV-1 Infizierte die trotz
ccr5A32 Genotyp oder protektiver HLA-Allele einen normalen Infektionsverlauf aufweisen.
Erst das Zusammenspiel mehrerer gentischer Marker wirkt sich entsprechend auf den
Infektionsverlauf aus?®*?*. Das Potenzial sowie die Grenzen dieses genetischen Einflusses
zeigen Studien HIV-1 infizierter Zwillinge oder Kohorten mit gleichem Infektionsursprung.
Dabei zeigen Untersuchungen HIV-1 infizierter, monozygoter Zwillinge von Draenert et al.,
dass die Viren der Zwillinge einen ahnlichen Infektionsverlauf verursachen und auf den
gleichen genetischen und humoralen Druck mit vergleichbaren Fluchtmutanten reagieren.
Hutto et al. konnten wiederum zeigen, dass Unterschiede im Infektionsverlauf von
Zwillingen unter anderem auf die An- bzw. Abwesenheit von neutralisierenden Antikérpern

und ADCC zuriickgefiihrt werden kénnte®241%3,

Welchen Beitrag die zellulare bzw. humorale Immunantwort fur die nicht-progredierende
Infektion der einzelnen LTNP besitzen bleibt unbeantwortet. Beide Teile des Immunsystems
konnen jedoch zu einer nicht-progredierenden Infektion beitragen. So wird eine breit-
reaktive Neutralisationsaktivitdt im Serum ebenso mit einem nicht-progredierenden
Infektionsverlauf in  Verbindung gebracht, wie eine starke =zellulare Immun-

11,45,48,89,122,370

antwort . Eine erfolgreiche Kontrolle der Infektion muss jedoch nicht aus-
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schlieBlich auf dem einen oder dem anderen Arm des Immunsystems beruhen, sondern
kann von beiden getragen werden. Dies zeigen mehrere Studien, bei denen der Verlust der
humoralen oder zellularen Immunantwort der Patienten nicht zur Progression fuihrt®>>2%®,
Wenngleich fir eine erfolgreiche zellulare Immunantwort bereits die Detektion weniger
Epitope ausreichen kann, so bleibt das zellulare Immunsystem dennoch aufgrund seiner
HLA-Genotypen in seiner Anpassungsfahigkeit limitiert. Kumulieren im Verlauf der Infektion
mehrere Mutationen, kann dies zu einem Kontrollverlust und zur Progression
fuhren':!%81%9222 |m Gegensatz zur zellularen Immunantwort, besitzt die humorale Immun-
antwort hingegen die Fahigkeit ein Antikbrperparatop gegen scheinbar jedes beliebige
Antigen zu entwickeln. Diese nahezu unbegrenzte Anpassungsfahigkeit, sowie die
Fahigkeit der humoralen Immunantwort ein Pathogen durch direkte Neutralisation oder
einer Vielzahl von Effektormechanismen (Antikdrper-vermittelte Zellzytotoxizitat, Antikdrper-
vermittelte Komplementaktivierung, Phagozytose) zu bekampfen, pradestiniert die

humoralen Immunantwort fiir den Kampf gegen ein hochvariables Antigen wie HIV-13"13,

4.2. Infektiositat und Effizienz der frithen Replikationsschritte HIV-1 Env-
RRV

Aufgrund der sehr geringen viralen Last gelang es nicht die Viren der LTNP in vitro zu
kultivieren, um umfassende Studien durchzufiihren. Da die Env vermittelte Bindung und
Fusion mit der Zelle allerdings zwei der wichtigsten Schritte des viralen Replikationszyklus
darstellen, koénnen HIV-1 Env-rekombinanten Reporterviren fir aussagekraftige

Untersuchungen viraler Eigenschaften genutzt werden®"?"

. Die Gewinnung der HIV-1
Env-rekombinanten Reporterviren erfolgte mit dem Plasmid pTN7-Aenv von PD Dr. M.
Dittmar. Dieses System ermdglicht die Herstellung von HIV-1 Env-rekombinanten Reporter-
viren, denen das Gen Renilla Luciferase als Reportergen dient**!. Es gelang uns HIV-1
Env-rekombinante Reporterviren von vier LTNP (MHO1, MHO3, MH06, MHO08), vier HIV-1
Kontrollpatienten (HOE6, P5T5, S3R8, S19) und drei HIV-1 Labor-adaptierten Stammen
(D11711, 89.6, YUZ2) herzustellen. Dies ermdglichte es die Funktionalitat und
Neutralisationssensitivitat der patienteneigenen Env-Proteine in einem einheitlichen Kontext

zu Uberprifen.

Zunachst wurde die Infektiositat der generierten HIV-1 Env-rekombinanten Reportviren
bestimmt. Diese ist sowohl in der Gruppe der LTNP (Mittelwert: 3,62-10°® IU/U), als auch
der HIV-1 Kontrollpatienten (Mittelwert: 6,61-10° 1U/U) deutlich geringer als in der Gruppe
der Labor-adaptierten Stamme (Mittelwert: 2,22-10™ [U/U). Wéahrend sich die Infektiositat
der HIV-1 Env-RRV beider Patientengruppen nicht signifikant unterscheidet (p-Werte:
0,137), ist die Infektiositat der Labor-adaptierten HIV-1 Env-RRV signifikant besser

(p'WertLNTP/Labor—adaptierte Stamme- 01018 bZW- p‘WertHIV—l Kontrollpatienten/Labor-adaptierte Stamme- 01009)
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(Tabelle 10; Abbildung 25). In einer weiteren Analyse wurde die Effizienz der frihen
Replikationsschritte der HIV-1 Env-rekombinanten Reporterviren Uberprift. Auch hier zeigt
die Gruppe der Labor-adaptierten Stamme (Mittelwert: 170,425) deutlich hohere Werte als
die Gruppen der LTNP (Mittelwert: 0,327) bzw. der HIV-1 Kontrollpatienten
(Mittelwert: 0,0275). Erneut besteht zwischen der Gruppe der LTNP und der HIV-1
Kontrollpatienten kein signifikanter Unterschied (p-Wert rnpmiv-1 kontrolipatienten: 0,6415), jedoch
zwischen der Gruppe der Labor-adaptierten Stamme und den beiden Gruppen priméarer
HIV-1 Env-RRV (p-Wert rnp/Labor-adaptierte stamme: 0,0004 bzw. p-Wertyy.1 kontrolipatienten/Labor-adaptierte
stamme. 0,0034) (Tabelle 10 und Abbildung 27). Diese Beobachtungen stimmen mit den
Resultaten friherer Untersuchungen Uberein, die ebenfalls eine groRere Infektiositat bei
Labor-adaptierten Stammen im Vergleich mit primaren Viren aufzeigen. Als Grund hierfur
werden oft Veranderungen in der Env-Sequenz ins Feld gefiihrt’®" %8 Auch die hier
untersuchten primaren Env unterscheiden sich — zum Teil signifikant — in der Lange der
Variablen Schleifen (vor allem V1/V2) von den Env Proteinen Labor-adaptierter Stamme
(3.1.3.1 oben). Das Fehlen eines Selektionsdrucks bei der in vitro Kultivierung Labor-
adaptierter Stamme fuhrt, durch entsprechende Veradnderungen der Hdllproteine, zur

Ausbildung hoch-infektiéser HIV-1 Stamme®®2%®

. Primére Isolate sind hingegen in vivo
dazu gezwungen der Immunantwort zu entrinnen. Hierzu bedienen sie sich einer Vielzahl
von Schutzmechanismen zu denen, neben einfachen Sequenzmutationen, das Zucker-
schild sowie die L&ngenvariation der Variablen Schleifen gehodren. In Folge dieser
Mutationen entstehen neutralisationsresistente aber weniger replikationskompetente

Viren, die die Infektion tragen’®%

. Untersuchungen mit in vivo passagierten Labor-
adaptierten SHIV-Isolaten in Affenmodellen zeigen diese Zusammenhange eindrucksvoll
auf. Bereits eine geringe Zahl von rund 15 Mutationen in der Env Proteinsequenz kann zur
Ausbildung pathogener, neutralisationsresistenter Isolate filhren, die jedoch eine
verminderte Replikationsfahigkeit besitzen. Der Grof3teil der identifizierten Mutationen liegt
hierbei in den Variablen Schleifen V1/V2 bzw. V3 und in der an der CD4-Rezeptorbindung

86,87,361

beteiligten C4-Region

Ein Hinweis auf diese Mechanismen liefert die Analyse der Effizienz der frihen
Replikationsschritte in Abhangigkeit der Lange von V1/V2. Hier ist eine schwach
ausgepragte, inverse Korrelation zu erkennen (Abbildung 28). Die Aussagekraft dieser
Analyse ist jedoch limitiert, da weder die Zahl der N-Glykosylierungsstellen noch deren
Position bericksichtigt wurden, die allerdings einen beachtlichen Einfluss auf die
Infektiositit haben kdnnen'®” 203245288350 Fine Studie mit V1/V2 Mutanten unterschiedlicher
Lange, N-Glykosylierungen und Ladung zeigt, dass fir die Funktionalitdt von Env eine
minimale Lange von 40 Aminosauren in V2 notwendig ist und ferner welche Konsequenzen

die Veranderung der untersuchten Parameter haben®. Mehrere Studien zeigen zudem,
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dass Insertionen in V1/V2 uUberwiegend in Patienten mit verlangsamten oder nicht-
progredierenden Infektionen nachgewiesen werden kdnnen, und sehe Polymorphismen als
Reaktion des Virus auf eine funktionelle Immunantwort®”**°. Wird bedacht, dass der V1/V2
Bereich im Env-Trimer zur Maskierung der CD4-Bindungsstelle beitragt und selbst Teil der
Corezeptorbindungsstelle ist, wird klar warum Mutationen in diesem Bereich einen
ausgepragten Effekt auf Replikation, Infektiositdt, Pathogenitat und die Neutralisations-

eigenschaft der Viren haben kdnnen?*?97:167:203245:310,355,361

. Die tendenziell verlangerten
Variablen Schleifen in den Env Proteinen der LTNP-Patienten filhren jedoch zu keinem
signifikanten Verlust der Infektiositat bzw. Effizienz der frihen Replikationsschritte der
untersuchten HIV-1 Env-RRV. Hierbei decken sich unsere Ergebnisse mit den Resultaten
einer Studie von Candotti et al. die ebenfalls zeigt, dass von LTNP abgeleitete Viren keinen
signifikanten Unterschied in der Replikation aufweisen*’. Zwei weitere Studien mit Isolaten
von Elite Suppressoren bzw. LTNP zeigen ebenfalls keine Unterschiede in der in vitro
Replikation der analysierten Viren®?°. Andere Studien hingegen zeigen eine Korrelation
der Replikationskapazitat viraler Isolate und der Viruslast im Blut der Infizierten. Weil die
Viruslast im Blut von LTNP Patienten deutlich geringer ist, als in normal-progredierenden
HIV-1 Infizierten, sollten demnach die Isolate von LTNP eine verringerte Replikations-

kapazitat aufweisen®3%273:337,

Zusammen mit der Analyse der Env-Sequenzen, sprechen die vergleichbare Infektiositat
bzw. Effizienz der friihen Replikationsschritte gegen eine nicht-progredierende Infektion in
Folge defekter Hullproteine oder Viren (Abbildung 25, Abbildung 27, Abbildung 43). Die von
uns untersuchten HIV-1 Env lassen, auf3er dem mehrfach beschriebenen Trend zu
verlangerten Variablen Schleifen in den Hullproteinen von LTNP, keine Besonderheiten
erkennen (Tabelle 5). Es gilt zu bedenken, dass HIV-1 Env-RRV nur dazu in der Lage sind
den Env bedingten Einfluss auf Infektiositat bzw. Replikation zu bestimmen. Den Einfluss
anderer viraler Gene kann mit diesen Viren nicht bestimmt werden. Aufgrund der zentralen
Bedeutung der Hullproteine fur den Tropismus, die Replikation und die Sensitivitat des
Virus gegenuber der humoralen Immunantwort sind die Ergebnisse der Untersuchungen mit

HIV-1 Env-RRV groRtenteils reprasentativ firr die korrespondierenden Isolate®2°727>:288,

4.3. Neutralisation von HIV-1 Env-RRV

Um die Bedeutung der humoralen Immunantwort fir die Kontrolle der Infektion bewerten
zu kénnen, wurden umfassende Neutralisationsstudien mit den Seren der LTNP und HIV-1
Kontrollpatienten durchgefuhrt (Tabelle 17). Die Seren der LTNP-Patienten zeigen im
Vergleich zu den HIV-1 Kontrollpatienten sowohl eine signifikant hohere [IC50
(Mittelwert, rnp:  1.227; Mittelwerty.1 kontolipatienten:  475; p-Wert: 0,0032) als auch 1C90
(Mittelwert ryp: 144; Mittelwertyy-1 kontrolipatienten: 43; P-Wert: 0,0050) (Abbildung 29). Bewegen
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sich die Unterschiede zwischen beiden Gruppen auch innerhalb einer GréRenordnung so
wird klar ersichtlich, dass die humorale Immunantwort der LTNP-Patienten denen der HIV-1
Kontrollpatienten uberlegen ist. Erkennbar wird dies anhand der signifikanten Unterschiede
beider Gruppen. Einen weiteren Hinweis auf die Uberlegene humorale Immunantwort der
LTNP Patienten liefert die Zahl der Virus/Serumkombinationen die nicht zu einer 50%igen
bzw. 90%igen Neutralisation fihren. Wahrend bei den LTNP-Seren keine Virus/Serum-
kombination eine 50%ige Neutralisation verfehlt (0/63), erreichen neun Virus/Serum-
kombinationen der HIV-1 Kontrollpatienten keine 50%ige Neutralisation (9/63; p-Wert:
0,0021). Noch deutlicher ist der Unterschied zwischen beiden Patientengruppen bei der
Zahl der Virus/Serumkombinationen die keine 90%ige Neutralisation erreichen (LTNP: 6/63;
HIV-1 Kontrollpatienten: 23/63; p-Wert: 0,0003). In einer Vielzahl weiterer Studien wurde
ebenfalls eine bessere und breitere humorale Immunantwort bei LTNP Patienten aufgezeigt
und mit einer nicht-progredierenden Infektion in Zusammenhang gebracht**4548:226:259.370
Allerdings vergleichen die meisten dieser Studien die Immunantwort der LTNP mit weit
fortgeschrittenen Patienten, zum Teil auch Patienten mit AIDS. Aufgrund des stark
beeinflussten Immunsystems der Kontrollgruppen ist eine bessere Immunantwort der LTNP
in diesen Studien wenig aussagekréftig. Im Gegensatz dazu werden hier zwei Gruppen
HIV-1 Infizierter mit vergleichbaren klinischen Markern untersucht (Tabelle 3). Der
beobachtete Unterschied in der Neutralisationskapazitat stellt somit die bessere humorale
Immunantwort der LTNP Patienten gegenlber einer Kontrollgrupp mit vergleichbarem

Immunstatus dar.

Interessant sind in diesem Zusammenhang auch die verlangerten Variablen Schleifen in
den Env-Sequenzen der LTNP sowie das Vorhandensein ,LTNP-spezifischer' Sequenz-
muster in den untersuchten viralen Genen (4.1.2 oben). Hierbei handelt es sich um
Anzeichen einer viralen Adaption an die Immunantwort, was die Ergebnisse unserer
Neutralisationsstudien untermauern. Um der Immunantwort zu entkommen, bedient sich
das Virus in seiner Entwicklung zahlreicher Verteidigungsmechanismen. Neben den bereits
beschriebenen Veréanderungen der Variablen Schleifen sind dies vor allem Sequenz-
mutationen und eine standige Adaption des Zuckerschilds auf der Oberflache der
Hiillproteing’®203210:213:260264.288 ' pacheux et al. zeigen die Zusammenhadnge zwischen der
Adaption dieses Zuckerschilds und der Modulation potentieller Epitope auf. Sie konnten
zeigen, dass das Epitop fir den nAK 2G12 mehrere Jahre nach der Infektion, aber nicht in
den Primarviren, die die Infektion tragen, vorhanden ist’. Die Ausbildung eines neuen
Antikdrperepitops erscheint zundchst unvorteilhaft fur das Virus. Wird jedoch bedacht wie
selten die Ausreifung von 2G12-ahnlichen Antikérpern ist und wiegt dies mit der Maskierung
zahlreicher Epitope auf der Oberflache der Hillproteine durch das Zuckerschild auf, wird

der Nutzen fir das Virus ersichtlich?9:336:346:354.374 * 7 154¢tzlich kann das Zuckerschild eine
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Interaktion zwischen dem Virus und dem Lectin DC-SIGN, auf der Oberflache Dendritischer
Zellen in der Peripherie des Kdrpers, vermitteln. Diese Interaktion fiihrt zur Endozytose der
Viren. Hierbei kommt es zwar nicht zur Infektion der Dendritischen Zellen, jedoch bleiben
einige der internalisierten Viren teilweise infektidos und die Dendritischen Zellen beginnen in
die Lymphatische Organe zu migrieren. Dort angekommen werden die identifizierten
Pathogene (die HI-Viren) von den Dendritischen Zellen CD4"-T-Zellen prasentiert, was zur
Initialisierung der adaptiven Immunantwort fihrt. Durch die verbliebenen infektidsen Viren
kommt es hierbei aber auch zur Infektion der CD4"-T-Zellen. Dieser Vorgang wird als
Infektion in trans bezeichnet. Neben der protektiven Wirkung unterstitzt das Zuckerschild
somit die Replikation des Virus, in dem es die Dendritischen Zellen als ,Trojanisches Pferd'
nutzt, um sich von diesen in die CD4"-T-Zell-reichen Lymphatischen Organe einschleusen

ZU Iassen69'85'112'176’290.

Es wird ersichtlich, wie komplex die Zusammenhange im Wechselspiel viraler Mutation
und Immunantwort sind. Wenngleich das Virus in seiner Entwicklung durch die humorale
Immunantwort ,geformt’ wird, gelingt es dem Virus dennoch, der Immunantwort meist einen
Schritt voraus zu sein und ihr zu entrinnen®"192%4277 gq zeigen Verlaufsstudien mit Seren
HIV-1 Infizierter, dass diese zwar in der Lage sind historische’, autologe Isolate zu
neutralisieren, eine Neutralisation kontemporérer Isolate jedoch stark vermindert ist’®%"2"",
Verglichen mit normal-progredierenden Patienten scheint die humorale Immunantwort von
LTNP allerdings eine andere Gite zu besitzen, die sie — evtl. neben maoglicher, anderer
Grinde — dazu in die Lage versetzt, eine Progression zu unterbinden. So zeichnen sich
LTNP unter anderem durch eine breite, persistente humorale Immunantwort sowohl
gegenlber ,historischen’, als auch kontemporaren Isolaten aus, der das Virus nicht entrin-
nen kann3*4448762%0.259370 "|n der Regel entzieht sich das Virus mit Hilfe seiner immensen
Mutationsfahigkeit der Immunantwort. Durch einen Fitnessverlust in Folge der Mutation
zahlt das Virus hierfir einen gewissen Preis. Ist dieser auBergewdhnlich hoch, kommt es
rasch zur Reversion. Um optimal zu replizieren, passt sich das Virus der jeweiligen
Situation standig an, wobei es fortwahrend einen Kompromiss zwischen Replikations-
kapazitat und Neutralisationsresistenz eingeht’”?*®. Richtet sich die Immunantwort gegen
hochkonservierte, funktionelle Epitope, kann das Virus dieser nur schwer entrinnen. So
zeigen passive Immunisierungsstudien breit-neutralisierender, monoklonaler Antikdrpern,
dass es fur das Virus umso schwerer ist, unter dem Druck der Immunantwort zu replizieren,
wenn sich die Immunantwort gegen mehrere konservierte Epitope richtet’”?**#*°  Die
Ausreifung breit-neutralisierender Antikérper bendtigt jedoch langere Zeit. Die Tatsache,
dass die Ausreifung dieser Antikorper primar in LTNPs zu beobachten ist, unterstreicht das
groRe Potenzial dieser Antikorper **%%° Gelingt es dem Immunsystem, das Virus in

seinem ,Mutationsraum® hinreichend einzudammen, scheint es mdglich das Fortschreiten
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der Infektion zu verlangsamen oder gar zu verhindern. Der Nutzen breit-neutralisierender
Antikorper als passive Vakzine wurde mehrfach in Studien mit Affen, sowie im Menschen
durch die Unterdriickung einer Mutter-Kind-Ubertragung oder der Verlangsamung der Virus-

replikation nach Absetzen einer HAART-Therapie aufgezeigt®>*3"191:211,3353%8

In der Summe lassen die Ergebnisse der Neutralisationsstudien einen Einfluss der humo-
ralen Immunantwort auf das Nicht-Progredieren der HIV-1 Infektion, der hier untersuchten
LTNP, erkennen. Durch die im Serum vorhandenen Antikorper ist das Virus zu Mutationen
in den Hullproteinen gezwungen, die ein Fortschreiten der Infektion erschweren oder gar
verhindern kénnen (4.1.2 oben und 4.2 oben). Die detailierte Analyse der humoralen Im-
munantwort der LTNP-Patienten, ihrer Epitope und Wirkmechanismen kann somit helfen

die Entwicklung einer aktiven oder passiven Vakzine voranzutreiben.

4.4. Untersuchungen mit Peptidphagen

In der Dissertation von Michael Humbert wird die Identifikation HIV-1 spezifischer Peptid-
phagen als Liganden fur Serumantikdrper der hier untersuchten LTNP Patienten beschrie-
ben. Zusammenfassend gelang die Identifikation mehrerer HIV-1 spezifischer Peptid-
phagen, die lineare bzw. konformelle Epitope der Hullproteine gp120 bzw. gp4l wider-
spiegeln. Wahrend die Identifikation linearer Epitope mit einem einfachen Sequenzvergleich
moglich war, bedurfte die Identifikation konformeller Epitope die Entwicklung einer neuen
Software, die die isolierten Peptidsequenzen auf der Oberflache der Hiillproteine zuordnete.
Aufgrund der grof3en Anzahl an HIV-1 spezifischen Peptidphagen wurden diese, basierend
auf ihrer Sequenzhomologie, in zehn Gruppen unterteilt™***%, In diesem Teil meiner Disser-
tation werden diese Gruppen eingehender untersucht und auf ihre Bedeutung fir die

humorale Immunantwort hin analysiert.

4.4.1. Kreuzreaktivitat der Peptidphagen

Hinsichtlich einer Vakzineentwicklung wére es ideal, wenn einzelne HIV-1 Peptidphagen
eine maoglichst breite Reaktivitat aufwiesen. Weil die untersuchten HIV-1 spezifischen Pep-
tidphagen nur mit einem Teil oder gar einzelnen Seren identifiziert wurden, wurde
zunéchst die Kreuzreaktivitat der Gbrigen LTNP Seren gegen die einzelnen Phagengruppen
Uberprift. Um abschéatzen zu kénnen, ob es sich bei den einzelnen Epitopen um ,LTNP-
spezifische* Epitope handelt, wurde gleichzeitig die Reaktivitdt mit den Seren der HIV-1
Kontrollpatienten untersucht (Tabelle 11 und Abbildung 30). Die Peptidphagengruppen
NNNT (2) und WxxxW (5) reagieren ausschliel3lich mit dem Serum, mit dem sie identifiziert
wurden (vgl. Dissertation Michael Humbert). Die Ubrigen Gruppen besitzen eine unter-
schiedlich stark ausgepragte Kreuzreaktivitat. Sowohl bei den LTNP Patienten (85,7% bzw.
100%), als auch bei den HIV-1 Kontrollpatienten (28,6% bzw. 57,1%) zeigen die Gruppen
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GPGRAF (1) bzw. KLIC (3) die starkste Kreuzreaktivitat. Dies entspricht unseren
Erwartungen, da beiden Gruppen immundominante Epitope darstellen'®’. Uberraschend ist
jedoch, dass zwischen den Kreuzreaktivitaten beider Patientengruppen ein ausgepragter,
teils signifikanter Unterscheid besteht (p-Wertgpgrar: 0,032 bzw. p-Werty c: 0,078). Auffallig
ist hierbei, dass die Seren der Patienten A6N3 (infiziert 2001; Serumprobe Feb. 2003),
HOEG6 (infiziert 2002; Serumprobe Aug. 2002) und S3R8 (infiziert 2003; Serumprobe Feb.
2004) mit keiner der Peptidphagengruppen reagieren. Wenngleich sich diese Patienten in
der frithen Phase der Infektion befinden, dirfte ein generelles Fehlen der humoralen
Immunantwort nicht die Ursache fur eine nicht vorhandene Kreuzreaktivitat sein. Fur die
Patienten HOE6 und S3R8 wird dies durch die Neutralisationsuntersuchungen untermauert,
die fur die Seren eine zum Teil recht hohe Neutralisationskapazitat aufzeigen (Tabelle 17).
Die Immunantwort scheint vielmehr gegen andere Epitope gerichtet, denn die Epitope
GPGRAF und KLIC sind, bis auf eine Punktmutation in GPGRAF (R315K) von S3RS8, in den
Env-Sequenzen der Patienten vorhanden. Patient A6N3, der ebenfalls mit keiner der unter-
suchten Peptidphagengruppen reagiert, zeigt auch nahezu keine Neutralisationskapazitat.
Ob dies ein charakteristisches Merkmal der untersuchten Serumprobe oder des Patienten
ist, konnte durch die Uberprifung weiterer Serumprobe aufgezeigt werden. Die Seren der
Ubrigen HIV-1 Kontrollpatienten reagieren mit der Peptidphagengruppe GPGRAF (1) (P5T5,
S19) und/oder KLIC (3) (P5T5, P10, S6, S19). Interessant ist vor allem die humorale
Immunantwort von P5T5, denn dessen Serum reagiert zum einen mit den beiden zuvor
erwahnten Gruppen, sowie mit der Gruppe NNALP-NPD (8) und zeichnet sich
dariiberhinaus mit der grof3ten Neutralisationskapazitat der untersuchten HIV-1 Kontroll-
patienten aus (Tabelle 17). Hier ist der weitere Infektionsverlauf von groRem Interesse,
bleibt doch abzuwarten, ob es dem Immunsystem des Patienten gelingt die in Anséatzen

scheinbar gut ausgebildete Immunantwort evtl. weiter zu verbreitern und zu etablieren.

Aufgrund des signifikanten Unterschieds in der Kreuzreaktivitat der beiden Patientengrup-
pen mit der Peptidphagengruppe GPGRAF (1), scheint eine funktionelle Antikbrperantwort
gegen dieses Epitop fiir eine bessere Kontrolle der Infektion durchaus von Bedeutung zu
sein. Handelt es sich hierbei auch um ein Epitop in der Variablen Schleife 3, so zeigen
neuere Studien mit V3, dass diese aufgrund der Beteiligung an der Corezeptorbindung eher
semi-konserviert als hoch-variabel ist'*2. Dies lasst vermuten, dass eine gute Immunantwort
gegen diese semikonservierteren Epitope zur Neutralisation fiihren kann® 17118132300 pag
Potenzial einer solchen Immunantwort wird eindrucksvoll vom breit-neutralisierenden,
monoklonalen Antikdrper 447-52D unter Beweis gestellt. Dieser bindet ein Epitop, welches
Teile der Spitze und der Basis von V3 umfasst'’’*?*%">, Entgegen der meisten anderen
bekannten o-V3-Antikorper wird die Bindung von 447-52D durch Mutationen der

V3-Sequenz nur minimal beeinflusst. Die Ursache hierfir liegt in der ungewdhnlichen
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Bindungseigenschaft von 447-52D. Ein Grol3teil der Wechselwirkungen mit der Variablen
Schleife erfolgt mit Hauptkettenatomen und ist somit unabh&ngig von der Aminosaure-

sequenz, was dem Antikdrper eine ungewdhnlich breite Reaktivitat verleiht®!,

Vergleichbare Unterschiede in der Kreuzreaktivitdt ergaben sich fur die zwei Peptid-
phagengruppen der konformellen Epitope Mix 1 (9) und Mix 2 (10) (p-Wertyix:: 0,008 bzw.
p-Wertyixo: 0,078). Beide Peptidphagengruppen wurden ausschlief3lich von Seren der LTNP
detektiert (71,4% bzw. 42,9%), von den Seren der HIV-1 Kontrollpatienten hingegen nicht.
Demnach kénnte es sich um zwei ,LTNP-spezifische' Epitope handeln. Das beide zur
Gruppe der konformellen Epitope zahlen, deckt sich mit Ergebnissen friherer Studien, die
aufzeigen, dass breit-neutralisierende Antikdrper oftmals konformelle Epitope erkennen und
sich die humorale Immunantwort von LTNP in diesem Punkt nachweislich von der normal-
progredierender HIV-1 Infizierter unterscheidet®*. Die humorale Immunantwort der LTNP-
Seren gegen diese Epitope kénnte einen entscheidenden Beitrag zur Kontrolle der Infektion

in vivo leisten.

Die Kreuzreaktivitdt gegenuber den Peptidphagengruppen NNNT (2), KLIC-AVPW (4),
WxxxW (5), CD4bs (6), CD4bs (7) und NNALP-NPD (8) sind entweder nur duf3erst schwach
ausgepragt oder nicht vorhanden und zeigen keine signifikanten Unterschiede (p-Werte
zwischen 0,172 und 1). Mit den vier erstgenannten Peptidphagengruppen reagieren nur die
Seren von MHO1 und/oder MHO4, mit denen diese Peptidphagen identifiziert wurden.
Gegenuber der Peptidphagengruppe NNALP-NPD (8) besitzen die Seren von MHO1 und
P5T5 eine Aktivitat. Im Fall der Peptidphagengruppe Cd4bs (6), die mit den Seren der
Patienten MH04, MHO7 und S6 reagiert, zeigen, mit den Patienten MHO7 und S6, zwei
Seren eine Kreuzreaktivitdt. Die schwache Kreuzreaktivitat mit den Gruppen CD4bs (6) und
CD4bs (7) Uberrascht, da es sich bei der CD4-Rezeptorbindungsstelle um eines der am
besten konservierten Epitope handelt. Demnach wére eine deutlich gréRere Kreuzreaktivitat
zu erwarten gewesen. Eine mdgliche Ursache fir das Fehlen einer Kreuzreaktivitat kbnnte
in der Natur der CD4-Rezeptorbindungsstelle liegen. Diese baut sich, wie in Kapitel 1.1.5.2
und 1.1.5.3 beschrieben, durch mehrere, rAumlich angeordnete Aminosaurecluster auf, was

ein Nachbilden der korrekten Struktur ungemein erschwert.

4.4.2. Kompetitionsstudien der Peptidphagenbindung an Serumantikdrper mit

trimeren HIV-1 Env

Um nachzupriifen, in wiefern die von 3DEX identifizierten, konformellen Epitope tatsach-
lich auf den Hullproteinen von HIV-1 vorhanden und zuganglich sind, wurde die Bindung der
HIV-1 spezifischen Peptidphagen an die Serumantikérper der untersuchten LTNP mit

I6slichen HIV-1 Env Trimeren inhibiert. Als Kontrolle dienten hierbei die Gruppen linearer
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Epitope, deren Bindung bei fast jeder untersuchten Serum/Peptidphagen-Kombination
durch trimeres HIV-1 gp140 inhibiert werden konnte. Lediglich die Bindung von MHO4 bzw.
MHO1 an die Peptidphagen der Gruppen KLIC-AVPW (4) bzw. NNALP-NPD (8) wurde nicht
inhibiert. Unter Umstanden ist die Bindung der Peptidphagen an die Serumantikorper der
Patienten so stark, dass fir eine Inhibition der Bindung eine hthere Konzentration von
HIV-1 gp140 noétig gewesen ware. Bei den untersuchten konformellen Epitopen wurde
eine Inhibition der Bindung fur die Peptidphagengruppen CD4bs (7) und Mix 1 (9) nachge-
wiesen. Bei den Peptidphagengruppen CD4bs (6) und Mix 2 (10) fuhrte die Zugabe von
HIV-1 gpl140 nicht zu einer Verminderung der Peptidphagenbindung (Tabelle 12 und
Abbildung 44). Hier kbnnte der untersuchte Konzentrationsbereich des Inhibitors ebenfalls
nicht ausreichend gewesen sein. Da es sich bei diesem um ein Gemisch von gp140 Mono-,
Di- und Trimeren handelt, ist die Konzentration konformeller Epitope, die nur auf den
Trimeren richtig nachgebildet werden, gegeniber linearen Epitopen verringert. Dies kbnnte
erklaren warum die Serumbindung an lineare Peptidphagengruppen deutlich erfolgreicher
inhibiert wird, als die Bindung an konformelle Peptidphagengruppen. Die erfolgreiche
Bindungsinhibition der Gruppe Mix 1 (9) in drei von funf Ansatzen belegt jedoch, dass
dieses durch das Computerprogramm 3DEX identifizierten Epitop tatsachlich auf der
Oberflache von HIV-1 Env vorhanden ist. Um aufzuzeigen, dass es sich bei der Inhibition
nicht um einen unspezifischen Verdrangungseffekt oder eine Peptid-unabhéngige Phagen-
bindung handelt, wurden entsprechende Kontrollen durchgefiihrt. Aufgrund der Ergebnisse
dieser Kontrollen kann ein solches, unspezifisches Szenario ausgeschlossen werden
(Abbildung 44).

In der Summe lasst die unterschiedlich stark ausgepragte Kreuzreaktivitat der LTNP bzw.
HIV-1 Kontrollpatienten gegentber den immundominanten Epitopen GPGRAF (1) und
KLIC (3), sowie den zwei neu identifizierten, konformellen Epitopen Mix 1 (9) und Mix 2 (10)
erkennen, dass die humorale Immunantwort der LTNP deutlich unterschiedliche
Charakteristika als die humorale Immunantwort der HIV-1 Kontrollpatienten besitzt. In
Verbindung mit den Resultaten der Neutralisationsstudien kénnte dies ein Hinweis darauf
sein, welche Antikorper fur die bessere (bzw. breitere) Neutralisationskapazitat der LTNP-
Seren verantwortlich sind. Die Bedeutung von Antikdrpern gegen konformelle Epitope
wurde bereits in friheren Studien herausgearbeitet®®. Da es immer noch HIV-1 Isolate gibt,
die von Seren HIV-1 Infizierter, aber nicht von den bis heute identifizierten breit-
neutralisierenden Antikdrpern, neutralisiert werden, stellt die Isolierung und Identifikation
neuer breit-neutralisierender Antikérper und deren Epitope eine interessante und
notwendige Aufgabe fir die Entwicklung einer aktiven oder passiven Vakzine dar®*?%®
Obwohl die Kombination der bisher bekannten breit-neutralisierenden Antikorper die Uber-

tragung von SHIV im Tiermodell verhindern kann, treten bei therapeutischer Anwendung in
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HIV-1 Infizierten Fluchtmutanten auf. Diese sollten durch den Einsatz zusatzlicher mono-
klonaler Antikérper minimiert werden kénnen®*?'+2%33% |n Folge ihrer dreidimensionalen
Struktur ist die ldentifikation sowie die detailgetreue Nachbildung konformeller Epitope al-
lerdings &aulerst komplex. Der in der Dissertation von Michael Humbert beschriebene
Ansatz zur lIdentifikation dieser Epitope mit Hilfe von Peptidphagen, kénnte bei der
Detektion dieser Epitope wie auch bei der Induktion einer entsprechenden Immunantwort
helfen. Vielversprechend erscheint dieser Ansatz vor allem, wenn die Selektion mit LTNP-
Seren erfolgt, um sich den Vorteil der jahrelangen nativen Selektion und Antikérperreifung

von Nutzen zu machen®?1°13%2,

4.4.3. Bindungsreaktivitat nach Immunisierung

Aufgrund ihrer signifikant unterschiedlichen Kreuzreaktivitat und der teils erfolgreichen
Kompetitionsstudien wurden die Peptidphagengruppen GPGRAF (1), Mix 1 (9) und
Mix 2 (10) in Immunisierungsstudien zur Induktion HIV-1 spezifischer Antikérper genutzt.
Die Peptidphagengruppe CD4bs (6) wurde in die Studien mit eingebunden, da es sich um

ein bekanntes konformelles Epitop mit groRer Bedeutung fur die Infektion handelt.

4.4.3.1. Immunisierungsstudie 2006

Das Ziel dieser ersten Studie war die Optimierung eines vorhandenen Impfprotokolls. In
vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine Immunantwort gegen das
Peptid-tragende Fusionsprotein plll erst nach funf bis sechs Immunisierungen detektierbar
ist (vgl. Dissertation Michael Humbert). Aus diesem Grund ist auch die zu erwartende
Kreuzreaktivitdét mit HIV-1 Env sehr gering. Um diese zu verbessern, wurden je zwei
Gruppen von Mausen in unterschiedlichen Abstanden mit den Phagen der verschiedenen
Gruppen immunisiert (2.8.12 oben). Durch die unterschiedliche Zeit zwischen den einzelnen
Immunisierungen, sollte die Ausreifung der gewiinschten Immunantwort optimiert werden.
Es zeigt sich, dass die Verlangerung des Impfprotokolls zur gewiinschten Verbesserung der
Immunantwort fuhrte. Wahrend durch das ,normale‘ Impfprotokoll lediglich vereinzelte HIV-1
kreuzreaktive Immunantworten induziert werden konnten, zeigt der Grof3teil, der mit dem
verlangerten Impfprotokoll (Jlang‘) immunisierten Tiere, die gewiinschte Kreuzreaktivitat
(Tabelle 13 und Abbildung 33). Zusatzlich zur Zahl der kreuzreaktiven Tiere erhohte sich
auch der Titer gegen HIV-1 Env, wobei dieser immer noch sehr gering war. Demnach ist
eine weitere Optimierung des Immunogens notwendig, um nach einer erfolgreichen

Immunisierung umfassende Studien mit den Seren der Tiere durchfiihren zu kénnen.

4.4.3.2. Immunisierungsstudie 2007

Die zweite Immunisierungsstudie war darauf ausgelegt, HIV-1 spezifische B-Zellen aus

der Milz der immunisierten Tiere zu isolieren, um aus diesen HIV-1 spezifische Hybridoma-

110



DISKUSSION

zellen zu gewinnen. Um diesem Ziel gerecht zu werden, wurde das Impfprotokoll der Studie
modifiziert. Die Tiere der Immunisierungsstudie 2006 wurden zehn Tage nach der sechsten
Immunisierung ausgeblutet und auf Serumreaktivitat getestet, erfolgte nun am Tag nach der
sechsten Immunisierung ein finaler Boost und drei Tage danach die Isolierung der B-Zellen
und des Serums. Hierdurch wird ein Ausreifen der B-Zellen verhindert, was zu einer deut-
lich verringerten Fusionsrate fuhren wirde. Die Antikbrperantwort ist zu diesem Zeitpunkt
jedoch deutlich vermindert, was sich auch bei der Analyse der gewonnen Serumproben
zeigt. Verglichen mit der Immunisierungsstudie 2006 sind die Reaktivitdten mit HIV-1 Env
bei fast allen Tieren deutlich geringer (Abbildung 33 und Abbildung 34). Nur die Tiere der
Gruppen CD4bs (6) bzw. Mix 2 (10) zeigen eine klare Reaktivitat, wahrend in den Gruppen
GPGRAF (1) und Mix 1 (9) keine klare Bindung der Seren an HIV-1 Env zu erkennen ist.
Ob dies allein auf eine Verringerung der Reaktivitét in Folge der frlheren Serumentnahme
zurlickzufuhren ist oder ob die Immunisierung der Tiere fehlschlug bleibt offen. Da in der
vorherigen Studie jedoch alle Tiere dieser Gruppe eine Immunantwort zeigen und die
Immunisierung mit demselben Immunogen erfolgte, scheint ein generelles Ausbleiben der

Immunantwort unwahrscheinlich.

Weil die Wahrscheinlichkeit eine antigenspezifische Hybridomazelle zu erhalten mit der
Starke der Immunantwort korreliert, bleibt die weitere Optimierung des Impfprotokolls eine
der wichtigsten Aufgaben fir die Fortfiihrung dieses Projekts. Mdgliche Ansatze hierfir sind
die Prasentation der Peptide in einem alternativen Tragersystem oder die Immunisierung
mit plll-Fusionsproteinen, um eine Immunantwort gegen den Phagen, vor allem pVIll, zu
unterbinden. Die Wahl eines neuen Tragersystems birgt jedoch die Gefahr, dass sich die
Konformation der Peptide verandert, wodurch es insbesondere bei den konformellen
Peptidphagen zu einem Verlust der Kreuzreaktivitat mit HIV-1 Env kommen kdnnte. Eine

mogliche Alternative stellt das AP-Fusionsprotein-System dar*?’.

4.4.4. Selektion HIV-1 spezifischer Hybridomazellen

Trotz der geringen Immunantwort der immunisierten Mause wurden die B-Zellen dreier
Tiere zur Synthese HIV-1 spezifischer Hybridomazellen herangezogen. Die Fusion der
B-Zellen mit Myelomzellen fuhrte in rund 12% der Vertiefungen zur Ausbildung von Hetero-
fusionen, die in einem ersten Test auf ihre Bindung an HIV-1 Env untersucht wurden.
Hierbei wurden 94 Klone identifiziert, die mit HIV-1 gp140 reagierten und expandiert
wurden. In einem zweiten Test dieser Klone mit HIV-1 Env und einer entsprechenden
Kontrolle (CHO-neg) verblieben 24 positive Klone (Abbildung 35). Die tbrigen Klone zeigten
entweder keine bestdndige Reaktivitat oder eine unspezifische Bindung an die Kontrolle.
Eine abschlie3ende Subklonierung sowie die Untersuchung der reaktiven Klone verlief in

einem ersten Ansatz ohne Erfolg. Daher wére ein mdgliches Ziel nachfolgender Arbeiten,
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dies mit den noch vorhandenen tiefgefrorenen Zellen zu wiederholen, um aus den identifi-

zierten Klonen eine stabile, monoklonale HIV-1 spezifische Hybridomazelllinie zu gewinnen.

4.5. Untersuchungen mit scF,-Phagen Display Bibliotheken

Zur ldentifikation HIV-1 spezifischer Antikdrper und deren Charakterisierung, werden aus
dem Antikérperrepertoire der LTNP scF,-Phagen Display Bibliotheken erstellt. Bisher
konnten von zwei der untersuchten LTNP (MHO02 und MHO03) IgG bzw. IgM basierende
scF,-Phagen Display Bibliotheken erstellt werden (IgG-MH02, IgM-MHO02, 1g-G-MHO03,
IgM-MHO03). Zur Herstellung weiterer Bibliotheken sind frische B-Zellproben der Patienten
notig, weil diese keine Krankheitssymptome aufzeigen und nur unregelmafiig in der Klink

erscheinen, ist die Gewinnung neuer Proben leider schlecht planbar.

4.5.1. Biopanning mit scF,-Phagen

Um eine erste Etablierung der Methodik zu erlangen, erfolgten erste Biopannings mit
hochaufgereinigten gp120 Monomeren auf der Oberflache von Multititerplatten (Bio-
panning A-C). Die eingesetzten gp120 Monomere stellen dabei die einfachste Variante von
HIV-1 Env dar. Aufgrund der fehlenden Trimerisierung sowie gp4l, ist von einer
Anreicherung von scF,-Phagen gegen lineare Epitope auszugehen. Die Biopannings
fuhrten lediglich zur Isolierung einer Konsensussequenz aus der scF,-Phagen Display
Bibliothek 1gG-MHO03. Die Anreicherung HIV-1 spezifischer scF,-Phagen aus den (brigen
drei scF,-Phagen Display Bibliotheken misslang. Daher wurden die gp120 Monomere in
einem weiteren Biopanning auf tosylaktivierten Magnetktigelchen immobilisiert, um so eine
groRBere Selektionsflache zu erhalten (Biopanning F) und durch trimeres gp140 (ADA.C1)
ersetzt (Biopanning H). Nach drei repetitiven Runden konnten bei Biopanning F vier
Konsensussequenzen aus der scF,-Phagen Display Bibliothek 1gG-MHO03 isoliert werden,
wobei Konsensus B8/B10 identisch mit dem Konsensus der Biopannings A-C ist.
Biopanning H ergab eine Konsensussequenz, die wiederum dem Konsensus B8/B10
entspricht (Abbildung 38). Die Untersuchung der tbrigen drei Bibliotheken flhrte wiederum
in beiden Biopannings zu keiner Anreicherung HIV-1 spezifischer scF,-Phagen. Dies und
die geringe Anzahl identifizierter Konsensussequenzen aus der scF,-Phagen Bibliothek
IgG-MHO03 lassen auf ungeléste technische Probleme schlieRen. Da beide Patientenseren
in der Analyse der Kreuzreaktivitat mit der Peptidphagengruppe GPGRAF (1) reagierten
(3.3.1 oben), sollten sich zumindest aus beiden 1gG abgeleiteten Bibliotheken entsprechen-

de scF,-Phagen isolieren lassen.

Ein moglicher Lésungsansatz, um die Anzahl HIV-1 spezifischer scF,-Phagen zu erhéhen,
kénnte die Verpackung der scF,-Phagen mit einem anderen Helferphagen (z.B. Hyper-

phage) sein. Im Gegensatz zu M13KO7 besitzt dieser kein Gen fir plll, wodurch bei einer
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Verpackung von scF,-Phagemiden mit Hyperphage ausschlie3lich scF,-plll-Fusionsproteine
in die scF,-Phagen eingebaut werden. Bei Verpackungen mit M13KO7 liegt neben dem
scF,-plll-Fusionsprotein noch wildtyp plll vor, weshalb es zum Aufbau plll-chiméarer
scF,-Phagen kommt. Diese besitzen in der Regel nur ein bis zwei scF,-plll-Fusionsproteine
pro scF.,-Phage®'’. Die Erhéhung der Anzahl von scF, auf der Phagenoberflache kénnte
Uber die gesteigerte Aviditat zur Anreicherung neuer antigenspezifischer scF,-Phagen
fuhren. In Folge der gestiegenen Aviditdt kame es hierbei wohl aber auch zur
Anreicherung gering-affiner scFv-Phagen. Eine weitere Optimierung der Prasentation des
Zielproteins und des Zielproteins selbst stellen weiter zentrale Ansatzpunkte dar. Eine
mdoglichst native Prasentation hochaufgereinigter HIV-1 Env Trimere sollte die Anreicherung
HIV-1 spezifischer scF,-Phagen weiter beglinstigen. Alternativ kann versucht werden, die
Selektion auf HIV-1 Env exprimierenden Zellen durchzufihren. Hierdurch wird das
Hullprotein in seiner nativen Umgebung prasentiert, was sowohl Vorteile als auch Nachteile
mit sich bringt. Zwei grof3e Vorteile stellen die Membranstandigkeit sowie die vollstandige
Glykosylierung der Hiillproteine dar. Die Bedeutung dieser Aspekte wird anhand zahlreicher
Studien deutlich. So wurde gezeigt, dass die Epitope der Antikérper 2F5 und 4E10 in
membranstandigen MPER-Peptiden besser erkannt werden, als in léslichen MPER-
Peptiden. Es wird vermutet, dass die extrem langen CDRH3 Schleifen dieser Antikorper mit
ihrer Basis an die Epitope in gp4l binden und sich die Spitze dieser HCDR3 Schleifen
dabei auf die Zellmembran anlegt, was zur Stabilisierung der Antikdrperbindung
fuhrt®’12>?*_ Die vollstandige Glykosylierung von Env wiederum ist Voraussetzung fiir die

37,:290.296336  Fin  \eiterer Vorteil einer

Selektion von 2G12-dhnlichen scF,-Phagen
Prasentation von Env auf der Zelloberflache kann die vollstiandige Prozessierung des
Vorlauferproteins gp160 sein. So ist in dem hier eingesetztem gp140 die Proteaseschnitt-
stelle zwischen gpl120 und gp4l mutiert, wodurch es zwangslaufig zu konformellen
Anderung im Trimer kommt, die eine Anreicherung gesuchter scF,-Phagen beeinflussen
kann'*%?°_In Folge der Prozessierung kann es allerdings zu einem Ablésen der gp120-
Trimere von den gp41-Trimeren kommen, was wiederum zur Anreicherung von scF,-
Phagen gegeniiber diesen, eigentlich verdeckten Epitopen, filhren kann?****, Nachteilig fiir
die Anreicherung HIV-1 spezifischer scF,-Phagen kénnte sich ebenfalls die groRe Anzahl
ungewunschter Zielstrukturen auswirken, wodurch es ebenfalls zu einer Anreicherung
HIV-1 Env unspezifischer scF,-Phagen kommen kénnte. Die generelle Méglichkeit zur
Selektion HIV-1 spezifischer scF,- oder F,,-Phagen aus entsprechenden Bibliotheken wird
jedoch durch mehrere erfolgreiche Studien belegt. Verglichen mit der Hybridoma-
technologie besitzt die Phagen Display Technik jedoch mehrere Vorteile. So erfolgt die
Selektion von bis zu 10° verschiedenen scF,- oder F.-Phagen mit einem minimalen

Material- und Arbeitsaufwand und es ist keine Humanisierung der isolierten scF,- oder F,-
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Fragmente notig. Ferner ermdglicht die immanente Verbindung von Genotyp und Phéanotyp

eine einfache Modifikation der isolierten scF,- oder F,,-Fragmente®®333:368369.377

4.5.2. Bindungsstudien HIV-1 spezifischer scF,

In mehreren Experimenten wurde die Bindungscharakteristik des scF, B8/B10 analysiert.
Zunachst wurde die Bindung an die vorhandenen gp120/gp140 Varianten tberprift, wobei
eine Bindung aller untersuchter HIV-1 Env (JR-FL, BalL, SF162, ADA.C1l) erfolgte
(Abbildung 39). Weil es wahrend der Klonierung der scF,-Phagen Display Bibliotheken zu
einer freien Rekombination der schweren und leichten Variablen Ketten kommen kann,
wurde mit Hilfe eines Kompetitions-ELISAs Uberpriift inwieweit die Bindung des
scF, B8/B10 an HIV-1 Env durch Serumzugabe inhibiert werden kann. Wahrend HIV-1
positives Serum die Bindung des scF, B8/B10 an HIV-1 Env inhibiert, hat HIV-1 negatives
Serum keinen Effekt (Abbildung 40). Dies beweist, das es sich um einen HIV-1 spezifischen
scF, handelt, der durch das Immunsystem gebildet wurde und das es in den untersuchten
Seren Antikorper gegen das gleiche oder zumindest Uberlappende Epitope gibt. Da das
Serum von MHO3 lediglich mit den Peptidphagengruppen GPGRAF (1) und Mix 2 (10)
kreuzreagiert und die Selektion von Peptidphagen mit dem Patientenserum Uberwiegend
V3-spezifische Peptidphagen selektierte (vgl. Dissertation M. Humbert), erfolgte ein
erstes Epitopmapping mit vier verschiedenen V3-Peptidbibliotheken. Hierbei ergab sich
lediglich mit Peptid Nr. 5 der Subtyp B V3-Peptidbibliothek eine eindeutig Reaktion,
wahrend andere Peptide dieser Bibliothek, sowie die Peptide der Ubrigen Bibliotheken nicht
detektiert werden (Abbildung 41 und Tabelle 15). Obwohl sich die entsprechenden Peptide
der jeweiligen Bibliotheken nur in wenigen Aminoséauren unterscheiden, fiihren diese
Polymorphismen zu einem vollstandigen Verlust der scF, Bindung. Daher liegt nahe zu
vermuten, dass diese Aminosauren fur die Bindung des scF, essentiell sind. Dabei gilt es
auch die V3-Sequenzen der untersuchten HIV-1 Env Varianten zu bertcksichtigen, die ja
alle von dem scF, detektiert wurden. Die Variabilitdt dieser Isolate im entsprechendem
Bereich von V3 (NNTRKSI[N/H/T]IGPGRAJ[L/F]) fuhrt nicht zu einem Verlust der
Reaktivitat’®’. Die beobachteten Polymorphismen sind entweder nicht an der Bindung von
scF, B8/B10 beteiligt, oder werden toleriert. Eine vollstdndige Identifizierung des scF,-
Epitops konnte mit einem Alaninscan lber die gesamte Variable Schleife 3 hinweg erfolgen.
Ein interessanter Aspekt der Bindung von scF, B8/B10, ist das Ausbleiben einer — zumin-
dest — verringerten Reaktion mit den Peptiden Nr.4 bzw. 6 der V3-Peptidbibliothek von
Subtyp B. Wichtige Teile des Epitops von scF, B8/B10 scheinen sich Uber die gesamte
Lange von Peptid Nr. 5 zu verteilen, weshalb der Versatz um nur vier Aminosauren zu

einem vollstandigen Verlust der Bindung fuhrt (Tabelle 15).

Ob und im welchen Mal3 der scF, B8/B10 in der Lage ist eine HIV-1 Infektion zu
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neutralisieren, muss in weiteren Studien untersucht werden. Erste Versuche, den scF, in
ausreichenden Mengen Uber seinen His-Tag zu préaparieren, waren erfolglos. In Abhéngig-
keit ihrer Sequenz und Struktur, besitzen scF, teilweise eine &ul3erst eingeschrankte
Stabilitat. Hierdurch kommt es zur Entfaltung der Immunglobulinstruktur, zur Ausbildung von
Multimeren und zur Prazipitation®®. Um dies zu unterbinden kénnen die variablen Ketten
(VL bzw. Vy) in ein alternatives Antikorperformat eingebracht werden. Hierzu gehoren
sowohl die eigentliche IgG Struktur, als auch die Fusion des scF, an einzelne F.-
Fragmente. Diese sogenannten scF,-F. werden in eukaryotischen Expressionssystemen als
I6sliches, Disulfid-verknipftes, glykosyliertes Homodimer exprimiert und kénnen aus dem
Kulturiiberstand gewonnen aufgereinigt werden. Neben einer erhéhten Stabilitat und
verlangerter Halbwertszeit kann es durch die gewonnene Aviditdt (n = 2) zu einer
Verbesserung der Neutralisationseigenschaft des scF,s kommen®®. Im Gegensatz zur
nativen IgG Struktur werden die scF,-F. als ein einziges zusammenhangendes Protein
exprimiert, wodurch sich eine Zusammenlagerung von Leichter und Schwerer Kette
erlibrigt. So kommt es auch zu keiner Veranderung der scF,-Struktur, was die Affinitat der
selektierten scF, erhalt®®. Ferner kdnnen scF,-F.s verglichen mit scF,s Uber ihren F.-Teil
vielfaltige Effektorfunktionen (Antikorper-vermittelte Zellzytotoxizitéat, Antikbrper-vermittelte
Komplementaktivierung oder Phagozytose) ausiiben, deren Einfluss auf den Verlauf einer

2,1531,138,149,199.216,246  Bagonders

HIV-1 Infektion in mehreren Studien aufgezeigt wurde
eindrucksvoll ist eine Studie von Hessell et al., in der rekombinante Varianten des breit-
neutralisierenden Antikorpers bl12 zur passiven Immunisierung von Makaken eingesetzt
werden. Fihren die Mutationen im F.-Teil des Antikdrpers zu einem Verlust der
F.-Rezeptorbindung, wodurch eine Bindung von Effektorzellen ausbleibt, verliert der

eigentlich breit-neutralisierende Antikérper deutlich an Aktivitat*®*

. Die Bedeutung der
Antikdrper-vermittelten Effektorfunktionen deutet sich auch in den Studien von Asquith et al.
an, die darauf hinweisen, dass nur rund 20% der HIV-1 infizierten Zellen durch die zellulare
Immunantwort zerstort werden, die restlichen 80% fallen anderen Immuneffektoren zum
Opfer®. Neben den natiirlichen Effektormechanismen kénnen auch véllig neue Funktionen
in rekombinante Antikorper eingebracht oder scF,-Derivate mit mehreren, unterschiedlichen
Affinitaten hergestellt werden, wodurch sich vdllig neue Problemlésungsansétze erge-

139,140,240,308,351
ben .

Aufgrund der nachgewiesenen zentralen Bedeutung der humoralen Immunantwort fir das
Nicht-Progredieren der hier untersuchten LTNP stellen diese einen vielversprechenden
Ausgangspunkt zur Herstellung von scF,-Phagen Display Bibliotheken dar. Im Gegensatz
zu anderen Kohorten ist die Bedeutung genetischer, viraler und immunologischer Faktoren
fur die nicht-progredierende Infektion detailiert untersucht. Hierbei konnten zahlreiche genti-

sche und virale Faktoren als Ursache fur das Nicht-Progredieren ausgeschlossen werden.
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Zusatzlich zu den Ergebnissen der Neutralisationsstudie, zeigen Untersuchungen mit HIV-1
spezifischen Peptidphagen, dass einige der hier untersuchten Patientenseren eine aul3er-
gewohnliche Reaktivitdt gegenuber einzelner, ausgewahlter HIV-1 Env Epitope besitzen.
Zusammen mit der jahrzehntelangen in vivo Reifung der Antikorper, lassen diese Ergebnis-
se weitere Biopanningstudien zur Isolierung HIV-1 spezifischer scF,-Phagen vielverspre-
chend erscheinen. Neben der Isolierung neuer, mdglichst breit-neutralisierender HIV-1 spe-
zifischer scF,-Phagen, bieten auch die Ergebnisse der durchgefihrten Immunisierungsstu-
dien Anlass mit der Herstellung und Isolierung von HIV-1 spezifischen Hybridomazellen
fortzufahren. Hierbei sollte neben der Subklonierung der bereits identifizierten HIV-1 spezi-
fischen Klone, vor allem die weitere Optimierung des Immunisierungsprotokolls weiter vor-
angetrieben werden. Da sich beide Ansatze — direkt oder indirekt — die in vivo Reifung der
humoralen Immunantwort zu Nutze machen, besitzen beide das Potenzial zur Isolierung
neuer, evtl. breit-neutralisierender HIV-1 spezifischer Antikbrper und kdnnen so bei der

Entwicklung einer aktiven oder passiven Vakzine von duf3erstem Nutzen sein.
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VERZEICHNISSE

5.5. Abklrzungsverzeichnis

5.5.1. Allgemeine Abklrzungen

Abkilirzung Beschreibung
(d)ydH,O (doppelt)-destilliertes Wasser
°C Grad Celsius
o Prafix: anti-
A Adenin
Ampere
ADCC Antikérperabhéangige zellvermittelte Zytotoxizitat(engl.: antibody dependent cellu-
lar cytotoxicity)
AIDS Erworbene Immunschwache (engl.: acquired immunedeficiency syndrome)
AP Alkalische Phosphatase
AS Aminosauren
A Angstrom
bp Basenpaar
BSA Bovines Serumalbumin
C Konservierter Bereich (engl.: conserved region)
CA Kapsid (engl. capsid); p24
CCR CC-Chemokinrezeptor
CD Cluster zu Differenzierung 4 (engl.: cluster of differentiation)
cDNA komplementéare DNA (engl. complementary DNA)
CDR Ko)mplementaritét bestimmende Region (engl.: complementary determing regi-
on
CHO Zellen aus den Ovarien chinesischer Hamster (engl.: chinese hamster ovary)
CIP Alkalische Phosphatase aus dem Kalberdarm (engl.: calf intestine phosphatase)
CO, Kohlendioxid
CRbs Corezeptorbindungsstelle
CRF Zirkulierende Rekombinante Form (engl.: circulating rekombinant form)
CT Cytoplasmatisches Ende (engl.: cytoplasmic tail)
CTL Zytotoxischer T-Lymphozyt (engl.: cytotxic T-lymphocyte)
CXCR CXC-Chemokinrezeptor
Da Dalton
dATP Desoxyadenosin-5"-Triphosphat
DMEM Dolbecco’s Modified Eagle Medium
DMF Dimethylformamid
DNA Desoxyribonukleinsaure (engl.: desoxyribonucleic acid)
dNTP Desoxynukleotid-5"-Triphosphat
dsF, Disulfid stabilisiertes variables Antikérperfragment (engl.: disulfid stabilized
fragment variable)
dTMP Desoxythymidin-5"-Monophosphat
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dTTP Desoxythymidin-5"-Triphosphat
E.coli Eschericha coli
ECTO Extrazekkulére Doméne (engl.: extra cellular domain)
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
ELISA Enzym-gekoppelter Immunosorbent-Assay (engl.: ezyme-linked immunosorbent
assay)
Env Hullprotein (engl.: Envelope)
ER Endoplasmatisches Retikulum
ES Elitesuppressor (engl.: elite suppressor)
Fab Antigenbindendes Fragment (engl.: fragment antigen binding)
Fc kristallisierbares Antikorperfragment (engl.: fragment crystallizable)
FCS Fotales Kalberserum (engl.: fetal calf serum)
FITC Fluoreszeinisothiocyanat
FR Framework Region
g Gram
Zentrifugalkraft
gp120 Glycoprotein 120
gp4l Glycoprotein 41
h Stunde(n)
HAART Hoch-aktive antivirale Therapie (engl.: highly active anti-retroviral therapie)
HAMA Humane a-Maus Antikérper (engl.: human a-mouse antibody)
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsaure
HIV Humanes Immundefizienz Virus (engl.: human immunodeficiency virus)
HLA Humane Leukozyten Antigene (engl.: human leukocyte antigen)
HR Heptadrepeat
HRP Meerrettichperoxidase (engl.: horse raddish peroxidase)
IC Inhibitionskonzentration (engl.: inhibition of concentration)
19G Immunglobulin G
IgM Immunglobuln M
IL Interlaukin
IN Integrase; p32
IPTG Isopropyl-Thio-b-D-Galactopyranosid
U Infektiose Einheit (engl.: infectious unit)
I Liter
LB Luria-Bertani
LIC Ligase-unabhangige Klonierung (engl.: ligase independent cloning)
LP Spét-progredierender HIV-1 Patient (engl.: late progressor)
LTNP Langzeit Nicht-Progredierender (engl.: longt-term non-progressor)
LTR longt-terminal repeat
m Meter
M Molar
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MA Matrix (engl.: matrix); p17
mAK monoklonaler Antikérper
MHC Haupthistokompatibilitatskomplex (engl.: major histocompatibility complex)
min Minute(n)
mol Molzahl
MPBST Michpulver-Tween-PBS-L6sung
MPER Membranproximale Extrazellulare Region
MSD Transmembrandoméane (engl.: membrane spanning domain)
MW Molekulargewicht (engl.: molecular weight)
MWCO Ausschluss-Molekulargewicht (engl.: molecular weight cut-off)
N Normal
nAK neutralisiereder Antikdrper
Nc Nukleokapsid (engl.: nucleocapsid); p7
NEAA Nicht-essentielle Aminosauren (engl.: non essential aminoacids)
Nef Negativer Effektor (engl.: negative effector); p27
NP Nicht-progredierender HIV-1 Patient (engl.: non progressor)
oD Optische Dichte
OPD 0-Phenylendiamin-Dihydrochlorid
p Plasmid
Protein
PBMC Periphere mononukleare Zellen (engl.: peripheral blood mononuclear cell)
PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
PEG Polyethylenglykol
PIC Pre-Integrations Komplex (engl.: pre-integration complex)
PR Protease; p11
R5 CCRb5-trope HIV-1 Isolate
R5/X4 dual-trope HIV-1 Isolate
Rev Regulator der Virusgen Expression (engl.: regulator of virion gene expression);
pl9
rLuU relative Lichteinheit (engl.: relative light unit)
RNA Ribonukleinsaure (engl.: ribonucleic acid)
RP Schnell-progredierender HIV-1 Patient (engl.: rapid progressor)
rom Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute)
RRE Rev Response Element
RRV HIV-1 Env Rekombinanter Reportervirus
RT Reverse Transkriptase; p66 mit RNaseH bzw. p51 ohne RNaseH
RTC Reverse Transkriptions Komplex (engl.: reverse transcription complex)
s.C. subkutan (engl. subcuntaneous)
scF, Einzelketten variables Antikdrperfragment (engl.: single chain fragment variable)
sec Sekunde(n)
SIvV Simian Immundefizienz Virus (engl.: simian immundeficiency virus)
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SP Signalpeptid
SP Langsam-progredierender HIV-1 Patient (engl.: slow progressor)
ssDNA Einzelstrang DNA (engl.: single stranded DNA)
ssRNA Einzelstrang RNA (engl.: single stranded RNA)
StabW Standardabweichung
SuU Oberflacheneinheit (engl.: surface unit); entspr.: gp41
TAR Transaktivator Response Element
Tat Transkriptions Transaktivator (engl.: transcriptional transactivator); p14
™ Transmembraneinheit (engl.: transmembran unit); entspr.: gp120
tRNA transfer-RNA
U Einheit / Viruspartikel (engl.: unit / viralparticle)
uv Ultraviolett
VH variable Region der schweren Kette (engl.: variable heavy)
Vif Viraler Infektiositatsfaktor (engl.: viral infectivity factor); p23
VL variable Region der leichten Kette (engl.: variable light)
Vpr Virusprotein R (engl.: viral protein R); p15
Vpu Virusprotein U (engl.: viral protein U); p16
VRNA virale RNA
wt wildtyp
X4 CXCR4-trope HIV-1 Isolate
Xgal 5-Brom-4-Chlor-Indolyl-b-D-Galaktosid

5.5.2. Préafixe fur GroRBeneinheiten

Symbol Name Wert
k Kilo (104" =10° 1000  Tausend
h Hekto 10° 100 Hundert
da Deka 10! 10 Zehn
d Dezi 10™ 0,1 Zehntel
c Zenti 107 0,01 Hundertstel
m Milli (1073t =1073 0,001 Tausendstel
U Mikro  (107%)2=107° 0,000001  Millionstel
n Nano  (10%°=10"° 0,000 000 001  Milliardstel
p Piko  (107%)*=107" 0,000 000 000 001 Billionstel
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5.5.3. Abkirzungen fir Aminosauren

< .

o Q » N S
) 5 o D © ‘S o o
g = E 2 5 2  gh
o D @ [ @® <_6 o = %)
O X =z = N o o oS ®©

< n 1= <

I
A Ala Alanin -CHs; - unpolar 1,8 neutral
C Cys Cystein -CH,SH - polar 2,5 neutral
D Asp  Asparaginsdure -CH,COOH - polar -3,5 sauer
E Glu Glutaminsaure  -CH,CH,CONH, — polar -3,5 neutral
F Phe Phenylalanin -CHy(CgHs) 1 unpolar 2,8 neutral
G Gly Glycin -H - unpolar  -0,4 neutral
H His Histidin -CHy(C3HsNy) 1 polar -3,2 basisch
| lle Isoleucin -CH(CH3)CH,CH3 2 unpolar 4,5 neutral
K Lys Lysin -CH,CH,CH,CH,;NH, — polar -3,9 basisch
L Leu Leucin -CH,CH(CHy), 2 unpolar 3,8 neutral
M Met Methionin -CH,CH,SCH; - unpolar 1,9 neutral
N Asn Asparagin -CH,CONH, - polar -3,5 neutral
P Pro Prolin -CH,CH,CH,- - unpolar -1,6 neutral
Q GIn Glutamin -CH,CH,COOH - polar -3,5 sauer
R Arg Arginin -CH,CH,CH,NH- - polar -4,5 basisch
C(NH)NH,

S Ser Serin -CH,OH - polar -0,8 neutral
T Thr Threonin -CH(OH)CH3 - polar -0,7 neutral
V Val Valin -CH(CHy), 2 unpolar 4,2 neutral
W Trp Tryptophan -CH,(CgHgN) 1 polar -0,9 neutral
Y Tyr Tyrosin -CH,(CgH,)OH 1 polar -1,3 neutral

*) 1: aromatisch; 2: aliphatisch
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Abbildung 42: Verlauf der klinischen Marker
der untersuchten Patienten

Verlauf der Viruslast (¢; linke GroRenachse) und

CD4"-Zellzahl (¢;

rechte Grdllenachse).

Die

jeweiligen Infektionszeitpunkte (¢), der Zeitpunkt

der untersuchten Proben (¢) sowie evtl. Medika-

mentationen sind in den einzelnen Diagrammen

gegeben.
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6.2. Alignment der untersuchten HIV-1 Env Proteine
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HXB2R
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......... T .N. s e o s mnnlYSIKE T KINT T VN
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......... T N......-= -------NA. .TT.SNGETM
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......... T .NL SRS o e e = N A ST RS SWESTEM
Variable Schleife 1 AN A AR A Variable Schleife 2
150 160 170
o ol oo | A [T | TR | RN |
---MIMEKGE =-=------- IK NCSFNISTS| RGKVQKEYAF
---------------- GE ...T..V KD..K...SL
ASTAPTTSS I === == KDE ..TT... SD.W. .A..L
G R Rt 5 e 5u vlems o Dias 2R 1
ASHTNTTNNS GERMEMGE. . ...T.N. .D....... L
SSWEK . . ... --=------ ) ..VTSN. .D....... i
NVNGTSVENM TIVNSTDE. . s G GR PR S
NSWGT. . ... =-=------- . P...TSG. .D...... TY
GLEMDIKG = ==l =i o i .Q ..KVT. .M .D.M..... L
KQNDT.R.V. G-=-=-=---- M. T AR B L
NETINLS = om0 e a2 sy o M. ..VT... .D..K..S.L
NSNS.N.E.. -=------- C.VT.R. . N.Il..... L
Feim mom om mE s o e KGE . Y aMisemse =N s wn b
Koa s oodoan oGoosc GEM .T.R. .D. K..Y
Elcvmm & s sum =i = wds & = RGE IK. . DL L
Shoooomo oo oooon KGE wilieimes o PDie s e s L
Variable Schleife 2
A A A * AANA *
180 190 200
o ng iew a0 & SRR . ] v os [
EYICLDI PR N- = = e i = = DTTSYKLTSC| NTSVITQACP
..... VV..E DDNDTKNDNR NYSN.R. . .| ... ........
..... VE. .G S DD R | e
..... VV. o oo e e o NSRRI T oEE R EE BE &
..... VV. _DNNSSNSN- ---N.G. .. | ..........
..... VV..R .DNSS---NS SYS. . R.|.. | ..........

S .V.LN KSANN----- SSIEETE S K K s oan s
..... VVi.. T =ics:=8S5-KS ND.R.R. K. T. .K.
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.N...VvQ De - - s SNS. .R. ... e e ma
NIRES VAV e L e s N UTLOINL
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174

146
146
151
110
152
123
154
M

134
111

M

117
150
148
146
147

175
170
186
139
192
155
194
143
163
144
139
149
176
173
172
173

206
210
217
170
228
192
227
176
197
17¢
170
180
208
206
204
202
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* * AANA AANA * AANA
210 220 230 240
HXB2R 207 BIVSFEPIPIH YCAPAGFAIL KCNNKTFNGT GPCTNVSTVQ 246
MHOOT 211 ] cv comw ws s ¢ sy was L ws o DLle vms slaNuw o an s 250
MHO02 218 . . T. ... ... Foo oo Q.Q ... .K...... 257
MHOO3' “171 ww w5 sma s 5 & 28 swms 53 &6 e s DR IGsE & 5 a8 sae sy s 210
MHOO4: 229° ... T Bwbivs & 5 o6 wws se o ve w Bk o w o s pow o on owas s 268
MHOO6 193 . I..D.. ... e ol s s P. ..KDNK.... . K.Q...... 232
MHOO8® 228" o vx wms a2 & & =8 v Yo s RiDiws sasws s+ sNow «Ss s 267
$19 UL o an swovs v & 5 sip s wo o an oD K ces s KaBoa s ws s 216
P10 198 el 20d 3808 © b Dwms 3B B6 he Bupsd 55 5. K . ¥YNK. . ;. - 237
HOE6 1787 il o5 sme on s ¢ sl sms 56 Liss w2 swn na EsK 3 sRuows sy : 217
P5T5 1 a1l saws sw s S| [ e cs s D lm nms »ow ulams s s 210
S3R8 181 ..o I I, L. ...D.K...8 ... .K..... 220
89.6 209 wiw w2a @ma wa s ¢ Vs s wa M s sme sn s $ a4 v sa swow o ma s 248
DATZINl 207 o] os coss s 8 5 as cws ne e an D K s 50w alos n ws s 246
JRECSFE 208 . . oo soeos om o 2 osmw mueme sis 5 nw mumes ma moe K . @.K...:s: 244
YU-2 208) s own vwie ws ow % sz s 26 8 ® wn v DB sme % v osw vmeow an 242
* AANAN AN NN
250 260 270 280

s 8 smE el 3 ap lmssels ss e Izssel 2@ s8lseas |
HXB2R 247 CTHGIRPVVS TQLLLNGSLA EEE-VVIRSV NFTHNBEE 1 28

MHOO1 251 . .. .. K. oo .GKD.M. . .S . ......... 290
MH002 258 . . ... K. oo - ELL D A V.. 296
MHOO3: 211 s sn 2 e a0 & & 8% Swe $6 8 su semller s 5 lgs aws sy e 249
MHOO4 269 . . . . . . . . . . . . -KE. . ... E . I.N...... 307
MHO06 233 . .. .. K. ... ... . .G.Gl....E ...N...... 272
MHOO8 268 . ... .. ... T o o5 sws an ow couDie I le s w5 = MSN:ww ou s 306
S19 217 ... .. K. oo op v Bu nw E ...N...S.L 255
P10 288 ... -..V..D ....... [ 276
HOE6 218 . . .. -.1...E S..N...... 256
P5T5 211 . ... K. ... o - .. E . UNL L 249
S3R8 221 v 0 e m e E ..... T.N.. 259
89.6 49! oy v swme SH S b onh BT GF 46 cmsDil sw s B % % 58 sarg s8¢ 287
DM7Il 247 . . . . . ... R c I E . ... ... 285
JR-CSF 245 . . . . ... ... . - KL D .......... 283
YU-2 7. S smeBil 2s s B 2 ¢ sNuw o ss 281
AlAaa Variable Schleife 3
ANANA * AANA
290 300 310 320
TR TEEREERE - o o o s ol v el ge ol 6o w e o
HXB2R 286 VQLNTSVEIN|CTRPNNNTRK RIRIQRGPGR AFVTIG-KIG 324
MHOO1 291 ... .E..V..|......... R G.H.--.... ..YAT.-1I.. 327
MHO02 297 . ..KEF. .. .| ........ KR S.H.--...8 .LY.R-RI.. 333
MHOO3: 250° « : - KEw | o+ « [ St Hismsmn 2 a6 & o ¥u T Els - 287
MHOO4 308 ... .E.IQ.E|.......... G.HM--. ... . .YAT.DI.. 345
MHOO6 273 ... . RQIN.S|.V........ S.P.--.... ..YAT.AI.. 310
MHOO8 307 .H..E. ... 01 |.......... SVGM--...Q .IY.T.AI.. 344
S19 256 . ...KP.G.H| .E....... E ..S.--.... ..YATRSI.. 293
P10 277 . ... R - S G.HM--.. . K V.YAT.GI. . 314
HOE6 P57 ws o5 ET: o5 « [N s Gl Q= s e Y AT 294
P5T5 250 ... LKL G.H.--.... ..YAT.EIV. 287
S3R8 260 ... .E. V.. | 1. S.H.--...K ..YAT.DI.. 297
89.6 288 ok s Bems Ve o | |[[E RO |5 S = VA R RN R 325
DM7Il 286 ... .ET....| ... ... ... R S.H.--.... .IYAT.DI.. 323
JRCSF 284 ... .E..K..|....8..... S.H.--.... .. Y.T.EI.. 321
YU-2 282 i o v BEw o« Vi o [FEDRTERY SalNooon one L Ta=E0, 319
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HXB2R
MHOO01
MHO002
MHO003
MHO04
MHO06
MHO08
$19
P10
HOE6
P5T5
S3R8
89.6
D117l
JR-CSF
YU-2

HXB2R
MHO0O01
MHO002
MHO03
MHO04
MHO06
MHO08
$19
P10
HOE6
P5T5
S3R8
89.6
D11711l
JR-CSF
YU-2

HXB2R
MHO0O01
MHO002
MHO003
MHO04
MHO06
MHO008
S$19
P10
HOE6
P5T5
S3R8
89.6
D11711l
JR-CSF
YU-2

325
328
334
288
346
311
345
294
315
295
288
298
326
324
322
320

363
367
371
325
383
348
382
331
352
332
325
335
363
361
359
358

397
401
405
358
423
381
416
365
386
366
359
368
397
395
393
390

V3

*|A A A AANA AANA

330 340 350 360
[ - = = [ «a 2 a ea = [0 & | 5 @ : s fe v s s
NMRQABICN IS RAKWNNTLKQ |ASKLR--EQ FGNNKTI IF 362
DI..... L. ..D..R..EL .VI...El.. .R.-...V.. 366
.| Y. T.N GT...... R. V.Il..K--.. .K.-...V.N 370
DI..... L. Q. ..KQ.G--.. L-.AT..V.N 324
I N K.Q.HAA. . R V.A. .. .--.K .E.-..... N 382
Al e VB s u Yoo N so = o oI N 347
s GRNRSR..QR VSE..Q--KY .Y.- . K.Q 381
DI..... CH.L VE...--.. .-K V.N 330
DU . . . D..R. VVG...--KE Y..- V.S 351
s CE...S..QK VVE...--K. - A.N 331
DI..... KKD....... VE. .- .. -G. L.. 324
DI.K. BES 5 s ui & K .VA..K--.. = G V.N 334
DIl.. ... ... .. Q. .VI...--.K .R.-...A.N 382
DI..... T K .VT..G--.. ...-TK.V.N 360
DUl s @ 5¢ 85 MEs: sme-ms  uNgs V. T 358
DI..... L. KTQ.E...E. N T N 357

Variable Schleife 4
* * AN A A A A A
370 380 390
g bes vs lad 5 8 Le g0 8 s s & JUNEEGERNEE SN
osEl@@BrEllY THSFNCGGEF FYCNSTQLFN - ----- STWF 39
.......... M. .. .TS.. .- -----NN.FN 400
H. .. ... ... M. .. A T N 404
.................... BRI SR N 358
.......... M.....R ATE, T WIVDGNGN IS 422
.......... M. . DIl o o= s G S 380
PH. . ..... T & ovs sws su &0 TSP 50 nooooc Y. 415
= (PPN (00 S S = s L 364
HP. . .. .. .. M.l e B AR N 385
.......... M. . ... .T.E R 365
H. .. ... ... M. .. T T .D 358
S. ... M. T. .. .. T e e e .D 368
.......... M. . ... TA . N 39
H.o .. ... ... M. . . ... Talome Sctmmee K 394
H. ... ... .. ORI (1 N 392
e 2 oo moog N 389
Variable Schleife 4
AAA AANA *
400 410 420

i % Ao [ R R T AN BT W i ovea L s
NSETW- = == = - STEGSNNTEG S---DTITLP cRIEE NN 427
STG - = - = - -PNNSTKKL ND---. .. .. .. ..... .. 428
I TNLENSTWN . ... .... KR NG---..1H. .|....... .. 441
---------- V......... NKENS.L... .. ...... 388
S G == 5 =i = --N.T.T.DA NK---N.... .|..... V. 450
(TN T R WVGPGWPNNT EH----. ... .K...... L 410
N.YFN---- --GVY.G.RD NG---..... . F. 446
FINGIT &5 - = = WLNSTW-NST DN-=---. . .. | .. 393
TS = = muer = < <oz SN ASSNI AD= = == ... K.R..V 412
ING- - =-- - T.D-N.KENS TL-=-=. ... ... ... ... 393
ANS - - =i 5e = = TEGSN. TAGN DT----. ... K V.L. 387
---------- -.GTD.T.TE .---ES.... . ......R. 3%
V7 D --G.T.G... ND--=-1...Q .|....... .. 423
FNG----TWK VV...SD.AE N--=-ou. ... ... .. 425
DT = 5 = om sises = = <= K.iSG. 5. IND= - - P P 419
DT el ol = e --RKL...GR N-=-=-=--. . oo 414
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Variable
* A AN AANA

430 440 450 AGO
HXB2R 428 -GKAMYA- -I.CSS N | TGLLL_NS- -NN ES 465
MHOO1 429 . E. . ... ... . ..... Lo JEG--.ETN 466
MHOO2 442 . . .. .. .. .. E.I...E. K...MI.... ..LGR-.ISN 480
MHOO3 389 . . |....... R...K. .. ... ... ... [ N--GSTI 426
MHOO4 451 . E. ... .... R..... L. ... .. l... ..SN--.--. 48
MHOO6 411 . E. . .. .... COR.L.N.T. ..Y--N..TN 448
MHOO8 447 .R..R..... Q. .L.T.R. ... .. .TIN.TNN 48
$19 394 ... .R..... K. .. K... ..... l.... ..|/IDGN.STN 433
P10 413 E. . ... ... R.R.S. .. ... ...... . .K-N.GTT 451
HOE6 394 .E....T... R. ... ... l. ... . .|.--NSDTN 431
P5T5 388 .E........ UKL L l..S. S.|.--ASSTN 425
S3R8 395 .E........ L. P.SL l. ... ..|.TSG.TTT 434
89.6 24 . s e T ams sa ww  2a wws e s ol ---T. T 480
DM7Il 426 .E........ CUR L .. .N---TNE 482
JR-CSF 420 . E. . ... ... UK e .. . 455
YU-2 415 E. . ... ... CUR L .. K----DTN 450

Schleife 5

47! 480 490 500

o ooa ol | | gwe ol s & ] ww uk
HXB2R 465 --EIF.PG-MRDNWRSEL YKYKVVK |EP LGVAPTKAKR 503
MHOO1 467 GN. T. . .|. . . . i Q... V......... 506
MHOO2 481 ET. . ... . .. 1..s.... 520
MHOO3 426 - - . T . . .| . . 464
MHOO4 487 AN . T . . .| . . 526
MHOOB 448 - - . T . . .|, . . R... 486
MHOO8 487 NT. . ... . E.R. ...... D.R. 52
S19 434 DT . T. . AL . 473
P10 452 AT. . . .. A 491
HOE6 432 ET. T. . .|. . . . V.I...R... 47
P5T5 425 - - . T...... N.K....... ...... Qv. . ... .. R... 463
S3R8 434 - - . . . .. . T T = 472
89.6 461 ET. .. .. . R. .. |..... R... 500
DM7II 463 TP. T. . .|. .. N.K.. . 502
JR-CSF 456 EI..... U 495
YU-2 451 GT. . . .. . 490

Fusionspeptid
510 520 530 540

T o 0o o s | A [
HXB2R 504 RVVQREKRAV G- IGALFLGF LGAAGSTMGA ASMTLTVQAR 542
MHOO1 507 . ... .... .. --L..M. LT CLLAL 544
MHOO2 521 . . .. .... b -FL L ML oL 559
MHOO3 465 . . .. .. .. o e o | 503
MHO04 527 . . .. .... | 565
MHO06 487 . . . . .. .. e e | Y 525
MHOO8 527 .. .G. . ..|.. M--. . . C..A....T. 564
S19 474 ... ... AL eV e | e e oL AL .. 512
P10 492 ... ... =L ML N 530
HOE6 472 . . . . .. .. . T-F. .M. CAV. . A. .. 510
P5T5 464 . . .. .. .. B S | U R D o )
S3R8 473 . . .. .. .. s a T s mo on se e oo | 512
89.6 501 . T...... SV ) Y 539
DM7Il 503 . ....... L e | ee— N 541
JR-CSF 496 . . ... . .. | R. ... .. .. 534
YU-2 491 ... ... T Y P N T 529
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HXB2R
MHO0O01
MHO002
MHO003
MHO04
MHO06
MHO008
$19
P10
HOE6
P5T5
S3R8
89.6
D11711
JR-CSF
YU-2

HXB2R
MHOO01
MHO002
MHO003
MHO04
MHO06
MHO008
$19
P10
HOE6
P5T5
S3R8
89.6
D11711l
JR-CSF
YU-2

HXB2R
MHOO01
MHO002
MHO003
MHO04
MHO06
MHO008
S$19
P10
HOE6
P5T5
S3R8
89.6
D11711l
JR-CSF
YU-2

543
545
560
504
566
526
565
513
531
511
503
513
540
542
535
530

583
585
600
544
606
566
605
553
571
551
543
553
580
582
575
570

623
625
640
584
646
606
645
593
611
591
583
593
620
622
615
610

N-terminaler Heptadrepeat
550 560 570 580
QLLSGIVQQQ NNLLRAIEAQ QHLLQLTVWG IKQLQARILA
.......... K. I VA
................ H.o ... ... .. .. .....V.
. © -« cvawmssacn B V.
.......... D..... R \/
.................. MLV
.......... S. . ... O C AV
................................. V.
................................. V.
................................. V.
................................. V.
Licawis 2 v 0 amm =5 5 5o oM s o o mms e oo am s Vi
B sis o 2 2 s 5 38 8o N V.
................................. V.
.................. aME s s e e Vi
................................... VA
Immundominante Region
* * A A A AANA
590 600 610 620
R ] . [T | RO (N [ . . . . | 5 o= o os | oo s | o2 o
VERY LKDQQL LGIWGCSGK ICTTAVPWNA SWSNKSLEQ
................................ DD.
............... T T R...H.
..... e T .T..... .......DK.
S..R|. ... ... ... o T ..N.R..KY.
..... . e . L UTYLF.
L .1Q. [ o s s cowes e R .D. - TK.Y.
..... R|. e T T .. .....DY.
..... Q. .R. ........ .. c ... ... ... DK.
S e T ... QND .
..... R|. o N N .R..DD.
..... | . T S .......G.
L IR M. ... .S. Vo VDD
..... R|. e .. .....T .......DE
..... . M. . ... ... . .......T .......Ds
..... R\ e T....T .......NE
C-terminaler Heptadrepeat
AN A
630 640 650 660
N VA R R T
WNHTTWMEWD REINNYTSLI HSLIEESQNQ QEKNEQELL
..NM. . KD.E .D.|. . GK. YT.L..A... ...[...D...
NM. .. .. E K..D.|..D.. YN...K.... ... SSSsrss
CNM. L E .....| .... YT........ ... S
DNM. . . .. E ...G...G.. YN........ L.
.NM...Q.E K. .D.|..G.. YT........ K. .S.
GNM...Q.. K..S.|..GIl. YD.L...... ...|...... A
DNM...Q.E K. .D.|[..G.. YN.L...... ... |.......
DNM. . .Q.E K. NV YT, e
.NM...Q.E K. .D.|..G.. YT.L.K.... . ..|.......
DNM. . . .. E .....|. D.. YI.L.K.... . .|.......
DNM. .. ... ....... N. . YT........ oKL
NM. .. .. E .D.|..DY. YD.L.K..T. .....K...
KM. Q.E ...D.|..G.. YT........ ... eeeo...
..NM. .. E K. .E.|..NT. YT...... [. . . .|
.DNM. . . K.E .D...HI. Y Q. ... ... . A

582
584
599
543
605
565
604
552
570
550
542
552
579
581
574
569

622
624
639
583
645
605
644
592
610
590
582
592
619
621
614
609

662
664
679
623
685
645
684
632
650
630
622
632
659
661
654
649
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HXB2R
MHO0O01
MHO002
MHO003
MHO04
MHO06
MHO08
$19
P10
HOEG
P5T5
S3R8
89.6
D11711l
JR-CSF
YU-2

HXB2R
MHOO01
MHO002
MHO003
MHO04
MHO06
MHO08
S$19
P10
HOE6
P5TS
S3R8
89.6
D117l
JR-CSF
YU-2

HXB2R
MHO0O01
MHO002
MHO003
MHO004
MHO06
MHO008
$19
P10
HOE6
P5T5
S3R8
89.6
D11711l
JR-CSF
YU-2

663
665
680
624
686
646
685
633
651
631
623
633
660
662
655
650

703
705
720
664
726
686
725
673
691
671
663
673
700
702
695
690

743
745
760
704
766
726
765
713
73
711
703
713
740
742
735
730

MPER Transmembrandoméne
ANANA

670 680 690 700
LDKWA S LWNW N | TNWLWY KLFIMIVGGL VGLRIVFAVL
W s s - |[EEE | o [ e 2 s wn ww s i

LT D.SK..... - |1 R | [
.......... B o 0 o [ESEERR
.......... 8D . K. .... fl........ ......T.
..... N..T D.Sl...... Rl ........ P [
S.KN. s TR ¢ [l | st
..... N . MBEES]. oo v [
SR . [P . |1 e o oo T.
.......... DO i x R T o
.......... ERDIRNS . . oe e o [
T...S D. .|. ... .. .| 1]
.......... BB s s RIS
.......... BDE. . . s RIS e
.......... BG K. ... s [ e S
.......... BB K o 2w I N
710 720 730 740
o [ | I O e T T
SIVINRVRQGY SPLSFQTHLP TPRGPDRPE | EEEGGERD
.............. R. Pos svoa o6 vt 6 8 08 G@ s &E 8
RO RH G......... T. ... .... N
................. A..E.A
o - | T R. s mimn @5 maEE  HI R wE 8 u s QG.
VAL R. A. ... ... .. .G...S8
B = o5 58 8 2 53 3w LI. NQ.E sBR 5 s 82 5w GQ
............... H. A. ... ..... .G
.............. RF A. ... ... .. .G
. - on s s wons o swn o wa s A cou vu s ¢ Y I TE
N Voo TG. . ... ...
VUYL L..L. AA . . . ... L. G.
............... L ; ASvws swama 38 68 ub s B8
....... L. .R. Gi: e 20 5 ¥ R oeE EEes RE S
.............. L. 7 i R, T T
R oo sn 5 % oD SRR HE BG A s 55 s s B & 2 25 sww gy i
750 760 770 780
55 Fo nome Fex & o % s sl 2o we Jrove 58 Jove woife a8 o e »
DRSIRLVNGS LALIWDDLRS LCLFSYHRLR DLLLIVTRIV
s 28w Gy F s Baer waWes oWl s v sma = 8 68 enos as s
.GP..D.F T
.G...G.F CLF L .G. ... M o ws .
CGL..G.F F..F. ... .. . ..... koms mown A .
D@« Omll &8 un s 2086 23 sms SBME@EE = o vs S@EBE &
....... S.F AL G. ... ....... .CIS.AA . AG
G: .G6T= D F liw M w ses nu wurs snsws % % 68 R 8 B 5 4
T.TP. F . us o |l .. .N T
RP..T.F NNz z o of 202 28a8EE & 248 =23 A.T
....... B F o vn vone we sov we swes va voas w9 wa wadls

.GP..D.F ..... S.... ...... RH. . .. ... AA
.GP. : B | VP N | | Nz 22 85 5 53 2
SP..D.F LeaowNE 5 e 2o wm mumw sz sme =02 s sws or L&
GQ. F oo ... V. CF L T
GP. . D.F h: o NXece 2a 2 :h2 24.44ar 4.: 054 0f.hhn s

702
704
719
663
725
685
724
672
690
670
662
672
699
701
694
689

742
744
759
703
765
725
764
712
730
710
702
712
739
41
734
729

782
784
799
743
805
765
804
752
770
750
742
752
779
781
774
769
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790 800 810
HXB2R 783 ELLGR- - - - - - -RGWEALKY WWNLLQYWSQ ELKNSAVSLL 815
MHOO1 785 . .. . . ----- BB s ware bu am e sme se wws S ¥ 8E ¥EOR @6 F 817
MHOO2 800 . ... .----- - B F 832
MHO03 744 . . . . . ----- mum oy sy NG B S R@S BE S ES WS BH RAE bY@ 776
MHOO4 806 . ... .----- S n women ww omm wa WA E HH SoBE B % BE ME N @H 838
MHOO6 766 . ... . ----- T 798
MHOO8 805 . .. .. SISLKG LiQ: v T v LBSaVsr Gl 4 v sKaw | wn - 844
$19 73 .- - B s weww bw s mm wems BE wess B o§ wE @@ 6 F 785
P10 m ... . H----- S I < R le & 2wz 3B .. F 803
HOE6 71 e G SR WS 86 Gl 5wy s sms BT BN FR R B F F 783
P5T5 743 ... .- - - - - M rmr aw @ G sme sms@s % 2 55 am s D.F 775
S3R8 73 ... .R.----- - v D s e e R T 785
89.6 780 . ... ----- mumon @G BE WS VA BOPE W s A B B2 SRoB BE 8 812
D117 782 . ... . ----- Sy o B Lo s ww mums ww s o ow BRis s s os F 814
JR-CSF 776 . ... . ----- EWE . pong LG Bed  yu mud BE S5 @ 5osd 34T 55 & 807
YU-2 77 .- - - - - mama ¢ w0 s &6 R S s @ s s mow o ma BE s Ba s 802
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Abbildung 43: Env Alignment der LTNP- und HIV-1 Kontroll-
patienten mit HXB2R

HXB2R 856 L 856 Identische Aminosauren sind im Alignment durch einen Punkt
MHOO01 858 . 858

MHOO2 873 . 873 wiedergegeben (.), freie Positionen durch einen Strich (-),

MHOO3 817 . 817 Stopcodons mit einen Stern (*). Die Farbbalken markieren die
MHO04 879 . 879 ] ) )
MHOO6 839 . 839 Bereiche des Signalpeptids (rot), gp120 (blau) und gp41 (grin).

MHOO8 885 . 885

19 856 . 86 Die Bereiche des Signalpeptids, der Variablen Schleifen sowie

P10 844 . 844 funktioneller Doméanen in gp41 sind gelb hinterlegt dargestellt und
HOE6 824 . 824 . . . .

P5T5 816 . 816 beschriftet. Konservierte Cysteine (*) und N-Gylkosylierungs-
S3R8 626 . 826 stellen in HXB2R (™) sind tber dem Alignment aufgezeigt. Fur
89.6 853 . 853

D117l 855 . 855 die Interaktion mit dem CD-Rezeptor (rot) bzw. Corezeptor (griin)
JR-CSF 848 . 848 _— L oo .
YU-2 843 843 wichtige Aminoséauren sind in der Sequenz von HXB2R farblich

unterlegt.
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6.3. Neutralisation HIV-1 Env-rekombinanter Reporterviren
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6.4. Kompetitionsstudien der HIV-1 spezifischen Peptidphagen
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Abbildung  44: Inhibition der Peptid-

phagenbindung durch trimeres HIV-1 Env

Durch Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen
von trimeren HIV-1 (ADA.C1l) bzw. CHO-neg
(Negativkontrolle) wird die Bindung der Peptid-
phagen an das jeweilige Serum inhibiert. Die
maximale Serumreaktivitat ist im Ansatz ohne
Inhibitor (Phage only) gegeben. Die Spezifitat der
Serumreaktivitat zeigen die Kontrollen mit einem
unspezifischen Phagen und dem wt-Phagen

(Kontrolle).
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6.5. Hybridoma-ELISA Untersuchung
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Abbildung 45: Hybridoma ELISA HIV-1 gp140 Bindungsreaktivitat

HIV-1 gp140 beschichtete Platten wurden mit 100 ul Hybridomadiberstand inkubiert. Der Nachweis
gebundener Mausantikorper erfolgte mit einem o-Maus-HRP Antikérper (1:5.000). Negativkontrolle
(G12): Zellkulturmedium; Positivkontrolle (H12): HIV-1 positives Serum (1:1.000) und a-Human-HRP
Antikorper (1:5.000).
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