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Referat:

Das 1995 entdeckte GB-Virus C (GBV-C) gehort als Pegivirus zur Familie der Flaviviridae
und ist nichtpathogen. In Industrieldndern sind 2 bis 12,5 % der gesunden Bevélkerung und
bis zu 45 % der Personen aus Risikokollektiven, z.B. Patienten mit Infektionen mit dem
humanen Immundefizienzvirus Typ 1 (HIV-1) oder dem Hepatitis-C-Virus (HCV), viramisch.
Die Mehrzahl der klinischen Studien und Metaanalysen zu GBV-C/HIV-1-Koinfektionen
zeigten, dass GBV-C mit einem verlangsamten Krankheitsverlauf und einer erhdhten
Uberlebenswahrscheinlichkeit von GBV-C/HIV-1-koinfizierten Patienten korreliert. In der
Hemophilia Growth and Development Study konnte dieser Effekt bei GBV-C/HCV-/HIV-1-
infizierten Kindern und Jugendlichen jedoch nur bedingt nachgewiesen werden. Dafir wurde
ein Zusammenhang zwischen einer GBV-C/HCV-Koinfektion und dem Ausheilen der HCV-
Infektion beobachtet und in einer weiteren Patientenkohorte aus der Anti-D-Studie bestatigt.
GBV-C/HCV-koinfizierte Patienten haben schlechtere Chancen, die HCV-Infektion
auszuheilen. Der Einfluss von GBV-C auf die HIV-1-Replikation wurde in
Zellkulturexperimenten untersucht. Es zeigte sich, dass sich die verschiedenen GBV-C-
Isolate hinsichtlich ihrer inhibitorischen Kompetenz unterschieden. Folgende mdogliche
Ursachen wurden untersucht: 1.) die IRES-Aktivitat als Indikator fir die Translationseffizienz,
2.) die NS5A-Sequenz des in der Literatur beschriebenen HIV-1-inhibitorisch aktiven 16mer-
Peptids sowie 3.) die E2-Sequenz und die HIV-1-inhibitorische Wirkung von 18mer-E2-
Peptiden. Es konnten weder Unterschiede in der IRES-Aktivitat noch in der NS5A-Sequenz
zwischen den unterschiedlich inhibitorisch-kompetenten GBV-C-Isolaten nachgewiesen
werden. Im E2-Protein hingegen wurden zwei fur alle HIV-1-nichtinhibitorischen GBV-C-
Isolate einheitliche Mutationen, E143K/H und T204A, identifiziert. Diese kdnnten eine
Ursache fur die Varianz in der Fahigkeit, HIV-1 zu inhibieren, darstellen. Die Mutation an
Position E143 ist an der Oberflache des nativen E2-Proteins exponiert und spielt
maoglicherweise im Hemmmechanismus eine wichtige Rolle. Hinweise darauf gaben die
Untersuchungen mit synthetischen 18mer-Peptiden, von denen das Peptid mit dem grof3ten
inhibitorischen Potenzial die Aminosaure an Position 143 beinhaltete. Eine mégliche Theorie
des Wirkmechanismus des E2-Proteins wére wie folgt denkbar: Das E2-Protein interagiert
Uber eine Doméane um die Aminosaure E143 mit dem gp41 des HIV-1, verhindert somit die
Fusion von Virus- und Zellmembran und in der Folge den Eintritt des HIV-1 in die Zielzelle.
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Einleitung

1. EINLEITUNG

Der menschliche Organismus ist permanent Pathogenen ausgesetzt. Im Lauf der Evolution
hat der Mensch deshalb ein Immunsystem entwickelt, das auf die unterschiedlichsten
Krankheitserreger reagieren kann. Haut und Schleimh&ute bilden die erste Barriere gegen
Pilze, Viren und Bakterien. Durch mechanische Gegebenheiten, Sekrete der Schleimhaute
und die Aufrechterhaltung einer physiologischen Bakterienflora wird die Besiedlung der
Kdrperoberflaichen passiv verhindert. Dartiber hinaus treten bereits hier die ersten aktiven
Schutzmechanismen im Rahmen der angeborenen bzw. adaptiven Immunabwehr in Kraft.
Sie basiert auf sezernierten antipathogen wirkenden Substanzen und zellvermittelten
Mechanismen. Zellulare Determinanten agieren unspezifisch im Rahmen des angeborenen
Immunsystems (Monozyten, Makrophagen, Granulozyten, dendritische Zellen, Nattrliche
Killerzellen) oder spezifisch durch Zellen des adaptiven Immunsystems (B- und T-
Lymphozyten) und sind Uber das Komplementsystem miteinander verknipft. Die Aktivierung
des Komplementsystems erfolgt durch die Erkennung pathogengebundener
Komplementfaktoren, wodurch eine unspezifische Immunreaktion ausgeldst wird. Die
spezifische Immunabwehr durch T-Zellen wird durch die Prozession und Prasentation der
pathogenen Strukturen auf der Zelloberflache antigenprasentierender Zellen (ber die
MHC(major histocompatibility complex)-Klasse-I und -lI-Molekiile initiiert. Von B-Zellen
sezernierte spezifische Antikérper hingegen koénnen freie antigene Determinanten in ihrer
nativen Form binden. Diese komplexen Mechanismen dienen dazu, Pathogene rasch zu
erkennen und schnell und effizient zu bekampfen.

Einige Krankheitserreger jedoch haben sich an diese Gegebenheiten angepasst und
Strategien entwickelt, die es ihnen ermdglichen, diese Schutzmechanismen zu umgehen.
Papillomaviren zum Beispiel infizieren Zellen der auRersten Hautschichten, die fir bestimmte
Zellen des Immunsystems nur begrenzt zuganglich sind und eine vor Reinfektion schitzende
Immunantwort verhindern. Adenoviren und das Epstein-Barr-Virus reduzieren die Anzahl der
MHC-Klasse-I-Proteine auf der Oberflache der infizierten Zelle und vermindern dadurch die
effektive Prasentation der pathogenen Antigene. Aufgrund dessen kdnnen zytotoxische T-
Zellen diese nicht erkennen, und das Virus entgeht der Eliminierung durch das
Immunsystem. Eine andere Strategie, die Immunantwort zu umgehen, ist die latente
Infektion. Das Humane Herpesvirus 1 produziert wahrend der Latenzphase in Nervenzellen
keine viralen Proteine, und die infizierten Zellen werden so vom Immunsystem nicht erkannt.
Das Humane Immundefizienzvirus Typ 1 (HIV-1) und die Influenzaviren modifizieren
kontinuierlich die Sequenz und Struktur ihrer an der Oberflache exponierten Proteinregionen
und entgehen so den neutralisierenden Antikdrpern des Wirts. Dartber hinaus infiziert HIV-1
CD4-Zellen und fihrt zu einer Hyperaktivierung des Immunsystems, indem es die CD4-T-
Zellen aktiviert und fir die eigene Replikation nutzt. Dies fuhrt im Verlauf der HIV-1-Infektion
zu einer drastischen Abnahme der T-Zellen. In diesem Zusammenhang gewinnen
Koinfektionen wie zum Beispiel chronische Hepatitisvirusinfektionen und andere
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opportunistische Infektionen an Bedeutung [*Gougeon et al. 1992]. Das vermehrte Auftreten
derartiger Infektionen und der Abfall der CD4-T-Zellzahl auf weniger als 200 Zellen/ul sind
charakteristisch fur die Manifestation des erworbenen Immunschwachesyndroms AIDS
(acquired immunodeficiency syndrome) [*Mellors et al. 1997]. Somit kénnen bei HIV-1-
Infektionen Erkrankungen beobachtet werden, die in anderen Situationen nicht relevant
werden. Diese Koinfektionen filhren mehrheitlich zu einer signifikanten Reduktion der
Uberlebensrate.

Im Gegensatz zur negativen Assoziation von Koinfektionen kénnen durch die gleichzeitige
Infektion mit einem anderen Pathogen auch positive Effekte auf Erkrankungen erzielt
werden. So erhielt Julius Wagner-Jurreg 1927 den Nobelpreis fur Physiologie und Medizin
fur seine Entdeckung, die progressive Paralyse, einem Spatstadium der Syphilis, durch die
Infektion der Patienten mit einem Malaria-Erreger (Plasmodium vivax oder Plasmodium
ovale) zu therapieren [*Aronoff et al. 2002]. Wahrscheinlich ist das ausgeldste Fieber fiir die
Bekampfung des Malariaerregers maf3geblich. Auch Studien mit HIV-1 demonstrierten die
Reduktion der HIV-1-Replikation infolge der Infektion mit Pathogenen wie dem Humanen
Herpesvirus Typ 6, Influenzaviren und dem Masernvirus [‘Asada et al. 1999, °Pinto et al.
2000, ®Moss et al. 2002, "Gracia et al. 2005, ®Ruel et al. 2008]. lhre Wirksamkeit ist jedoch
entweder zeitlich begrenzt oder die Untersuchungen beschranken sich derzeit auf
Zellkulturexperimente. Daruber hinaus verursachen diese Pathogene ebenfalls
Erkrankungen, die sich in erheblichem Umfang negativ auf den Organismus auswirken
kénnen.

Vor diesem Hintergrund sind retrospektive/prospektive epidemiologische Arbeiten von
Interesse, die zeigen, dass chronische Koinfektionen mit dem GB-Virus-C (GBV-C) bei HIV-
1-Patienten mit einer signifikant erhéhten Uberlebensrate, gekennzeichnet durch hohere
CD4-T-Zellzahlen und eine langsamere Progression zu AIDS, assoziiert sind [*Heringlake et
al. 1998, *Tillmann et al. 2001, *Xiang et al. 2001, **Zhang et al. 2006]. Da GBV-C bislang
mit keiner Erkrankung in Verbindung gebracht werden konnte, wird es als nichtpathogen
eingestuft.

1.1 DAS HUMANE IMMUNDEFIZIENZVIRUS

Mitarbeiter der Centers for Disease Control and Prevention (CDC) beschrieben 1981 eine
Erkrankung, die durch Stérungen des Immunsystems, eine Reduktion der CD4-positiven T-
Zellfraktion und opportunistische Infektionen gekennzeichnet war [*CDC weekly report 1981,
141982]. In den folgenden zwei Jahren charakterisierten mehrere Arbeitsgruppen diese neue
Krankheit, die den Namen erworbenes Immunschwéachesyndrom (AIDS) erhielt. 1983 gelang
es Forschern des Pasteurinstituts um Montagnier, ein Pathogen unbekannten Ursprungs aus
den Lymphknoten eines Patienten mit generalisierter Lymphadenopathie zu isolieren
[**Barré-Sinoussi et al. 1983]. Dieses Virus zeigte in vitro einen starken zytopathischen Effekt
in peripheren mononuklearen Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMC), wobei
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vornehmlich die CDA4-T-Zellen depletiert wurden. Die in hohen Titern freigesetzten
Viruspartikel enthielten eine Reverse Transkriptase und wiesen morphologische
Charakteristika der Retroviren auf [**Barré-Sinoussi et al. 1983, **Gallo et al. 1983, *’Levy et
al. 1984]. Dieses neue, in den USA, Europa und Afrika entdeckte Retrovirus wurde als
Humanes Immundefizienzvirus Typ 1 (HIV-1) bezeichnet [**Coffin et al. 1986]. HIV-1-Isolate
zeigen genetische Unterschiede und werden in die drei Gruppen M (major) mit 9 Subtypen
(A-K), O (outlier) und N (non-M/non-O) unterteilt. Dabei unterscheiden sich die Gruppen
genetisch um wenigstens 30 %, wahrend die Subtypen zwischen 15 und 20 % differieren
[®Levy et al. 2009].

Im Jahre 1986 wurde ein weiteres HI-Virus aus dem Blut westafrikanischer Patienten
isoliert [*°Clavel et al. 1986]. Aufgrund seiner Ahnlichkeit zu HIV-1 wurde das neue Virus als
Humanes Immundefizienzvirus Typ 2 (HIV-2) klassifiziert. Bei einer HIV-2-Infektion ist im
Vergleich zu HIV-1 ein langsamerer Abfall der CD4-T-Zellpopulation und eine deutlich
langere asymptomatische Phase sowie eine geringere Mortalitdtsrate bei CD4-T-Zellzahlen
Uber 500 Zellen/ul zu verzeichnen. Patienten mit HIV-2-induziertem AIDS zeigen zu HIV-1-
infizierten Patienten vergleichbare Prognosen [**Schirm van der Loeff et al. 2002].

1.1.1 Viruspartikel und Genomorganisation des HIV-1

Infektiose HIV-1-Viruspartikel haben eine Grolle von 100 nm und sind von einer
lipoproteinhaltigen Hullmembran umgeben, die wahrend des Replikationszyklus von der
Zellmembran der Wirtszelle abgeleitet wird. In dieser Lipidmembran sind die viralen
Glykoproteine (gp) gp4l und gpl20 eingebettet. Das Hillprotein gp4l hat eine
Molekillmasse von 41 kDa und ist als Trimer in der Membran verankert. An den aul3erhalb
der Membran gelegenen Bereich des gp4l sind ebenfalls trimere Komplexe des
Glykoproteins gp120 (120 kDa) nichtkovalent gebunden. Uber Myristinsaurereste am
aminoterminalen Bereich sind die Matrixproteine (MA, p17) mit der Hillmembran assoziiert.
Sie liegen als Trimere vor und bilden eine netzwerkartige Proteinschicht aus. Das
Viruscapsid (Core), das sich im Inneren des Viruspartikels befindet, weist eine konische
Form auf und wird aus den Capsidproteinen (CA, p24) gebildet. Das Capsid umschliel3t zwei
identische 9,7 kb-lange RNA-Stréange, die mit dem Nucleocapsidprotein (NC, p7) komplexiert
sind. Uber komplementéare Basenpaarung dimerisieren die beiden RNA-Genome. Zusétzlich
enthalt das Capsid die viralen Enzyme Reverse Transkriptase (RT, mit der RNase H-
Domane), Integrase (IN) und Protease (PR) (Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1: Aufbau eines HIV-1-Viruspartikels (modifiziert nach Lou Henderson) [?’Retroviruses, Kapitel 3].
gp: Glykoprotein.

Das Protein p6 ist an der Freisetzung des Viruspartikels beteiligt [**Garrus et al. 2001].
Neben diesen strukturellen Proteinen enthalt das Viruspartikel weitere virale Proteine (Vif,
Vpr, Vpu, Tat, Rev, Nef), die die Virusreplikation beeinflussen [**Gonda et al. 1985,
»Gelderblom et al. 1987, ®McCune et al. 1988, *’Earl et al. 1990, ®*Weiss et al. 1990,
*Kuznetsov et al. 2003, *°Zhu et al. 2006, ** Knipe et al. 2006]. Die RNA-bindenden Proteine
Tat und Rev sind essentiell fir die virale Replikation. Wahrend Tat die Expression der HIV-1-
Gene um ein Vielfaches verstarkt, ermoglicht Rev den Export der nichtprozessierten oder
noch nicht vollstandig prozessierten viralen mMRNA sowie der nichtprozessierten
genomischen viralen RNA aus dem Kern ins Zytoplasma und umgeht so einen zellularen
Kontrollmechanismus [**Felber et al. 1989]. Nef ist unter anderem firr die Aktivierung der
Zelle durch zellulare Signaltransduktion und die Verminderung der Expression des CD4-
Rezeptors auf der Zelloberflaiche verantwortlich [**Sawai et al. 1994]. Vif inhibiert die
Translation der gegen HIV-1 wirkenden zellularen Zytosindeaminasen der APOBEC-Familie
[**Sheehy et al. 2002, *Mercenne et al. 2010]. Vpu unterstiitzt Zusammenbau und
Freisetzung neuer Viren. Der Arrest des Zellzyklus und die Moglichkeit der Integration
transkribierter cDNA in den Zellkern teilungsinaktiver Zellen wird durch das Protein Vpr
gewahrleistet [*°Greene et al. 2002, *'Sakai et al. 2006, *Belzile et al. 2010].

Weitere regulatorische Aufgaben Gbernehmen die den kodierenden Bereich flankierenden
5’- und 3’-Sequenzen des HIV-1-Genoms. Die essentiellen Kontrollsequenzen fur die reverse
Transkription und die Integration in die zellulare DNA sind die R-Regionen. Daran schliel3t
sich die eine R-Region unmittelbar an die Cap-Struktur an und eine zweite ist vor der Poly-A-
Sequenz lokalisiert. Der R-Region im 5’-Bereich folgt die U5-Region mit Sequenzen fur die
Integration ins zellulare Genom. Die nachfolgende Primerbindungsstelle (Pbs) ist mit dem 3’-
Ende einer tRNA komplexiert und geht in eine Spleillidonorstelle tber, der die sogenannte Y-
Domane folgt, die das Verpackungssignal beinhaltet. An die 5’-nichttranslatierte Region
(NTR) schliel3en sich die kodierenden Genbereiche von HIV-1 an. Die darauf folgende
Sequenz der 3’-NTR beinhaltet unter anderem einen Polypurintrakt (PPT) und ist fur die
Initiation der Synthese des DNA-Doppelstrangs im Zuge der reversen Transkription
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verantwortlich. Wie die U5-Region dient die dem PPT folgende U3-Region der Integration ins
Wirtszellgenom und ist zudem fur die Genexpression des integrierten Provirus
verantwortlich. Sie enthalt den HIV-1-Promotor und cis-aktive Elemente, an die transaktive
zellulare  Proteine  binden. Das HIV-1-Genom schlie3t C-terminal mit einer
Polyadenylierungssequenz ab (Abbildung 1.2).

U5 U3

5 Cap.] I [. AAA 3’
W
R Pbs . L l i L PPT R
1 |
l Vpr  mm Ref - r—
v v Tat - Nef
Vif
Gag/Pol Vpu Env
[ | || |

v/ S /

Abbildung 1.2: Genomorganisation und Prozessierung der viralen Proteine des HIV-1.

Die Pfeile symbolisieren die Starke der Expression der einzelnen Genprodukte [modifiziert nach *Freed 2004].
CA: Capsid; gp: Glykoprotein; IN: Integrase; MA: Matrix; NC: Nucleocapsid; p6: Protein 6; Pbs:
Primerbindungsstelle; PPT: Polypurintrakt; PR: virale Protease; R: R-Region; RT: Reverse Transkriptase; U3/5:
U3/5-Region; W: Verpackungssignal.

Das einzelstrangige HIV-1-RNA-Molekil in Sense-Orientierung weist mit der 5’-Cap-Struktur
und der 3’-Polyadenylierungssequenz Charakteristika einer eukaryotischen mRNA auf. Die
RNA kodiert fur die sich teilweise Uberlappenden Leserahmen gag, pol und env. Die viralen
Proteine werden aus den Vorlauferproteinen Gag (55 kDa), Gag/Pol (160 kDa) und Env
(gp160, 160 kDa) synthetisiert und durch virale oder zellulare Proteasen in die einzelnen
Proteine gespalten. Aus dem Gag-Vorlauferprotein gehen das Matrix-, Capsid-,
Nucleocapsid- und p6-Protein hervor, wahrend das Gag/Pol-Polyprotein mittels Autokatalyse
in die fur die virale Replikation erforderlichen Enzyme Reverse Transkriptase, Integrase und
Protease sowie in die viralen Strukturproteine prozessiert wird. Die beiden Hullproteine gp41
und gpl20 werden durch die zellulare Protease Furin aus dem Env-Vorlauferprotein
prozessiert. Dariiber hinaus kodiert die RNA fir die sechs regulatorischen Proteine Vif, Vpr,
Vpu, Tat, Rev und Nef, die als mehrfach gesplei3te primare Transkripte freigesetzt werden
[“°Cullen et al. 1990, “*Hallenberger et al. 1992, “*Subbramanian et al. 1994, “*Cohen et al. 1996].
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1.1.2 Replikation des HIV-1

Initial fur die HIV-1-Replikation ist die Bindung des Viruspartikels tUber das Glykoprotein
gpl20 an den CD4-Rezeptor. Diese CD4-positiven Zellen sind Bestandteil des
Immunsystems. Zu ihnen gehéren T-Lymphozyten, Makrophagen und Monozyten sowie
dendritische Zellen. Neben CD4 spielen Chemokinrezeptoren, wie der CXC-
Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) und der CC-Chemokinrezeptor 5 (CCR5), eine wichtige Rolle
als Korezeptoren fiir Adsorption und Fusion [*Deng et al. 1996, “*Doranz et al. 1996, “°Feng
et al. 1996]. Infolge der Bindung des viralen Oberflachenproteins gp120 an den CD4-
Rezeptor wird eine Konformationsanderung des Glykoproteins induziert, die die
Membranfusionsaktivitat des aminoterminalen Bereichs des gp41 aktiviert. Nach Fusion von
Virus- und Zellmembran wird das das RNA-Genom enthaltende Capsid ins Zytoplasma der
Wirtszelle freigesetzt. Dabei wird es strukturell derart verandert, dass die Umschreibung der
viralen RNA in doppelstrangige DNA (reverse Transkription) durch die mit dem RNA-Genom
assoziierte Reverse Transkriptase erfolgen kann. Die DNA-Synthese beginnt mit der
Bindung des 3’-OH der tRNA an die Primerbindungsstelle in der 5-NTR, wodurch die
Synthese des Minusstrangs in 5’-3’-Richtung mit der Bildung eines kurzen DNA-Strangs bis
zum 5-Ende der RNA initiert wird. Die RNase-H-Domane des Reverse
Transkriptase/RNase H-Komplexes baut in der Folge den RNA-Strang des RNA-DNA-
Hybrids ab, sodass das kurze einzelstrangige DNA-Molekdl tbrig bleibt. Es wird an das 3'-
Ende des RNA-Genoms transferiert (1. Strangtransfer) und dient als Primer fur die
Elongation des ersten kompletten DNA-Strangs. Das daraus resultierende RNA-DNA-
Molekul wird wiederum durch die RNase H zu einem DNA-Einzelstrang prozessiert. Lediglich
die RNA im Bereich des Polypurintraktes bleibt erhalten und dient als Primer fir die
Synthese des ersten doppelstrangigen DNA-Abschnitts. Dieser beinhaltet noch die tRNA, die
in der Folge ebenfalls abgebaut wird. Der so entstehende 3’-Uberhang hybridisiert tber
komplementare Basenpaarung mit dem 3’-Ende des durchgehenden DNA-Strangs und stellt
die Primerstruktur fur die nachfolgende Synthese des DNA-Doppelstrangs zur Verfigung (2.
Strangtransfer). Die Vervollstdndigung des DNA-Doppelstrangs erfolgt durch die
Polymerase-Aktivitdt der Reversen Transkriptase. Die provirale DNA, assoziiert mit
Matrixproteinen, der Integrase sowie dem Vpr-Protein, bildet den Praintegrationskomplex.
Dieser wird in den Zellkern transportiert, wo die Integrase den Einbau linearer
doppelstrangiger viraler DNA in das Wirtszellgenom katalysiert. Dabei werden am 3'-
Terminus zwei bis drei Nukleotide abgespalten, sodass 5-Uberhdnge entstehen. In der
zelluldren DNA erzeugt die Integrase an nicht spezifischen Stellen des Genoms ebenfalls 5’-
Uberhéange. Danach werden die 3'-Enden der viralen und die 5-Enden der zellularen DNA
ligiert und die Einzelstrangbriiche durch die zellulare Reparaturmaschinerie aufgefillt. Im
Zuge des Integrationsprozesses verliert die virale DNA die 5-Uberhdngenden Nukleotide,
wogegen 4 bis 6 Basen des zellularen Genoms dupliziert werden. Die Integrase katalysiert
ausschlielich die Integration linearer viraler DNA. Ausgehend von der integrierten Provirus-
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DNA werden von der zellularen RNA-Polymerase Il zu Beginn mehrfach gespleil3te mRNA
generiert, welche die Proteine Tat, Rev und Nef codieren. Das Tat-Protein bindet an das
TAR-Element (transactivation response) im LTR(long terminal repeat)-Promotor, stabilisiert
den Transkriptionsinitiationskomplex und fordert die Synthese langerer RNA-Transkripte.
Rev bindet die RNA-Transkripte und induziert deren Transport aus dem Nukleus ins
Zytoplasma, wo die Synthese der Vorlauferproteine stattfindet. Durch den Rev-vermittelten
Transport erfolgt auch der Transfer viraler Volllangengenome aus dem Nukleus. Die
Prozessierung der viralen Proteine erfolgt mittels zellularer bzw. viraler Proteasen. Das Env-
Vorlauferprotein wird an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) translatiert
und im Lumen des ER glykosyliert. Die Furinprotease spaltet dann wahrend des Transports
des Proteins zur Zellmembran die beiden Proteine der Hullmembran (gp41, gp120) aus dem
Env-Vorlauferprotein. Gag- und Gag/Pol-Vorlauferproteine werden an freien Ribosomen im
Zytoplasma synthetisiert und zur Innenseite der Plasmamembran transportiert, wo sie tber
myristylierte Aminotermini der Matrixproteine binden. Dort findet die Morphogenese statt.
Dabei lagern sich zwei RNA-Molekile mit den jeweiligen W-Domanen in die
Nucleocapsidproteinabschnitte ein, und die Vorlauferproteine viraler Enzyme assoziieren.
Daraufhin stllpt sich der mit den anderen viralen Proteinen angereicherte Bereich der
Zellmembran um und schnirt sich als Vesikel ab. In diesem unreifen Viruspartikel
prozessiert die autokatalytische virale Protease die viralen Proteine MA, CA, NC, p6, IN, RT
und PR aus dem Gag/Pol-Vorlauferprotein. Gleichzeitiy kommt es zu strukturellen
Veranderungen, wodurch infektiése Viruspartikel entstehen [*'Miller et al. 1997, “*Freed et al.
2001, “Gomez et al. 2005].

1.1.3 Epidemiologie, Ubertragung und Klinik des HIV-1

Die Infektionsraten fir HIV sind im weltweiten Durchschnitt in den letzten Jahren gesunken.
Dennoch lebten im Jahr 2009 33,3 Millionen Menschen mit HIV, wobei sich 2,6 Millionen
Menschen neu infizierten. 1,8 Millionen starben durch AIDS-assoziierte Erkrankungen sowie
2 Millionen durch opportunistische Infektionen. Die grof3te HIV-Pravalenz findet sich in den
afrikanischen Staaten sudlich der Sahara, wo 2009 22,5 Millionen Menschen (68 % der
weltweit HIV-Infizierten) mit dem Erreger infiziert waren. Die Zahl der Neuinfektionen ist zwar
im Vergleich zu den Jahren 1990 bis 1995 riicklaufig, jedoch steigt die Rate der Menschen,
die mit HIV leben, aufgrund einer effizienteren antiviralen Therapien (ART) weiter an
[°UNAIDS report 2010].

HIV-1 wird vor allem durch kontaminiertes Blut, Sexualkontakt und von Mutter zu Kind
Ubertragen. Dabei ist die Wahrscheinlichkeit fur eine Infektion abhangig von der HIV-1-
Viruslast der Ubertragenen Korperflissigkeit, den genetischen Eigenschaften des Virus und
den zellularen sowie immunologischen Gegebenheiten des menschlichen Organismus.
Studien zeigen, dass bei einer Viruslast von weniger als 1500 RNA-Kopien/ml Plasma die
Infektionsrate stark reduziert ist [>**Quinn et al. 2000, *Gray et al. 2001]. Die héchsten
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Viruskonzentrationen finden sich in PBMC, im Blutplasma, in der Zerebrospinalflissigkeit
und im Ejakulat sowie in weiblichen Genitalsekreten [**Busch et al. 1996, **Quinn et al. 1996,
*Kashuba et al. 1999, **Shepard et al. 2000].

Der Verlauf der HIV-1-Infektion wird in drei Phasen unterteilt, die durch ihre jeweilige
Klinik und die Anzahl der CD4-positiven T-Zellen im Blut charakterisiert sind. Infolge der
Primarinfektion kénnen bei bis zu 70 % der Patienten relativ unspezifische, grippeéhnliche
Symptome beobachtet werden (Fieber, Lymphknotenschwellung). Sie treten ca. 2 Wochen
nach der Infektion auf. Gleichzeitig mit den Symptomen sind hohe Titer viraler RNA im
Plasma nachweisbar (10°-10” Kopien/ml) [*'Piatak et al. 1993]. Die Anzahl der CD4-T-Zellen
nimmt signifikant ab. Vor allem im Gastrointestinaltrakt sterben ein Grof3teil der CD4-
T-Zellfraktion sowie Uber 50 % der CD4-T-Gedachtniszellen des peripheren Blutes. Im
Rahmen der Primarinfektion integriert HIV-1 als Provirus in einen Teil der verbleibenden
T-Zellen und hat so Uber Jahrzehnte ein Reservoir zur Verfigung. Im Verlauf der akuten
HIV-1-Infektion werden Antikérper gegen virale Proteine (p24, pl7, p6, gp4l, gpl20)
gebildet, die zum Teil in der Lage sind, HIV-1 zu neutralisieren. Hierfir binden sie z. B. an
das gp41/gpl120 freier Viren bzw. an den CD4/gp120-Komplex und verhindern damit die
Fusion von Zell- und Virusmembran [*®Burton et al. 2004]. Im weiteren Krankheitsgeschehen
nimmt die Anzahl der CD8-T-Zellen zu. Dadurch verschiebt sich das Verhéaltnis CD4- zu
CD8-positiven T-Zellen zugunsten der CD8-T-Zellen. Durch den antiviralen Effekt dieser
zytotoxischen T-Zellen kommt es zu einem Absinken des HIV-1-RNA-Titers auf 10° bis 10°
Kopien/ml [*Borrow et al. 1994, *®Kuop et al. 1994]. Der Abfall der HIV-1-Viruslast und das
Abklingen der initialen Symptome kennzeichnen den Beginn der zweiten Phase der HIV-1-
Infektion (ca. 6 Wochen nach Infektion). Diese Phase ist durch die Abwesenheit von HIV-1-
assoziierten Erkrankungen sowie durch eine geringe, aber permanente Virusreplikation und
stabile CD4-T-Zellzahlen (> 500 Zellen/ul) charakterisiert. Aufgrund der spezifischen
Immunabwehr entstehen, bedingt durch den Selektionsdruck, Virusmutanten mit der
Fahigkeit, die Abwehrmechanismen des humanen Organismus zu umgehen [**Price et al.
1997]. In Abhéngigkeit vom immunologischen Status sowie von genetischen
Voraussetzungen des Patienten und des Virus schlieBt sich im Zeitraum zwischen 6
Monaten und mehreren Jahren die dritte Phase der HIV-1-Infektion an. Die Patienten
entwickeln AIDS, indem sich bei den Betroffenen fur die HIV-1-Infektion typische
opportunistische Infektionen und schwer behandelbare Tumorerkrankungen ausbilden wie
zum Beispiel Pneumocystis-caninii-Pneumonie [**Huang et al. 2009], verschiedene
Lymphome [**Beral et al. 1991], Kaposi-Sarkom [**Weiss 1987], Tuberkulose [**Rastogi et al.
1992] und Toxoplasma-Enzephalitis [*°Luft et al. 1988]. Charakterisiert ist der Eintritt in die
dritte Phase der HIV-1-Erkrankung durch das Absinken der CD4-T-Zellen unter 200 Zellen/pl
[®’Crowe et al. 1991, ®Miller et al. 1999].

Trotz aller Fortschritte ist eine Eradikation von HIV-1 durch die Behandlung mit antiviralen
Substanzen bislang nicht mdoglich. Ebenso bleibt die Entwicklung eines protektiven
Impfstoffes ein schwer realisierbares Ziel. HIV-1 integriert in der Primarphase in das humane
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Genom. In diesem Latenzstadium kann es in den ruhenden Zellen selbst unter antiviraler
Therapie jahrelang persistieren [*°Chun et al. 2005]. Das Immunsystem ist nicht in der Lage,
diese latent infizierten Zellen zu erkennen und zu eliminieren. Durch externe Einflisse
kénnen diese Zellen stimuliert und zur Produktion neuer infektiéser Viren aktiviert werden.
Angriffsziele der antiviralen Therapie sind die verschiedenen Phasen der HIV-Replikation
(Fusion, Viruseintritt, reverse Transkription, Integration) und die dafiir essentiellen viralen
Enzyme (Reverse Transkriptase, Integrase, Protease) [°Dau et al. 2009]. Unabhangig von
der Therapiestrategie kommt es aufgrund der hohen Fehlerrate der Reversen Transkriptase
(Mutationsrate 3,4 x 10°°/bp/Replikationszyklus) [*Mansky et al. 1995] und der
Rekombinationsmdglichkeiten des Virus im Verlauf der Replikation zur Entstehung viraler
Resistenzen [?Chen et al. 2004, "Kiertiburanakul et al. 2009]. Insbesondere Monotherapien
sind durch die schnelle Ausbildung von Mutanten wenig effizient [* Wei et al. 2002,
"Delaugerre et al. 2009]. Durch die Kombination mehrerer Therapeutika kénnen die HIV-
RNA-Titer im Plasma langfristig gesenkt werden. Diese Medikation wird als highly active
antiretroviral therapy (HAART) bezeichnet. Trotz der zahlreichen Nebenwirkungen wie zum
Beispiel Durchfall, Ubelkeit, Abgeschlagenheit, Kopfschmerzen, Neuropathien sowie
Lipodystrophie [**Herold 2005] ist diese seit 1996 verfiigbare Kombinationstherapie derzeit
die einzige Option gegen das Virus, da sie in der Lage ist, die AIDS-assoziierte Morbiditét
und Mortalitat signifikant zu senken [’Carr et al. 1998, ®Palella et al. 1998, Race et al.
1998, %°Chen et al. 2007, %'Boyd et al. 2009, %*Randell et al. 2009]. Andererseits steigt die
Anzahl der Lebererkrankungen bzw. die Mortalitétsrate der Patienten durch die Koinfektion
mit Hepatitisviren jedoch an [**Ockenga et al. 1997, *Borgia et al. 2003, **Kopnocknicki et al.
2005, ®Rockstroh et al. 2005, ®Thomas et al. 2008]. Mittlerweile stellen Hepatitis-C-
Virus(HCV)-induzierte Lebererkrankungen einen der Hauptgriinde fir die Sterblichkeit bei
HIV-1-infizierten Patienten aus Industrienationen dar [**Blackard et al. 2008].
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1.2 GB-VIrRus C

Bereits vor 4000 Jahren gab es Hinweise auf Hepatitisepidemien. In den 1960er Jahren
waren Pathogene, die diese Lebererkrankungen auslosen, Gegenstand zahlreicher
Forschungen. Zum heutigen Zeitpunkt sind die Hepatitisviren A bis E bekannt. 1947
charakterisierte MacCallum zwei verschiedene Formen infektioser Hepatitiden: eine Typ-A-
Hepatitis, Ubertragen durch kontaminierte Nahrungsmittel und Wasser, und eine Typ-B-
Hepatitis, tbertragen durch Blut. In den Jahren 1963 bis 1967 isolierten die Arbeitsgruppen
um Blumberg und Alter ein Antigen, das spéater als HBsAg bezeichnet wurde und das sie mit
einer Hepatitis B in Verbindung brachten [**Blumberg et al. 1965, *Alter et al. 1966]. 1970
gelang es Dane ["et al. 1970], intakte Hepatitis-B-Virus(HBV)partikel aus Blutproben zu
isolieren und mit dem Elektronenmikroskop zu untersuchen. 1973/1974 war es Feinstone et
al. [*%1973, #1974] méglich, das Hepatitis-A-Virus (HAV) néher zu charakterisieren. Damit
konnte jetzt zwar ein Teil der Hepatitiden auf die Infektion mit HAV oder HBV zurlckgefihrt
werden, die Ursache fur die sogenannten NonA-nonB-Hepatitiden war jedoch weiterhin
unbekannt. Auch Deinhardt et al. gelang es bereits 1967 [*], mit dem Serum eines Patienten
(Initialen G.B.) in Tamarinen (Saguinus — aus der Gattung der Krallenaffen) eine Hepatitis zu
induzieren. Bei diesem Patienten konnte zu diesem Zeitpunkt eine fulminante NonA-nonB-
Hepatitis diagnostiziert werden. Ausgehend davon, dass es sich um ein Isolat eines der
humanen Hepatitisviren handelte, wurde in weiteren Experimenten auch mit Seren anderen
Ursprungs jedoch deutlich, dass ein von den bekannten Hepatitisviren verschiedenes Agens
vorlag. Eine Identifikation gelang zu diesem Zeitpunkt nicht [*°Deinhardt et al. 1975, **Tabor
et al. 1979, *Purcell et al. 1993]. Im Jahr 1979 entdeckten Rizzetto und Gerin das allein
replikationsinkompetente Hepatitis-D-Virus (HDV) in HBV-infizierten Patienten [®Rizzetto et
al. 1979] und in den 80er Jahren folgte die Beschreibungen des Hepatitis-E-Virus (HEV)
[*Balayan et al. 1983]. Doch erst mit der Entdeckung des HCV 1989 konnte einem GroRteil
der NonA-nonB-Hepatitiden eine Ursache zugeordnet werden [**°Choo et al. 1989].

Die Entdeckung der Viren und deren Ubertragungswege ermoglichte die Entwicklung
effektiver Nachweismdoglichkeiten in Blutproben, um eine Ansteckung der Empfanger zu
verhindern. Zeitgleich stand die Entwicklung von Impfstoffen im Mittelpunkt. So wurden 1996
und 1980 Impfungen gegen HAV und HBV etabliert. Die Entwicklung eines potenten
Impfstoffs fir HCV gelang bislang nicht. Trotz aller Bemihungen, die zur Identifizierung der
drei hauptséchlich hepatitisinduzierenden Viren fihrten, konnten immer noch nicht alle
akuten oder chronischen Hepatitiden auf eine Ursache zuriickgefuhrt werden. Daher
beschaftigte sich die Forschung weiterhin mit der Suche nach neuen Hepatitisviren. Im
Rahmen dessen wurde auch auf Proben von Deinhardt et al. zurlickgegriffen, um das dort
enthaltene infektiose Agens zu identifizieren. Auf dieser Basis und anhand der Experimente,
die bereits in den 1970er Jahren durchgefuhrt wurden, gelang in den 1990er Jahren die
Isolation des damals erfolgreich fiir Tamarinenexperimente genutzten Hepatitiserregers
zeitgleich durch zwei Forschergruppen. 1995 isolierte die Arbeitsgruppe um Simons aus
Tamarinen nach der Infektion mit dem GB-Agens (benannt mit den Initialen des Spenders
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aus den 70er Jahren) die Genome zweier unbekannter Viren (GB-Virus A: GBV-A, GB
Virus B: GBV-B) [**!Simons et al. 1995]. Aufgrund von Sequenzanalysen konnte eine
Homologie zum HCV-Genom nachgewiesen werden, weshalb sie der Familie der
Flaviviridae zugeordnet wurden. Allerdings war in Menschen weder GBV-A noch GBV-B
nachweisbar. Basierend auf der Helikaseregion der Flaviviren wurden degenerierte Primer
entwickelt, mit deren Hilfe es gelang, in HBV-/HCV-negativen humanen Blutspendern
virusédhnliche Nukleotidsequenzen zu identifizieren. Diese wiesen auf Nukleotidebene eine
Identitat von 59 % und auf Aminosaureebene von bis zu 73 % auf [**!Simons et al. 1995].
Sequenzanalysen ergaben, dass das neu isolierte Agens kein Subtyp des HCV darstellte,
aber eng mit den beiden Viren GBV-A und GBV-B verwandt war. Es wies jedoch
ausreichende Unterschiede aus, um es als neues Virus mit dem Namen GB-Virus C
(GBV-C) zu klassifizieren. Die Viren GBV-A und GBV-C sind enger miteinander verwandt als
mit GBV-B, das wie das HCV ein Core aufweist. Aufgrund der Gemeinsamkeiten jedoch
werden die GB-Viren einer eigenen phylogenetischen Gruppe zugeordnet (Abbildung 1.3).

Dv2 JEV GBV-C,,.,
YFV
GBV-Cyroq
TBEV o
Flavivirus GBV-A,,
6}:;&'4 £
v

BVDV GBV-A
Pestivirus

5A

AR GBV-B

&

HZ4 HCV
Hepacivirus

Jqt

W
>

Abbildung 1.3: Phylogenetische Beziehungen verschiedener Mitglieder der Flaviviridae.

Die Basis bildeten Vergleiche der RNA-abhéngigen RNA-Polymerasesequenz. Abgebildet sind die Genera
Flavivirus, Pestivirus und Hepacivirus sowie die GB-Viren mit reprasentativen Isolaten der jeweiligen Genotypen.
Humanes GBV-C mit 5 Genotypen und GBV-C aus Schimpansen. Die vier GBV-A-Genotypen wurden in
Sanguinus nigrocallis (GBV-A), Sanguinus labiatus (GBV-Aiap), Aotus Trivirgatus (GBV-Ayi), ein ,callithrix hybrid’
(jacchus-penicillata cross) (GBV-Amy) identifiziert. 0,2 Distanz représentiert 0,2 Aminoséauresubstitutionen pro Position.

BVDV: Bovines Diarrhoevirus; DV2: Denguevirus Serotyp 2; GBV: GB-Virus; HCV: Hepatitis C Virus; JEV:
Japanisches Enzephalitisvirus; TBEV: Thick-borne Enzephalitisvirus; YFV: Gelbfiebervirus [**’Mohr et al. 2009].

Zeitgleich wurde durch Linnen et al. [*°*1996] ein cDNA-Klon aus einem HCV-infizierten
Patienten isoliert, charakterisiert und als Hepatitis-G-Virus (HGV) bezeichnet.
Sequenzvergleiche zwischen GBV-C und HGV ergaben eine Identitdt von 85,5 % in der
Nukleotid- und 100 % in der Aminosduresequenz, sodass beide Viren als verschiedene
Isolate des gleichen Virus angesehen werden [***Zuckermann et al. 1997]. Laut einer
aktuellen Studie wird die Reklassifizierung der GB-Viren als eine eigene Untergruppe der
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Flaviviren, als Pegiviren, vorgeschlagen ['**Stapleton et al. 2011]. Mit seiner geringen
Mutationsrate [*°°Smith et al. 2000] unterscheiden sich die bislang identifizierten sechs
Genotypen lediglich in 11 % ihrer Sequenz. Im Vergleich dazu weist HCV zwischen seinen
Genotypen eine Diversitat von bis zu 30 % auf ['®Muerhoff et al. 2006, **’Mohr et al. 2009].
Analog zu HCV und anderen Viren treten die GBV-C-Genotypen in geographisch
unterschiedlichen Gebieten auf: Genotyp 1 dominiert in Westafrika, Genotyp 2 in Nord- und
Sudamerika ebenso wie in Europa, Genotyp 3 in Sudostasien, Genotyp 4 in Stdostasien und
Japan, Genotyp 5 in Suidafrika und Genotyp 6 in Indonesien [**®*Tucker et al. 2000, *®Nishiya
et al. 2003, ®Muerhoff et al. 2006].

1.2.1 Struktur und Genomorganisation

GBV-C weist einen spharischen Partikelaufbau mit einem Durchmesser von 40 bis 60 nm
auf. Eine Lipidhallmembran, in die die Glykoproteine E1 und E2 integriert sind, umgibt die
einzelstréngige positiv orientierte RNA. Das 8,9 bis 9,4 kb-lange Genom enthélt einen
einzelnen offenen Leserahmen und zeigt Homologien zu HCV. Die Gensequenzen werden
von nichttranslatierten Regionen flankiert, wobei die 5-NTR eine interne ribosomale
Bindungsstelle (internal ribosomal entry site — IRES) enthélt. Eine Cap-Struktur sowie eine
Polyadenylierungssignal fehlen. Ausgehend vom Genom wird im Zuge der Replikation ein
Polyprotein synthetisiert, das im weiteren Verlauf zu Einzelproteinen prozessiert wird.
N-terminal finden sich die Strukturproteine E1, E2 und das Protein p5.6, an die sich die
Sequenzen fir die Nichtstrukturproteine (NS) NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B
anschlieBen ["°Leary et al. 1996, ®Linnen et al. 1996]. In Homologie zu HCV kodieren die
Proteine E1 und E2 zwei virale Proteine der Virushille. Das Protein p5.6 bildet einen
lonenkanal. Das NS2-Protein agiert als Autoprotease und fur das NS3-Protein wurden
Funktionen einer Helikase mit RNA-Entwindungsaktivitdt sowie einer Serinprotease
nachgewiesen. Fiur die Funktionalitdt der NS3-Protease ist NS4A als Kofaktor erforderlich
[*'Belyaev et al. 1998]. Die Aufgabe des NS4B-Proteins im Replikationszyklus von GBV-C
ist im Detail noch nicht geklart. Es gibt Hinweise, dass es als Bestandteil der Replikase zur
Ausbildung von Membranstrukturen (assoziiert mit dem ER) beitragt. Das NS5A-Protein stellt
eine interferonsensitive Komponente dar. Die fur die Replikation essentielle RNA-abhé&ngige
RNA-Polymerase wird durch das NS5B-Protein reprasentiert (Abbildung 1.4) [***Simmonds
et al. 2001, ***Berzsenyi et al. 2005].
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Abbildung 1.4: Genomorganisation von HCV und GBV-C im Vergleich.

[modifiziert nach *°Leary et al. 1996, ***Grassmann et al. 2005].

C: Capsid/Core-Protein; E: Membranprotein; IRES: internal ribosomal entry site; NS: Nichtstrukturprotein; NTR:
nichttranslatierte Region; p: Protein.

Trotz der strukturellen und funktionellen Homologien zu HCV konnte fir GBV-C bislang kein
Capsid nachgewiesen werden ['%Linnen et al. 1996, *>Erker et al. 1996, *°*Simons et al.
1996, ’Mohr et al. 2009]. Einige Forschergruppen haben jedoch Antikdrper aus GBV-C-
Infizierten identifiziert, die gegen ein Protein wirken, das von einem dem Startcodon
verschiedenen AUG in 5-3'-Orientierung translatiert werden kann. Sie postulieren, dass
dieses Protein in vivo exprimiert wird [*'Xiang et al. 1998, *®Xiang et al. 1999, *Richter
2009]. Kondo et al. [**°1998] konnten zeigen, dass ein Protein in der minusstrangigen RNA,
die wahrend der Replikation als Intermediat gebildet wird, im Leserahmen des E2-Proteins
kodiert sein kénnte, wahrend Pavesi et al. [**'2000] einen alternativen Leserahmen in der
NS5A-Region vermuten. Diese Daten weisen darauf hin, dass moglicherweise auch fur
GBV-C ein Capsidprotein existiert. Alternativ konnte GBV-C ein Core-ahnliches Protein der
Wirtszelle oder eines koinfizierenden Virus nutzen. Daruber hinaus ware das Fehlen eines
Core-Proteins fur GBV-C denkbar, da bislang der elektronenmikroskopische Nachweis fehlt.

1.2.2 Replikation

Im Gegensatz zu HCV handelt es sich bei GBV-C nicht um ein primér hepatotropes Virus
[**Berg et al. 1999, '**Kao et al. 1999]. Erste Hinweise auf den Replikationsort ergaben sich
aus Untersuchungen von Kobayashi et al. [***1999], die eine Replikation in monozytdren
Zellen nachwiesen. Im selben Jahr zeigten auch Fogeda et al. [**>1999] die Replikation von
GBV-C in PBMC. Xiang et al. [***2000] konnten durch Transfektion eines Volllangen-RNA-
Transkripts eines GBV-C-cDNA-Klons in CD4-positiven T-Lymphozyten eine GBV-C-
Replikation induzieren. Dariiber hinaus demonstrierten George et al. [**’2006], dass klinische
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GBV-C-Isolate CD4- und CD8-positive T-Lymphozyten-Fraktionen sowie CD19-positive B-
Lymphozyten infizieren. Diese Daten sind Hinweise darauf, dass GBV-C ein
panlymphotropes Virus ist. Die einzelnen Replikationsschritte im Detail zu verstehen, wird
durch das Fehlen eines effizienten Zellkultursystems fur GBV-C erschwert. Vermutlich
erfolgt, vergleichbar mit HCV, die Bindung und Aufnahme uber rezeptorvermittelte
Endozytose. Dabei interagiert das E2-Protein mit einem oder mehreren zellularen
Rezeptoren. Hinweise, nach denen der CD81-Rezeptor, der als zellularer Rezeptor fur HCV
beschrieben wurde, ebenfalls als Bindungsmolekiil fur GBV-C dient ['***Nattermann et al.
2003], konnten nicht bestatigt werden [***Kaufman et al. 2007]. Infolge der Fusion der viralen
und zellularen Membran wird das RNA-Genom ins Zytoplasma freigesetzt. Aufgrund der
besonderen Struktur der 5-NTR wird eine cap-unabhangige Translation erméglicht. Nach
einem Modell von Simons et al. [*°1996] besteht die IRES des GBV-C aus
Einzelstrangbereichen sowie stark konservierten Sekundarstrukturen in Form von Helices.
Innerhalb der IRES ist zudem das postulierte Startcodon (AUG) der Translation lokalisiert. Es
befindet sich vor der kodierenden Region flir das E1-Protein und ist in vitro verantwortlich fur
den Start der Translation. Die Autoren gehen von folgender Funktionsweise der IRES aus:
Das Ribosom bindet an einen Sequenzabschnitt vor dem eigentlichen Startcodon und scannt
die RNA in 5’-3’-Richtung. Bei Erreichen des Startcodons wird dann die Translation initiiert,
in deren Folge ein einzelnes Polyprotein exprimiert wird. Durch zellulare und virale
Proteasen erfolgt die co- und posttranslationale Prozession in die einzelnen viralen Proteine.
Die Glykosylierung der Glykoproteine E1 und E2 wird im ER realisiert. Die Freisetzung der
Strukturproteine E1, E2 und p5.6 erfolgt durch mit dem ER assoziierte zellulare
Signalpeptidasen [**®Linnen et al. 1996, *Simons et al. 1996]. E1 und E2 assoziieren dann
an der Zelloberflache zu Heterodimeren. Die Spaltung der Nichtstrukturproteine erfolgt durch
virale Proteasen. Die NS2-Autoprotease spaltet den Polyproteinstrang zwischen den
Proteinen NS2 und NS3, wohingegen die NS3-Serinprotease die Spaltungen an den
Ubergangen NS3-NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NS5A und NS5A-NS5B katalysiert. Dabei
erfordert die Proteolyse am Ubergang NS4B-NS5A die Aktivitait des NS4A-Proteins als
Kofaktor ["'°Leary et al. 1996, **'Belyaev et al. 1998]. Die Synthese viraler genomischer RNA
wird vermutlich vergleichbar zu HCV durch die Amplifikation einer Minusstrang-RNA
induziert, die als Vorlage fiur die Synthese von Plusstrang-RNA dient. Verantwortlich hierfur
ist das NS5B-Protein, das als virale RNA-abhangige RNA-Polymerase fungiert [**°Ali et al.
2002, ™'Ferron et al. 2005]. AuBerdem ist vermutlich die Helikase (NS3) in den GBV-C-
Replikationszyklus involviert [***Reed et al. 2000, ***Cuceanu et al. 2001, “*Berzsenyi et al. 2005].
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1.2.3 Ubertragung, Pravalenz und Klinik

GBV-C wird parenteral, vertikal und sexuell Ubertragen [***Feucht et al. 1996, ***Lin et al.
1996, *5Schmidt et al. 1996, *'Stark et al. 1996, *®Alter et al. 1997, *°Kao et al. 1997,
“Oviazov et al. 1997, *'Lefrére et al. 2000, ***Frey et al. 2002, ***Paternoster et al. 2009].
Die Pravalenz der GBV-C-Virdmie schwankt hinsichtlich der geographischen Herkunft der
Studiengruppe. Sie liegt in westlichen Industrielandern bei 2 bis 12,5 % [**/Dille et al. 1997,
“*Nordbo et al. 2000, “*°Christensen et al. 2003], wihrend in Afrika mehr als 10 % der
gesunden Bevélkerung GBV-C-RNA aufweisen [**’Dawson et al. 1996, ***Tucker et al. 1997,
19Tanaka et al. 1998, *°Tuveri et al. 2000].

GBV-C kann mehrere Jahre im Organismus persistieren [**'Tacke et al. 1997a, **Feucht
et al. 1997a]. Die Mehrheit der Patienten bildet jedoch innerhalb der ersten Jahre nach
Infektion Antikdrper gegen das E2-Protein, deren Auftreten mit der Eliminierung des Virus
einhergeht. Gleichzeitiges Vorliegen einer GBV-C-Viramie und von Anti-E2-Antikdrpern ist
daher sehr selten [**Dille et al. 1997, *'Tacke et al. 1997a, *Tillmann et al. 1998,
williams et al. 2004]. Bei 9 bis 16 % der gesunden Probanden und bei bis zu 68 % der
Patienten aus Risikogruppen kénnen E2-Antikérper nachgewiesen werden [**°Tacke et al.
1997b, °Heringlake et al. 1998, ™*Tillmann et al. 1998, ***Feucht et al. 1999, **'Tan et al.
1999, *®Bjérkmann et al. 2001, **Kleinmann et al. 2001].

Neben der hohen Anti-E2-AntikOrperpravalenz ist auch die Rate der GBV-C-Viramie
aufgrund erhdhter Exposition bei Patienten mit chronischer Hepatitis, Leberzirrhose oder
Leberzellkarzinom mit 10 bis 38 % hoch [**°Heringlake et al. 1996, *'Panda et al. 1996,
182| jghtfood et al. 1997, ***Kanda et al. 1997, ***Rambusch et al. 1998, ***Tagger et al. 1999,
1%Kapoor et al. 2000, **"Jones et al. 2005, ***Vogt et al. 2006, **Tassopoulos et al. 2008].
Obwohl einzelne Studien einen maoglichen Zusammenhang zwischen einer fulminanten
Hepatitis und einer GBV-C-Infektion beobachteten [*"°Yoshiba et al. 1995, ‘"*Heringlake et
al. 1996], konnten diese Studienergebnisse von anderen Arbeitsgruppen nicht bestatigt
werden ['?Feucht et al. 1997b] oder zu geringe Fallzahlen erméglichten nur eine
eingeschrankte Auswertung [*“lnoue et al. 1999]. Gleiches gilt fiir Studien zu
lymphoproliferativen B-Zell-Erkrankungen [*"“Renzo et al. 2002] und Non-Hodgkin-Lymphom
[*"*Krajden et al. 2009], wo Limitationen im Studiendesign [*"°Stapleton et al. 2010] oder nicht
nachvollziehbare Befunde ['"’Ernst et al. 2010] eine Auswertung erschweren. Zusétzliche
Studien mit groReren und sorgfaltig ausgewahlten Probandengruppen waren erforderlich
[*"®Krajden et al. 2010]. Da jedoch bislang kein kausaler Zusammenhang zwischen Leber-
oder anderen Erkrankungen und einer GBV-C-Infektion nachgewiesen werden konnte, wird
GBV-C als nichtpathogen eingestuft und es wird ihm aktuell im klinischen Alltag keine
Bedeutung als Pathogen beigemessen.
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1.2.3.1 GBV-C-Koinfektionen mit anderen Viren

Aufgrund gleicher Ubertragungswege fiir GBV-C, HBV, HCV und HIV-1 ist das Auftreten von
Koinfektionen zu einem hohen Prozentsatz naheliegend. HIV-1-Patienten zum Beispiel
zeigen GBV-C-RNA-Pravalenzen von 15 bis 45 % [**®Alter et al. 1997, *°Lau et al. 1999,
1%Rey et al. 1999, ®'Puig-Basagoiti et al. 2000, **Rendina et al. 2001, ***Bjérkmann et all.
2001]. Daruiber hinaus steigt bei Patienten mit regelméaRigen Bluttransfusionen das Risiko fir
die Infektion mit durch Blut Uibertragenen Viren wie zum Beispiel GBV-C ['*Feucht et al.
1997b]. Auch fur Transplantations- und Dialysepatienten wurden erhghte Infektionsraten von
bis zu 41 % beobachtet [***Feucht et al. 1997a, **Hinrichsen et al. 2002]. Eine weitere
Risikogruppe fur die Infektion mit GBV-C sind intravents Drogenabhangige mit einem
erhéhten Infektionsrisiko von bis zu 35 % [***Oubifia et al. 1999, **Christensen et al. 2003].
Fur Hepatitispatienten liegt, wie im Abschnitt 1.2.3 beschrieben, ebenfalls ein verstarktes
Risiko fur GBV-C-Infektionen vor. Bei keiner der genannten Risikogruppen konnte jedoch ein
negativer Einfluss von GBV-C auf den Verlauf der durch das koinfizierende Virus
hervorgerufenen Erkrankung nachgewiesen werden.

Dagegen zeigten epidemiologische Untersuchungen, dass die chronische GBV-C-
Koinfektion bei HIV-1-Patienten den Verlauf der HIV-1-Infektion positiv beeinflusst und mit
einer signifikant erhthten Uberlebensrate assoziiert ist [’Heringlake et al. 1998, '®Lefrere et
al. 1999, *®Yeo et al. 2000, °Tillmann et al. 2001, **Xiang et al. 2001, **Zhang et al. 2006,
%7Yirrell et al. 2007, ***Moenkemeyer et al. 2008]. Im Gegensatz zu den Studien, die einen
positiven Effekt fur GBV-C/HIV-1-koinfizierte Patienten demonstrierten, konnte in einigen
Analysen kein signifikanter Vorteil fir diese Kohorte beobachtet werden [**°Birk et al. 2002,
19Brumme et al. 2002, *'Bjérkmann et al. 2004, **°Kaye et al. 2005]. Aufgrund dieser
diskrepanten Ergebnisse fiihrten Zhang et al. 2006 [*?] eine Metaanalyse durch, wobei sie
unter anderem den Zeitpunkt und die Dauer der GBV-C-Infektion in Bezug auf die HIV-1-
Serokonversion einbezogen. Durch die Untersuchung konnten sie den positiven Effekt von
GBV-C bei GBV-C/HIV-1-koinfizierten Patienten bestatigen. Entscheidend fir diesen
positiven Effekt ist jedoch, in welcher Phase der HIV-1-Infektion die GBV-C-Infektion
nachweisbar ist. Nur bei Probanden, die auch im spateren Verlauf der HIV-1-Erkrankung
GBV-C-RNA-positiv waren, konnte eine giinstigere Progression beobachtet werden. Anhand
der Metaanalyse lassen sich moglicherweise die diskrepanten Daten der verschiedenen
klinisch-epidemiologischen Studien erklaren, da Studien ohne beobachteten positiven Effekt
die Dauer der GBV-C-Infektion nicht bertcksichtigten. Zusammenfassend impliziert die
Studie von Zhang eine virale Interferenz zwischen GBV-C und HIV-1. Dies wird durch die
Beobachtung, dass in GBV-C/HIV-1-Koinfizierten die Viruslasten fur GBV-C und HIV-1 eine
inverse Korrelation aufweisen, untermauert [*°Tillmann et al. 2001]. Die Interferenz beruht
wahrscheinlich auf mehreren Mechanismen. Moenkemeyer et al. [**72008] konnten
nachweisen, dass durch die GBV-C-Infektion die Fas-Expression auf der Zelloberflache
vermindert und dadurch die Fas-induzierte Apoptose GBV-C/HIV-1-koinfizierter Zellen
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reduziert ist. Ein anderer mdglicher Interaktionsmechanismus beruht auf der Stimulation
primarer Lymphozyten durch GBV-C, l6sliche antivirale Faktoren wie zum Beispiel SDF-1
(stromal cell-derived factor) und RANTES (regulated upon activation normal T-cell
expressed, and secreted) zu sezernieren. SDF-1 und RANTES sind natirliche Liganden der
HIV-1-Korezeptoren CXCR-4 und CCR-5, induzieren nach Bindung deren verringerte
Expression auf der Zelloberflache und kodnnten dadurch den Zelleintritt von HIV-1
unterdriicken. Die GBV-C-vermittelte Induktion dieser Chemokine kann die HIV-1-Replikation
in vitro unabh&ngig vom Korezeptortropismus der HIV-1-Isolate hemmen [**®Nattermann et
al. 2003, *Xiang et al. 2004, *Jung et al. 2005]. Diese Untersuchungen geben erste
Hinweise auf einen mdglichen Mechanismus der GBV-C-induzierten Inhibition der HIV-1-Replikation
in vivo.
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1.3 ZIEL DER ARBEIT

In zahlreichen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die persistente Koinfektion mit
dem nichtpathogenen GBV-C mit héheren CD4-T-Zellzahlen, einer geringeren HIV-1-
Viruslast und einer héheren Uberlebensrate in HIV-1-Patienten assoziiert ist ["Heringlake et
al. 1998, °Tillmann et al. 2001, **Xiang et al. 2001, **Zhang et al. 2006]. Im Gegensatz dazu
waren einige andere Studien nicht in der Lage, diesen Effekt zu dokumentieren [**°Birk et al.
2002, ***Brumme et al. 2002, **Kaye et al. 2005]. Dariiber hinaus gibt es nur wenige Daten
zur GBV-C-Infektion bei Kindern und Jugendlichen, woraus sich folgende Punkte fur die
vorliegende Arbeit ergeben:

1. Evaluation, ob GBV-C kausal mit dem besseren Verlauf der HIV-1-Infektion bei
hamophilen Kindern und Jugendlichen assoziiert ist.

2. Sind die diskrepanten Befunde der klinischen Studien auf die Variabilitat des GBV-C
zurlckzufuhren oder liegen tatsachliche inhibitorische Mechanismen zugrunde?

Zur Frage, ob sich die bei erwachsenen HIV-1-Patienten beobachteten Befunde auch bei
Kindern nachweisen lassen, sollte in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von GBV-C auf die
HIV-1-Infektion bei HCV-positiven hdmophilen Kindern und Jugendlichen analysiert werden.
Dies ist erforderlich, da fiir diese Patientengruppe mit und ohne HIV-1-Infektion bislang nur
wenige Daten vorliegen [**Shuval et al. 2005]. Des Weiteren sollte der Effekt von GBV-C auf
den natirlichen Verlauf der HCV-Infektion in dieser Kohorte sowie in einer Langzeitstudie
HCV-infizierter Frauen analysiert werden.

Fur die vorliegende Arbeit war der Aufbau einer GBV-C-Serumbank erforderlich, um
ausreichend GBV-C-positives Material zur Verfligung zu haben. Des Weiteren sollte ein
Zellkultursystem etabliert werden, das die Replikation von GBV-C und HIV-1 erméglicht und
so Untersuchungen zur viralen Interferenz beider Viren unter standardisierten Bedingungen
gestattet. Im Rahmen molekularbiologischer Analysen sollten die fur den inhibitorischen
Effekt auf HIV-1 ursachlichen GBV-C-Proteine identifiziert und n&her charakterisiert werden.
Unter der Annahme, dass die Proteinexpression und damit auch die Konzentration von
potentiellen HIV-1-inhibitorischen GBV-C-Proteinen von der Aktivitdit der IRES im N-
terminalen Abschnitt des viralen Genoms abhangen und sie dadurch mafgeblich Einfluss
auf die GBV-C-vermittelte HIV-1-Hemmung haben kdnnten, sollte abschlieRend auch das
HIV-1-inhibitorische  Potential  verschiedener klinischer GBV-C-lsolate und die
Translationsaktivitat inrer IRES untersucht werden.

Die vorliegende Arbeit leistet damit einen Beitrag zur Aufklarung der
molekularbiologischen Wechselwirkungen zwischen GBV-C und HIV-1 und kann den Ansatz
fur die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien gegen HIV-1 bieten.
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2. METHODEN

2.1 RNA-TECHNIKEN

2.1.1 Extraktion viraler RNA

Virale RNA aus Serum und Zellkulturiiberstanden wurde unter Verwendung verschiedener
Extraktionssysteme isoliert. Dazu wurden zu Beginn der Arbeit verschiedene Systeme
getestet: High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics, Mannheim/D), High Pure Viral
RNA Kit (Roche Diagnostics, Mannheim/D), NucleoSpin® RNA Virus (Machery&Nagel,
Duren/D), Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden/D). Die Aufreinigung der RNA erfolgte nach den
Angaben des jeweiligen Herstellers.

2.1.2 Quantifizierung von GBV-C-RNA mittels quantitativer RT-PCR

Die GBV-C-RNA-Konzentration wurde mit dem LightCylcer® RNA Amplification Kit
HybProbe von Roche (Mannheim/D) oder dem QuantiFast Probe RT-PCR Multiplex Master
Mix von Qiagen (Hilden/D) im Lightcycler (Roche Diagnostics, Mannheim/D) unter
Verwendung von Primern fir die 5-NTR (siehe Tabelle 3.1) quantifiziert. Die Auswertung
erfolgte mit Hilfe der Lightcycler 2.0 Software (Roche Diagnostics, Mannheim/D).
Reaktionsansatz und PCR-Bedingungen sind in den Tabellen 2.1 und 2.2 zusammengefasst.

Tabelle 2.1: Quantifizierung von GBV-C-RNA mit dem LightCylcer® RNA Amplification Kit HybProbe.

LightCylcer® RNA Amplification Kit HybProbe

Reaktionsmix PCR-Bedingungen
Reagenz Veesamt= 20 I | Reaktionsschritt Temperatur | Dauer | Nzyen
Wasser 1,8 ul Reverse Transkription 55°C 30 min 1
MgCl, 1,6 ul Initiale Denaturierung 94 °C 3 min 1
Mix1 0,4 pl Denaturierung 94 °C 15s
Mix2 4,0 pl Annealing 56 °C 15s 60
G4-Primer (10 pM) 0,6 pl Elongation 72 °C 30s
G3-Primer (10 pM) 0,6 pl Kihlung 40 °C 1 min 1
GBV-C-Sonde
(4 uM) Lou Lightcycler
RNA 10,0 pl
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Tabelle 2.2: Quantifizierung von GBV-C-RNA mit dem QuantiFast Probe RT-PCR Multiplex Master Mix.

QuantiFast Probe RT-PCR Multiplex Master Mix

Reaktionsmix PCR-Bedingungen
Reagenz Veesamt = 20 pl | Reaktionsschritt Temperatur | Dauer | Nzyen
2x Mastermix 8,0 ul Reverse Transkription 50 °C 20 min 1
QuantiFast RT-Mix 0,2 ul Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1
G4-Primer (10 pM) 0,4 ul Denaturierung 95 °C 15s 60
G3-Primer (10 pM) 0,4 ul Annealing/Elongation 60 °C 45 s
aB‘Y,\;E'SO”de 1,0 Kithlung 40°C | 1min 1
RNA 10,0 ul Lightcycler

2.1.3 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkriptase

Unter Verwendung von random Hexamer-Primern (0,2 pg; Fermentas, Leon-Roth/D) oder
eines sequenzspezifischen Primers (10 uM reverser Primer) sowie einer Reversen
Transkriptase (Omniscript, Qiagen, Hilden/D) wurden geman Herstellerangaben 10 pl virale
RNA in copy-DNA (cDNA) in einem FlexCycler (AnalytikJena, Jena/D) umgeschrieben
(Tabelle 2.3).

Tabelle 2.3: cDNA-Synthese mit Reverser Transkriptase des Omniscript-Kits.
Bei Verwendung des genspezifischen Primers gelten die in den Klammern angegebenen Volumina.

Omniscript

Reaktionsmix PCR-Bedingungen
Reagenz Vigesamt= 20 pl | Reaktionsschritt Temperatur | Dauer | Nzyen
Wasser 3,5 (3,0)ul | Annealing 25°C 5 min 1
10x Puffer 2,0l Reverse Transkription 37 °C 60 min 1
dNTP (je 2,5 mM) 2,0 ul Kiihlung 4°C & 1
random Primer
(genspezifischer 0,5 (1,0)
reverse Primer)
1x RNase out (1:4) 1,0 ul FlexCycler
Reverse Transkriptase 1,0 ul
RNA 10,0 pl

2.2 DNA-TECHNIKEN

2.2.1 Modifikation von DNA
2.2.1.1 Aufspaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

In Abhéngigkeit von der Grole der zu erwartenden Fragmente wurden 1-5pg DNA
enzymatisch verdaut. Das Reaktionsvolumen wurde der Menge der zu schneidenden DNA
angepasst: 20 pl fir 0,5-2 ug DNA; 30-50 ul fur 3-5 pg DNA. Gemal Herstellerangaben und
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unter Gewabhrleistung der enzymspezifischen Pufferbedingungen wurde der Reaktionsansatz
pro 1ug DNA mit 1U Restriktionsenzym versetzt und fir 1-4 Stunden bei der
enzymspezifischen optimalen Temperatur inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte
durch Hitze (nach Herstellerangaben) oder durch Zugabe von 1/10 Volumen EDTA.

2.2.1.2 Dephosphorylierung

Um die 5-Enden linearer DNA-Fragmente zu dephosphorylieren, wurde die DNA in
Gegenwart einer alkalischen Phosphatase (1 U/1 ug Plasmid-DNA; New England Biolabs,
Frankfurt a.M./D) fir 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
1 pl DNA-Ladepuffer/5 pul Reaktionsgemisch gestoppt und das dephosphorylierte DNA-
Fragment mittels praparativer Agarosegelelektrophorese aufgereinigt.

2.2.1.3 Generieren von 3’-Adenosin-Uberh&ngen

Fur die Generierung von 3-Adenosin-Uberhiangen wurden Blunt-End-PCR-Produkte
unmittelbar im Anschluss an die High-Fidelity-PCR mit 0,5 pl Tag-Polymerase (5 U/ul), 0,5 pl
dATP (100 mM), 2,5 pl 10 x PCR-Puffer, 1 pl MgCl, (15 mM) versetzt. Die Tag-Polymerase
wurde bei 95 °C fur 3 Minuten aktiviert. Das Anhangen der Adenosin-Uberhange erfolgte bei
72 °C fur 20 Minuten.

2.2.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Vektor-DNA und zu inserierendes DNA-Fragment wurden im molekularen Verhéltnis 1:3 mit
dem Rapid Ligation Kit (Roche, Mannheim/D) oder mit der T4-DNA-Ligase von Fermentas
(Leon-Roth/D) im entsprechenden Puffersystem nach Angaben des Herstellers angesetzt
und fir 1 Stunde bei 25 °C und anschliel3end tUber Nacht bei 16 °C ligiert.

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Zum Nachweis spezifischer DNA-Fragmente wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
verwendet. In Abhangigkeit von Lé&nge, Struktur und Basenzusammensetzung der zu
amplifizierenden DNA sowie von den Primereigenschaften erfolgte die PCR-Reaktion unter
Verwendung verschiedener DNA-Polymerasen und PCR-Reaktionsbedingungen.

2.2.3.1 Amplifikation von Plasmid-DNA aus Bakterienzelllysaten (Kolonie-PCR)

Um nach der Transformation von E.-coli positive Klone im Hochdurchsatz zu identifizieren,
wurden Kolonie-PCR durchgefiihrt. Dazu wurde jeder Klon mit einer sterilen Pipettenspitze
von der Agarplatte abgenommen, auf einer Replikaplatte ausgestrichen und die
Pipettenspitze anschlieRend in einem PCR-Reaktionsgefal mit 10 ul PCR-Mastermix
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(GoTag® Green Master Mix; Promega, Mannheim/D) gespult. Die Auswertung der PCR und

die Identifikation positiver Klone erfolgten mittels Agarosegelelektrophorese. Der bereits im

Mastermix enthaltene Ladepuffer ermdglichte das direkte Auftragen auf ein Agarosegel des
PCR-Ansatzes im Anschluss an die PCR (Tabelle 2.4).

Tabelle 2.4: Kolonie-PCR mit GoTaq® Green Master Mix.

GoTag® Green Master Mix
Reaktionsmix PCR-Bedingungen
Reagenz Veesamt = 10 pl Reaktionsschritt Temperatur | Dauer | Nzyen
Wasser 4,0 ul Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1
2x Mastermix 50ul Denaturierung 95 °C 15s
Primer fwd (10 puM) 0,5 ul Annealing 53°C 15s 40
Primer rev (10 uM) 0,5 ul Elongation 72 °C 1 min
Finale Elongation 72 °C 5 min
DNA 1 Kolonie Kihlung 4°C o0
FlexCycler
2.2.3.2 Amplifikation von DNA
Fur die Amplifikation bestimmter Genbereiche und zur Austestung der optimalen

Annealingtemperatur sequenzspezifischer

Primer wurde das GeneAmp®-System von

Applied Biosystems (Darmstadt/D) verwendet (Tabelle 2.5). Die Elongationszeit ergab sich

aus der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments (3 kb/min).

Tabelle 2.5: Bedingungen fur die PCR mit DNA als Template mit GeneAmp® und AmpliTag® DNA-

Polymerase.

GeneAmp® mit AmpliTag® DNA-Polymerase

Reaktionsmix

PCR-Bedingungen

Reagenz Vgesamt = 20 pl | Reaktionsschritt Temperatur | Dauer Nzykien
Wasser 9,0 ul Initiale Denaturierung 94 °C 5 min 1
10x Reaktionspuffer 2,0 ul Denaturierung 94 °C 30s

MgCl, (25 mM) 1,2l Annealing 50-70°C | 30s 45
dNTP (je 2,5 mM) 1,5 pl Elongation 72°C | ®%

Primer fwd (10 uM) 0,6 ul Finale Elongation 72 °C 5 min

Primer rev (10 pM) 0,6 ul Kuhlung 4°C |

Taq (5 U/u) 0.1 FlexCycler

DNA 5,0 ul
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2.2.3.3 High-Fidelity-PCR

Far die fehlerarme Amplifikation von DNA-Fragmenten fur Klonierungen und
Sequenzierungen wurde eine rTth-Polymerase mit Proofreading-Aktivitdt verwendet. Die
Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 2.6 zusammengefasst.

Tabelle 2.6: PCR mit GeneAmp® XL PCR Kit.

GeneAmp® XL PCR Kit

Reaktionsmix PCR-Bedingungen
Reagenz Vgesam= 40 Ul | Reaktionsschritt Temperatur | Dauer | Nzyen
Wasser 12,5 pl Initiale Denaturierung 94 °C 5 min 1
3,3x Reaktionspuffer 13,3 ul Denaturierung 95 °C 30s
Mg(OAc), (25 mM) 2,4 ul Annealing 50-70 °C 30s 45
dNTP (je 2,5 mM) 2,44l Elongation 68 °C 05/
fwd Primer (10 puM) 2,0 ul Finale Elongation 68 °C 10 min
rev Primer (10 uM) 2,0 Kihlung 4°C )
rTth (2 U/ul) 0,4 pl FlexCycler
DNA 5,0 pl

2.2.4 Sequenzanalyse von DNA-Fragmenten und 3D-Computermodelle

Fur die Sequenzanalyse von cDNA bzw. Plasmiden wurden die entsprechenden
Sequenzabschnitte Uber eine High-Fidelity-PCR amplifiziert. Die Aufreinigung der PCR-
Produkte erfolgte Uber die Agarosegelelektrophorese. Die Sequenzierungen wurden mit
Unterstitzung der CoreUnit des Interdisziplinaren Zentrums fir Forschung (IZKF) der
Universitat Leipzig oder der MWG (Eurofins MWG GmbH, Ebersberg/D) durchgefihrt. Fir
die Elongation im Rahmen der IRES-Experimente wurden verschiedene
Elongationstemperaturen (40 °C, 50 °C, 55°C, 60 °C, 65°C, 68 °C) getestet. Alle im
Rahmen dieser Arbeit hergestellten Plasmide wurden durch Sequenzierung der klonierten
Expressionskassette auf ihre Richtigkeit Uberprift. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte
mit der Software von Chromas, Bioedit (www.bioedit.com) und CloneManager. Alle
verwendeten Angaben fir Genbereiche des GBV-C beziehen sich auf das Referenzisolat
AF121950, um bei Daten aus verschiedenen Quellen eine einheitliche Darstellung zu
gewabhrleisten.

Die Erstellung der 3D-Computermodelle fir das E2-Protein wurde mit der Software I-
TASSER vorgenommen [***Zhang 2009, **'Roy et al. 2010].
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2.2.5 Analyse von DNA
2.2.5.1 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolation von Plasmid-DNA aus Kkleinvolumigen Bakterienkulturen (Minipraparation)
erfolgte mit dem Plasmid Mini Kit (Qiagen, Hilden/D). Die in Glyzerol konservierten Bakterien
wurden in 5 ml LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin) Gber Nacht bei 37 °C/200 rpm (C25KC
Incubator Shaker; New Brunswick Scientific, Edison/NJ/USA) angezogen und die Plasmid-
DNA aus 2 ml Bakteriensuspension nach Herstellerprotokoll isoliert.

Alternativ erfolgte die Isolation der Plasmid-DNA nach folgendem Protokoll unter
Verwendung der Lésungen |, 1l und lll aus dem Plasmid Mini Kit von Qiagen. 2 ml der
Ubernachtkultur wurden bei 14.000 x g fur 5 Minuten pelletiert und in 0,3 ml Losung |
resuspendiert. Nach Zugabe von 0,3 ml Losung Il und grindlichem Mischen wurden die
Bakterien durch 5-minitige Inkubation bei Raumtemperatur lysiert. Die Prazipitation der
Zelltrtimmer erfolgte durch die langsame Zugabe von 0,3ml Loésung Il und die
anschlielRende Inkubation von 5-10 Minuten auf Eis. Durch Zentrifugation der Suspension bei
14.000 x g fur 10 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Zelltrummer pelletiert und der
DNA-haltige Uberstand vorsichtig abgenommen, in ein neues Roéhrchen tberfuhrt und mit
0,8 ml Isopropanol versetzt. Zur optimalen Vermischung erfolgte die mehrmalige Inversion
des Rohrchens, woran sich eine Inkubation auf Eis fur 5-10 Minuten anschloss. Fiir die DNA-
Préazipitation wurden die Proben im Weiteren bei 14.000 x g fur 15 Minuten zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Nach zweimaligen Waschen des DNA-Pellets mit 0,5 ml 70 %igem
Ethanol (14.000 x g/5 min) und einem Trockenvorgang bei Raumtemperatur fir 5-10 Minuten
wurde die pelletierte Plasmid-DNA in 40 ul destilliertem Wasser aufgenommen,
resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Fur die Isolation von Plasmid-DNA aus 50 bzw. 250 ml Ubernachtkulturen (Midi- und
Maxipraparation) wurden das Plasmid-Midi- bzw. -Maxipraparationskit nach
Herstellerangaben verwendet (Qiagen, Hilden/D).

2.2.5.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Durch Restriktionsverdau oder PCR hergestellte DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch
Uber ein Agarosegel aufgetrennt. Die Gelkonzentration wurde dabei in Abh&ngigkeit von den
zu erwartenden FragmentgrofRen gewahlt. Dazu wurde entsprechend der erforderlichen
Gelkonzentration (w/v) Agarose (Invitrogen, Groningen/D) eingewogen, mit 1x TBE-Puffer
versetzt und in der Mikrowelle bis zur vollstandigen Auflésung der Agarose aufgekocht. Die
auf 60 °C abgekuhlte Agaroseldsung wurde mit 300 ng Ethidiumbromid/ml (Sigma Aldrich,
Deisenhofen/D) versetzt und in den Gelschlitten gefillt. Nach Aushartung des Gels erfolgten
die Entfernung der Kamme und die Uberfilhrung der Gelschlitten inklusive des Gels in die
Elektrophoresekammer. Anodenseitig wurden zusatzlich 20 pug Ethidiumbromid zugesetzt.
Die DNA-Proben wurden mit DNA-Ladepuffer (10:1) gemischt, auf das Gel aufgetragen und
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bei 110 V fur 60 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt. Als GréRenreferenz diente entweder
ein 1 kb-DNA-Langenstandard (1-10 kb, Fermentas, Leon-Roth/D) oder ein 100 bp-DNA-
Langenstandard (0,1-1 kb, Promega, Mannheim/D). Die Auswertung des Bandenmusters
erfolgte mit dem Alphalmager™ HP und der Software Alphalmager 3.0.3.0 (Alpha Innotech,
Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf/D).

2.2.5.3 Aufreinigung von gelelektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmenten

Gelelektrophoretisch aufgetrennte, ethidiumbromidgefarbte DNA-Fragmente wurden durch
UV-Licht illuminiert, die gewilinschten Fragmente mit einem Skalpell ausgeschnitten und in
ein 1,5 ml-Reaktionsgefald tberfiihrt. Die Extraktion der DNA aus dem Agarosegel erfolgte
mit Hilfe des E.Z.N.A. Gel recovery Kits von Zymoclean (HiSS Diagnostics GmbH,
Freiburg/D) oder des QIAquick™ Gel Extraction Kit von Qiagen (Hilden/D) nach Angaben
des Herstellers.

2.2.5.4 Aufreinigung von PCR-Produkten

1/10 Volumen des Reaktionsansatzes wurden nach Abschluss der PCR mittels
Agarosegelelektrophorese analysiert. Im Fall einer einzelnen Bande mit korrekter GréRRe
wurde der restliche PCR-Ansatz mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden/D)
nach Herstellerangaben aufgereinigt. Lagen mehrere Banden vor, wurde der restliche PCR-
Ansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt, das DNA-Fragment mit der Kkorrekten
Fragmentlange ausgeschnitten und aufgereinigt.

2.2.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Bei Anwendungen, die eine definierte Konzentration der eingesetzten RNA bzw. DNA
erforderten, wurden mit einem Photometer (Eppendorf, Hamburg/D) die Konzentration und
die Reinheit der Nukleinsauren bestimmit.

2.2.7 Klonierung der IRES

Die Amplifikation der IRES-Sequenzen verschiedener klinischer GBV-C-Isolate erfolgte
durch reverse Transkription und High-Fidelity-PCR. Das PCR-Produkt wurde
gelelektrophoretisch aufgetrennt und aufgereinigt. Nach Anfigen von 3’-Adenosin-
Uberhangen wurden die PCR-Produkte in den pcDNA3.1/V5-His-TOPO Vektor unter
Verwendung des entsprechenden Expressionskits (pcDNA™3.1/V5-His-TOPO® Expression
Kit, Invitrogen, Groningen/D) nach Angaben des Herstellers kloniert. Nach der
Transformation in E.coli SURE und Inkubation der Bakterienkulturen tber Nacht wurden
positive Klone mittels Kolonie-PCR identifiziert, nachfolgend 5 mi-Ubernachkulturen
angeimpft und aus diesen die Plasmid-DNA extrahiert und sequenziert. Anschlielend
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wurden die IRES-Fragmente mittels High-Fidelity-PCR durch Primer mit der Sequenz fir
eine EcoRI-Schnittstelle an ihrem 5-Ende amplifiziert, um diese Restriktionsstelle an die
IRES anzufligen. Danach wurden die so generierten IRES-Fragmente unter Verwendung der
EcoRI-Erkennungssequenz enzymatisch geschnitten und in den mit EcoRI getffneten,
dephosphorylierten DCV-Vektor (siehe Anhang 1.2, zur Verfugung gestellt durch Peter
Karayannis und Daniel Forton, Division of Medicine, Faculty of Medicine, Imperial College
London, UK) einkloniert. Durch die Einklonierung der IRES-Fragmente Uber die EcoRI-
Schnittstelle entsteht ein offener Leserahmen, der die Expression der Fireflyluziferase tber
die verschiedenen GBV-C-IRES in Form einer bicistronischen RNA ermoglicht. Dazu wurde
mittels Sequenzierung Uberpriift, ob die IRES-Sequenzen mit den Ausgangssequenzen
Ubereinstimmten und die Insertion im gleichen Leserahmen mit dem Fireflyluziferasegen
stattgefunden hatte. Dies ist Voraussetzung fur den Translationsstart vom viralen ATG aus.
Eine Fireflyaktivitat ist dann nur zu beobachten, wenn sich das Fireflyluziferasegen mit dem
Startcodon der IRES fur die Translation im gleichen Leserahmen befindet. In reverser
Orientierung findet keine Translation der Firefly-mRNA stattfinden. Die Expression der
Renillaluziferase wird unabhangig von der GBV-C-IRES durch den eukaryotischen SV40-
Promotor induziert und wurde daher fur die Normalisierung der Messergebnisse verwendet
(Abbildung 2.1).

Die Klonierung der IRES des Enzephalomyokarditisvirus (EMCV) erfolgte, ausgehend
vom Vektor pIRESneo (Clontech, Mountain View, CA/USA), jedoch ohne
Subklonierungsschritt analog zum oben beschriebenen Verfahren.

Die Versuche wurden in Kooperation mit Dr. Jorg Baumann und Dr. Sabine Breun am
Fraunhofer Institut fir Immunologie und Zelltherapie Leipzig durchgefihrt.
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Doppelluziferasevektor (DCV) pcDNAS3.1-GBV-C-IRES
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Konstruktion der GBV-C-IRES-Expressionsplasmide.
Das ATG und der Pfeil kennzeichnen den Translationsstart und die Translationsrichtung der IRES.

2.3 PROTEIN-BIOCHEMISCHE METHODEN

2.3.1 Analyse der Proteinexpression mittels Durchflusszytometrie

Zur Analyse der transienten Proteinexpression wurden mit pEGFP transfizierte Zellen oder
nichttransfizierte Zellen mit PBS/2 M EDTA aus der Zellkulturplatte geldst, pelletiert und in
PBS mit 2 % FKS aufgenommen. Die Zellsuspension wurde auf 1x10° Zellen/ml eingestellt
und in ein FACS-Ro6hrchen Uberfuhrt. Durch die Expression des EGFP (enhanced green
flourescent protein) konnte die Quantifizierung der Proteinexpression Uber die
Grinfluoreszenz der Zellen erfolgen (FACS Calibur; Becton Dickinson, Heidelberg/D). Die
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Auswertung der Analysen wurde mit der Software CellQuest Pro (Becton Dickinson,
Heidelberg/D) durchgefinhrt.

2.3.2 Extraktion der I6slichen Proteinfraktion aus eukaryotischen Zellen

Fur die Extraktion des Gesamtproteins wurde 48 Stunden nach der Transfektion das
Kulturmedium entfernt und die Zellen mit 1 ml auf 4 °C temperiertem PBS gespdult. Der in
Wasser verdinnte Lysepuffer (5x passive lysis buffer, Promega, Mannheim/D) wurde in
einfacher Konzentration auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von 5 Minuten wurde
das Zelllysat vollstandig in ein 1,5-ml-Eppendorfgefald Gberfihrt und auf Eis 15-20 Minuten
unter regelméafRigem Vortexen inkubiert. Unldsliche Zelltrimmer wurden bei 14.000 x g fir
3 Minuten und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde ohne Zerstérung des Zelldebrispellets in
ein frisches, vorgekihltes 1,5-ml-Reaktionsgefald Uberfihrt und sofort fir die nachfolgenden
Analysemethoden verwendet.

2.3.3 Luminometrische Bestimmung der Luziferaseaktivitat

Je 20 ul Proteinextrakt wurden in eine Vertiefung einer 96-Well-Platte Uberfiihrt. Die
Messung der Luziferaseaktivitat erfolgte im Luminometer (Centro LB 960, Berthold
Technologies, Bad Wildbad/D) nach Injektion des enzymspezifischen Substrats (Renilla
Luciferase Assay System und Luciferase Assay System; Promega, Mannheim/D). Je Kavitét
wurden 100 pl Substrat injiziert und nach einer Wartezeit von 2 Sekunden die mittlere
Signalstarke fur 2 Sekunden gemessen. Zur Minimierung von Messabweichungen wurden
alle Proben im Doppelansatz quantifiziert.

2.3.4 Nachweis viraler Antigene und virusindzierter Antikorper mittels ELISA

Die Quantifizierung des p24-Gehalts von Zellkulturiberstdnden erfolgte mittels des
INNOTEST™ HIV Antigen mAb ELISA (Innogenetics, Gent/B). Der ELISA wurde geméaR
Herstellerangaben in Doppelanséatzen durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurden im S3-Labor
100 pl der Proben entsprechend Protokoll lysiert und dadurch potentiell infektise Viren
inaktiviert. AnschlieRend konnte der ELISA aul3erhalb des S3-Labors beendet werden.

Der Nachweis von GBV-C-E2-Antikdrpern in Patientenseren wurde mit Hilfe des anti-
HGenv ELISA (Roche Diagnostics, Mannheim/D) nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

Die Auswertung erfolgte mittels des ELISA-Readers Infinite M200 und der Software
Magellan6 (Tecan, Crailsheim/D).
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2.3.5 Synthese von Uberlappenden E2-Peptiden

Die Peptide wurden vom Biochemischen Institut Barcelona (Spanien) zur Verfugung gestellt
[*®Herrera et al. 2010]. Die lyophylisierten Peptide wurden in DMSO gelést und im
entsprechenden Medium verdinnt. Die Herstellung der Peptidlésungen erfolgte unmittelbar
vor Versuchsbeginn. Die nicht verwendete Peptidstockldsung wurde bei -20 °C fir maximal 2
Wochen gelagert.

2.4 PROKARYOTISCHE ZELLKULTUR

2.4.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Finf ml LB-Medium ohne Antibiotika wurden mit einem Bakterienklon beimpft und Utber
Nacht bei 37 °C/220 rpm (Schittelinkubator, C25KC Incubator Shaker, New Brunswick
Scientific, Edison/NJ/USA) kultiviert. Danach wurden 100 ml LB-Medium ohne Antibiotika mit
1 ml der Ubernachtkultur beimpft und bei 37 °C/220 rpm inkubiert. RegelmaRig erfolgte die
Bestimmung der optischen Dichte bei 595 nm (ODsgsnm) am Spektrometer (Eppendorf,
Hamburg/D). Nach Erreichen einer ODsgsnm VONn mindestens 0,2 und maximal 0,3 wurde die
Kultur heruntergekunhlt. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Die Bakterien wurden
pelletiert (2.500 rpm/4 °C/10 min; Sorvall® SUPER T21; Rotor Sorvall ST-H750,
ThermoScientific, Langenselbold/D), in 20 ml Tfb-I-Puffer gewaschen
(3.500 rpm/4 °C/10 min), in 4 ml Tfb-ll-Puffer aufgenommen wund durch Vortexen
resuspendiert. Nach einer Inkubation von 15 Minuten auf Eis wurden die Bakterien im
Kihlraum zu je 50 pl aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -80 °C gelagert.

2.4.2 Transformation von E. coli

Ein Aliquot chemisch kompetenter E. coli wurde auf Eis aufgetaut, mit 2 pl Ligationsansatz
bzw. 100 pg Plasmid gemischt und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fur
90 Sekunden bei 42 °C im Thermoblock wurde der Ansatz sofort auf Eis abgekihlt und fur
weitere 2 Minuten inkubiert, bevor die Bakterien in 250 pl SOC-Medium aufgenommen, in ein
10 mI-PP-Réhrchen dberfuhrt und fir eine Stunde bei 37 °C/140 rpm inkubiert wurden.
AbschlielRend wurden 100 bzw. 250 pl des Transformationsansatzes auf LB-Agar-Platten mit
entsprechendem Selektionsmarker ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C kultiviert.
Kommerzielle, kompetente Bakterien wurden gemaf Herstellerprotokoll transformiert.

Die Transformationseffizienz pro pg Plasmid-DNA fir jede Charge selbst hergestellter
chemisch kompetenter Bakterien wurde durch Transformation von 10pg pUC19
entsprechend des obigen Protokolls und Umrechnung auf 1 ug bestimmt.
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2.4.3 Langzeitlagerung und Reaktivierung von E. coli

Fur die Langzeitlagerung von E. coli wurde eine Ubernachtkultur im Verhaltnis 1:2 mit
Glyzerol versetzt und bei -80 °C weggefroren. Fur die Anzucht einer neuen Flussigkultur
wurde mittels einer sterilen Pipettenspitze eine kleine Menge der Glyzerolkultur mit 250 ml
LB-Medium (mit Selektionsmarker, hier 100 pg/ml Ampicillin) tberfihrt und Gber Nacht bei
37 °C kultiviert (200 rpm).

2.5 EUKARYOTISCHE ZELLKULTUR

2.5.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Alle eukaryotischen Zellen wurden in einem Inkubator bei 37 °C, 90 % Luftfeuchtigkeit und
5% CO, kultiviert. Regelmafiig wurden die Zellkulturen auf Mykoplasmen getestet (Venor
GeM Mycoplasma PCR Detection Kit; minerva biolabs, Berlin/D). Transfektionsexperimente
wurden unter S2-Bedingungen, Koinfektionsexperimente unter S3-Bedingungen
durchgefihrt.

Fiur die regelmaRige Passagierung adharenter Zellen (HeLa, HepG2, Huh-7) wurde das
Medium entfernt, die Zellen mit PBS gespllt und eine ausreichende Menge der
Trypsinlésung (0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA) in die Kulturflasche gegeben. Nach einer
Inkubation von 2-3 Minuten im Brutschrank (37 °C) wurden die Zellen durch Klopfen
vollstandig vom Boden geldst und das Trypsin durch die Zugabe von FKS-haltigem Medium
inaktiviert. AnschlieRend wurden die Zellen sorgfaltig resuspendiert, 1/10 der Zellsuspension
entnommen und in ein neues Kulturgefal® Gberfuhrt. Die Kultivierung von 293T-Zellen
erforderte keine Trypsinierung, da sich die Zellen bereits sehr effizient durch Klopfen und
Spulen mit Medium vom Boden ablésen liel3en.

Suspensionszellen (PBMC, CEMx174, CEMx174ccgrs) wurden im entsprechenden
Medium kultiviert und regelmafig 1:10 in frisches Kulturmedium passagiert.

Um Zellen fir ein Experiment auszusaen, wurden diese in ein 50-ml-Reaktionsgefald
Uberfuhrt und bei 1.000-1.200 rpm fir 5 Minuten in einer Zentrifuge (Rotina 46 RS, Hettich,
Tuttlingen/D) pelletiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in frischem
Medium resuspendiert, die Zellzahl bestimmt und die Zellen in adaquaten Zellkulturgefal3en
in der gewiinschten Zelldichte eingesét.

2.5.1.1 Isolation von PBMC

PBMC wurden aus Buffy coats ohne bekannte Infektion mit GBV-C, HAV, HBV, HCV und
HIV-1 oder aus frischem EDTA-Vollblut mittels Ficoll-Dichte-Zentrifugation (1,077 g/ml; LSM
1077 Lymphocyte; PAA, Pasching/A) isoliert. Daftir wurde das Blut 1:2 mit PBS verdinnt.
Jeweils 25 ml Blut wurden auf 20 ml Ficoll vorsichtig aufgeschichtet. Nach Zentrifugation bei
600 x g fur 20 Minuten (ohne Bremse) wurde die leukozytenhaltige Interphase vorsichtig
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abgenommen, in RPMI Uberfihrt und zweimal grof3volumig gewaschen (220 x g/10 min). Die
Zellen wurden auf eine finale Konzentration von 2x10° Zellen/ml Komplettmedium eingestellt
und im Brutschrank (37 °C) kultiviert.

2.5.1.2 Langzeitlagerung und Reaktivierung eukaryotischer Zellen

Fir die langfristige Lagerung eukaryotischer mykoplasmenfreier Zellen wurden Zellen aus
exponentiell wachsenden Zellkulturen pelletiert, anschliel3end in 100 % FKS resuspendiert
und fir 15-20 Minuten auf Eis gekiihlt. Die Zellsuspension wurde mit FKS auf 3-5x10°
Zellen/500 pl (fir PBMC 20-40x10°/500 pl) eingestellt. Die Zellsuspension wurde danach
tropfenweise im Verhaltnis 1:2 mit eiskaltem Einfriermedium gemischt (500 pl Einfriermedium
pro 500 pl FKS/Zellsuspension) und in Kryoréhrchen aliquotiert. Mittels einer Einfrierhilfe
(NALGENE™ Cryo 1°C Freezing Container, ThermoFisher Scientific, Dreieich/D) wurden die
Zellen mit einer Kihlrate von 1 °C pro Stunde auf -80 °C abgekihlt. Nach 48 Stunden
wurden die Zellen in flussigen Stickstoff Gberfuhrt. Die Vitalitdt der gefrorenen Zellen wurde
durch eine Auftaukontrolle Gberpruft.

In flissigem Stickstoff gelagerte Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Nach
vollstandigem Auftauen wurden die Zellen sofort in ein Probenréhrchen mit 13 ml des
vorgewarmten Kulturmediums Uberfihrt und pelletiert (1.000 rpm/5 min, Rotina 46 RS
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen/D). Nach nochmaligen Waschen wurden sie in frischem
vorgewarmtem Medium resuspendiert, in eine adaquate Zellkulturflasche (25-cm?-
Kulturflasche fir adharente Zellen; 75-cm2-Kulturflasche fiir Suspensionszellen) Uberfihrt
und unter Standardbedingungen kultiviert. Am nachsten Tag erfolgte ein weiterer
Mediumwechsel, um verbliebene Spuren des DMSO-haltigen Einfriermediums zu beseitigen.
Zwei Wochen nach dem Auftauen wurden die Kulturen auf die Kontamination mit
Mykoplasmen untersucht.

2.5.1.3 Zellzahlbestimmung

Zellen wurden mittels Trypanblau gefarbt (im Verhaltnis 1:2-1:10) und in einer
Neubauerzéhlkammer die Vitalzellzahlen bestimmt. Gez&hlt wurden 32 Grof3quadrate. Die
Berechnung erfolgte nach der Formel:

Zellzahl/ml = vitale Zellen in 32 GroRquadraten/2*Verdinnungsfaktor*10.000

2.5.2 Infektions- und Inkubationsprotokolle humaner Zellen
2.5.2.1 TCIDgg

Zur Bestimmung der tissue culture infectious dose 50 (TCIDso = zur Infektion von 50 % der
Zellkulturen benétigte Verdiinnung eines Virusstocks) wurden 2x10° PBMC oder 7,5x10*
CEMx174-Zellen in jede Kavitat einer 96-Well-Platte eingesat. Der Virusstock wurde
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aufgetaut und 10-fach Verdinnungen im entsprechenden Kulturmedium hergestellt. Pro
Verdinnung wurden 12 Kavitdten mit je 100 ul der Virussuspension infiziert. Am Tag 7 nach
Infektion wurde die p24-Antigen-Konzentration im Uberstand der infizierten Kulturen
gemessen und die TCIDs, geméaR der Formel von Spearman-Karber bestimmt [***Hamilton et
al. 1977].

2.5.2.2 Infektion mit klinischen GBV-C-Isolaten

Fir die Replikationsexperimente wurden 1x10° adh&rente Zellen 24 Stunden vor der
Infektion ausgesat (6-Well-Platte). Medium wurde am néchsten Tag abgenommen, die Zellen
mit PBS gewaschen und 4x10° GBV-C-Genomagquivalente in 500 pl zugegeben. Nach einer
Inkubation von 6 Stunden im Brutschrank (37 °C) wurde der Uberstand verworfen und die
Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurde Komplettmedium zugegeben und die
Zellen Uber 3 Wochen kultiviert. Zweimal pro Woche wurden die Zellen 1:3 passagiert.
Zellfreie Uberstande und Zellen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen, bei
-80 °C gelagert und die GBV-C-Viruslast bestimmt.

Frisch isolierte PBMC wurden fir 2 Tage mit IL-2 (10 U/ml) und PHA (10 mg/ml) stimuliert.
10x10° primare Lymphozyten oder immortalisierte Zellen wurden mit GBV-C-positivem
Serum (je 2x10° GBV-C-Genoméquivalente/1x10° Zellen) versetzt und mit dem jeweiligen
Komplettmedium auf 5 ml aufgefullt. Nach einer Inkubation fir 6 Stunden im Brutschrank
(37 °C) wurden die Zellen mit PBS groRBvolumig gewaschen, in Komplettmedium
resuspendiert und unter Standardbedingungen kultiviert (Primarinfektion). Regelmafig
wurden zellfreie Uberstande entnommen und bis zur Analyse bei -80 °C gelagert. Um die
begrenzte Teilungsfahigkeit der Zellen zu bericksichtigen, wurden am Tag 37 die Zellen
gezahlt und in gleicher Menge frische PBMC hinzugegeben.

Des Weiteren erfolgte die Infektion frischer PBMC mit einem Teil des zellfreien
Uberstandes der primar infizierten Kulturen (Sekundarinfektion) sowie die Bestimmung der
Viruslast der Zellkulturiiberstande am Tag 8 (d8). Die Abbildung 2.2 zeigt den
experimentellen Ablauf fiir die Primar- sowie die Sekundarinfektion von PBMC mit GBV-C.
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Abbildung 2.2: Experimenteller Ablauf zur Etablierung einer GBV-C-Infektion in PBMC.

2.5.2.3 Produktion von HIV-1-Stocks

Klinische und laboradaptierte HIV-1-Stamme wurden auf PBMC oder CEMx174-Zellen
angezichtet. Dazu wurden 2x10’ Zellen in 20 ml PBMC-Komplettmedium (IL-2/PHA) oder
RPMI-Komplettmedium resuspendiert und mit einer multiplicity of infection (MOI = Verhaltnis
aus der Anzahl der Viruspartikel in einem Ansatz, dividiert durch die Anzahl der Zielzellen)
von 10 des jeweiligen HIV-1-Isolats fur 4 Stunden im Brutschrank (37 °C) infiziert. Die aktive
Replikation CXCR4-troper HIV-1-Stamme konnte anhand der Synzytienbildung, die
Replikation CCR5-troper HIV-1-Stamme mittels der p24-Konzentraton im Kulturiiberstand
verfolgt werden. War ein starker zytopathischer Effekt zu beobachten bzw. konnte ein hohe
p24-Konzentration gemessen werden, wurde das Medium der infizierten Zellkultur
gewechselt und 24 Stunden spater der Uberstand zellfrei abgenommen, aliquotiert, bei
-80 °C bis zur Verwendung gelagert und die p24-Konzentration bestimmt.

2.5.2.4 GBV-C/HIV-1-Koinfektionen

Die Infektion erfolgte im 24-Well-Plattenformat. Frisch isolierte PBMC wurden fir 2 Tage mit
IL-2 (10 U/ml) und PHA (10 mg/ml) inkubiert. Zelllinien wurden 24 Stunden vor der GBV-C-
Infektion passagiert. 2x10° primare Lymphozyten oder 2x10° immortalisierte Zellen wurden
mit GBV-C-positivem Serum (je 2x10° GBV-C-Genomaquivalente/1x10° Zellen) versetzt und
mit dem jeweiligen Komplettmedium auf 500 pl aufgefllt. Die weiteren Schritte wurden wie
unter 2.5.2.2 beschrieben durchgefuihrt. Nach 48 Stunden erfolgte die Infektion mit HIV-1.
Dafiir wurde der Uberstand der GBV-C-infizierten Zellen abgenommen und tiber die Dauer
der HIV-1-Infektion bei 4 °C aufbewahrt. Die Koinfektion der Zellen erfolgte fir 3 Stunden in
einem Volumen von 500 pl im Brutschrank (37 °C) mit HIV-1. Die HIV-1-Infektionsdosis
wurde dabei mittels des p24-Antigens normalisiert (25 ng p24 fur CCR5-trope und 0,5 ng p24
fir CXCR4-trope HIV-1-Isolate/1x10° Zellen). Nach der HIV-1-Koinfektion wurden die Zellen
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mit PBS gewaschen, im vorher abgenommenen Kulturmedium resuspendiert und fur bis zu 2
Wochen kultiviert. Die Quantifizierung der Replikation von HIV-1 erfolgte anhand der p24-
Konzentration im Uberstand der infizierten Kulturen. Die Inhibition der HIV-1-Replikation
durch GBV-C wurde in Relation zu nicht-GBV-C-infizierten Kontrollkulturen bestimmt.
Parallel zum Versuchsablauf wurden die Zellen regelm&Rig mikroskopisch begutachtet
(Abbildung 2.3).

PBMC/
-d3 ——» CEMx174-Zellen/
CEMx174ccrs-Zellen Isolierung von PBMC aus Buffy coats
Uber Ficollgradienten
Stimulation fuir 2 Tage (IL-2/PHA)

CEMx174-Zellen, keine Stimulation
Passagieren der Zellen 48 h vor Infektion

«—

-d2 ———» GBV-C-Infektion

6h
<+— 2x106 Kopien/1x10° Zellen

do [ HIV-1-Infektion

Abnahme des *konditionierten Mediums und
3h Lagerung bei 4°C wahrend HIV-1-Infektion
<— 0,5 ng p24 HIV-1-Isolat 92UG024/1x106 Zellen

Waschschritt mit PBS
Resuspendieren in *konditioniertem Medium

d1 — Uberstande
d2 ———»
d3 — Probenentnahme alle 12 h fur 3-7 Tage

Lagerung bei -20 °C bis zum ELISA
d4 ——»

ds —» v

a6 ——»

47 | p24-ELISA

|

—> Analyse

v

Abbildung 2.3: Durchfihrung der Koinfektionsexperimente.

2.5.2.5 HIV-1-Infektion GBV-C-E2-stimulierter Zellen

In Kooperation mit dem Institut fur Biochemie der Universitat Barcelona wurden 124
synthetische 18mer Peptide mit einem Uberlapp von 3 Aminosauren, die das gesamte GBV-
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C-E2-Protein des GBV-C-lIsolats HGU45966 umfassen, synthetisiert. Daflr wurden im
Rahmen dieser Arbeit HIV-1-Infektionsassays etabliert und in diesen die Peptide auf ihre
HIV-1-inhibitorische Eigenschaft untersucht.

Hierfur wurden pro Ansatz 7,5x10* CEMx174-Zellen, 500 uM des entsprechenden Peptids
und 0,5ng/1x10° Zellen p24 des CXCRA4-tropen HIV-1-Isolat 92UG024 (MOl 0,008)
verwendet (48-Well-Platte). Zur Optimierung des Versuchsablaufs wurden verschiedene
Inkubations-/Infektionsprotokolle getestet (Abbildung 2.4).

Dafiur wurden entweder die Zellen (Setup 1 und 3) oder HIV-1-Viruspartikel (Setup 2 und
4) jeweils mit einem hemmenden und einem nichthemmenden E2-Peptid, dem HIV-1-
inhibitorischen Peptid C34 und den entsprechenden Kontrollen (Peptidldsungsmittel,
unbehandelte Zellen, HIV-1-Kontrolle) fur 1,5 Stunden im Brutschrank (37 °C) vorinkubiert.
Anschlieend wurden die mit Peptid vorinkubierten Viren mit den Zellen gemischt oder die
mit Peptid vorinkubierten Zellen mit HIV-1 infiziert. Nach weiteren 3 Stunden Inkubation bei
37 °C wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in Kulturmedium resuspendiert und fir
mindestens 7 Tage im Brutschrank (37 °C) kultiviert. In Setup 3 und 4 wurde dem
Kulturmedium zusétzlich frisches Peptid zugesetzt. Die Konzentration des Peptids entsprach
dabei der im Experiment verwendeten Menge. Erganzend zur Quantifizierung der p24-
Konzentration im Uberstand wurde die Anzahl vitaler Zellen durch Trypanblaufarbung
bestimmt und der zytopathische Effekt dokumentiert (Abbildung 2.4).

Setup 1 Setup 2 Setup 3 Setup 4
E2-Peptid + Zellen E2-Peptid + HIV-1 E2-Peptid + Zellen E2-Peptid + HIV-1
l l | Inkubation fir 1,5 h | l l
+ HIV-1 + Zellen + HIV-1 + Zellen
l l | Inkubation ftir 3 h | l l
Waschen Waschen Waschen Waschen
Resuspendieren
der Zellen
in
+ Medium + Medium + Medium + Medium
+ frisches Peptid + frisches Peptid

Abbildung 2.4: Test diverser Versuchsablaufe fiir die Untersuchung von E2-Peptiden in CEMx174-Zellen.

Aus den Ergebnissen der Vorversuche ergab sich die fur die Untersuchung der 124 Peptide
verwendete Versuchsdurchfiihrung, die in Abbildung 2.5 dargestellt ist. Die Peptide wurden
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in DMSO geldst und im entsprechenden Zellkulturmedium verdunnt. Zur Bestimmung der
toxischen Wirkung der Peptide wurden am Tag 6 nach Infektion (n.l.) Zellen enthommen und
die Vitalzellzahl bestimmt. Zudem erfolgte die Dokumentation der Synzytienbildung mittels
Lichtmikroskopie. Die p24-Konzentration der Kulturiiberstdnde wurde mit Hilfe des ELISA
bestimmt.

do (—» Aufldsen der Peptide

<4+— in DMSO/Zellkulturmedium

—> E2-Peptid + HIV-1

15h E2-Peptid 500 pM/Ansatz in 50 pl
<«——— HIV-1-Infektion in 50 pl mit 1 ng p24
HIV-1-Isolat 92UG024/1x10° Zellen

—> CEMx174-Zellen/PBMC )
75.000 Zellen in 100 pl/Ansatz

3h Waschschritt mit PBS

Resuspendieren in Medium
Kultivierung in 48-Well-Platte
> Zugabe von frischem E2-Peptid
dl —— )
d2 ——» - Abnahme de_r Ubeorsta_nde alle 24 h
d3 > Lagerung bei -20 °C bis zum ELISA
d4 —r
d5 ——» v

d6 ——>» Pp24-ELISA der Uberstande von d6é n.l.

——» Zellzahlbestimmung (d6 n.l.)

—> Analyse

v

Abbildung 2.5: Darstellung des Versuchsaufbaus zum Testen von 124 E2-Peptiden.

2.5.2.6 1Cs

Zur Bestimmung der Peptidkonzentration, bei der die HIV-1-Replikation um die Halfte
reduziert wird (inhibitory concentration 50, 1Cs), wurden HIV-1-Viruspartikel mit
unterschiedlichen E2-Peptidkonzentrationen vorinkubiert und anschlielend fur die Infektion
von CEMx174-Zellen verwendet. Die HIV-1-Replikation wurde mittels der p24-Antigen-
Konzentration im Kulturiberstand quantifiziert. Die Auswertung erfolgte mit der Software
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GraphPad Prism. Es wurden die p24-Konzentrationen in Relation zu den eingesetzten
Peptidmengen graphisch abgebildet und der Graphik die Konzentration mit einer HIV-1-
Inhibition von 50 % entnommen.

2.5.2.7 Dokumentation der Synzytienbildung infolge der HIV-1-Infektion

Um HIV-1-Infektionsverlaufe und Synzytienbildung zu dokumentieren, wurden die
entsprechenden Suspensionszellen in der Zellkulturplatte zentrifugiert (1.000 rpm/5 min;
Rotina 46 RS Hettich Zentrifugen, Tuttlingen/D), zweimal mit PBS gewaschen und mit 4 %
Paraformaldehyd fixiert (Inkubation 15 min). Die Kulturen wurden unter dem Lichtmikroskop
(Mikroskopsystem Eclipse TE-2000, Nikon Instruments Europe, Dusseldorf/D), einer Kamera
(Hamamatsu, Photonics GmbH, Herrsching am Ammersee/D) und der Analysesoftware
Wasabi ausgewertet.

2.5.3 Transfektion eukaryotischer Zellen

Fur die Kalzium-Phosphat-Transfektion von eukaryotischen Zellen (HeLa, Huh-7, 293T) mit
aufgereinigter Plasmid-DNA wurden 4x10° Zellen pro Kavitat (6-Well-Platte) oder 1x10°
Zellen pro Kavitat (12-Well-Platte) ausgeséat. Am folgenden Tag wurde 3 Stunden vor der
Transfektion das Kulturmedium gewechselt (Zellrasen zu 70-80 % konfluent). Die zu
transfizierende DNA wurde auf eine Konzentration von 5 ug bzw. 1,6 ug pro 20 pl eingestellt
und mit 175 bzw. 58,3 ul CaCl,-Losung gemischt. AnschlieBend wurde die DNA-Kalzium-
Losung tropfenweise mit dem gleichen Volumen an 2x Phosphatpuffer versetzt und fur
11 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Transfektionsansatz wurde anschliel3end
gleichmaRig auf die Zellen getropft, die Bildung von DNA-Prazipitaten im Lichtmikroskop
kontrolliert und die Zellen im Brutschrank (37 °C) inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte ein
Mediumwechsel und 48 Stunden nach Transfektion die Analyse der Proteinexpression.

2.6 STUDIENKOLLEKTIVE

2.6.1 Leipziger Blutspenderkohorte

In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums
Leipzig wurden Blutproben von 1535 zuféllig ausgewdahlten Blutspendern ohne bekannte
HIV-1-, HBV- oder HCV-Infektion untersucht (2006/2007). Ein Einverstandnis der Probanden
lag vor. Das Serum wurde durch Zentrifugation (3.000 rpm/15 min/4 °C) gewonnen und
aliquotiert bei -80 °C gelagert. Da angenommen wurde, dass dieses Studienkollektiv nur eine
geringe GBV-C- Pravalenz aufweist, wurden fiir die Analyse jeweils 10 Einzelproben
gemischt, als Pool extrahiert und auf das Vorhandensein von GBV-C-RNA getestet. Je
Einzelprobe wurden 100 pl in ein 1,5-ml-Eppendorfgefald tGberfuhrt und griindlich gemischt.
RNA-Extraktion und Quantifizierung der Viruslast erfolgte wie unter 2.1 beschrieben. Wurde
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ein Pool positiv fur GBV-C-RNA getestet, so wurden die entsprechenden Einzelproben
separat extrahiert und analysiert. Fur den Aufbau der GBV-C-Serumbank wurde das Plasma
des GBV-C-positiven Blutspenders aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.6.2 Leipziger/Erlangener-HIV-1-Kohorte

In Zusammenarbeit mit dem Nationalen Referenzzentrum fur Retroviren am Institut fur
Klinische und Molekulare Virologie der Universitat Erlangen und zwei Schwerpunktpraxen in
Leipzig und Nirnberg wurden 324 anonymisierte, HIV-1-positive Spender unter Einhaltung
des Datenschutzes auf GBV-C-Marker untersucht (2004-2008). Vollblut und Serum wurden
innerhalb von 24 Stunden aufgearbeitet und Plasma und Serum bis zur weiteren Analyse bei
-80 °C aliquotiert gelagert. Da dieses Studienkollektiv ein hdheres Transmissionsrisiko flr
blutibertragene Pathogene aufweist, wurden die Proben individuell und nicht als Pool
extrahiert und analysiert.

2.6.3 Multizentrische, prospektive Kohortenstudie zum naturlichen Verlauf der
Hepatitis-C-Virusinfektion Genotyp 1b (Anti-D-Studie)

Zwischen August 1978 und Mérz 1979 wurden 2867 Frauen auf dem Gebiet der ehemaligen
DDR im Rahmen der Anti-D-Rhesusprophylaxe mit 14 GBV-C/HCV-kontaminierten Chargen
desselben Spenders behandelt und zum Teil mit HCV Genotyp 1b und GBV-C infiziert. In
einer Langzeitstudie wurde der natirliche Infektionsverlauf der chronisch HCV-erkrankten
aber auch der nicht erkrankten Patientinnen tber einen Zeitraum von 30 Jahren untersucht.
Im Rahmen des intensiven Monitorings der Studienteilnehmer wurde auch die GBV-C-
Pravalenz in dieser Kohorte untersucht. Aus dem Serum von 306 Patientinnen
(Abnahmezeitraum 2006-2009) wurde virale RNA isoliert und mittels quantitativer RT-PCR
auf GBV-C-RNA getestet. Neben der Amplifikation eines RNA-Fragments aus der 5’-NTR
wurde zur Verifizierung der Ergebnisse auch ein Sequenzabschnitt im Bereich des NS5A-
Gens amplifiziert. Zusatzlich wurden die positiv getesteten sowie 40 zufallig ausgewdahlte
negative Anti-D-Proben in einer weiteren PCR, die einen Sequenzabschnitt im NS3-
Genbereich nachweist, getestet. Zusatzlich wurden die Patientenproben auf das Vorliegen
von Anti-GBV-C-E2-Antikorpern mittels ELISA untersucht. Ergdnzend zum Nachweis von
GBV-C-RNA und GBV-C-spezifischen Antikdrpern wurde das Auftreten einer GBV-C-
Infektion in Abhangigkeit von bestimmten genetischen Pradispositionen (IL28B-, CCR5-
Genotyp), Grunderkrankungen und Risikofaktoren statistisch analysiert. Zudem wurden die
GBV-C-Isolate im Bereich ihres Oberflachenproteins E2 durch Dr. Sergej Viazov
(Universitatsklinikum Essen) sequenziert, um so Hinweise auf das Inokulum in der
kontaminierten Anti-D-Charge zu erlangen.

DarlUber hinaus wurde der HCV-Status zum Zeitpunkt des GBV-C-Nachweises bestimmt
und der Therapiestatus dokumentiert. Hierbei handelte es sich um eine
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Kombinationstherapie aus Interferon(IFN)-alpha bzw. pegyliertem IFN-alpha und Ribavirin
oder einer Monotherapie mit IFN-alpha oder pegyliertem IFN-alpha. Eine Unterscheidung
zwischen den tatsachlich angewandten Therapien wurde nicht getroffen. Zu flnf
Patientinnen fehlten klinische Daten, sodass von diesen lediglich der GBV-C-Status
bestimmt werden konnte. In den weiteren Analysen wurden sie nicht bertcksichtigt. Die fur
die Untersuchungen erforderlichen Einverstandniserklarungen der Patienten sowie ein
Ethikvotum der Universitat Leipzig fur die Anti-D-Studie liegen vor.

2.6.4 Hemophilia Growth and Development Studie (HGDS)

Die 1989/1990 in den USA initiierte multizentrische Studie schloss 333 hé&mophile, HCV-
infizierte und zum Teil HIV-1-infizierte Kinder und Jugendliche im Alter von 6-19 Jahren ein.
Sie entsprach den Vorschriften der jeweiligen Ethikkommission. Bei Studienbeginn und
nachfolgend alle 6 Monate wurden Uber einen Zeitraum von 7 Jahren Blutproben
entnommen. Die Arbeitsgruppe von Daar [* et al. 2001] bestimmte aus den Blutproben unter
anderem die Anzahl der CDA4-T-Zellen sowie die Viruslast fur HIV-1 und HCV. Die
Behandlung der HIV-1-Erkrankung erfolgte vor der HAART-Ara mittels ART. Eine
Behandlung der HCV-Infektion fand nicht statt [***Soogoor et al. 2006]. Die Ubertragung von
HCV und/oder HIV-1 erfolgte zwischen 1982 und 1983 durch die Verabreichung von vor
1985 nicht hitzeinaktivierten Gerinnungsfaktoren [*?Loveland et al. 1994, **Daar et al.
2001].

Der Analyseplan wurde gemeinschaftlich durch Solveig Tenckhoff, Hans L. Tillmann
(Universitéat Leipzig, Duke University, Durham, NC/USA), Eric Daar (Los Angeles Biomedical
Research Institute at Harbor-UCLA Medical Center, Torrance, CA/USA), Sharyne Donfield,
Alice Lail und Erika Menius (Rho, Chapel Hill/USA) erstellt. In der vorliegenden Arbeit
wurden Serumproben auf GBV-C-RNA untersucht, die im Rahmen der halbjahrlichen
Blutentnahmen im Studienverlauf gewonnen und konserviert worden waren. Dabei wurden
pro Patient jeweils eine noch verfiigbare Blutprobe méglichst zeithah zum Studienbeginn und
eine zum Untersuchungsende ausgewahlt. Bei den HIV-1-positiven Studienteilnehmern
wurden 202 Proben fir den ersten und 191 fiir den zweiten Messzeitpunkt, in der Gruppe der
HIV-1-negativen Studienteilnehmer 119 Proben des ersten und 114 des zweiten
Messzeitpunkts auf GBV-C-RNA getestet. Die statistische Auswertung erfolgte im Rahmen
dieser Arbeit in Kooperation mit Sharyne Donfield, Erika Menius und Alice Lail. Abbildung 2.6
fasst den Studienablauf zusammen.
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Stuf:;r;t;ggmn HIV-positiv/
HCV-positiv

1. Messzeitpunkt
s

— Medizinische Untersuchungen
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Analysen

. .
D — CD4*-Zellzahlbestimmung

Statistik

2. Messzeitpunkt
—

n=191 — Viruslastbestimmung

v
Studienende
1996/97

Abbildung 2.6: Studiendurchfuihrung.

2.7 STATISTISCHE ANALYSEN

Statistische Analysen in dieser Arbeit wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit Hilfe von
GraphPad Prism bzw. SPSS durchgefihrt. In den graphischen Darstellungen sind
Mittelwerte mit dem Standardfehler abgebildet. Davon abweichende Darstellungen sind
entsprechend gekennzeichnet. Haufigkeiten fur Viramie bzw. Virusexposition in den
Studienkohorten sind in Prozent dargestellt; ggf. sind die Konfidenzintervalle mit Odds Ratio
angegeben. Zur Auswertung von Unterschieden beziglich der Haufigkeiten fur das Auftreten
virusspezifischer Marker in den verschiedenen Studienkollektiven sowie fir die HCV-
Ausheilungsrate und antivirale Therapie in der Anti-D- und HGD-Studie wurde der Fishers-
Exakt-Test verwendet. Alle anderen Analysen im Rahmen der HGD-Studie wurden durch die
Kooperationsgruppe vom Rho-Institut, Los Angeles, USA vorgenommen. Fir Unterschiede
zwischen GBV-C-RNA-positiv und -negativ wurde der Studien-t-Test verwendet (fur Alter,
CD4-T-Zellzahl, Viruslasten). Fiur die Analyse der Zeitspanne bis zur Progression zu AIDS
oder AIDS-induziertem Tod wurden Kaplan-Meier-Kurven und Cox-Regressionsmodelle mit
Hazard Ratio erstellt. Die Auswertung der Viruslasten und die Berechnung statistischer
Parameter fur In-vitro-Versuche erfolgten unter Verwendung des Student-t-Tests bzw. des
ungepaarten, zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests.
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3. MATERIAL

3.1 OLIGONUKLEOTIDE

Primer wurden von TibMolbiol (Berlin/D) oder BioTez (Berlin/D), Sonden von TibMolbiol
bezogen. In Tabelle 3.1 sind die verwendeten Oligonukleotide zusammengestellt.

Tabelle 3.1: Oligonukleotide.

Forward- und Reverse-Oligonukleotidprimer sind entsprechend der Nukleotidsequenz des jeweiligen Gens
benannt. Die Positionen, an denen die Primer fur den Nachweis verschiedener GBV-C-Genregionen an das GBV-
C-Referenzisolat AF121950 binden, sind fir jeden Primer angegeben. Die Unterstreichungen kennzeichnen die
Enzymschnittstellen.

Name Sequenz (5’-3’-Orientierung) Bemerkung
G4_fwdni14s AATCCCGGTCAYCYTGGTAGCCACT 5-NTR
G3_revVnuos CCCCACTGGTCYTTGYCAACTC Quantifizierung
GBV-C-Sonde 6FAM-AATAAGGGCCCGACGTCAGGCTCXT--PH GBV-C-RNA
NS3_outer-revniaaas TCYTTGATGATDGAACTGTC )
NS3_inner-revouos TCYTTACCCCTRTAATAGGC NS3-Genregion

GBV-C-Nachweis
NS3_fwdntazss TATGGGCATGGHATHCCYCT
NS5A-IFN_revnissss TCRAGAATYCTCGCAGCATTCTC GBV-C-Nachweis
NS5A-IFN_fwdnesss CWGCTGTDGCTGAGCCCTAYTA Sequenzierung
E2_revniges AGTGAGTTTTGGAGATGGA E2-Genregion

GBV-C-Nachweis
E2_fwdni23s CTCHGCCAGCTTCATCAGVTA Sequenzierung
IRES_fwdnus CCABAAACCGACGCCTATYT

IRES-Lang
IRES_revars2 CTGATACAGTGGCCAGCA
IRES_rev_EcORInus GCGAATTCCCABAAACCGCGCCTATYT IRES.L

-Lan

IRES_rev_EcoRlnys2 CTGATACAGTGGCCAGCAGAATTCCG g
IRES_rev-new_ECORIne27 CGGAATTCTCGACAAGCGTGGGTGGCC IRES-Kurz
IRESneo_fwd_EcoRI GTAGAATTCATCTAGGGCGGCCAATTCCG EMCV-IRES
IRESneo_rev_EcoRI GACGAATTCTTGTGGCAAGCTTATCATCG
RLUC_de TGATAACTGGTCCGCAGTGG Renillaluziferase-
RLuc_rev CCTGGGTCCGATTCATAAAC nachweis
RLuc_fwd_sequ TCGTTGAGCGAGTTCTCAAA Sequenzierung
FLuc_rev_sequ ACCCCTTTTTGGAAACGA Sequenzierung
HCV_fwd RC1 GTCTAGCCATGGCGTTAGTA .

HCV-Nachweis
HCV_rev RC21 CTCCCGGGGCACTCGCAAGC
GAPDH_fwd GAGTCAACGGATTTGGTCGT

Referenzgen
GAPDH_rev TGGAAGATGGTGATGGGATT

RLuc: Renillaluziferase, FLuc: Fireflyluziferase, X: Base A, C, G oder T, Y: Base C oder T.
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3.2 PLASMIDE

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren aufgefiihrt. Ubersichtskarten
aller Plasmide sind der Anlage zu entnehmen.

pcDNA3.1/V5-His TOPO TA (#480001, Invitrogen, Groningen/D)
pIRESnheo (#6060-1, Clontech, Mountain View, CA/USA)
pEGFP-F (#6074-1, Clontech, Mountain View, CA/USA)

DCV und DCV-IRES-Vektoren

Dieser Doppelluziferasevektor (DCV) wurde von Forton et al. [*2004] kloniert und
freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Der Vektor basiert auf dem pRL-SV40 von Promega (Mannheim/D). Er enthélt bereits
eine Renillaluziferasegen, das unter Kontrolle des SV40-Promotors steht. Dahinter befindet
sich die MCS, die unter anderem eine EcoRI-Schnittstelle aufweist. Nach der MCS folgt das
Fireflyluziferasegen. Als Selektionsmarker dient ein Ampicillinresistenzgen.

In den Vektor wurde Uber die EcoRI-Schnittstelle die jeweiligen GBV-C-IRES bzw. die
EMCV-IRES eingefligt (siehe 2.2.8).

3.3 PEPTIDE

Aminosaduresequenz des E2-Proteins (U45966)

APASVLGSRPFDYGLTWQSCSCRANGSRYTTGEKVWDRGNVTLLCDCPNGPWVWLPAFCQAIGW
GDPITHWSHGOQNRWPLSCPQYVYGSVSVTCVWGSVSWFASTGGRDSKIDVWSLVPVGSASCTIAAL
GSSDRDTVVELSEWGVPCATCILDRRPASCGTCVRDCWPETGSVRFPFHRCGAGPKLTKDLEAVPF
VNRTTPFTIRGPLGNQGRGNPVRSPLGFGSYAMTKIRDSLHLVKCPTPAIEPPTGTFGFFPGVPPLNN
CLLLGTEVSEALGGAGLTGGFYEPLVRRRSELMGRRNPVCPGFAWLSSGRPDGFIHVQGHLQEVDA
GNFIPPPRWLLLDFVFVLLYLMKLAEARLVPLILLLLWWWVNQLAVLGLPAVDAAVA

Tabelle 3.2: Sequenzen der 124 18mer E2-Peptide [lgBHerrera et al. 2010].

E2 Peptid GBV-C Sequenz E2 Peptid GBV-C Sequenz
P1 APASVLGSRPFDYGLTWQ P63 LTKDLEAVPFVNRTTPET
P2 SVLGSRPFDYGLTWQSCS P64 DLEAVPFVNRTTPFTIRG
P3 GSRPFDYGLTWQSCSCRA P65 AVPFVNRTTPFTIRGPLG
P4 PFDYGLTWQSCSCRANGS P66 FVNRTTPFTIRGPLGNQG
P5 YGLTWQSCSCRANGSRYT P67 RTTPFTIRGPLGNQGRGN
P6 TWQSCSCRANGSRYTTGE P68 PFTIRGPLGNQGRGNPVR
P7 SCSCRANGSRYTTGEKVW P69 IRGPLGNQGRGNPVRSPL
P8 CRANGSRYTTGEKVWDRG P70 PLGNQGRGNPVRSPLGEG
P9 NGSRYTTGEKVWDRGNVT P71 NQGRGNPVRSPLGFGSYA
P10 RYTTGEKVWDRGNVTLLC P72 RGNPVRSPLGFGSYAMTK
P11 TGEKVWDRGNVTLLCDCP P73 PVRSPLGFGSYAMTKIRD
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E2 Peptid GBV-C Sequenz E2 Peptid GBV-C Sequenz
P12 KVWDRGNVTLLCDCPNGP P74 SPLGFGSYAMTKIRDSLH
P13 DRGNVTLLCDCPNGPWVW P75 GFGSYAMTKIRDSLHLVK
P14 NVTLLCDCPNGPWVWLPA P76 SYAMTKIRDSLHLVKCPT
P15 LLCDCPNGPWVWLPAFCQ P77 MTKIRDSLHLVKCPTPAT
P16 DCPNGPWVWLPAFCQAIG P78 IRDSLHLVKCPTPAIEPP
P17 NGPWVWLPAFCQAIGWGD P79 SLHLVKCPTPAIEPPTGT
P18 WVWLPAFCQAIGWGDPIT P80 LVKCPTPAIEPPTGTFGF
P19 LPAFCQAIGWGDPITHWS P81 CPTPAIEPPTGTFGFFPG
P20 FCQAIGWGDPITHWSHGQ P82 PAIEPPTGTFGFFPGVPP
P21 AIGWGDPITHWSHGQNRW P83 EPPTGTFGFFPGVPPLNN
P22 WGDPITHWSHGQNRWPLS P84 TGTFGFFPGVPPLNNCLL
P23 PITHWSHGQNRWPLSCPQ P85 FGFFPGVPPLNNCLLLGT
P24 HWSHGQONRWPLSCPQYVY P86 FPGVPPLNNCLLLGTEVS
P25 HGQNRWPLSCPQYVYGSV P87 VPPLNNCLLLGTEVSEAL
P26 NRWPLSCPQYVYGSVSVT P88 LNNCLLLGTEVSEALGGA
P27 PLSCPQYVYGSVSVTCVW P89 CLLLGTEVSEALGGAGLT
P28 CPQYVYGSVSVTCVWGSV P90 LGTEVSEALGGAGLTGGF
P29 YVYGSVSVTCVWGSVSWE P91 EVSEALGGAGLTGGFYEP
P30 GSVSVTCVWGSVSWFAST P92 EALGGAGLTGGFYEPLVR
P31 SVTCVWGSVSWFASTGGR P93 GGAGLTGGFYEPLVRRRS
P32 CVWGSVSWFASTGGRDSK P94 GLTGGFYEPLVRRRSELM
P33 GSVSWFASTGGRDSKIDV P95 GGFYEPLVRRRSELMGRR
P34 SWFASTGGRDSKIDVWSL P96 YEPLVRRRSELMGRRNPV
P35 ASTGGRDSKIDVWSLVPV P97 LVRRRSELMGRRNPVCPG
P36 GGRDSKIDVWSLVPVGSA P98 RRSELMGRRNPVCPGFAW
P37 DSKIDVWSLVPVGSASCT P99 ELMGRRNPVCPGFAWLSS
P38 IDVWSLVPVGSASCTIAA P100 GRRNPVCPGFAWLSSGRP
P39 WSLVPVGSASCTIAALGS P101 NPVCPGFAWLSSGRPDGF
P40 VPVGSASCTIAALGSSDR P102 CPGFAWLSSGRPDGFIHV
P41 GSASCTIAALGSSDRDTV P103 FAWLSSGRPDGFIHVQGH
P42 SCTIAALGSSDRDTVVEL P104 LSSGRPDGFIHVQGHLQE
P43 IAALGSSDRDTVVELSEW P105 GRPDGFIHVQGHLQEVDA
P44 LGSSDRDTVVELSEWGVP P106 DGFIHVQGHLQEVDAGNF
P45 SDRDTVVELSEWGVPCAT P107 THVQGHLQEVDAGNFIPP
P46 DIVVELSEWGVPCATCIL P108 QGHLQEVDAGNFIPPPRW
P47 VELSEWGVPCATCILDRR P109 LQEVDAGNFIPPPRWLLL
P48 SEWGVPCATCILDRRPAS P100 VDAGNFIPPPRWLLLDFV
P49 GVPCATCILDRRPASCGT P111 GNFIPPPRWLLLDFVFVL
P50 CATCILDRRPASCGTCVR P112 IPPPRWLLLDFVFVLLYL
P51 CILDRRPASCGTCVRDCW P113 PRWLLLDFVFVLLYLMKL
P52 DRRPASCGTCVRDCWPET P114 LLLDFVFVLLYLMKLAEA
P53 PASCGTCVRDCWPETGSV P115 DFVFVLLYLMKLAEARLV
P54 CGTCVRDCWPETGSVREP P116 FVLLYLMKLAEARLVPLI
P55 CVRDCWPETGSVRFPFHR P117 LYLMKLAEARLVPLILLL
P56 DCWPETGSVRFPFHRCGA P118 MKLAEARLVPLILLLLWW
P57 PETGSVRFPFHRCGAGPK P119 AEARLVPLILLLLWWWVN
P58 GSVRFPFHRCGAGPKLTK P120 RLVPLILLLLWWWVNQLA
P59 RFPFHRCGAGPKLTKDLE P121 PLILLLLWWWVNQLAVLG
P60 FHRCGAGPKLTKDLEAVP pP122 LLLLWWWVNQLAVLGLPA
P61 CGAGPKLTKDLEAVPFVN P123 LWWWVNQLAVLGLPAVDA
P62 GPKLTKDLEAVPFVNRTT P124 WVNQLAVLGLPAVDAAVA
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C34: WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL

34 ENzYME UND KITS

American Peptide Company
(308187, Sunnyvale, CA/USA)

Kit/Enzym

Hersteller

GeneAmp® XL PCR Kit

GeneAmp® / AmpliTag® DNA-Polymerase
GoTag® Green Master Mix

QuantiFast® Multiplex RT-PCR Kit

High Pure Viral Nucleic Acid Kit

High Pure Viral RNA Kit

High Fidelity PCR Enzyme Mix

INNOTEST™ HIVAntigen mAb

LightCylcer® RNA Amplification Kit HybProbe
Renilla Luciferase Assay System

Luciferase Assay System

Venor GeM Mycoplasma PCR Detection Kit
NucleoSpin® RNA Virus

NucleoSpin Plasmid QuickPure

Phusion High-Fidelity PCR Kit

RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
Omniscript RT Kit
pcDNA™3.1/V5-His-TOPO® Expression Kit
RNaseOut™ Ribonuclease Inhibitor

PureLink HiPure Plasmid Maxiprep

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit

QIlAprep Spin Miniprep Kit

QIAfilter Plasmid Midi Kit

EndoFree Plasmid Maxi Kit

QIAmp Viral RNA Kit

TOPO TA Cloning Kit with One Shot TOP10 E. coli
Trypsin-EDTA

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit

Applied Biosystems, Darmstadt/D
Applied Biosystems, Darmstadt/D
Promega, Mannheim/D

Qiagen, Hilden/D

Roche Diagnostics, Mannheim/D
Roche Diagnostics, Mannheim/D
Roche Diagnostics, Mannheim/D
Innogenetics, Gent/B

Roche Diagnostics, Mannheim/D
Promega, Mannheim/D
Promega, Mannheim/D

minerva biolabs, Berlin/D
Machery&Nagel, Diren/D
Macherei-Nagel, Duren/D

New England Biolabs, Frankfurt a.M./D
Fermentas, Leon-Roth/D
Qiagen, Hilden/D

Invitrogen, Groningen/D
Invitrogen, Groningen/D
Invitrogen, Groningen/D

Qiagen, Hilden/D

Qiagen, Hilden/D

Qiagen, Hilden/D

Qiagen, Hilden/D

Qiagen, Hilden/D

Qiagen, Hilden/D

Invitrogen, Groningen/D

PAA, Pasching/A

HiSS Diagnostics GmbH, Freiburg/D

Alle Restriktionsenzyme wurden von Fermentas (Leon-Roth/D), die alkalische Phosphatase

sowie die T4-DNA-Ligase von New England Biolabs (NEB, Frankfurt a.M./D) bezogen.
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3.5 VERBRAUCHSMATERIAL

Verbrauchsmaterial

Hersteller/Anbieter

Cellstar® TC-Flask, Filter cap; 25 cm?
Cellstar® TC-Flask, Filter cap; 75 cm?
Cellstar® TC-Flask, Filter cap; 175 cm?
Cellstar® TC-Plate; 6 well

Cellstar® TC-Plate; 12 well

Cellstar® TC-Plate; 24 well

Cellstar® TC-Plate; 96 well round bottom
Zellkultur Testplatte 96F
Zellkulturplatte; 96 well, white
Zellschaber

Combitip plus; 1,0 ml

Combitip plus; 2,5 ml

Combitip plus; 5 mi

Kryoréhrchen; 1,8 ml

Kuvetten Uvette® 220-1600 nm
Biosphere Filter Tip 10 pl weif3
Biosphere Filter Tip 100 pl gelb
Biosphere Filter Tip 1000 pl blau
epT.l.P.S. Filter 0,1-10 ul S

Filtertip Gilson Style 10 pl

Filtertip Gilson Style 100 pl

Filtertip Gilson Style 200 pl

Filtertip Gilson Style 1000 pl
Pipettenspitze, 10 pl, Gilson, weif3
Pipettenspitze, 200 pl, gelb
Pipettenspitze, 1000 pl, blau

Parafilm

PP-PCR-Platte, 96 well

PCR Abdeckfolie

PCR SOFTSTRIPS 0,2 ml

LightCylcer Kapillaren 20 pl
Petrischalen fir Bakteriologie
Serologische Pipette, 2 ml
Serologische Pipette, 5 ml
Serologische Pipette, 10 ml
Serologische Pipette, 25 ml
Eppendorfgefal; Safe-Lock Tubes 0,5 mi
Eppendorfgefal3; Safe-Lock Tubes 1,5 mi

Greiner Bio-One, Frickenhausen/D
Greiner Bio-One, Frickenhausen/D
Greiner Bio-One, Frickenhausen/D
Greiner Bio-One, Frickenhausen/D
Greiner Bio-One, Frickenhausen/D
Greiner Bio-One, Frickenhausen/D
Greiner Bio-One, Frickenhausen/D
TPP, Trasadingen/CH

Nunc, Wiesbaden/D

TPP, Trasadingen/CH

Eppendorf, Hamburg/D
Eppendorf, Hamburg/D
Eppendorf, Hamburg/D

Nunc, Wiesbaden/D

Eppendorf, Hamburg/D

Sarstedt, Nimbrecht/D

Sarstedt, Niumbrecht/D

Sarstedt, Nimbrecht/D

Eppendorf, Hamburg/D

Greiner Bio-One, Frickenhausen/D
Greiner Bio-One, Frickenhausen/D
Greiner Bio-One, Frickenhausen/D
Greiner Bio-One, Frickenhausen/D
Greiner Bio-One, Frickenhausen/D
Sarstedt, Nimbrecht/D

Sarstedt, Nimbrecht/D

Carl Roth, Karlsruhe/D

Greiner Bio-One, Frickenhausen/D

Greiner Bio-One, Frickenhausen/D

Biozym Scientific, Hess. Oldendorf/D

Roche Diagnostics, Mannheim/D

Dr. llona Schubert Laborfachhandel, Leipzig/D

Sarstedt, NUmbrecht/D
Sarstedt, NUmbrecht/D
Sarstedt, Nimbrecht/D
Sarstedt, NiUmbrecht/D
Eppendorf, Hamburg/D
Eppendorf, Hamburg/D
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Verbrauchsmaterial

Hersteller/Anbieter

Eppendorfgefal; Safe-Lock Tubes 2,0 mi
Mikro-Schraubrdhre 1,5 ml PP

Cellstar® PP-Test tubes; 15 ml

Cellstar® PP-Test tubes; 50 ml

14 ml PP Tube

Impfschlinge 10 pl blau

Spritzenfilter, 0,2 um

Syringe, 20 ml

Eppendorf, Hamburg/D

Sarstedt, Nimbrecht/D

Greiner Bio-One, Frickenhausen/D

Greiner Bio-One, Frickenhausen/D

Greiner Bio-One, Frickenhausen/D

Sarstedt, Nimbrecht/D

Dr. llona Schubert Laborfachhandel, Leipzig/D

Becton Dickenson, Heidelberg/D

3.6 CHEMIKALIEN

Chemikalie Hersteller/Anbieter
Agar Carl Roth, Karlsruhe/D
Agarose Serva, Heidelberg/D

Ampicillin Natriumsalz
Bromphenolblau

Borsaure

DMEM High Glucose (4,5 g/l)
DMSO

dNTP-Solution (premixed jedes 2,5 mM)
EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid 10 mg/mi

Fotales Kalberserum (FKS)
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Mix
GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus
Glucose

L-Glutamin 200 mM

Glycerol

Hefeextrakt

Interleukin 2

Isopropanol

LSM 1077 Lymphocyte
Natriumchlorid

Natriumpyruvat Pyruvic acid Na-salt
Magnesiumchlorid 6 H,O
Magnesiumsulfat (dried)
2-Mercaptoethanol

MOPS (3-(N-Morpholino)propanesulfonic acid)

Panserin 401

Carl Roth, Karlsruhe/D
Riedel-de Haen, Hannover/D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen/D
PAA, Pasching/A

Carl Roth, Karlsruhe/D
Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf/D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen/D
J.T.Baker, Deventer/NL
Sigma-Aldrich, Taufkirchen/D
Biochrom, Berlin/D
Fermentas, St. Leon-Roth/D
Fermentas, St. Leon-Roth/D
Serva, Heidelberg/D
Biochrom, Berlin/D

Carl Roth, Karlsruhe/D
Carl-Roth, Karlsruhe/D
Roche Diagnostics, Mannheim/D
J.T.Baker, Deventer/NL
PAA, Pasching/A

Fluka, Buchs/CH

Serva, Heidelberg/D

Carl Roth, Karlsruhe/D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen/D
Carl Roth, Karlsruhe/D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen/D
PAN Biotech, Aidenbach/D
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Chemikalie

Hersteller/Anbieter

Passive Lysis Buffer
Penicillin/Streptomycin

Pepton

Phytohaemagglutinin (PHA)
RNaseOUT™ rRibonuclease Inhibitor
RPMI 1640

SDS (Sodium dodecyl sulfate)
Sucrose

Schwefelsaure 95-97 %

TRIS Sigma 7-9

Promega, Mannheim/D

PAA, Pasching/A

Carl Roth, Karlsruhe/D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen/D
Invitrogen, Groningen/D

PAA, Pasching/A

Serva, Heidelberg/D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen/D
Riedel-De Haen AG, Hannover/D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen/D

3.7 PUFFER UND LOSUNGEN

Folgende in dieser Arbeit verwendeten Puffer und L&sungen standen nicht als

Standardlésungen zur Verfligung:

Ampicillin:

1g Ampicillin in 10 ml Aqua iniectabilia I6sen, sterilfiltrieren (0,22 um), zu je 500 pl

aliquotieren, bei -20 °C lagern. Konzentration: 100 mg/ml.

DNA-Probenpuffer:

49 Sucrose, 400ul 0,5mM EDTA-L6sung pH 8,0, 500ul 10% SDS, 0,005¢g

Bromphenolblau auf 10 ml Aqua dest.

Kalzium-Phosphat-Transfektionslésungen:

Das Transfektionskit wurde vom Virus-Host-Interaction Laboratory, Fraunhofer Institut -
Zelltherapie und Immunologie zur Verfligung gestellt.

LB-Agar:

5 g Peptone, 2,5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, 7,5 g Agar mit Aqua dest. auf 500 ml auffillen,
autoklavieren (20 min, 121 °C), im Wasserbad (55 °C) auf weniger als 60 °C abkihlen
lassen, mit Antibiotikum versetzen und luftblasenfreie Platten giel3en.

LAsung [:
15 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A, sterilfiltrieren (0,22 um) und bei
4 °C lagern.
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Losung II:
0,2 N NaOH, 1 % SDS, sterilfiltrieren (0,22 pm).

LAsung lll:

3 M K-Acetat, pH 5,5, autoklavieren und bei 4 °C lagern.

Luria-Bertani-(LB)Medium:

59 Pepton, 2,5g Hefeextrakt, 5g NaCl mit Aquadest. auf 500 ml auffillen und
autoklavieren (20 min, 121 °C).

10x MOPS Puffer:
50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA, 200 mM MOPS, pH 7,0 einstellen.

Natriumpyruvatlésung (50mM):

0,275 g Natriumpyruvat in 50 ml Aquadest. l6sen und Uber 0,22 um Spritzenfilter
sterilfiltrieren. Bei 4 °C lagern.

1x PBS:
4,775 g PBS mit Aqua dest. auf 500 ml auffullen und autoklavieren.

10x TBE:

108 g Tris, 55¢g Borsdure, 40ml 0,5M EDTA-Losung pH 8,0 (7,.3g EDTA/200 ml
Aqua dest./pH mit ca. 2,4 g NaOH-Platzchen auf 8,0 einstellen) mit Aqua dest. auf 11
auffullen.

Tfbl-Puffer:

1,48 g (30 mM) Kalumazetat, 0,05g (100 mM) RbCI, 0,74 g (25 mM) CaCl,*2H,0, 5,09
(50 mM) McCl,*4H,0 in 300 ml Aqua dest. I6sen mit 10 % Essigsaure auf pH 5,8 einstellen,
75 ml 99 % Glycerin zugegeben mit Aqua dest. auf 500 ml auffillen und sterilfiltrieren
(0,22 pm).

Tfbll-Puffer:

0,21 g (25 mM) MOPS, 1,10 g (75 mM) CaCl,*2H,0, 0,12 g (25 mM) RbCl in 50 ml A. dest.
I6sen auf pH 6,5 einstellen, 15 ml 99 % Glycerin zugeben, auf 100 ml Aqua dest. auffillen
und sterilfiltrieren (0,22 um).
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SOB-Medium:

10 g Peptone, 2,5 g Hefeextrakt, 0,25 g NaCl auf 500 ml Aqua dest. auffiillen, autoklavieren
(20 min, 121 °C), abkuhlen lassen. 5 ml steriles MgCl, (1 M) und 5 ml steriles MgSO, (1 M)
zugeben.

SOC-Medium:

1 ml 20 % sterile Glucoseldsung (alternativ 0,5 ml 2 M Glucoselésung) mit sterilem SOB-
Medium auf 50 ml auffillen.

3.8 BAKTERIENSTAMME (E. coLlI)

DH5alpha F~ $80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17 (r,, m’)
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A~ (Invitrogen, Groningen/D).

HB101 F~ thi-1 hsdS20 (rg”, mg") supE44 recAl3 ara-14 leuB6 proA2 lacY1l galk2
rpsL20 (Strf) xyl-5 mtl-1 (Promega, Mannheim/D).

JM109 endAl gInV44 thi-1 relAl gyrA96 recAl mcrB* A(lac-proAB) el4- [F' traD36
proAB” lacl? lacZAM15] hsdR17(r« mk") (Promega, Mannheim/D).

Stbl2 F~ mcrA A(mcrBC-hsdRMS-mrr) recAl endAl lon gyrA96 thi supE44 relAl
A(lac-proAB) A~ (Invitrogen, Groningen/D).

SURE endAl glnV44 thi-1 gyrA96 relAl lac recB recJ sbcC umuC: Tn5 uvrC el4-
A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 F[ proAB” lacl? lacZAM15 Tn10] (Agilent,
Waldbronn/D).

TOP10 F~ $80lacZAM15 mcrA AlacX74 recAl araD139 A(ara leu) 7697 galU galK
rpsL (Str) endAl A(mrr-hsdRMS-mcrBC) nupG (Invitrogen, Groningen/D).

XL1-Blue lac [F* proAB lacl“ZAM15 Tn10 (Tet¥)] recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
SupE44 relAl (Agilent, Waldbronn/D).

XL-Gold TetR _(mcrA)183 _(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl

gyrA96 relAl lac Hte [F* proAB laclgZ_M15 Tnl0 (TetR) Amy CamR]
(Agilent, Waldbronn/D).

3.9 VIRUSSTAMME

HIV-1-Isolate

Die HIV-1-Isolate wurden aus dem Subtyppanel des National Institute of Health (NIH)
bezogen. Verwendet wurden in dieser Arbeit das X4-trope Isolat 92UG024 (Subtyp D3)
sowie das R5-trope Isolat 92UG026 (Subtyp B).

49



Material

GBV-C-Isolate

Es wurden klinische GBV-C-Isolate verwendet. Dazu wurde Serum von GBV-C-positiven
Freiwilligen gewonnen, in Aliquots portioniert und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.10 HUMANE ZELLLINIEN

Tabelle 3.3: Verwendete humane Zelllinien mit ihrem Ursprung und dem entsprechenden
Kultivierungsmedium.

Zelllinie Beschreibung Kultivierungsmedium
293T Embryonales Nierenzellkarzinom DMEM
Hybrid aus T-Lymphoidzelllinie CEM und B-
CEMx174 Lymphoblastzelllinie 721.174 RPMI 1640
CEMx174ccrs CEMx174-Derivat, Expression des humanen CCR5- RPMI 1640
Rezeptors
HelLa Zervikales Epithelialkarzinom DMEM
HepG2 Hepatozellulares Karzinom RPMI 1640
Huh-7 Hepatozellulares Karzinom DMEM

Komplettmedien beinhalteten, soweit nicht anders bezeichnet, 10 % hitzeinaktiviertes FKS
sowie 1 % Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (100 pg/ml).

PBMC wurden in Komplettmedium aus 60 % Panserin und 40 % RPMI kultiviert. Zur
Stimulation der Zellteilung wurden dem Medium IL-2 (10 U/ml) und PHA (10 pg/ml)
zugesetzt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 VERGLEICH VERSCHIEDENER METHODEN ZUR EXTRAKTION
VIRALER RNA

Fir das RNA-Virus GBV-C gibt es wenige Daten uber die Viruslast in vivo bzw. in vitro.
Daher war es erforderlich, zusatzlich zu einer sensitiven PCR, eine Extraktionsmethode zu
wahlen, die den Verlust an RNA wahrend der Praparation minimiert. Dartiber hinaus ist zum
Nachweis selbst geringer Mengen Virus eine schnelle Isolation von RNA aus
Zellkulturiberstéanden, Zellen oder Patientenmaterial ohne Kontamination mit RNasen, DNA
oder Fremd-RNA erforderlich. Dazu eignen sich sédulenbasierte Extraktionssysteme.

Die Quantifizierung basierte auf der Bestimmung des sogenannten Schwellenwerts (C, —
threshold) im Vergleich zu einem Standard (absolute Quantifizierung) und zu Bezugsproben
(relative Quantifizierung). Im vorliegenden Versuchsaufbau wurde mit den drei untersuchten
Systemen jeweils Material aus den gleichen drei Proben aufgearbeitet. Die mit dem System
von Roche Diagnostics (High Pure Viral RNA Acid Kit) extrahierten Proben wurden als
Referenz verwendet und die Systeme von Qiagen (Viral RNA Mini Kit) und Machery&Nagel
(NucleoSpin® RNA Virus) mit diesen verglichen. Zusatzlich zur absoluten Quantifizierung
erfolgte ein Vergleich der Effizienz der jeweiligen RNA-Extraktion fur jede Probe der Systeme
von Qiagen und Machery&Nagel im Vergleich zum Roche-System.

Die detektierten Viruskonzentrationen zeigten, dass die Menge an nachweisbarer RNA
zwischen den Systemen und auch untereinander schwankte. Dabei war die grundsétzliche
Konzentrationsverteilung zwischen den Proben in der Reihenfolge RNA Probe 2 > RNA
Probe 3>RNA Probe 1 bei allen drei Anbietern gleich. Bezlglich der Ausbeute der
einzelnen Systeme stellte sich folgende Reihenfolge dar: Qiagen > Machery&Nagel > Roche.
Als Grundlage fur die Berechnung der Sensitivitdt der RNA-Extraktion fur die drei Systeme
diente die Effizienz dieser PCR. Eine Zu- bzw. Abnahme der RNA-Menge erfolgte pro 3,27
Zyklen um Faktor 10 [**Kaiser 2005]. Basierend darauf ergab sich fiir die Systeme von
Qiagen und Machery&Nagel eine besonders hohe Steigerung der Effizienz vor allem im
Bereich niedrigerer RNA-Konzentrationen gegentber dem System von Roche. Dabei schnitt
Qiagen (bis Faktor 11) besser ab als Machery&Nagel (maximal Faktor 6,4). Abbildung 4.1
stellt die Auswertung der Lightcycler-basierten PCR graphisch dar.
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Abbildung 4.1: Vergleich der Effizienz der viralen RNA-Extraktion mit verschiedenen

kommerziellen Systemen.

Dargestellt sind die Viruslast der jeweiligen Probe sowie die Steigerung der Sensitivitdt der Extraktion im
Vergleich zur mit dem Roche-System extrahierten entsprechenden Probe.

Auf Grundlage der deutlich effizienteren RNA-Isolation flir GBV-C-RNA mit dem System von
Qiagen wurde im Folgenden virale RNA mit dem Viral RNA Mini Kit extrahiert.

4.2 GBV-C IM KLINISCHEN KONTEXT

Obwohl die Ubertragung des GBV-C unter anderem Uber Blutprodukte erfolgt, wird anders
als bei HCV und HIV-1 aufgrund seiner nichtpathogenen Eigenschaften das Vorliegen einer
GBV-C-Virdmie bei Blutspendern nicht routinemafig getestet. Daher fehlen Bezugsquellen
fur GBV-C-positives Serum bzw. Plasma, das fur experimentelle Arbeiten verwendet werden
kann. Ein Aspekt der vorliegenden Arbeit war es deshalb, freiwillige Blutspender auf GBV-C
zu untersuchen und eine GBV-C-Serumbank zu etablieren. Weiterhin sollten verschiedene
Probandengruppen auf ihre GBV-C-Pravalenz im Zusammenhang mit anderen viralen
Infektionen untersucht werden.
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4.2.1 GBV-C-Pravalenz in verschiedenen Studiengruppen mit
unterschiedlichem Transmissionsrisiko zu blutiibertragenen Viren

Es wurden vier Probandengruppen mit insgesamt 2470 Proben auf eine GBV-C-Virdmie
durch Quantifizierung der viralen RNA untersucht. In der Gesamtprobandengruppe lag eine
GBV-C-Pravalenz von 9,6 % vor. Im Einzelnen ergaben sich fur die vier Kohorten die im
Folgenden beschriebenen Pravalenzen.

Gruppe 1 (Kontrollgruppe):

Die Proben der Kontrollgruppe mit 1535 freiwilligen Blutspendern des Leipziger Instituts fur
Transfusionsmedizin wiesen eine Pravalenz fur eine GBV-C-Viramie von 2,7 % (95 %
Konfidenzintervall [CI]: 1,92-3,56 %) auf.

Gruppe 2 (adulte HIV-1-Patienten):

In der zweiten Gruppe wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Reil (Institut fir
Virologie, Universitat Erlangen-Nirnberg) 324 HIV-1-Patienten aus Erlangen (236 Patienten)
und Leipzig (88 Patienten) untersucht. Die Gruppe der erwachsenen HIV-1-Patienten zeigte
eine GBV-C-Pravalenz von 34,6 % (95 % CI: 29,39-39,75 %), wobei die Pravalenz in den
Patienten des Raumes Erlangen mit 38,6 % (95 % CI: 33,35-43,77 %) signifikant hoher lag
(p =0,0177) als bei den Patienten aus Leipzig (23,9 %, 95 % CI: 16,39-31,33 %).

Gruppe 3 (HGDS):

Die Studie umfasste Proben von 333 hamophilen, HCV-positiven Kindern und Jugendlichen,
wovon 202 zuséatzlich mit HIV-1 infiziert waren. In der HGDS-Kohorte konnte insgesamt bei
25,2% (95 % CI: 20,37-30,13 %) der Kinder und Jugendlichen GBV-C nachgewiesen
werden. Dabei waren 24,6 % (95 % CI: 18,5-30,72 %) der HIV-1-Infizierten und 26,3 %
(95% CI: 18,24-34,4 %) der HIV-1-negativen Probanden positiv fir GBV-C-RNA
(p = 0,7858).

Gruppe 4 (Anti-D-Studie):

Die Gruppe der Anti-D-Studie umfasste 306 Patientinnen. Die GBV-C-Pravalenz war mit
3,3 % (95 % CI: 1,28-5,26 %) der der Kontrollgruppe vergleichbar (p = 0,5729).

Mit einem p-Wert von <0,0001 war die Prévalenz fur eine GBV-C-Virdmie in den
Hochrisikokollektiven der hamophilen Kinder (HGDS) und der adulten HIV-1-Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe der Blutspender signifikant erhoht. Die Pravalenzen der
einzelnen Gruppen sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.
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Tabelle 4.1: GBV-C-Pravalenzen in den verschiedenen Studiengruppen.

Studiengruppe Anzahl GBV-C/ GBV-C"/ GBV-C/ GBV-C"/
der HIV-1" HIV-1 HIV-1" HIV-17
Probanden % (n) % (n) % (n) % (n)
Blutspender 1535 97,3 (1493) 2,7 (42) - -
Adulte HIV-1- 324 - - 65,4 (212) 34,6 (112)
Patienten
Erlangen 236 - - 61,4 (145) 38,6 (91)
Leipzig 88 - - 76,1 (67) 23,9 (21)
HGDS
. 305 73,7 (84) 26,3 (30) 75,4 (144) 24,6 (47)
Messzeitpunkt)
Anti-D-Studie 301 96,7 (291) 3,3 (10) - -

Zuséatzlich wurde der Unterschied zwischen den GBV-C-Viruslasten der verschiedenen

Gruppen untersucht. Es zeigte sich, dass die Verteilung innerhalb der Gruppen stark variierte

(2,7-8,53 log.o Kopien/ml). In Abbildung 4.2 sind diese als Punktwolken graphisch dargestellt.
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Abbildung 4.2: Vergleich der GBV-C-Viruslasten in den untersuchten Studiengruppen.
Die graue Linie gibt den Median an. Jeder Kreis kennzeichnet eine GBV-C-positive Probe.
HIV-1-Patienten: o Erlangen; e Leipzig.

Anti-D-Kohorte

Die Mittelwerte (Standardabweichungen) fur die einzelnen Gruppen sind in Tabelle 4.2

zusammengefasst. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen lag nicht vor.
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Tabelle 4.2: GBV-C-Viruslasten der untersuchten Studiengruppen im Vergleich zur Kontrolle.

Studiengruppe | Mittelwert (xSA) p-Wert
[logio Kopien/ml]

Blutspender 5,72 (+ 1,32) -

HIV-1-Patienten | 5,78 (+ 1,68) 0,827
HGDS 5,55 (+ 0,84) 0,432
Anti-D 5,63 (+ 0,87) 0,801

SA: Standardabweichung

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Pravalenz in den untersuchten
Studiengruppen stark variierte (2,7 % bis 38,6 %). Obwohl in der Anti-D- und der HGD-
Studie die Proben insgesamt geringere Schwankungen beziglich der GBV-C-Viruslast
aufwiesen, waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Kohorten
zu beobachten.

4.2.2 Einfluss der GBV-C-Infektion auf die Progression von HIV-1
und/oder HCV

4.2.2.1 Einfluss von GBV-C in anti-HCV-positiven hamophilen Kindern mit HIV-1
oder ohne HIV-1-Koinfektion (HGDS-Kohorte)

Hauptziel der Analyse dieser Studie war es, festzustellen, ob GBV-C in diesem
Patientenkollektiv einen Einfluss auf den Verlauf der HIV-1-Infektion hat. Zusatzlich wurde
der Einfluss von GBV-C auf den HCV-Krankheitsverlauf untersucht. Dazu wurden, wie
beschrieben, zwei Proben fir jeden Probanden ausgewahlt (vgl. Abbildung 2.6, Kapitel
2.6.4). Tabelle 4.3 fasst die Statistik der untersuchten Parameter zu Beginn der Studie
zusammen.

Tabelle 4.3: Statistische Auswertung der untersuchten Parameter zu Beginn der Studie fur HIV-1-infizierte
und HIV-1-negative Probanden (erster Messzeitpunkt).

Variable zu Studienbeginn Statistik HIV-1-positiv | HIV-1-negativ | p-Wert
Anzahl n 202 119

Alter [Jahre] MW (£ SA) | 13,9 (= 3,3) 11,2 (£ 3,2) < 0,001
Dauer der HIV-1-Infektion [Jahre] MW (+ SA) | 7,4 (+1,3) n.i. -
CDA4-T-Zellen [Zellen/ul]l MW (£ SA) | 382 (+ 320) 957 (£ 377) -

log;o HIV-1-Viruslast [Kopien/ml] MW (£ SA) | 3,4 (+x0,8) negativ -
HIV-1-Therapie n (%) 94 (46,5) n.i. -

log;o HCV-Viruslast [Kopien/ml] MW (£ SA) | 6,3 (x1,2) 54(x1,2) <0,0001
HCV spontan ausgeheilt n (%) 7 (3,5) 19 (16,0) 0,0002
GBV-C-Pravalenz n (%) 2(0,9) 0 -

MW: Mittelwert; SA: Standardabweichung; n.i.: nicht indiziert
,HCV spontan ausgeheilt* wurde definiert als HCV-RNA-negativ und anti-HCV-positiv.
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Zu Studienbeginn (erster Messzeitpunkt) betrug das Alter der HIV-1-infizierten Patienten
13,9 (x 3,3) Jahre, das der HIV-1-negativen Patienten 11,2 (+ 3,2) Jahre (p <0,001). Die
CDA4-T-Zellen lagen fur HIV-1-positive Patienten bei 382 (+ 320) Zellen/pl. HIV-1-negative
Patienten wiesen mit 957 (+ 377) Zellen/ul Werte im Normbereich (400-1500 Zellen/pl) auf.
Die HIV-1-Viruslast betrug bei HIV-1-positiven Patienten 3,4 (+ 0,8) log;o RNA-Kopien/pl.
46,5 % der HIV-1-positiven Probanden standen zu Beginn der Studie unter antiviraler
Therapie gegen HIV-1. Im Gegensatz dazu konnte in HIV-1-negativen Probanden keine HIV-
1-RNA nachgewiesen werden. Die HCV-Viruslast lag in HIV-1-infizierten Patienten signifikant
héher als in HIV-1-negativen Probanden (6,3 +1,2 log;, Kopien/ml vs. 5,4+ 1,2 logs
Kopien/ml; p < 0,0001). Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten waren HCV-positiv.
Bis zum Beginn der hier durchgefiihrten Analyse konnten jedoch einige Probanden HCV
ausheilen. Fur die HIV-1-negativen Probanden lag dabei mit 19 von 119 Patienten (16,0 %)
eine deutlich hohere Quote fir die Ausheilung der HCV-Infektion vor als fur die HIV-1-
positiven Probanden (7/202; 3,5 %, p = 0,0002). Zu Beginn der Studie war keiner der HIV-1-
negativen Probanden positiv fir GBV-C-RNA, bei 2 der HIV-1-positiven Patienten konnte
jedoch eine GBV-C-Viramie nachgewiesen werden.

Im Vergleich dazu wurde zum Ende der Studie eine Zunahme der GBV-C-Pravalenz
beobachtet. Siebenundvierzig der 191 HIV-1-Patienten waren zum zweiten Messzeitpunkt
positiv fir GBV-C-RNA (24,6 %). Basierend auf ihrem GBV-C-Status wurden die HIV-1-
Infizierten gruppiert (GBV-C-negativ und GBV-C-positiv). Die HCV-Viruslast zeigte zwischen
beiden Gruppen keinen statistisch signifikanten Unterschied (GBV-C-positiv vs. GBV-C-
negativ 6,2 + 1,5 log,o Kopien/ml vs. 6,0 £ 1,6 log;, Kopien/ml; p = 0,628). Ebenso gab es
keine Unterschiede bezlglich der Anzahl der Patienten mit HIV-1-Therapie (p = 0,552).
Sechs der GBV-C-negativen HIV-1-Patienten waren in der Lage, HCV auszuheilen, wogegen
keiner der GBV-C/HIV-1-Koinfizierten zum zweiten Messzeitpunkt die HCV-Infektion
eliminiert hatte (p = 0,339). Weiterhin zeigte die statistische Auswertung der Daten eine
signifikant hohere CD4-T-Zellzahl fir GBV-C-positive HIV-1-Patienten im Vergleich zu GBV-
C-negativen HIV-1-Patienten (280 =275 Zellen/pl vs. 191 +226 Zellen/ul; p = 0,043).
Gleiches war fur die HIV-1-Viruslast zu beobachten (GBV-C-positiv vs. GBV-C-negativ
3,4+0,8 logy, Kopien/ml vs. 3,8+0,9 logy,yx Kopien/ml; p=0,009). Beide Gruppen
unterschieden sich beziglich des Durchschnittsalters signifikant (GBV-C-positiv 19,2 + 4,0
Jahre vs. GBV-C-negativ 17,7 £ 3,1 Jahre; p=0,028). Tabelle 4.4 fasst die Daten
zusammen.
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Tabelle 4.4: Vergleich der GBV-C-positiven und GBV-C-negativen HIV-1-Patienten im Studienverlauf

(zweiter Messzeitpunkt).

Parameter Statistik GBV-C- GBV-C- p-Wert
positiv negativ

Anzahl n (%) 47 (24,6) 144 (75,4) -

Alter [Jahre] MW (x SA) | 19,2 (+ 4,0) 17,7 (£ 3,1) 0,028
CD4-T-Zellen [Zellen/pul] MW (+ SA) | 280 (+ 275) 191 (+ 226) 0,043
logie HIV-1-Viruslast [Kopien/ml] | MW (= SA) | 3,4 (£ 0,8) 3,8(x0,9) 0,009
HIV-1-Therapie n (%) 31 (66,0) 88 (61,1) 0,552
log;o HCV-Viruslast [Kopien/ml] | MW (= SA) | 6,2 (= 1,5) 6,0 (+ 1,6) 0,628
HCV spontan ausgeheilt n (%) 0 6 (4,2) 0,339

MW: Mittelwert; SA: Standardabweichung.
,HCV spontan ausgeheilt* wurde definiert als HCV-RNA-negativ und anti-HCV-positiv.

Die Kaplan-Meier-Analyse fur GBV-C-/HIV-1-koinfizierte und HIV-1-monoinfizierte Patienten
zeigt eine erhohte Uberlebensrate fur die koinfizierte Gruppe (Cox-Regression mit Hazard
Ratio von 0,354, p = 0,045). Danach war die Sterberate durch AIDS fir HIV-1-monoinfizierte
Patienten hoher als fur GBV-C/HIV-1-koinfizierten Probanden. In Abbildung 4.3 ist der
Zusammenhang zwischen einer GBV-C-Viramie und dem AIDS-Status abgebildet.
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Abbildung 4.3: Kaplan-Meier-Analyse fur GBV-C/HIV-1-koinfizierte und HIV-1-monoinfizierte Probanden.
Dargestellt sind die Uberlebenskurven der GBV-C-positiven und GBV-C-negativen HIV-1-Patienten, gruppiert
nach dem Zeitpunkt des Eintretens von AIDS. Die Kreise stellen Einzelbestimmungen der GBV-C-Infektion dar.
Jeder Abstieg in der Kurve symbolisiert den Tod eines Patienten durch AIDS.

Im Vergleich der GBV-C-positiven und der GBV-C-negativen HIV-1-Patienten zeichnete sich
ein positiver Effekt fur die koinfizierten Probanden ab. Um zu verifizieren, ob dieser
beobachtete Effekt auf die GBV-C-Infektion zurlickzufiihren war, wurden die Daten der HIV-
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1-Patienten zum ersten Messzeitpunkt erneut analysiert. Dazu erfolgte die Einteilung der
Patienten zu diesem Zeitpunkt in GBV-C-positiv und GBV-C-negativ nach dem GBV-C-
Status des zweiten Messzeitpunkts, das heil3t, der tatsdchliche GBV-C-Status zum ersten
Messzeitpunkt blieb in der erneuten Analyse unberucksichtigt.

In dieser Berechnung zeigten die spater GBV-C-viramischen Probanden bereits zum
ersten Messzeitpunkt signifikant hohere CDA4-T-Zellzahlen (GBV-C-positiv 465 + 284
Zellen/pl vs. GBV-C-negativ 377 + 328 Zellen/pul; p =0,031) und eine geringere HIV-1-
Viruslast (GBV-C-positiv 3,2 +0,8 log;q Kopien/ml vs. GBV-C-negativ 3,5+ 0,8 logj
Kopien/ml; p = 0,030). Die HCV-Viruslast wies keine signifikanten Unterschiede auf (GBV-C-
positiv 6,1 + 1,1 logi, Kopien/ml vs. GBV-C-negativ 6,4 + 1,2 log;, Kopien/ml; p = 0,209).
Damit konnte der beschriebene positive Einfluss einer GBV-C-Viramie nur indirekt
nachgewiesen werden. Eine zum Zeitpunkt der ersten GBV-C-Bestimmung bestehende
GBV-C-Viramie unterhalb der Nachweisgrenze kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.
Uberraschend war, dass eine Korrelation zwischen Alter und dem Vorliegen einer GBV-C-
Virdmie bestand. Diese Beziehung war statistisch signifikant und galt sowohl fur die HIV-1-
positiven als auch fir die HIV-1-negativen Probanden (p < 0,001).

Neben dem Einfluss von GBV-C auf den Verlauf der HIV-1-Infektion sollte ein mdglicher
Effekt von GBV-C auf die HCV-Erkrankung bei HIV-1-negativen Probanden untersucht
werden. Im Studienverlauf konnte bei 30 der 114 HIV-1-negativen Probanden GBV-C-RNA
nachgewiesen werden (26,3 %). Basierend auf dem GBV-C-Status erfolgte die Einteilung in
GBV-C-positiv und GBV-C-negativ. Beide Gruppen waren hinsichtlich des Alters vergleichbar
(GBV-C-positiv 17,4 £ 3,5 Jahre vs. GBV-C-negativ 17,1 + 3,2 Jahre; p =0,664). Der
Unterschied der HCV-Viruslast war mit p = 0,163 statistisch nicht signifikant (GBV-C-RNA-
positiv 6,0 + 1,3 log,o Kopien/ml vs. GBV-C-negativ 5,6 + 1,3 log,q Kopien/ml). Im Gegensatz
dazu zeigte sich bei der Anzahl der Patienten mit ausgeheilter HCV-Infektion zwischen der
GBV-C-positiven Gruppe mit einem Probanden (3,3 %) und der GBV-C-negativen Gruppe
mit 18 Probanden (21,4 %) eine statistische Signifikanz von p = 0,023 (Tabelle 4.5).

Tabelle 4.5: Vergleich der GBV-C*/HIV-1" und GBV-C/HIV-1"HCV-Patienten im Studienverlauf (zweiter
Messzeitpunkt; n = 114).

Parameter Statistik GBV-C- GBV-C- p-Wert
positiv negativ

Anzahl n (%) 30 (26,3) 84 (74,7) -

Alter [Jahre] MW (xSA) | 17,4 (= 3,5) 17,1 (£ 3,2) 0,664

log;p HCV-Viruslast [Kopien/ml] MW (£ SA) | 6,0 (x1,3) 56 (= 1,3) 0,163

HCV spontan ausgeheilt n (%) 1(3,3) 18 (21,4) 0,023

MW: Mittelwert; n: Anzahl; SA: Standardabweichung.
,HCV spontan ausgeheilt* wurde definiert als HCV-RNA-negativ und anti-HCV-positiv.
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Aufgrund des deutlichen Unterschieds beziglich des HCV-Infektionsverlaufs zwischen
GBV-C-viramischen und GBV-C-negativen Probanden wurden auch hier die Daten zum
ersten Messzeitpunkt erneut analysiert. Wie fur die HIV-1-Patienten erfolgte die Einteilung
der HIV-1-negativen Probanden in die Gruppen GBV-C-positiv und GBV-C-negativ nach
ihrem GBV-C-Status zum zweiten Messzeitpunkt. Dabei wiesen die spater GBV-C-positiven
Patienten mit 6,0 (£ 1,1) log;, Kopien/ml eine signifikant hohere HCV-Viruslast auf als die
spater immer noch GBV-C-negativen Probanden mit 5,6 (= 1,3) log;, Kopien/ml (p = 0,001).

Zusammenfassend war flir HIV-1-positive im Vergleich zu HIV-1-negativen Patienten
grundsatzlich eine schlechtere Prognose, HCV auszuheilen, festzustellen (p < 0,0001). Ein
Einfluss von GBV-C auf die HCV-Viruslast konnte dabei nicht beobachtet werden.

4.2.2.2 Einfluss von GBV-C in der multizentrischen, prospektiven Kohortenstudie
zum natirlichen Verlauf der Hepatitis-C-Virusinfektion (Genotyp 1b)
(Anti-D-Studie)

Da das Anti-D-Serum zusatzlich mit GBV-C kontaminiert war, sollte in diesem Teil der Arbeit
untersucht werden, inwieweit GBV-C Uber diesen langen Zeitraum persistiert und ob es
Auswirkungen auf den Verlauf der HCV-Infektion hat. Zum Nachweis der GBV-C-Viramie in
der Anti-D-Kohorte wurde virale RNA isoliert und die Viruslast mittels PCR untersucht. Neun
der 306 untersuchten Proben waren 30 Jahre nach der Exposition GBV-C-positiv. Aufgrund
dieser unerwartet niedrigen Pravalenz wurden zusatzlich zur quantitativen PCR der 5’-NTR
zwei weitere Genbereiche mittels qualitativer PCR untersucht. Dieses Vorgehen wurde
gewahlt, um auszuschlieen, dass aufgrund der Sequenzdiversitat von RNA-Viren
mdoglicherweise mit nur einer PCR nicht alle Virusisolate nachgewiesen werden konnten. Die
zweite PCR fir die NS5A-Genregion erfolgte fir alle Proben, wahrend der NS3-Bereich flr
die positiven Proben und 40 randomisiert ausgewahlte GBV-C-RNA-negative Proben
getestet wurde. Basierend auf der Auswertung der PCR-Daten konnte gezeigt werden, dass
mit der Standard-PCR fir die 5-NTR zu 99,7 % der korrekte GBV-C-Status detektiert
werden konnte. Mit zwei der drei durchgefiihrten PCR lieRen sich alle GBV-C-positiven
Proben zweifelsfrei identifizieren (Tabelle 4.6).

Tabelle 4.6: Detektion von GBV-C-RNA in Serumproben der Anti-D-Kohorte.

5-NTR NS3 NS4A
GBV-C-RNA" 9 10 10

Basierend auf den Ergebnissen aus der HGD-Studie, in der Patienten mit einer GBV-C/HCV-
Koinfektion eine schlechtere Prognose fiur die Eliminierung von HCV aufwiesen, sollte auch
fur diese Kohorte eine mogliche Korrelation untersucht werden. Finf der 306 Patientinnen
(1,6 %) mussten wegen fehlender klinischer Daten von weiteren Analysen ausgeschlossen
werden. 53,2 % der Probandinnen (n = 160) waren zum Zeitpunkt der Analyse HCV-RNA-
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positiv, wohingegen 46,8 % (n = 141) die HCV-Infektion eliminieren konnten. Bei 80 der 141
Patientinnen (26,9 %) mit ausgeheilter HCV-Infektion wurde eine spontane Eradikation des
HCV beobachtet. Fur zwei der Probandinnen war zu keiner Zeit HCV-RNA nachweisbar.
Zwei der HCV-positiven Patientinnen befanden sich zum Untersuchungszeitpunkt in
Behandlung; bei 57,4 % der HCV-positiven Frauen konnte nach Durchfiihrung einer
antiviralen HCV-Therapie (Therapierate 45,2 %) das HCV nicht eliminiert werden.

Neun HCV-RNA-positive Patientinnen (3,0 %) zeigten eine GBV-C-Koinfektion,
wohingegen lediglich eine HCV-negative Probandin eine GBV-C-Virdmie aufwies (0,3 %).
GBV-C-RNA-positive  HCV-Patientinnen  zeigten somit eine deutlich geringere
Wahrscheinlichkeit, HCV zu eliminieren (1/10, 10 %), als Probandinnen, die nicht GBV-C-
viramisch waren (140/291, 48,1 %; p = 0,022). Zusatzlich wurden die Proben auf das
Vorliegen von GBV-C-spezifischen Antikdrpern untersucht. Bei 21,1 % (31/147) der HCV-
RNA-positiven Probandinnen konnten Anti-GBV-C-E2-Antikérper nachgewiesen werden,
wahrend in der HCV-RNA-negativen Subkohorte 27,9 % der Patientinnen (39/140) Anti-
GBV-C-Antikorper aufwiesen. Somit zeigten 40 der 161 HCV-positiven und 40 der 140 HCV-
negativen Patientinnen Zeichen einer GBV-C-Exposition (GBV-C-RNA- oder anti-GBV-C-E2-
positiv). Im Vergleich beider Gruppen, bezogen auf die GBV-C-Exposition, konnte eine
statistisch signifikant héhere Ausheilungsrate der HCV-Infektion in HCV-negativen GBV-C-
exponierten Patientinnen gegeniber den HCV-positiven beobachtet werden (p =0,0143,
95 % CI: 0,8574-36,20, Odds Ratio: 11,32) (Abbildung 4.4).

35,00

30,00 1 279 %
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20,00 1
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GBV-C Pravalenz [%]

10,00 +

5,00 1

0,00 -
HCV-viramisch HCV-nichtviramisch

M GBV-C-RNA* M anti-GBV-C-E2*
Abbildung 4.4: Bestimmung der GBV-Pravalenz fir GBV-C-RNA-positive Patientinnen und Probandinnen

mit Antikdrpern gegen das E2-Protein von GBV-C in den beiden Gruppen ,,HCV-virdmisch“ und ,,HCV-
nichtviramisch*.
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4.3 ANALYSE DER VIRALEN INTERFERENZ ZWISCHEN GBV-C uND HIV-1
IN DER ZELLKULTUR

Klinische Studien kdnnen keinen direkten Beleg flr einen kausalen Zusammenhang
zwischen Erkrankung und den beobachteten Parametern liefern. Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit der in klinischen Studien beschriebene positive Effekt von GBV-C im
Zusammenhang mit einer HIV-1-Infektion in Zellkulturexperimenten untersucht.

4.3.1 Etablierung einer GBV-C-Serumbank

Von den in Kapitel 4.2.1 identifizierten GBV-C-RNA-positiven Blutspendern wurden 9 Seren
sowie Serum von einem GBV-C-negativen Spender (Kontrollserum) mit jeweils 250 ml und
von 33 GBV-C-positiven Spendern mit ca. 3 ml Serum in die Serumbank eingebracht. Sie
dienten als Ausgangsmaterial fur weiterfihrende Experimente dieser Arbeit.

4.3.2 Replikation klinischer GBV-C Isolate in Zellkultur

Wie bei HCV ist auch fir GBV-C die Etablierung eines Zellkultursystems schwierig. Seipp et
al. [*®1999] beschrieben die effiziente Replikation von GBV-C in adharenten Zellen
hepatozytaren Ursprungs (Zelllinien HepG2/Huh-7). Zur Etablierung eines Systems, in dem
Anzucht und Gewinnung hochtitriger GBV-C-Virusstocks fir die Koinfektionsexperimente
maoglich ist, wurden analog zur Publikation in der vorliegenden Arbeit die beiden Zelllinien
HepG2 und Huh-7 mit einem klinischen GBV-C-Isolat (S1) infiziert. Zur Kontrolle fir den
erfolgreichen Zellaufschluss und die RNA-Praparation wurde der Nachweis eines
Referenzgens mittels qualitativer PCR durchgefihrt. Als solches wurde die Glycerinaldehyd-
3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) ausgewahlt, die im Rahmen der Glykolyse bendtigt
und daher permanent in jeder Zelle exprimiert wird. Abbildung 4.5 zeigt den negativen GBV-
C-Nachweis in den hepatozytaren Zelllinien HepG2 und Huh-7 nach Infektion mit dem GBV-
C-Isolat S1 in jeweils zwei unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 4.5: GBV-C-Replikation in den hepatozytaren Zelllinien HepG2 und Huh-7.

Nachweis der GBV-C-RNA mittels quantitativer RT-PCR. Dargestellt sind jeweils zwei unabhé&ngige Infektionen
pro Zelllinie. Der Nachweis von GAPDH diente als Kontrolle.

US: Zellkulturiiberstand; mock: Zellen ohne GBV-C; friih: Tag 03-0; spat: Tag 10-17.

Als Nachweis fur die erfolgreiche RNA-Isolation und GBV-C-PCR diente das frische GBV-C-
positive Serum S1, das als Kontrolle in die RNA-Isolation und die nachfolgende RT-PCR
eingesetzt wurde und das in jedem Experiment nachweisbar war. Zusatzlich konnte tber den
Nachweis von GAPDH in allen Ansatzen mittels PCR gezeigt werden, dass sowohl der
Zellaufschluss als auch die RNA-Extraktion positiv verlaufen waren. GBV-C-RNA hingegen
war weder in den Zellkulturiberstdnden noch in den Zelllysaten nachweisbar. Somit konnte
eine GBV-C-Infektion in HepG2- und Huh-7-Zellen nicht bestatigt werden. Es ist daher
unwahrscheinlich, dass im Modellsystem der Zellkultur hepatozytdre Zellen eine aktive
Replikation klinischer GBV-C-Isolate untersttitzen.

George et al. [°°2003, *#’2006] und Xiang et al. [***2000] schlagen als alternativen Ort der
GBV-C-Replikation PBMC vor. Basierend auf dieser Empfehlung wurde das Zellkultursystem
PBMC untersucht (siehe Abbildung 2.2), in dem zeitgleich auch eine Infektion mit HIV-1
maoglich ware. Fir die Primar- und Sekundarinfektion von PBMC zur Untersuchung der
Replikationsfahigkeit von GBV-C wurden die GBV-C-lIsolate S31, S32, S33, S35 aus der
Serumbank verwendet. Das GBV-C-negative Isolat S34 diente als Kontrolle, um mdgliche
unspezifische Effekte des Serums auf das Wachstum der Zellen zu berticksichtigen.
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Far alle untersuchten GBV-C-Isolate war der Nachweis von GBV-C-RNA in vitro Uber einen
Zeitraum von mindestens 34 Tagen nach Infektion mdglich. Am Tag O war fur keines der
Isolate GBV-C-RNA nachweisbar; das Inokulum wurde durch den Waschschritt entfernt
(unter die Nachweisgrenze). Von Tag 0 bis Tag 6 bzw. Tag 15 stieg die GBV-C-Viruslast der
Kulturen an, was auf eine aktive GBV-C-Replikation hinweist. Ab der dritten Woche nach
Infektion verringerten sich die Viruslasten in allen Kulturen. Eine mégliche Ursache daflr ist
die Abnahme vitaler Zielzellen fir die GBV-C-Replikation in der Zellkultur durch die
begrenzte Teilungsfahigkeit der Lymphozyten. Daher wurden am Tag 37 nach Infektion
frische PBMC in gleicher Menge zu den Primarkulturen zugegeben und weiter kultiviert.
Nachfolgend stieg die Virusmenge fiir das GBV-C-Isolat S32 wieder an (125.726 Kopien/ml).
In allen anderen Kulturen war keine GBV-C-RNA mehr nachweisbar. Die Kultur mit dem
GBV-C-negativen Serum S34 blieb Uber den gesamten Zeitraum negativ fir GBV-C
(Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: Replikation klinischer GBV-C-Isolate in PBMC (Priméarinfektion).
+: GBV-C-positives Serum; -: GBV-C-negatives Serum.

Zusatzlich zu diesen Infektionen wurde in einem zweiten Experiment die aktive GBV-C-
Replikation nachgewiesen. Fir die Sekundéarinfektion wurden, wie bereits erwéhnt,
Uberstande vom Tag 37 verwendet. Fiir drei der vier untersuchten GBV-C-Isolate war der
Nachweis von GBV-C-RNA mdglich, das heif3t, die GBV-C-negativen PBMC konnten mit
GBV-C aus der primaren Kultur infiziert werden. Die Kopienzahl der sekundéren Infektion
(Tag 8) war im Vergleich zur priméren Infektion am Tag 6 zwar niedriger, im Vergleich zur
eingesetzten Virusmenge nahm die GBV-C-RNA-Menge jedoch zu. Lediglich fir das Isolat
S33 konnte keine GBV-C-Replikation etabliert werden. Auffallig war, dass fir die Isolate S31
und S35 nach Inkubation mit dem GBV-C-negativen Uberstand der Primarinfektion am Tag
37 in der Sekundarinfektion wieder GBV-C-RNA nachgewiesen werden konnte. Eine
Kontamination wahrend der Infektion, der Kultivierung der Zellen oder der RNA-Isolation
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konnte durch das Mitfihren des GBV-C-negativen Serums S34 ausgeschlossen werden.
Daher muss noch replikationskompetentes Virus unterhalb der Nachweisgrenze der PCR
(500 Kopien/ml) im Uberstand vorhanden gewesen sein (Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7: Nachweis der aktiven GBV-C-Replikation in PBMC (Sekundéarinfektion).
Fir den Nachweis einer aktiven Replikation wurde die am Tag 8 der Sekundérinfektion die GBV-C-RNA im
Uberstand bestimmt. Zum Vergleich sind die jeweiligen GBV-C-Viruslasten vom Tag 6 der primaren Infektion

abgebildet. Die fur die Primér- und die Sekundarinfektion eingesetzte GBV-C-Virusmenge ist in Klammern in
Kopien/ml angegeben.

Im Gegensatz zu den getesteten hepatozytaren Zelllinien HepG2 und Huh-7 war in PBMC
eine aktive GBV-C-Replikation flir mindestens 6 Tage nachweisbar. Auch in den beiden
lymphozytaren Zelllinien CEMx174 und CEMx174ccrs konnte eine GBV-C-Replikation
beobachtet werden. Damit stand mit diesen lymphozytaren Zellen ein Kultursystem zur
Etablierung einer aktiven GBV-C-Replikation zur Verfigung.

4.3.3 GBV-C/HIV-1-Koinfektionen in Zellkultur

Die in Kapitel 4.3.2 als Zellkulturmodell fur die aktive GBV-C-Infektion beschriebenen PBMC
bieten zudem die Mdglichkeit, zeitgleich eine HIV-1-Infektion zu etablieren. Die folgenden
Koinfektionsexperimente wurden derart gestaltet, dass sie im Zeitrahmen der aktiven GBV-
C-Replikation zwischen Tag 2 bis 11 durchgefiihrt werden konnten.

Aufgrund der starken Nebenwirkungen der CXCR4-Korezeptorantagonisten hat ein
Groliteil der Studien derzeit die Blockierung des CCR5-Corezeptor zum Ziel. Doch gerade im
spaten Krankheitsverlauf kommt es zum sogenannten Korezeptorswitch und die
Konzentration CXCR4-troper HI-Viren nimmt drastisch zu. Im Hinblick auf die Entwicklung
neuer Therapeutika wurde in dieser Arbeit der Fokus auf die Wechselwirkung von GBV-C-
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Isolaten mit klinischen CXCR4-tropen HIV-1-Isolaten gelegt. Dementsprechend wurde als
HIV-1-Isolat das CXCR4-trope Primarisolat 92UG024 verwendet.

In ersten Koinfektionsexperimenten erfolgte die Untersuchung des Verlaufs der HIV-1-
Replikation unter Anwesenheit des klinischen GBV-C-Isolats S35 bzw. 1113. Abbildung 4.8
bildet den Verlauf der HIV-1-Replikation nach vorheriger Infektion mit diesen beiden GBV-C-
Isolaten ab. Ebenso ist die Bildung von Synzytien (Riesenzellen infolge der CXCR4-tropen
HIV-1-induzierten Zellfusion) dokumentiert.
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Tage nach HIV-1-Infektion
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Abbildung 4.8: Verlauf der Infektion mit HIV-1 in Anwesenheit von GBV-C-Isolaten.
(A) Infektion von CEMx174-Zellen mit dem GBV-C-Isolat S35 oder 1113 und HIV-1 (HIV-1-Isolat 92UG024). (B)
Nachweis von Synzytien (Pfeile) am Tag 5 nach HIV-1-Infektion (10-fache VergréRerung).

HIV-1 replizierte in der Zellkultur bis Tag 3 nach HIV-1-Exposition langsam, zeigte dann
einen raschen Anstieg der Virusmenge bis Tag 4 und stagnierte danach. Die Zellkulturen mit
den beiden klinischen GBV-C-Isolaten unterschieden sich dabei deutlich beziiglich des
Verlaufs der HIV-1-Replikation. Das Serum 1113 zeigte eine starke Hemmung der HIV-1-
Replikation. Deutlich wurde das auch durch die beobachtete Reduktion der Synzytien in
Kulturen, die mit dem GBV-C-Serum 1113 und HIV-1 inkubiert worden waren. Das GBV-C-
Isolat S35 hingegen wies einen der Infektionskontrolle (Zellen nur mit HIV-1 infiziert)
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vergleichbaren Verlauf der HIV-1-Replikation auf. In beiden Ansatzen konnten Synzytien
beobachtet werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde deshalb untersucht, ob der beobachtete Effekt auf die
HIV-1-Replikation fir das Isolat 1113 abhangig von der GBV-C- und der HIV-1-Viruslast ist.
In Koinfektionsexperimenten mit unterschiedlichen Mengen an GBV-C und HIV-1 konnte
nachgewiesen werden, dass der beobachtete Effekt des GBV-C-Isolats 1113 auf die HIV-1-
Replikation dosisabhéngig ist. Bei einem Inokulum von 2x10° GBV-C-Kopien/ml/1x10° Zellen
war eine Reduktion der HIV-1-Replikation um 72 % zu beobachten. Bei Reduktion der GBV-
C-Menge auf ein Drittel hingegen war keinerlei Hemmung mehr nachweisbar. Die reduzierte
Virusmenge des GBV-C-lsolats 1113 filhrte zu einer Forderung der HIV-1-Replikation
(-37 %). Gleiches galt in geringerem Mal3e fur das GBV-C-Isolat S35 (-13 %).

Auch fir eingesetzte HIV-1-Menge lag eine Dosisabhéngigkeit vor. Bei der Erh6hung der
p24-Menge um das Doppelte (1 ng p24 HIV-1/1x10° Zellen) sank die GBV-C-vermittelte
Inhibition der HIV-1-Replikation um 46 %. Abbildung 4.9 zeigt ein reprasentatives
Experiment. Die Hemmung in den beiden lymphozytaren Zelllinien CEMx174 und
CEMx174ccrs War bei gleicher HIV-1-Menge und dem gleichen GBV-C-Isolat (1113) mit
72 % und 76 % vergleichbar (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.9: HIV-1-Inhibition in Abhangigkeit von (A) GBV-C-Viruslast und (B) HIV-1-Viruslast.

(A) Infektion von CEMx174-Zellen mit unterschiedlichen Mengen des GBV-C-Isolats 1113 und mit dem HIV-1-
Isolat 92UG024. Zum Vergleich wurden Zellen mit dem GBV-C-Isolat S35 und HIV-1 und nur mit HIV-1 inkubiert.
Die GBV-C-Kopienanzahl fir die Infektion pro 1x10° Zellen ist jeweils in Klammern angegeben. (B) Inkubation
von 2x10° Kopien/lxlo6 Zellen GBV-C-lsolat 1113 mit unterschiedlichen Mengen HIV-1 (0,5ng und
1ng p24/1x106 Zellen). Abgebildet ist die HIV-1-Hemmung am Tag 5 nach Infektion.

Der Einfluss von GBV-C auf die HIV-1-Replikation ist nach den vorliegenden Daten nicht far

alle GBV-C-Isolate gleich und hangt zudem von der Viruslast des GBV-C als auch des HIV-1
ab.
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Zur Uberprufung dieser Hypothese wurden weitere 16 GBV-C-positive Seren von
Blutspendern aus Leipzig untersucht. Dabei diente auch hier das GBV-C-negative Serum
S34 als Kontrolle, um eventuelle serumvermittelte Effekte zu berlcksichtigen. Den aus
diesen Experimenten erhobenen Daten zufolge ist GBV-C in der Lage, die HIV-1-Replikation
im  Vergleich zur Kontrolle (nur HIV-1) signifikant zu hemmen (p = 0,0002).
Uberraschenderweise variierte das inhibitorische Potential verschiedener GBV-C-lIsolate
deutlich. Deshalb wurden die GBV-C-lsolate in HIV-1-inhibitorische und HIV-1-
nichtinhibitorische eingeteilt. Das inhibitorische Potential der einzelnen hemmenden GBV-C-
Isolate schwankte zwischen 20 und 70 % und ist gegenuber dem nichtinhibitorischen
Phéanotyp (<5 %) statistisch hochsignifikant (p <0,0001). Abbildung 4.10 fasst die
untersuchten GBV-C-Isolate nach ihrem Phénotyp zusammen.
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Abbildung 4.10: Inhibition der HIV-1-Replikation durch klinische GBV-C.

Die Wertung erfolgte anhand der gemessenen p24-Mengen an den Tagen 3 bis 6 nach Infektion. Zur Berechnung
der inhibitorischen Fahigkeit des jeweiligen Isolats wurden die Daten anhand der Positivkontrolle (nur HIV-1,
mock) kalkuliert. Dargestellt sind Daten aus 3 bis 8 unabhéngigen Experimenten.

Zur Bestatigung des beobachteten Effekts wurden weitere ausgewahlte Seren aus einer
anderen Spenderkohorte (Erlangener Kohorte) untersucht. Diese Seren wurden parallel in
einem zweiten Labor (Nationales Referenzzentrum fir Retroviren, Universitatsklinikum
Erlangen) analysiert. Abbildung 4.11 zeigt die Daten der Leipziger Analyse. Die Ergebnisse
aus Erlangen waren vergleichbar.
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Abbildung 4.11: Bizentrische Analyse des HIV-1-inhibitorischen Phanotyps klinischer GBV-C-Isolate
(Erlangener Kohorte).

Zusammengefasst sind die p24-Mengen der Tage 3 bis 6 nach Infektion. Zur Berechnung der inhibitorischen
Fahigkeit des jeweiligen Isolats wurden die Daten anhand der Positivkontrolle (nur HIV-1) kalkuliert. Dargestellt
sind Daten aus 3 bis 6 unabhéngigen Experimenten.

Unabhéngig vom Experimentator, den Laboren und unterschiedlichen PBMC-Spendern
konnten die beiden Phéanotypen bestatigt werden. Statistische Analysen ergaben mit
p <0,0001 ebenfalls einen hochsignifikanten Unterschied zwischen HIV-1-inhibitorischen
und HIV-1-nichtinhibitorischen Isolaten.

Auf Grundlage dieser Experimente kdénnen klinische GBV-C-Isolate nach ihrem HIV-1-
inhibitorischen Potential phanotypisch charakterisiert werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit
wurden mdogliche Ursachen der unterschiedlichen HIV-1-Hemmung exploriert.

4.3.4 Bedeutung der Sequenzvariationen von GBV-C fur die HIV-1-Replikation

In der Literatur gibt es verschiedene diskutierte GBV-C-Proteine, die fir die HIV-1-Inhibition
verantwortlich sein kénnten. Xiang et al. [*°’2008] zum Beispiel postulierten ein Serin an
Position 158 im NS5A-Protein als Ursache fur die HIV-1-inhibierende Wirkung des GBV-C.
Nach Mutation dieser Aminosdure verlor das diesen Aminosaureaustausch enthaltende
Peptid sein HIV-1-inhibitorisches Potenzial.

Basierend auf diesen Untersuchungen ware eine Unterscheidung der beobachteten
Phanotypen der in dieser Arbeit analysierten Kklinischen GBV-C-lIsolate auf Nuklein-
Aminosaure-Ebene denkbar. Daher wurden Sequenzanalysen fur den betreffenden Bereich
des NS5A-Gens (nt6579-6868) fur entsprechende GBV-C-Isolate durchgefuhrt (Abbildung
4.12).
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Im Sequenzvergleich der einzelnen Isolate auf Nuklein- und Aminosaureebene waren relativ
geringe Unterschiede zu beobachten. Zwischen den Isolaten der beiden Phanotypen war
kein signifikanter Unterschied erkennbar. Keines der GBV-C-Isolate wies eine Mutation des
Serins an Position 158 auf. Die Sequenz zeigt im Gegenteil eine starke Konservierung
zwischen den Isolaten. Lediglich die beiden Isolate 10750 und 440, die in den
Zellkulturexperimenten die starkste Hemmung der HIV-1-Replikation aufwiesen, zeigten
Ubereinstimmende Aminosdureaustausche an den Positionen L191M und D206E. Dabei
handelte es sich jedoch um keinen Austausch gegen Aminosauren mit signifikant anderen
Eigenschaften.

In der Literatur beschrieben ist ein weiteres Protein des GBV-C, das Oberflachenprotein
E2, das auf die Expression HIV-1-relevanter Rezeptoren Einfluss nehmen soll
[*?®Nattermann et al. 2003]. Auch fiir das E2-Protein wurde (berpriift, ob sequenzbasierte
Unterschiede zwischen GBV-C-Isolaten mit  HIV-1-inhibitorischen  bzw. HIV-1-
nichtinhibitorischem Phanotyp bestehen. Dazu wurde das E2-Gen der verschiedenen GBV-
C-Isolate sequenziert (nt969-2238). Es erfolgte die Untersuchung des gesamten E2-
Genbereichs. In Abbildung 4.13 ist der Abschnitt dargestellt, in dem die sequenzbasierten
Unterschiede auftraten. Die nicht abgebildeten Sequenzbereiche zeigten keine
Ubereinstimmenden Aminosauresubstitutionen.
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Im E2-Sequenzvergleich wurden zahlreiche Mutationen, jedoch keine hypervariablen
Regionen wie bei HCV beobachtet. Die Sequenzen aller HIV-1-hemmenden GBV-C-Isolate
zeigten im Vergleich zur Referenzsequenz AF121950 keine Ubereinstimmenden
Aminosauresubstitutionen. Im Gegensatz dazu konnten fir die Sequenzen der HIV-1-
nichthemmenden GBV-C-Isolate zwei Ubereinstimmende Mutationen nachgewiesen werden,
die zu einem Aminosdureaustausch fiuihrten. An Position 143 des E2-Proteins wurde das
Glutamat gegen Lysin oder Histidin ausgetauscht (E143KH) und an Position 204 erfolgte die
Substitution von Threonin durch Alanin (T204A). Dabei verloren die HIV-1-
nichtinhibitorischen Isolate an Position 204 eine Phosphorylierungsstelle. Um die Lage der
veranderten Aminosauren im Protein zu ermitteln, wurden 3D-Modelle des hypothetischen
E2-Proteins erstellt (I-TASSER, siehe Abbildung 4.19). In der Modellierung zeigte sich, dass
das Glutamat an Position 143 an der Oberfliche des E2-Proteins exponiert ist. Die
Substitution des Threonin zum Alanin fuhrt unter anderem zu einem Ladungsshift.

4.3.5 Einfluss von E2-Peptiden auf die HIV-1-Replikation

Um das E2-Protein als mdgliches HIV-1-inhibitorisches Protein zu charakterisieren und die
daflr verantwortliche Proteindomane einzugrenzen, bieten Uberlappende Peptide eine
effiziente Moglichkeit. E2-Peptide sollten in vitro auf ihr inhibitorisches Potential das HIV-1
betreffend untersucht werden.

Nach Etablierung des Infektionsmodells wurden in Kooperation mit dem Biochemischen
Institut der Universitat Barcelona 124 sich Uberlappende 18mer-Peptide synthetisiert, die das
gesamte E2-Protein umfassen. Dabei war das nachfolgende Peptid um jeweils drei
Aminosauren in Richtung des C-Terminus verschoben (Abbildung 4.14).

1 386
| APASVLGSRPFDYGLTWQTCSCRANGSRFSTGEKVWDRGNVT  ..... LAEARLVPLILLLLWWWVNQLAVLGLPAVDAAVA
| APASVLGSRPFDYGLTWQ | > P1: Peptid 1: AS 1-18

| SVLGSRPFDYGLTWQSCS | —— > P2: Peptid 2: AS 4-21

| GSRPFDYGLTWQSCSCRA | —— > P3: Peptid 3: AS 7-24

| PFDYGLTWQSCSCRANGS | — P4: Peptid 4: AS 10-28

| YGLTWQSCSCRANGSRYT | —» P5: Peptid 5: AS 13-31

—

... ™ P124: Peptid 124: AS 368-386 | WVNQLAVLGLPAVDAAVA

Abbildung 4.14: Schematische Darstellung der Giberlappenden 124 18mer-E2-Peptide.

Die obere Sequenz bildet die Aminoséduresequenz des E2-Proteins ab. Davon ausgehend wurden 18mer-Peptide
synthetisiert, wobei die nachfolgende Sequenz im Vergleich zur vorangegangenen um 3 Aminosauren
carboxyterminal verschoben wurde. Dargestellt sind der Anfangsbereich (AS1-42) und das Ende des E2-Proteins
(AS 352-386) mit den entsprechenden Peptiden.

AS: Aminosaure, P: Peptid.
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4.3.5.1 Inkubation eukaryotischer Zellen mit HIV-1-Viruspartikeln und
E2-abgeleiteten Peptiden

Da mehrere Mechanismen fiur eine HIV-1-Hemmung durch das E2-Protein denkbar sind,
wurden verschiedene Versuchsablaufe getestet. Basierend auf der Hypothese, dass GBV-C
an HIV-1-relevante Rezeptoren binden kann und so die HIV-1-Hemmung induziert, wurden
die Zellen mit dem jeweiligen E2-Peptid vorinkubiert. Da auch denkbar wére, dass GBV-C
direkt mit HIV-1 interagiert, sollten in weiteren Versuchsanséatzen die Peptide mit HIV-1
vorinkubiert werden. Die HIV-1-Infektion erfolgte analog zu den vorangegangenen
Koinfektionsexperimenten mit einem CXCR4-tropen HIV-1-Isolat.

Dem Medium in Setup 3 und 4 wurde nach der HIV-1-Infektion frisches Peptid zugesetzt,
um die Teilungsaktivitat der verwendeten Zellen in den Versuchsaufbau einzubeziehen.
Unabhéngig von der Zielstruktur, an die das Peptid bindet (Zelloberflichenmolekile oder
HIV-1-Strukturen), sollte die Zugabe von frischem Peptid die aus Teilung neu
hervorgehenden Zellen oder die aus der Virusreplikation entstehenden neuen Viren
absattigen.

In Vorversuchen des Biochemischen Instituts wurden zwei Peptide (im Folgenden A und B),
die in Fusionsassays die HIV-1-induzierte Fusion von Zellen hemmten, identifiziert
[*®Herrera et al. 2009]. Mit Hilfe dieser Peptide erfolgte die Testung der vier Setups. Als
Kontrolle fir den Verlauf der HIV-1-Infektion wurden die CEMx174-Zellen nur mit HIV-1
inkubiert. Als Positivkontrolle fur die HIV-1-Inhibition diente der kommerzielle HIV-1-
Fusionsinhibitor C34. Er zahlt zu den sogenannten C-Proteinen, die fir die Fusion der viralen
und der zellularen Membran essentiell sind [*®Liu et al. 2005]. DMSO, das Lésungsmittel fiir
die Peptide, wurde als Kontrolle in der gleichen Konzentration wie in den Ansatzen mit
Peptid eingesetzt, um mogliche DMSO-induzierte Effekte auszuschliel3en.

Zellen, die nur mit HIV-1 inkubiert wurden, zeigten den fir HIV-1 typischen
Infektionsverlauf. Zwischen Tag 4 und 6 nach Infektion stieg die HIV-1-Replikation steil an,
um ab Tag 6 in einem Plateau zu stagnieren. Die Kontrollansétze, denen DMSO zugesetzt
wurde, wiesen einen vergleichbaren Verlauf der HIV-1-Replikation auf. Damit konnte
nachgewiesen werden, dass DMSO als Losungsmittel keinen signifikanten Einfluss auf den
experimentellen Aufbau hat. C34 zeigte erwartungsgemafd eine Hemmung der HIV-1-
Replikation von mehr als 98 %. In den Kulturen mit C34 und HIV-1 war Uber den
experimentellen Verlauf von 7 Tagen keine HIV-1-Replikation nachweisbar. Die
Negativkontrolle aus unbehandelten Zellen blieb wéhrend des gesamten Experiments unter
dem Cut-off-Wert des p24-ELISA (p24 < 30pg/ml).

Zwischen den vier Setups waren deutliche Unterschiede zu beobachten. Die Setups 1
und 3, in denen die Zellen zuerst mit dem Peptid kultiviert wurden, wiesen einen Anstieg der
HIV-1-Replikation bis zum Tag 6 nach Infektion auf (im Setup 1 fur das Peptid B und im
Setup 3 fUr das Peptid A). Die Werte fur das Peptid B lagen im Setup 2 ebenfalls Uber den
Werten der Inhibitionskontrolle C34. Lediglich im Setup 4 waren die p24-Werte fur beide
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Peptide vergleichbar zur Kontrolle C34. Die Zugabe frischen Peptids bewirkte eine

geringfligig bessere Inhibition der HIV-1-Replikation (Abbildung 4.15).

Medium
i i Waschen + Resuspendieren > Setup 1
Vorlnkubatlon +HIV-L p
E2-Peptid + Zellen der Zellen in > Setup 3
Medium + frisches Peptid
Setup 1 Setup 3
4500 4500
3500 3500 -
2500 - 2500 -
1500 - 1500 -
500 - 500 -
0 0
Medium Set 2
Vorinkubation Waschen + Resuspendieren > Setup
: — +Zellen— I b
E2-Peptid + HIV-1 der Zellen in > Setup 4
Medium + frisches Peptid
Setup 2 Setup 4
4500 4500
3500 - 3500 -
2500 - 2500 -
1500 - 1500 -
c
8 1 4
= 500 - 500 -
0 " " - - 0 " r———— i = .
% = 3 4 5 6 7 3 4 5 6 7
J|2 ) —HIv-1 — DMSO —e— C34+HIV-1
= Tage nach HIV-1-Infektion ] + HIV-1
Peptid A —&-Peptid B
+ HIV-1 + HIV-1

Abbildung 4.15: Verlauf der HIV-1-Infektion unter verschiedenen Versuchsbedingungen.

Getestet wurden zwei Peptide (A und B), die in Fusionsversuchen eine Inhibition der Synzytienbildung zeigten.
Dargestellt ist die p24-Antigenkonzentration an den Tagen 3 bis 7 nach Infektion. Alle Proben wurden zeitgleich
analysiert. Zur besseren Darstellung sind die Setups einzeln abgebildet. Als Referenzkurven ist in jeder Abbildung
ein identischer Datensatz gezeigt. Die p24-HIV-Antigenkonzentration fir die Ansétze mit den beiden Peptiden

bzw. C34 zeigten zum Teil sehr geringe Werte (< 100pg/ml).

Aufgrund dieser Daten wurde fur die Untersuchung der 124 Peptide das Setup 4 gewabhilt.
AulRerdem erfolgte die Probennahme fiir das Screening am Tag 6 nach Infektion erfolgen,

um sicherzustellen, dass eine aktive HIV-1-Replikation gemessen wurde.
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4.3.5.2 Untersuchung von 124 tberlappenden 18mer-Peptiden des E2-Proteins

Siebenundsechzig der getesteten 124 18mer-Peptide (54,5%) waren mit einer
Konzentration von 500 uM in der Lage, HIV-1 in vitro mit mehr als 90 % zu inhibieren. Dabei
war die Hemmung im N-terminalen Bereich des E2-Proteins (bis P62) konstanter und starker
als im C-terminalen Abschnitt. Das E2-Protein besteht aus einer zytoplasmatischen Domane
(Ectodoméane, Aminosaure 1-339) und einer Transmembrandomane (Aminosaure 340-386).
Die Peptide (P) der Transmembrandomé&ne P114 bis P124 wiesen nur eine geringe bis keine
Hemmung gegeniber HIV-1 auf. Die hemmenden Peptide liegen damit in den
Proteindoméanen, die sich auf der Oberflache des Virus befinden.

Zur Validierung der Ergebnisse wurden in weiterfihrenden Versuchen diese Peptide mit
einer geringeren Konzentration von 250 uM getestet. Dabei zeigten die Peptide P9, P11,
P15, P21, P23, P46, P89 (7/124; 5,6 %) eine HIV-1-Inhibition von mehr als 90 %. Das deutet
auf eine hohe HIV-1-inhibitorische Potenz der Peptide hin. Weitere 9 Peptide (P5, P19, P20,
P34, P47, P77, P93, P97, P109; 7,3 %) zeigten eine Reduktion ihres inhibitorischen
Potentials auf 40 bis 72 %. Die restlichen 108 Peptide (87,1 %) wiesen keine oder nur noch
eine geringe HIV-1-Hemmung (< 38 %) auf. In Abbildung 4.16 ist die beobachtete Inhibition
der Peptide bei einer Konzentration von 500 uM in hellgrau und von 250 uM in dunkelgrau
abgebildet. Vollstandige Uberlappungen der Hemmungen bei beiden Konzentrationen ein
und desselben Peptids sind mit einem Sternchen versehen.
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Peptide, bei denen Ubereinstimmend in beiden Ansatzen viele Prazipitate und deutlich
weniger Zellen als in den Kontrollen am Tag 6 nach Infektion nachzuweisen waren, wurden
von weiteren Versuchen ausgeschlossen. Eine Prazipitatbildung deutet auf eine schlechte
Loslichkeit der Peptide in physiologischen Medien hin, was eine Applikation im Kontext der
Entwicklung eines neuen Therapieansatzes erschweren wurde.

4.3.5.3 Charakterisierung HIV-1-inhibitorischer E2-Peptide

Von ausgewdhlten Peptiden, u. a. diejenigen, die auch bei 250 uM eine Inhibition von
mindestens 90 %  zeigten, wurden in  weiteren  Versuchen verschiedene
Peptidkonzentrationen getestet. Die Peptide P11, P19, P20, P89 und P109 wiesen lediglich
fur die beiden hdchsten Konzentrationen von 500 uM und 250 uM eine HIV-1-Inhibition auf.
Das Peptid P2 zeigte nur bei 500 uM eine relevante HIV-1-Inhibition. Dagegen konnten die
Peptide P21, P23 und P46 auch bei 100 uM HIV-1 zu mindestens 95 % hemmen. Danach
nahm die inhibitorische Wirkung dieser Peptide ab. Lediglich das Peptid P46 war auch bei
einer Konzentration von 75 pM in der Lage die HIV-1-Replikation fast vollstandig zu
unterdricken. In Abbildung 4.17 ist die dosisabhangige Inhibition der HIV-1-Replikation
durch ausgewahlte E2-Peptide in CEMx174-Zellen graphisch dargestellt.
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Abbildung 4.17: Konzentrationsabhéangige Hemmung der HIV-1-Replikation durch E2-Einzelpeptide.
CEMx174 Zellen wurden mit dem HIV-1-Isolat 92UG024 infiziert, das mit der jeweiligen Konzentration der
unterschiedlichen Peptide vorinkubiert worden war. * nicht analysiert.

Aus den Dosis-Wirkungs-Versuchen wurde die inhibitorische Konzentration 50 bestimmt.
Dabei handelt es sich um die Peptidkonzentration, bei der 50 % der HIV-1-infizierten
Kulturen gehemmt werden (Tabelle 4.7).
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Tabelle 4.7: ICso-Bestimmung ausgewéhlter 18mer-E2-Peptide in CEMx174-Zellen.
Die Bestimmung der ICs erfolgte anhand der konzentrationsabhangigen HIV-1-Hemmung.

ICs0 [UM] P2 P11 P19 P20 P21 P23 P46 P89 P109

HIV-1 92UG024
CEMx174-Zellen

361,1 | 1844 - 2619 | 825 | 89,0 51,2 | 325,0 | 120,7

ICso: Inhibitorische Konzentration 50; n.a.: nicht analysiert; -: Bestimmung nicht mdglich.

Zusammenfassend charakterisieren die Daten der E2-Sequenzvergleiche und der E2-
Peptidversuche einen Bereich des E2-Proteins (Aminoséure 136-153) mit dem in der
vorliegenden Arbeit hdchsten inhibitorischen Potential (ICso = 51,2 uM). Diese Sequenz
schlie3t den Bereich des Aminosdureaustauschs E143K/H, der bei allen HIV-1-
nichtinhibitorischen GBV-C-Isolaten beobachtet wurde, ein (Abbildung 4.18).

P43 IAALGSSDRDTVVELSEW

P44 LGSSDRDTVVELSEWGVP P67 RTTPFTIRGPLGNQGRGN
P45 SDRDTVVELSEWGVPCAT P66 FVNRTTPFTIRGPLGNQG
P46 DTVVELSEWGVPCATCIL <+— ICy;,=51,2uM P65 AVPFVNRTTPFTIRGPLG
inhbitorisch P47 VELSEWGVPCATCILDRR P64 DLEAVPFVNRTTPFTIRG
P48 SEWGVPCATCILDRRPAS P63 LTKDLEAVPFVNRTTPET
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Abbildung 4.18: Sequenzunterschiede im E2-Genbereich zwischen HIV-1-inhibitorischen und HIV-1-
nichtinhibitorischen GBV-C-Isolaten sowie die entsprechenden 18mer-E2-Peptide.

Inhibitorische Isolate: grau unterlegt; nichtinhibitorische Isolate: rot unterlegt Die gelben Balken zeigen zwei
Aminosaureaustausche, die nur bei nichtinhibitorischen Isolaten zu beobachten waren.

Im raumlichen Modell (I-TASSER Software) fur das E2-Protein wird deutlich, dass das Peptid
P46 mit der Aminosaure E143, wie in Kapitel 4.4 bereits dargestellt, eine exponierte Position
einnimmt (Abbildung 4.19). Die Aminoséure T204 wird in diesem Modell von anderen
Aminosauren tberdeckt.
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Abbildung 4.19: Rdumliches Modell des GBV-C-E2-Proteins.

(A) Grun hervorgehoben sind die in HIV-1-nichtinhibitorischen GBV-C-Isolaten identifizierten Mutationen E143K/H
und T204A. Im Gegensatz zum E143K/H liegt die Substitution an Position T204A in einer Vertiefung und ist von
aufien nicht sichtbar. (B) Sekundarstrukturen des E2-Proteins. (C) Vergroerter Ausschnitt der Region mit den
beiden Aminosauresubstitutionen. Rot gekennzeichnet (B und C): das Peptid mit dem starksten HIV-1-
inhibitorischen Potential P46. Die Modellierung erfolgte mit Hilfe der I-TASSER-Software.

AS: Aminoséaure; E: Glutamat; K: Lysin; H: Histidin; T: Threonin; A: Alanin.

Fiur die Versuche wurde ein CXCR4-tropes HIV-1-Isolat verwendet, das die Bildung von
Synzytien induziert. Die Synzytienbildung unter Zugabe von E2-Peptiden wurde aufl3erdem
unter dem Mikroskop beobachtet. Hierbei konnte die HIV-1-hemmende Wirkung der Peptide
auch auf die Synzytienbildung nachgewiesen werden. Zellen ohne HIV-1-Inokulum sowie mit
C34 und HIV-1 inkubierte Zellen zeigten keine Synzytien. Zellen, die nur mit HIV-1 infiziert
wurden, wiesen eine deutliche Synzytienbildung auf. Das Peptid P23 zum Beispiel war in der
Lage, konzentrationsabhéangig HIV-1 zu inhibieren und die Synzytienbildung zu reduzieren,
wie Abbildung 4.20 zeigt. Dargestellt sind au3erdem die Zellzahlen am Tag 6 nach Infektion
fur die jeweiligen Anséatze, um auszuschlie3en, dass die Abnahme der p24-Menge auf einen
Ubermalfiigen Verlust an vitalen Zellen zurlickzufiihren ist. Peptide mit vergleichbarer HIV-1-
Inhibition zeigten adaquate Ergebnisse.
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Kontrollen

unbehandelt nur HIV-1 C34 + HIV-1
p24 HIV-Antigen: < 17 pg/ml p24 HIV-Antigen: 3257 pg/ml p24 HIV-Antigen: 100 pg/ml

-
| A

Peptid P23
250 uM P23 + HIV-1 100 uM P23 + HIV-1 50 uM P23 + HIV-1
p24 HIV-Antigen: 99 pg/ml p24 HIV-Antigen: 121 pg/ml p24 HIV-Antigen: 2915 pg/ml

Vitale Zellen Tote Zellen Gesamtzellzahl

[Zellen/Ansatz] [Zellen/Ansatz] [Zellen/Ansatz]
Unbehandelt 420.000 166.667 586.667
Nur HIV-1 386.667 106.667 493.333
C34 + HIV-1 520.000 126.667 646.667
250 uM P23 + HIV-1 466.667 80.000 546.667
100 puM P23 + HIV-1 353.333 46.667 400.000
50 uM P23 + HIV-1 426.667 60.000 486.667

Abbildung 4.20: Lichtmikroskopische Beobachtungen der Synzytienbildung nach HIV-1-Infektion in
Anwesenheit des E2-Peptids P23.

CEMx174-Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen P23 (250 pM; 100 pM; 50 pM) und einem HIV-1-Isolat
(92UG029) inkubiert und am Tag 6 nach Infektion dokumentiert (10-fache Vergroéf3erung). Die Pfeile markieren
Synzytienbildung infolge der HIV-1-Infektion. Die Tabelle zeigt die Zellzahlen am Tag 6 nach Infektion fiir die
jeweiligen Ansatze.

Peptide, die in der hdochsten Konzentration eine Hemmung der HIV-1-Replikation zeigten,
wiesen auch eine Hemmung der Synzytienbildung auf. Ausnahmen stellten dabei die Peptide
P36, P37, P40 und P120 dar. In Ansétzen dieser vier Peptide konnten Synzytien beobachtet
werden, die HIV-1-Replikation war gleichzeitig zu mindestens 85 % gehemmt. In Ansétzen,
die mit nichthemmenden Peptiden inkubiert wurden, war eine zur Infektionskontrolle (nur
HIV-1) vergleichbare Synzytienanzahl zu beobachten. Fir die am starksten hemmenden
Peptide konnte grundsatzlich auch die beste Hemmung der Synzytienbildung beobachtet
werden. Dabei nahm die Menge an Synzytien in Abhéngigkeit von der gemessenen p24-
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Konzentration zu. Eine Abnahme des inhibitorischen Potentials begtinstigte die Bildung von
Synzytien.

Um eine objektive Bewertung der mikroskopischen Auswertung zu gewahrleisten, wurden
die Beobachtungen ebenso wie die Zellzahlbestimmungen vor Durchfilhrung des ELISA
vorgenommen.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente, mittels synthetischer E2-Peptide die
HIV-1-Replikation zu inhibieren, zeigen, dass im E2-Protein des GBV-C Sequenzabschnitte
in der Lage sind, HIV-1 zu hemmen. Dabei war die Starke der Hemmung
konzentrationsabhangig und fir jedes Peptid verschieden. Au3erdem ging mit der Hemmung
der HIV-1-Replikation oft eine Synzytienreduktion einher.

4.3.6 Analyse der IRES-Aktivitat klinischer GBV-C-Isolate

Die Synthese mdglicher inhibitorischer GBV-C-Proteine unterliegt der Kontrolle der IRES.
Dosis-Wirkungs-Kurven fir die E2-Peptide und die dosisabhangige Hemmung der HIV-1-
Replikation durch klinische GBV-C-Isolate (Kapitel 4.3) zeigten eine
Konzentrationsabhangigkeit des inhibitorischen Effekts. Fir das dem GBV-C
nachstverwandte Virus, HCV, sind unterschiedlich aktive IRES bekannt [**Forton et al.
2004]. Um zu untersuchen, ob die IRES-Aktivitat ursachlich fir den HIV-1-inhibitorischen
Phanotyp sein kénnte, wurden verschiedene GBV-C-Isolate untersucht.

4.3.6.1 Sequenzierreaktion der IRES aus klinischen GBV-C-Isolaten

Die IRES von GBV-C weist eine ausgepragte Sekundarstruktur auf, die fur die Funktion der
IRES entscheidend ist. Ein direkter Nachweis dieser Sekundarstruktur ist jedoch nicht
mdoglich. Mittels hypothetischer Modelle, die auf kalorimetrischen Berechnungen und
Sequenzvergleichen beruhen, kann eine Annaherung an den tatséachlichen Zustand erfolgen.
Ein Modell von Simons et al. [''*1996] fiir die IRES von GBV-C ist in Abbildung 4.21
dargestellt.
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Abbildung 4.21: Modell der Sekundérstruktur der IRES aus GBV-C (5’-NTR).

Anhand der Referenzsequenz U36380 ist das hypothetische Modell der Sekundarstruktur der GBV-C-IRES
dargestellt. (A) Primersequenzen mit entsprechenden Produkten sind farbig gekennzeichnet. Die rémischen
Zahlen bezeichnen Helices und Bereiche mit Doppelstrangbildung. Schwarz unterlegt ist der Start der
Translation, farbige Sequenzen bilden die verwendeten Primer ab. Die Zahlen in Klammern bezeichnen die
Position des Nukleotids, bezogen auf die Referenzsequenz AF121950 [verandert nach 18Simons et al. 1996]. (B)

Schematische Darstellung der IRES und der Primer, die fir die beiden PCR ,IRES kurz“ und ,IRES lang®
verwendet wurden. K: kurzes IRES-Fragment (nt46-627); L: langes IRES-Fragment (nt46-752).

Der Sequenzvergleich der IRES verschiedener Isolate erfolgte nach der DNA-
Sequenzierung. Bei der Auswertung der IRES-Sequenzierungen zeigte sich
Ubereinstimmend in allen Reaktionen, unabhangig vom verwendeten Primer, einen Abbruch
der Sequenzierung in derselben Region zwischen Nukleotid 592 und 608 vor dem Stemloop
der Helix VI (grauer Rahmen in Abbildung 4.21). Dieser Bereich zeichnet sich durch einen
hohen G/C-Gehalt aus.

Um methodische Fehler wie z. B. eine suboptimale Annealing- oder eine zu geringe
Elongationstemperatur als Ursache fir den Abbruch der Sequenzierreaktion auszuschlie3en,
wurden verschiedene Protokolle getestet. Zuséatzlich erfolgte die parallele Sequenzierung in
zwei unterschiedlichen Institutionen (IZKF Core-Unit DNA Technologies, Leipzig/D und
MWG, Ebersberg/D). Die Verénderung der Annealingtemperatur ergab keine Verbesserung
der Sequenzierergebnisse. Aufgrund des hohen GC-Gehalts der Helix VI wurde mit beiden
Herstellerfrmen eine Erhéhung der Elongationstemperatur vereinbart. Neben der

82



Ergebnisse

standardmaRigen Elongationstemperatur von 50 °C (MWG) bzw. 60 °C (IZKF) wurden
zusatzlich 40°C, 55°C, 65°C und 68°C getestet. Keine der Variationen der
Standardreaktion ergab fir die im IZKF durchgefiihrten Sequenzierreaktionen eine signifikant
bessere Sequenz. Lediglich fiir 65 °C und 68 °C konnte bei MWG eine Sequenz mit einem
auswertbaren Signal fiir den Bereich zwischen Nukleotid 592 und 608 erzielt werden; danach
jedoch brach die Sequenz ab. Daher mussten die Sequenzen aus verschiedenen
Reaktionen zusammengesetzt werden. Eine noch hoéhere Temperatur fir die
Sequenzierreaktion war nach Aussage der beiden Unternehmen nicht sinnvoll. Die
Ergebnisse der Sequenzierreaktionen sind in Abbildung 4.22 fir vier GBV-C-Isolate
dargestellt.

Nukleotid 560 570
Referenzsequenz AF121950 ATGECAGICCITCIGCTICCITLYCGT
Referenzsequenz U36380  ATGGCAGTCCITCIGCTCCTAL
IRES-5636 (+) ATGGCASTCCTTCTGCTCCT ICCETEET TRAGECCGEGG CCCCBECCACCCACHCTTGTCGRGCGRAT
ATGECAGTCCTICTIGCICCITC] CETEET TEAGEICGEES CCCCBRCCACCCACGCTTETCGAGCGRAT!
IRES-1108 (-) ATGGCAGTCCTTCTIGCTCCT TTYIGTGET TERAGECCGEEGC [SNaIad CoCCGECCACCCACHCT TETCGRGOGAAT
IRES-7064 (-) ATGGCAGICCITCIGCTCCTICCETEETTaACECCEEEE [SONMISd CCCOeGCCACCrACH T TETCGAGCGEAT
T T T T T
T T T C T C T C T C
AT AT AT AT AT
TA CG CG CG
CG CG CG CG
GC GC GC GC
GC GC GC GC
GC GC GC GC
GC GC GC GC
CG CG CG CG
CG CG CG CG
GC GC GC GC
GC GC GC GC
A A A A
G A G A G A G A
G T T T
e TC T c T C
GC GC GC GC
GC GC GC GC
TA TA TA TA
GT GC GC GC
nt579CC nis19 nt5791 C 619 nt5791 C 619 nts579 CCnie19
Referenzsequenz U36380 IRES-5636 (+) IRES-1108 (-) IRES-7064 (-)

Abbildung  4.22: Vergleich der Sequenzierreaktion verschiedener GBV-C-Isolaten unter
Standardbedingungen.

Der Sequenzvergleich erfolgte anhand der Referenzsequenzen AF121950 und U36380. Die Sequenzbereiche in
den Kasten sind entsprechend der Farbkodierung unten als Sekundarstruktur dargestellt. Schwarz:
Referenzsequenz U36380, gelb: IRES-9152, rot: IRES-5636, griin: IRES-1108, blau: IRES-7064, HIV-1-Hemmer
bzw. -Nichthemmer sind mit (+) bzw. (-) gekennzeichnet. Die farbigen Kasten symbolisieren den Bereich der Helix
VI aus Abbildung 4.21. Bereiche, die schwer sequenzierbar waren, sind grau unterlegt.
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4.3.6.2 Klonierung ausgewahlter GBV-C-IRES

Die in Tabelle 4.8 dargestellten IRES-Sequenzen verschiedener klinischer GBV-C-Isolate mit
unterschiedlicher Fahigkeit zur Inhibition der HIV-1-Replikation, wurden in einen
Doppelluziferasevektor (DCV) integriert.

Tabelle 4.8: Fiir die Klonierung verwendete IRES-Sequenzen.
Die GBV-C-Isolate sind nach ihrem in Kapitel 4.3 beobachteten HIV-1-inhibitorischen Phanotyp in vitro gruppiert.
Die EMCV-IRES diente als Kontrolle.

GBV-C-Isolate mit HIV-1- GBV-C-Isolate mit HIV-1- Kontrolle
inhibitorischem Phéanotyp nichtinhibitorischem
Phanotyp
5636 0306 EMCV
9152 1108
1223
7064

Abbildung 4.23 zeigt die beiden mdglichen Endvektoren.

ATG ATG
T — T
SV40- — SV40- S
Promotor GBV-C-IRES Promotor GBV-C-IRES
forward reverse
Fireflyaktivitat Fireflyaktivitat

Abbildung 4.23: Schematische Darstellung der klonierten GBV-C-IRES-Expressionsplasmide.

Einem SV-40-Promotor nachgeschaltet ist die Renillaluziferase, der die forward oder reverse integrierte GBV-C-
IRES folgt. An diese schlielt sich die Fireflyluziferase an. Die IRES, in Foward-Orientierung in den Vektor
kloniert, fuhrt zur Expression der Fireflyluziferase (links), wahrend Klone mit reverse-orientierter IRES kein
Fireflyuziferasesignal zeigen sollten. Das ATG und der Pfeil kennzeichnen den Translationsstart und die
Translationsrichtung der IRES. Die Plasmide mit einer EMCV-IRES sind vergleichbar aufgebaut.

Von ausgewahlten Konstrukten mit forward und zu Kontrollzwecken mit reverse integrierter
GBV-C-IRES wurde im Folgenden die IRES-Aktivitat untersucht. Hierfir fanden zunachst
IRES-Fragmente Verwendung, die die gesamte IRES bis in den kodierenden Bereich fur das
E1 (nt46-752 = ,IRES lang“, vgl. Abbildung 4.21B) umfassten.

Die Durchfuhrung der PCR zur Amplifikation der IRES war mit vergleichbaren Problemen
verbunden wie die Sequenzierreaktion.
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4.3.6.3 Aktivitat der GBV-C-IRES in verschiedenen Zelllinien

Da die Expression von Proteinen von der verwendeten Zelllinie abh&ngen kann, wurden drei
verschiedene Zelllinien auf ihre Eignung untersucht: 293T-, HeLa- und Huh-7-Zellen. 293T-
Zellen (humane embryonale Nierenkarzinomzellen) stellen aufgrund ihrer guten
Transfektionseffizienz ein bewahrtes Zellkultursystem dar. Cao et al. [?°2009] wiesen in
hepatozellularen Huh-7-Zellen die Replikation subgenomischer GBV-C-Replikons nach,
weshalb sie als zweite Zelllinie gewéhlt wurde. Als dritter Zelltyp wurden Hela, eine zervikale
Mit  Hilfe pPEGFP-F-Plasmids die

Transfektionseffizienz in der Durchflusszytometrie (FACS) bestimmt. Es wurden mindestens

Karzinomzelllinie, verwendet. eines wurde

drei unabhéangige Versuche fir jede Zelllinie durchgefiihrt (Abbildung 4.24).
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Abbildung 4.24: Vergleich der Transfektionseffizienzen verschiedener Zelllinien.

Die Bestimmung erfolgte Uber Transfektion von (A) 293T, (B) Huh-7 und (C) HeLa mit pEGFP und Analyse
mittels Durchflusszytometrie nach 48 Stunden. Dargestellt ist die Fluoreszenz der transfizierten Zellen ohne
pEGFP (oben) und die Fluoreszenz der mit pEGFP-transfizierten Zellen (unten). Die Transfektionseffizienz lag im
dargestellten Einzelexperiment fir 293T bei 96 %, fiir Huh-7 bei 38 % und fiir HeLa bei 64 %.

FL1: grine Fluoreszenz; FL2-H: rote Fluoreszenz.

Die in allen Experimenten ermittelte Transfektionseffizienz unterschied sich zwischen den
drei untersuchten Zelllinien. 293T-Zellen lieBen sich im Mittel (Standardabweichung) mit
einer Effizienz von 97 % (+ 1,4) am besten transfizieren. HeLa- (68,8 % + 7,7) und Huh-7-
Zellen (39,5 % + 2,1) wiesen deutlich schlechtere Werte auf.

Da sich jedoch von der Aktivitat des Promotors im pEGFP-Plasmid nicht auf die IRES-
gesteuerte Expression schlieBen lief3, wurden zusatzlich Kontrollvektoren in allen drei
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Zelllinien transfiziert und auf ihre Luziferaseaktivitat getestet. Es standen ein DCV ohne
GBV-C-IRES sowie ein DCV mit einer GBV-C-IRES, die eine bekannte hohe Aktivitat
aufwies und ein DCV mit einer bekannten niedrigen Aktivitat zur Verfligung [unverdéffentlichte
Daten Peter Karyiannis, Daniel Forton].

Analog zu den durchflusszytometrischen Analysen war die Expression der
Fireflyluziferase in 293T-Zellen deutlich hoher als in den anderen beiden Zelllinien. Hierbei
wies die Fireflyluziferase in Huh-7-Zellen eine hdhere Aktivitat auf als nach der Transfektion
in HelLa (Abbildung 4.25A). Die Transfektionseffizienz der Ansatze innerhalb der
verschiedenen  Zelllinien war vergleichbar. Auch nach Normalisierung der
Fireflyluziferasesignale mit Hilfe der Renillaluziferase blieb die hohere IRES-Aktivitat fur
293T-Zellen erhalten (Abbildung 4.25B).
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Abbildung 4.25: Vergleich der GBV-C-IRES-Aktivitat in verschiedener Zelllinien.
Dargestellt ist (A) die Fireflyaktivitat fur 3 verschiedene Vektoren und (B) das Verhéltnis Firefly/Renilla. Getestet
wurden die humanen Zelllinien 293T, Huh-7 und HelLa im Doppelansatz.

Parallel zur FACS-Analyse konnten auch fur die Aktivitat der IRES deutliche Unterschiede
zwischen den drei untersuchten Zelllinien mit den besten Ergebnissen fir 293T-Zellen
nachgewiesen werden. Die GBV-C-IRES-Aktivitditen zeigten zudem die gleichen
Auspragungen, wie sie von der Arbeitsgruppe um P. Karyiannis nachgewiesen wurden
[personliche Mitteilung]. Damit konnte bestatigt werden, dass das etablierte experimentelle
System zuverlassig funktioniert und wie dargestellt eingesetzt werden kann. Basierend auf
dem Vergleich der Expression der Proteine Renilla- und Fireflyluziferase sowie des EGFP in
den Zelllinien 293T, HelLa und Huh-7 wurden fir alle weiteren Versuche 293T-Zellen
verwendet.
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4.3.6.4 Einfluss der GBV-C-IRES-Aktivitat auf die HIV-1-Replikation

Eingangs wurden IRES-Fragmente untersucht, die das Startcodon fir die Translation (nt524)
sowie die ersten Nukleotide des E1-Genbereichs beinhalteten (nt46-752, vgl. Abbildung
4.21(B), versehen mit dem Zusatz L): das Isolat 5636, das in vitro die HIV-1-Replikation
hemmt, und das Isolat 7064 mit einem HIV-1-nichtinhibitorischen Phanotyp (siehe
Kapitel 4.3.3). Fir jedes Isolat erfolgte die Untersuchung der IRES-Aktivitat in mindestens
drei unabhéngigen Experimenten im Doppelansatz. Dariber hinaus wurden fir jedes GBV-
C-Isolat mehrere Klone mit der jeweiligen IRES in Forward- und in Reverse-Orientierung
getestet. Zusatzlich wurde als Kontrolle eine EMCV-IRES ebenfalls in Forward- und
Reverse-Orientierung im gleichen System wie die GBV-C-IRES untersucht.

Die EMCV-IRES flhrte in Forward-Orientierung erwartungsgemal zu einer deutlich
starkeren Expression der Fireflyluziferase als in der Reverse-Orientierung (p = 0,0238). Im
Fall der IRES der GBV-C-Isolate wiesen die in Forward-Orientierung klonierten IRES beider
Isolate mit lediglich 6 bis 13 % geringere Aktivitdten auf als die EMCV-Kontroll-IRES. Die
IRES-Aktivitdten beider Isolate unterschieden sich nicht voneinander. Im Gegensatz dazu
zeigte die in Reverse-Orientierung integrierte IRES flr das Isolat 7064(L) eine deutlich
hohere Aktivitat als die entsprechenden in Forward-Orientierung inserierten IRES-Fragmente
(p =0,0032). Auch fir die IRES-Aktivitdt des Isolats 5636 war dies, wenn auch weniger
ausgepragt, mit signifikantem Unterschied zu beobachten (p = 0,0037).

Aufgrund der deutlich geringeren Fireflyaktivitditen im Vergleich zu den EMCV-
Kontrollvektoren wurde zusatzlich eine verkirzte IRES untersucht. Damit sollte
ausgeschlossen werden, dass durch die kodierende C-terminal gelegene E1-Sequenz im
Zuge der posttranslationalen Prozessierung des Aminosaurestrangs die Expression der
Fireflyluziferase nicht gewéhrleistet ist. Analog zur bereits beschriebenen Kilonierung
(Abbildung 2.1) wurden die GBV-C-Isolate in den DCV integriert. Dazu wurden Primer
verwendet, die ein PCR-Fragment von Nukleotid 46 bis 627 amplifizieren (vgl. Abb. 4.24(B),
versehen mit dem Zusatz K). Auch hier erfolgte die Analyse von mehreren Klonen des
gleichen Isolats.

Im Vergleich der beiden unterschiedlich langen IRES-Sequenzen (L: nt46-752 und
K: nt46-627) konnte eine signifikante Steigerung der Aktivitdt der IRES fur die ,kurze®
Sequenz beobachtet werden (forward IRES(L)nt46-752 vs. forward IRES(K)nt46-627
p = 0,0007; reverse IRES(L)nt46-752 vs. reverse IRES(K)nt46-627 p = 0,0091). Gegenlber
der EMCV-IRES betrug die Steigerung der Aktivitat der kurzen IRES-Sequenzen jedoch
lediglich maximal 6 %. Unterschiede zwischen der IRES-Aktivitat des HIV-1-inhibitorischen
Isolats 5636 und des HIV-1-nichtinhibitorischen Isolats 7064 waren auch mit der verkirzten
IRES-Sequenz nicht nachweisbar. Analog zur Beobachtung mit der langen IRES-Sequenz
lagen signifikante Unterschiede bezuglich der IRES-Aktivitat der jeweiligen forward und
reverse inserierten Sequenzen fur beide GBV-C-Isolate vor (IRES-5636(K): p = 0,0001,;
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IRES-7064(K): p = 0,0001). Abbildung 4.26 fasst die Aktivitaten fur die IRES beider GBV-C-
Isolate mit der jeweiligen langen und kurzen Sequenz zusammen.

lange IRES-Sequenz kurze IRES-Sequenz
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Abbildung 4.26: Vergleich der IRES-Aktivitaten von zwei klinischen GBV-C-Isolaten mit langer

und kurzer Sequenz.

Gezeigt werden Mittelwerte aus mindestens 3 unabhangigen Experimenten in Doppelansatz mehrerer Klone des
gleichen Vektors. Zum Vergleich diente ein DCV ohne GBV-C-IRES sowie eine analog zur GBV-C-IRES
behandelte IRES des EMCV. * zeigen statistische signifikante Unterschiede zwischen forward und reverse
integrierten Sequenzen.

(L): langes IRES-Fragment (nt46-752); (K): kurzes IRES-Fragment (nt46-627).

Zusétzlich zu den GBV-C-Isolaten 5636 und 7064 wurden die IRES mit der kurzen Sequenz
von vier weiteren GBV-C-Isolaten untersucht, um die Beobachtungen zu validieren. Bei den
GBV-Isolaten handelte es sich um ein Isolat mit HIV-1-inhibitorischem Phanotyp (9152) und
um drei Isolate mit HIV-1-nichtinhibitorischem Phé&notyp (0306, 1108, 1223).

Die Aktivitaten der IRES zeigten zu den Isolaten 5636 und 7064 vergleichbare
Ergebnisse. Inhibitorische und nichtinhibitorische Isolate in Forward-Orientierung wiesen
keine signifikanten Unterschiede auf. Fur die Konstrukte mit der jeweiligen IRES in Reverse-
Orientierung waren analog zu den beiden ersten Isolaten signifikant hohere Aktivitaten
nachweisbar (Abbildung 4.27).
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Abbildung 4.27: Vergleich der Aktivitaten der untersuchten GBV-C-IRES mit kurzer Sequenz.

Dargestellt sind die Mittelwerte der Aktivitdt verschiedener Klone des gleichen Konstrukts aus mindestens 3
unabhéngigen Experimenten im Doppelansatz. Die Isolate 5636 und 7064 (vgl. Abbildung 4.26) sind zur besseren
Ubersicht mit abgebildet (hellgraue S&uen). * statistisch signifikante Unterschiede zwischen den forward und
reverse integrierten IRES des gleichen Isolats.

(K): kurzes IRES-Fragment (nt46-627).

Zusammenfassend war im Rahmen dieser Arbeit keine Korrelation hinsichtlich der IRES-
Aktivitdt und dem HIV-1-inhibitorischen Phanotyp nachweisbar, da die untersuchten IRES-
Sequenzen klinischer GBV-C-Isolate mit unterschiedlichem HIV-1-inhibitorischem Phanotyp
sich in Forward-Orientierung nur unwesentlich bezliglich der Aktivitat, gemessen durch die
Bestimmung der Fireflyluziferaseaktivitat in 293T-Zellen, unterschieden. Aufféallig war jedoch
die signifikant erhohte Expression der Fireflyluziferase, wenn die IRES unabh&ngig von
ihrem Phanotyp in Reverse-Orientierung in den Vektor kloniert wurde. Die als Kontrolle
mitgefuhrte EMCV-IRES in Forward- und Reverse-Orientierung zeigte die erwarteten hohen
Expressionen der Firefly-Luziferase bei forward orientierter IRES im Gegensatz zu einer sehr
geringen Expression bei reverse orientierter IRES.
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5. DISKUSSION

HIV stellt weltweit eines der gréRten Gesundheitsprobleme dar, und obwohl die Zahlen der
Neuinfektionen in den letzten Jahren ricklaufig sind, steigt die Anzahl der Menschen, die mit
dem HI-Virus leben [*'UNAIDS report 2009, *°UNAIDS report 2010]. Aufgrund der
Beeintrachtigung des Immunsystems durch HIV-1 spielen Koinfektionen eine prominente
Rolle im Krankheitsverlauf. Vor allem Viren, welche die gleichen Ubertragungswege nutzen,
sind haufig mit einer HIV-1-Infektion assoziiert. Hierzu z&hlen die hepatitisinduzierenden
Viren HBV und HCV. Die mit der Dauer der HIV-1-Infektion zunehmenden opportunistischen
Infektionen, aber auch die zahlreichen anderen Koinfektionen, fiihren zu einer héheren HIV-
1-Viruslast und einer schnelleren HIV-1-Progression [***Herrero et al. 2007, **Thio et al.
2009]. Uberraschenderweise konnten in chronisch mit dem Flavivirus GBV-C infizierten HIV-
1-Patienten durch mehrere Autoren Ubereinstimmend ein Zusammenhang zwischen einer
GBV-C-Infektion und einem verbesserten Krankheitsverlauf fir HIV-1-positive Patienten
festgestellt werden [*°Tillmann et al. 2001, ***Williams et al. 2004, *Zhang et al. 2006].
Epidemiologische Studien beweisen jedoch keinen kausalen Zusammenhang und gestatten
zudem keine Aussage dariiber, ob es sich bei GBV-C lediglich um einen Marker fir einen
bisher unbekannten Effektor oder um eine genetisch bedingte Determinante, wie zum
Beispiel die delta32-Mutation im CCR5-Rezeptor (CCR5A32), handelt, die eine Resistenz
gegen CCR5-trope HIV-1-Isolate vermittelt [**Huang et al. 1996, #*°Biti et al. 1997]. Daher
sollte der positive Effekt von GBV-C auf HIV-1 durch Zellkulturexperimente untersucht
werden. Die Aufklarung des Mechanismus, welcher der GBV-C-vermittelten HIV-1-Inhibition
zugrunde liegt, konnte den Ausgangspunkt fur die Entwicklung neuer Therapieansatze
darstellen.

GBV-C lasst sich @hnlich wie HCV nur schlecht in etablierten Zelllinien anztichten. Fir die
vorliegende Arbeit war deshalb der Aufbau einer GBV-C-Serumbank erforderlich, um
ausreichend GBV-C-positives Material zur Verfligung zu haben. Ein weiteres Ziel war es, ein
Zellkultursystem zu etablieren, das die Replikation von GBV-C und HIV-1 erméglicht und so
Untersuchungen zur viralen Interferenz beider Viren unter standardisierten Bedingungen
gestattet. Im Rahmen molekularbiologischer Analysen sollten flr den inhibitorischen Effekt
auf HIV-1 ursachliche GBV-C-Proteine identifiziert und naher charakterisiert werden. Unter
der Annahme, dass die Proteinexpression und damit auch die Konzentration von potentiellen
HIV-1-inhibitorischen GBV-C-Proteinen von der Aktivitat der IRES im N-terminalen Abschnitt
des viralen Genoms abhangen und sie dadurch mafgeblich Einfluss auf die GBV-C-
vermittelte HIV-1-Hemmung haben konnten, wurde abschlieRend das HIV-1-inhibitorische
Potential verschiedener klinischer GBV-C-Isolate und die Translationsaktivitat ihrer IRES
untersucht.
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51 EXTRAKTION VON GBV-C-RNA

Da GBV-C bislang mit keiner Erkrankung des Menschen assoziiert ist, wird heute davon
ausgegangen, dass es sich um ein humanotropes, jedoch nicht humanpathogenes Virus
handelt. Aufgrund dessen wird im Rahmen der Blutspende nicht routinemafig auf GBV-C
getestet, obwohl GBV-C Uuber Blut und Blutprodukte Ubertragen wird. Fir die in der
vorliegenden Arbeit zu etablierende Serumbank GBV-C-positiver Isolate war es erforderlich,
effiziente RNA-Extraktionssysteme zu identifizieren.

Da der Probenaufschluss und die Extraktion GBV-C-spezifischer RNA maf3geblich die
Menge der fir die quantitative RT-PCR verfigbaren RNA beeinflussen, wurden
unterschiedliche RNA-Extraktionssysteme geprift. Fur die drei getesteten Kits (High Pure
Viral RNA Kit, Viral RNA Mini Kit und NucleoSpin® RNA Virus Kit) zeigten sich deutliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Extraktionssystemen, wobei aufgrund der hdchsten
erzielten RNA-Aufreinigungseffizienz im weiteren Verlauf mit dem Viral RNA Mini Kit
gearbeitet wurde. Das Prinzip aller drei Aufreinigungssysteme beruht auf der Lyse der
Viruspartikel und der Aufreinigung der freigesetzten viralen RNA mittels Silicamembran.
Herstellerbedingte Variationen der Membranzusammensetzungen und der verwendeten
Puffer kbnnen Einfluss auf die RNA-Extraktionseffizienz der einzelnen Systeme haben. Da
die genauen Membran- und Pufferzusammensetzungen vom jeweiligen Hersteller jedoch
nicht publiziert sind, ist eine Diskussion, inwieweit eine der Komponenten ursachlich fur die
unterschiedliche Effizienz der einzelnen Systeme ist, nicht moglich.

52 INTERFERENZ VON GBV-C MIT HCV1 UND/ODER HIV-1 IM PATIENTEN

5.2.1 GBV-C-Pravalenz in Studienkollektiven mit unterschiedlichem
Transmissionsrisiko fur blutibertragene Viren

5.2.1.1 GBV-C-Pravalenz in Blutspendern und Aufbau einer GBV-C-Serumbank

In westlichen Industrielandern sind durchschnittlich 2 % der Blutspender viramisch. Um fur
die spateren Versuche auf mindestens 20 klinische GBV-C-Isolate zuriickgreifen zu kdnnen,
wurden 1535 freiwillige Blutspender vom Institut fir Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Leipzig ohne bekannte HAV-, HBV-, HCV- oder HIV-1-Infektion auf das
Vorliegen von GBV-C-RNA untersucht. Die GBV-C-Pravalenz in dieser Kohorte war mit
2,7 % vergleichbar mit GBV-C-Préavalenzen in anderen Industrienationen [**'Simons et al.
1995, %Linnen et al. 1996, **Dille et al. 1997, ***Nordbo et al. 2000, ***Christensen et al.
2003].

Mit dem in der etablierten GBV-C-Serumbank enthaltenen Seren stand fur die geplanten
Untersuchungen ausreichend infektioses Material zur Verfigung. Durch die portionierte
Lagerung bei -80 °C konnten die Degradation der GBV-C-Partikel und die Abnahme der
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Infektidsitat der Viren, die sonst durch Auftau- bzw. Einfrierzyklen reduziert ware, minimiert
werden. Somit war fur diese GBV-C-Serumbank eine gleichbleibend hohe Qualitat der GBV-
C-Virusstocks gewahrleistet.

5.2.1.2 GBV-C-Pravalenz in der HIV-1- und HGDS-Kohorte

Im Vergleich zu den nichtexponierten Blutspendern ist die GBV-C-Pravalenz in
Hochrisikogruppen wie HCV- oder HIV-1-Patienten sowie intravends drogenabhangigen
Probanden signifikant erhéht. In diesen Patientenkollektiven sind bis zu 45 % der Personen
mit GBV-C infiziert [**°Heringlake et al. 1996, **'Tacke et al. 1997a, *®Alter et al. 1997,
1%8yogt et al. 2006, **Tassopoulos et al. 2008]. Auch Hamophilie-Patienten haben ein
erhdhtes Infektionsrisiko fur bestimmte Pathogene. Insbesondere die Exposition gegeniuber
Blut und Blutprodukten fihrte vor der Einfuhrung der Hitzeinaktivierung in der
Transfusionsmedizin dazu, dass die meisten der vor 1985 infizierten adulten Hamophilen
neben HIV-1 zusétzlich mit HCV infiziert wurden [**Manucci et al. 1991, ?*’Morfini et al.
1994]. Auch der Nachweis von durch Blut Ubertragenen Viren war jeweils erst einige Jahre
nach der Entdeckung von HCV bzw. HIV-1 mdglich, was zusatzlich zu den hohen
Infektionsraten exponierter Personen beitrug. So war fur HIV-1 vier Jahre nach der
Erstbeschreibung ein erster HIV-p24-ELISA verfiigbar [*®*Webseite des NIH, ***Montagnier
2002]. Fur HCV wurde 1992, drei Jahre nach seiner Entdeckung, ein Bluttest zugelassen.
Dieses erhohte Infektionsrisiko war auch fir die juvenilen Probanden der HGD-Studie zu
verzeichnen [*®Loveland et al. 1994, *°Daar et al. 2001]. Sie bieten die seltene Maglichkeit,
gleichzeitig HCV- und HIV-1-positive bzw. HCV-positive aber HIV-1-negative Probanden und
den Einfluss einer gleichzeitigen GBV-C-Infektion in Abhangigkeit vom Alter der
Studienteilnehmer zu analysieren.

Im Vergleich zu gesunden Blutspendern war die GBV-C-Pravalenz in den
Studienkollektiven mit erhdhtem  Transmissionsrisiko fur  blutiibertragene  Viren
erwartungsgemal signifikant erhoht. Die geringere GBV-C-Infektionsrate bei den
hamophilen Kindern und Jugendlichen der HGDS-Kohorte im Vergleich zum Risikokollektiv
der adulten HIV-1-Patienten lasst sich durch den Infektionsweg und das Alter der
Studienteilnehmer erklaren. Wéahrend die Infektion bei den erwachsenen GBV-C-positiven
HIV-1-Patienten vermutlich (berwiegend durch sexuelle Ubertragung erfolgte, ist ein
erhohtes Infektionsrisiko aufgrund eines entsprechenden Risikoverhaltens bei den
hamophilen Kindern eher unwahrscheinlich. Es ist davon auszugehen, dass die Kinder und
Jugendlichen entweder durch Blutprodukte wie zum Beispiel kontaminierte
Antikoagulationsfaktoren oder infolge der Vielzahl der notwendigen medizinischen
Leistungen mit dem GBV-C infiziert wurden. Obwohl die HIV-1- und HCV-Infektionen in der
HGDS-Kohorte nachweislich durch die Verabreichung kontaminierter Gerinnungsfaktoren
erfolgten, impliziert die geringe GBV-C-Pravalenz (0,7 %) relativ friih nach der vermeintlichen
Exposition, dass die hohe GBV-C-Pravalenzrate, die am Ende der Studie beobachtet wurde,
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eine andere Ursache haben muss. Hier kamen alle medizinischen Leistungen in Betracht,
die eine Ubertragung von Viren ermdglichen. Tatsachlich finden sich in den letzten Jahren
zunehmend Hinweise darauf, dass im klinischen Umfeld unabhéangig von Bluttransfusionen
eine HCV-Infektion wahrscheinlicher ist als bislang angenommen. Bei Patienten mit akuter
Hepatitis C aus Spanien, Italien, Frankreich und Deutschland waren als einzige
Risikofaktoren fur eine HCV-Infektion Operationen und andere therapeutische Malihahmen
wie zum Beispiel Notfallbehandlungen in 11 bis 67 % der Falle zu identifizieren [?°Morin et
al. 2001, #*'Santantonio et al. 2006, “*Deterding et al. 2008, ***Martinez-Bauer et al. 2008].
Dies konnte auch fir die Infektion mit GBV-C zutreffen und die hohe GBV-C-Préavalenz
gegen Ende der HGD-Studie erklaren.

Der Unterschied der GBV-C-Haufigkeiten zu den verschiedenen Zeitpunkten festigt die
Annahme, dass die Infektionswahrscheinlichkeit und damit auch die Pravalenz mit
zunehmender Haufigkeit einer Exposition steigen. Dementsprechend nahm mit steigendem
Alter das Infektionsrisiko fur GBV-C in der HGD-Studie zu. Diese zwischen Alter und
erhohtem GBV-C-Infektionsrisiko bestehende hochsignifikante Korrelation untermauern
frihere Studien, die eine Zunahme der GBV-C-Pravalenz unabhéngig von der Pradisposition
des Probanden zu Transfusion oder Lebererkrankungen mit dem Alter bestatigen [***Feucht
et al. 1999, #?*Anastassopoulou et al. 2000, ?*Handa et al. 2000]. Auch die Beobachtungen
in einer weiteren Studie, die eine Ubertragung von GBV-C (iber Blutprodukte trotz
Hitzeinaktivierung beschreibt, konnte eine Erklarung fir die Zunahme der GBV-C-
Infektionsrate im Studienverlauf liefern [**Woelfle et al. 1999].

AbschlieRend stellt sich die Frage, ob die sehr hohe GBV-C-Pravalenz in den beiden
Kohorten und die Assoziation von GBV-C mit anderen Viren wie HCV und/oder HIV-1 auf
gemeinsamen Transmissionsmechanismen beruhen oder ob GBV-C diese Viren als
sogenannte Helferviren fir seine Replikation und/oder Infektion nutzt. Deutlich wird eine
derartige ,Abhangigkeit im Fall des Hepatitis-D-Virus. Es kann nur in chronisch HBV-
infizierten Zellen infektiose Viruspartikel bilden und ist daher fir seine Transmission und
Infektion auf HBV angewiesen. Obwohl HIV-1 und HCV chronisch-latente Infektionen
etablieren, ist es unwahrscheinlich, dass GBV-C und HIV-1 bzw. GBV-C und HCV in dieser
Weise miteinander interagieren. GBV-C und HCV sind eng miteinander verwandt, replizieren
aber in unterschiedlichen Zellen. GBV-C und HIV-1 hingegen replizieren zwar in den
gleichen Zellpopulationen, sind jedoch phylogenetisch sehr weit voneinander entfernt. Eine
direkte Abhéangigkeit ist daher unwahrscheinlich. Die drei Viren kdnnten sich aber auch
gegenseitig durch das von ihnen geschaffene Milieu stimulieren und die Replikationseffizienz
des koinfizierenden Virus erhdhen. Insbesondere die Viruslast von GBV-C kdnnte durch die
Koinfektion des Wirtsorganismus mit HIV-1 und/oder HCV beinflusst werden. So beschreibt
eine Studie einen inversen Zusammenhang zwischen der GBV-C- und der HIV-1-Viruslast in
HIV-1-infizierten Patienten [*°Tillmann et al. 2001]. Um dieser Vermutung nachzugehen,
wurden die Viruslasten GBV-C-monoinfizierter und -koinfizierter Patienten analysiert.
Unabhéngig vom Vorhandensein einer HCV- und/oder HIV-1-Koinfektion unterlag die GBV-
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C-Viruslast starken Schwankungen und in jeder Kohorte konnten hoch- und niedrigtitrige
GBV-C-Viruslasten detektiert werden. Ein signifikanter Zusammenhang lie3 sich nicht
nachweisen, was das Ergebnis einer anderen Studiengruppe von Berg et al. [*271996]
bestétigt. Lediglich in der Gruppe der HIV-1-positiven erwachsenen Patienten zeichnete sich
ein leichter Trend zu héheren GBV-C-Viruslasten im Blut ab, der in der Kohorte der HIV-1-
infizierten Kinder und Jugendlichen jeoch nicht beobachtet werden konnte. Ursachlich hierfir
konnte die zusatzliche Infektion der Patienten mit HCV sein, dessen Einfluss auf die GBV-C-
Viruslast im Zusammenhang mit einer gleichzeitigen HIV-1-Infektion bislang nicht untersucht ist.

5.2.1.3 GBV-C-Pravalenz in HCV-positiven bzw. HCV-negativen Patientinnen
der Anti-D-Kohorte

Die umfassende Dokumentation der infolge der Anti-D-Rhesusprophylaxe mit HCV infizierten
Frauen und die Sequenzanalysen von Schreier et al. [?®1996] belegen, dass der HCV-
positive Spender des Anti-D-Serums auch GBV-C-positiv war, ebenso mindestens zwei der
aus diesem Serum hergestellten und fur die Immunisierung verwendeten Chargen. Mogliche
Infektionen mit GBV-C und/oder HCV in dieser Kohorte kdnnen demnach auf eine einzige
Quelle zuriickgefiihrt werden [?*Wiese et al. 2000, #°2005].

Die geringe GBV-C-Préavalenz von 3,3 % jedoch widerspricht der allgemeinen Annahme,
dass alle Probandinnen in gleichem Maf3e mit HCV und GBV-C infiziert wurden. Tatséchlich
konnten andere Studien zeigen, dass die Infektionsrate flir GBV-C infolge der Verabreichung
kontaminierter Blutprodukte im Vergleich zu HCV um mehr als 50 % reduziert ist [***Kupfer et
al. 2005]. Ursache hierfir kdnnten wirtsspezifische Faktoren sein, die eine Infektion mit
GBV-C effizienter als fir HCV behindern. Zudem beeinflussen neben der Ausgangsviruslast
auch Morphologie und Physiologie eines Virus sowie Herstellungsprozess und Lagerung des
Praparats die Wahrscheinlichkeit einer Infektion. AuRerdem mussen auch die retrospektiven
Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Schreier differenzierter betrachtet werden. Wahrend
die Autoren in Proben, die zeitnah zum Infektionszeitpunkt entnommen wurden, die HCV-
Infektion bestéatigen konnte, wurde keine Bestimmung des GBV-C-Status der Patientinnen
durchgefihrt. Zudem erfolgte die Gewinnung des Anti-D-Serums aus finf Probanden, die mit
dem Spenderserum geboostert wurden. Denkbar ware, dass einige der Probanden bereits
neutralisierende Anti-GBV-C-Antikdrper aufwiesen oder diese im Anschluss an die initiale
GBV-C-Infektion im Rahmen der Immunantwort rasch entwickelten. Dann wére in der
Charge, welche ein Gemisch verschiedener Seren darstellt, ein Vorliegen von sowohl GBV-
C-RNA als auch Anti-GBV-C-Antikbrpern denkbar. Die Anti-GBV-C-Antikérper wirden
infolge dessen die vorhandenen GBV-C-Viren zum Teil neutralisieren und somit eine GBV-C-
Infektion in vielen Fallen verhindern. Eine Studie von Jarvis et al. [?*?1996] untermauert diese
Hypothese. Demnach bleibt ungeklart, ob und wie viele Probandinnen damals mit GBV-C
infiziert wurden. Zusatzlich zu einer moglicherweise geringen GBV-C-Infektionsrate 1978/79
waren weitere mdgliche Ursachen denkbar. Dabei ist davon auszugehen, dass die geringe
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GBV-C-RNA-Pravalenz nicht durch falsch-negative Ergebnisse infolge einer suboptimalen
PCR zustande gekommen ist. Einerseits wurde mit hoher Sensitivitat die korrekte
Identifikation des GBV-C-Status mit 99,7 % ermdoglicht, andererseits konnten die Ergebnisse
in zwei weiteren PCR fur Sequenzabschnitte im kodierenden GBV-C-Genom bestéatigt
werden. Als antivirale Therapie erfolgte die Behandlung der HCV-Infektion mittels
(pegyliertem) Interferon-alpha und ggf. Ribavirin. Diese Therapie eliminiert nachweislich
auch GBV-C [®*Orito et al. 1997, #®*Schwarze-Zander et al. 2006, **Hofer et al. 2011]. Es
fand sich jedoch kein Unterschied beziglich der GBV-C-Virdmie zwischen Interferon-
exponierten und unbehandelten Patientinnen (p =0,4111), sodass eine Therapie mit
Interferon wahrscheinlich nicht fur die niedrige Rate von GBV-C-Infektionen verantwortlich
ist. Darlber hinaus ist eine spontane Ausheilung der GBV-C-Infektion durch das
Immunsystem denkbar, wie das auch fir HCV zu beobachten ist. Dies liegt insoweit nahe, da
der Zeitpunkt der Priméarinfektion bereits mehr als 30 Jahre zurlickliegt und bei der Mehrheit
der GBV-C-Infizierten das Virus in den beiden ersten Jahren nach Infektion eliminiert wird
[**!Tacke et al. 1997a]. Klinische Studien konnten zeigen, dass insbesondere die Bildung von
Antikérpern, die gegen das Oberflachenprotein E2 des GBV-C gerichtet sind, eine GBV-C-
Infektion neutralisiert und vor einer Reinfektion schiitzt [*®Prati et al. 1998, ***Tillmann et al.
1998]. Die nachgewiesene Antikdrperpravalenz in der Anti-D-Kohorte lag im Vergleich zur
Literatur zwar um 5-11 % hoher [**°Tacke et al. 1997b, *®Bjérkmann et al. 2001], sie spiegelt
dennoch ebenfalls nicht die aufgrund der angenommenen GBV-C-Exposition 1978/79
erwartete héhere Infektionsrate in dieser Kohorte wider. Eine mdgliche Ursache hierfur ware,
dass nachweislich die anti-GBV-C-vermittelte Immunitét {iber die Jahre abnimmt [**'Stark et
al. 1999]. In Langzeituntersuchungen wurde bislang eine maximale Verweildauer fir GBV-C-
spezifische Antikérper von mindestens 14 Jahren nachgewiesen [**'Tacke et al. 1997a]. Da
aber die fur die Analysen zur Verfiigung stehenden Serumproben 28 bis 31 Jahre nach
Exposition datiert sind, kann die geringe GBV-C-Pravalenz die Ursache uberlappender
Effekte sein. Nachdem die asymptomatisch verlaufenden GBV-C-Primérinfektionen
unbemerkt blieben und im Laufe der Zeit durch die HCV-Therapie und/oder durch das
Immunsystem mit der Bildung neutralisierender Antikdrper eliminiert wurden, kam es mit der
Abnahme des Serumspiegels protektiver Antikdrper zu Reinfektionen. Die im Rahmen dieser
Untersuchung bestimmte GBV-C-Pravalenz wirde demzufolge hauptsachlich die
Infektionsrate von Personen mit geringen Risikofaktoren widerspiegeln. Gleichzeitig missten
die GBV-C-Isolate einen unterschiedlichen phylogenetischen Ursprung aufweisen.
Tatséchlich belegen Sequenzanalysen diese Vermutung [**®*Tenckhoff et al. 2011]. Lediglich
zwei der Frauen wiesen GBV-C-Isolate auf, die auf das urspringliche, das Anti-D-Serum
kontaminierende GBV-C-Isolat zurtickzufiihren waren. Die Ubrigen acht stammen mit hoher
Wahrscheinlichkeit aus anderen Infektionsquellen.
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5.2.2 GBV-Cim klinischen Kontext mit HCV und/oder HIV-1

Da GBV-C haufig in Assoziation mit HCV und/oder HIV-1 nachgewiesen werden kann, wurde
der Einfluss von GBV-C auf HCV und HIV-1 im Kontext dieser Koinfektionen untersucht. Es
ist bekannt, dass der klinische Verlauf der HCV-Infektion bei HCV/HIV-1-koinfizierten
Patienten maf3geblich durch HIV-1 beeinflusst wird. Dies konnte auch in der vorliegenden
Arbeit bestétigt werden. In der HGDS-Kohorte wiesen die HCV-monoinfizierten Patienten
grundséatzlich geringere HCV-RNA-Level auf als die HCV/HIV-1-koinfizierten Patienten.
Zudem konnte bei HIV-1-negativen Patienten eine signifikant hthere HCV-Ausheilungsrate
beobachtet werden als bei HIV-1-positiven. Damit stehen diese Daten im Einklang zum
Beispiel mit Untersuchungen von Soriano et al. [**°2008], die ebenfalls nachweisen konnten,
dass die HCV-Viruseleminierung von der HCV-Viruslast abhéngt. Fur die Eradikation von
HCV spielt die zellulare Immunantwort eine wichtige Rolle [**°Cooper et al. 1999]. Die mit der
HIV-1-Infektion einhergehende Immunsuppression ist daher wahrscheinlich ein Grund fir die
verminderte Eliminierung von HCV in HCV/HIV-1-koinfizierten Patienten [**Thomson et al.
2009]. Studien, die zeigen konnten, dass bei der HCV-Eradikation CD4- und CD8-positive T-
Zellen beteiligt sind, unterstiitzen diese Beobachtung [**’Ruys et al. 2008, ***Thimme et al.
2008]. Zudem belegen Untersuchungen von Falconer et al. [***2008], dass HIV-1-Patienten
mit einer annahernd normalen zellularen Immunantwort deutlich 6fter in der Lage waren,
HCV spontan auszuheilen.

Neben dem Einfluss von HIV-1 sollte auch der Einfluss von GBV-C auf den HCV-
Krankheitsverlauf untersucht werden. Dafir wurden die Ausheilungsraten GBV-C-positiver
und GBV-C-negativer HCV-Patienten verglichen. Analog zu HIV-1 wirkte sich die GBV-C-
Koinfektion nachteilig auf die HCV-Erkrankung aus. Sowohl in der Anti-D- als auch in der
HGD-Studie konnte bei GBV-C-positiven Patienten im Vergleich zu GBV-C-negativen
Patienten eine signifikant héhere Rate HCV-chronischer Patienten beobachtet werden. Diese
Ergebnisse werden durch internationale Studien bestétigt. Ein vergleichbarer Trend wurde in
einer Kohorte hamophiler Patienten beschrieben, in der 26 % der GBV-C-negativen, aber nur
7,1 % der GBV-C-positiven Patienten HCV ausheilten [***Gerolami et al. 1997]. Ahnliche
Ergebnisse dokumentierten Fabrizi et al. [**°2002] bei HCV-infizierten Dialysepatienten.
Zusatzlich werden diese Befunde durch Publikationen gestitzt, die von einer starkeren
viralen Immunantwort gegen HCV in HCV-Patienten berichten, die infolge einer
interferonbasierten Therapie GBV-C eradiziert hatten [**’Jarvis et al. 1998, ***Schwarze-
Zander et al. 2006].

GBV-C tritt in Risikokollektiven aber oftmals nicht nur im Kontext von Koinfektionen mit
HCV oder HIV-1, sondern im Rahmen von Tripelinfektionen auch hdufig gemeinsam mit HCV
und HIV-1 auf, wie bei der in dieser Arbeit untersuchten HGDS-Kohorte. Auch hier lag eine
hohere HCV-Heilungsrate bei GBV-C-negativen HCV/HIV-1-doppelinfizierten Patienten als
bei GBV-C/HCV/HIV-1-tripelinfizierten Patienten vor. Es ware denkbar, dass es durch die
phylogenetische Ahnlichkeit und die damit verbundene Sequenzhomologie von GBV-C und
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HCV zu immunologischen Kreuzreaktionen kommt, in deren Folge die Effizienz der
Viruseleminierung durch das Immunsystem des Wirts nachteilig beeinflusst wird. Diese
These wird durch die Beobachtung gestitzt, dass einzelne HCV-Proteine die Aktivierung des
Immunsystems blockieren und so eine effiziente Eliminierung des Virus inhibieren [**®Foy et
al. 2003, **°Sumpter et al. 2005, **°Gale et al. 2005]. Bedingt durch die enge Verwandtschaft
von GBV-C und HCV ist eine derartige Eigenschaft ebenfalls fir GBV-C-Proteine vorstellbar,
wobei bisher entsprechende Studien fehlen. Letztlich konnte diese theoretische
kombinatorische Beeintrachtigung des Immunsystems durch GBV-C und HCV den negativen
Effekt der GBV-C-Viramie auf die HCV-Persistenz in beiden Studien erklaren.

Im Gegensatz zu einer moglicherweise negativen Interaktion mit HCV hat GBV-C einen
positiven Einfluss auf den Verlauf der HIV-1-Erkrankung. Mehrere epidemiologische Studien
konnten zeigen, dass GBV-C mit einer erhohten Uberlebenswahrscheinlichkeit von HIV-1-
positiven Patienten assoziiert ist [*°Tillmann et al. 2001, 'Xiang et al. 2001]. Allerdings
beschrénken sich diese Studien vornehmlich auf Erwachsene. Die Auswirkungen von GBV-C
auf den Krankheitsverlauf bei HIV-1-positiven Kindern und Jugendlichen wurden bisher kaum
untersucht. Die h&mophilen Kinder und Jugendlichen der HGD-Studie stellen daher eine
geeignete Kohorte dar, um der Frage nachzugehen, ob bei Kindern ein zu Erwachsenen
vergleichbarer GBV-C-vermittelter Effekt beobachtet werden kann. Im Studienverlauf wiesen
die GBV-C/HIV-1-koinfizierten Patienten vergleichbar zu adulten HIV-1-Patienten mit GBV-C-
Virdmie eine geringere HIV-1-Viruslast und hohere CD4-T-Zellzahlen auf als die GBV-C-
negative Kontrollgruppe. Gleichzeitig war ihre Sterbewahrscheinlichkeit als Folge der HIV-1-
Infektion signifikant reduziert. Unter Berlicksichtigung des Immunstatus der spater GBV-C-
serokonvertierten Kinder zum ersten Messzeitpunkt zeigte sich jedoch im Vergleich zu den
Ergebnissen des zweiten Untersuchungstermins, dass die klinischen Parameter der
Probanden bereits zu diesem frilhen Zeitpunkt besser waren als die der spater GBV-C-
negativen, HIV-1-positiven Kinder. Eine Studie bei perinatal HIV-1-infizierten Kindern kommt
ebenfalls zu dem Ergebnis, dass der bei Erwachsenen nachgewiesene positive Effekt einer
GBV-C-Koinfektion auf den Verlauf der HIV-1-Erkrankung bei Kindern nicht beobachtet
werden kann und eine GBV-C-Virdmie nicht direkt mit einer besseren Prognose bei HIV-1-
positiven Kindern verknupft ist [***Shuval et al. 2005]. Inwieweit das kindliche Immunsystem
oder andere altersbedingte Unterschiede fur diese Beobachtung ursachlich sind, kann nicht
abschliel3end geklart werden. Bei der Infektion im Kindesalter treffen sowohl HIV-1 als auch
GBV-C auf ein unreifes, noch nicht vollstdndig entwickeltes Immunsystem. Wé&hrend dieser
Umstand die Replikation von HIV-1 und die Depletion der CD4-positiven T-Zellen férdern
kann, konnte das Fehlen bestimmter, vollstandig ausdifferenzierter Immunzellen die
Replikation von GBV-C und die Etablierung des HIV-1-inhibitorischen Effekts negativ
beeinflussen. Damit kénnte GBV-C in der untersuchten Studiengruppe vorliegen, jedoch
Viruslasten unterhalb der Nachweisgrenze aufweisen.
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53 EINFLUSS VON GBV-C AUF DIE HIV-1-REPLIKATION IN ZELLKULTUR

5.3.1 Charakterisierung klinischer GBV-C-Isolate

Experimentelle Untersuchungen virologischer Fragestellungen sind ohne geeignete
Kultursysteme nicht durchfihrbar. Fir eine Vielzahl von humanpathogenen Viren konnten
immortalisierte Zelllinien etabliert werden, die eine ausreichende Virusvermehrung
ermoglichen. Darliber hinaus lassen sich bestimmte Viren jedoch nicht effizient auf Zelllinien
anzlchten. Alternative Replikationssysteme basieren auf isolierten Primarzellen des
Gewebes, in dem die Viren in vivo replizieren und die so die natlrlichen Bedingungen im
Spenderorganismus imitieren. Allerdings ist der Zugang zu den entsprechenden Geweben
schwierig und die Préparation sowie Kultivierung der Zellen mitunter diffizil.

Far HIV-1 stellt die Anzucht in vitro kein Problem dar, da es sowohl in einfach zu isolierenden
PBMC als auch in Zelllinien lymphozytaren Ursprungs repliziert. Im Gegensatz dazu existiert
jedoch fur GBV-C bislang kein Zellkultursystem, das eine langfristige Kultivierung mit hohen
Virustitern gewahrleistet. Obwohl Seipp et al. [?°®1999] die Replikation von GBV-C in den
beiden hepatozytaren Zelllinien Huh-7 und HepG2 postulierten, konnte diese Beobachtung in
der vorliegenden Arbeit nicht reproduziert werden. Trotz Optimierung des publizierten
Protokolls war es nicht moglich, in diesen adharenten Zellen eine stabile GBV-C-Replikation
zu etablieren. Durch eine wahrend der RNA-Extraktion mitgefiihrte Kontrolle und den
erfolgreichen Nachweis von GAPDH-kodierender mRNA in den RNA-Extrakten der GBV-C-
exponierten Huh-7- und HepG2-Zellen konnte ein Verlust der RNA wahrend der Extraktion
sowie eine mangelnde Sensitivitat der quantitativen RT-PCR als unwahrscheinlich eingestuft
werden. Das Fehlen von GBV-C-RNA in den Kulturen impliziert eine abortive Infektion,
sodass dieses System nicht wie geplant fiir die Anzucht von GBV-C und die Gewinnung
hochtitriger Virusstocks eingesetzt werden konnte. Andere Studien bestatigen diese
Ergebnisse. Auch sie zeigten die Anzucht in hepatozytaren Zellen nur fur GBV-B, nicht aber
fir GBV-C [®'Aurisicchio et al. 2005, **’Buckwold et al. 2005].

Fir die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen GBV-C und HIV-1 war im
Weiteren ein Zellkultursystem erforderlich, dass die gleichzeitige Replikation beider Viren im
selben Ansatz gewahrleistet. Studien, die die Replikation des GBV-C in lymphozytaren
Zellen nachwiesen [**®Xiang et al. 2000, *’George et al. 2006], waren der Ausgangspunkt fir
die Entwicklung eines PBMC-Zellkultursystems. Tatsachlich konnte nach Infektion von
PBMC mit klinischen GBV-C-Isolaten in allen Kulturen ein Anstieg der GBV-C-RNA
beobachtet werden. Eine aktive GBV-C-Replikation wurde (ber einen Zeitraum von
mindestens 34 Tagen nachgewiesen. Da PBMC als Primé&rzellen nur bedingt lebens- und
teilungsfahig sind, kam es im Verlauf der Kultivierung zu einer Abnahme vitaler Primarzellen
in der Kultur, die mit dem Abfall der GBV-C-Konzentration korrelierte. Dieser Verlust
putativer Wirtszellen wurde durch die Zugabe frischer PBMC kompensiert. Als direkte Folge
konnte ein erneuter Anstieg der GBV-C-Viruslast im Kulturiiberstand beobachtet werden. Fir
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den eindeutigen Nachweis einer aktiven GBV-C-Infektion wurde zellfreier Uberstand GBV-C-
infizierter Zellen als Inokulum fir die Infektion frischer, nichtinfizierter PBMC genutzt. Auch in
diesen Kulturen war ein Anstieg der GBV-C-RNA messbar. Dadurch konnte ausgeschlossen
werden, dass in der Primarkultur lediglich das urspringliche GBV-C-Inokulum nachgewiesen
wurde. Die Sekundéarinfektion gelang allerdings nicht mit allen GBV-C-lIsolaten. Dieser
Beobachtung koénnte der unterschiedliche Zelltropismus der untersuchten GBV-C-Isolate
zugrunde liegen. Die Zusammensetzung der verwendeten PBMC-Kulturen variiert in
Abh&ngigkeit vom Spender. Die Variabilitat umfasst dabei unter anderem die Blutgruppe,
den immunologischen Status sowie weitere genetische Merkmale. Diese Faktoren kdnnten
fur die Infektion eine Rolle spielen. Denkbar ist, dass aufgrund des heterogenen Ursprungs
der fur die Sekundarinfektion verwendeten PBMC einzelne GBV-C-Isolate keine Infektion
etablieren konnten, da es durch die Positivselektion zu einer Anreicherung hochreplikativer
Viren kommt. Diese sind mdglicherweise nicht in der Lage, Zellen anderer Spender zu
infizieren. In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass bestimmte Virusvarianten nach
Passage in lymphoblastoiden Zellen oder PBMC eine positive Selektion erfahren, weshalb
es zur Expansion starker replizierender Viren kommt [**Nakajima et al. 1996, ***Lerat et al.
2000]. Da nicht in allen Kulturen im Uberstand, der fur die Sekundarinfektion verwendet
wurde, noch Virus nachweisbar war, Gberraschte der erneute Nachweis von GBV-C in den
sekundar infizierten Zellkulturen. Die Erklarung hierfur liegt in der Nachweisgrenze der RT-
PCR begrindet. Sie lag in der hier verwendeten PCR bei 500 Kopien/ml. Ein negatives
Ergebnis bedeutet demnach nicht, dass in der Probe keine GBV-C-RNA vorlag, sondern
lediglich nur, dass sie mit dem eingesetzten System nicht erfasst werden kann. Es ist
demnach davon auszugehen, dass in den Uberstanden der Primarkulturen S31 und S35
noch replikationskompetentes Virus in ausreichender Menge fir eine Sekundarinfektion
vorhanden gewesen sein muss. Eine Kontamination konnte durch das Mitfiihren
entsprechender Negativkontrollen ausgeschlossen werden.

Da PBMC naturliche Zielzellen fir HIV-1 darstellen und zudem eine effiziente GBV-C-
Replikation fir mindestens 15 Tage ermdglichen, wurde die virale Interferenz zwischen
GBV-C und HIV-1 auf frisch isolierten PBMC ausgewahlter Spender untersucht. Diese
Koinfektionsversuche hatten das Ziel, den in klinischen Studien beschriebenen positiven
Einfluss von GBV-C auf die HIV-1-Progression unter standardisierten Zellkulturbedingungen
zu reproduzieren und dadurch einen kausalen Zusammenhang zwischen GBV-C-Infektion
und HIV-1-Suppression zu untermauern. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig die
Replikation eines HIV-1-Wildtypisolats durch die Koinfektion mit unterschiedlichen GBV-C-
Isolaten signifikant gehemmt werden. Dabei zeigte sich eine direkte Korrelation der Inhibition
zur Dosis der beiden Viren HIV-1 und GBV-C. Die Beobachtungen wurden durch das
Nationale Referenzzentrum fir Retroviren (NRZ, Erlangen) bestatigt.

Interessanterweise konnten nicht alle untersuchten GBV-C-Isolate einen inhibitorischen
Effekt etablieren. In Abhangigkeit vom verwendeten GBV-C-Isolat schwankte die GBV-C-
vermittelte HIV-1-Hemmung zwischen 1% und 76 % und impliziert die Existenz
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unterschiedlicher HIV-1-inhibitorischer Phanotypen. Neben HIV-1-inhibitorischen GBV-C-
Isolaten konnten in dieser Arbeit auch GBV-C-Isolate mit HIV-1-nichtinhibitorischem
Phanotyp identifiziert werden. Diese Beobachtung ist insofern interessant, weil sie die
Diskrepanz friiherer klinischer Studien erklaren kdnnte, die keine Assoziation zwischen GBV-
C-Viramie und verbessertem Uberleben HIV-1-positiver Probanden belegen konnten [***Birk
et al. 2002, *°Brumme et al. 2002, **'Bjérkmann et al. 2004, ***Kaye et al. 2005]. Da der
inhibitorische Effekt HIV-1-hemmender GBV-C-lIsolate sowohl auf PBMC verschiedener
Spender als auch auf etablierten T-Zelllinien beobachtet wurde, spielt der Einfluss der
Variabilitat der Wirtszelle fur die Auspragung der viralen Interferenz moglicherweise nur eine
untergeordnete Rolle. Vielmehr deuten die Daten darauf hin, dass der inhibitorische Effekt
von viralen Eigenschaften beeinflusst wird. Insbesondere die Dosisabhangigkeit und die
Beobachtung, dass eine suboptimale Inokulationsdosis eines HIV-1-inhibitorischen GBV-C-
Isolats nicht nur zum Verlust der HIV-1-Suppression, sondern sogar zu einem UberschieRRen
der HIV-1-Replikation fuhrt, untermauern diese Vermutung. Ein Einfluss von
serumspezifischen Faktoren auf den Verlauf der HIV-1-Replikation konnte ausgeschlossen
werden, da entsprechende Kontrollen im Experiment (GBV-C-negatives Serum und HIV-1)
zu Kontrollen (nur HIV-1) vergleichbare Werte aufwiesen.

Ein &hnliches Phdnomen wurde bei Denguevirus-Reinfektionen beobachtet. Im Verlauf
der Primérinfektion mit diesem GBV-C-Verwandten werden Antikdrper gebildet, die
suptypspezifisch neutralisierend wirken. Kommt es zu einer Neuinfektion mit einem anderen
Subtyp, binden diese Antikdrper zwar an das Viruspartikel, sind jedoch nicht in der Lage, die
Denguevirus-Infektion zu eliminieren. Uber die Interaktion des Fc-Teils der virusgebundenen
Antikdrper kann der Antikdrper-Virus-Komplex an den Fc-Rezeptor auf der Oberflache von
Makrophagen und Monozyten binden und das Viruspartikel wird Uber rezeptorvermittelte
Endozytose in die Zelle aufgenommen. Dadurch kann eine grof3e Anzahl an Viren eine
produktive Infektion etablieren. Das Immunsystem beglnstigt durch dieses antibody
enhancement das Pathogen [*°Nielson et al. 2009]. Ubertragen auf GBV-C wiirde das
bedeuten, dass GBV-C mdglicherweise an HIV-1 bindet und dadurch die Interaktion von
HIV-1 mit seinen zellularen Rezeptoren verhindert. Ist die Konzentration von GBV-C zu
gering, kommt es zwar zur Bindung an HIV-1, jedoch nicht zur HIV-1-Neutralisation. Es ist
zudem auch denkbar, dass HIV-1-beladene GBV-C-Partikel mit dem GBV-C-spezifischen
Rezeptor interagieren und dadurch HIV-1 in die Zelle gelangt, wo es replizieren kann. Durch
diesen Mechanismus konnten HI-Viren expandieren, deren Replikationseffizienz unter
normalen Bedingungen zu gering ware, um eine produktive Infektion zu etablieren. Neuere
Untersuchungen belegen die Interaktionen des GBV-C-Oberflachenproteins E2 mit dem fir
die HIV-1-Infektion essentiellen HIV-1-Glykoprotein gp41 und untermauern die Bedeutung
der direkten GBV-C/HIV-1-Interaktion fiir den inhibitorischen Effekt [*®Herrera et al. 2009,
197Mohr et al. 2009, *®Herrera et al. 2010].

Zusammenfassend weisen die In-vitro-Daten daraufhin hin, dass GBV-C kein Marker fur
ein robustes Immunsystem oder eine andere genetische Determinante wie zum Beispiel die
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CCR5A32-Mutante ist, sondern die kausale Ursache fur die Hemmung der HIV-1-Replikation
in vitro und die verlangsamte HIV-1-Progression in GBV-C/HIV-1-koinfizierten Patienten in
vivo darstellt. Der GBV-C-induzierte Effekt ist dabei nicht auf einzelne GBV-C-Isolate oder
HIV-1-Isolate beschréankt. Darliber hinaus hangt der inhibitorische Effekt auch nicht vom
Korezeptortropismus des betreffenden HIV-1-Isolats ab [*°Jung 2010]. Die Entdeckung,
dass sich klinische GBV-C-lsolate in ihrem Potential, die HIV-1-Replikation negativ zu
beeinflussen, signifikant unterscheiden, begrindet die Klassifizierung gemaR ihres
Phénotyps als HIV-1-inhibitorisch oder HIV-1-nichtinhibitorisch und konnte diskrepante
Ergebnisse klinischer Studien erklaren. Daraus ergibt sich ein vollig neues Feld fir den
Ansatz innovativer Therapiestrategien. In deren Entwicklung ist es jedoch erforderlich, die
Mechanismen der Hemmung durch GBV-C zu identifizieren. Mdgliche Interaktionen und
Mechanismen standen daher im Fokus der weiteren Arbeit.

5.3.2 Identifikation und Charakterisierung HIV-1-neutralisierender
GBV-C-E2-Peptide

Die HIV-1-Replikation kann Uber verschiedene Interaktionsmechanismen wie z.B.
Koninfektionen mit Viren wie Influenzaviren oder Masernviren beeinflusst werden [*Pinto et
al. 2000, ®'Grivel et al. 2001]. Neben der Hemmung des HIV-1-spezifischen Zelleintritts
durch die verminderte Expression der HIV-1-Korezeptoren auf der Oberflache der Zielzelle
durch die Induktion von Chemokinen [***Xiang et al. 2004, ***Jung et al. 2005] gibt es erste
Hinweise auf die daran beteiligten GBV-C-Proteine. Xiang et al. [**®2006, ?*°2009] konnten
zeigen, dass das NS5(A)-Protein verschiedener Viren aus der Familie der Flaviviridae, wie
zum Beispiel GBV-C, HCV und Denguevirus, in Zellkulturversuchen die HIV-1-Replikation
durch die Induktion von Chemokinen hemmt. Sie postulieren ein Serin an Position 158, das
fur das inhibitorische Potential des GBV-C-NS5A verantwortlich ist [*’Xiang et al. 2008]. Um
zu Uberprifen, ob sich die in dieser Arbeit charakterisierten HIV-1-inhibitorischen und HIV-1-
nichtinhibitorischen GBV-C-Isolate in diesem Serin unterscheiden, wurde die betreffende
Region des NS5A-Proteins sequenziert und analysiert. Bestlinde eine Korrelation zwischen
dem HIV-1-inhibitorischen Effekt von GBV-C und der Sequenz des NS5A-Protein von
GBV-C, so musste das betreffende Serin in den HIV-1-nichtinhibitorischen GBV-C-Isolaten
mutiert sein. Eine derartige Substitution im NS5A-Protein der untersuchten GBV-C-Isolate
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Zusammen mit den Beobachtungen, dass der
NS5A-Effekt nicht GBV-C-spezifisch ist und HCV-positive HIV-1-Patienten keinen GBV-C-
ahnlichen Uberlebensvorteil aufweisen, ist die Relevanz des NS5A-Proteins fiir den
Gesamteffekt von GBV-C auf HIV-1 nur als marginal einzustufen.

Fur die GBV-C-induzierte HIV-1-Suppression muissen daher andere Mechanismen
verantwortlich sein. Neben dem NS5A-Protein wird zurzeit das E2-Protein im Hinblick auf
sein HIV-1-inhibitorisches Potential untersucht. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass
das Oberflachenprotein E2 von GBV-C in der Lage ist, die frihen HIV-1-Replikationsschritte

101



Diskussion

zu inhibieren [*®Jung et al. 2007, **’Mohr et al. 2009]. Da dem E2-Protein eine wichtige Rolle
bei der GBV-C-Replikation zukommt und Mutationen nicht nur einen Einfluss auf die
Replikationseffizienz von GBV-C, sondern auch auf den HIV-1-inhibitorischen Phanotyp
klinischer GBV-C-Isolate haben kdnnen, wurde die Aminosauresequenz verschiedener
GBV-C-Isolate im Hinblick auf den zuvor bestimmten HIV-1-inhibitorischen Phé&notyp
analysiert. Im Gegensatz zu HCV konnten im GBV-C-E2-Protein keine hypervariablen
Regionen identifiziert werden. Dies stimmt mit Beobachtungen anderer Autoren Uberein
[MErker et al. 1996, ™'Tacke et al. 1997a]. Im Vergleich der Sequenzen von HIV-1-
inhibitorischen und  HIV-1-nichtinhibitorischen GBV-C-Isolaten fielen jedoch zwei
Aminosauresubstitutionen auf, die bei HIV-1-nichtinhibitorischen GBV-C-Isolaten auftraten:
E143K/H und T204A. Diese Beobachtungen kénnen nicht mit Unterschieden aufgrund ihres
Genotyps erklart werden. Sequenzvergleiche zeigten, dass keiner der bislang bekannten 6
Genotypen beide Mutationen aufweist. Isolate des Genotyps 2b besitzen die Mutation an
Position T204A, wahrend Genotyp 4 die Mutation an Position E143 zeigt. In 3D-
Computermodellen wurden die beiden Aminosauresubstitutionen lokalisiert. Die Aminosaure
E143 ist auf der Proteinoberflache exponiert und kénnte damit an der Interaktion mit anderen
Molekulen beteiligt sein. Dahingegen befindet sich die Aminoséure T204 in einer Vertiefung
des E2-Proteins. Die Mutation T204A bedingt eine Veradnderung der Ladung der
betreffenden Aminosaure, was eine strukturelle Veréanderung der Proteindoméne zur Folge
haben kénnte [***Ido et al. 2008].

Um den Einfluss des E2-Proteins auf die HIV-1-Replikation isoliert zu untersuchen,
wurden (berlappende 18mer-Peptide synthetisiert und in HIV-1-Neutralisationsassays
getestet. Hierfir wurde in Vorversuchen das optimale Protokoll bestimmt. Wahrend die
Vorinkubation der Zielzellen mit den Peptiden ab Tag 5 eine Verringerung des inhibitorischen
Effekts zeigte, fuhrte die Vorinkubation der Peptide mit dem HIV-1-Isolat zu einer
anhaltenden Suppression der nachfolgenden HIV-1-Infektion. Dieser Effekt wurde durch die
Aufrechterhaltung der Peptidkonzentration im Kulturiiberstand noch verstarkt, da eine
Umsetzung der Peptide durch den Metabolismus der Zellen und eine eventuell kurze
Halbwertszeit der Peptide so weit wie moglich abgefangen wurde. Bei einer Konzentration
von 500 puM konnten in einem ersten Infektionsversuch mit einem klinischen HIV-1-Isolat 67
inhibitorische Peptide identifiziert werden; im nachfolgenden Versuch mit einer
Peptidkonzentration von 250 pM reduzierte sich die Anzahl der Peptide auf 16. Erganzend
war die dosisabhéngige peptidvermittelte HIV-1-Hemmung durch eine verminderte
Synzytienbildung nachweisbar. Die Mehrzahl dieser Peptide war zudem im N-terminalen
Bereich des E2-Proteins lokalisiert. Dieser Proteinbereich bildet die auf der Oberflache des
Virus exponierte Doméne (Ectodoméne), wahrend die Peptide der Transmembranregion ein
geringes bzw. kein HIV-1-inhibitorisches Potential aufwiesen. Sie sind aufgrund ihrer Position
vermutlich nicht an Interaktionen zwischen GBV-C und HIV-1 beteiligt.

Im Hinblick auf eine therapeutische Anwendung sollten Peptide folgende Kriterien erflllen:
a) eine Inhibition der HIV-1-Replikation von mindestens 90 % bei Konzentrationen von
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500 und 250 puM, b) keine Prazipitatbildung des Peptids im Medium und c) keine Toxizitat
gegenlber eukaryotischen Zellen. Die untersuchten Peptide wiesen deutliche Unterschiede
bezlglich ihrer ICso-Werte auf. Das Peptid P46 verfigte dabei mit 51,2 uM Uber den
niedrigsten ICso-Wert. Dieser Wert liegt im Vergleich zu anderen HIV-1-inhibitorischen
Peptiden wie VIRIP, das die HIV-1-Infektion und Transmission hemmt, oder kleinen
fusionsinhibitorischen Peptiden, im Bereich der publizierten ICso-Werte von 20 uM bzw. 30-
100 pM [*2Frey et al. 2006, 2**Miinch et al.2007]. Der inhibitorische Effekt war dabei nicht
auf das im Rahmen dieser Arbeit verwendete CXCRA4-trope HIV-1-Isolat 92UG024
beschrankt. In einer gemeinsamen Kooperation mit dem Biochemischen Institut in Barclona
konnten weitere CXCR4-trope sowie CCRS5-trope HIV-1-Isolate effizient inhibiert werden.
Gleichzeitig wurde dort in sogenannten single round of infection assays (TZM-bl-Zellen unter
Verwendung von Virus like particels - VLP) bewiesen, dass die Peptide den HIV-1-
spezifischen Zelleintritt, vermittelt durch die Interaktion von gp120/gp41 mit dem CD4-
Rezeptor, inhibieren [***Herrera et al. 2010]. Da bei diesem Testsystem die verwendeten
Viruspartikel nur einen Replikationszyklus durchlaufen koénnen, ist im Vergleich zum
konventionellen Testsystem (lymphozytare Zelllinie infiziert mit HIV-1-Wildtypisolaten) mit
mehreren Replikationszyklen eine geringere Peptidkonzentration fur die Etablierung einer
50 %igen Hemmung erforderlich (zum Beispiel fir das Peptid P46: ICso von 51,2 uM in
CEMx174-Zellen vs. ICso von 39,9 uM in TZM-bl-Zellen). Je naher sich das experimentelle
Design also dem biologischen System annahert, umso hdher sind die ICs-Werte
[***Berkhout et al. 2002, *Ni et al. 2005, ***Swanson et al. 2010]. Die Beobachtung, dass
E2-Peptide spezifisch die frihen HIV-1-Replikationsschritte wie Anheftung und
Membranfusion inhibieren, wird durch die Versuche mit rekombinanten E2-Proteinen
bestatigt. Durch die Verwendung von HIV-1-Viruspartikeln mit HIV-1-homologen oder -
heterologen Oberflachenproteinen, die den Mechanismus des Zelleintritts mafgeblich
bestimmen, konnten Jung et al. [?°°2007] zeigen, dass der inhibitorische Effekt des GBV-C-
E2-Proteins auf HIV-1 beschréankt ist. HI-Viren, die mit dem Oberflachenprotein des
Vesikularen  Stomatitisvirus  (VSV)  pseudotypisiert waren und die Zielzellen
rezeptorunabhéangig in einem pH-Wertabh&ngigen Endozytosemechanismus infizierten,
wurden durch das GBV-C-E2-Protein nicht am Zelleintritt gehindert. Ausgehend von der
Tatsache, dass der inhibitorische Effekt der Peptide bei der Vorinkubation der Viren mit den
Peptiden starker war, gestattet diese Beobachtung die Schlussfolgerung, dass die Peptide
durch direkte Interaktion mit der Virusmembran die HIV-1-Inhibition vermitteln.
Weitergehende Untersuchungen von Herrera et al. [*®2009] konnten schlieRlich die direkte
Interaktion von E2-Peptiden mit dem gp4l von HIV-1 belegen. Durch die Bindung der
inhibitorischen E2-Peptide an gp4l wird die fur die Infektion notwendige
Konformationsénderung des HIV-1-Oberflachenproteins blockiert. Unterstitzung finden diese
Erkenntnisse durch aktuelle Daten einer Forschergruppe, die ebenfalls eine inhibitorische
Wirkung von GBV-C-E2-Peptiden aus dem N-terminalen Bereich des E2-Proteins beschreibt
[*’Kodel et al. 2011]. Sie konnte dariiber hinaus nachweisen, dass die beiden inhibitorisch
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potentesten Peptide in ihrem Assay mit HIV-1 direkt interagieren. Diese Daten stiitzen die in
der vorliegenden Arbeit beobachteten Resultate sowie die daraus entwickelte Theorie der
Hemmung der HIV-1-Infektion Uber das E2-Glykoprotein des GBV-C.

Weiterhin spielt das Peptid P46 auch im Hinblick auf die Frage nach der genetischen
Ursache fur die beobachteten unterschiedlichen HIV-1-inhibitorischen Phé&notypen klinischer
GBV-C-Isolate eine besondere Rolle. Dieses Peptid erwies sich im Rahmen dieser Arbeit
von allen getesteten Peptiden als der wirksamste HIV-1-Inhibitor. Interessanterweise umfasst
die Sequenz des Peptids auch die Aminosdure E143, die bei allen untersuchten HIV-1-
nichtinhibitorischen GBV-C-Isolaten mutiert war (E143K/H). Dies impliziert, dass die durch
das Peptid kodierte Proteinsequenz und insbesondere das Glutamat an Position 143 eine
wichtige Rolle fir den beobachteten inhibitorischen Effekt spielt. Weitere Protein-Protein-
Interaktionsversuche sind notwendig, um die Relevanz von E143 fir die E2-Bindung an gp41
zu belegen. Gleichzeitig ware es von besonderem Interesse, die E2-Sequenzen der GBV-C-
Isolate zu analysieren, die im Rahmen einer HIV-1-Infektion nicht mit einem
Uberlebensvorteil fir ihnren menschlichen Wirt assoziiert sind.

Zusammenfassend stellen die Ergebnisse einen wichtigen Schritt auf dem Weg zum
Verstandnis der Wechselwirkungen zwischen GBV-C und HIV-1 dar.

5.3.3 Analyse der IRES-Aktivitat klinischer GBV-C-Isolate

Einige RNA-Viren haben die Mdglichkeit entwickelt, unabhangig von einer Cap-Struktur die
Translation ihrer RNA zu induzieren. Dies erfordert eine besondere RNA-Struktur in der
5-NTR, die in der Lage ist, die Ribosomenuntereinheiten zu binden und die Translation zu
regulieren [**Honda et al. 1996, **Robertson et al. 1999, ?"°Jubin et al. 2000]. Neben
Vertretern der Picornaviridae besitzen auch die beiden Vertreter der Familie der Flaviviridae
HCV und GBV-C eine derartige IRES. Trotz der nahen Verwandtschaft zu HCV gleicht die
GBV-C-IRES in ihrer Struktur und Funktionsweise eher der IRES der Picornaviren. Simons
et al. ['®1996] postulieren, dass das Ribosom an einen Sequenzabschnitt vor dem
eigentlichen Startcodon bindet und die RNA in 5-3'-Richtung scannt. Bei Erreichen des
Startcodons wird dann die Translation initiiert. Dem Startcodon schlief3t sich eine Sequenz
an, die eine stark konservierte Helixstruktur ausbildet. Diese Helix besitzt im oberen Bereich
eine Sequenz aus neun aufeinanderfolgenden Guanin- bzw. Cytosinresten (nt587-596), die
mit einer komplementaren RNA-Sequenz (nt604-612) eine Bindung eingehen und mit der
dazwischen liegenden Sequenz eine Helix bilden kénnen. Diese Abfolge ist vermutlich fir die
bei PCR- und Sequenzierungsreaktionen beobachteten Probleme verantwortlich.
Insbesondere Sequenzierreaktionen, bei denen die Elongationstemperatur weniger als 65 °C
betrug, brachen an den entsprechenden GC-reichen Sequenzabschnitten vorzeitig und
unabhangig von anderen Reaktionsbedingungen ab. Obwohl derartige Probleme in der
Regel nicht publiziert werden, finden sich in den Protokollen zahlreicher kommerziell
erhaltlicher Polymerasen Hinweise auf dieses Phanomen (zum Beispiel: GeneAmp XL PCR
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Kit, Applied Biosystems; Phusion, NEB; HighFidelity Roche). Ursache fir das Problem
durften die starken Bindungsenergien zwischen Guanin und Cytosin sein, die in der
vorliegenden Arbeit durch die Erhdéhung der Elongationstemperatur Gberwunden werden
konnten.

Die Analyse der IRES verschiedener klinischer GBV-C-Isolate sollte mit Hilfe von
Doppelluziferasevektoren erfolgen. Doppelluziferasevektoren bieten ein elegantes System,
um Fragestellungen beziiglich der Expression von Proteinen oder regulatorischer Elemente
Zzu untersuchen. Wahrend die Expression der einen Luziferase, in diesem Fall die
Renillaluziferase, unter der Kontrolle eines zellularen Promotors steht, wird die Expression
der zweiten Luziferase, hier die Fireflyluziferase, durch den zu untersuchenden Promotor
bzw. durch die zu untersuchende IRES gesteuert. Das verwendete bicistronische System
korreliert die Aktivitat der untersuchten IRES mit der Transfektionseffizienz und gewébhrleistet
durch die Normalisierung der Translationseffizienzen die Vergleichbarkeit der einzelnen
IRES.

Da sowohl die Aktivitdt der HCV-IRES als auch die IRES-Aktivitdt verschiedener
Picornaviren vom verwendeten Zellkultursystem abhéngen [*"*Borman et al. 1997, ?”*Durand
et al. 2010], wurden eingangs drei verschiedene Zelllinien auf ihre Eighung untersucht.
Neben 293T- und HeLa-Zellen wurden auch Huh-7-Zellen getestet. Die hepatozytare Zelllinie
Huh-7 kam deshalb zur Anwendung, da hierfiir bereits die erfolgreiche Expression eines
GBV-C-Replicons beschrieben worden war [*°Cao et al. 2009]. Die groRtmdgliche
Transfektionseffizienz konnte bei 293T-Zellen beobachtet werden. Auch die Aktivitat der
Renilla- und Fireflyluziferase war in 293T-Zellen am hdchsten, wéhrend sie bei den beiden
anderen Zelllinien um Faktor 7 geringer ausfiel. Uberraschenderweise lag jedoch die
Fireflyaktivitat in Huh-7-Zellen deutlich héher als in HeLa-Zellen, obwohl diese eine doppelt
so hohe Transfektionseffizienz besaen. Nach Normalisierung der Expression der
Renillaluziferase wiesen die Aktivitditen in Huh-7- und HelLa-Zellen jedoch vergleichbare
Werte auf. Die hohe Aktivitat der 293T-Zellen beruht vermutlich einerseits auf der guten
Transfizierbarkeit der Zellen, andererseits auf der Integration des T-Antigens des Simianvirus
(SV) in das Genom dieser Zellen. Die Expression der Renillaluziferase erfolgt tber den
SV40-Promotor im DCV, der durch das T-Antigen eine zusétzliche Aktivierung erfahrt. Die
erhohte Fireflyaktivitdt in Huh-7-Zellen lasst wiederum vermuten, dass auch zelluldre
Faktoren eine Rolle bei der IRES-vermittelten Proteinexpression spielen. So ist fur die
effiziente IRES-gesteuerte Translation des Poliovirus das Vorliegen des zellularen La-
Proteins erforderlich [*"*Meerovitch et al. 1993]. Auch bei HCV spielen zelluldre Proteine eine
Rolle [*"Scheller et al. 2009]. Jones et al. [*”°2010] beschrieben in Huh-7 eine héhere HCV-
Replikationsrate als in U20S-Zellen. Offensichtlich exprimieren Huh-7-Zellen zellulare
Faktoren, welche die Funktionalitat der HCV-IRES verbessern, was in einer hoheren Aktivitat
resultiert. Auch gibt es Hinweise darauf, dass sich HCV an das Gewebe, in dem es in vivo
repliziert, anpasst, was sich unmittelbar auf die Translationseffizienz auswirkt [***Forton et al.
2004]. Nukleotidsubstitutionen in der IRES-Sequenz fihren in vitro in Abhangigkeit vom
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verwendeten Zellkultursystem zu unterschiedlichen Proteinexpressionsraten [***Lerat et al.
2000]. Auch durch die Einfihrung bestimmter Mutationen in etablierte HCV-Replicons konnte
deren Replikationseffizenz in Huh-7 optimiert werden [*"®Krieger et al. 2001]. Moglich wére
demnach bessere Voraussetzungen der in der vorliegenden Arbeit untersuchten IRES fir die
Replikation in Huh-7-Zellen als in HeLa-Zellen. Unabhangig davon, belegen die Daten eine
Verwendbarkeit des etablierten Systems, da die Aktivitaten der GBV-C-Kontrollvektoren mit
den Daten der Arbeitsgruppe, die sie zur Verfugung stellte, vergleichbar waren [personliche
Mitteilung P. Karyiannis]. Fur die vorliegende Arbeit wurden letztlich 293T-Zellen ausgewahlt,
um eine moglichst effiziente Expression mit geringen Schwankungen zu gewahrleisten, ein
deutliches Luziferasesignal signifikant tber dem Hintergrund des Assays zu detektieren und
so selbst geringe Unterschiede in der IRES-Aktivitdt nachweisen zu kénnen. Insgesamt
waren die beobachteten Werte fiir die Aktivitat der untersuchten GBV-C-IRES im Vergleich
zur Kontroll-EMCV-IRES oder zu Aktivitatsangaben der HCV-IRES der Literatur sehr gering.
Die Aktivitat einer IRES in einem derartigen bicistronischen Konstrukt und die Expression der
betreffenden Gene ist nicht nur von der IRES selbst, sondern auch von der Position der
betreffenden Gene innerhalb des offenen Leserahmens abhangig [*’Hennecke et al. 2001].
Haufig ist die Expression des ersten promotorgesteuerten Gens in einem derartigen Vektor
hoher als die des zweiten Gens, das unter der Kontrolle der IRES steht [*"®Mizuguchi et al.
2000]. Dartber hinaus liefern Konstrukte mit Cap-vermittelter Expression der
Renillaluziferase und IRES-gesteuerter Fireflyluziferaseexpression bessere Resultate als
Konstrukte, die in umgekehrter Reihenfolge konstruiert sind, wie auch in der vorliegenden
Arbeit bestétigt wurde (Daten nicht gezeigt). Simons et al. [*'*1996] konnten fiir GBV-C
zeigen, dass eine Verlangerung der C-terminalen Sequenz lber das eigentliche Startcodon
in den kodierenden Bereich hinein, mit einer erhohten IRES-Aktivitat einhergeht. Ahnliche
Hinweise finden sich auch firr die Aktivitat der HCV- und EMCV-IRES [*"°Laporte et al. 2000,
280Bochkov et al. 2008].

Ausgewahlte IRES-Sequenzen Klinischer GBV-C-lIsolate mit HIV-1-inhibitorischem und
HIV-1-nichtinhibitorischem Phé&notyp wurden daher mit einem Teil der C-terminal
flankierenden E1-Genregion kloniert und analysiert. In Relation zur Aktivitat der EMCV-IRES
wiesen die untersuchten GBV-C-IRES lediglich eine Aktivitat von 6 % bis 13 % auf.
Verantwortlich fir die geringe IRES-gesteuerte Fireflyexpression konnte eine fehlerhafte
posttranslationale Prozessierung der Fireflyluziferase sein. Da die Vektoren neben der IRES-
Sequenz auch den N-terminalen Bereich des E1-Proteins enthielten, der fur das Signalpeptid
des viralen Polyproteins kodiert, ist es mdglich, dass die Fireflyluziferase an zellularen
Membranen prozessiert und tUber den Golgi-Apparat aus der Zelle ausgeschleust wurde.
Eine direkte Folge ware eine geringere Fireflyluziferasekonzentration in den Zellen und damit
eine geringere Luziferaseaktivitdt in den untersuchten Zelllysaten. Darlber hinaus ist auch
eine Inhibition der Luziferaseaktivitdt durch die zusatzliche Proteinsequenz denkbar, die
maoglicherweise die Ausbildung einer fir die Funktionalitat erforderlichen Raumstruktur
verhindert. Die Verkurzung der IRES-Sequenz resultierte zwar in einer signifikant jedoch nur
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geringflgig hoheren IRES-Aktivitdt von maximal 6 % in Bezug auf die EMCV-IRES.
Allerdings lagen die dokumentierten Werte fir die GBV-C-IRES um das 10- bis 100-fache
tber den publizierten Werten von Simons et al. ['*°1996]. Die geringere Aktivitat der GBV-C-
IRES im Vergleich zur Aktivitat der EMCV-IRES konnte ein Grund fir die fehlende
Pathogenitat von GBV-C im Menschen und die schlechten Replikationseigenschaften in der
Zellkultur sein. Dabei unterstitzen die bisherigen Daten auch die Vermutung, dass zudem
virale und/oder zellulare Faktoren essentiell fiir die effiziente Translation sind. So hat zum
Beispiel bei HCV die 3'-NTR zusammen mit dem zellularen Insulin-like growth factor-Il
MRNA-binding protein 1 (IGF2BP1) uber die Rekrutierung des eukaryotischen
Initiationsfaktors 3 (elF3) einen férdernden Einfluss auf die Proteinsynthese [***Weinlich et al.
2009]. Ebenso kommt es durch das NS2-Protein von HCV zu einer Verstarkung der IRES-
vermittelten Translation [***She et al. 2008]. Obwohl bisher nur wenig uber die
Regulationsmechanismen bei der GBV-C-Translation bekannt ist, ist ein &hnlicher
Mechanismus aufgrund der Verwandtschaft beider Viren dennoch wahrscheinlich.

Die eingangs aufgestellte These, dass die unterschiedlichen HIV-1-inhibitorischen
Phéanotypen auf die Aktivitat der jeweiligen IRES zuriickzufuihren ist, konnte durch diese
Arbeit nicht bestétigt werden. Grund ist, dass die IRES mit den verschiedenen HIV-1-
inhibitorischen Phanotypen nicht die geforderte Aktivitat aufwiesen. Uberraschend zeigten
die in Reverse-Orientierung klonierten GBV-C-IRES eine signifikant héhere Aktivitat als die
in Forward-Orientierung klonierten IRES. Dieser Effekt war auf die IRES von GBV-C-Isolaten
beschrankt und bei der reverse klonierten EMCV-Kontroll-IRES nicht zu beobachten. Bereits
Simons et al. [*'°1996] beschrieben im Rahmen ihrer Arbeit das gleiche Phanomen,
interpretierten es jedoch nicht. Die Tatsache, dass dieser Effekt bei allen reverse klonierten
GBV-C-IRES beobachtet werden konnte, spricht gegen ein zufélliges Ergebnis. Dennoch
kann ein systematischer Fehler nicht ausgeschlossen werden. Im Gegensatz zu HCV, bei
dem das Startcodon des viralen Polyproteins direkt mit einer essentiellen Sekundarstruktur
assoziiert ist, scheint dies bei GBV-C nicht der Fall zu sein. Bei GBV-C ist das propagierte
Startcodon mit keiner konservierten Sekundarstruktur direkt verknupft. Die Translation des
GBV-C-Polyproteins konnte im Hinblick auf analoge Modelle wie folgt ablaufen: An einer
dem Startcodon vorgelagerten Sekundarstruktur werden die ribosomalen Untereinheiten
gebunden und mit zellularen Faktoren zum funktionellen Ribosom vervollstandigt, woraufhin
die RNA nach einem Startcodon gescannt wird. Sobald das Startcodon in der P-
Bindungsstelle des Ribosoms lokalisiert ist, startet die Translation. Fir die IRES-Konstrukte
in reverser Orientierung ware eine ahnliche Strategie denkbar. Obwohl die ausgepragten
Sekundarstrukturen der IRES und das Startcodon im C-terminalen Bereich maf3geblich an
der Translation der GBV-C-Proteine beteiligt sind, hat die IRES-Sequenz selbst keine
kodierenden Eigenschaften. Auch bei den in Reverse-Orientierung klonierten IRES-
Sequenzen finden sich unmittelbar vor dem Beginn der kodierenden Sequenz der
Fireflyluziferase mogliche Startcodons, die im Rahmen des Scanningprozesses vom
Ribosom erkannt und als Translationsstartpunkt genutzt werden konnten. In diesem Fall
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wirde die Initiation der Translation der Fireflyluziferase durch das Startcodon in der
artifiziellen IRES in Reverse-Orientierung wesentlich effizienter erfolgen als Uber das
Startcodon der in Forward-Orientierung klonierten, natirlich vorkommenden GBV-C-IRES.
Diese verbesserte Translationsrate kdnnte durch eine héhere Ribosomenaffinitat infolge
einer stabileren Sekundarstruktur der RNA bedingt sein. Auch das Fehlen der die PCR- und
Sequenzierreaktionen stérenden Helix kénnte zu einer Steigerung der Translationseffizienz
beitragen. Hinweise darauf geben die von Peter Karayiannis zur Verfligung gestellten GBV-
C-Konstrukte. Diese enden 12 Nukleotide nach dem Startcodon und damit vor dem
Stemloop (Helix VI) und weisen eine zum Teil 10-fach héhere Aktivitat auf als die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten IRES.

Obwohl es Hinweise auf einen moglichen Leserahmen in Reverse-Orientierung innerhalb
der E2-kodierenden Sequenz gibt [**°Kondo et al. 1998], ist die Existenz eines solchen
Proteins bisher rein spekulativ. Daher ist auch keine Aussage beziiglich der biologischen
Relevanz des zuvor beschriebenen hypothetischen Mechanismus fir die Expression eines in
Reverse-Orientierung kodierten Proteins moglich. Unter nativen Bedingungen miusste es
zudem zu einem Ringschluss des in Forward-Orientierung vorliegenden GBV-C-Genoms
kommen, um einen solchen Translationsmechanismus zu initiieren. Interessanterweise
wurde die Frage, ob es bei Plusstrang-RNA-Viren im Verlauf der Replikation zu einem
Ringschluss kommt, bereits fiir HCV diskutiert [***Romez-L6pez et al. 2009], und auch im
Fall von GBV-C wird diese Méglichkeit als durchaus wahrscheinlich erachtet [***Thurner et
al. 2004]. Weiterfuhrende Studien sind aber erforderlich, um diese Hypothese
wissenschaftlich zu belegen. Ein erster Schritt wére der Expressionsnachweis des von
Kondo et al. [*?°1998] postulierten Proteins. Durch die Detektion spezifischer, gegen das
hypothetische Protein gerichteter Antikérper konnte Richter [*'°2009] einen indirekten
Nachweis fur die Existenz eines solchen Proteins bereits erbringen.

Zusammenfassend ist der Mechanismus der GBV-C-vermittelten HIV-1-Suppression sehr
vielschichtig und noch nicht vollstdndig aufgeklart. Die vorliegende Arbeit hat aber weiter
zum Verstandnis der viralen Interferenz von GBV-C und HIV-1 beigetragen und konnte unter
anderem zeigen, dass sich klinische GBV-C-Isolate in ihrer Eigenschaft, HIV-1 zu hemmen,
unterscheiden. Neben HIV-1-inhibitorischen GBV-C-Isolaten konnten auch HIV-1-
nichtinhibitorische GBV-C-Isolate identifiziert werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit gelang
es, fur die HIV-1-Hemmung ursachliche virale Determinanten auf einzelne 18mer-Peptide
des GBV-C-Oberflachenproteins E2 einzugrenzen. Dabei kdnnten einzelne E2-Peptide an
die HIV-1-Viruspartikel binden und infolgedessen die Infektion der Zielzellen durch HIV-1
hemmen. Von besonderer Bedeutung war in diesem Zusammenhang eine Aminosaure
innerhalb des E2-Proteins, die bei klinischen GBV-C-Isolaten mit HIV-1-nichtinhibitorischem
Phanotyp mutiert war. Die Erkenntnisse dieser Arbeit kdnnten in der Zukunft zur Entwicklung
neuer und innovativer HIV-Medikamente beitragen.
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Das GB Virus C (GBV-C) wurde 1995 im Rahmen der Suche nach neuen Hepatitisviren
entdeckt. Das humane, nichtpathogene, umhillte RNA-Virus gehort zur Familie der
Flaviviridae und repliziert tiberwiegend in B- und T-Lymphozyten. Die Ubertragung erfolgt
hauptséchlich sexuell oder parenteral. In Industrielandern sind durchschnittlich 2 bis 4 % der
gesunden Bevolkerung und bis zu 45 % der Personen aus Risikokollektiven, zum Beispiel
HIV-1-Patienten, virdmisch. Aufgrund der gleichen Transmissionswege wurde seit den
spaten 1990ern der Einfluss von GBV-C auf den klinischen Verlauf der HIV-1-Infektion
genauer untersucht. Unerwarteterweise zeigte die Mehrzahl der klinischen Studien, dass
GBV-C entgegen der Erwartungen nicht mit einer schnelleren HIV-1-Progression assoziiert
war, sondern die GBV-C-Koinfektion sogar mit einer signifikant erhéhten
Uberlebenswahrscheinlichkeit von GBV-C/HIV-1-koinfizierten Patienten korrelierte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem die Beeinflussung der HIV-1-Progression
durch GBV-C bei HCV-positiven Kindern und Jugendlichen untersucht. Entgegen der
zahlreichen Publikationen Uber den positiven Effekt von GBV-C bei Erwachsenen konnte er
bei den juvenilen Studienpatienten der Hemophilia Growth and Development Study (HGDS)
nicht so eindeutig beobachtet werden. Allerdings wurde zwischen einer GBV-C-Viramie und
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der Chronifizierung der HCV-Infektion eine signifikante Korrelation nachgewiesen. Sowohl
bei erwachsenen HCV-infizierten Patienten, die im Rahmen der Anti-D-Studie, einer
Langzeitstudie zum Verlauf der HCV-Infektion, untersucht wurden, als auch bei den HCV-
infizierten Kindern verursachte eine gleichzeitige GBV-C-Infektion eine signifikant niedrigere
HCV-Ausheilungsrate. Eine HIV-1-Koinfektion hatte einen &hnlichen Effekt auf den klinischen
Verlauf der HCV-Infektion in der untersuchten HGDS-Kohorte.

Da klinische Studien keine direkten Zusammenhange beweisen konnen, sollte im zweiten
Teil der Arbeit der beobachtete Uberlebensvorteil von adulten GBV-C/HIV-1-positiven
Patienten in Zellkulturexperimenten untersucht werden. Hierfir wurde eine GBV-C-
Serumbank aufgebaut und ausgewahlte klinische GBV-C-Isolate in GBV-C/HIV-1-
Koinfektionsexperimenten charakterisiert. Tatsachlich fuhrte die GBV-C-Infektion von PBMC
zu einer signifikanten Suppression der HIV-1-Replikation. Interessanterweise unterschieden
sich dabei die GBV-C-Isolate hinsichtlich des von ihnen induzierten HIV-1-inhibitorischen
Effekts. Wahrend einige der klinischen GBV-C-lIsolate HIV-1-inhibitorisch wirkten, hatten
andere GBV-C-Isolate keinen Einfluss auf die Replikation von HIV-1. Es erfolgte daher die
Klassifizierung der untersuchten GBV-C-Isolate nach ihrem Phéanotyp in HIV-1-inhibitorische
und HIV-1-nichtinhibitorische.

Im weiteren Verlauf der Arbeit gelang es, ein fur die HIV-1-Hemmung ursachliches GBV-
C-Protein zu identifizieren und die kausalen Proteinabschnitte auf mehrere 18mer-Peptide
einzugrenzen. Die hemmenden E2-Peptide binden vermutlich an HIV-1-Viruspartikel und
induzieren dadurch eine Suppression des HIV-1-spezifischen Eintritts in die Zielzelle. Von
besonderer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang eine Aminosaure (E143) innerhalb des
Peptides mit der starksten HIV-1-inhibitorischen Wirkung. Bei allen untersuchten klinischen
GBV-C-Isolaten mit HIV-1-nichtinhibitorischem Phanotyp war diese Aminosaure substituiert.
Diese Erkenntnis legt den Schluss nahe, dass der betreffenden E2-Doméane eine
bedeutende Rolle im Rahmen der viralen Interferenz von GBV-C und HIV-1 zukommt. Eine
Optimierung der HIV-1-inhibitorischen E2-Peptide und die weitere Aufklarung der der HIV-1-
Inhibition durch GBV-C zugrunde liegenden Mechanismen stellen innovative Ansatze fir die
Entwicklung zukunftiger HIV-Medikamente dar und untermauern die eminente Bedeutung
von GBV-C als viralen Suppressor von HIV-1.
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8. ANLAGEN

pPEGFP-F (#6074-1, Clontech, Mountain View, CA/USA):

Das Plasmid pEGFP-F codiert fiir ein farnesyliertes griines fluoreszierendes Protein (farnesylated
enhanced green fluorescent protein — EGFP-F) mit einer verbesserten Expression in Saugerzellen
(Exzitationsmaximum = 488 nm, Emissionsmaximum = 507 nm). Die MCS liegt zwischen der EGFP-F-
codierenden Sequenz und dem SV40-Polyadenylierungssignal. Dartber hinaus enthalt der Vektor
eine Neomycin/Kanamycin-Resistenz.
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A Ras farnesylation signal

pIRESneo (Clontech, Mountain View, CA/USA):

Der pIRESneo-Vektor beinhaltet einen CMV-Promotor sowie ein Ampicillinresistenzgen. Des Weiteren
tragt er eine EMCV-IRES.
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pcDNA3.1/V5-HisTOPO TA (#K480001, Invitrogen, Groningen/D):

Der pcDNA3.1/V5-His TOPO-Vektor besitzt je einen CMV- und T7-Promotor sowie einen SV40-
Promotor und das SV40-Polyadenylierungssignal. Als Selektionsmarker codiert der Vektor fiir eine
Ampicillinresistenz. Die Multiple Cloning Site (MCS) befindet sich hinter dem CMV-Promotor und
beinhaltet 5’-T-Uberhange fir eine einfache TA-Klonierung.

MCS
(902-1019)

pcDNA3.1/

V5-His-TOPO

DCV-IRES:

IRES klinischer GBV-C-Isolate:

DCV-IRES 0223, 0306, 1108, 5363, 7064, 9152
6092 bp < oder
Kontroll-EMCV-IRES:
pIRESneo
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