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1 Einleitung

Mit der Isolation des Humanen Immundefizienz-Virus 1 (HIV-1) im Jahr 1983 " 2 und
HIV-2 im Jahr 1986 ° sind diese beiden Viren als Ausléser des erworbenen Immun-
defekisyndroms AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) identifiziert. Seitdem
hat die AIDS-Epidemie weltweit zu etwa 25 Millionen Todesfallen (UNAIDS 2006)
gefuhrt. Trotz immenser therapeutischer Fortschritte, die das Leben HIV-positiver
Patienten um Jahrzehnte verlangern kénnen, ist eine komplette Eradikation des Virus

bisher nicht méglich. Ebenso fehlen bis heute prophylaktisch wirksame Vakzine.

1.1 Geschichte von HIV und AIDS

Seit Ende der siebziger Jahre wurden in den USA gehauft Krankheitsbilder beobachtet,
die durch persistierende Lymphadenopathien, Infektionen mit opportunistischen Krank-
heitserregern und bis dahin seltene Neoplasien (z.B. das Kaposi-Sarkom) gekennzeich-
net waren. Gemeinsam war allen Patienten ein irreversibel geschadigtes Immunsystem,
insbesondere eine beeintrachtigte zellulare Abwehr. Schon friih vermutete man eine
erworbene Immunschwachekrankheit. Die schwerste Form dieses neuen Krankheits-

bildes wurde deshalb als Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS) bezeichnet.

Erste vollstdndige Fallbeschreibungen zeigten eine selektive Depletion von
CD4* T-Lymphozyten im peripheren Blut . Epidemiologische Untersuchungen in den
USA zeigten, dass neben Homosexuellen vorwiegend Drogenabhangige, Empfanger
von Blut und Blutprodukten sowie Kleinkinder von an AIDS leidenden Mittern erkrank-
ten. Dies lieB annehmen, dass es sich um eine sexuell und parenteral Ubertragbare
Krankheit handelte. 1983 und 1986 konnten die verantwortlichen Erreger erstmals
isoliert werden "2 3. Es handelte sich um bis dahin unbekannte lymphotrope Lentiviren
aus der Familie der Retroviren. Sie werden heute als Humane Immundefizienz-Viren
(HIV-1 bzw. HIV-2) bezeichnet.

Die Infektion mit HIV war mit hoher Wahrscheinlichkeit ursprtinglich eine Zoonose, bei
der Viren auf den Menschen Ubergingen. HIV-2 wurde dabei vermutlich von infizierten
Cercocebus atys (Sooty Mangabey Monkeys/RuBmangabe) in Form des Simianen
Immundefizienz-Virus SIV¢mm auf den Menschen Ubertragen. SIVgmnm ist unter den Affen
in Westafrika endemisch, dieselbe Region, in der auch HIV-2 pravalent ist°. Der genaue
Ursprung des HIV-1 ist bis heute nicht vollstdndig geklart. Man nimmt an, dass
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urspringlich mehrere Virusstamme verschiedener Affenarten — vor allem des
Cercocebus torquatus (Halsbandmangabe) und des Chlorocebus (Meerkatze) ® mittels
Nahrungsaufnahme auf den Schimpansen Ubertragen worden waren. Wahrscheinlich
ging dann eine Rekombination aus verschiedenen SIV.,, von einer Schimpansen-
untergruppe (Pan troglodytes) iber Nahrungsaufnahme auf den Menschen tber .

Phylogenetische Untersuchungen lassen vermuten, dass mehrere unabhangige Uber-
tragungen des Lentiviruses von Schimpansen auf den Menschen in Zentral- bzw. West-
afrika stattgefunden haben 8. Die &lteste gesichert dokumentierte HIV-Infektion stammt
aus dem Jahre 1959 und wurde in der Blutprobe eines Mannes aus dem Kongo nach-
gewiesen °. Jedoch gibt es Hinweise dafiir, dass HIV-1 bereits 1931 ' und HIV-2 um
1940 " erstmals auftraten.

Aus unterschiedlichen Ubertragungen des HI-Virus auf den Menschen @ enstanden die
drei HIV-1-Subpopulationen: Hauptgruppe (M=main), neue Gruppe (N=new) und aufB3en
liegende Gruppe (O=outlier) (Abb. 1). Wahrend N- und O-Stamme vor allem im Westen

Zentralafrikas vorkommen,

hat sich die Gruppe M, HIV-1 M group

die 95% der Virusisolate
Uberhaupt ausmacht,
Uber den Rest der Welt

~ “=0 |HIV-1 O group
s

) H\\.R
N

L 1
HIV-1 N group

ausgebreitet. Die Gruppe

M wird nochmals nach

ihnrem Genom unterteilt

und die  Subgruppen , "
Abb. 1: Phylogenetischer Baum der HIV-1-Gruppen M, N, O *“.

(Kladen, engl.: Clades)

mit den Buchstaben A-K bezeichnet °. Die Untergruppe A war in der Anfangsphase der
Epidemie in Afrika der am haufigsten vorkommende Stamm. Mit der schnellen
Ausbreitung des HIV Uber den Siden des Kontinents wurde dort Klade C mit 94% die
vorherrschende Subspezies. Mittlerweile macht sie mehr als die Halfte der HIV-
Infektionen weltweit aus '*. Untergruppe B ist dagegen der am intensivsten untersuchte

HIV-Stamm und ist vor allem in Europa und Nordamerika pravalent '*.
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1.2 Epidemiologie der HIV-Infektion

Die HIV-Epidemie hat sich seit ihrem Auftreten Anfang der achtziger Jahre mit groBer
Geschwindigkeit in alle Teile der Welt ausgedehnt. Nach Schatzung von UNAIDS/WHO
lebten Ende 2007 Gber 33 Millionen Menschen weltweit mit einer HIV-Infektion oder
AIDS. Allein im Jahr 2007 haben sich 2,5 Millionen Menschen neu mit dem HI-Virus
infiziert. Das Acquired Immune Deficiency Syndrom forderte bis heute etwa 25 Millionen
Menschenleben (UNAIDS 2006). Zwei Drittel aller Infizierten leben auf dem
afrikanischen Kontinent. Etwa die Halfte sind Frauen und ihr Anteil wachst stetig. In
Shdafrika war in 2006 fast jede 3. schwangere Frau mit HIV infiziert (UNAIDS 2007).
Besonders in Osteuropa und Zentral-/Ostasien dehnt sich derzeit die HIV-Epidemie
rasant aus — seit 2003 hat sich die Zahl der AIDS-Toten dort fast verdoppelt. In
Deutschland lag die Zahl der mit HIV-Infizierten im Jahr 2007 bei 59.000 (RKI 2007). In
2007 erfolgten etwa 3000 Neuinfektionen, ca. 650 Menschen verstarben an den Folgen
von AIDS.

Dank der seit Mitte der neunziger Jahre deutlich verbesserten Therapiemdéglichkeiten ist
die Zahl der AIDS-Erstmanifestationen in den Industrielandern stark zurtickgegangen.
In Deutschland wurden 2007 etwa 1100 neue AIDS-Félle registriert (RKI 2007). Auch
auBerhalb der reichen Lander Nordamerikas und Westeuropas konnte die Versorgung
mit wirksamen Medikamenten seit 2003 verbessert werden. In einigen Landern wie
Chile, Argentinien und Brasilien steigerte sich die Zugéanglichkeit zu antiretroviraler
Therapie um bis zu 80%. Dennoch ist ist die medizinische Versorgung HIV-Positiver in
weiten Teilen der Erde noch ungeniigend: In Afrika oder Asien erhalt nur jeder Zehnte

bzw. jeder Siebte die bendtigte antiretrovirale Therapie.

Dass HIV praventiv erfolgreich zu bekdmpfen ist, zeigt das Beispiel Uganda: Die Pra-
valenz von HIV fiel unter den Frauen von 20% (1994/95) auf nur 8% (2005), unter
Mannern fiel sie im gleichen Zeitraum von 15% auf 5% (UNAIDS 2006). Grundlagen
dieses Erfolges waren die landesweite Einfilhrung von Sexualkundeunterricht, flachen-
deckende Kampagnen zur Steigerung der Akzeptanz von Kondomen und HIV-Tests
sowie das Verteilen von Selbsthilfekits fir sexuell Gbertragbare Krankheiten. Auch die
erhdhte AIDS-Sterblichkeitsrate tragt einen Teil zur verminderten HIV-Pravalenz bei ™.

Um die weitere Ausbreitung der AIDS-Epidemie jedoch wirksam und nachhaltig einzu-

dammen, ist ein effektiver Impfstoff gegen HIV notwendig.
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1.3  Struktur und Morphologie des HIV

Das HIV ist ein komplexes Retrovirus und gehért zur Familie der Lentiviren. Die beiden
Virustypen HIV-1 und HIV-2 unterscheiden sich in molekularen und virologischen Eigen-
schaften, morphologisch sind sie nicht zu differenzieren. Ein Viruspartikel ist im Durch-
messer etwa 100 nm groB und setzt sich zusammen aus einer Lipoproteinhille, einem
Nukleokapsid und einem RNA/Enzymkomplex. Abbildung 2 zeigt eine schematische
Darstellung des HIV (Abb. 2).

HIV-1-Partikel sind von einer Lipo-

externen Anteil gp120 und einem
Transmembranprotein gp41 und

proteinhiille  (Lipiddoppelmem- ap.120 ¢ L# S .

bran) umgeben, die zellulare Pro- gp 41 Uil L) = -

teine der Wirtszelle und virusspe- Pl ; _; ~ Matrix

zifische Glykoproteine (Env) ent- p 709, {4 Capsid

halt. Letztere bestehen aus einem e u 'I‘:_ B
"%

vermitteln die Anheftung des Virus

an und das Eindringen in die

Reverse

Zelle. Das Matrixprotein p17 ist an TR A ase

der Innenseite der Virushulle ver-
Abb. 2: Schematishe Darstellung eines HIV-Partikels.
ankert. Die Kapsidproteine p24
bilden das zylindrisch geformte Kapsid, das zwei Kopien der HIV-RNA enthalt, die
ihrerseits an das Nukleoprotein p7 (p9) und die Reverse Transskriptase gebunden sind.

Weitere im Partikel enthaltene Enzyme sind die Integrase p32 und die Proteinase p11.

Als Trager der genetischen Information enthalt das HIV ein Homodimer aus zwei iden-
tischen linearen eukaryotischen Einzelstrang-RNA. An die RNA gebunden ist eine
t-RNA aus der Wirtszelle, die Primerfunktion besitzt. Das 3’-Ende ist polyadenyliert, das
5’-Ende tragt ein Cap. Ein RNA-Monomer ist ca. 9 Kilobasenpaare groB und enthalt die
Gene env (Envelope), codierend flir die Hullproteine, gag (group specific antigen), co-
dierend fur Matrix-, Kapsid- und Nukleokapsidproteine und pol (polymerase) codierend
fur die viralen Enzyme (Reverse Transkriptase (RT), Integrase, Protease). Zusatzlich
tragt die HIV-RNA Informationen fir akzessorische und regulatorische Proteine indem

es zusatzliche und sich Uberlappende, offene Leseraster besitzt (Abb. 3).
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Abb. 3: Genomstruktur des HIV. Die Ziffern geben die Position der Gene in der Referenzsequenz HXB2 an.

An beiden Enden enthélt die genomische RNA die regulatorischen Sequenzen U3 und
U5 (untranslated, 3’ bzw. 5’ gelegen). Im Schritt der Reversen Transkription werden
diese Sequenzbldcke dupliziert, so dass die resultierende Doppelstrang-DNA langer ist
als das RNA-template und beidseitig die Genblécke U3, R (= redundant), U5 tragt.
Diese als Long Terminal Repeats (LTR) bezeichneten Basenpaarwiederholungen
haben eine wichtige Funktion bei der Integration von HIV-DNA in das Wirtsgenom sowie
als regulatorische Sequenzen, indem sie durch das Binden viraler und zellulérer

Faktoren die virale Genexpression beeinflussen.

Im Folgenden sollen die Proteine, deren Gene in dieser Arbeit untersucht wurden,

genauer charakterisiert werden:

1.3.1 Akzessorische Proteine

Vif, Vpr, Vpu, Nef werden als akzessorische Proteine bezeichnet, da sie in manchen
Zellreihen in vitro zur Virusreplikation nicht notwendig sind. Fir eine effiziente Ver-

mehrung in vivo sind sie jedoch bedeutsam.

Vif — Viral infectivity factor

Das vif-Gen codiert fir ein 23 kDa Protein aus 192 AS, und wird als Teil des Nukleo-
proteinkomplexes in die Viruspartikel integriert '®. Schon friih konnte festgestellt werden,
dass in nicht-permissiven Zellreihen, u.a. primaren CD4" T-Zellen und Makrophagen,
Vif fir die Produktion von infektiésem HIV essentiell ist. Vif-defekte Viren zeigten eine
veranderte Partikelmorphologie mit inhomogener Einlagerung der Kapsidproteine '’ und
bei Infektionsexperimenten eine inkomplette Synthese der doppelstrangigen DNA 8.
2002 identifizierte Sheehy schlieBlich einen zelluldren Faktor, der diese Ergebnisse
erklart '°: APOBEC3G (Apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptide-
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like 3G) gehért zu einer Familie von intrazellularen Enzymen (APOBEC3B,
APOBEC3C, APOBEC3F) %°, die in mRNA oder DNA die Nukleinbase Cytosin zu Uracil
deaminiert 2. Dadurch entstehen vermehrt Guanin-zu-Adenin-Mutationen sowie Stop-
Codons ??, die den Schritt der Reversen Transkription stéren und letztendlich zur De-
gradation der proviralen DNA fihren. Vif bildet Komplexe mit APOBEC3G, blockiert
dieses zellulare Enzym und fahrt zu dessen Ubiquitinylierung und proteosomalem
Abbau #. In Abwesenheit von Vif wird APOBEC3G in Viruspartikel inkorporiert und kann
in neu infizierten Zellen den Schritt der reversen Transkription und Entstehung einer
proviralen DNA behindern.

Vpr - Viral protein rapid

Das vpr-Gen encodiert fur ein kleines Protein N
(11-15 kDa) von 78-96 AS (Abb. 4).

Ca. 275 Vpr-Proteine sind in jedem Viruspartikel

enthalten und im Core lokalisiert, wo sie eng mit

24

der viralen RNA assoziieren “*. Die Inkorpo-

ration in das Viruspartikel spricht dafiir, dass

Vpr in der frihen Phase des Replikationszyklus,

. Abb. 4: Dreidimensionale Struktur des Vpr-
also bereits vor der de-novo-Synthese voNn proteins. Die drei a-Helices sind als rote

. . . . Spiralen dargestellt, Schleifen (loops) und
viralen Proteinen eine Rolle splelt. flexible Doméanen reprasentieren graue Linien.

Einige Arbeiten zeigten die Bedeutung des Vpr-Proteins flir eine effiziente Replikation
des HIV in vivo ®. Dabei konnten mehrere Funktionen des Vpr nachgewiesen werden,

die jeweils durch verschiedene Domanen des Proteins vermittelt werden 2°:

1. Verminderung der Mutationsrate bei der reversen Transkripition: Vpr erhéht die
Prazision der viralen DNA {iber eine Interaktion mit UNG1 (Uracil-DNA-Glykosylase) ?7,
einem Enzym, das mittels Vpr in die Viruspartikel inkorporiert wird. Beim Schritt der
Reversen Transkription Ubernimmt es eine Art Reparaturfunktion, indem es Uracil aus
der DNA entfernt. Die Mutationsrate der RT ist in Abwesenheit von Vpr um das Vier- bis

Achtzehnfache erhoht 28,

2. Entscheidende Mitwirkung beim Transport des Praintegrationskomplexes (bestehend
aus viraler ds-DNA, Integrase, RT, Vpr, MA) in den Zellkern #: Vpr interagiert dazu mit

zellularen Mikrotubuli *° und Kernporenproteinen 2°. Der genaue Mechanismus ist bisher
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unklar.

3. Arretierung des Zellzyklus in der G2-Phase durch Hemmung der Aktivitat des p34°9¢-
Cyclin-B-Kinase-Komplexes ®'. Diese Funktion des Vpr tritt innerhalb der ersten Stun-
den nach Infektion ein und kann durch antivirale Medikamente nicht gehemmt werden.
Dies lasst darauf schlieBen, dass die bereits im Viruspartikel enthaltenen Proteine daflr
verantwortlich sind *2. Der biologische Nutzen fiir das HIV ist bisher unklar. Ein még-
licher Vorteil ist, dass in Zellen, die sich im G2-Stadium befinden, die LTR-gesteuerte

Transkriptionsrate erhdht und die virale Replikation damit erleichtert ist 3% 2°,

4. Beeinflussung des programmierten Zelltodes: Vpr 16st die Apoptose von Lympho-
zyten und Zellen lymphatischen Gewebes aus . Der genaue Mechanismus bleibt um-
stritten. Es gab auch widersprtchliche Ergebnisse von Studien, die eine Hemmung der

Apoptose zeigten *°.

5. Transaktivatorfunktion bei der LTR-gesteuerten Genexpression: Zum einen scheint
diese im Zusammenhang mit der Arretierung des Zellzyklus in der G2-Phase zu
stehen®, zum andern interagiert Vpr direkt mit dem Coaktivator p300, den Transkrip-
tionsfaktoren Sp1 und TFIIB sowie Glukokortikoidrezeptoren 2°.

Das kleine Vpr-Protein greift also an verschiedensten Stellen in zelluldre Ablaufe ein
und spielt somit wahrend der gesamten Pathogenese der HIV-Infektion in vivo eine

wichtige Rolle.

Vpu — Viral protein U

Das vpu-Gen codiert fir ein ca. 8 kDa Protein mit
80-82 AS (Abb. 5) und ist im Gegensatz zu den akzes-
sorischen Genen vif, vpr und nef ausschlieBlich in HIV-
1, SIV¢: und SIVgsm (Cercopithecus nictitans/Greater
Spot-nosed Monkeys/GroBe WeiBnasenmeerkatze)

vorhanden. Es besteht jedoch eine ausgepragte

Homologie zu dem vpx-Gen des HIV-2 und der Gbrigen Abb. 5: Dreidimensionale Struktur
. des Vpu-Proteins. Die a-Helices sind als
bisher bekannten SIV-Subgruppen. rote Spiralen dargestellt, Schleifen

(loops) und flexible Domanen repra-
Vpu wird an Serin-AS einer stark konservierten Region S¢"eren graue Linien
(AS 47-58) von einer Caseinkinase phosphoryliert ¢,



1_Einleitung 8

und es erfolgt seine Einlagerung in intrazellulare Membranen (ER) *” %. Dabei befindet
sich der hydrophobe aminoterminale Proteinanteil in Form einer stabilen a-Helix in der
Lipiddoppelschicht, der hydrophile Anteil aus zwei a-Helices ragt in das Zytoplasma.
Freie Viruspartikel enthalten kein Vpu.

Hauptaufgaben von Vpu, die von unterschiedlichen Doméanen des Proteins vermittelt

werden und die HIV-Pathogenese beeinflussen, sind:

1. Verstarkung der Freisetzung von Nachkommenviren 3" %8: In HIV-1 Klonen mit feh-
lendem oder mutiertem Vpu konnte festgestellt werden, dass die Viruspartikel an der
Zelloberflache in Vesikeln verbleiben ohne freigesetzt zu werden. Wie genau Vpu die
Freisetzung beeinflusst bleibt unklar. Untersuchungen ergaben, dass vor allem der
aminoterminale, transmembrane Anteil fiir diese Funktion wichtig ist *”. Eventuell ist

aber auch die Fahigkeit des Vpu, lonenkanéle zu formieren, von Bedeutung *°.

2. Herunterregulierung von CD4-Molekiilen an der Zelloberflache: Vpu bindet im ER mit
seiner zytoplasmatischen Doméne an die dort befindlichen CD4-Rezeptormolekiile ¥’
und veranlasst deren Ubiquitinylierung und Abbau “°. Dabei wird Env gp160, das mit
CD4 im ER Komplexe bildet (und somit ebenso zu CD4-Downregulierung beitragt), frei-
gesetzt und kann weiter zur Zelloberflache transportiert werden, wo es zur Neubildung

37, 41

von Virionen bereit steht . Die Serin-AS an Position 52 und 56 scheinen bei der

Degradation eine entscheidende Rolle zu spielen *°.

1.3.2 Regulatorische Proteine

Regulatorische Proteine nehmen Einfluss auf die Genexpression auf translationaler

(Tat) und post-translationaler (Rev) Ebene.

Tat — Transactivator of transcription

Tat-Proteine (86-104 AS, 9-14 kDa) werden von zwei Exons codiert. Man vermutet,
dass die entscheidenden Anteile flr die Funktion dieses regulatorischen Proteins

vornehmlich im ersten Exon lokalisiert sind #2.

Tat wird als erstes der Virusproteine wahrend des Infektionszyklus synthetisiert und
wirkt im Zellkern. Es gelangt Gber die Kernporen in den Nukleus und verstéarkt dort die
Transkription des LTR-Promotors um etwa das 100fache, indem es an das
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Transactivating Response RNA Element (TAR) am 5-Ende der RNA bindet. Die
Effektor-Doméne von Tat setzt sich aus einer Reihe von stark sauren AS (Position 1-21)
sowie einem cysteinreichen (Position 22-37) und einem hydrophoben Anteil (Position
38-48) zusammen. Eine Mutation innerhalb dieser Domane fihrt zu einem starken

Funktionsverlust des Tat-Proteins 3

. Die fur die Bindung an das TAR-Element
essentiellen AS liegen wie auch die der Protein-Transduktions-Doméane (PTD) (siehe
unten) an Position 49-59 und enthalten zahlreiche Arginin-AS *. Bei der Trans-
aktivierung spielt auBerdem die Interaktion mit dem zellularen Co-Faktor Cyclin T1

sowie die cyclin-abhéngige Proteinkinase-9 (CDK9) eine entscheidende Rolle *.

Tat verhindert den Abbruch der RNA-Polymerisation, stabilisiert den Initiationskomplex
und erhéht die Transkriptionsrate. In Abwesenheit funktionierender Tat-Proteine kommt

es zur Bildung unvollstandiger und zu kurzer Transkripte *°.

Dartiber hinaus haben Tat-Proteine Einfluss auf Nachbarzellen: Nach Sezernierung
kénnen Tat-Proteine an Zelloberflachenproteine binden, eine Signalkaskade auslésen
und dort — abhangig vom Zelltyp — das Expressionsmuster von Zytokinen, Integrinen
oder auch Wachstumsfaktoren verandern *¢. So konnte z.B. gezeigt werden, dass durch
Tat die Expression von TNFa *” und TGFB1 *® gesteigert wird, wogegen andere zellulare
Proteine wie das Onkogen bcl2 (B-Cell Lymphoma) *°® oder das Chemokin MIP1-a>°
(s.u.) herunterreguliert werden. Alternativ kann Tat auch in benachbarte Zellen ein-
dringen ®' — ein Mechanismus, der durch die PTD an Position 49-57 vermittelt wird °2.
Diese Fahigkeit macht Tat fur die Entwicklung von intrazellular wirkenden Medikamen-
ten auBerst interessant, da diese an Tat gekoppelt in die Zellen eingeschleust werden

kdnnen.

Rev — Regulator of expression of virion proteins

Rev-Proteine (116 AS, ca. 13 kDa) werden durch zwei Exons codiert, in der friihen
Phase der Virusinfektion gebildet und reichern sich im Zellkern an (Abb. 6). Zur vollen

Funktion des Rev-Proteins sind beide Exons von Bedeutung *°.

Rev enthalt zwei funktionelle Bereiche: Eine argininreiche Domane, die die RNA-
Bindung vermittelt und die Lokalisation im Zellkern steuert, und einen hydrophoben
Anteil zwischen AS-Position 73 und 84, der mehrere Leucin-Aminosauren enthélt und

den Transport von mRNA aus dem Zellkern (Kernexport) vermittelt °**. Bei Mutation von
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einem der drei Leucine an Position 78, 81 oder 83 verliert Rev seine Aktivitat.

Zum Kernexport bindet das regulatorische Protein

als Oligomer an das Rev Response Element (RRE) ,.::-;1':-.*_,;
von ungesplicter RNA und rekrutiert das zellulare N
Transportprotein Exportin 1 (XPO) *° sowie den

nukledren  Exportfaktor =~ Ran-Guanosin-Triphos-

phatase (Ran-GTPase), um die RNA ins Zytosol zu
transportieren *°. GTP wird dabei zu GDP dephos-

phoryliert und stellt so die nétige Energie bereit. Im
) . Abb. 6: Das Rev-Protein (rote, breite
Zytosol dissoziiert der Transportkomplex und Rev Spirale) in Bindung an das Rev
) . . ) 57 58 Response Element einer mRNA.
gelangt mittels Importin b zurlick in den Nukleus " °°.

Der oben genannte Vorgang bewirkt den bevorzugten Export ungespleiBter (gag, gag-
pol) und einfach-gespleiBter (env, vif, vpr, vou) mMRNA-Transkripte durch die Kernporen
ins Zytoplasma. Indem Rev also die Expression von Gag, Pol und Env verstarkt, wah-
rend es die seinige sowie die von Tat als ,early proteins® abschwécht, induziert es den
Ubergang der friihen zur spaten Replikationsphase des HIV. In Abwesenheit von Rev
sind ungespleiBte und einfach-gespleiBte Proteine im Zytoplasma ungenligend vorhan-
den®’. Rev ist fiir die HIV-Replikation in vitro und in vivo essentiell.

1.4 Replikationszyklus des HIV

Der Replikationszyklus des HIV beginnt mit der rezeptorvermittelten Adsorption des
Virus an die Zielzelle (Abb. 7). Dies erfolgt mittels Bindung des Oberflachenproteins Env
gp120 des HIV an das CD4-Molekil der Wirtszelle. CD4 ist ein monomeres Glykopro-
tein und befindet sich auf der Oberflache von ca. 60% aller T-Lymphozyten, auf Thymo-
zyten, Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und Mikrogliazellen des
zentralen Nervensystems (ZNS). Es konnte bereits 1984 als primérer, fir die Infektio-

sitat von HIV-1, HIV-2 und SIV notwendiger Rezeptor identifiziert werden % .

Die Bindung des Virus an CD4 filhrt zu einer konformationellen Anderung von gp120,
die die Interaktion der V3-Schleife des gp120 mit Korezeptoren der humanen Zelle
(7TMH-Chemokinrezeptoren) ermdglicht. Die wichtigsten der Chemokinrezeptoren sind
CCR5 und CXCR4, wobei Ersterer als Ligand fir monozytotrope HIV-Isolate identifiziert
wurde ®' 82 Letzterer als Korezeptor fiir T-zelltrope Viren . Die Rolle der Korezeptoren
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wird besonders deutlich bei der Betrachtung von Individuen, die eine 32 bp lange
Deletion im CCR5-Gen (A32) aufweisen. Homozygote wurden als weitestgehend
resistent gegen HIV-1 identifiziert ®, Heterozygote zeigten meist eine ausgesprochen
langsame Krankheitsprogression (LTNP) ®. Ein CCR5-Inhibitor wird derzeit in
klinischen Studien auf seine Wirksamkeit in der HIV-Therapie getestet. Gp41, der
transmembrane Anteil des Virushullproteins gp160, spielt bei der nun folgenden Fusion
der Membranen von Virus und Wirtszelle eine zentrale Rolle. Auch dieses Molekil
erfahrt nach Bindung an CD4 eine Konformationsanderung, die zur Insertion des
hydrophoben N-Terminus in die Membran der Zielzelle filhrt ®. Das synthetische Peptid
T-20 (Enfuvirtide / Fuzeon), das in der HIV-Therapie bereits zum Teil erfolgreich
eingesetzt wird ®”, hemmt genau diese konformationelle Anderung von gp41 und somit

den Eintritt des Virus in die Zelle.

FRecognition Fusion and
and Binding Panstration
= —3
-
Chamokine Recsplor L,
CO4 Receptor },

Late Phase

Tranalation Rioosomal
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Abb. 7: HIV-1 Replikationszyklus. Die friihe Phase (oberer Bildanteil) beginnt mit der CD4-
Erkennung und schliesst alle Ereignisse bis zur Integration der proviralen DNA in die Wirts-DNA ein,
die spate Phase umfasst alle folgenden Schritte von der Transkription bis zur Freisetzung reifer
Viruspartikel %2
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Nach der Membranfusion und dem Freisetzen der Nukleinsadure aus den Viruspartikeln
wird im Zytoplasma die Reverse Transkriptase (RT) aktiv und bildet in einem Komplex
aus Nukleokapsidproteinen (NC), Integrase (IN) und viraler RNA eine doppelstréangige
DNA. Eine zellulére t-RNA.ys dient als Primer fir die DNA-Synthese.

Die fertig synthetisierte virale DNA wird als Teil eines Praintegrationskomplexes in den
Kern transportiert. Diesen Vorgang steuert das akzessorische Protein Vpr, indem es
sich an zellulare Transportsysteme koppelt (s.0.) 2°. Im Kern wird die virale DNA mittels
Integrase als Provirus in das Wirtsgenom integriert ®°. Dieser Vorgang erfolgt allerdings
fast ausschlieBlich in aktivierten Zellen. Latent infizierte, ruhende Zellen mit einer nicht
eingefigten HIV-DNA stellen neben Monozyten, Makrophagen und Zellen des ZNS
langlebige Virusreservoire dar ° und sind einer der Hauptgriinde, warum das Retrovirus
trotz spezifischer kérpereigener Immunantwort und antiviraler Therapie bisher nicht aus

dem Korper eradiziert werden kann.

Das integrierte Provirus dient als Template (dt.: Vorlage) fur die virale, DNA-abhangige
RNA-Polymerase Il (Pol Il). Anfangs wird von NF-kB die Bildung von kurzer, mehrfach-
gespleiBter mRNA induziert, die fir die regulatorischen Proteine Tat, Rev und Nef
codiert. Die koordinierte Interaktion des viralen Tat-Proteins mit Pol Il sichert dann die
ausreichende Synthese langerer viraler mRNA. In einer spateren Phase werden diese
ungespleiBten (gag, gag-pol) und einfach gespleiBten (env, vpu, vif, vpr) Tanskripte
mittels Rev aus dem Kern ins Zytoplasma zur Expression transportiert.

Das Polyprotein Gag wird von ungespleiBter RNA an freien Ribosomen synthetisiert.
Eine Verschiebung des Leserasters in der Translation fuhrt auBerdem zur Bildung des
kleineren Gag-Pol-Proteins. Das Vorlauferprotein Env wird an der Membran des Endo-
plasmatichen Retikulums (ER) translatiert, im Golgi-Apparat mehrfach glycosyliert und
in Form von non-kovalenten, trimeren Strukturen zur Zellmembran transportiert. Da im
ER ebenfalls CD4-Rezeptoren gebildet werden, kann eine verfriihte Bindung von Env
an CD4 die Entstehung vollstéandiger Viruspartikel behindern. Vpu bindet dazu CD4 im
ER und steuert dessen Degradation (s.0.). Ebenso werden CD4-Oberflachenmolekile
von Nef gebunden und flihren zu deren endosomalem Abbau. Somit wird nicht nur Env
freigegeben sondern auch die Anzahl der CD4-Molekile an der Zelloberflache vermin-
dert und die kérpereigene Immunreaktion abgeschwéacht. Im Verlauf des Transports zur
Zelloberflache erfolgt die Spaltung von Env in den externen (gp120) und den membran-
verankerten Proteinanteil (gp41) und anschlieBend die Einlagerung in die Zellmembran.
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Env- und Gag-Proteine werden zur
Zellmembran transportiert und bilden
dort zusammen mit zwei genomischen
RNA-Molekullen eine ,Knospe®, die sich
| unter Mitnahme eines Teiles der Wirts-
v Zellmembran als unreifer Viruspartikel
| 16st (Abb. 8).

Abb. 8: Ein HI-Viruspartikel, das sich aus einer Zelle  Erst die folgende Proteolyse der Vor-
herauslést (Budding). © H.R. Gelderblom, RKI . ] )
gangerproteine durch die HIV-Protease
fuhrt zu reifen, infektidsen HI-Viruspartikeln mit dem charakteristischen konischen
Kapsid ”'. Pro Tag entstehen so im Kérper eines HIV-Infizierten etwa 10° Nach-

kommenviren "2.

1.5 Immunreaktion auf HIV
1.5.1 Humorale Immunantwort

Die humorale Abwehr erfolgt durch Antikdrpermolekile, die von spezifisch aktivierten
B-Lymphozyten (Plasmazellen) sezerniert werden. Antikdrper (Immunglobuline) kénnen
durch Bindung von Pathogenen diese neutralisieren, zur Aktivierung des Komplement-
systems flihren oder Uber eine durch ihren Fc-Anteil vermittelte Opsonierung die Pha-
gozytose oder Zytolyse des Erregers beschleunigen. Des Weiteren induzieren IgG die
Mechanismen der antikbrpervermittelten Zelltoxizitdt durch natdrliche Killerzellen
(antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC)).

Die Assoziation zwischen dem Auftreten einer humoralen Immunantwort gegen HIV und
dem Krankheitsverlauf bleibt bisher unzureichend charakterisiert. Innerhalb der ersten
Wochen nach der HIV-Infektion kommt es zur Bildung von spezifischen Antikérpern, die
vornehmlich gegen Epitope der Strukturproteine Gag und Env gerichtet sind. Im spa-
teren Krankheitsverlauf sind Antikdrper gegen fast alle viralen Proteine nachweisbar .
In vitro sind einige dieser Antikdrper virusneutralisierend und kdnnen dort die Infektion
von CD4* T-Zellen mit HIV-Laborstimmen verhindern ’*. Im Affenmodell kann die Ver-
abreichung einer Mischung verschiedener, neutralisierender Antikérper eine mukosale
SIV-Infektion verhindern ”. Vor allem in der friihen Phase der HIV-Infektion scheinen
Strukturen des Hillproteins frei zu liegen, gegen die Antikdrper effektiv wirken °.
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Der langfristig effizienten Wirkung von Antikérpern steht entgegen, dass diese einen
deutlichen Selektionsdruck auf das Virus austben. Es kommt rasch zur Entstehung von

Fluchtmutanten, die sich der Wirkung der Immunglobuline entziehen ”’.

Ein Tierversuch mit B-Zell-depletierten Rhesusaffen ergab, dass diese nach SIV-
Infektion im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen spezifischen Unterschied im initialen
Abfall der Plasmaviramie aufwiesen 8. Harrer et al. zeigte, dass LTNP eine schwache
oder sogar nicht nachweisbare AK-Antwort aufwiesen ”°. Fiir Env-spezifische AK konnte
sogar eine die Infektion verstirkende Wirkung aufgezeigt werden . Exponierte, aber
nicht infizierte Personen (highly exposed) weisen mdglicherweise lokale Faktoren wie
eine mukosale IgA-Antikdrperbildung gegen HIV 8' oder eine temporare Antikdrper-

bildung auf, die sich jedoch systemischen Messungen entzieht 2.

Die Datenlage ist widersprichlich. Doch scheinen AK keine dominante Rolle bei der
Viruskontrolle einzunehmen. Vermutlich ist eine Kombination der beiden Abwehrmecha-
nismen — zellular und humoral — fiir einen effektiven Schutz gegen HIV notwendig.

1.5.2 Zellulare Immunantwort
1.5.2.1 Die Rolle der Humanen-Leukozyten-Antigene (HLA)

Die Existenz von Patienten, die eine Art von immunologischer Kontrolle Uber das
HI-Virus aufwiesen, zog die Aufmerksamkeit auf die Humanen Leukozyten Antigene
(HLA), einem genetischen Faktor, der den Verlauf von Krankheiten beeinflussen kann.
Es ist ein komplexes, autosomal-kodominant erbliches System von Gewebsantigenen,
das eine wichtige physiologische Rolle bei immunologischen Abwehrmechanismen
spielt. Der MHC-Genkomplex, der fur die HLA (MHC-Molekile) codiert, ist beim Men-
schen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 lokalisiert und enthalt zahlreiche Gen-
loci mit einem extremen genetischen Polymorphismus. Der Mensch besitzt drei Haupt-
gene fir die MHC-Klasse |-Molekiile, die mit HLA-A, -B und -C bezeichnet werden. In
der MHC-Klasse 1l-Region liegen die Gene flir die MHC-II-Molekile HLA-DR, -DP, -DQ,
-DM, -DO. Die Klasse llI-Gene codieren flr weitere Proteine mit Komplementfunktion
(HLA-S).

MHC-I-Molekiile finden sich auf jeder kernhaltigen Korperzelle und prasentieren Pep-
tide, die im Zytosol abgebaut werden (zellfremde und zelleigene Peptide), in ihren Bin-
dungstaschen an der Zelloberflache. Dort interagiert der MHC-I-Peptid-Komplex mit
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CD8" T-Zellen (CTL), die kérperfremde Peptide erkennen kdnnen. Virus-infizierte Zellen
prasentieren virale Peptide an der Zelloberflache und werden von CTL gezielt
abgetétet. MHC-11-Molekiile auf Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Lymphozyten
binden extrazellulare Proteine (z.B. von Erregern), die in Endosomen abgebaut wurden,
und stellen sie an der Zelloberflaiche dar. Hier werden sie von spezifischen
CD4" T-Helferzellen erkannt und flihren zu deren Aktivierung. Bei beiden — Klasse-I und
-Il -Molekiilen — interagieren die stets ein bestimmtes Motiv enthaltenden Peptide in den
Bindungsrillen mit spezifischen Bereichen der T-Zell-Rezeptoren (TCR).

Untersuchungen von Genvariationen (,Polymorphismen®) von HLA-Klasse I-Molekulen
HIV-Infizierter haben die Bedeutung dieses genetischen Wirtsfaktors flr den Verlauf der
Krankheit deutlich gemacht ®. Im Allgemeinen scheint eine Heterozygotie der HLA-
Genloci gunstig zu sein, da sie die gréBtmdgliche Variabilitat in den prasentierten
Peptiden bewirkt 3. Erhéhte Konkordanz der HLA-Klasse I-Allele zwischen Mutter und
neugeborenem Kind kénnen das Risiko der Infektion bei dem Kind erhdhen . Lockett
(2001) und Dorak (2004) =zeigten, dass nicht Ubereinstimmende HLA-Typen

(,mismatch®) zwischen HIV-diskordanten Paaren einen protektiven Effekt haben %7,

Bestimmte HLA-Haplotypen (v.a. HLA-B27, -B51, -B57, -B14, -C8) sind mit einer
besseren Kontrolle der Plasmaviramie verbunden . Eine Homozygotie in HLA-Bw4 gilt
sogar als teilweise protektiv ® %°. Andere hingegen (HLA-A23, -B08, -B22, -B35, -B37,

-B49) scheinen mit einer raschen Progression der Krankheit assoziiert zu sein & .

1.5.2.2 Zytotoxische T-Lymphozyten

CTL sind CD8" T-Lymphozyten und haben die Fahigkeit, virusinfizierte Zellen Uber
einen Komplex aus dem kérpereigenen MHC-I-Molekll und den darauf prasentierten
viralen Peptiden zu erkennen (s.0.). Bekannt sind mittlerweile mehrere hundert Epitope
von HIV, die von den entsprechenden MHC-I-Typen prasentiert werden. Eine Bindung
des MHC-I-Komplexes mittels CD8-TCR fiihrt zur Aktivierung der CTL mit folgender
Abtétung der Zelle durch extrazellulare Mechanismen. Dabei ist die Anwesenheit von
CD4* T-Lymphozyten zur zusétzlichen Aktivierung der CTL meist notwendig °'. Spezi-
fische CTL kdnnen bereits kurz nach HIV-Infektion — noch vor Auftreten von neutrali-

92, 93

sierenden Antikérpern — nachgewiesen werden , anfangs gegen Epitope der viralen

Proteine Nef, Tat, Vpr und Env gerichtet, im weiteren Krankheitsverlauf gegen Epitope

aller HIV-Proteine % %,
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Die zellulare Immunantwort mittels spezifischer zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL)
spielt beim Krankheitsverlauf der HIV-Infektion eine wichtige Rolle * %. Sie ist u.a.
assoziiert mit der Suppression der initialen Viramie * %8, Im Vergleich von Long Term
Non Progressors (LTNP) mit Rapid Progressors (RP) fallt bei Ersteren eine groBe Zahl
an spezifischen CTL-Vorlauferzellen auf *°. Ein Abfall der effektiven CTL-Zahlen geht
mit einer starkeren Krankheitsprogression einher ®. So zeigten in einer Studie SIV-
infizierte Rhesusaffen, die von CD8" Zellen depletiert worden waren, im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine deutlich héhere RNA-Kopienzahl/ml Plasma % . So eindeutig ist
das Verhéltnis zwischen CTL-Anzahl und Viruslast aber nicht: Selbst in Patienten, die
an AIDS verstorben sind, konnten hohe CTL-Zahlen nachgewiesen werden '°', wohin-
gegen auch Falle beschrieben sind, in denen es trotz einer eng begrenzten, spezi-
fischen CTL-Reaktion zu keiner Krankheitsprogression gekommen ist '%.

Die zellulare Immunantwort kann das HIV jedoch nur zeitlich begrenzt an seiner Aus-
breitung hindern. Zum einen wird durch die Bildung von Escape-Mutanten die
Erkennung infizierter Zellen durch die CTL unmdglich (s.u.), zum anderen vermindern

103

virale Proteine die Anzahl von MHC-I-Molekilen "™ an der Zelloberflache. Ebenso gibt

es Hinweise dafiir, dass CTL ebenfalls von HI-Viren infiziert und zerstért werden "4,

Dartber hinaus sind CTL fir eine maximale Aktivierung auf funktionierende
CD4* T-Helferzellen angewiesen °'. Nach Aktivierung durch auf MHC-II-Molekiilen
prasentierte Pathogene sezernieren sie IL2 und weitere Chemokine, die CTL und die
humorale Abwehr stimulieren. Da CD4" T-Zellen bei Eintritt des HIV in den Koérper die
ersten befallenen Zellen darstellen '®, kdnnte der Riickgang der CTL-Effektivitat auch

dadurch, also sekundar bedingt sein.

Es konnte auch eine HLA-unabhangige Suppressoraktivitdt der CTL entdeckt werden:
Wichtige Faktoren bei der hemmenden Wirkung auf die HIV-Vermehrung sind die
sezernierten B-Chemokine MIP-1a, MIP-18 und RANTES '%. Diese Chemokine sind die
nattrlichen Liganden von CCR5 und hemmen den Zelleintritt M-troper Virusisolate.
Auch dem IL16 " und dem Chemokin MDC (Macrophage Derived Chemokine) "%

werden antivirale Funktionen zugesprochen.
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1.5.2.3 CTL-Escape

Wie bereits erwahnt, kommt es bei der CTL-Antwort zu Alterationen, die vornehmlich
durch Mutationen im HIV-Genom bedingt sind. Entscheidend sind dabei Mutationen, die
im Bereich der Epitope liegen, die auf den MHC-I-Molekiilen prasentiert und von spezi-
fischen CTL erkannt werden. Aminosaureveranderungen in diesen Bereichen kénnen

unterschiedliche Folgen haben:
1. Fehlende oder gestérte Bindung des viralen Peptids auf dem MHC-Molekadil,
2. Veranderung der Interaktion des MHC-Peptid-Komplexes mit dem TCR,
3. Generierung einer antagonistischen CTL-Antwort '%°.

Letztendlich wird das Erkennen infizierter Zellen durch die CTL verandert, beeintrachtigt

oder sogar verhindert.

Veranderungen in den Epitopen sind Hinweis daflr, dass spezifische CTL einen
Selektionsdruck auf das Retrovirus auslben, das sich diesem zu entziehen versucht
(Escape-Mutation, dt.: Fluchtmutation) "% " 12 Man geht davon aus, dass er fir fast

113 Konservierte

zwei Drittel aller Mutationen des HIV-Genoms verantwortlich ist
Regionen zeigen dagegen einen unerheblichen CTL-Angriff oder fir die Virusfunktion

essentielle Bereiche an.

Bereits 1991 beschrieben Phillips et al. das Auftreten von Fluchtmutanten. Weitere

111, 112

Studien folgten, die ergaben, dass CTL-Flucht sowohl in der akuten als auch in

102, 110

der chronischen Infektionsphase auftritt. So zeigt sich Variabilitat im Tat-Protein

bereits kurz nach dem initialen Viruspeak **, wohingegen viele Escape-Mutationen im

Bereich des Gag-Proteins erst im spéteren Verlauf auftreten 19> 114

Escape-Mutationen haben meist negativen Einfluss auf die virale ,Fitness®, womit vor
allem die Fahigkeit des Virus zur Replikation gemeint ist ''°. Dies kann zu einer Ver-
minderung der Viramie fihren und indiziert auch, dass bei Infektion eines HLA-diskor-
danten Individuums die zuvor erfolgten Escape-Varianten aufgrund fehlender spezi-
fischer CTL nach und nach verschwinden und sich der Wild-Typ mit der gréBeren
,Fitness* wieder durchsetzt ''® '"7_ In einer Studie von Fernandez et al. trat diese Riick-
artung bereits innerhalb von zwei Wochen nach Infektion auf ''°. Wird HIV auf ein
Individuum desselben MHC-I-Typs Ubertragen, wird dagegen der GroBteil der Escape-

Mutationen im Rezipienten beibehalten ' 18,
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Durch den oben beschriebenen ,Fitness®-Verlust wirken sich also schnell auftretende
Escape-Mutationen — entgegen frilherer Annahmen — nicht unbedingt negativ ''°, son-
dern haufig sogar positiv auf die Verminderung der Viruslast aus. Bei einer spat auftre-
tenden Escape-Mutation im Bereich des HLA-B27-restringierten Epitops in Gag KK10
und weiteren Mutationen ist dies jedoch nicht der Fall: Sie geht mit einer Krankheits-
progression einher % ''°_ Dass einige Mutationen spat auftreten, filhrte zu der Hypo-
these, dass Genomveranderungen in diesem Bereich zu einem immensen ,Fitness*-
Verlust fuhren wirden, und demnach erst auftreten, wenn weitere, so genannte kom-
pensatorische Mutationen vorliegen, die den Schaden abschwachen ''® 2. Versuche,
in denen Klone mit der alleinigen Mutation generiert werden sollten, schlugen fehl und
unterstreichen, dass eine solche Mutante ohne Kompensation nicht replikationsfahig
ist 2. Es fehlen weitere Versuche, um diese Hypothese zu stiitzen.

Mutationen im Virusgenom kdnnen dartber hinaus auch die Prozessierung der viralen
Proteine beeinflussen, und auf diese Weise die Bindung an das MHC-I-Molekll veran-
dern bzw. behindern 2" 22, Auch Bereiche in der Nahe von CTL-Epitopen kénnen also

wichtig fur die CTL-Funktion sein.

Die Bedeutung des CTL-Escape ist noch nicht vollstindig geklart und wird eventuell

noch unterbewertet.

1.6 Pathogenese und Krankheitsverlauf der HIV-Infektion

Infektionen mit Lentiviren verlaufen charakteristischer Weise chronisch, zeigen eine
lange klinische Latenzphase, eine persistierende Virdmie sowie eine Beteiligung des
zentralen Nervensystems. HIV-1 und HIV-2 verursachen die Entstehung eines erwor-
benen Immundefektes (AIDS).

Der Krankheitsverlauf der HIV-Infektion I&sst sich klinisch in drei Phasen aufteilen. Die
akute HIV-Krankheit, die Latenzphase und die terminale AIDS-Krankheit. Nach der
CDC (Centers for Disease Control, USA, 1993) wird die Infektionskrankheit nach Kilinik
und CD4%-Zellzahl in Stadien eingeteilt (Tab. 1):
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Tab. 1: Die CDC (Centers of Diseaf,e Control)-Klassifikation unterscheidet drei klinische
Kategorien A bis C und drei CD4 -Zellzahlbereiche 1 bis 3 (CDC 1993). LAS =
Lymphadenopathiesyndrom

Laborstadien Klinische Stadien
A B C
CD4+ T-Lymphozyten pro pul  |HIV-Akutkrankheit, HIV assozierte AIDS-definierende
Latenzphase, LAS  Erkrankungen Erkrankungen
1 >500 Al B1 C1
2 200-499 A2 B2 Cc2
3 <200 A3 B3 C3

Etwa drei bis sechs Wochen nach Infektion durchlaufen etwa 40-90% der HIV-Infi-
zierten eine akute HIV-Krankheit mit mononukleosedhnlichem Krankheitsbild. Typische
Symptome sind Fieber, generalisierte Lymphknotenschwellung, Cephalgien, Arthral-
gien, Myalgien und Splenomegalie. Die Plasma-Viruslast variiert zu diesem Zeitpunkt
stark zwischen Tausenden bis hin zu Millionen von Viruskopien pro ml %, Wahrend
dieser Phase der hohen Viruslast breitet sich das Virus im ganzen Korper — insbeson-
dere im lymphatischen Gewebe — aus '** und fiihrt zu einem rapiden Abfall der CD4*-
Zellzahl ', Im weiteren Krankheitsverlauf steigt diese meist wieder leicht an. Neben
quantitativen Verlusten sind auch qualitative Einschrankungen der T-Helferzellen be-
schrieben '®. Beides hat negative Auswirkungen auf die Funktion effektiver HIV-1-
spezifischer CTL.

Nach einem Peak (dt.: Spitze) sinkt die Viruslast im Verlauf von etwa sechs Monaten
bis zum Erreichen eines Setpoint (dt.: Einstellwert) ab (meist etwa 3x10° RNA-
Kopien/ml) ", der als prognostischer Marker gilt '*°. Eine essentielle Rolle bei der
initialen Viruskontrolle spielt die zellulare Immunantwort (s.0). Es zeigt sich eine inverse
Korrelation zwischen CTL-Zahl und Viruslast **. Mehrmalig konnte eine zeitliche
Assoziation zwischen dem Auftreten von spezifischen CTL und dem initialen Abfall der

9. 127 In der friihen Phase der HIV-Infektion wurde

128

Virdmie nachgewiesen werden
auBerdem eine massive, oligoklonale Expansion der CD8" Zellen beobachtet

Neutralisierende HIV-1-Antikérper sind dagegen nur selten nachweisbar (Abb. 9).
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Abb. 9: Der natirliche Verlauf der HIV-Infektion am Beispiel von SIV. SIV ruft in Rhesus-
affen ahnliche Symptome wie HIV beim Menschen hervor. Ein Abfall der Viruslast (rote Linie)
geht mit einer klonalen Expansion der CTL-Population (violette Linie) einher. Antikdrper treten
erst spater auf. Die Zahl der CD4*-Zellen (blaue Linie) nimmt graduell ab. Die HIV-Infektion
verlauft ahnlich. Die Virdmie Iiegt im Maximum bei etwa 10’ RNA-Kopien/ml und sinkt auf
anhaltende Werte von etwa 3x10°. Die akute Phase dauert etwa sechs Monate ''°.
Die primare HIV-Infektion ist gefolgt von einer meist lang andauernden Latenzphase,
wahrend der keine Krankheitssymptome auftreten. Ein relativ stabiles Niveau von Virus-
replikation und CD4" Zellen im Blut sind in dieser Phase typisch. Es stellt sich ein dyna-
misches Gleichgewicht zwischen Virusproduktion und Elimination ein. Pro Tag werden
von einem infizierten Patienten in dieser Phase etwa 10° Viren produziert und vom
Immunsystem wieder eliminiert. Die hauptsachlich infizierten CD4" Zellen haben dann
eine Halbwertszeit von etwa 1,6 Tagen (normal: einige Tage bis zu Monaten/Jahren),
die von freien Viruspartikeln im Plasma liegt bei etwa 6 Stunden '?°. Diese scheinbare
Stabilitat zeigt sich aber nur im Blut, wahrend die Virusreplikation und Depletion von
CD4* Zellen im lymphatischen Gewebe weiter voranschreiten '*° und es anatomisch
und funktionell zerstdren. Dies und der hohe Zellumsatz von CD4" T-Lymphozyten
fuhren dazu, dass eine effektive spezifische Immunantwort gegen das HIV auf Dauer

nicht aufrechterhalten werden kann '3'.

Die endgultige Destruktion der kérperlichen Abwehr zeigt sich schlieBlich in einem
massiven CD4*-Zellverlust. Klinisch fiihrt dies etwa 10-11 Jahre (60-70%) nach der
Erstinfektion durch HIV zur AIDS-Krankheit, die durch eine CD4%-Zellzahl unter 200/pl
oder das Auftreten von opportunistischen Erkrankungen definiert ist. In diesem Stadium
ist der Patient aufgrund des stark geschadigten Immunsystems fir viele, normalerweise

harmlose oder apathogene Krankheitserreger anféllig. Es kommt beispielsweise zu
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Cytomegalievirus-Infektionen, Pneumocystis jiroveji-Pneumonien oder viszeralen
Candida-Infektionen. Das Nervensystem wird durch HIV-bedingte Apoptoseinduktion
sowie virale Replikation in Neuronen geschadigt. AuBerdem kommt es zum gehauften
Auftreten von bestimmten Malignomen wie Non-Hodgkin-Lymphomen und Kaposi-
Sarkomen '¥2. Ohne eine antivirale Therapie kommt es in diesem Stadium des voll

ausgepragten AIDS-Syndroms innerhalb von 2-3 Jahren zum Tod.

Die Dauer der Latenzphase bis zum Auftreten von AIDS variiert betrachtlich. Bei etwa
10% der Patienten verlauft die Krankheit ausgesprochen schnell und fihrt innerhalb von
weniger als 5 Jahren zum Ausbruch des vollen Krankheitsbildes (Rapid Progressors,
RP). 8-10% dagegen gehdéren zu den Langzeitiberlebenden (Long Term Non
Progressors, LTNP). Der Begriff LTNP wird dabei nicht einheitlich verwendet.
Verschiedene Definitionen schlieBen eines oder mehrere der folgenden Kriterien ein:

1. dokumentierte HIV-Infektion Gber mehr als sieben Jahre,
2. stabile CD4"-Zellzahl von Gber 600/ul,

3. niedrige Viruslast von weniger als 1000 RNA-Kopien/ml,
4. keine durch HIV induzierten Krankheitssymptome

5. fehlende retrovirale Therapie.

Diese Patientengruppe bleibt Gber mehrere Jahre hinweg frei von AIDS und klinisch

gesund '°.

1.7  HIV-Impfstoffentwicklung

Vor allem in den Entwicklungsléandern, deren Bevdlkerung oft aus finanziellen Grinden
der Zugang zu antiviralen, lebensverlangernden Medikamenten verwehrt ist, hat die
AIDS-Epidemie verheerende Auswirkungen auf Individuum und Gesellschaft 3. Ein
Impfstoff gegen das Humane Immundefizienz-Virus ist dringend notwendig. Trotz ste-
tiger Fortschritte in der Erforschung des HIV gelang es bisher jedoch nicht, einen pra-
ventiven oder therapeutischen Wirkstoff gegen diesen Erreger zu generieren. Die
gréBte Harde ist, herauszufinden, welche Art Immunantwort vor HIV tatsachlich effizient
schitzen kann. Dies war bisher nicht zu klaren. DarGber hinaus bereiten vor allem die
hohe Variabilitat sowie die komplexe Pathogenese des Virus Schwierigkeiten. Dazu
gehdért zum einen die Fahigkeit des Virus, sich dem Zugriff des Immunsystems durch
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Integration in das Genom der Wirtszelle oder auch durch die Herunterregulierung der
MHC-Molekille zu entziehen, zum anderen die hohe Vermehrungsrate von HIV und die
damit verbundene Zerstérung von CD4" T-Lymphozyten, die wichtiger Bestandteil eines
funktionierenden Immunsystems sind. Seit 1988 wurden 160 klinische Studien der
Phase |, Il oder lll registriert. Momentan befinden sich weltweit 41 Impfkonzepte in
klinischer Testung (IAVI, www. iavi.org, November 2007). Jahrlich werden etwa
2 Milliarden US$ fir die AIDS-Forschung ausgegeben, wovon 650 Millionen allein der

Impfstoffentwicklung zugerechnet werden.

Nachdem — historisch gesehen — zunachst nach Méglichkeiten gesucht wurde, neutrali-
sierende Antikdrper (AK) zu induzieren, wurde spater der Schwerpunkt auf eine Induk-
tion der zellularen Immunantwort gelegt. Heute geht man davon aus, dass beide Stra-
tegien kombiniert eingesetzt werden sollten. Dabei riickt seit dem Jahr 2000 die Prime-
Boost Kombinationstechnik in den Vordergrund, eine Impfstrategie, bei der nach dem
Einbringen von DNA-Vektoren mit integrierten HIV-Genen (prime) eine Verstarkung der
Immunantwort durch Virusproteine oder rekombinante Viren (boost) hervorgerufen

wird 34 (s.u.).

Einige Studien unterstiitzen die Annahme, dass eine Antikérperinduktion die HIV-Infek-
tion verhindern kann: So flhrte die passive Immuntherapie von Makaken-Affen mit spe-
zifischen AK nach SIV-Infektion zu einer Abschwéachung der viralen Replikation und
Krankheitsprogression '*. Fiir die Verabreichung von in vitro neutralisierenden, mono-
klonalen AK an Rhesusaffen konnte eine partielle Blockierung der nachfolgenden muko-
salen oder intravendsen Ubertragung von chimaren simianen/humanen Immundefi-
zienz-Viren (SHIV) nachgewiesen werden . Als neutralisierende humane mono-
klonale Antikdrper wurden auBerdem b12, 2G12, 2F5 und 4E10 identifiziert >. Proble-
matisch an der Induktion einer humoralen Immunantwort ist, dass zahlreiche AK keine
oder eine nur begrenzte Neutralisation von Primérisolaten bewirken, sobald diese sich
von der Proteinsequenz des Immunogens stérker unterscheiden '*- '3, Die Entstehung
von Mutationen sowie die natirliche hohe Variabilitdt des Hullproteins gp120 kénnen
auBerdem mit der Funktion der AK interferieren. Dartber hinaus kann eine ausgepragte
Glykolysierung oder eine nur vorlibergehende Zuganglichkeit von strukturellen

Doménen die Erkennung immunodominanter Peptidstrukturen erschweren ”” 1%,

GroBe Erwartungen wurden in einen rekombinanten Impfstoff des Envelope-Proteins
gp120 gesetzt. Dieses Immunogen verlieh im Gegensatz zu dem auf gp160 basieren-
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den, synthetischen Impfstoff Schimpansen Schutz vor der Infektion mit einem HIV-1-
Stamm '*°. Eine Phase-llI-Studie unter der Bezeichnung AIDSVAX wurde mit dem von
Hamsterzellen produzierten HIV-1 rgp120 (Clade B) von VaxGen von 1998 bis 2003
parallel in USA/Kanada (VAX004) und in Thailand (VAX003) an insgesamt 7900 Frei-
willigen mit Hochrisikoprofil durchgefiihrt. Das Ergebnis war enttduschend: Der Impfstoff
rief bei Menschen keinen signifikanten Schutz hervor "', Man geht davon aus, dass nur
die Antikdrperproduktion angeregt wurde, die allein nicht zum Schutz gegen HIV aus-
reichte. Seit 2003 lauft nun eine Phase-lll-Effizienzstudie mit 16.000 Freiwilligen in
Thailand, die die Wirkung des gleichen Immunogens unter Anwendung des Prime-
Boost-Konzepts untersucht. Dabei kommt ein Canarypox-Vektor als prime (ALVAC
CP1521 sanofi-aventis) und gp120 als boost (VaxGen) zum Einsatz. Man erhofft sich
davon eine zusétzliche zellulare Immunantwort. Die Weiterflihrung dieser Studie wird
kontrovers diskutiert. Kritisiert wird, dass dasselbe Immunogen ohne boost in vorange-
gangenen Studien bei weniger als 20% der Freiwilligen eine CTL-Antwort hervorgerufen

hatte '*2.

Versuche an Rhesusaffen haben gezeigt, dass eine durch Vakzinierung generierte zel-
lulare Immunantwort auch in Abwesenheit von neutralisierenden AK einen signifikanten
Schutz gegen die Folgen einer Lentivirusinfektion gewahren kann. Zwar konnten sie
den Erregereintritt nicht verhindern, doch kam es zu einer verlangsamten Krankheits-
progression 3 14 14 | |y et al. impften SlIV-infizierte Rhesusaffen mit dendritischen
Zellen, die vorher mit inaktiviertem SIV beladen worden waren. Die immunisierten Affen
zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe nach SIV-Infektion einen deutlichen Viruslast-
abfall von bis zu 80% sowie die Entwicklung einer SIV-spezifischen zellularen und auch

humoralen Immunantwort .

Obwohl der Grad an Schutz durch induzierte CTL bisher nicht ideal ist, kann solch ein
Vakzin wichtigen Nutzen haben: Es kann beispielsweise der initiale Viruspeak abge-
schwacht und so das Ubertragungsrisiko gesenkt werden '’. Auch ist es méglich, dass
die Depletion der in den ersten Tagen nach Infektion vornehmlich befallenen CCR5-
tragenden CD4* T-Gedéachtniszellen '*® teilweise verhindert wird. Damit bleibt das
Immunsystem fahig, auf potentielle opportunistische Erreger und maligne Erkrankungen

Zu reagieren.

Es haufen sich jedoch die Anzeichen, dass die Wirkung der durch ein Vakzin induzier-
ten CTL-Antwort zeitlich begrenzt ist. Die Replikationshemmung von SIV oder SHIV
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kann in Rhesusaffen plétzlich nachlassen und mit einer massiven klinischen Ver-

schlechterung einhergehen ''*

. In diesen Féllen war eine Veradnderung in einem
immunodominanten CTL-Epitop aufgetreten, die es dem Virus ermdglichte, der CTL-
Kontrolle zu entfliehen. Ahnliches beschreibt der Fall eines HLA-B27-positiven HIV-infi-
zierten Mannes, bei dem die vor Infektion stattgefundene Immunisierung eine frihe
CTL-Flucht hervorrief. Dies fuhrte zu einem schnelleren Krankheitsverlauf, als bei dem

Patienten aufgrund seines HLA-Typs zu erwarten gewesen war 2%,

Jedoch muss die Induktion einer Escape-Mutation nicht unbedingt mit einem Schaden
fir den Patienten einhergehen, wenn sie namlich die virale Fahigkeit zur Replikation
behindert: Beispiele von zeitig auftretenden Fluchtmutationen im konservierten
Kapsidprotein (Gag) sind bisher im Zusammenhang mit erfolgreicher Kontrolle von HIV
und SIV beschrieben worden ' *° Eventuell ist aber auch eine Konzentration auf die
frihe CTL-Antwort nétig. Die regulatorischen Proteine Tat, Rev und Nef werden friih im
viralen Lebenszyklus exprimiert. Eine spezifische CTL-Antwort gegen diese Antigene
kénnte den Effekt haben, infizierte Zellen noch vor Beendigung des viralen Repli-
kationszyklus und vor Produktion von reifen Viruspartikeln abzutdten % ™' Fir die
Tat-, Rev- und Nef-spezifische Immunantwort konnte eine Assoziation mit einer
langsamen oder sogar fehlenden Krankheitsprogression und in vitro eine Replikations-

hemmung nachgewiesen werden 2% 192153,

Am sinnvollsten ware es also, eine Immunantwort gegen jene Bereiche zu induzieren,
die entweder zu einem starken viralen ,Fitness“-Verlust fihren oder hochkonserviert
sind. Es wird aber auch Uberlegt, ob ein HIV-1-Vakzin, das auf einer einzigen Sequenz
beruht, nicht eine Immunantwort hervorruft, die zu fokussiert und typenspezifisch ist, als
dass sie eine effektive Protektion gegen die zahlreichen Quasispezies des HIV in der
menschlichen Population bieten kénnte. Ein Vakzin, das die extreme Diversitat des HIV
bertcksichtigt, wurde vom Vaccine Research Center am National Institute of Health in
Maryland, USA, untersucht. Es schlieBt drei verschiedene Envelope-Konstrukte ein,
codierend fir die reprasentativen Proteine von Clade A, B, C "*. Vorangegangene
Studien sprechen allerdings gegen eine Vereinigung mehrerer Immunogene in einem

f 155, 156

einzigen Impfstof oder lassen Zweifel an der Wirksamkeit einer breiten CTL-

157, 158

Antwort entstehen und unterstitzen damit die Hypothese, dass es entscheidend

ist, wenige, aber dafiir wichtige CTL-Epitope anzuvisieren ™°.

0

Trotz oder gerade wegen des Auftretens von CTL-Escape '® ist die Induktion einer
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zellularen Abwehr weiterhin die viel versprechendste Strategie, gegen das HI-Virus
vorzugehen. Derzeit werden mehrere auf CTL-Induktion basierende Impfstoffe klinisch
getestet, so beispielweise eine Immunisierung nach der Prime-Boost-Methode mit
Plasmid-DNA (prime; Vical, VRC) und rekombinantem Adenovirus (boost; GenVec,
VRC) (Start Sept. 2005). Allerdings hat sich ein zunachts vielversprechender ebenfalls
auf dem dem Adenovirus basierender rekombinanter Impfstoff in einer randomisierten
Doppelblindstudie (Merck, STEP, Phase llb, Dez. 2004 — Nov. 2007) als wirkungslos
erwiesen. Es ergaben sich sogar Hinweise daflir, dass Studienteilnehmer, die den
Impfstoff erhielten, eine erh6hte Empfanglichkeit fir eine HIV-Infektion aufwiesen.

Die starke Diversitat und Veranderbarkeit des HIV-Genoms erschweren die Entwicklung
eines Impfstoffes gegen das Retrovirus. Die Stamme kdnnen sich von der Referenz-
sequenz HXB2 in bis zu 25% der AS unterscheiden '®'. Die Vielzahl an unterschied-
lichen HLA-Typen des Menschen potenziert diese Immunogendiversitat. Jedoch liegt
das grdBte Hindernis zur Entwicklung eines Vakzins darin, dass bis heute nicht eindeu-
tig geklart ist, welche Immunantwort effizient schitzt.

Trotz vieler ungeléster Probleme bei der Erzeugung eines effektiven HIV-1-Impfstoffes

lassen die stetigen kleinen Fortschritte vorsichtigen Optimismus zu.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Analyse und Evaluation von bisher beschriebenen CTL-Epitopen,
die zur Entwicklung eines schitzenden Impfstoffs beitragen kénnen.

Nach derzeitigem Wissensstand Uben spezifische CTL einen Selektionsdruck auf das
Retrovirus aus, wodurch es zur Ausbildung von Fluchtmutanten kommt, die sich diesem
Druck zu entziehen suchen. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die bisher beschrie-
benen Epitope, die in Abhangigkeit des Wirts-HLA-Typs von den CTL erkannt werden,
tatsachlich eine vermehrte Variabilitat aufweisen. Dabei ging man davon aus, dass vor
allem diejenigen Epitope eine erhdhte Variabilitdt aufweisen, auf die ein starker und
effizienter zellularer Immundruck ausgelbt wird. Dies ist in vielerlei Hinsicht flr die
Impfstoffentwicklung interessant — unter anderem, um konservierte Genomregionen

oder fir das Virus nachteilige Mutationen zu identifizieren.

Da Veranderungen in den CTL-Epitopen bereits innerhalb von Wochen nach der

Infektion auftreten kénnen %8, untersucht diese Arbeit den Genomabschnitt (bp 5041-
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6310, vpr-vpu) an Viren kirzlich Infizierter und von Langzeitinfizierten (LTNP). Die
Hypothese ist, dass sich bei LTNP bereits eine Variante der vielen Quasispezies, die
aufgrund der hohen Mutationsrate des Retroviruses entstehen, als die potenteste
durchgesetzt hat und vorherrscht. Bei frisch Infizierten dagegen findet man vermutlich
noch mehrere nebeneinander existierende Mutanten, von denen sich eine oder wenige
im weiteren Verlauf der Erkrankung behaupten werden. Es ist aber zu bedenken, dass
bei Infektionen, die weniger als ein bis zwei Wochen zurickliegen, eine spezifische
Immunantwort noch fehlt und es bisher nicht zur Ausbildung von Mutanten gekommen
ist, oder diejenige Variante vorherrscht, die im Ubertrdger einen Selektionsvorteil

besaR 162, 163

Auch berlcksichtigt diese Arbeit den HLA-A-Typ der Patienten. In mehreren Studien
konnte der Einfluss der MHC-Molekile auf den Verlauf der Krankheit gezeigt werden.
Viele Arbeitsgruppen weltweit beschaftigen sich mit der Identifikation von HLA-Typ-
spezifischen CTL-Epitopen und immer mehr davon werden entdeckt. Die vorliegende
Arbeit konzentriert sich auf den Vergleich von Viren HLA-A2-positiver und HLA-A2-
negativer Patienten. Dies ist ein Ansatz, bei dem der gleiche Genomabschnitt (das
HLA-A2-restringierte CTL-Epitop) unmittelbar miteinander verglichen und die Diversitat
in diesem Bereich direkt gegenlber gestellt werden kann. Zur objektiven Auswertung
der Daten wurden statistische Methoden angewandt.

Die Auswahl des Genabschnitts erfolgte aufgrund der aktuellen Literatur, in der
akzessorische und regulatorische Proteine als wichtige Ziele der spezifischen CTL

beschrieben werden '8

. Man geht davon aus, dass in fr0h im Infektionszyklus
auftretenden viralen Proteinen wie Tat und Rev auch die ersten Mutationen zu

beobachten sind.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Laborgerate

Zentrifugen: Megafuge 1.0 R, Heraeus; Centrifuge 5810 R, Eppendorf;
Centrifuge 5804 R, Eppendorf; Biofuge fresco, Heraeus,
MiniCentrifuge C-1200, VWR/Labnet; Tube-Strip Picofuge®.
PMC-860, Stratagene.

Thermocycler: Thermocycler PTC-200, MJ Research.
Schiittelinkubator:  c24-Orbitalschittel-Inkubator, New Brunswick Scientific.
Elektrophorese: PowerPac200, Bio-Rad.

UV-Spektrometer:  UV1202 Photometer, Shimadzu.

Labormikroskop: Eclipse TS 100, Nikon.

2.1.2 Verwendete Puffer und Reagenzien

Agarplatten: 20 g/l Agar; in LB Medium; Antibiotikum (Ampicillin
1000ul/1) kurz vor dem GieBen hinzugeben.

DNA-Leiter: GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus, Fermentas.

Luria-Bertani-Medium (LB-Amp): 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 1 g/I NaCl; in
Aqg.dest.; mit NaOH ad pH 7,5. Frisch anzusetzen:
Ad 100 mg/I Ampicillin (Roth).

PCR-Cocktail, Biotest SSP-HLA Kit: 1,5 mM MgCl,; 50 mM KCI; 10 mM Tris-HCI;
0,001% Gelatine; Kresolrot; Glycerin.

Phosphate-buffered Saline (PBS): 0,01 M NaH»POy; 0,138 M NaCl; 0,0027 M KCl; in
Aqg.dest.; mit HCl ad pH 7,2.

Serum Free Cryopreservation Medium, Oligene (Cat.-No.: 2040102).

SOC-Medium: 20 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 4 g/I Glucose;
10 mM NacCl; 2,5 mM KClI; 5 mM MgCl,; Ag. dest.
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TAE-Puffer 40 mM Tris; 20 mM Essigsaure; 1 mM EDTA,;
Aqg.dest., pH 8,2.

2.1.3 Studienmaterial

Die Studienteilnehmer werden in Zusammenarbeit mit Dr. med. D. Schirmann,
Infektiologie und Pneumologie, Charité Campus Virchow Klinikum, rekrutiert. Das
Studienmaterial sind Blutproben von bisher therapienaiven HIV-positiven Long Term
Non Progressors (LTNP), die im Rahmen der Routineuntersuchung in der Klinik gesam-
melt und an das RKI weitergeleitet werden. Um die Anonymitat der Patienten zu
wahren, ist jede Blutprobe mit einem Zahlenschlissel belegt, wobei die erste Zahl fur
den Patienten steht, die zweite fir die Nummer der Blutprobe (z.B.: HIV 3-2 = Patient 3,
2. Blutprobe). Alle Patienten geben ihre schriftliche Zustimmung. Die Ethikkommission
der Charité Berlin hat die Studie bewilligt. Die Kohorte wuchs mit der Dauer der Studie
an, wahrend der routinemaBig Blutproben verarbeitet wurde. Bis zum jetzigen Zeitpunkt
(Ende 2007) wurden 80 Patienten (HIV1 bis 80) in die Studie eingeschlossen.

Darlber hinaus wurden Plasmaproben von Patienten, die von der Arbeitsgruppe
Dr. C. Kiicherer am RKI im Rahmen der Serokonverterstudie in Zusammenarbeit mit
verschiedenen Kliniken und Arztpraxen gesammelt worden waren, in die Untersu-
chungen eingeschlossen. In der HIV-1-Serokonverterstudie werden Labordaten von
HIV-infizierten Patienten erfasst, die eine dokumentierte (ein negativer und ein positiver
HIV-Test mit einem zeitlichen Abstand von maximal drei Jahren) oder eine labor-
diagnostisch gesicherte, akute Serokonversion aufweisen. Eine akute Serokonversion
liegt unter folgenden Bedingungen vor:

a: negativer HIV-ELISA und positiver HIV-RNA-Nachweis;
b: negativer HIV-ELISA und positiver HIV-DNA-Nachweis;
c: negativer HIV-ELISA und positiver p24-Antigen-Test;

d: positiver HIV-ELISA und fraglicher Immunoblot.

Die Probenbezeichnung erfolgt in dieser Kohorte mit laufenden Nummern, denen die
entsprechende Jahreszahl, in der die Probe abgenommen wurde, vorangestellt ist (z.B.
Pat. 04-030 = Pat. 030 im Jahr 2004). Diese war fur vorliegende Arbeit nicht von Belang

und wird im Weiteren nicht mehr erwahnt.
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2.2 Methoden
2.2.1 Aufbereitung HIV-infizierter Blutproben

Das Blut HIV-Infizierter wird in der AIDS-Ambulanz der Charité, Campus Virchow
Klinikum im Rahmen der routinemaBigen Kontrollen abgenommen und an das RKI in
Form von 20-40 ml EDTA-BIlut weitergeleitet. Zwischen Blutentnahme und Verarbeitung

vergehen meist nur 1-2 Stunden.

Um die mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) vom Plasma zu trennen,
wurde eine Dichtezentrifugation in Ficoll (Histopaque 1077, Sigma), einer Polysaccha-
rose mit der Dichte 1,077 g/l, durchgefthrt. Das EDTA-Blut wurde dazu auf die Mem-
bran eines mit 15 ml Ficoll geflllten Leucosep-Réhrchen (Greiner) gegeben und bei
1000 g bei Raumtemperatur fir 20 min zentrifugiert. Zuoberst sammelt sich das
Plasma, das mit einer Pipette sorgfaltig abgenommen werden muss, um eine Zell-
kontamination zu verhindern. Darunter liegt eine feine, weie Schicht, die die Lympho-
zyten der Blutproben enthalt. Erythrozyten, Thrombozyten und Granulozyten sammeln
sich unterhalb der Trennmembran.

Das Plasma wurde fir 20 min bei 1150 g bei 4°C zentrifugiert, anschlieBend zu 1,8 ml
in 2 ml Cryotubes (Greiner) aliquotiert und bei —80°C tiefgefroren. Die PBMC wurden
mitsamt Ficollresten in neue Rdéhrchen Uberfihrt und zweimalig mit PBS-Puffer gewa-
schen, um sie von der Polysaccharoselésung zu reinigen. AnschlieBend konnte ihre
Anzahl nach Anfarbung mit Trypanblau mittels der Neubauer-Zahlkammer bestimmt
werden. Sechs bis zehn Zell-Pellets in Sarstedt tubes wurden hergestellt, indem nach
Zentrifugation von etwa 5x10° PBMC fiir 3 min bei 1900 g (RT) der Uberstand an PBS
abgenommen wurde. Die Pellets wurden bei —80°C tiefgefroren und fir die HLA-Typi-
sierung verwendet. Die Ubrigen PBMC wurden ebenfalls vom PBS-Puffer befreit und mit
einer synthetischen Cryoflissigkeit (Serum Free Cryopreservation Medium, Oligene)
resuspendiert, so dass eine Konzentration von 1x10” Zellen pro ml entstand. Die Sus-
pension wurde zu je 1 ml in Cryotubes aliquotiert und zunachst mit Hilfe von Isopro-
panol (slow rate freezing container) langsam auf —80°C gekuhlt (1°C pro min.), um sie

dann nach ein bis zwei Tagen in flissigen Stickstoff zu transferieren.
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2.2.2 HLA-Typisierung der Patienten
2.2.2.1 Extraktion von Patienten-DNA

Die Patienten-DNA wurde mit Hilfe des QlAamp DSP DNA Blood Mini Kit von Qiagen®
aus den oben genannten Zell-Pellets isoliert. Das Prinzip des Kits ist die Adsorption der
durch Zell-Lyse freigesetzten DNA an eine Silica-Membran, die in einem Saulchen zum
Einsatz in Eppendorf-GefaBe befestigt ist. Proteine, Salze und andere verunreinigende
Substanzen werden durch Waschen mit chaotropen Puffern entfernt und die DNA kann
dann mit destilliertem H>O (hier 200ul) eluiert werden. Es wurde laut Protokoll des Her-

stellers verfahren.

Um die DNA Menge zu bestimmen, wurde das Eluat mit dH>-0 im Verhaltnis 1:15 ver-
dinnt und die DNA-Konzentration photometrisch bei einer Wellenldnge von 260 und
280 nm gemessen. Eine Absorption von 1 bei einer Wellenldnge von 260nm entspricht
ca. 50 pg/ml doppelstrangiger DNA. Der Quotient Ago/Azso zeigt den Reinheitsgrad der
Probe an und sollte bestenfalls zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Ein hdherer Wert zeigt eine
Kontamination z.B. mit RNA oder Phenolen, ein niedrigerer die Kontamination mit

Proteinen an.
2.2.2.2 HLA-A-Typisierung

Zur Bestimmung des HLA-A-Typs der Patienten wurde das HLA-A SSP Kit (SSP =
Sequenz Spezifische Primer) von Biotest (Art.no. 826 201) verwendet und nach dem
Protokoll des Herstellers verfahren (Tab. 2). Der Test nutzt spezifische Primer, die bei
entsprechend vorhandenen Gensequenzen mittels PCR zu einer Amplifikation eines
definierten, HLA-A-Allel-spezifischen DNA-Fragments fuhren. Von der vorher aus den
Zell-Pellets isolierten DNA wurden 100 +/-50 ng eingesetzt. Als Polymerase diente die
HotStar Taq von Qiagen®.

Tab. 2: Protokoll zur HLA-Typisierung.

Pipettierschema fiir 24 Ansatze Thermocycler-Profil:

Substrat Menge (pl) Schritt Temp (°C) Zeit

PCR Cocktail 120 Initiale Denaturierung 94°C 10 min

Hot Star Taq Polymerase 1,8 Denaturierung 94°C 10s 10x

dH20 150 Annealing & Extension 65°C 60 s

DNA (100 +/-50 ng/ul) 30 Denaturierung 94°C 10s

Total 301,8 pl Annealing 61°C 50s ¢ 20x
Finale Extension 72°C 60s
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Nach der Polymerisation wurden die 24 Ansatze in einem 2%igem Agarosegel aufge-
trennt, die Ergebnisse mittels UV-Transluminator sichtbar gemacht und phototechnisch
dokumentiert. Die Auswertung konnte mit Hilfe der vom Hersteller mitgelieferten SSP-

Software durchgefihrt werden.

2.2.3 Verarbeitung der viralen RNA
2.2.3.1 Isolierung retroviraler RNA aus Plasma

Zur Isolation der HIV-RNA aus dem Plasma wurde das QlAamp MinElute Virus Spin Kit
von Qiagen® verwendet. Es wurde nach dem Protokoll des Herstellers verfahren.

Nach dem Auftauen des bei -80°C tiefgefrorenen, zu 2 ml aliquotierten Plasmas folgte
eine Zentrifugation der Eppendorf-Gefésse fiir 90 min bei 20 000 g, 4°C. Der Uberstand
(1,8 ml) des resultierenden Pellets konnte nun abgenommen werden und far die even-
tuelle Wiederverwendung erneut tiefgefroren werden. Nach Resuspendierung des
Pellets in den verbleibenden 200 pl Plasma wurden spezielle Puffer und Enzyme in den
folgenden Schritten hinzugefligt, um das Substrat zu lysieren und die selektive Ad-
sorption der RNA zu verstarken. Das Lysat wurde dann auf eine Saule mit einer Silica-
Membran Uberfuhrt, an der die RNA gebunden wird. In anschlieBenden Waschschritten
konnten Verunreinigungen wie Proteine oder Nukleasen beseitigt und die RNA schlie3-
lich mit RNAse-freiem Wasser (150 pl) von der Membran eluiert werden. Aliquots zu
10 pl in PCR-Softtubes wurden bei —80°C tiefgefroren.

2.2.3.2 Oligonukleotide

Samtliche spezifische und individuell gestalteten Primer lieferten die Firmen MWG oder

Invitrogen.

Verwendete Oligonukleotide fir die RT-PCR zur Amplifikation des Genomabschnittes
vi-vpu (bp 5041-6310) listet Tabelle 3 auf, die relative Genomposition ist in Abb. 10
dargestellt (Tab. 3, Abb. 10). Die Bezeichung der Primer setzt sich aus einer Zahl und
dem Buchstaben F (forward, dt.: vorwarts) oder R (reverse, dt.: rlickwarts) zusammen.
Tm ist der Schmelzpunkt — die Temperatur, bei der die Halfte der Primer gebunden

vorliegt.
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Tab. 3: Spezifische Primer zur Amplifikation des HIV-Genomabschnittes vif-vpu . Tm = Schmelzpunkt.

Name Genomposition Sequenz 3'-5' Léange Tm

(In HXB2) (Basen) (°C)
P22 F 4962 - 4981 bp GGT GAA GGG GCA GTA GTA ATA C 22 50
P22 R 6359 -6338 bp CCA CAC AGG TAC CCC ATA ATA G 22 50

Zum Screening erfolgreich transformierter Bakterien wurden Primer der Firma
Invitrogen verwendet, die mit dem TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing mitgeliefert
werden und direkt am TOPO TA Vektor ansetzen. Die genaue Position im Vektor ist im
Anhang dargestellt, die Nukleotidsequenz findet sich in Tabelle 4 (Tab. 4).

Zur Sequenzierung des Genabschnittes vif-vpu nach erfolgreicher Klonierung kamen in
Tabelle 4 folgende Oligonukleotide zum Einsatz (Tab. 4). Die relative Genomposition
der Primer zur RT-PCR sowie zur Sequenzierung ist in Abbildung 10 dargestellt
(Abb. 10).

Tab. 4: Primer zum Bakterien-Screening und zur Sequenzierung. Tm = Schmelzpunkt

Name Genomposition Sequenz 5'-3' Léange Tm
(in HXB2) (Basen) (°C)
M13 F in Vektor GTA AAA CGA CGG CCA G 17 55
M13 R in Vektor CAG GAA ACA GCT ATG AC 16 55
P22 F 4962-4983 bp GGT GAA GGG GCA GTA GTA ATA C 22 55
P22 R 6359-6338 bp CCA CAC AGG TAC CCC ATA ATA G 22 55
P23AF 5195-5213bp GIT CAG AAG TAC ACA TCC C 19 55
P23 R 5973-5956 bp CCA TAG GAG ATG CCT AAG 18 55
Vpu
5559 5847 6062 6307
Tat] o [Ta)
045 4ss
790 2289 5041 5616 5970 6045 8379 8650 9077 9719
- | Pol [ Env |
1 634 2085 5093 6225 87928797 9414
P22F P22R
P23AF P23R

Abb. 10: Relative Genomposition der Primer zur RT-PCR und Sequenzierung in HXB2.
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2.2.3.3 RT-PCR

Zur Durchfihrung der Reversen Transkription kam das OneStep RT-PCR Kit von
Qiagen® zum Einsatz. Die in Aliquots & 10 pl bei -80°C gefrorene HIV-RNA wurde dem
RT-PCR-Ansatz unter einer ausschlieBlich fir RNA-Verarbeitung verwendeten
Laborbank hinzugefligt, um eine DNA-Kontamination zu vermeiden. Da RNA bei
Raumtemperatur schnell degradiert, erfolgte das Auftauen der RNA erst nach
Fertigstellung des Ansatzes. Ansatz und Thermocycler-Profil basieren auf den Angaben

des Herstellers und sind in der folgenden Tabelle 5 dargestellt (Tab. 5).

Tab. 5: Protokoll zur Durchfiihrung der RT-PCR.

One-Step RT-PCR Ansatz: Thermocycler-Profil:

Substrat Menge (pl) Schritt Temp (°C) Zeit
RNA 10 Reverse Transkription 50°C 30min
Primer F/R az25 Aktivierung HotStar Taq 95°C 15min
5x Puffer 5 Denaturierung 94°C 0,5min
Q-Solution 1 Annealing 50°C 1min 39x
Rnase-Inhibitor 1 Extension 72°C 2min
MgCI2 1 Finale Extension 72°C 10min
dNTPs 1

Enzyme mix 1

Total 25ul

2.2.3.4 Agarosegel-Elektrophorese

Um das Molekulargewicht der PCR-Produkte zu bestimmen, wurden 10 pl DNA mit 5 pl
DNA-Probenpuffer versetzt und in eine Tasche des Agarosegels aufgetragen. Die Her-
stellung eines 1%igen Agarosegels erfolgte mit 10 g/l SeaKem-LE-Agarose von Biozym
in TEA-Puffer. Nach dem Aufkochen wurde zur DNA-Farbung 0,5 mg/l Ethidiumbromid-
l6sung oder 40 ul Gelstar von Cambrex hinzugefligt. Letzteres kam vor allem bei der
HLA-Typisierung zum Einsatz. Nach Auftragen der PCR-Produkie sowie einer
100 bp-DNA-Leiter von Fermentas erfolgte die Elektrophorese bei 100 V Uber 1 h mit
einem BioRad PowerPac200 in einer BioRad Gelkammer, die mit TAE-Puffer geflllt
war. AnschlieBend erfolgte die Visualisierung der DNA-Fragmente mittels UV-Translu-
minator TFX-20M von Vilber Lourmat oder Photographie auf einer Geldokumentations-
anlage von Biosystematica. Mit Hilfe der zum Vergleich der Molekulargewichte aufge-
tragenen Leiter konnte die GréBe der DNA-Fragmente bestimmt werden.
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2.2.3.5 Klonierung

Zur Klonierung der gewlinschten Genabschnitte wurde das TOPO TA Cloning® Kit for
Sequencing von Invitrogen verwendet. Es kamen chemisch kompetente E.coli TOP10
zum Einsatz. Verfahren wurde nach dem Protokoll des Herstellers. Der Plasmid-Vektor
pCR®4-TOPO® mit den Restriktionsstellen und Primerbindungspositionen ist im
Appendix dargestellt.

Zunachst erfolgt die Ligations-Reaktion: Die bei der PCR eingesetzte Tag-Polymerase
besitzt eine terminale Transferase-Aktivitdt, die an alle PCR-Produkie ein Deoxy-
adenosin am 3-Ende anhangt. Der Plasmid-Vektor pCR®4-TOPO® enthalt 3’-Deoxy-
thymidin-Uberhange und eine kovalent gebunde Topoisomerase. Diese Voraus-
setzungen erlauben eine effektive Ligation zwischen PCR-Produkt und Vektor. Der
Transformationsvektor wurde nach folgendem Schema hergestellt (Tab. 6):

Tab. 6: Pipettierschema zur Herstellung des Transfor-

mationsvektors.

Reagens Menge (pl)
PCR Produkt 1-4
SalzZldsung 1
Steriles Wasser Ad 6
pCR4-TOPO Vektor 1
Total 6 ul

Nach Inkubation des Ansatzes zur Vektorherstellung fir 15 min bei Raumtemperatur
wurden 2 pul des Transformationsvektors in ein Flaschchen mit One Shot Chemically
Competent E.coli gegeben und erneut fir 5 min auf Eis inkubiert. Der nun folgende
Hitzeschock der Bakterien im Wasserbad bei 42°C fir 30 s fUhrt zu einer erhdhten
Durchlassigkeit der Bakterienmembran und somit zum Eindringen des Vektors in die
Bakterien. Versetzt mit 250 pl S.0.C.-Nahrmedium erfolgte nun die Inkubation der E.coli
fir 1 h bei 37°C und 200 Rpm auf einem c24-Orbitalschittel-Inkubator von New
Brunswick Scientific, so dass die Resistenzgene auf dem Vektor exprimiert werden und
die E.coli sich auf Amp-haltigem Nahrboden vermehren kénnen. Es folgte dann die Aus-
plattierung von je 50 pl und 150 pl des Bakterienansatzes auf den vorgewarmten, mit
Amp versetzten LB-Agarplatten, die anschlieBend Gber 20 h bei 37°C in einem Heraeus
B6060 Brutschrank inkubiert wurden. Das auf dem Vektor enthaltene Ampicillin-
resistenzgen ermdglicht dabei die positive Selektion der Bakterien, die den Vektor mit
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Resistenzgen aufgenommen haben. Ob dieser Vektor den gewlnschten Genabschnitt
enthélt, kann in diesem Stadium noch nicht erkannt werden.

2.2.3.6 Bakterienkultur

Zur Selektion erfolgreich transformierter Bakterien wurden einzelne Kolonien der
LBamp-Platten isoliert und in 2 ml LBamp-Medium bei 37°C und 200 Rpm Agitation tber
Nacht inkubiert. Je 2 pl der nach 16-18 h entstandenen Bakteriensuspension wurde
zum Screen nach folgendem Schema verwendet (Tab. 7):

Tab. 7: Protokoll zum Bakterien-Screening.

Bakterienscreen-Ansatz Thermocycler-Profil:

Substrat Menge (pl) Schritt Temp (°C) Zeit
Bakteriensuspension 2 Aktivierung HotStar Taq 95°C 15 min

M13 F/R ai Denaturierung 95°C 30s

dNTPs 0,5 Annealing 50°C 20s }29x
10x Puffer 25 Extension 72°C 1 min

MgCI2 2

HotStart/Ampli-Taq 0,25

dH20 15,75

Total 25pl

Mittels Agarosegel-Elektrophorese konnten die Bakterienkolonien mit dem gewiinschten
Genabschnitt selektiert werden. Dabei wiesen die amplifizierten Gensegemente eine
GroBe von 1500 bp (Insert) plus etwa 200 bp des Vektors, also etwa 1700 bp auf. Aus
transgenen Bakterienkolonien wurde im nachsten Schritt die Plasmid-DNA isoliert:

Dazu wurde das QlAprep 8 Miniprep Kit von Qiagen® verwendet und nach dem
Protokoll des Herstellers verfahren. Die tber Nacht in 2 ml LBamp-Medium inkubierten
Bakterien wurden zunéachst bei 3345 g fir 15 min in einer Heraeus Megafuge 1.0 R
sedimentiert und der Uberstand vorsichtig abgegossen. Der Niederschlag aus E.coli
konnte nun in geringer Flissigkeit resuspendiert und in weiteren Schritten die Zellmem-
branen lysiert und Proteine ausgefallt werden. Nach erneuter Zentrifugation wurde der
die DNA enthaltende Uberstand auf eine Silica-Membran Uberfiihrt. Die Plasmid-DNA
bleibt dabei an die Membran gebunden, wogegen Verunreinigungen in den darauf
folgenden Waschschritten beseitigt werden. Die DNA konnte mit 100-150 ul dH»0 eluiert
und ihre Konzentration auf einem Shimadzu UV1202 Photometer gemessen werden.
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2.2.3.7 Sequenzierung

Die Sequenzierreaktion basiert auf dem Prinzip, dass fluoreszierende Desoxynukleotide

die Kettenverlangerung terminieren '®°

und die jeweilige Basenposition sichtbar
machen. Zum Erhalt der vollstdndigen Nukleotidfolge wurden vier Primer verwendet, die
an unterschiedlichen Stellen des Genoms ansetzten (Tab. 4, Abb. 10). Dies wurde
notwendig, da die komplette Gensequenz von ca. 1500 bp technisch nicht in einem
Schritt zu sequenzieren war. Es wurde folgender Ansatz und entsprechendes

Thermocycler-Programm verwendet (Tab. 8):

Tab. 8: Protokoll zur Sequenzierreaktion.

Sequenzier-Ansatz Thermocycler-Profil

Substrat Menge (pl) Schritt Temp (°C) Zeit

DNA (150-300 ng) x(1-6) Initiale Denaturierung 96°C 2min

Primer (5 mM) 1 Denaturierung 96°C 15s

5x ABI-Puffer 1 Annealing 55°C 5s 24x
Big Dye 3.1 2 Extension 60°C 4min

H20 x(0-5)

Total 10

AnschlieBend konnten die PCR-Produkte im Sequenzierlabor des RKI mittels Kapillar-
elektrophorese auf einem ABI Prism 3100 Genetic Analyzer ausgewertet werden.

2.2.3.8 Computergestitzte Nachbearbeitung der Sequenzierergebnisse

Zum Alignment und zur Analyse der Sequenzen kam das Programm BioEdit® zum
Einsatz, eine Software zur Sequenzanalyse. Bioedit ist eine Freeware und kann von der
Webseite Tom Hall’s Department der North Carolina University heruntergeladen
werden: URL:http:/www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/ '®.

Mit Hilfe eines im Internet frei zuganglichen Programms (epitope2.immuneepitope.org/
analyse/html/mhc_binding.html) kdnnen jene Aminosauresequenzbereiche ermittelt
werden, die gewisse Motive und ein bestimmtes Bindungsverhalten aufweisen und
somit theoretisch als CTL-Epitop in Frage kommen. In die Suchmaske lasst sich die
individuelle HIV-Genomsequenz jedes Klones einfligen und in Hinblich auf potentielle
HLA-assoziierte Epitope analysieren. Dabei bestimmt das Programm auch die
Bindungsaffinitat jedes errechneten Epitops. Mittels eines am Computer erstellten

Makros konnten diese Daten graphisch dargestellt werden (s.u.). Die verschiedenen
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Grautdne spiegeln die Bindungsstarke dieses Epitops an das MHC-Molekll wider
(dunkel = starke Bindung, hell = schwachere Bindung). Ebenso wird in der Graphik
mittels vertikaler Balken die Haufigkeit der Variationen in den jeweiligen Bereichen
visualisiert. Somit kann quantitativ dargestellt werden, welche AS-Positionen stérker

konserviert sind als andere.

2.2.4 Statistische Auswertung

Um die erhobenen Daten objektiv und eindeutig beurteilen zu kénnen, wurde eine
statistische Auswertung durchgefiihrt. Als Grundlage dienten die computergestitzt
errechneten Epitoppositionen (siehe 2.2.3.8). Ziel war es, eine eventuell erhdhte
Variabilitdt von Aminosauren innerhalb eines Epitops flr jede Patientenprobe und die
unterschiedlichen HLA-Typen rechnerisch zu ermitteln.

Hierzu erfolgte nachstehende Analyse (siehe Tab.9): Zunachst wurde die Anzahl der
Aminoséauren (#AA) eines jeden Proteins bzw. Proteinanteils (Vif, Vpr, Vpu, Tat Exon 1,
Rev Exon 1) in den einzelnen Patientenproben bestimmt. Fir jede dieser 95 Sequenzen
erfolgte die Auszahlung variabler Positionen (#Var) der Patientenklone untereinander.
Fir die einzelnen MHC-Haplotypen wurde die Anzahl der AS, die innerhalb der
HLA-restringierten Epitope lagen (#CTL), sowie die Zahl der AS, die sowohl variabel
waren als auch innerhalb dieser CTL-Epitope lagen (#VarCTL), rechnerisch ermittelt.

Die Anzahl variabler Aminosauren, die aufgrund zufalliger Verteilung innerhalb eines
CTL-Epitops zu erwarten waren (#Exp), wurde folgendermaBen errechnet:

#CTL,

#Exp= #Var
#AA
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Das Ergebnis konnte nun mit der tatsachlichen Anzahl von variablen Aminosauren
innerhalb der zu erwartenden CTL-Epitope verglichen werden. Korrigiert in Bezug auf
die Proteingr6Be ergab sich ein Verhaltnis von erwarteter zu tatsachlicher CTL-
Variabilitat wie folgt:

#VarCTL—# Exp
#AA

CTLVarRat =

Werte flir CTLVarRat > 0 weisen auf eine hohere Variabilitdt innerhalb der vorher-

gesagten CTL-Epitope hin, als es bei zufélliger Verteilung zu erwarten wére.

Tab. 9: Beispiel der Datensammlung zur statistischen Auswertung. Vpu, HLA-A*0201. # = Anzahl, AA =
Aminosdure, Var = Variabilitét, Exp = Expected (dt.: erwartet), Ratio (dt.: Verhaltnis).

Gen Patient #AA #CTL #Var #VarCTL #Exp CTL/Var-Ratio
Vpu Pati12-1 81 51 13 12 8 0,05
Vpu Pat14-1 81 39 10 8 5 0,04
Vpu Pat2920 80 45 1 0 1 -0,01
Vpu Pat244 81 53 5 4 3 0,01
Vpu Pat175 83 46 5 3 3 0,00
Vpu Pat334 82 42 4 1 2 -0,01
Vpu Pat030 82 58 3 3 2 0,01
Vpu Pat239 81 51 8 4 5 -0,01

In einem letzten Schritt wurden die CTLVarRat-Werte in Abhangigkeit vom Vorliegen
des entsprechenden MHC-Haplotyps des Patienten analysiert. In Variation der Gruppen
(siehe unten) wurden die Daten anschlieBend mittels t-Test gegenlbergestellt, um zu
ermitteln, ob eine statistisch signifikante Haufung von Variabilitat innerhalb von vorher-
gesagten CTL-Epitopen unter Berlcksichtigung des MHC-Haplotyps des Patienten
besteht. Hierbei wurde ein Signifikanzniveau von a = 5% festgelegt. Die Nullhypothese

nahm einen fehlenden Unterschied zwischen den unverbundenen Gruppen an.

Es wurden insgesamt flinf unterschiedliche, unabhangige Gruppen im t-Test gegenlber
gestellt. Die Gruppenpaare waren wie folgt:

1. ny = CTLVarRat aller Proteine der einzelnen MHC-positiven Patientenproben;
n, = CTLVarRat aller Proteine der einzelnen MHC-negativen Patientenproben.
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2. ny=CTLVarRat aller Proteine der einzelnen MHC-positiven, akut sero-
konvertierten Patientenproben; n, = CTLVarRat aller Proteine der einzelnen

MHC-negativen, akut serokonvertierten Patientenproben.

3. ny=CTLVarRat aller Proteine der einzelnen MHC-positiven, langzeitinfizierten
Patientenproben; n, = CTLVarRat aller Proteine der einzelnen MHC-negativen,

langzeitinfizierten Patientenproben.

4. ny=CTLVarRat der eines jeden Proteins der einzelnen MHC-positiven
Patientenproben; n, = CTLVarRat eines jeden Proteins der einzelnen MHC-
negativen Patientenproben.

5. ny=CTLVarRat aller Proteine von allen MHC-positiven Patientenproben;

n, = CTLVarRat aller Proteine von allen MHC-negativen Patientenproben.

AuBerdem erfolgte die Analyse der einzelnen Patientensequenzen unter Berlck-
sichtigung aller individueller HLA-Haplotypen. Hierzu wurden die experimentell nach-

gewiesenen CTL-Epitope herangezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten- und Probeninformationen

Von der gesamten LTNP-Studienkohorte (derzeit 80 Patienten, Stand 2007) wurden
12 Blutproben von 10 verschiedenen Patienten im Detail untersucht. Darlber hinaus
erfolgte die Analyse von sieben Serumproben von akut Serokonvertierten (SK), die von
der Arbeitsgruppe Dr. C. Klcherer, RKI, zur Verfigung gestellt wurden. Die Proben von
Patient HIV 6, der formal aus der LTNP-Kohorte stammt, wurden aufgrund des Sero-

konverter-Status (drei Monate nach Infektion) in der Analyse den SK zugerechnet.

3.2 HLA-A-Typisierung

Bei einem Teil der Patientenkohorte, war die HLA-A-Typisierung bereits von
Dr. J. Richardt, RKI, durchgefiihrt worden. Informationen zum HLA-B-Typ der Patienten
stammen ebenfalls aus diesen Untersuchungen. Davon wurden flnf Patienten mit und
zwei ohne einem HLA-A2-Allel ausgewahlt. Weitere Patienten aus der Studienkohorte
sowie alle verwendeten Patientenproben der Serokonverterstudie wurden in Bezug auf
den HLA-A-Typ untersucht. Die Analyse ergab eine Positivitat fir das HLA-A2-Allel in
sechs (zwei LTNP plus vier SK) von zehn Patienten. Dies Ubersteigt die angegebene
A2-Allelprasenz in Europa, die mit 30% angegeben wird '®’, was bei der geringen
Fallzahl aber allein mit der nattrlichen Verteilung erklart werden kann.

M P1P2P3

1000 bp

300 bp

100 bp

1000 bp Abb. 11: HLA-Typisierung des Pat. 2920.

Spezifische Banden bei 130 bp bzw. 300 bp in
Gelspur P2 und P3. Alle weiteren Positionen
zeigen die Kontrollbande bei etwa 1000 bp.
Dies ergibt den HLA-A-Typ A2, A3.

M = Marker/100bp DNA-Leiter; P1-P24 = HLA-
Typ-spezifische Primer; C = Control (Negativ-
kontrolle).
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Wie unter 2.4. beschrieben kam zur HLA-A-Typisierung der Patienten das Biotest
HLA-A SSP Kit zum Einsatz. Als Beispiel einer solchen PCR-gesteuerten Typisierung
sei hier das Agarosegel von Pat. 2920 dargestellt (Abb. 11). Pat. 2920 tragt den
HLA-A-Typ A2, A3.

Die Studie konzentrierte sich auf 11 HLA-A2-positive (A2") und sechs HLA-A2-negative
(A2’) Patienten (Tab. 9):

Tab. 10: a) HLA-Typen der LTNP-Kohorte b) HLA-Typen der SK-Kohorte. n.k. = not known (dt.: unbekannt).
a)

Patient Anzahl der Klone HLA-Haplotyp

HIV 3-2 9 A2 A32 B7 B40
HIV 5-2 13 A2 A25 B18 -
HIV 6-0 10 A2 A29 B40 B44
HIV_ 6-1 10 A2 A29 B40 B44
HIV_ 7-1 10 A2 A24 n.k. n.k.
HIV 12-1 8 A2 Al n.k. n.k.
HIV 20-0 12 A2 A3 B15 B44
HIV 36-1 13 A2 A33 B39 B51
HIV 36-2 8 A2 A33 B39 B51
HIV_ 9-1 8 A3 Al B44 -
HIV 14-1 10 A68 - n.k. n.k.
HIV 32-1 12 A24 A32 B14 B35
b)

Patient Anzahl der Klone HLA-Haploty;

Pat. 030 8 A2 -

Pat. 239 8 A2 A3

Pat. 244 7 A2 A1/ A36

Pat. 2920 8 A2 A3

Pat. 175 8 Al A24

Pat. 232 8 A24 A26

Pat. 334 11 A24 A29

3.3 Sequenzanalyse

Fir die Sequenzanalyse des HIV-Genomabschnitts vpr-vpu, bp 5041-6310 (HXB2)
wurde zunéchst die RT-PCR mit der aus dem Plasma isolierten HIV-RNA durchgefiihrt.
Trotz teilweise wiederholter Versuche konnte in einigen Féllen eine Amplifikation nicht
gelingen. Zahlreiche Griinde dafir sind denkbar: Neben Gerate- und Materialfehlern
kann es zu einer Verunreinigung mit RNasen gekommen sein. Auch ist es mdglich,
dass die Viruslast im Plasma zu niedrig war. Auf Letzteres weist hin, dass die RT-PCR
in den Proben der SK mit bekanntlich hoher Viruslast ausgesprochen zuverlassig
gelang. Auch die Klonierung des etwa 1500 bp langen Transkriptes erwies sich gele-
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gentlich als schwierig, und mehrere Versuche waren nétig, um die gewlnschte Zahl von
etwa zehn Klonen pro Patientenprobe zu erhalten. Trotz Verwendung des Topo TA
Cloning® Kits, das fiir groBe zu transformierende Transkripte vorgesehen ist, kénnten
die Schwierigkeiten auf die Lange des Genomabschnittes zurlickzuflihren sein.

Tabelle 10 zeigt eine Ubersicht iiber die Anzahl der RT-PCR-Ansétze im Verhéltnis zu
den erfolgreichen Amplifikationen sowie dem von positiv befundeten Bakterienkolonien
zu allen untersuchten Kolonien und die letztendliche Anzahl vollstandig sequenzierter
HIV-Klone fir jede Patientenprobe (Tab. 10).

Tab. 11: Uberblick tiber die Anzahl durchgefiihrter Versuche und positiver Ergebnisse.

Patient Verhiltnis von erfolg-reichen Verhéltnis von positiv Vollstandig sequenzierte
Amplifikationen zu RT-PCR  gescreenten zu gescreenten HIV-Klone
Ansétzen Bakterienkolonien
HIV 3-2 1/7 15/15 09
HIV 5-2 2/4 23 /50 13
HIV 6-0 1/1 11/40 10
HIV 6-1 1/5 18/95 10
HIV 7-1 1/3 14 /40 10
HIV 9-1 4/6 08/08 08
HIV 12-1 1/2 15/15 08
HIV 14-1 1/1 16/25 10
HIV 20-0 1/2 15/25 12
HIV 32-1 1/1 19/30 12
HIV 36-1 1/2 15/35 13
HIV 36-2 1/5 10/15 08
Pat. 030 1/1 34/70 08
Pat. 175 3/3 13/35 08
Pat. 232 2/3 12/60 08
Pat. 239 1/2 14 /15 08
Pat. 244 1/1 08/67 07
Pat. 334 1/1 17 /25 11
Pat. 2920 1/3 15/30 08

Eine TOPO-Klonierung war aus folgendem Grund notwenig: Erfolgt nach durchgefthrter
Amplifikation direkt im Anschluss die Sequenzierung, so zeigt sich in der Einzelanalyse
an einigen Positionen der DNA eine Doppelreprasentanz von Nukleotiden, die auf das
Vorliegen nebeneinander existierender Subpopulationen (Quasispezies) von HI-Viren
hinweist. Als Beispiel ist hier ein Ausschnitt aus der HIV-Nukleotidsequenz bei
Patient 12 aufgefthrt (Abb. 12). Zu achten ist auf Nukleotidposition 148, 155, 156 mit

einer Doppelreprasentanz von G und A.
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140 150 160
c A T & T G T AT T C T © & 4& G G A A A G C

Abb. 12: Nukleotidsequenz von HIV 12-1, vif, bp 82-104. Hier erfolgte die Sequenzierung direkt nach der RT-
PCR mit Plasma-RNA. Zu achten ist auf die Doppelreprasentanz von G und A an Position 148, 155 und 156.

Um die individuellen Sequenzen der vorhandenen Virengruppen zu analysieren, musste

eine TOPO-Klonierung durchgefiihrt werden, die die Doppelreprasentanzen aufldst
(Abb. 13).

140 150 140 150
CATATOGTATGTCTCAAGAAAAGC CATATGTATATCTCAAGG AAAGC

150 140 150
CATATGTATATCTCAAAGALA GO CATATGTATGTCTCAAGAAAA GO

Abb. 13: Nukleotidsequenzen von HIV 12-1, vif, bp 82-104. Sequenzierung erfolgte nach TOPO-
Klonierung. Die Sequenzen zeigen entweder A oder G in den in Abb. 12 sichtbaren Positionen mit Doppel-
reprasentanzen und stehen fiir jeweils eine Quasispezies des HIV-1 in Patient HIV 12.

3.3.1 Vif

Das HIV-1-Gen vif konnte bei 180 Klonen von 19 unterschiedlichen Patientenproben

(17 Pat.) vollstandig und bei drei Klonen (zwei Pat.) unvollstdndig sequenziert werden.

Die derzeit auf dem Protein Vif beschriebenen CTL-Epitope fur die einzelnen HLA-
Haplotypen sind in Abbildung 14 markiert (Abb. 14). Sie stellt eine Zusammenfassung
aller experimentell nachgewiesener und verdffentlichter CTL-Epitope dar.
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Abbildung 15 zeigt einen Ausschnitt aus der Aminosaurefolge (AS 98-180) des Vif-
Proteins (Abb. 15). Die CTL-Epitope der relevanten HLA-Typen sind farbig markiert. Die
komplette Darstellung befindet sich im Anhang (Abb. 39).

Die Vif-Proteine der 180 Virusisolate, die aus je etwa 193 AS bestehen, weisen eine
ausgesprochene Variabilitat auf. Die CTL-Epitope der verschiedenen HLA-Typen liegen
in Clustern relativ eng nebeneinander. Wenn man diese Abschnitte genauer betrachtet,
fallt eine gréBere Diversitat in eben diesen Bereichen auf, die jedoch nicht streng auf
die Epitope begrenzt ist. Dies kdénnte darauf hinweisen, dass nicht nur die beschrie-
benen Epitope bei der Erkennung durch die CTL eine Rolle spielen, sondern auch die

direkt angrenzenden Strukturen 2" 122,

Die Diversitat der HIV-Klone von Patient HIV 32-1 zeigt Abbildung 16 (Abb. 16). Die im
oberen Bildabschnitt dargestellten vertikalen Balken spiegeln die Variabilitdt an der
jeweiligen Position der Proteinsequenz wider. Die darunter angeordneten horizontalen
Balken stellen die computertechnisch errechneten CTL-Epitope dar (in diesem Fall
HLA-A*2403), wobei anhand der Grautdne die Bindungsstarke an das MHC-Molekil
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kenntlich gemacht ist. Auffallend ist die ausgesprochene Variabilitdt im Bereich des
zweiten Epitop-Clusters (AS 29-51) sowie im Anfangsbereich des Proteins (AS 7), wo
ebenfalls ein Epitop liegt.

Auffallig ist auBerdem: In Position 125 des Vif-Proteins findet sich in fast allen
Sequenzen ein | statt dem L in der HXB2-Sequenz. Nur die Probe von Pat. 344 weist in
allen Klonen die mit der Konsensussequenz Ubereinstimmende AS auf. Wahrend sich
der GroBteil der Klone aus der Kohorte der LTNP mit geringen Variationen einheitlich
zeigt, fallen bei Patient HIV 9-1 und HIV 12-1 viele Quasispezies und einzelne Amino-
saureveranderungen auf. In der SK-Gruppe treten insgesamt eine gréBere Differenz zur
HXB2-Sequenz sowie eine breitere Variabilitdt hervor als in der LTNP-Kohorte. Es
stehen durchschnittlich 23 AS-Austausche bei den SK, 17 bei den LTNP gegeniiber.
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Abb. 15: Ausschnitt aus den Aminosauresequenzen von HIV 3-2, 5-2, 20-0, Vif, AS 98-180. HLA-Typ-spezifische CTL-Epitope sind schwarz umrahmt und farbig unterlegt.

In der HXB2-Sequenz sind sie entsprechend bezeichnet.
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Abb. 16: Ausschnitt aus der Aminosaurefolge des Vif-Proteins der HIV-Klone des Patienten HIV 32-1. Im oberen Bildabschnitt ist mit vertikalen Balken die Variabilitat
der AS an entsprechender Position in Prozent angegeben. Die horizontalen Balken zeigen errechnete, HLA A*2403-restringierte CTL-Epitope. Dunkle Grauténe
reprasentieren stark an MHC-Molekile bindende Epitope, helle Grauténe schwach bindende. K=Klon.
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3.3.2 Vpr

Das Gen vpr konnte bei 183 Klonen von 19 unterschiedlichen Patientenproben (17 Pat.)

vollstdndig und bei einem Klon unvollstandig sequenziert werden.

Die derzeit auf dem Protein Vpr beschriebenen CTL-Epitope fir die einzelnen HLA-
Haplotypen sind in folgender Grafik (Abb. 17) markiert. Sie stellt eine Zusammen-
fassung aller experimentell nachgewiesener und ver6ffentlichter CTL-Epitope dar.

Von diesen auf dem HXB2-
Genom beschriebenen Epi-

B
BO7

B*ELOL, B*4201 ) B*DT02

Brsiol topen gibt es in den hier

B*0702

a2 untersuchten Patienten

buoman

[B+27

pEs ' multiple genetische Unter-

B*E70L

P schiede, von denen einige

B*4002 BS|L

human Bl |

MEQAPEDQGPQRE PHNEWTII_ELLEELKﬂlEﬁ\VRH FPRILNLIGLGQHIYETT mit einem Aminosaure-
10 20 30

40 S0

A2 supertype austausch verbunden sind.

A*D201

AZ kupertype

e Hier sei als Beispiel

AD2

Taman bp 5649-5708 (HXB2) bei
[aesdh | Pat. 030 dargestellt

GlDITWAGVEA]IZIRII LQQLLF}HFRIGCRHSFI{IGVTRQRRAFI{NGASRS
(Abb. 18), ein Abschnitt, der

Abb. 17: Vpr, CTL-Epitop-Map (dt.: Karte). Die bisher nach- ein CTL-Epitop fir HLA-A2
gewiesenen Epitope werden hier in der Position auf HXB2
angegeben (Stand 2005). enthalt. An Position 37

stimmt Pat. 030 als einzige

der untersuchten Proben mit HXB2 (berein. Das Serin an Position 1 des Epitops
(Position 41) ist eine Variante, die in HLA-A2-Positiven auffallend haufiger vertreten ist,
als in HLA-A2-Negativen. In Ersteren liegt sie bei 35,4 % vor, wahrend sie bei Letzteren
nur in 17,5 % der Falle vertreten ist.
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Abb. 18: Ausschnitt aus der Nukleotid- und Aminoséduresequenz von Pat. 030, vpr/Vpr,
bp 5649-5708 (HXB2). Mit Rot sind jene Nukleotidveranderungen gekennzeichnet, die zu einem AS-
Austausch fuhren (ebenfalls Rot). Die Farbe Grln zeigt stumme Mutationen. Schwarz umrahmt ist das
HLA-A2-CTL-Epitop. K = Klon (z.B.: K520 = Klon 520).

Die folgende Tabelle zeigt einen Ausschnitt aus der Aminosaurefolge des Vpr-Proteins
(Abb. 19). Die CTL-Epitope der entsprechenden HLA-Typen sind farbig markiert. Die
komplette Darstellung befindet sich im Anhang (Abb. 40). Zu bemerken ist eine

besondere Verteilung der Mutationen im HLA-A2-Epitop IV: Eine vollstandige Uberein-
stimmung der Epitopsequenz mit HXB2 findet sich bei Berlicksichtigung aller HLA-A2-
Positiver (LTNP und SK) in 47 % der Klone (Zweitproben nicht eingeschlossen, d.h. HIV

6-1 und HIV 36-2). Unter HLA-A2-Negativen ist sie mit 88 % vertreten. Trennt man nun

die Kohorten der SK und LTNP ergibt sich Folgendes: Die HXB2-Sequenz in HLA-A2*

LTNP macht nur 22 % aus, in HLA-A2" LTNP dagegen 87 %.
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Abb. 19: Ausschnitt aus den Aminosauresequenzen von HIV 3-2, 5-2, 6-0, Vpr, AS 1-72. HLA-Typ-spezifische CTL-Epitope
unterlegt. In der HXB2-Sequenz sind sie entsprechend bezeichnet.
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umrahmt und farbig
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Bei den SK zeigt sich diese eindeutige Verteilung nicht: Eine vollstidndige Uberein-
stimmung mit der Konsensussequenz bei den HLA-A2-Positiven liegt in 80,4 % der
Klone vor, bei den HLA-A2-Negativen in 88,9 %. Diese Daten, die eine erhdhte Varia-
bilitat des HLA-A2-CTL-Epitops in den Isolaten von A2" Patienten gegenliber den A2
nachweisen, kénnten auf die Existenz spezifischer CTL hindeuten, die diese Varianten
provoziert haben. Eine Untersuchung auf zellularer Ebene ware hier sehr interessant.

Im gesamten vpr-Gen stimmt die HXB2-Nukleotidsequenz an vielen Stellen nicht mit
den HIV-Isolaten Uberein. An bp 5772 vollzieht sich in der Kontrollsequenz durch Inser-
tion von T ein Frameshift, der zu einer Verschiebung der Nukleotid-Triplets und im wei-
teren Verlauf zum vorzeitigen Auftreten eines Stop-Codons flihrt. Das vorzeitige Ende
(engl.: premature end) von HXB2-Vpr nach dem Basentriplet TAG an bp 5793-5795
bildet somit ein Protein von 78 AS. Das ,eigentliche* Ende des Proteins liegt bei den
meisten HIV-Spezies bei bp 5850 bzw. AS 96. Ein vorzeitiges Ende von Vpr, wie es
HXB2 aufweist, ist in vivo unwahrscheinlich. Vermutlich konnte es nur in Zellkultur
entstehen, unter deren Bedingungen das akzessorische Protein entbehrlich ist. Die

Insertion wurde hier zum besseren Vergleich korrigiert.

Die absolute Lange von Vpr ist leicht variabel. So zeigt Pat. 175 eine Verkirzung von
96 auf 94 AS. Insgesamt féllt eine starke Einheitlichkeit der Klone innerhalb der
Patienten auf. Es prasentieren sich nur wenige Quasispezies. Position 15 ist im
Vergleich zu HXB2, das dort ein H aufweist, bei allen untersuchten Viren durchgehend
mit Y besetzt. Innerhalb der ersten zwei HLA-A2-Epitope (AS 34-49) sind Position 37,
41 und 45 haufig verandert, die Ubrigen Bereiche der Epitope zeigen — abgesehen von
HIV 6-0 an Position 40 und Pat. 334 an Position 36 — nur punktuelle Aminosaure-

varianten.

Hinzuweisen ist auf die AS an Position 60. HXB2 tragt hier ein |, einige Patientenviren
(HIV 14-1, HIV 20-0, HIV 3-2) weisen hier aber ein L auf. Eine kirzlich veréffentlichte

Studie von Altfeld et al. zeigte, dass nur flr die Epitop-Variation mit L spezifische

183(

CD8" T-Lymphozyten gebildet werden siehe Diskussion).

Von zehn LTNP-HIV-Isolaten in dieser Studie zeigen nur drei (HIV 7-1, HIV 9-1, HIV 12-

1) ein Arginin an Position 77 in Vpr. Arginin an dieser Position scheint entscheidend fr

168 (

die Fahigkeit des Proteins zur Apoptoseinduktion zu sein siehe Diskussion). AuBer-

dem weisen die 184 Klone dieser Studie ausnahmslos Leucin an Position 64 auf. Eine
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169

Mutation von L64 soll die pro-apoptotische Aktivitdt von Vpr verstérken (siehe

Diskussion).

3.3.3 Vpu

Das Gen vpu konnte bei 182 Klonen von 17 unterschiedlichen Patienten vollsténdig und

bei einem Klon unvollstandig sequenziert werden.

Die derzeit auf dem Protein Vpu beschriebenen CTL-Epitope fir die einzelnen HLA-
Haplotypen sind in folgender Grafik markiert (Abb. 20). Sie stellt eine Zusammen-
fassung aller experimentell nachgewiesener und ver6ffentlichter CTL-Epitope dar —
bisher noch nicht so zahlreich wie bei den anderen Proteinen.

A2

BT
BO7 3 A*3303
TQPIPIVAIVALVVAIIIAT WSIVIIEYRKILRQRkIQRLIDRLIER%
20 30

10 40 S0

Abb. 20: Vpr, CTL-Epitop-Map (dt.:

Karte). Die bisher nachgewiesenen
EDSGNESEGiISALVEMGViMGHHAPWWiDL Epitope werden hier in der Position auf

HXB2 angegeben (Stand 2005).

Hier sei als Beispiel bp 6095-6151 bei Pat. 20-0 dargestellt, ein Abschnitt, der ein CTL-
Epitop fir HLA-A2 enthalt (Abb. 21). An Position 16-18 innerhalb des CTL-Epitops weist
HIV 20-0 im Vergleich zu HXB2 drei AS-Unterschiede in Folge auf.
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40 50 60 70 80 90
HXB2vpu TTAGTAG TAGCAATAAT AATAGCAATA GTTGTGTGGT CCATAGTAAT CATAGAATAT
20-0K102vpu TTTGTAG TAGCAGCAGT ATTAGCTATA GTGGTGTIGGT CAATAGTATT CATAGAATAT
20-0K105vpu TTTGTAG TAGCAGCAGT ATTAGCAATA GTGGTGTIGGT CAATAGTATT CATAGAATAT
20-0K108vpu TTTGTAG TAGCAGCAGT ATTAGCAATA GTGGTGIGGT CAATAGTATT CGTAGAATAT
20-0K322vpu TTTGTAG TAGCAGCAGT ATTAGCAATA GTGGTGIGGT CAATAGTATT CATAGAATAT
20-0K323vpu TTTGTAG TAGCAGCAGT ATTAGCAATA GTGGTGTIGGT CAATAGTATT CATAGAATAT
20-0K324vpu TTTGTAG TAGCAGCAGT ATTAGCTATA GTGGTGIGGT CAATAGTATT CATAGAATAT
20-0K325vpu TTTGTAG TAGCAGCAGT ATTAGCAATA GTGGTGTIGGT CAATAGTATT CATAGAATAT
20-0K326vpu TTTGTAG TAGCAGCAGT ATTAGCAATA GTGGTGIGGT CAATAGTATT CATAGAATAT
20-0K327vpu TTTGTAG TAGCAGCAGT ATTAGCAATA GTGGTGTIGGT CAATAGTATT CATAGAATAT
20-0K328vpu TTTGTAG TAGCAGCAGT ATTAGCAATA GTGGTGAGGT CAATAGTATT CATAGAATAT
20-0K329vpu TTTGTAG TAGCAGCAGT ATTAGCAATA GTGGTGIGGT CAATAGTATT CATAGAATAT
20-0K330vpu TTTGTAG TAGCAGCAGT ATTAGCAATA GTGGTGIGGT CAATAGTATT CATAGAATAT
| | | |
20 30
HXB2vpu LV V A I I I A I ViV W S I v I I E Y
20-0K102vpu F| V V A AV L A I viv W S I VvV F I E Y
20-0K105vpu F| V V A AV L A I viv W S I VvV F I E Y
20-0K108vpu F| V V A AV L A I viv W S I VvV F vV E Y
20-0K322vpu F| V V A AV L A I viv W S I VvV F I E Y
20-0K323vpu F| V V A AV L A I viv W S I VvV F I E Y
20-0K324vpu F| V V A AV L A I viv W S I VvV F I E Y
20-0K325vpu F| V V A AV L A I viv W S I VvV F I E Y
20-0K326vpu F| V V A AV L A I viv W S I VvV F I E Y
20-0K327vpu F| V V A AV L A I viv W S I VvV F I E Y
20-0K328vpu F| V V A AV L A I V] vV R S I vV F I E Y
20-0K329%vpu F| V V A AV L A I viv W S I VvV F I E Y
20-0K330vpu F| V V A AV L A I viv W S I VvV F I E Y

Abb. 21: Ausschnitt aus der Nukleotid- und Aminosauresequenz von HIV 20-0, vpu/Vpu,
bp 6095-6151 (HXB2). Mit Rot sind jene Nukleotidveranderungen gekennzeichnet, die zu einem
AS-Austausch fihren (ebenfalls Rot). Die Farbe Grin zeigt stumme Mutationen. Schwarz umrahmt
ist das HLA-A2-CTL-Epitop. K = Klon (z.B.: K102 = Klon 102).

Abbildung 22 zeigt einen Ausschnitt aus der Aminosaurefolge des Vpu-Proteins. Die
CTL-Epitope der entsprechenden HLA-Typen sind farbig markiert. Die komplette Dar-
stellung befindet sich im Anhang (Abb. 41).

Die Kohorte weist in der Vpu-Sequenz der HIV-Isolate starke Langenunterschiede auf.
Das Protein ist in den untersuchten Proben zwischen 78 und 85 AS lang, wahrend das
von HXB2 mit einer Ldnge von 82 AS angegeben wird. Deletionen zeigen sich dabei
nur im hinteren Bereich des Proteins — der Region, in der bisher keine Epitope bekannt
sind. Sie treten, abgesehen von Pat. 030 und Pat. 334, in allen Proben auf und umfas-
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sen 1-4 AS. Eine Ausnahme bildet HIV 7-1, hier zeigt das Vpu-Protein zusatzlich zu
einer 1 AS-Deletion am Ende des Proteins eine Insertion von 3 AS im Anfangsbereich.

vVPU

| a2 A33 |

HXB2vpu T ~~~QPIPIVAIVALVVAIIIAIVVWSIVIIEYREKTILROQREK
I B7 I

3-2K143vpu M~ ~~QPILVIIAIVAL|VIVVAIIAIV|]VWSIVIIEYREKILROQRR
3-2K144vpu M~ ~~QPILVIIAIVAL|VIVVAIIAIV|[VWSIVIIEYREKILROQORR
3-2K145vpu M~ ~~QPILVIIAIVAL|VIVVAIIAIV|[VWSIVIIEYREKILRORR
3-2K148vpu M~ ~~QPILVIIAIVAL|VIVVAIIAIV|]VWSIVLIEYREKTILROQRK
3-2K149vpu M~ ~~QPILVIIAIVAL|VIVVAIIAIV|[VWSIVIIEYREKILROQRR
3-2K151vpu M~ ~~QP|ILVIIAIVAL|VIVVAIIAIV|]VWSIVIIEYREKILROQRR
3-2K152vpu M~ ~~QPILVIIAIVAL|VIVVAIIAIV|[VWSIVIIEYREKILROQRR
3-2K153vpu M~ ~~QPILVIIAIVAL|VIVVAIIAIV|[VWSIVIIEYREKILROQORR
3-2K140vpu M~ ~~QPILVIIAIVAL|VIVVAIIAIV|]VWSIVIIEYREKILROQRR
3-2K1l46vpu M~ ~~QP|ILVIIAIVAL|VIVVAIIAIV|[VWSIVIIEYREKILROQRR
5-2K185vpu M~ ~~QPLVIAAIVALIVIVTILAIAVWSIVLIEYREKILROQREK
5-2K186vpu M~ ~~QPLVIAAIVALIVIVTILAIAVWSIVLIEYREKTILROQRK
5-2K190vpu M~ ~~QPLVIAAIVALIVIVTILAIAVWSIVLIEYREKTILROQRK
5-2K193vpu M~ ~~QPLVITAIVALIVIVTILAIAVWSIVLIEYREKILROQREK
5-1K312vpu M~ ~~QPLVIAAIVALIVVVTILAIAVWSIVLIEYREKILROQREK
5-2K313vpu M~ ~~QPLVIAAIVALIVIVTILAIAVWSIVLIEYREKILROQREK
5-2K314vpu M~ ~~QPLVVAAIVALIVIVTLLAIV|[VWSIVLIEYREKTILROQRK
5-2K316vpu M~ ~~QPLVIAAIVALIVVGTIIAIV|]VWSIVLIEYREKTILROQRK
5-2K317vpu M~ ~~QPLVIAAIVALIVVVTIIAIV|[VWSIVLIEYREKILROQRK
5-2K318vpu M~ ~~QPLVITAIVALIVIVTILAIAVWSIVLIEYREKILROQRK
5-2K319vpu M~ ~~QPLVVAAIVALIVIVTLLAIV|[VWSIVLIEYREKIIROQRK
5-2K320vpu M~ ~~QPLVIAAIVALIVVGTIIAIV|[VWSIVLIEYREKTILROQRK
5-1K321lvpu M~~~QPLVVAAIVALIVIVTLLAIV|[VWSIVLIEYRKILROQRE
7-1K194vpu MQPLQPLQIAAIVGLVVAAIVAIV|[VWSIVFIEYREKILROQRK
7-1K196vpu MQPLQPLQIAAIVGLIVVAAIVAIV|[VWSIVFIEYREKILROQRK
7-1K201lvpu MQPLQPLQIAAIVGLIVVAAIVAIV|IAWSIVFIEYREKILROQREK
7-1K203vpu MQPLQPLQIAAIVGLIVVAAIVAIV|[VWSIVFIEYREKILROQREK
7-1K205vpu MQPLQPLQIAAIVGLVVAAIVAIV|[VWSIVFIEYREKILROQRK
7-1K210vpu MQPLQPLQIAAIVGLIVVAAIVAIV|[VWSIVFIEYREKILROQRK
7-1K212vpu MQSLQPLQIAAIVRLIVAAAILAIV|[VWSIVFIEYXKKILROQRR
7-1K213vpu MQOQSLQPLQIAAIVGLIVVAAIVAIV|IV*SIVFIEYREKILROQREK
7-1K21lvpu MQ~~~PLQIAAIIGLIVVAAIVAIV|[VWSIVFIEYRKILROQRK
36-1K112vptM~~~PSLQILAIVALIVVAAILATIV|IVWSIVLTI|IEYRKTILTRDOQRIK
36-1K279vptM ~~~LSLQILAIVALIVVAAILAIV|IVWSIVITIIEYRKTILTRDOQQ|IK
36-1K282vptM ~~~LSLQILAIVALIVVAAILAIV|[VWSIVLIIEYRKTILTROQQIK
36-1K284vptM ~~~LSLQILAIVALIVVAAILAIV|[VWSIVLIIEYRKTILTROQDQIK
36-1K285vptM ~~~LSLQILAIVALIVVAAILAIV|[VWSIVLIIEYRKTILTROQDQIK
36-1K287vptM ~~~LSLQILAIIALIVVAAILATIV|VWSIVFTI|IEYRKTILTRDOQQ|IK
36-1K288vptM~~~LSLQILAIVALIVVAAILAIV|IVWSIVLTIIEYRETILRDOQQ|IK
36-1K289vptM ~~~LSLQILAIVALIVVAVILAIV|[VWSIVLIIEYRKTILTROQDQIK
36-1K290vptM ~~~LSLQILAIVALIVVAAILAIV|[VWSIVLIIEYRKTILTROQDQIK
36-1K294vptV ~~~LSLQILAVVALIVVAAILAIA|IVWSIVLI|IEYRKTILROQQIK
244K922vpu M~ ~~QSLIVVSIVALIVVVTLIAIV[VWSIVFIEYRKTILROQRR
244K923vpPu M~ ~~QSLIVVSIVALIVVVTLIAIV|IVWSIVFIEYRKILROQRR
244K925vpu M~ ~~QSLIVVSIVALIVVVTLIAIV|IVWSIVFIEYRKILROQRR
244K929vpu M~ ~~QSLIVVSIVALIVVVTLIAIV|IVWSIVFIEYRKILROQRR
244K932vpu M~ ~~QSLIVVSIVALIVVVTLIAIV[VRSIVFIEYRKILROQRR
244K935vpu M~ ~~QSLIVVSIVALIVVVTLIAIV[VWSIVFIEYRKTILROQRR
244K967vpu M~ ~~QSLIVVSIVALIVVVTLIAIV|IVWSIVFIEYRKILROQRR

Abb. 22: Ausschnitt aus den Aminoséduresequenzen von HIV 3-2, 5-2, 7-1, 36-1, Pat. 244; Vpu, AS 1-
38 (ohne Insertion). HLA-Typ-spezifische CTL-Epitope sind schwarz umrahmt und farbig unterlegt. In der
HXB2-Sequenz sind sie entsprechend bezeichnet.
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In primaren Virusisolaten codiert das vpu-Gen laut Literatur aufgrund der Prasenz von
mutierten Start-Codons oder Deletionen '"° nicht immer fiir ein funktionierendes Protein
— was darauf hindeutet, dass ein viraler Mechanismus existiert, der die Expression von
Vpu reguliert ', In den hier untersuchten 180 Klonen war dies nicht der Fall: Stets war
das Startcodon ATG — codierend fur Methionin — vorhanden. Oben genannte Studien
bieten aber eine mdgliche Erklarung fir das Basentriplet ACG am Beginn von vpu in der
Konsensussequenz HXB2.

Auffallend ist die durchgehende Variation der in HXB2 vorhandenden AS L an Position
49 (L49l) und die der AS | an Position 7 (I7L; HIV 20-0 17S, Pat. 2920 17V). Auch findet
sich an Position 8 nicht wie in HXB2 Prolin — sondern uneinheitlich V, Q, Y, H, T, E oder
I. Die genannten Positionen sind jedoch nicht Teil eines HLA-A2-CTL-Epitops. Vier
Aminoséauren in Folge unterscheiden sich von der Referenzsequenz an Position 63-66.
Hier weisen 14 von 17 Patienten DQEE an Stelle von EISA auf, die Gbrigen Isolate
DLEE (HIV 20-0), DQE~ (HIV 32-1) und DQKQ/DQEQ (Pat. 244).

Abbildung 23 zeigt die Variabilitat im Vpu-Protein des HIV von Pat. 239. Zu beachten ist
die erhbéhte Variabilitdt zum einen innerhalb des ersten Epitop-Clusters, und zum
anderen die in den Epitop-flankierenden Regionen. Es lasst sich nur vermuten, dass in
diesem Fall die an das Epitop angrenzenden Bereiche fir die Epitoperkennung eine

Rolle spielen 2" 122,
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Pat 239 - Vpu - A*0201
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Abb. 23: Ausschnitt aus der Aminoséaurefolge des Vpu-Proteins der HIV-Klone des Patienten 239. Im oberen Bildabschnitt ist mit vertikalen Balken die Variabilitat der
AS an entsprechender Position in Prozent angegeben. Die horizontalen Balken zeigen errechnete, HLA A*0201 -restringierte CTL-Epitope. Dunkle Grauténe
reprasentieren stark an MHC-Molekiile bindende Epitope, helle Grauténe schwach bindende. K = Klon.
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Ein bemerkenswertes Detail ist eine Quasispezies von HIV 36: Ein Alanin (A) an
Position 77 ist regelmaBig mit Asparaginsaure (D) an Position 79 verknUpft (Abb. 24).
Befindet sich an Position 79 aber ein Asparagin (N), was der vorherrschenden Variante
entspricht, ist Position 77 mit D, K oder N besetzt. Diese Kombination von A77 mit D79
scheint zwingend zu sein und bedarf weiterer Abklarung. Allerdings ist es auch mdglich,
dass die Klone A77/D79 von nur einer Variante abstammen und das hier gezeichnete

Bild tduscht.

HXB2vpu

S -
80
GHHAPWDVDD

L*

36-1K112vpu
36-1K279vpu
36-1K282vpu
36-1K284vpu
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36-1K287vpu
36-1K288vpu
36-1K-289vu
36-1K-290vu
36-1K-294vu

GHLAPWDIND
GHLAPWAIDD
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GHLAPWDIND

L*
L*
L*
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L*

Abb. 24: Aminosaureausschnitt aus HIV 36-1, 36-2, Vpu,
AS 71-82. Mit Grlin ist das N der dominantesten Quasispezies an
Position 79 gekennzeichnet. Rot zeigt eine Variante mit aus-
schlieBlich in Kombination auftretenden A und D. K = Klon; A =
Alanin; D = Aspartat; N = Asparagin, * = Stopcodon.

Das auf Vpu beschriebene HLA-A2-Epitop (AS 13-21) zeigt ein unspezifisches Muster.
Auffallend ist allein eine groBe Abweichung von der Konsensussequenz. Meist sind drei
AS des neun AS langen Epitops verandert (Abb. 22), im Fall von HIV 5-2 treten sogar

bis zu finf AS-Austausche auf.

3.3.4 Tat

Das Gen tat Exon 1 konnte bei 184 Klonen von 19 unterschiedlichen Patientenproben

(17 Patienten) vollstdndig sequenziert werden.

Die derzeit auf dem Protein Tat beschriebenen CTL-Epitope fiir die einzelnen HLA-
Haplotypen sind in folgender Grafik markiert (Abb. 25). Sie stellt eine Zusammenfas-
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sung aller experimentell nachgewiesener und veréffentlichter CTL-Epitope dar. Der in
dieser Arbeit untersuchte Genomabschnitt beinhaltet nur die AS 1-71, die dem
Tat Exon 1 entsprechen. Ein HLA-A2-restringiertes Epitop ist in diesem Bereich bisher

nicht beschrieben.

human
ABE. 1
AGE
human
w1203
B35 A*HEOL
human BTrlspnl
hudnan Cw*12 H-2d
B53 A*2902 . mpuse
B*5301 111 HB*1501
human | Ao3 BFLS03 J
ME PVDPRLEPWKHPG SQPIJTACTN CYCKJKCIC FHCQVCFITKALG IS?GRIF
10 20 30 40 50
H-2d Abb. 25: Tat, CTL-
mouse BSS Epitop-Map (dt.: Karte). Die
KRRQRRRAHQNSQTHQASLSKQ PTS(}PRGI“TIPTIG PKEXKKKVERETETDPF bisher nachgewiesenen
& 70 80 90 100 Epitope werden hier in der
D Position auf HXB2 ange-
101 geben (Stand 2005).

Abbildung 26 zeigt einen Ausschnitt aus der Aminosaurefolge des Tat-Proteins
(Abb. 26). Die CTL-Epitope der entsprechenden HLA-Typen sind farbig markiert. Die
komplette Darstellung befindet sich im Anhang (Abb. 42).

Das Exon 1 des Tat-Proteins bietet in den untersuchten HIV-1-Sequenzen ein unein-
heitliches Bild. Dabei féallt auch kein quantitativer Unterschied der AS-Varianten in LTNP
und SK auf: Sie liegt in dem 71 AS langen Abschnitt bei beiden Kohorten im Durch-
schnitt bei 10 AS-Veranderungen in Bezug auf die Referenzsequenz.

Besonders im Endstlck des Exon 1 zeigt sich eine ausgesprochene Variabilitat, die
innerhalb und auch zwischen den Patientenproben stark divergiert. Dies steht der
Vermutung entgegen, dass jener Bereich zum korrekten SpleiBen unentbehrlich und
damit hoch konserviert ist, wie es z.B. bei rev der Fall ist.

Position 42, mit einem Alanin (A) in HXB2, ist in 14 Patienten mit einem Glycin (G) be-
setzt. Position 59 weist in den Primarisolaten mit Ausnahme von Pat. 244 durchgehend
ein P statt einem H in der Referenzsequenz auf. HIV 5-2 zeigt ein auffallend unein-
heitliches Bild mit zahlreichen kodominanten Quasispezies (Position 19, 31, 32, 36, 57).
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Abb. 26: Ausschnitt aus den Aminosduresequenzen von HIV 6-0, 20-0, 36-1, Pat. 334; Tat, AS 1-48. HLA-
Typ-spezifische CTL-Epitope sind schwarz umrahmt und farbig unterlegt. In der HXB2-Sequenz sind sie
entsprechend bezeichnet.
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Die Proben 0 und 1 des Pat. HIV 6, zwischen deren Gewinnung nur etwa ein Monat
liegt, zeigen im Tat-Exon-1-Segment nur geringflgige Veranderungen. Bemerkenswert
ist aber der in 6-1 erstmals auftretende AS-Wandel an Position 24 (K statt N), der mit
einem Anteil von 40% an der Gesamtpopulation eine starke Quasispezies bildet
(Abb. 27).

B I

20 30
HXB2tat GSQPKT ACTNCYCKKC
6-0K352tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K353tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K354tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K355tat GSQPKT ECTNCYCKRC
6-0K356tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K357tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K358tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K359tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K361ltat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K469tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K470tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K468tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K467tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K471tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K027tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-0K030tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-1K259tat GSQPKA ECTNCYCKKC
6-1K478tat GSQPKT ECTNCYCKKC
6-1K479%tat GSQPKT ECTNCYCKKC

6-1K480tat  GSQPKT ECTKCYCKKC Abb. 27: Aminoséureausschnitt aus HIV 6-0 und HIV
6-1K481ltat GSQPKT ECTKCYCKKC 6-1; Tat, AS 25-30. Mit Griin ist das N an Position 24
6-1K483tat GSOPKT ECTKCYCKKC gekennzeichnet, das in HIV 6-0 die einzige Variante

_ ausmacht. Rot zeigt eine Variante mit K, die sich erst in
6-1K48dtat GSQPKT ECTHCYCKKC HIV 6-1 (etwa ein Monat spéter) prasentiert. 6-0K = Klon
6-1K4B5tat  GSQPKT ECTNCYCKKC von HIV 6-0 (z.B.: 6-0K112 = Klon 112); K = Lysin; N =
6-1K486tat GSQPKT ECTKCYCKKC Asparagin_

6-1K487tat GSQPKT ECTNCYCKKC

Patient HIV 6 tragt den HLA-Typ A02, A29. Da Position 24 Teil des HLA-A29-restrin-
gierten CTL-Epitops ist, kdnnte die Verdnderung mdoglicherweise Ausdruck einer
Escape-Variante sein. Betrachtet man die Software-gestiitzte Auswertung ergibt sich
eine Situation, die in Abbildung 28 und 29 dargestellt ist. Die oben beschriebene Muta-
tion von N zu K fuhrt zu einer kaum veranderten Bindungsstarke des Peptids an das
MHC-Molekil. Auch zu beobachten ist das Verschwinden eines in HIV 6-0 bei einigen
Klonen errechneten Epitops (AS 30-38) im weiteren Krankheitsverlauf. Nach einem
Monat (vier Monate post infectionem) weist keines der HIV-Klone das Y an Position 38
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auf, das zur Epitoperkennung nétig ist. Darlber hinaus hat diese AS anscheinend
Einfluss auf das angrenzende Epitop, fir das die Software eine verstarkte Bindung
errechnet, obwohl die eigentliche Epitopsequenz unverandert ist.
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Pat 6-0

- Tat - A*2902
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1 2 3 6 8 9 10 11 1 4 15 1 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70
[6-0K352 [M E P FRLEPWEKHPGSQP KTECTNCY CKKCCVYH VCFT TKGLGT SYGRKK RRRRPPPGNQDYQVTLS
I I T i T T T
[6-0K353 [M E P PRLEPWEKHPGSQP KT ECTNCY CKKCCYHCQVCFT TKGLGI SYGRKKRRAQRRRPPPGNQODY QVSLS
I I T i T T T
[6-0K354 [M E P PRLEPWRKHPGSQP KT ECTNCY CKKCCYRCQVCFT TKGLGI SYGRKKRRAQRRRPPPGNQODY QVSLS
I I T 1 L T T
[6-0Ka69 [M E P PRLEPWRKHPGSQPKTECTNCY CKKCCYHRCQVCFT TKGLGT SYGCRKKRRAQRRRPPPGNQODY QVSLS
I I L i T T T
[6-0Ka70 [M E P FRLEPWEKHPGSQP KTECTNCY CKKCCYHCQVCFT TKGLGT SYGRKKRRORRRPPPGNQODYQVSLS
I I L i T T T
[6-0Ka68 [M E P FRLEPWEKHPGSQP KTECTNCY CKKCCYHCQVGCYT TKGLGTSYGRKKRRORRRPPPGNQDY QVSLS
T
[6-0Ka67 [M E P PRLEPWRKHPGSQP KT ECTNCY CKKCCYHRCQVCFT TKGLGT SYGCRKKRRAQRRRPPPGNQODY QVSLS
I I L i T T T
[6-0Ka71 [M E P FRLEFPWEKHPGSQP KTECTNCGCY CKKCCYHCQVGCYT TKGLGTSYGRKKRRORRRPPPGNQDY QVSLS
T
P PRLEPWRKHPGS QP KTE RKKRRQRRRPPPGNQDYQVSLS

CTNCYCKKCCYHCQVCFI TKGLGI SYG
! | T 1

[[6-0K27 [M E
[ [

Abb. 28: Ausschnitt aus der Aminosdurefolge des Tat-Proteins aller HIV-Klone der Patientenprobe HIV 6-0. Im oberen Bildabschnitt ist mit vertikalen Balken die
Variabilitadt der AS an entsprechender Position in Prozent angegeben. Die horizontalen Balken zeigen errechnete, HLA A*2902-restringierte CTL-Epitope. Dunkle Grautdne
reprasentieren stark an MHC-Molekiile bindende Epitope, helle Grauténe schwach bindende. Zu achten ist auf das in manchen Klonen zu beobachtende Epitop AS 30-38,
das bei Verdnderung an Position 38 nicht mehr als Epitop erkannt wird. Dartiber hinaus hat es anscheinend Einfluss auf das Bindunasverhalten des nachfoloenden Epitops.
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Pat 6-1 - Tat - A*2902
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[61K&ZB]M E P VDP RLEPWKHPGSQPKTECTNCYCKKCCYHCQVCFI TKGLGI SYGRKKRRQRRRPPPGNQDYQVSTLS
[ [ L

[61K&Z9JM E PV DP RLEPWKHPGSQPKTECTNCYCKKCCYHCQVCFI TKGLGI SYGRKKRRQRRRPPPGNQDYQVSTLS
I L

[61K88OJM E PV DP RLEPWKHPGSQPKTECTHKCYCKKCCYHCQVCFI TKGLGI SYGRKKRRQRRRPPPGNQDYQVSTLS
| | ]

[61KlBI]M E PV DP RLEPWKHPGSQPKTECTKCYCKKCCYHCQVCFI TKGLGI SYGRKKRRQRRRPPPGNQDYQVSLS
I | L —

[61K&83 M E PV DP RLEPWKHPGSQPKTECTKCYCKKCCYHCQVCFI TKGLGI PYGRKKRRQRRRPPPGNQDYQVPLS
I L —

[61K484 M E PV D P RLEPWEKHPGSQPKTECTNCYCKKCCYHCQVCFI TKGLGI SYGRKKRRQRRRPPPGNQDYQVSTLS
I I T I

[6-1K485 M E PV D P RLEPWEKHPGSQPKTECTNCYCKKCCYHCQVCFI TKGLGI SYGRKKRRQRRRPPPGNQDYQVSTLS
I I T I

[61K486 [M E P V D P RL EPWHKHPGSQPKTECTHKCYCKKCCYHCQVCFI TKGLGI SYGRKKRRQRRRPPPGNQDYQVSTLS
I | L —

[61K&887[M E P VDPRLEPWKHPGSQPKTECTNCYCKKCCCHCQVCFI TKGLGI SYGRKKRRQRRRPPPGNQDYQVSTLS
[ [

Abb. 29: Ausschnitt aus der Aminoséurefolge des Tat-Proteins aller HIV-Klone der Patientenprobe HIV 6-1. Im oberen Bildabschnitt ist mit vertikalen Balken die
Variabilitdt der AS an entsprechender Position in Prozent angegeben. Die horizontalen Balken zeigen errechnete, HLA A*2902-restringierte CTL-Epitope. Dunkle Grauténe
reprasentieren stark an MHC-Molekile bindende Epitope, helle Grauténe schwach bindende. Zu achten ist auf die veminderte Bindungsstarke des Epitops bei Ersatz des N
an Position 24 durch K. Da diese Variation in der Patientenprobe HIV 6-0 (ein Monat zuvor) nicht auftritt, ist es mdglich, dass es sich hierbei um eine Fluchtmutation handelt.
Das in HIV 6-0 (Abb. 28) teilweise vorhandene zuséatzliche Epitop AS30-38 ist nicht mehr vertreten. K=Klon.
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In den 184 hier untersuchten Klonen fanden sich an den als essentiell fir die Funktion
von Tat identifizierten Positionen C22, C25, C27, C37 ** ' nur zweimalig Ver-
anderungen (siehe Diskussion). Ebenso ist die Tat-PTD an Position 49-57 hochkonser-
viert: Nur drei Patientenproben (Pat 334, HIV 36-1, HIV 12-1), in denen an Position 52
ein W statt R steht, ein Fall (HIV 7-1) mit einem G53R-Austausch, sowie neun isolierte

Punktmutationen treten als Variationen in dieser Region auf (siehe Diskussion).

3.3.5 Rev

Das Gen rev konnte bei 184 Klonen von 19 unterschiedlichen Patientenproben

(17 Patienten) vollstdndig sequenziert werden.

Die derzeit auf dem Protein

B+S8

=

Rev Exon 1 beschriebenen

B*57

=

mrssor]. CTL-Epitope fiir die einzel-

| .
MAGRSGDSDEELIRTVRLIKLLYQSNPPPNPEGTRQARRNRRRRWRERQR nen H LA-Hap|0typen sind

ot in nebenstehender Grafik
markiert (Abb. 30). Sie
v stellt  eine  Zusammen-

huaman

= fassung aller experimentell

Cws

Cw*0501

A*0301

A3

vos nachgewiesener und ver-
human

A o N offentlichter ~ CTL-Epitope

I T 1 [ . . .
QIHSISERISII(_)GNLGRSAE?IZVPLQLPPLE:IZLTLDCNEDCE)TSGTQGVGSJ(I)PO dar. Der in dieser Arbeit

- e untersuchte  Genomanteil
QIBLaEs;;IESGTKE schlieBt nur AS 1-25 des

110

Rev-Proteins ein — das ent-

Abb. 30: Rev, CTL-Epitop-Map (dt.: Karte). Die bisher nach- .
gewiesenen Epitope werden hier in der Position auf HXB2 spricht dem Rev Exon 1. In
angegeben (Stand 2005). ) ) )
diesem Bereich wurde bis-
her kein HLA-A2-Epitop be-

schrieben.

In rev Exon 1 gibt es bei den hier untersuchten Patienten multiple genetische Unter-
schiede im Vergleich zur HXB2-Referenzsequenz. Einige von diesen Mutationen sind
mit einem Aminosaureaustausch verbunden. Hier sei als Beispiel bp 5989-6044 bei
HIV 5-2 dargestellt (Abb. 31). Auffallend ist eine Quasispezies mit einem Anteil von 3/13
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Klonen (23%) — Turkis gekennzeichnet.

20 30 40 50 60 70
HXB2rev GA CAGCGACGAA GAGCTCATCA GAACAGTCAG ACTCATCAAG CTTCTCTATC AAAGC
5-2K185rev  GA CAGCGACGAA GAGCTCCTCA AGACAGTCAG ACTGATCAAG CATCTCTATC AAAGC
5-2K186rev  GA CAGCGACGAA GAGCTCCTCA AGACAGTCAG ACTGATCAAG CATCTCTATC AAAGC
5-2K190rev  GA CAGCGACGAA GAGCTCCTCA AGACAGTCAG ACTGATCAAG CATCTCTATC AAAGC
5-2K193rev  GA CAGCGACGAA GAGCTCCTCA AGACAGTCAG ACTGATCAAG CATCTCTATC AAAGC
5-2K312rev  GA CAGCGACGAA GAGCTCCTCA AGACAGTCAG ACTGATCAAG CATCTCTATC AAAGC
5-2K313rev  GA CAGCGACGAA GAGCTCCTCA AGACAGTCAG ACTGATCAAG CATCTCTATC AAAGC
5-2K3l4rev  GA CAGCGACGCA AAGCTCCTCG AGGCAGCCAG ACTGATCAAG CATCTCTATC AAAGC
5-2K31l6rev  GA CAGCGACGAA GAGCTCCTCA AGACAGTCAG ACTAATCAAG CATCTCTATC AAAG
5-2K317rev  GA CAGCGACGAA GAGCTCCTCA AGACAGTCAG ACTGATCAAG CATCTCTATC AAAGC
5-2K318rev  GA CAGCGACGAA GAGCTCCTCA AGACAGTCAG ACTGATCAAG CATCTCTATC AAAGC
5-2K319rev  GA CAGCGACGCA AAGCTCCTCG AGGCAGTCAG ACTGATCAAG CATCTCTATC AAAGC
5-2K320rev  GA CAGCGACGAA GAGCTCCTCA AGACAGTCAG ACTAATCAAG CATCTCTATC AAAGC
5-2K321lrev  GA CAGCGACGCA AAGCTCCTCG AGGCAGCCAG ACTGATCAAG CATCTCTATC AAAGC
| | | |
10 20
HXB2rev D S b E EL IR TVW R L I K L L Y Q S
5-2K185rev D S D E E L L K T V R L I K H L Y Q s
5-2K186rev D S D E E L L K T V R L I K H L Y Q s
5-2K190rev D S D E E L L K T V R L I K H L Y Q s
5-2K193rev D S D E E L L K T V R L I K H L Y Q s
5-2K312rev D S D E E L L K T V R L I K H L Y Q s
5-2K313rev D S D E E L L K T V R L I K H L Y Q s
5-2K314rev D S D L L E R L I K H L Y Q s
5-2K316rev D S D E E L L K T V R L I K H L Y Q s
5-2K317rev D S D E E L L K T V R L I K H L Y Q s
5-2K318rev D S D E E L L K T V R L I K H L Y Q s
5-2K319rev D S D L L E V R L I K H L Y Q S
5-2K320rev D S D E E L L K T V R L I K H L Y Q s
5-2K32lrev D S D L L E R L I K H L Y Q s
Abb. 31: Ausschnitt aus der Nukleotid- und Aminosduresequenz von HIV 5-2, reviRev,

bp 5989-6044 (HXB2). Mit Rot sind jene Nukleotidveranderungen gekennzeichnet, die zu einem
AS-Austausch fihren (ebenfalls Rot). Die Farbe Grin zeigt stumme Mutationen. Turkis weist auf
eine potente Quasispezies hin (23% aller Klone). K = Klon (z.B.: K952 = Klon 952).

Abb. 32 zeigt einen Ausschnitt aus der Aminosaurefolge des Rev-Proteins (Abb. 32).

Die CTL-Epitope der entsprechenden HLA-Typen sind farbig markiert. Die komplette
Darstellung befindet sich im Anhang (Abb. 43).

An Position 13 findet sich durchgehend eine Aminosaurevariation. Im Vergleich zu
HXB2 ist dort | meist durch L ersetzt. Eine Ausnahme bildet das HIV-Isolat von Pat 244,

dessen AS der der Referenzsequenz gleicht. Auch in Position 21 stimmen die indivi-

duellen HI-Viren selten mit der Konsensussequenz Uberein. Hier treten eine Vielzahl an
unterschiedlichen Aminosauren auf. Statt L finden sich Y, H, C, F, A, S, R oder E. Dies



3 Ergebnisse

66

REV

A3
HXB2rev IMAGRSGDSDEELIRTVRLIKLLYQS
20-0K102rev MAGR SGDSDEDLLEKIVRLVIKALYOQG
20-0K105rev MAGRSGDSDEDLLEKIVRLVKALYQS
20-0K108rev MAGRSGDSDEDLLEKIVRLVKALYQS
20-0K322rev MAGRSGDSDEDLLEKIVRLV|IKALYQG
20-0K323rev MAGRSGDSDEDLLEKIVRLV|IKALYQG
20-0K324rev MAGRSGDSDEDLLEKIVRLVIKALYOQG
20-0K325rev MAGRSGDSDEDLLEKIVRLVIKALYOQG
20-0K326rev MAGRSGDSDEDLLEKIVRLVIKALYOQG
20-0K327rev MAGRSGDSDEDLLEKIVRLVIKALYQS
20-0K328rev MAGRSGDSDEDLLEKIVRLV|IKALYQG
20-0K329rev MAGRSGDSDEDLLEKIVRLV|IKALYQG
20-0K330rev MAGRSGDSDEDLLEKIVRLVKALYQS
030K520rev MAGRSGDSDEDLLKTVRLIKSLYQS
030K567rev MAGRSGDSDEDLLKTVRLIKSLYQS
030K638rev MAGRSGDSDEDLLEKTVRLIKSLYQS
030K641lrev MAGRSGDSNEDLLEKTVRLIKSLYQS
030K668rev MAGRSGDSDEDLLEKTVRLIKSLYQS
030K672rev MAGRSGDSDEDLLEKTVRLIKSLYQS
030K674rev MAGRSGDSDEDLLKTVRLIKSLYQS
030K676rev MAGRSGDSDEDLLKTVRLIKSLYQS
239K1069rev MAGRSGVSDEELLEKTVRLIKFPYQS
239K1070rev MAGRSGDSDEELLKTVRLIIKFLYQS
239K1071lrev MAGRSGDSDEELLRTVRLIIKFLYQS
239K1073rev MAGRSGDSDEELLKTVRLI|IKFLYQS
239K1074rev MAGRSGDSDEELLKTVRLI|IKFLYQS
239K1076rev MAGRSGDSDEELLKTVRLI|IKFLYOQS
239K1079rev MAGRSGDSDEELLKTVRLIIKFLYQS
239K1080rev MAGRSGDSDEELLKTVRLI|IKFLYQG
2920K712rev MAGR SGDSDEELLKVTRLI|IKFLYOQS
2920K713rev MAGRSGDSDEELLKVTRLI|IKFLYQS
2920K715rev MAGRSGDSDEELLKVTRLI|IKLLYQS
2920K716rev MAGRSGDSDEELLKVTRLI|IKFLYQS
2920K728rev MAGRSGDSDEELLKVTRLIIKFLYQS
2920K730rev MAGRSGDSDEELLKVTRLIIKFLYQS
2920K731lrev MAGRSGDSDEELLKVTRLIIKFLYQS

Abb. 32: Ausschnitt aus
den Aminosauresequenzen
von HIV 20-0, Pat. 030,
239, 2920; Rev1, AS 1-25.
HLA-Typ-spezifische CTL-
Epitope sind schwarz um-
rahmt und farbig unterlegt.
In der HXB2-Sequenz sind
sie  entsprechend  be-
zeichnet.

impliziert, dass diese Position fiir die Funktion des Rev-Proteins nicht entscheidend ist.

Besonders zahlreich prasentiert sich die AS-Variabilitat bei Patient HIV 6 (HIV 6-0, 6-1)
und HIV 20. Hier sind sechs bzw. sieben AS der nur 25 AS z&hlenden Sequenz im

Bezug auf HXB2 verandert. Das HIV-Isolat von Pat. 2920 weist sogar vier der AS-

Veranderungen in Folge auf.

Bemerkenswert ist die Konservierung der letzten vier AS des Exon 1 des Rev-Proteins:

Bis auf den Fall 20-0 stimmen sie komplett mit HXB2 Gberein. Auch die Nukleotid-

sequenz ist relativ stark konserviert, was darauf hindeutet, dass dieser Bereich ent-

scheidend ist flr das korrekte SpleiBen der pra-mRNA.
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3.4 Vergleich von HlIV-Isolaten frisch Infizierter und LongTermNonProgressors

Zur Untersuchung von Proben frisch infizierter Patienten wurden Seren von akut Sero-
konvertierten (SK) verwendet — eine Kohorte, die die Arbeitsgruppe von
Dr. C. Kiicherer, RKI, rekrutiert. Die Hypothese ist, dass das Virus kurz nach Eintritt in
den Wirtskdrper zeitlich wenig Gelegenheit hatte zu mutieren und den CTL auszuwei-
chen — die spezifische Variabilitat in den CTL-Epitopen also geringer ausgepragt ist.
AuBerdem ist es wahrscheinlich, dass nach Ubertragung eines HIV-Klones sich
mehrere Quasispezies entwickeln und nebeneinander existieren, bevor sich eine davon
behauptet und wegen eines Selektionsvorteils durchsetzt. Aus diesem Grund wurden
die Sequenzen von zehn LTNP denen von neun SK gegenlbergestellt (HIV-6 wurde

wegen seines SK-Status der SK-Kohorte zugerechnet).

Trotz eingehender Analyse konnte hier kein eindeutiges Muster — auch unter Bertick-
sichtigung der HLA-Typen — erkannt werden. Doch gibt es einzelne bemerkenswerte
Auffélligkeiten:

Im Fall von Patient HIV 6, bei dem mehr als eine Blutprobe untersucht wurde (6-0 und
6-1 mit einem Abstand von etwa einem Monat), zeigte sich, dass anfangs bestehende
Quasispezies im Laufe der Infektion verschwanden und sich eine der Varianten als die
Potenteste durchsetzte. Besonders deutlich ist das in den HLA-A2-CTL-Epitopen von
Vif zu erkennen (Abb. 33), weniger stark in denen von Vpr und Vpu. Dies unterstreicht
die Existenz eines Selektionsdruckes, der die virale Entwicklung in eine bestimmte

Richtung lenkt, und bestétigt die oben genannte Hypothese.

Auch konnte fur das Vif-Protein der SK-Gruppe insgesamt eine gréBere Differenz zur
HXB2-Konsensussequenz sowie eine breitere Variabilitdt nachgewiesen werden als far
das der LTNP-Kohorte. In Zahlen stehen durchschnittlich 23 AS-Austausche pro HIV-
Klon bei den SK, 17 bei den LTNP gegentber (HIV 6-1, HIV 36-2 als Zweitproben
eingeschlossen).

Dagegen prasentiert sich Epitop IV in Protein Vpr in der SK-Gruppe in gréBerer Uber-
einstimmung mit HXB2 (siehe 3.3.2).

In den Proteinen Vpu, Tat und Rev konnten keine regelhaften Veranderungen gefunden

werden.
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Vif
Patient Epitop I Klon. Haufigk.|Epitop II Klon. Haufigk.|Epitop III Klon. Haufigk.|Epitop IV Klon. Haufigk.
HXB2 SLVKHHMYV ELADQLIHLY ALAALITPK KIKPPLPSV
HIV 6-0  |[-——————- I 13/14 (93%) DESSS 12/14 (86%) SSieesees le/16 (100%) ST 14/16 (88%)
===R====1 1/14  (7%) DP======== 1/14  (7%) =TR====== 1/16 (6%)
Aecoeeocos 1/14 (7%) =l=o==== A 1/16 (6%)
HIV 6-1  |[-——————- I 10/10 (100%) D 10/10 (100%) =Sifee=e=s 10/10 (100%) ETESS 10/10 (100%)
Vpr
Patient Epitop I Klon. Haufigk.|Epitop II Klon. Haufigk.|Epitop III Klon. Haufigk.|Epitop IV Klon. Haufigk.
HXB2 FPRIWLHGL GLGQHIYET AIIRILQOQL RILQOLLFI
HIV 6-0 -—-P--YS- 16/16 (100%) S——-Y-———- 16/16 (100%) [-———————- 14/16 (87,5%) [|-———————— 16/16 (100%)
Me====== 2/16 (12,5%)
HIV 6-1 —-—-P--YS- 10/10 (100%) S——-Y-———- 10/10 (100%) |[-———-——-—- 10/10 (100%) |-————7———- 10/10 (100%)
VPU
Patient Epitop I Klon. Haufigk.
HXB2 VVAIIIAIV
HIV 6-0 —-—-VA-L--—- 15/16 (94%)
-—-VAXL-—- 1/16 (6%)
HIV 6-1 —-—-VA-L-—- 10/10 (100%)

Abb. 33: Vif, HLA-A2-CTL-Epitope in HIV 6-0 und HIV 6-1 im Vergleich zur Referenzsequenz HXB2. Es sind nur veranderte Aminosauren aufgefihrt, unveranderte
AS werden durch einen horizontalen Strich (-) reprasentiert. In der Spalte neben den einzelnen Epitopen ist die Anzahl der Klone mit der entsprechenden Variation
aufgeflhrt, sowie deren Anteil an der gesamten Klon-Population in Prozent. Zu achten ist auf die Reduktion der Quasispezies auf eine dominante Variante in HIV 6-1.
Zwischen der Gewinnung der Blutproben liegt ca. ein Monat. Probe 6-0 wurde etwa drei Monate nach Erstinfektion abgenommen. Klon. Haufigk. = Klonale Haufigkeit.
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3.5 Vergleich von HIV-Isolaten HLA-A2-positiver und HLA-A2-negativer
Patienten

Da HLA-A2 in der kaukasischen Bevélkerungsgruppe stark verbreitet ist und — wahr-
scheinlich aus demselben Grund — auch die meisten CTL-Epitope fir dieses Allel be-
schrieben sind, wahlte diese Studie eine HLA-A2-positive Patientengruppe (A2%) und
verglich sie mit einer, die dieses Allel in ihrem Genom nicht aufweist (A2’). Die Tabellen
mit Auflistung und GegenUberstellung der HLA-A2-Epitope auf Vpu, Vpr, Vif befinden
sich im Anhang (Abb. 49, 50, 51).

Bezlglich der bisher entdeckten, durch HLA-A2-restringierten CTL-Epitope gibt es
Folgendes zu bemerken:

3.5.1 Vif

HLA-A2-CTL-Epitop I: Die AS Valin (V) an Position 9 des Epitops (31 in Vif, HXB2) ist
fast immer durch Isoleucin (I) ersetzt. Dabei fallt auf, dass nur die Viren von Patient 36
hier ein T aufweisen, allein die von Pat. 239 ein R. Vermutlich bestimmen hier andere
HIV-Subgruppen als Clade B die Konsensussequenz und ein Vergleich mit einer
anderen Referenz kénnte weitere Ergebnisse mit sich bringen. Wahrend A2" Proben
vereinzelt Varianten in Position 1, 2 und 3 aufweisen (in 14 von 124 Klonen), sind diese
in A2" Proben nicht zu finden (in 0 von 57 Klonen)

HLA-A2-CTL-Epitop IlI: Die AS an Position 1 (102 in Vif, HXB2) ist fast durchgehend
uneinheitlich mit HXB2 — sowohl bei A2" als auch bei den A2" Proben. Statt E zeigen die
Klone N oder D, im Fall von HIV 20-0 ein G. Die einzige Ausnahme bildet Pat 2920,
dessen HIV-Isolate mit der Kontrollsequenz Ubereinstimmen. Auffallend ist HIV 32-1
(A2): Hier zeigen alle Klone in dem zehn AS langen Epitop einheitlich drei AS-
Austausche. Auch insgesamt bieten die Isolate der HLA-A2-negativen Patienten ein
uneinheitlicheres Bild. Das steht der Hypothese entgegen, dass die Variabilitat der
HLA-A2-spezifischen CTL-Epitope bei den Allel-Tragern als Ausdruck des antiviralen
Drucks durch die zellulare Immunantwort gréBer ist. Doch ist zu bedenken, dass in
eben diesem Bereich auch weitere HLA-spezifische Epitope lokalisiert sein kdnnen, die
bei dieser Betrachtung nicht berlcksichtigt wurden.

Auffallend sind zwei Varianten, die ausschlieBlich in HLA-A2" zu finden sind: Sowohl
Lysin (K) als auch Methionin (M) sind in keinem der HLA-A2" Klone enthalten (Abb. 34).
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Patient Epitop II Klon. Haufigk.

HXB2 ELADQLIHLY

HIV 3-2 N-———-K-———- 9/10 (90%)

Az N==mmm e M L/L0(10%) Abb. 34: Vif, HLA-A2-CTL-Epitop Il von
v (| | 122,52 i pat e ) Kl
i;t =35 ——————— 578 (T00%) Ik)llgéglel\ﬂél}ig'l\(ﬂ;thlomn. Klon. Haufigk. =

HLA-A2-CTL-Epitop Ill: In den Klonen von HIV 9-1 fallen vergleichbar stark vertretene
Quasispezies auf, in denen von HIV 14-1 zahlreiche Varianten. Die Sequenzen von
Pat. 239 und HIV 9-1 sind in bis zu vier AS des neun-AS-Epitops im Vergleich zu HXB2
verandert. Bedeutende Unterschiede zwischen HLA-A2" und -A2" Isolaten ergaben sich
nicht.

HLA-A2-CTL-Epitop I1V: AS 1 (159 in Vif, HXB2) ist in mehr als einem Viertel der HIV-
Isolate durch ein R ersetzt (42 von 183 Klonen). Insgesamt sind die ersten drei Epitop-
Positionen sehr uneinheitlich, mit einer auffallend haufig vertretenen AS Arginin (R), die
sich in der Kontrollsequenz im gesamten Epitop nicht findet. Der hintere Anteil des
Epitops stimmt fast durchgehend mit HXB2 Uberein und kénnte auf eine Region mit
funktioneller Bedeutung fir das Protein hinweisen. Bedeutende Unterschiede zwischen
HLA-A2" und -A2’ Isolaten ergaben sich nicht.

3.5.2 Vpr

HLA-A2-CTL-Epitop I: Position 4 des neun AS-Epitops ist hdufig im Vergleich zu HXB2
verandert, wobei drei der A2" Patienten in der dominanten Quasispezies hier ein
Prolin (P) aufweisen, eine AS, die bei den A2" Patienten nicht auftritt.

HLA-A2-CTL-Epitop IlI: In neun der 17 Patientenproben ist die AS Histidin (H) an Posi-
tion 5 in HXB2 durch ein Tyrosin (Y) ersetzt. GroBere Unterschiede zwischen HLA-A2*
und -A2 fallen dabei nicht auf — lediglich ein Asparagin (N) an Position 1 des Proteins,
das in zwei A2 Patienten vertreten ist, in der A2" Patientengruppe aber nicht auftritt.
Dagegen gibt es in jener Gruppe einen haufigen Wechsel der HXB2 AS Glycin (G) zu
Serin (S).

HLA-A2-CTL-Epitop Il und IV: In diesen CTL-Epitopen, die sich in sechs AS Uber-
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schneiden, zeigen sich die deutlichsten Unterschiede zwischen der A2" und A2" Kohorte
(Abb. 35).
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3 _Ergebnisse
Vpr
Patient Epitop I Klon. Haufigk. |[Epitop II Klon. Haufigk. |[Epitop III Klon. Haufigk. |Epitop IV Klon. Haufigk.
HXB2 FPRIWLHGL GLGQHIYET AIIRILQQOL RILQQLLFI
HIV 3-2 ==l 9710 (90%) =S ====x 10710 (100%) -L--T———- 6/10 (60%) ETESS 6/10 (60%)
L——M-———— 1/10 (10%) [N ———————— 4710 (40%) B 4/10 (40%)
HIV 5-2 e 12/13 (92%) ESS = 12713 (92%) S5 a==M 12/13 (92%) STES S I=== 13713 (100%)
L==L===== 1/13  (8%) ————Y—-V- 1/13  (8%) ~L—-T-—-M 1/13  (8%)
HIV 7-1 ———G---S- 10/10 (100%) S———Y———- 10/10 (100%) [-———————- 10/10 (100%) [-——7———"——- 10/10 (100%)
HIV 12 ESPE==s 6/8 (75%) [-———————- 6/8 (75%) ——T-A-——- 7/8 (87,5%) BASSs—— 6/8 (75%)
==ll====== 2/8 (25%) —===W==== 2/8 (25%) --T-A-—--Q 1/8 (12,5%) —RA===Q=== 1/8 (12,5%)
—RA====P== 1/8 (12,5%)
HIV 20-0 ——=V-——== 10/12 (83%)  |-———————- 11/12 (92%) -L--T———- 7712 (58%) SES 9/12 (75%)
———A---5- 1/12  (8%) S———————- 1/12  (8%) —L—*T-——— 3/12 (25%) AT 3/12 (25%)
——— === 1/12  (8%) ———T———- 2/12 (17%)
Patient Epitop I Klon. Haufigk. |[Epitop II Klon. Haufigk. |[Epitop III Klon. Haufigk. |Epitop IV Klon. Haufigk.
HIV 9-1 = [|-———————- 7/8 (87,5%)  |-——————- S 7/8 (87,5%) @ |[-——————- 6/8 (75%) = |-——————-— 6/8 (75%)
nonA2 -—G-————— 1/8 (12,5%) [==00——= A- L (2,5 | . P-—- 1/8 (12,5%) ——P-————— 1/8 (12,5%)
77777777 P 1/8 (12,5%) —————P-— 1/8 (12,5%)
HIV 14 ———L---N- 9/10 (90%) N-———Y———- 9/10 (90%) -LL-—————- 9/10 (90%)  [-———F———- 9/10 (90%)
nonA2 |-—————- N- 1/10 (10%) N--—-Y-—-A 1/10 (10%) VLL-————-— 1/10 (10%)  |-————— P== 1/10 (10%)
HIV 32-1 ———G---S- 10/12 (83%) S———Y———- 10/12 (83%)  [-———————- 11712 (92%) [|-——————- 11712 (92%)
nonA2 -——G--RR- 1/12 (8%) Re===W==== 1/12 (8%) —======= 1/12  (8%) =P======= 1/12 (8%)
===G===== 1/12 (8%) —===W==== 1/12 (8%)

Abb. 35: HLA-A2-CTL-Epitope in Vpr. Im oberen Abschnitt sind einige der A2* Patienten aufgelistet, im unteren einige der A2 (nonA2). Zu beachten ist das im

Verhaltnis zur A2 Kohorte relativ haufigere Auftreten der HXB2-Sequenz in den A2 Patienten in Epitop Il und IV.
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Das héaufige Auftreten der HXB2-Sequenz bei den A2 Patienten zeigt sich insbe-
sondere in Epitop IV und macht dort einen Anteil von 88% aus. Unter Berlcksichtigung
der Infektionsdauer treten die Unterschiede noch deutlicher hervor: Die HXB2-Sequenz
in A2" LTNP macht nur 22 % aus, in A2" LTNP dagegen 87 %. Bei den SK findet sich
dagegen eine vollstandige Ubereinstimmung mit der Konsensussequenz bei den A2* in
80,4 % der Klone, bei den A2 in 88,9 %. Dies ist ein Ergebnis, das darauf hinweist,
dass Alleltrager in A2-restringierten CTL-Epitopen aufgrund des antiviralen Druckes
durch spezifische CTL eine héhere Variabilitdt aufweisen. Noch dazu unterstitzt es die
Uberlegung, dass sich Mutationen erst nach einiger Zeit post infectionem ausbilden.

Eine Untersuchung auf zellularer Ebene ware hier sehr interessant.

Darliber hinaus ist in Epitop Il (und IV) an Position 5 Threonin bei A2* Patienten
auffallend haufig vertreten (5 von 11 Patienten), wahrend diese AS bei A2 Patienten
kein einziges Mal (0 von 6 Patienten) zu finden ist. Stark konserviert sind dagegen in
beiden Patientengruppen Position 1 von Epitop Il und Position 9 von Epitop IV. Hier
liegen keine AS-Veranderungen vor.

3.5.3 Vpu

Das neun AS lange HLA-A2-Epitop prasentiert sich bei HLA-A2" und HLA-A2 Patienten
durchgehend sehr variabel. Mindestens zwei AS sind jeweils ausgetauscht — HIV 5-2
weist sogar im Vergleich zu HXB2 bis zu funf AS-Veranderungen in Folge auf. Die
einzige Ausnahme bildet das HIV-Isolat von Pat. 030, das mit HXB2 in diesem
Genomabschnitt vollstandig Gbereinstimmt, eingeschlossen auch Position 4 des
Epitops. Hier ist das Isoleucin (I) in HXB2 bei allen tbrigen Isolaten durch ein A, G, E
oder T ersetzt.

Alanin (A) und Isoleucin (I) an Position 7 und 8 sind in beiden Gruppen stark konserviert
und nur in zwei von 183 Klonen verandert. Eventuell haben sie eine Bedeutung fir die
Funktion des Proteins. Auffallend ist auBerdem eine Konservierung des Valins an
Position 1 des Epitops. In der HLA-A2* Kohorte ist diese starker ausgepragt (0,8%
Veranderung) als bei den A2" Proben (29,8% Veranderung).
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3.6 statistische Auswertung der Ergebnisse

Da es sich bei dem untersuchten Genomabschnitt um eine Zahl von 1270 Basenpaaren
handelt (bei ca. 180 Klonen bedeutet dies etwa 228600 bp), ist es sinnvoll, die Genom-
veranderungen auch mit Hilfe von Computerprogrammen und statistisch auszuwerten
(siehe 2.2.4). Es ist darlber hinaus davon auszugehen, dass viele der in vivo
existierenden CTL-Epitope noch nicht experimentell nachgewiesen wurden und somit
eine Einbeziehung der von anhand von Bindungsmotiven errechneten Epitope in die
Uberlegungen von Vorteil ist (siehe 2.2.3.8).

In diesem Rahmen fiel auf, dass bei Berlcksichtigung der Subgruppen von HLA-A2 die
errechneten Epitoplokalisationen teilweise stark voneinander abweichen. So finden sich
z.B. in Protein Vpr bei Patient HIV 3-2, Klon 140 folgende Unterschiede, je nachdem ob
der Subtyp HLA-A*0201 oder HLA-A*0202 den Rechungen zugrunde gelegt wird
(Abb. 36).
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Abb. 36: nach Bindungsmotiven errechnete CTL-Epitope fiir Vpr (AS 1-78) in Pat 3-2, Klon 140.
a) HLA-A*0201 b) HLA-A*0202. Im jeweils oberen Bildabschnitt ist mit vertikalen Balken die
Variabilitat der AS in allen Klonen an entsprechender Position in Prozent angegeben. Die horizontalen
Balken zeigen die errechneten HLA-restringierten CTL-Eptope. Dunkle Grauténe reprasentieren stark
an MHC-Molekile bindende Epitope, helle Grauténe schwach bindende.
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Eine genauere HLA-Typ-Analyse erscheint zunachst also von bedeutender Wichtigkeit.
Eine Studie von 1997 '’® in Norditalien zeigte allerdings, dass 92,6% der HLA-A2
Positiven, den Untertyp A*0201 aufweisen. Insofern konzentrierte sich die Studie auf
diesen in unserer Bevodlkerungsgruppe vorherrschenden Subtypen des HLA-A2-Allels.

Wertet man die Variabilitatshaufigkeit innerhalb und auBerhalb der Epitope in Abhangig-
keit der HLA-Typen aus (Gruppenpaar 1, siehe 2.2.4) und stellt sie graphisch dar,
ergeben sich Diagramme wie in Abbildung 37 beispielhaft dargestellt (Abb. 37). In
jedem Diagramm sind die Untersuchungsergebnisse fir einen bestimmten HLA-Typ
zusammengefasst. Jede blaue Raute reprasentiert fir jedes untersuchte Gen der
einzelnen Patienten das Verhaltnis von erwarteter und tatséchlicher Variabilitat
innerhalb der HLA-definierten Epitope. Liegt die Raute auf der zentralen horizontalen
Linie ist die Variabilitat innerhalb und auBerhalb der Epitope als gleich errechnet worden
und entspricht einer zufalligen Verteilung. Liegt er ober- oder unterhalb davon zeigt
dies, dass die Variabilitat innerhalb der Epitopbereiche erhdht bzw. erniedrigt ist. Uber
dem Plus-Zeichen sind die Werte der Patienten dargestellt, die eben jenen
unterusuchten HLA-Typ aufweisen, Uber dem Minus-Zeichen, die Ergebnisse derer, die
den HLA-Typ nicht tragen. Der p-Wert bezeichnet bei dem t-Test unverbundener
Stichproben die Irrtumswahrscheinlichkeit und steht in enger Beziehung mit dem
Signifikanzniveau (Fehler 1. Art a = 5%). Bei einem p-Wert von p > 0,05 ist die Differenz

zwischen den Mittelwerten nicht signifikant.

In Zusammenschau aller HLA-Typen und Proteine (Gruppenpaar 1) lieB sich innerhalb
der Epitope keine eindeutig erhdéhte Variabilitat feststellen. Dabei ist zu berlicksichtigen,
dass nur wenige der Rechnungen ein signifikantes Ergebnis brachten. In einzelnen
Fallen, wie A*6802, liegt der p-Wert unter 0,05 (Abb. 37). Die Daten weisen auf eine
erhdhte Aminsosaurenvariabilitat innerhalb der HLA-A*6802-restringierten CTL-Epitope
in diesen Haplotyp tragenden Patienten hin. Allerdings lasst sich aufgrund der geringen
Fallzahl von HLA-A*6802-positiven Patienten nur bedingt eine eindeutige Aussage
machen. Bei den Berechnungen bezlglich HLA-A*0101, -A*0201, -A*0301, -A*2403,
-B*0702 liegen die Ergebnisse nicht im signifikanten Bereich (Abb. 37). Alle weiteren
Diagramme finden sich im Anhang (Abb. 52).
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Abb. 37: Graphische Darstellung der Variabilitditshaufigkeit innerhalb der CTL-Epitope in Abh&ngigkeit der
HLA-Typen (A*0101, A*0201, A*0301, A*2403, A*6802, B*0702). Eine blaue Raute reprasentiert fir jedes
untersuchte Gen der einzelnen Patienten das Verhéltnis von erwarteter und tatséchlicher Variabilitt innerhalb
der HLA-definierten Epitope. Liegt die Raute auf der zentralen horizontalen Linie (0,00), entspricht die
Variabilitét innerhalb der Epitope einer zufélligen Verteilung. Liegt sie oberhalb davon, ist die Variabilitat
innerhalb der CTL-Epitope erhéht. + = Patienten, die das entsprechende MHC-Molekul tragen, - = Patienten,
die das entsprechende MHC-Molekiil nicht tragen. p < 0,05: es besteht eine singnifikante Variabilitaitshaufung
innerhalb der berlicksichtigten Epitope.

Um einen eventuellen Unterschied in Abhangigkeit von der Infektionsdauer
aufzudecken wurden die Daten von Langzeitinfizierten und akut Serokonvertierten
einzeln betrachtet (Gruppenpaar 2 und 3, siehe 2.2.4). Auch hier konnte kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den MHC-positiven und -negativen Patientenproben fest-
gestellt werden.

In der Analyse jedes einzelnen Proteins in Abhangigkeit des HLA-Typs, bestand die
Méglichkeit, ein Protein zu identifizieren, das madglicherweise unter starkerem
Selektionsdruck steht als die anderen untersuchten (Gruppenpaar 4, siehe 2.2.4). Die
Daten wiesen jedoch auch hier auf keine signifikant erhéhte Variabilitéat innerhalb der
CTL-Epitope in den einzeln analysierten Proteinen hin.

Um den Fehler einer kleinen Stichprobe zu verringern, erfolgte auBerdem die Analyse
aller Proteine aller MHC-positiven Patientenproben zusammengefasst (Gruppenpaar 5,
siehe 2.2.4). Auch hier lieB sich kein signifikantes Ergebnis erheben.
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Da bei oben genannten Berechnungen, die Md&glichkeit besteht, dass sich bei
Berlcksichtigung nur eines HLA-Haplotyps die Variabilitdt in entsprechendem Epitop
durch die eines Epitops eines anderen HLA-Haplotyps auBerhalb von Ersterem aufhebt
und somit ein falsch negatives Ergebnis resultiert, wurde eine Analyse vorgenommen,
die die einzelnen Patientensequenzen mit allen individuellen Haplotypen untersucht.
Hierflr wurden die bereits experimentell nachgewiesenen CTL-Epitope herangezogen.

Eine Haufung der Aminosaurevariabilitéat innerhalb der Epitope ergab sich nicht.

In Zusammenfassung der statistischen Ergebnisse konnte die Hypothese, dass sich
innerhalb der Epitope eine allgemein erh6hte Variabilitat als Ausdruck des Selektions-
drucks des Immunsystems findet, fiir die hier untersuchten Gene bzw. Genabschnitte
nicht bestatigt werden. Allerdings gelang dieser Nachweis wiederholt in vorange-
gangenen Studien (siehe 1.5.2.3). Die Existenz von durch Immundruck getriggerten
Mutationen gilt als gesichert.

Die Daten bezuglich oben genannter Rechnungen finden sich im Anhang.
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4 Diskussion

Die Immunantwort durch cytotoxische T-Lymphozyten spielt bei der Kontrolle der HIV-
Viramie und somit beim Verhindern der Krankheitsprogression eine entscheidende
Rolle % ' Da CTL die viralen Proteinanteile (Epitope) in Verbindung mit dem
MHC-I-Molekul auf der Zelloberflache erkennen, ist ihre Antwort HLA-Typ-spezifisch.
Nach géngiger Meinung Uben spezifische CTL einen antiviralen Druck auf das Retro-
virus aus und es kommt zur Ausbildung von viralen Fluchtmutanten, die sich diesem
Druck zu entziehen suchen. Dabei ist es wahrscheinlich, dass sich nur diejenigen
Epitope verandern, auf die ein starker und effizienter zellularer Immundruck ausgeubt
wird. Veranderungen in den CTL-Epitopen kdnnen bereits innerhalb von Tagen bis
Wochen post infectionem auftreten % 77, Wahrend zundchst mehrere Quasispezies
nebeneinander existieren, setzt sich nach langerem Krankheitsverlauf eine von diesen
aufgrund des gréBten Selektionsvorteils durch. Entgegen friilheren Annahmen wei3 man
heute, dass der ,Fitness“-Verlust, der durch die Escape-Mutationen im Bereich von
CTL-Epitopen entsteht, auch zu einer Kontrolle des Virus fihren kann — die Mutationen
also nicht unbedingt schadlich fir den Patienten sind. Manche Genomveranderungen
jedoch, meist die, die spat im Verlauf der Infektion auftreten, sind mit einer starken

Krankheitsprogression assoziiert "% 178

. Man vermutet, dass es hier zu kompen-
satorischen Mutationen gekommen ist, die den ,Fitness“-Verlust, den die alleinige

Mutation zur Folge hatte, abschwachen.

CTL-Escape-Mutationen sind ein entscheidender Aspekt in der HIV-Impfstoffent-
wicklung: zum einen, da konservierte Bereiche ein effizientes Ziel fur antivirale Wirk-
stoffe darstellen, zum anderen, da auch Mutationen therapeutisch genutzt werden
kénnen, indem man durch Induktion eines ,Fitness“-Verlustes eine Schwachung des

Virus hervorruft.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Analyse und Evaluation von CTL-Epitopen. In
Hinblick auf den HLA-Typ A2 sollten die Art, der Ort, die Anzahl und das zeitliche
Auftreten von Mutationen dokumentiert werden. Die Hypothese ist, dass innerhalb von
Epitopen die Variabilitdt der Aminosauren aufgrund des Immundrucks durch CTL erhdht
ist und somit Ausdruck von Fluchtmutationen ist. Darlber hinaus strebte man eine
Identifikation von eventuellen kompensatorischen Mutationen auBerhalb der Epitop-

Sequenzen an.
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Um diese Ziele zu erreichen, wurde zum einen untersucht, ob die experimentell
nachgewiesenen und die aufgrund bestimmter Motive vorhergesagten HLA-
spezifischen CTL-Epitope tatsachlich eine vermehrte Variabilitat aufweisen und damit
den antiviralen Druck durch die CTL widerspiegeln, zum anderen, ob und wie sich die
Epitop-Variabilitat bei Kurz- und Langzeitinfizierten unterscheidet.

Zu diesem Zweck wurden die Blutproben zweier therapie-naiver Patientengruppen —
den Long Term Non Progressors (LTNP) und den akut Serokonvertierten (SK) —
untersucht. Dadurch sollten ein Aufdecken von ,hot-spots” von Variabilitat bereits kurz
nach der Infektion und ein Vergleich zwischen Langzeitinfizierten und frisch Infizierten
moglich werden. Zur Eingrenzung der relevanten CTL-Epitope erfolgte die HLA-
Typisierung der Patienten. Durch die Auswahl von das HLA-A2-Allel-tragenden HIV-
Infizierten, die 65% der in die Studie einbezogenen Proben ausmachten, wurde die
Méglichkeit zum direkten Vergleich mit A2-negativen Patienten geschaffen. Nach
Isolation des Plasma-Virus wurde der Bereich bp 5041-6310 (vpr-vpu) des HIV-Genoms
mittels RT-PCR amplifiziert. Die Auswahl des HIV-Genomabschnitts erfolgte aufgrund
der aktuellen Literatur, in der akzessorische und regulatorische Proteine als wichtige
Ziele der spezifischen CTL beschrieben werden '®* '7°. AuBerdem enthélt der Abschnitt
bp 5041-6310 eine Vielzahl von unterschiedlichen, sich Uberlappenden Genen, was
eine groBe Anzahl an Analysen mdglich machte.

Zur Untersuchung der Mutationen in dem Genomabschnitt erfolgte neben einer quali-
tativen Betrachtung (Vergleich der Isolate mit Referenzsequenz, Vergleich LTNP mit
SK, Vergleich HLA-A2® mit -A2’) eine statistische Auswertung, die anhand von
bestimmten Bindungsmotiven vorhergesagte CTL-Epitope in die Uberlegungen
einbezog. Darlber hinaus wurden mit Hilfe einer dafir entwickelten Software jene
Bereiche identifiziert, die eine hohe Variabilitét innerhalb der einzelnen Klone aufweisen
und somit méglicherweise in vivo einem Selektionsdruck durch CTL ausgesetzt waren —

demnach CTL-Epitope reprasentieren kénnten.

Die in der Arbeit untersuchten Sequenzen der Primérisolate unterscheiden sich teil-
weise stark von der Referenzsequenz HXB2, von einem Zeitpunkt zum anderen (wenn
mehrere Blutproben eines Patienten vorlagen), und auch innerhalb der Patientenproben
zeigten sich Differenzen. Auffallend sind Haufungen von CTL-Epitopen — sowohl von
beschriebenen als auch von errechneten — in bestimmten Genomregionen. Dabei Uber-

lagern sich auch solche, die fir verschiedene HLA-Typen und -Untertypen spezifisch
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sind '®'. Entgegen der Annahme, Mutationen beschrankten sich vornehmlich auf die
CTL-Epitope, treten sie zahlreich auch auBerhalb dieser Bereiche auf. In einigen
Sequenzen weisen die CTL-Epitope eine ausgepragte Variabilitdt auf (z.B. Vpu
Epitop 1), manchmal zeigt sich jedoch auch eine Konservierung der Region (z.B. Vif
Epitop Il in LTNP). Die Hypothese, dass sich innerhalb der Epitope eine erhdhte
Variabilitat als Ausdruck des Selektionsdrucks des Immunsystems findet, konnte dem-
nach fir die untersuchten Gene bzw. Genabschnitte nicht bestatigt werden. Es lasst
sich auch nicht vorhersagen, wo im HIV-Genom nach Infektion Mutationen stattfinden
werden. Ein solches Wissen ware ausgesprochen hilfreich fir die Entwicklung eines
langfristig wirksamen, therapeutischen oder primar-prophylaktischen Medikaments.

Variabilitat des Virusgenoms

Jeder mit HIV infizierte Patient ,beherbergt‘ eine Vielzahl von genetisch unterschied-
lichen Viruspopulationen, und neue Varianten entstehen konstant wahrend des Krank-
heitsverlaufs. Verantwortlich dafiir ist die hohe Mutationsrate des HI-Virus in Ver-
bindung mit dem Fehlen einer Proofreading-Funktion der Reversen Transkriptase
(RT) '®. Bei Retroviren wird die Mutationsrate mit etwa 10* pro Base pro Zyklus
angegeben ', Diese, sowie einen viralen turnover (dt.: Umsatz) von 10° Viren pro
Tag "? vorausgesetzt, kommt in vivo jede mégliche Punktmutation taglich 10* bis 10°
Mal im HIV-Genom vor '®'.

Bei diesen Angaben ist man leicht dazu geneigt, die zahlreichen Punktmutationen und
Genomvariationen allein stochastisch zu erklaren. Doch trifft dies nur teilweise zu, da
sie nach und nach eine Art Optimierung des Virus bewirken. Ein GroBteil der zufalligen
Mutationen ist zwar nachteilig oder sogar tédlich fir das Virus, doch ermdglichen sie
auch die Bildung von Esape-Varianten, die sich dem humanen Immunsystem oder der
antiviralen Therapie entziehen, und somit einen Selektionsvorteil bewirken. Der Selek-
tionsdruck nimmt also rasch Einfluss auf die Virusentwicklung, und von neutralen
Mutationen kann nicht mehr die Rede sein. Eine gerichtete Variabilitat zeigt das Beispiel
von HIV 6-0 und 6-1: Eine Mutante setzt sich in diesem Fall im Infektionsverlauf durch
(Abb. 33). Allen et al. zeigte 2005, dass der antivirale Druck durch die CTL fur fast zwei

Drittel aller Mutationen des HIV-Genoms verantwortlich ist 2.

Diese enorme Variabilitat des HIV stellt eines der gréBten Hindernisse bei der Entwick-
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lung eines effektiven Impfstoffes gegen HIV dar.

CTL-Antwort und Fluchtmutationen — wann, wie, wo?

Wegweisend fir die Generierung dieser Studie waren Hinweise, dass spezifische CTL
bereits kurze Zeit nach der Infektion auftreten '””. Gegen friilhere Annahmen sind nicht
nur Strukturproteine Ziel von CD8" T-Lymphozyten, sondern auch akzessorische sowie
regulatorische Proteine '®* 82 Die zellulare Antwort gegen diese tritt besonders zeitig
auf, da sie frih im Replikationszyklus translatiert werden %% 82 Spezifische CTL mit
effektivem antiviralem Druck fUhren zu einer Flucht des Virus, die im Virusgenom

nachweisbar wird.

Die Arbeit konzentriert sich auf einen Genomabschnitt, der die akzessorischen Gene vif,
vpr, vpu und die regulatorischen Gene tat Exon 1und rev Exon 1 enthalt. Um frihe
Mutationen zu erkennen, wurden Proben der Serokonverterstudie (Dr. C. Kicherer,
RKI) analysiert. Man ging davon aus, dass die HI-Viruspopulation frisch Infizierter nach
einigen Wochen eine gréBere Zahl an Quasispezies enthalt. Ein einheitlicheres Bild mit
der fOr das Virus ,optimalen“ Variante war bei den Langzeitinfizierten zu erwarten. In
beiden Gruppen vermutete man eine Konzentrierung der Mutationen und der
Aminosaurevariabilitat in den beschriebenen und errechneten CTL-Epitopen.

In den vorliegenden Daten zeigte die SK-Gruppe lediglich im Protein Vif eine groBere
AS-Variabilitat (3.3.1). Auffallend war auBerdem eine deutliche HXB2-Pravalenz in Vpr,
HLA-A2-CTL-Epitop Il und IV, bei den HLA-A2" Patienten. Die A2" Kohorte zeigte
dagegen eine ausgepragte Variabilitat in dieser Region. Dies kann auf einen zellularen
Immundruck auf die entsprechenden CTL-Epitope (A2") hinweisen, der konsekutiv zu
Fluchtmutationen gefuhrt hat. Ein Ergebnis, das eine Bestatigung der oben genannten

Hypothese darstellt und durch zahlreiche Studien gestiitzt wird 1 111112,

Die Proben 0 und 1 des Patienten HIV 6 (HLA-A2, A29), zwischen deren Gewinnung
nur etwa ein Monat liegt, zeigen im Tat-Exon-1-Segment nur geringflgige Ver-
anderungen. Bemerkenswert ist aber der in 6-1 erstmals auftretende AS-Wandel an
Position 24 (K statt N), der mit einem Anteil von 40% an der Gesamtpopulation eine
starke Quasi-spezies bildet (siehe 3.3.4, Abb. 27). Da Position 24 von Tat Exon 1 Tell
des HLA-A29-restringierten CTL-Epitops ist, kdnnte die Veranderung mdglicherweise

Ausdruck einer Fluchtvariante sein. Bestatigung findet diese Vermutung in der
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Tatsache, dass nur die Patienten HIV 3 und HIV 36 unter den HLA-A29-Negativen (15
Pat.) ebenfalls ein Lysin an dieser Stelle aufweisen. AuBerdem tragen auch die HIV-
Klone des Pat. 334 (A29) ein K an Position 24. Nicht zu klaren ist allerdings, ob dies
Ausdruck einer frih stattgefundenen Fluchtmutation ist, oder ob Pat. 334 bereits mit

dieser Variante infiziert wurde.

Eine Auffélligkeit war in Protein Vpr zu beobachten: Die HXB2-Sequenz tragt an
Position 60 ein |, einige Patienten (HIV 14-1, HIV 20-0, HIV 3-2) weisen hier aber ein L
auf. Eine kirzlich veréffentlichte Studie von Altfeld et al. zeigte, dass nur fir die Epitop-
Variation mit L spezifische CD8* T-Lymphozyten gebildet werden '®3. Dies kann ein
Hinweis darauf sein, dass sich eine Escape-Variante in der Evolution durchgesetzt hat
und bereits so oft vertreten ist, dass sie in die Konsensussequenz eingegangen ist.
Auffallend ist, dass die 160L-Variante nur in der LTNP-Kohorte auftritt. Ein Zusammen-

hang mit einer effektiveren Viruskontrolle ist méglich.

Insgesamt ergab sich ein uneinheitliches Bild in den hier untersuchten Sequenzen, so
dass eine umfassende Regel nicht aufgestellt und die Hypothesen nicht eindeutig
belegt werden konnten. Dies fiihrt zu folgenden Uberlegungen:

1. War im Fall der Serokonvertierten flr eine Entstehung von HLA-A2-spezifischen
Fluchtmutanten nicht ausreichend Zeit vergangen?

2. Sind bereits vorhandene Epitop-Veranderungen vom Ubertrager (bernommen
worden und somit nicht Ausdruck der zellularen Antwort des neuen Wirtes? Wird

im weiteren Verlauf der Infektion eine Riickmutation zum Wildtyp stattfinden ''°?

3. Konnten bestimmte Mutationen wegen des damit verbundenen ,Fitness*-
Verlustes nicht auftreten? Mangelte es an kompensatorischen Mutationen?

4. Sind die Bereiche, die CTL-Epitope flankieren, entscheidender, da sie die Pro-

zessierung der Proteine beeinflussen?

5. Hat das Immunsystem der Patienten Uberhaupt Epitop-spezifische CTL ausge-
bildet, die einen Mutationsdruck auf das Virus austiben? Oder waren vorhandene
CTL ineffektiv?

Vorangegangene Punkte fordern Nachuntersuchungen und Folgestudien, die mehr
Klarheit in die vorhandenen Daten bringen kénnen. Vor allem wéare der Nachweis von

individuellen spezifischen CTL von Bedeutung, womit sich auch die mit Hilfe einer Soft-
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ware ermittelten Epitope Uberprifen lieBen. Dass der rechnergestitzte Weg ein viel
versprechender ist, um zeitsparend eine GroBzahl von Epitopen zu identifizieren, ist

mittlerweile von unterschiedlichen Arbeitsgruppen bestétigt worden 8.

Ebenfalls interessant ist, ob gegen Escape-Varianten neue spezifische CTL gebildet
werden, die die zellulare Abwehr aufrechterhalten. Aufgrund der Destruktion von
CD4" Zellen, dentritischen Zellen und lymphatischem Gewebe ist dies flir das

Immunsystem erschwert, doch beschreibt es eine Studie von Allen et al. %,

Oben genannter Punkt 5 scheint vor allem in Beziehung auf die akzessorischen
Proteine Vpu und Vpr eine Rolle zu spielen. Vpu ist eines der Proteine von HIV-1 mit
der geringsten antigenetischen Wirkung. Trotz der Beschreibung von zwei immuno-
dominanten B-Zell-Epitopen in Vpu, zeigen nur 20-30% der getesteten Patienten eine
nachweisbare Immunantwort ' '8 Vpu scheint auch ein schwaches Ziel fiir CTL zu
sein. Obwohl ein Haupt-CTL-Epitop identifiziert wurde, zeigte in einer Studie von Addo
et al. nur zwei Prozent der 70 untersuchten Patienten eine nachweisbare CTL-Antwort
'8 Eine denkbare Erklarung fiir diese Daten ist, dass die Vpu-Sequenz diejenige mit
der héchsten Variabilitat unter den HIV-1-Genen ist '®. Eine Uberlegung, die sich auch
in der vorliegenden Arbeit bestatigte. Ebenso ergab eine Studie von Altfeld 2005 wenige
Hinweise daflrr, dass HLA-A2-spezifische CTL gegen ein Vpr-Epitop einen immunolo-
gischen Selektionsdruck auf HIV-1 Clade B ausiiben '®3. Dies geht in Einklang mit der in
diesen Versuchen gefundenen hohen und diversen Variabilitat der Vpr-Epitope.

Serokonvertierte versus LTNP

Die spezifische CTL-Antwort auf HIV ist besonders in der Anfangsphase der Infektion
von groBer Bedeutung. Nachgewiesen effektiv Gbt sie einen antiviralen Druck auf den
Erreger aus, der diesem mit Fluchtmutationen zu entgehen versucht. Da Veran-
derungen in den CTL-Epitopen bereits innerhalb von Wochen nach Viruseintritt nach-
zuweisen sind ®* "7 konzentrierte sich vorliegende Arbeit nicht nur auf Langzeitinfizierte,

sondern untersuchte auch Viren kirzlich Infizierter.

Die Hypothese bestéatigend, dass sich bei Frischinfizierten die dominante Variante noch
nicht durchgesetzt hat, Ubersteigt bei Betrachtung des Vif-Proteins die Zahl der Quasi-
spezies der akut Serokonvertierten die der LTNP (siehe 3.3.1). Jedoch war dies nicht in
den Ubrigen Proteinen zu bestatigen. Stark konservierte Sequenzen in den SK-Isolaten
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lassen sich zumindest teilweise durch eine zu kurze Infektionsdauer erklaren. Zwar sind
spezifische CTL bereits nach einigen Tagen nachweisbar, doch treten die Mutationen
meist erst innerhalb der ersten Wochen auf '’” '8, So war in einer Untersuchung von
Cao et al., die die akute Infektion von zwei Patienten verfolgte, zwar bereits nach acht
Tagen post infectionem eine CTL-Antwort gegen Epitope in Tat und Vpr nachweisbar,
die volle Starke erreichte sie erst bis zum Tag 34. Es folgte eine graduelle Abschwa-
chung der CTL-Antwort, und nach 298 Tagen sank sie unter die Nachweisgrenze.
Parallel dazu trat bei einem der von Cao et al. untersuchten Patienten eine Escape-
Variante auf. Nach 50 Tagen war sie bei 40% der Klone, nach 259 Tagen bei 94%,
nach 1037 Tagen bei 100% der Klone zu beobachten.

In Einklang mit dieser Studie (die SK-Proben wurden nur einige Monate nach der
Infektion gewonnen, s.o0.) weist die SK-Kohorte haufig eine Koexistenz von Quasi-
spezies auf. Eine Art Dokumentation des Vorgangs der Selektion bietet die Betrachtung
von HIV 6-0 und HIV 6-1. Anfangs bestehende Quasispezies (HIV 6-0) verschwinden
innerhalb des Zeitraums von einem Monat (HIV 6-1) zu Gunsten einer dominanten
Variante (siehe 3.4., Abb.33).

Ebenfalls bestétigt vorliegende Arbeit, dass HLA-Typ spezifische Mutationen sich erst
nach einigen Wochen bis Monaten voll durchsetzen. Auffallend waren diesbezlglich die
HLA-A2-CTL-Epitope llIl/IV in Vpr, in denen sich in A2" Patienten gehauft AS-Varia-
tionen fanden. Dies war jedoch nur in der LTNP-Kohorte, nicht dagegen in der SK-
Gruppe der Fall (siehe 3.5.2, Abb. 35). Es ist davon auszugehen, dass die A2" SK eine
ahnliche Variabilitat nach einer gewissen Infektionsdauer entwickeln werden.

Die genaue Untersuchung der zellularen Immunreaktion im Verlauf der HIV-Infektion ist
ausgesprochen sinnvoll. Verschiedene Untersuchungen haben bereits ergeben, dass
die Breite und Spezifitdt der CD8"-T-Zellantwort in der akuten Infektionsphase Charak-
teristiken hat, die sich von der in der spaten Phase unterscheidet 2" 2°2, So zeigten Cao
et al. 2003, dass die CTL-Antwort bei akut Infizierten spezifischer und weniger breit ist
als nach einem Krankheitsverlauf von 3 Monaten '®2. Jones et al. wiesen nach, dass
zahlreiche Escape-Mutationen mit einer schnelleren Krankheitsprogression einher-
gehen, und propagieren, dass ein Vakzin auf viele verschiedene Epitope zielen muss,

um wirksam zu sein ',

Zusammengefasst sind die in der vorliegenden Arbeit ehobenen Daten mit dem der-



4 Diskussion 85

zeitigen Stand der Forschung vereinbar und die Ergebnisse fligen sich in die bisher
verodffentlichten Studien im Bereich der zellularen Immunabwehr gegen HIV ein.

Mutationen und ihr Einfluss auf die Virusfunktion

Genomveranderungen haben einen mehr oder weniger groBen Einfluss auf die
Virusfunktion. Treten sie zum Beispiel an einer Position auf, die die Struktur eines
Proteins verandert, kann dies zu einem Funktionsverlust desselben flhren. Dagegen
gibt es Bereiche, die ohne gréBere Folgen fir das Virus verandert werden kénnen.

Erst kirzlich wurde aufgedeckt, dass LTNP mit hoher Frequenz eine Mutation an der
Stelle R77 (Arginin) in Vpr aufweisen. Arginin an dieser Position scheint entscheidend
fir die Fahigkeit des Proteins zur Apoptoseinduktion zu sein '®®. Interessanterweise
zeigen von zehn LTNP-HIV-Isolate in dieser Studie nur drei (HIV 7-1, HIV 9-1,
HIV 12-1) ein Arginin an dieser Position. Etwa zwei Drittel weisen also die von Lum et

f 1 Doch ist sie mit

al. als schitzend postulierte Mutation an Position 77 au
vergleichbarer Haufigkeit in zwei der sieben SK vertreten. Auch wurde berichtet, dass
eine Mutation von L64 die pro-apoptotische Aktivitat von Vpr verstarkt '®°. Die 184 Klone
dieser Studie weisen ausnahmslos Leucin auf. Vor allem in der LTNP-Gruppe war
dieses Ergebnis zu erwarten. Beide oben genannten Studien weisen darauf hin, dass
Veranderungen im carboxyterminalen Bereich des Proteins das apoptotische Potential

von Vpr beeinflussen.

Die Inaktivierung von Tat durch eine Mutation der Cystein-AS an Position 22, 25, 27
und 37 wurde erstmals von Garcia et al. und Ruben et al. nachgewiesen ** 2. Das tat-
Gen mit Verdnderungen an C22 und C37 konnte seitdem als potentielles pro-
phylaktisches und/oder therapeutisches Vakzin identifiziert werden 7 74, Auffallender-
weise finden sich in den 184 hier untersuchten Klonen nur zwei Austausche der ge-
nannten Cystein-AS. Dies bestéatigt die Studien, die diesen Proteinabschnitt als

essentiell fur die Funktion von Tat nachwiesen.

Die Tat-PTD an Position 49-57 enthalt sechs Arginin und zwei Lysin und vermittelt den
Transport Giber Zellmembranen '”°. In Einklang mit der Studie von Park et al. (2002) ist
auch in den hier untersuchten HIV-Sequenzen diese Region hochkonserviert. Bis auf
drei Patientenproben (Pat 334, HIV 36-1, HIV 12-1) mit einer W52R-Veranderung,
einem Fall (HIV 7-1) mit einem G53R-Austausch sowie neun isolierten Punktmuta-
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tionen, stimmt die PTD-Region in den untersuchten Proben mit der HXB2-Sequenz

Uberein.

Die Bedeutung des HLA-Typs

Der Einfluss des Major Histokompatibilitdtskomplexes (MHC) auf die immunologische
Anfélligkeit eines Individuums flr virale Infektionen wurde urspringlich von Zinkernagel
und Doherty entdeckt, die ermittelten, dass nicht nur das virale Antigen, sondern auch
das polymorphe MHC-Molekiil die Erkennung durch CTL beeinflussen '*°. Seitdem ist
die Assoziation zwischen dem HLA-Typ und der Suszeptibilitdt gegentiber verschie-

denen Viren — insbesondere dem HIV — eingehend untersucht worden 8% 191

(siehe
1.5.2.1). Von der genauen Analyse der HLA-Typ-spezifischen CTL-Epitope verspricht
man sich Fortschritte in der HIV-Impfstoffentwicklung. Kontrar dazu steht allerdings eine
erst kiirzlich verdffentlichte Studie von Kiepiela et al. '%. In deren Kohorte waren eine
niedrige Viruslast und die Starke der CTL-Antwort unabhangig vom HLA-Typ des

Patienten oder auch von Veranderungen in den CTL-Epitopen.

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf den Vergleich von Viren HLA-A2-positiver
und HLA-A2-negativer Patienten. Dies ist ein Ansatz, bei dem gleiche Genomabschnitte
miteinander verglichen und die Diversitat in diesen Bereichen direkt gegenlber gestellt
werden kann. Es wurde angenommen, dass die Variabilitat jener A2-restriktiven Epitope
als Ausdruck vorhandener spezifischer CTL bei den das Allel tragenden Patienten
hdher ist als bei A2-negativen Patienten.

Bestatigung dieser Hypothese findet sich in Vpr, HLA-A2-CTL-Epitop Ill und IV, in
denen bei A2 Individuen eine deutlich héhere Variabilitat im Vergleich zu den A2™ zu
erkennen ist (siehe 3.5.2). Die HXB2-Sequenz macht hier bei den A2" LTNP 87% aus,
bei den A2 LTNP ist sie nur zu 22% vertreten. Betrachtet man dahingegen die SK-
Kohorte, zeigt sich — A2" oder A2™ — kein bedeutender Unterschied in der Haufigkeit der
Ubereinstimmung mit HXB2 (A2*: 80%, A2": 88,9%). Dies ist ein Ergebnis, das darauf
hinweist, dass Alleltrager in A2-restringierten CTL-Epitopen aufgrund des antiviralen
Druckes durch spezifische CTL eine héhere Variabilitdt aufweisen. Noch dazu unter-
stiitzt es die Uberlegung, dass sich Mutationen erst nach einiger Zeit post infectionem

ausbilden. Eine Untersuchung auf zellularer Ebene ware hier sehr interessant.

Eine durchgehend Bestatigung der oben genannten Hypothese konnte in der unter-
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suchten Kohorte allerdings nicht gefunden werden. Es ist denkbar, dass gegen einige
der untersuchten Epitope keine spezifischen CTL gerichtet waren, die einen effektiven
antiviralen Druck ausgeibt hatten (s.0.). Dies implizieren die Ergebnisse einer am RKI
durchgefiihrten Studie von Dr. J. Richardt: In nur 6,6% der Falle reagierten die CTL im
Elispot auf die patienteneigenen, HLA-spezifischen Epitoppeptide. Die Reaktion auf die
HXB2-Epitope war demgegenlber vergleichbar schwach. Dieses unerwartete Ergebnis
wirft die Frage auf, ob die beschriebenen Epitope tatsadchlich mit den individuellen
Epitopen bzw. spezifischen CTL-Epitopen Ubereinstimmen. Sind die hier untersuchten
Epitope evil. gar nicht aussagekraftig? Es muss also in Erwagung gezogen werden,
dass viele der in vivo existierenden CTL-Epitope noch gar nicht dokumentiert wurden.
Mittels computergestitzer Erkennung von Motiven, die auf MHC-Molekilen gebunden
werden kénnen, war es mdglich, die Anzahl méglicher HLA-spezifischer Epitope zur
Analyse zu erhdhen. Allerdings fehlt hier eine experimentelle Bestatigung.

Eine weitere mogliche Erklarung fur fehlende Veranderungen in den hier untersuchten
CTL-Epitopen deutet eine Studie von Moore et. al. an: Sie analysierte in einer groBen
Kohorte die individuellen CTL-Epitope in der RT-Aminosauresequenz und wertete die
Ergebnisse unter Berlcksichtigung des HLA-Typs statistisch aus. Manche Bereiche mit
ausgepragtem Polymorphismus befanden sich in Abschnitten bereits beschriebener
Epitope, andere hauften sich auBerhalb davon '*. Dies kann zum einen auf noch nicht
dokumentierte Epitope hinweisen und zum anderen Untersuchungen bestéatigen, die
zeigten, dass auch Mutationen in den Epitop-flankierenden Bereichen fir die CTL-

121, 122
d

Funktion wichtig sin , indem sie durch eine Beeinflussung der Prozessierung

viraler Proteine die Bindung an das MHC-I-Molekl verandern bzw. behindern (s.0.).

Goulder et al. Uberlegten, dass sich in einer Population mit einem haufigen HLA-Typ die
Wabhrscheinlichkeit vergrdBert, dass eine fir diesen Typ spezifische Escape-Variante
auf eine Person mit dem gleichen HLA-Typ Ubertragen wird und so die Escape-
Mutationen erhalten bleiben ''®. Bei einem Infizierten mit einem haufig vetretenen HLA-
Typ ist demnach das Risiko flr einen unglnstigen Krankheitsverlauf héher als bei
einem mit einem seltenen HLA-Typ. Verfolgt man diesen Gedanken weiter, beeinflusst
die HLA-spezifische Immunantwort also die Evolution des HIV. Korber et al. postu-
lierten, dass die ethnische Verteilung von MHC-Molekllen zu unterschiedlichen
HIV-Typen in verschiedenen Populationen filhren wird '**. Auch Brander et al. vermuten

eine schrittweise Anpassung des Virus an die Eigenschaften des Wirtes '%°.
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Andererseits gibt es Daten dafir, dass sich Viren mit CTL-Escape-Mutationen bei
Ubertragung in einen Empfanger ungleichen HLA-Typs zum Wild-Typ zuriickwandeln,
vorausgesetzt, dass die Escape-Variante mit einer verminderten viralen ,Fitness®

assoziiert ist '7.

Leslie et al. sieht einen mdglichen Grund fur in Sequenzanalysen fehlende Veran-
derungen der Epitope in Folgendem: Eine positive Selektion der Escape-Mutante mit
einer stabilen Transmission fuhrt zu dem Punkt, an dem diese Variante in der Popu-
lation vorherrscht und selber die Konsensussequenz bestimmt '®. Diese Ansicht stiitzt

205 Mittels statistischer

eine 2007 von Bhattacharya et al. veréffentlichte Studie
Methoden wurden phylogenetische Einflisse auf die genetische Variabilitdt des HIV
betrachtet. Es konnte nachgewiesen werden, dass die virale Abstammung einen
gréBeren Effekt auf jene hat als bisher angenommen und auch flr zahlreiche Amino-
sdurevariationen verantwortlich ist, die im Rahmen friherer Analysen dem CTL-
getriggerten Immundruck zugeschrieben worden waren. Eine durch phylogenetische
Auswertungen bereinigte Datenlage versprache eine exaktere Identifizierung von

Escape-Mutanten.

Bei den computergestitzt errechneten CTL-Epitopen zeigen sich deutliche Unter-
schiede zwischen den einzelnen Subtypen von HLA-A2 (siehe 3.6). Eine genauere
HLA-Typisierung erscheint demnach zun&chst bedeutsam — aufgrund des deutlichen
Uberwiegens des Subtyps HLA-A*0201 (92,6%) in der kaukasischen Bevélkerung '®
wurde darauf jedoch verzichtet.

Die zellulare Immunantwort ist ausgesprochen komplex. Beweiskréaftige und Uber-
zeugende Assoziationsstudien bezliglich des Einflusses von HLA auf den Verlauf und
die Suszeptibilitdt von Infektionskrankheiten erfordern groBe Fallzahlen, einen sinn-
vollen ethnischen Hintergrund, akkurate klinische Informationen und Modelle, die auch
weitere genetische Faktoren berlcksichtigen. Alle diese Kriterien zu erflllen ist
schwierig, so dass viele durchgefiihrte Allel-Assoziationsstudien (haufig mit kleinen

Fallzahlen) erst noch bestétigt werden miissen .

Kompensatorische Mutationen

Mit der statistischen Auswertung wurde die Mdglichkeit geschaffen, quantitativ zu

bestimmen, welche Genomabschnitte eine Haufung von Mutationen aufweisen. Da-
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durch sind auch Zusammenhange zwischen verschiedenen Mutationen zu analysieren
und eventuelle kompensatorische Mutationen aufzudecken. Kompensatorische Genom-
veranderungen haben die Fahigkeit den ,Fitness“-Verlust, den eine andere Mutation
hervorruft, abzuschwéachen oder sogar aufzuheben. Bestimmte Escape-Mutationen, die
sich wegen des damit verbundenen viralen Schadens alleine nicht durchsetzen kénnen,

werden durch kompensatorische Mutationen fiir das Retrovirus mdglich.

Studien von Liang, Rong und Russell zeigten, dass Deletionen im Bereich der nahe der
U5-Region liegenden Dimerization inition site (DIS, dt.: Dimerisationsinitiationsbereich),
die isoliert zu einer Beeintrachtigung der viralen Enkapsidierung (engl.: packaging) und
Verhinderung der Replikation fihren, durch Punktmutationen in der Gag-Region (Gag
interagiert mit der DIS wahrend des Packvorgangs), zu kompensieren sind 98 199 200,
Eine kirzlich verdffentlichte Studie von Friedrich (2004) beschéftigt sich mit der erst
spat im Krankheitsverlauf auftretenden Escape-Mutation CM9 in einem CTL-Epitop der
Gag-Region von SIVma ''8. Allein flihrte diese Mutation zu einer stark verminderten
Infektiositat des Retrovirus. Fast ausschlieBlich in Kombination mit der CM9-Variation
und mit signifikantem Zusammenhang wurden auBerhalb des Epitops liegende
Zweitmutationen beobachtet, die die Replikationsfahigkeit des SIV wiederherstellten.

Die Primarmutation und die kompensierende Mutation missen demnach nicht zwangs-
laufig in unmittelbarer Nahe zueinander liegen. Auch Zweit-Mutationen mit einem aus-
gesprochenen raumlichen Abstand von der urspringlichen Mutation kénnen kompen-
satorisch wirken und den dadurch bedingten viralen ,Fitness“-Verlust abschwachen. Zur
Aufdeckung kompensatorischer Mutationen dirfen also die CTL-Epitope nicht isoliert,
sondern eingebettet in ihr weiteres Umfeld betrachtet werden.

Die vorliegende Studie untersuchte konsequenterweise die gesamte Nukleotidsequenz
eines Proteins und dessen Aminosaureabfolge. Bei eingehender Betrachtung der Vpu-
Aminosaurefolge in HIV 36-1 fallt auf, dass ein Alanin (A) an Position 77 regelmaBig mit
Asparaginsaure (D) an Position 79 verknlpft ist. Befindet sich an Position 79 aber ein
Asparagin (N), was der vorherrschenden Variante entspricht, ist Position 77 mit D, K
oder N besetzt (siehe 3.3.3, Abb. 24). Diese Kombination von A77 mit D79 scheint
zwingend zu sein und kénnte Ausdruck einer kompensatorischen Mutation sein. Dieser

Sachverhalt bedarf weiterer Abklarung.
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Statistische Auswertung

Um die erhobenen Daten objektiv beurteilen zu kénnen, wurde eine statistische Aus-
wertung vorgenommen. Aufgrund der Masse der Daten und vielfaltigen zu berUck-
sichtigenden Faktoren ist eine akkurate Analyse nur auf diese Weise mdglich. Somit
konnte die Variabilititswahrscheinlichkeit jeder Aminosaureposition inner- und
auBerhalb eines Epitops flr jede Patientenprobe und die unterschiedlichen HLA-Typen
errechnet und graphisch dargestellt werden. Ziel war es eine eventuell erhdhte
Variabilitdt von Aminosauren innerhalb eines Epitops flr jede Patientenprobe und die
unterschiedlichen HLA-Typen zu ermitteln.

Das Verhaltnis der Anzahl variabler Aminosauren, die aufgrund zufalliger Verteilung
innerhalb eines CTL-Epitops zu erwarten waren, und der tatsdchlichen Anzahl von
variablen Aminosauren innerhalb der vorhergesagten Epitope (siehe 2.2.3.8) wurde
hierzu rechnerisch analysiert. Mit Hilfe eines t-Tests fir unverbundene Stichproben
wurden verschiedene Gruppenpaare untersucht (siehe 2.2.4). Zunachst wurden — unter
Berlcksichtigung des HLA-Typs — alle untersuchten Proteine der diesen Haplotyp
aufweisenden Patienten, denen ohne diesen Haplotyp gegenlbergestellt. Um dabei ein
Protein, das eventuell verstarkt unter immunologischen Selektionsdruck steht, nicht zu
Ubersehen, wurde oben beschriecbene Rechnung durch eine Analyse unter
Berilcksichtigung der einzelnen Proteine erganzt. Ebenso erfolgte eine Analyse der
Langzeitinfizierten und akut Serokonvertierten getrennt voneinander, sowie eine, die
alle Proteine aller fir irgendeinen der HLA-Typen positiven Patientenproben (die
einzelnen MHC-Haplotypen zusammengefasst) betrachtet, insbesondere um den Fehler
durch eine geringe Stichprobe zu verringern.

Bei Berticksichtigung nur eines HLA-Haplotyps besteht allerdings die Méglichkeit, dass
die Variabilitéat in entsprechendem Epitop durch die eines Epitops eines anderen HLA-
Haplotyps auBerhalb von Ersterem aufgehoben wird und somit ein falsch negatives
Ergebnis resultiert. Eine aus diesem Grund durchgeflihrte Analyse, die die einzelnen
Patientensequenzen mit allen individuellen Haplotypen untersuchte, ergab allerdings

auch hier keine signifikante Variabilitdtshdufung innerhalb der Epitope.

Wie im Ergebnisteil erwahnt, konnte bei den unterschiedlichen Analysen keine eindeutig
erhdhte Variabilitat innerhalb der Epitope festgestellt werden. Dabei ist zu

bertcksichtigen, dass nur wenige der Rechnungen ein signifikantes Ergebnis
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erbrachten. In einzelnen Fallen, wie z.B. bei HLA-A*6802 (Gruppenpaar 1), liegt der
p-Wert unter 0,05. Die Daten weisen auf eine erhéhte Aminsosaurevariabilitat innerhalb
der HLA-A*6802-restringierten CTL-Epitope in den diesen Haplotyp tragenden
Patienten hin. Allerdings lasst sich aufgrund der geringen Fallzahl von HLA-A*6802-
positiven Patienten nur bedingt eine eindeutige Aussage machen und das Ergebnis ist

eher als zuféllig zu interpretieren.

In Zusammenschau der statistischen Analysen konnte die Hypothese, dass sich inner-
halb der HLA-definierten Epitope eine erhéhte Variabilitat als Ausdruck des Selektions-
drucks des Immunsystems findet, flr die hier untersuchten Gene bzw. Genabschnitte
nicht bestatigt werden. Dies ist ein Hinweis daflr, dass jene Gene nicht unter einem
starken CTL-vermittelten Selektionsdruck stehen.

Methoden-Diskussion

Zur Untersuchung der oben genannten Fragestellungen ware eine Kohorte mit Indivi-
duen ideal, deren Infektionsverlauf von der Serokonversion bis in die spéate Infektions-
phase mit regelméaBigen Blutproben dokumentiert wird. Dies wirde einen besseren Ver-
gleich in Hinblick auf die virale Mutationsrate und das zeitliche Auftreten von Escape-
Mutationen innerhalb und zwischen den Patienten erlauben. Die groBe Variabilitat des
HIV hat zur Folge, dass die hier untersuchten Virus-Sequenzen eine Momentaufnahme
darstellen und nur als Referenzpunkt fir die Situation in vivo dienen kénnen. Um
statistisch signifikante Ergebnisse zu erhalten, ware auBerdem eine gréBere Anzahl an
Proben wiinschenswert gewesen. Beide Punkte waren aus praktischen und zeitlichen

Griinden nicht realisierbar.

In Hinblick auf den untersuchten Genomabschnitt ist anzumerken, dass er zwar eine
Reihe von Genen einschlieBt, die regulatorischen Gene tat und rev jedoch nur in-
komplett (jeweils das Exon 1). Auch wenn man annimmt, dass im Falle von Tat vor-

nehmlich das Exon 1 flr die Funktion des Proteins verantwortlich ist 4?

, sind nachhaltige
Aussagen auf dieser Basis nur bedingt zu treffen. Im Idealfall — besonders hinsichtlich
der Identifizierung kompensatorischer Mutationen — erfolgt eine Analyse des kompletten
HIV-Genoms. Dabei muss aber bedacht werden, dass bei GréBenzunahme der zu
bearbeitenden Nukleotidsequenz vermehrt Probleme bei der RT-PCR und Klonierung

zu erwarten sind.
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Zum Erhalt der Virussequenzen wurden etablierte Methoden des Klonierens und
Sequenzierens verwendet. Denkbar wére, dass der Einsatz von elekirokompetenten
E.coli zu einer gréBeren Transformationsrate geflihrt hatte. Das Screening trans-
formierter Bakterienkolonien zeigte sich als nicht sehr verlasslich, so dass hier vermut-
lich zahlreiche falsch negativ getestet wurden. Aus Kostengriinden war dieses Vor-
gehen dennoch erforderlich.

Da ein GroBteil der HLA-Polymorphismen mit serologischen Mitteln nicht detektiert
werden kann, wurde hier die molekulare Methode, basierend auf einer PCR, ange-
wandt, die sehr akkurat die zahlreichen Allelvarianten unterscheiden kann. Subtypen
wurden nicht differenziert. Wie oben beschrieben zeigen sich bei den errechneten CTL-
Epitopen allerdings deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Subtypen von
HLA-A2. Auf eine genauere Analyse wurde aufgrund des deutlichen Uberwiegens des
Subtyps HLA-A*0201 (92,6%) '7® verzichtet.

Winschenswert wéare eine Analyse des HLA-B-Typs aller Patienten gewesen, insbe-
sondere da Studien darauf hinweisen, dass dieser eine starkere CTL-Antwort ausldst
und einen gréBeren Einfluss auf den Infektionsverlauf hat als HLA-A '’

Bei der Auswertung ist zu hinterfragen, ob die Verwendung von HXB2 als Referenz-
sequenz sinnvoll ist, da in Deutschland fast ausschlieBlich HIV-Clade B auftritt. Hin-
sichtlich des internationalen Einsatzes dieser Konsensussequenz und des auch aus-
landischen Patientenanteils in der Kohorte erscheint dies aber als gerechtfertigt '®'.
Auch bei der Impfstoffentwicklung wird mit Hilfe einer Konsensussequenz versucht, die
genetischen Unterschiede zwischen einem Vakzin und den zirkulierenden Viren zu

reduzieren 2%

Zur Fortsetzung der Arbeit sind weiterfilhrende Versuche notwendig, die die tatsach-
liche Préasenz von Epitop-spezifischen CTL belegen. Bisher fehlt der Beweis fir eine
Existenz von spezifischen CTL, die einen Selektionsdruck auf die bisher bekannten
Epitope ausiben, sowie die Bestatigung der computergestitzt errechneten Epitope.
Diese Untersuchungen hat der zeitliche Rahmen der Studie nicht zugelassen, verspricht
aber interessante Ergebnisse in Folgeuntersuchungen.
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Ausblick

Die zelluldre Immunabwehr, vermittelt durch spezifische zytotoxische T-Lymphozyten,
ist ein maBgeblicher Faktor zur Kontrolle der HIV-Infektion und wird eine wichtige Rolle
bei therapeutischen und prophylaktischen Arzneimitteln spielen. Die Identifikation von
Virus-spezifischen Epitopen, die effektiv und dauerhaft von CTL erkannt werden, ist
dabei ein wichtiger Schritt in der Entwicklung zukinftiger Vakzine.

Die einzig langfristige L6ésung flr die HIV-Epidemie ist die Entwicklung eines Impf-
stoffes, der entweder die Infektion verhindert oder aber zumindest die Transmission
bedeutsam reduziert. Bereits ein Abfangen des initialen Viruspeaks, unter dem die
Transmissionsrate am héchsten ist, kann die Epidemie eindammen: Patienten mit einer
Viruslast unter 1700 RNA-Kopien/ml verfehlten laut Studien die Ansteckung ihrer HIV-

negativen Partner '’

Die Umstadnde und Wechselwirkungen protektiver Immunitat gegen das humane
Immundefizienz-Virus bleiben jedoch bis heute ein ungeléstes Ratsel. Zu Beginn der
AIDS-Epidemie nahm man an, dass sich Patienten mit einer breiten Antikdrper-
Reaktion gegen das Virus schitzen kénnen. Doch waren wenige dieser Immunglobuline
tatsachlich in der Lage die virale Infektion zu blockieren und zusatzlich verloren sie
aufgrund der HIV-Variabilitat bald ihre Wirkung.

Auch bei den CTL-Antworten geht man davon aus, dass sie unterschiedlich effektiv
wirken. Aufgrund der ausgesprochenen Variabilitdét des HIV ist anzunehmen, dass ein
Virus, das auf ein immunisiertes Individuum trifft, sich zu mindestens 10% von der
Sequenz des Vakzin-Agens unterscheidet. Zusatzlich fuhrt die Fahigkeit des Virus, sich
mittels Fluchtmutationen der CTL-Antwort zu entziehen, zu einem Verlust effektiver
Epitope. Es ist also nétig, diejenigen der zahlreichen CTL-Antworten zu identifizieren,
die wahrend der akuten Phase der HIV-Infektion tatsachlich dazu beitragen, die virale
Replikation zu reduzieren '°. Das gegenwértige Verstindnis von Fluchtmutationen
indiziert auch, dass ein Vakzin selektiv eine effiziente CTL-Antwort gegen Epitope in
jenen Regionen des Virus hervorrufen sollte, in denen funktionell oder strukturell
wichtige Informationen codiert sind. Es ist unwahrscheinlich, dass Veranderungen in
solchen Bereichen vom Virus toleriert werden kénnen, da sie zu einem starken
,Fitness“-Verlust fihren wirden. Daduch sind diese Genabschnitte stark konserviert,

und die Sequenzdifferenzen zwischen Vakzin-Immunogen und den zirkulierenden HIV-
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Stdmmen ist entsprechend gering.

Die kuirzlich veréffentlichte Beobachtung eines HIV-Infizierten, bei dem trotz eines
zellularen Angriffs von 25 dokumentierten CTL-Epitopen ein Verlust der Immunkontrolle
auftrat '*’, deutet an, dass ein Vakzin nicht allein darauf abzielen sollte, so viele CTL-
Antworten wie mdglich hervorzurufen. Fir einen Impfstoff kénnte es vielleicht sogar
wichtig sein, wahrend der akuten Infektionsphase gezielt eine Escape-Mutation zu
erzwingen, die einen hohen ,Fitness®-Verlust fir das Virus herbeiflhrt. Beispiele von
frih auftretenden Fluchtmutationen im stark konservierten Kapsid Protein (Gag) sind
bisher nur im Zusammenhang mit erfolgreicher Kontrolle von HIV und SIV beschrieben
worden """ °_ Jedoch sind nicht nur Veranderungen in p24 Gag mit negativen Konse-
quenzen flr das Virus verbunden. Eine Evaluation von Schlissel-Epitopen, auch in den
variableren Proteinen (wie Tat, Nef, Vpr, Env), ist notwendig und viel versprechend.

Die Schwierigkeiten, die bei der Entwicklung eines auf CTL basierenden Impfstoffes
aufkommen kénnen, zeigte ein kirzlich verdffentlichter Bericht Uber die HIV-Infektion
eines HLA-B27-positiven, mit Canarypox geimpften Individuums ?**: In diesem Impfling
wurde noch vor Infektion die CTL-Antwort gegen das HLA-B27-restriktive Epitop KK10
durch ein Vakzin induziert — ein Epitop, fir das die Assoziation mit einer effektiven
Langzeitkontrolle des HI-Virus nachgewiesen wurde. Die Impfung erhdéhte die Zahl
KK10-spezifischer CD8" T-Zellen wahrend der friihen Infektionsphase. Dann jedoch trat
ausgesprochen zeitig eine Escape-Mutation in ebendiesem Epitop auf und flhrte zu
einer steady-state (dt.: stationdren) Viruslast, die héher war, als es in einem nicht ge-
impften HLA-B27-Positiven zu erwarten gewesen ware. Sicherlich handelt es sich hier-
bei um einen Einzelfall, doch zeigen diese Ergebnisse die feine Balance, die zwischen
den Kraften, die eine Immunkontrolle bewirken, und denen, die ein Entfliehen von der
Immunkontrolle hervorrufen, besteht. Immunmodulatorische Interventionen stoéren

dieses empfindliche Gleichgewicht und die Folgen lassen sich nicht immer vorhersagen.

Die Entwicklung eines effektiven Impfstoffes gegen HIV ist auch nach Jahren intensiver
Forschung ein nicht einfach zu erreichendes Ziel. Doch lassen die stetigen kleinen
Fortschritte vorsichtigen Optimismus zu. Ubereinstimmung herrscht mittlerweile darin,
dass ein wirksames Vakzin ohne eine Komponente, die eine zellulare Immunantwort
induziert, nicht auskommt. Wegen der hohen Variabilitdt des Viruses und der Inhomo-
genitat des HLA-Typs der Menschen ist eine genaue Analyse der von CTL anvisierten
Epitope notwendig. Dabei sind nicht allein die Strukturproteine von Bedeutung. Die
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hohe Immunogenitat der regulatorischen und akzessorischen Proteine macht diese zu
attraktiven Zielen der Impfstoffforschung. Auch wenn diese allein nicht dazu ausreichen
eine umfassend schitzende Immunantwort gegen das Virus herbeizufihren, so ist ihr
Einschluss in ein Mulitkomponenten-Vakzin, das sowohl strukturelle als auch regula-
torische und akzessorische Proteine enthalt, sicherlich von Nutzen.
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5 Zusammenfassung

Die Entdeckung von HIV-1 und HIV-2 als den Erregern von AIDS liegt nun mehr als
20 Jahre zuriick und noch immer ist diese neuzeitliche Infektionskrankheit nicht heilbar
oder mit einem Wirkstoff prophylaktisch zu bekdmpfen.

Das HI-Virus ist ein in hohem MaBe optimiertes System, das mit nur wenigen Genen
absolut effizient funktioniert. Dabei erfillt jedes virale Protein in vivo eine fir das Virus
bedeutsame Funktion und bietet einen potentiellen Ansatz fir antiretrovirale Therapien.
Da akzessorische und regulatorische Proteine im Replikationszyklus des HIV frih ent-
stehen — damit also in die Virusvermehrung zeitig eingegriffen werden kénnte — stellen

sie darUber hinaus ein attraktives Ziel fir zellvermittelte antivirale Impfstrategien dar.

Nach dem bisher vergeblichen Versuch, einen Impfstoff zu entwickeln, der mittels In-
duktion einer humoralen Abwehr vor der Infektion mit dem Retrovirus schitzt, konzen-
triert sich die Forschung zunehmend auf die Induktion einer zellularen Abwehr. Diese
wird durch zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) vermittelt, die infizierte Zellen anhand der
auf der Zelloberflache in den Bindungstaschen der MHC-Molekile présentierten viralen
Proteine spezifisch erkennen und abtéten. Zur Entwicklung eines auf zellularer Abwehr
basierenden Impfstoffes ist also sowohl der HLA-Typ des Wirtes von Bedeutung, der
die Form und Bindungseigenschaften der MHC-Molekile bestimmt, als auch die ent-
sprechend prasentierten viralen Peptide. Als Reaktion auf den antiviralen Druck durch
die CTL verandert sich das Virusgenom im Bereich der Epitope, um von dem
Immunsystem nicht mehr erkannt zu werden. Diese als ,Fluchtmutationen* be-
zeichneten Veranderungen des HIV-Genoms erhéhen dessen Variabilitat und er-

schweren die Generierung eines nachhaltig wirksamen und effizienten Impfstoffes.

Die vorliegende Arbeit ist thematisch einzuordnen in die Entwicklung eines prophylak-
tischen oder therapeutischen Wirkstoffes, der auf der Induktion einer zellularen Immun-
antwort basiert. Ziel war die genaue Analyse von CTL-Epitopen in den akzessorischen
Proteinen Vif, Vpr, Vpu und den regulatorischen Proteinen Rev, Tat vor dem Hinter-
grund des individuellen HLA-Typs des Wirtes. Die Hypothese war, dass aufgrund des
antiviralen Drucks durch spezifische CTL, die Aminosaurevariabilitat innerhalb der CTL-
Epitope erhéht ist.

Dazu erfolgte die HLA-Typisierung von HIV-infizierten Patienten mit anschlieBender
Auswahl von 11 HLA-A2-positiven und sechs HLA-A2-negativen Patienten (zehn Lang-
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zeitinfizierte, sieben akut Serokonvertierte). Es wurden von 19 Patientenproben
(17 Patienten) 180 HIV-Klone sequenziert und die resultierenden 900 Proteinsequenzen

qualitativ und statistisch analysiert.

In der qualitativen Analyse der CTL-Epitope und der &rtlichen Variationen der Proteinse-
quenzen konnte keine eindeutige Korrelation zwischen Variabilitdt und Epitoploka-
lisation festgestellt werden. Die HLA-A2-spezifische Auswertung zeigte nur singular auf-
fallende Ergebnisse: so weist z.B. ein CTL-Epitop in Vpr eine eindeutig erhdhte
Variabilitat in den A2-positiven Proben von Langzeitinfizierten (LTNP) im Vergleich zu
den A2-negativen auf, was auf Fluchtmutationen hinweist. Ein umfassendes Muster der
Variationen im Sinne von gezielten Fluchtmutationen lasst sich jedoch nicht erkennen.
Bei Gegenulberstellung der HIV-Sequenzen von Proben nach unterschiedlicher Infek-
tionsdauer war zu erkennen, dass die Zahl der Quasispezies in einigen Proteinse-
quenzen bei der Gruppe der akut Serokonvertierten erhéht war. Dies deutet darauf hin,
dass sich die dominante Virusform nach kurzem Infektionsverlauf noch nicht durch-
setzen konnte. Auffallig war auBerdem das oben bereits erwahnte CTL-Epitop in Vpr,
das unter den akut Serokonvertierten - ob A2-positiv oder A2-negativ — keine Differen-
zen zeigte. Hier haben spezifische CTL mdglicherweise noch keinen effizienten Se-
lektionsdruck ausgelbt oder die Zeit zur Ausbildung von Escape-Varianten war nicht
ausreichend. Bei Analyse von mehreren Blutproben eines Patienten im Infektionsverlauf
gelang die Dokumentation der Selektion der dominanten Quasispezies, sowie die des
Auftretens einer mdglichen Fluchtmutation innerhalb eines CTL-Epitops. Ebenso zeigte
sich eine stets gekoppelt auftretende Aminosaurevariation als mdéglicher Hinweis auf
eine kompensatorische Mutation.

In der statistischen Auswertung konnte die Hypothese, die von einer erhéhten Amino-
saurevariabilitdt innerhalb der CTL-Epitope ausging, nicht bestatigt werden. Statistisch
signifikante Ergebnisse konnten nicht durchgehend erhoben werden. Die Zahlen deuten
darauf hin, dass die Variabilitat innerhalb der Epitope im Vergleich der auBerhalb der
Epitope in den hier untersuchten Genen und Genabschnitten nicht erhéht ist.

FUr eindeutigere Aussagen sind Untersuchungen mit einer gréBeren Anzahl an analy-
sierten HIV-Sequenzen notwendig. Die erhobenen Daten bieten jedoch bereits eine
gute Grundlage fir weitere Studien, insbesondere fiir solche, die die zellulare Ebene in

die Analyse einbeziehen.



6 _Anhang 98

6 Anhang

6.1 Plasmidkarte des pCR®4-TOPO-Vektors

LacZo initiation codon

M13 Reverse priming site | T3 priming site
| | [
201 CACACAGGAR ACAGCTATGA CCATCGATTAC GUCRAGCTCA GAATTAACCC TCACTARAGS

GTGIGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

—|Spel Pst | FPmel EcoRI| EcoR | Not |
— | | | | |
261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCTT (o] (NN " GGG GARTTCGCGG
CTGATCAGGA CGTCCARATT TGCTTRAAGCG GGAIMMMCLIEIMTTCCCG CTTARGCGCC
T7 priming site M13 Forward (-20) priming site
311 | COGCTRARTT CAATTCGJCCC TATAGTGAGT CGTATTACAR TTCACTGGCC GTCGTTTTAC
GGCGATTTARL GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGS CAGCAARATG

Abb. 38: pCR®4-TOPO-Ve!§tor mit Darstellung der Nukleotidsequenz, die die TOPO Cloning site
umgibt. Die 3’-Deoxythymidin-Uberhange erlauben eine effiziente Ligation mit 5’-Deoxyadenosin-
Uberhangen des PCR-Produkts.

6.2 Aminosauresequenzen der untersuchten Proteine
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6.2.1 Vif

HXB2vif IMENRWQ MT WO DRMRIRTWEK L KAEAMY G K R WEFEYRHHYE PHPRT E ATPL D RT TTTYW LHTGERDWHL 0 G T

[ A3 ] | A3 |

3-2K140vif MENRWQ MT WO DRMRIRTWN LVKHEHEMYT KKTK W YREHYENP[HPR G EVHTIP L D KL TTTYW LETGERDWHL QG T
3-2K143vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWN[SLVKHHMY T IISKKTKGWVYKHHYENPIHPRVGSEVHIIPLGDAKLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
3-2K144vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWN[SLVKHHMY T IISKKTKGWVYKHHYENPIHPRVGSEVHIIPLGDAKLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
3-2K145vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWN|SLVKHHMY TISKKTKGWVYKHHYENPHPRVGSEVHIIPLGDAKLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVST
3-2K148vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWN[SLVKHHMY T IISKKTKGWVYKHHYENPIHPRVGSEVHIIPLGDAKLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
3-2K149vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWN|SLVKHHMY TISKKTKGWVYKHHYENPHPRVGSEVHIIPLGDAKLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVST
3-2K151vif MENRWQVMIVRQVDRMRIRTWN|SLVKHHMY TISKKTKGWVYKHHYENPHPRVGSEVHIIPLGDAKLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVST
3-2K152vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWN[SLVKHHMY T IISKKAKGWIYKHHYENPIHPRVGSEVHIIPLGDAKLVITTYQGLHTGERDWHLGQGVSTI
3-2K153vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWN|SLVKHHMY TISKKTKGWIYKHHYENPHPRVGSEVHIIPLGDAKLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVST
3-2K146vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWK|SLVKHHMYV|ISKKAQGWFYRHHYESHHPKISSEVHIIPIGDAKLVITTYWGLHAGERDWHLGQGVSTI
5-2K185vif MENRWQ MT WO DRMRIRTWK LVKHEHAEMYV RK K WIYRHEHYE THPRT E HTPL D KL TT TYW LETGERDWHL QG M
5-2K186vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEK|SLVKHHMYV|ISRKAKGWIYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLIIATYWGLHTGERDWHLGQGVST
5-2K190vif MENRWQVMIVWQVDGMRIRTWK|[SLVKHHMYV|SRKAKGWIYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLIIATYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
5-2K193vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEK|SLVKHHMYV|ISRKAKGWIYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLIIATYWGLHTGERDWHLGQGVST
5-2K312vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEK|[SLVKHHMYV|ISRKAKGWIYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLIIATYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
5-2K313vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEK|SLVKHHMYV|ISRKAKGWIYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAELIIATYWGLHTGERDWHLDQGVST
5-2K314vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEK|SLVKHHMYV|ISRKAKGWIYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLIIATYWGLHTGERDWHLGQGVST
5-2K316vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEK|[SLVXHHMYV|SRKAKGWIYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLTITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
5-2K317vif MENRWQVMIVWQVDRMGIRTWEK|SLVKHHMYV|ISRKAKGWIYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLTITTYWGLHTGERDWHLGQGVST
5-2K318vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEK|[SLVKHHMYV|ISRKAKGWIYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLIIATYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
5-2K319vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEK|[SLVKHHMYV|ISRKAKGWIYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLIIATYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
5-2K320vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEK|SLVKHHMYV|ISRKAKGWIYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLTITTYWGLHTGERDWHLGQGVST
5-1K321vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEK|[SLVKHHMYV|ISRKAKGWIYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLIIATYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
6-0K352vif MENRWQ MT WO DRMRTIR WK LVKHEHEMYT G K RKEWFYRHHEYE HHEPRT E H PL D RT TTYW LETGERDWHL QG T
6-0K353vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWK|SLVKHHMY I IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
6-0K354vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRARK|SLVKHHMY I IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
6-0K355vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWKISLVKHHMY TIISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVST
6-0K356vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWK|SLVKHHMY I IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
6-0K357vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWKISLVKHHMY TIISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVST
6-0K358vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWK|ISLVKHHMY TIISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVST
6-0K359vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWK|SLVKHHMY I IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
6-0K361vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWKISLVKHHMY IISGKAKEWFYRHHYESHHLRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGV SV
6-0K467vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWK|SLVKHHMY I IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVITYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
6-0K468vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWK|SLVKHHMY I IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
6-0K469vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWK|ISLVRHHMY IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVST
6-0K470vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWK|SLVKHHMY I IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
6-0K471vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWK|ISLVKHHMY TIISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVST
6-0K27vif = ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ o~~~ m s v n s s e s v s s s v s s s s s s s s s s v s s s s N s s s s s s s s N N s s s s s s
6-0K30vif = ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ o~ o~~~ o~ e v s s s o s v s s s s s s v s s s s s s s s s v s s s s N s s s s s s s s s N N s s s s s s
6-1K259vif MENRWQ MT WO DRMRIR WK LVKHEHAEMYT G K RKEWFYRHHEYE HHEHPRT E H PL D RT TTYW LETGERDWHL QG T
6-1K478vif MENRWQVMIVWQVDRMRTRAWKI[SLVKHHMY I|ISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
6-1K479vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWKISLVKHHMY IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGPHTGERDWHLGQGVST
6-1K480vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWKISLVKHHMY IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
6-1K481vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWKISLVKHHMY IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
6-1K483vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWKISLVKHHMY IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVST
6-1K484vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWKISLVKHHMY IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGEGDWHLGQGVSTI
6-1K485vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWKISLVKHHMY IISGKAKEWFYRHHYESHHPRIGSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVST
6-1K486vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWKISLVKHHMY IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
6-1K487vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWKISLVKHHMY IISGKAKEWFYRHHYESHHPRISSEVHVPLGDARLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI

Abb. 39a: Aminosauresequenz von HIV 3-2, 5-2, 6-0, 6-1; Vif, AS 1-87. HLA-Typ-spezifische CTL-Epitope sind schwarz umrahmt und farbig unterlegt. In der HXB2-
Sequenz sind sie entsprechend bezeichnet.
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Abb. 39b: Aminos&duresequenzen von HIV 7-1, 12-1, 20-0, 36-1, 36-2; Vif, AS 1-87. HLA-Typ-spezifische CTL-Epitope sind schwarz umrahmt und farbig unterlegt. In

der HXB2-Sequenz sind sie entsprechend bezeichnet.
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[ A3 ] [ A3
I A2 |
HXB2vif IMENRWQVMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMYVSGKARGWFYRHHYESFHPRISSEVHIFLGDARLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSI
[ B
9-1K437vif MENRWQ MT WO DRM[KTRTWN LVEKHEMYT G K R WCYRKHHEYE TNPRT E HTPLGD KL TTTYWGLHT ERDWHLGH T
9-1K439vif MENRWQAMIVWQVDRMKIRTWNSLVEKHHHMYVSGKARIGWCYKHHYESTNPRISSEVHIPLGDAKLVITTYWGLQTGERDWHLGHGVSTI
9-1K440vif MENRWQAMIVWQVDRMKIRTWNSLVEKIHHHMYVSGKAR|GWCYKHHYESTNPRISSEVHIPLGDAKLVITTYWGLQTGERDWHLGHGVSTI
9-1K447vif MENRWQVMIVWQVDRMKIRTWNSLVEKHHHMYISGKARIGWCYKHHYESINPRISSEVHIPLGDAKLVIITYWGLHTGERDWHLGHGVSTI
9-1K449vif MENRWQVMIVWQVDRMKIRTWNSLVEKIHHHMY I SGKAR|GWCYKHHYESINPRISSEVHIPLGDAKLVITTYWGLHTGERDWHLGHGVSTI
9-1K450vif MENRWQVMIVWQVDRMKIRTWNSLVEKHHHMYISGKARIGWCYKHHYESINPRISSGVRIPLGDAKLVITTYWGLHTGERDWHLGHGASTI
9-1K454vif MENRWQAMIVWQVDRMKIRTWNSLVEKHHHMYISGKARIGWCYKHHYESINPRISSEVHIPLGDAKLVITTYRGLQTGERDWHLGHGVSTI
9-1K456vif MENRWQVMIVWQVDRMKIRTWNSLVEK|HHHMYISRKAR|[GWCYKHHYESINPRISSEVHIPLGDAKLVIITYWGLHTGERDWHLGHGVSTI
14-1K652vif MENRWQ MT WO DRMRTEKTWEK L RKAEHETYT KK K W YRKHHYE THPRT E HTPLGD KL TTTYWGLHT EREWHLGQ T
14-1K654vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWKSLVKHHIYISKRAKGWVYKHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLVTITTYWGLHTGEREWHLGOQGASTI
14-1K655vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWKSLVKHHIYISKKAKGWVYKHHYESIHPRISSEVHIPLGDAKLVITTYWGLHTGEREWHLGQGASTI
14-1K656vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWKSLVKHHIYISKKAKGWVYKHHCESTHPRISSEVHIPLGDAKLVITTYWGLHTGEREWHLGOQGASTI
14-1K688vif MENRWQVMIVWQVDGMRIKTWKSLVKHHIYISKKAKGWVYKHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLVITTYWGLHTGEREWHLGQGAST
14-1K695vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWKSLVKHHIYISKKAKGWVYKHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKLVITTYWGLHTGEREWHLGQGAST
14-1K696vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWKSLVKHHIYIPKKAKGWVYKHHYGNTHPRISSEVHIPLGDAKLVITTYWGLHTGEREWHLGOQGASTI
14-1K698vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWKSLVKHHIYISRKAKGWVYKHHYESIHPRICSEVHIPLGDAKLVITTYWGLHTGEREWHLGQGAST
14-1K699vif TENRWQVMIVWQVDRMRIKTWKSLVKHHIYISKKAKGWVCKHHYESIHPRISSEVHIPLGDAKLVITTYWGLHTGEREWHLGOQGASTI
14-1K704vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWKSLVKHHIYISKKAKGWVYKHHYESTHPRISSEAHIPLGDAKLVITTYWGLHTGEREWHLGOQGASTI
32-1K407vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWKSLVEKHHMYVSKKAKGWSYKHHYESTHPRISSEVHIPLSNAELVVITITYWGLHTGERDWHLGQGV ST
32-1K421vif LENRWQVMIVWQVDRMRIRTWKSLVEKHHMYVSKKAKGWSYKHHYESTHPRISSEVHIPLSNAELVVTTYWGLHTGERDWHLGOQGVST
32-1K422vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMYVSKKAKGWTYKHHYESTHPRISSEVHIPLSNAELVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
32-1K423vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMYTSKKAKGWSYKHHYESIHPRISSEVHIPLSNAELVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
32-1K425vif MENRWQAMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMYVSKKAKGWIYKHHYESIHPRISSEVHIPLSNAELVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
32-1K426vif MENRWQAMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMYVSKKAKRWIYKHHYESTHPRISSEVHIPLSNAEXVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
32-1K427vif MENRWQAMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMYISKKAKGWIYKHHYESTHPRISSEVHIPLSNAELVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
32-1K428vif MENRWQAMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMYISKKAKGWIYKHHYESTHPRISSEVHIPLSNAELVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
32-1K429vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMYVSKKAKGWSYKHHYESTHPRISSEVHIPLSNAELVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
32-1K430vif MENRWQAMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMYVSKKAKGWTYKHYYESTHPRISSEVHIPLSNAELVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
32-1K431vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMYVSKKAKGWSYKHHYESTHPRISSEVHIPLSNAELVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
32-1K432vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMYVSKKAKGWSYKHHYESTHPRISSEVHIPLSNAELVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
030K520vif MENRWOVMIVWOQVDRMRIRTWEK[SEVRKEHEHMHV[SKRAQGWEF YRHHYESNHPRISSEVHIPLGDARKLVVITYWGLHTGERDWHLGOQGVST
030K567vif MENKWQVMIVWQVDRMRIRTWEKISLVKHRMHV|ISKRAQGWFYRHHYESNHPRISSEVHIPLGDAKLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
030K638vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEKISLVKHHMHVISKRAQGWFYRHHYESNHPRISSEVHIPLGDAKLVVTTYWGLHTGERDWHLGOQGVSTI
030K641vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEKISLVKHHMHV|ISKRAQGWFYRHHYESNHPRISSEVHIPLGDAKLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
030K668vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEKISLVKHHMHV|ISKRAQGWFYRHHYESNHPRISSEVHIPLGDAKLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
030K672vif MENKWQVMIVWQVDRMRIRTWEKISLVKHHMHV|ISKRAQGWFYRHHYESNHPRISSEVHIPLGEARLVITTYWGLHTGERDWHLGOQGASTI
030K674vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTWEKISLVKHHMHV|ISKRAQGWFYRHHYESNHPRISSEVHIPLGDAKLVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
030K676vif MENKWQVMIVWQVDRMRIRTWEKI[SLVKHHMHVISKRAQGWFYRHHYESNHPRISSEVHIPLGEARLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
239K1069vif MENRWQ MT WO DRMI[RTNEKWER|[GL VEKI[Y|HT Y R RK K[KW YRKHHYE NPRT E HTPLGE RLT TTTYWGLHT ERDWHLGQ T
239K1070vif MENRWQVMIVWQVDRMRINKWEK|GLVEK|Y[HIYR|ISRKAKIKWVYKHHYESANPRISSEVHIPLGEARLVITTYWGLHTGEKDWHLGQGVSV
239K1071vif MENRWQVMIVWQVDRMRINKWEKIGLVK|Y[HTIYR|SRKAKIKWVYKHHYESANPRISSEVHIPLGEARLVITTYWGLHTGEKDWHLGOQGASTI
239K1073vif MENRWQVMIVWQVDRMRINKWEKIGLVEK|Y|HT YRISRKAKIKWVYKHHYESANPRISSEVHIPLGEARLVITTYWGLHTGEKDWHLGQGVSV
239K1074vif MENRWQVMIVWQVDRMRINKWEK|GLVEK|YIHIYR|ISRKAKIKWVYKHHYESANPRISSEVHIPLGEARLVITTYWGLHTGEKDWHLGQGVSYV
239K1076vif MENRWQVMIVWQVDRMRINKWEKIGLVEK|Y|HTI YRISRKAKIKWVYKHYYESANPRISSEVHIPLGEARLVITTYWGLHTGEKDWHLGQGASTI
239K1079vif MENRWQVMIVWQVDRMRINKWEKIGLVK|Y[HTIYR|ISRKAKIKWVYKHHYESANPRISSEVHIPLGEARLVITTYWGLHTGEKDWHLGOQGASTI
239K1080vif MENRWQVMIVWQVDRMRINKWEK|GLVEK|Y[HIYR|ISRKAKIKWVYKHHYESANPRISSEVHIPLGEARLVITTYWGLHTGEKDWHLGQGVSV

Abb.39c: Aminosauresequenzen von HIV 9-1, 14-1, 32-1, Pat. 030,

unterlegt. In der HXB2-Sequenz sind sie entsprechend bezeichnet.

239; Vif, AS 1-87. HLA-Typ-spezifische CTL-Epitope sind schwarz umrahmt und farbig



6 _Anhang

102

[ A3 ] [ A3
I A2 [
HXB2vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRTITWKSLVKHHMYVSGKARGWFYRHHYESPHPRISSEVHIPLGDARLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVST
I -7 A
244K925vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWN LVKHEHEHMYT REKTKGWIYKHHYE TNPRIT EVHTPLGDAKRKLVVTITYWGLHPGERDWHLGQGT I
244K929vif  ~ v v v v v s s s s s e s s s s s s e el S S S it S S S et XGLHPGERDWHLGQGVSTI
244K932vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWNISLVKHHMY IISRKTKGWIYKHHYESTNPRISSEVHIPLGDAKLVVTTYWGLHPGERDWHLXQGVSTI
244K935vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWNISLVKHHMY IISRKTKGWIYKHHYESTNPRISSEVHIPLGDAKLVVTTYWGLHPGERDWHLGQGVSTI
244K923vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWN|ISLVKHHMY IISRKTKGWIYKHHYESTNPRISSEVHIPLGDAKLVVTTYWGLHPGERDWHLGQGVSTI
244K922vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWNISLVKHHMY IISRKTKGWIYKHHYESTNPRISSEVHIPLGDAKLVVTTYWGLHPGERDWHLGQGVSTI
244K967vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRAWNISLVKHHMYIISRKTKGWIYKHHYESTNPRISSEVHIPLGDAKLVVTTYWGLHPGERDWHLGOQGVSTI
2920K712vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWEK LVE[HEMYI[SGKAR[KWFYRHHYENPHPKISSEVHIPLGDAVMVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVST
2920K713vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWEK|SLVEKIHIHMY I|SGKARKWFYRHHYENPHPKISSEVHIPLGDAVMVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
2920K715vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWK|SSVEKIHIHMY I|SGKARKWFYRHHYENPHPKISSEVHIPLGDAVMVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
2920K716vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWEK|SLVEKIHIHMY I|SGKARKWFYRHHYENPHPKISSEVHIPLGDAVMVVTTYWGLLTGERDWHLGQGVSTI
2920K728vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWK|S*VEKIHIHMY I|SGKARKWFYRHHYENPHPKISSEVHIPLGDAVMVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
2920K730vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWEK|SLVEKIHIHMY I|ISGKARKWFYRHHYENPHPKISSEVHIPLGDAVMVVTTYWGLHTGERDWHLGQGASTI
2920K731vif MENRWQVMIVWQVDRMRIKTWEK|SLVEKIHIHMY I|ISGKARKWFYRHHYENPHPKISSEVHIPLGDAVMVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
175K1127vif ME RWQVMIVWQOQIDRMRIKTWEK LVKHHEMYT RKAKGWFYRHRYE THPRIT EVHIPLGDAKRKMVITTIYWGLHTGERDWHLGQGYV I
175K1128vif MESRWQVMIVWQIDRMRIKTWKSLVKHHMYISRKAKGWFYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKMVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
175K1129vif MESRWQVMIVWQIDRMRIKTWKSLVKHHMYISRKAKGWFIDITMKALIQE*VQKYTSH*GMLKW* *QHIGVCIQEKETGTWVRESP?*
175K1130vif MEGRWQVMIVWQIDRMRIKTWKSLVKHHMCISRKAKGWFYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKXVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
175K1132vif MESRWQVMIVWQIDRMRIKTWKSLVKHHMYISRKAKGWFYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKMVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
175K1135vif MESRWQVMIVWQIDRMRIKTWKSLVKHHMYISRKAKGWFYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKMVITAYWGLHTGERDWHLGQGVST
175K1137vif MESRWQVMIVWQIDRMRIKTWKSLVKHHMYISRKAKGWFYKHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKMVITAYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
175K1138vif MESRWQVMIVWQIDRMRIKTWKSLVKHHMYISRKAKGWFYRHHYESTHPRISSEVHIPLGDAKMVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
232K757vif MENRWQVMIVWQVDRMEKIRTWNSLVKHHMYVSKKAEKWSYKHHYESTNPRVSSEVHIPLGENRLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVST
232K761vif MEDRWQVMIVWQVDRMKIRTWNSLVKHHMYVSKKAEKWSYKHHYESTNPRVSSEVHIPLGEDRLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
232K769vif MEDRWQVMIVWQVDRMKIRTWNSLVKHHMYVSKKAEKWSYKHHYESTNPRVSSEVHIPLGEDRLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
232K843vif MENRWQVMIVWQVDRMKIRTWNSLVKHHMYVPKKAEKWSYKHHYESTNPRVSSEVHIPLGEDRLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
232K844vif MENRWQVMIVWQVDRMKIRTWNSLVKHHMYVSKKAEKWSYKHHYESTNPRVSSEVHIPLGEDRLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
232K855vif MENRWQVMIVWQVDRMKIRTWDSLVKHHMYVSKKAEKWSYKHHYESTNPRVSSEVHIPLGEDRLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
232K856vif MENRWQVMIVWQVDRMKIRTWNSLVKHHMYVSKEAEKWSYKHHYESTNPRVSSEVHIPLGEDRLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
232K857vif MENRWQVMIVWQVDRMKIRTWNSLVKHHMYVSKKAEKWSYKHHYESTNPRVSSEVHIPLGEDRLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
334K952vif MENRWQVVIVWQVDRMRIRRWNSLVEKHHMYISRKAQGWLYRHHYESTNPRISSEVHIPVGDAILVVITYWGLHTGERDWHLGQGVST
334K956vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRRWNSLVKHHMYISRKAQGWLYRHHYESTNPRISSEVHIPVGDAILVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
334K959vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRRWNSLVKHHMYISRKAQGWLYRHHYESTNPRISSEVHIPVGDAILVVTTYWGLHTGKRDWHLGQGVSTI
334K962vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRRWNSLVKHHMYISRKAQGWLYRHHYESTNPRISSEVHIPVGDAILVVTTYWGLHTGERD*HLGQGVSTI
334K963vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRRWNSLVKHHMYISRKAQGWLYRHHYESTNPRISSEVHIPVGDAILVVATYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
334K966vVif MENRWQVMIVWQVDRMRIRRWNSLVKHHMYISRKAQGWLYRHHYESTNPRISSEAHIPVGDAILVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
334K997vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRRWNSLVKHHMYISRKAQGWLYRHHYESTNPRISSEVHIPVGDAILVVTTYWGLHTGERDWRLGQGVSTI
334K999vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRRWNSLVKHHMYISRKAQGWLYRHHYESTNPRISSEVHIPVGDAILVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
334K1002vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRRWNSLVKHHMYISRKAQGWLYRHHYESTNPRISSEVHIPVGDAILVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
334K1005vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRRWNSLVKHHMYISRKAQGWLYRHHYESTNPRISSEVHIPVGDAILVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI
334K1006vif MENRWQVMIVWQVDRMRIRRWNSLVKHHMYISRKAQGWLYRHHYESTNPRISSEVHIPVGDAILVVTTYWGLHTGERDWHLGQGVSTI

Abb.39d: Aminosauresequenzen von Pat. 244, 2920, 175, 232, 334; Vif, AS 1-87. HLA-Typ-spezifische CTL-Epitope sind schwarz umrahmt und farbig unterlegt. In

der HXB2-Sequenz sind sie entsprechend bezeichnet.
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HXB2vif
B18

3-2K140vif EWRKERYHT P YFDCFSDSAIRKAILGHIVSPRCEYQAGHNKVGS L EDRWNEKPQKIKGH
3-2K143vif EWRKERYHT P YFDCFSDSAIRKAILGHIVSPRCEYQAGHNEKVGS L KDRWNKPQKIKGR
3-2K144vif EWRKERYHT P YFDCFSDSAIRKAILGHIVSPRCEYQAGHNEKVGS L EDRWNKPQKTIKGH
3-2K145vif EWRKERYHT P YFDCFSDSAIRKAILGHIVSPRCEYQAGHDEKVGS L EDRWNKPQKTEKGH
3-2K148vif EWRKERYHT P YFDCFSDSAIRKAILGHIVSPRCEYQAGHNEKVGS L EDRWNKPQKTIKGH
3-2K149vif EWRKERYHT P YFDCFSDSAIRKAILGHIVSPRCEYQAGHNEKVGS L EDRWNKPQKTIKGH
3-2K151vif EWRKERYHT P YFDCFSDSAIRKAILGHIVSPRCEYQAGHNEKVGS L EDRWNKPQKTIKGH
3-2K152vif EWRKERYHT P YFDCFSDSAIRKAILGHIVSPRCEYQAGHNEKVGS L EDRWNKPQKIKGH
3-2K153vif EWRKERYHT P YFDCFSDSAIRKAILGHIVSPRCEYQAGHNKVGS L EDRWNKPQKTKGH
3-2K146vif EWRKRRYHT P YFDCFSDSAIRKAILGHIVSPRCEYQAGHNEKVGS L EDRWNKPQKTEKGR
—2K; Vi Y[FEDCF E TRQ TLGHR RPRCEYQ GHNK G LQYL

5-2K186vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRQAILGHRVRPRCEYQAGHNKVGSLQYL LTEDRWNKPOQKTZKGH
5-2K190vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRQAILGHRVRPRCEYQAGHNKVGSLOQYL LTEDRWNKPOQKTZKGH
5-2K193vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRQAILGHRVRPRCEYQAGHNKVGSLQYL LTEDRWNKPOQKTZKGH
5-2K312vif EWRKRRYSTI P YFDCFSESAIRQAILGHRVRPRCEYQAGHNKVGSLOQYL LTEDRWNKPOQKTZKGH
5-2K313vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRQAILGHRVRPRCEYQAGHNKVGSLOQYL LTEDRWNKPOQKTZKGH
5-2K314vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRQAILGHRVRPRCEYQAGHNKVGSLQYL LTEDRWNKPOQKTZKGH
5-2K316vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRQAILGHRVRPRCEYQAGHNKVGSLQYL LTEDRWNKPOQKTZKGH
5-2K317vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRQAILGHRVRPRCEYQAGHNKVGSLQYL LTEDRWNKPOQKIKGH
5-2K318vif EWRKRRYST P YFDCSSESAIRQAILGHRVRPRCEYQAGHNKVGSLQYL LTEDRWNKPOQKTEKGH
5-2K319vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRQAILGHRVRPRCEYQAGHNKVGSLQYL LTEDRWNKPOQKTZKGH
5-2K320vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRQAILGHRVRPRCEYQAGHNKVGSLQYL LTEDRWNKPOQKTZKGH
5-1K321vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRQAILGHRVRPRCEYQAGHNKVGSLQYL LTEDRWNKPOQKTMGH
—0K: vi YFDCF E TRK TLGRT PRCEYQ GHNK G LQYL

6-0K353vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYL KKLTEDRWNEKPOQKTEKGH
6-0K354vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSGSAVRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYTL KKLTEDRWNKPOQKTEKGH
6-0K355vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYL KKLTEDRWNKPOQKTEKGH
6-0K356vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYTL KKLTEDRWNKPOQKTEKGH
6-0K357vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYL KKLTEDRWNKPOQKTEKGH
6-0K358vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYL KKLTEDRWNKPOQKTEKGH
6-0K359vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQHL KKLTEDRWNKPOQKTEKGH
6-0K361vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYL KKLTEDRWNKPOQKTEKGH
6-0K467vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYL KKLTEDRWNKPOQKTEKGH
6-0K468vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYL KKLTEDRWNKPOQKTEKGH
6-0K469vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYL KKLTEDRWNEKPOQKTEKGH
6-0K470vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYL KKLTEDRWNEKPOQKTEKGH
6-0K471vif EWRKRRYSTQVDP YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYL KKLTEDRWNEKPOQKTEKGH
6-0K27vif S YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYL KKLTEDRWNEKPOQKT KGH
6-0K30vif S i YFDCFSESAI RKAILGRIVS PRCEYQAGHN KVGSLQYL KKLT EDRWNEKPOQKT KGH
6-1K259vif EWREKRRYST P YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGS L K LTEDRWNKPOKTKGH
6-1K478vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNEKVGS L K LTEDRWNKPOQKTEKGH
6-1K479vif EWRKRRYST L YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNEKVGS L K LTEDRWNKPOQKTEKGH
6-1K480vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRKAILGHIVSPRCEYQAGHNEKVGS L K LTEDRWNKPOQKTEKGH
6-1K481vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNEKVGS L K LTEDRWNKPOQKTEKGH
6-1K483vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNEKVGS L K LTEDRWNKPOQKTEKGH
6-1K484vif E*RKRRYST P YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNEKVGS L K LTEDRWNKPOQKTEKGH
6-1K485vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCDYQAGHNEKVGS L K LTEDRWNKPOQKTEKGH
6-1K486vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGS L K LTEDRWNKPOQKTZKGH
6-1K487vif EWRKRRYST P YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGS L K LTEDRWNKPOQKTZKGH

Abb. 39e: Aminosauresequenz von HIV 3-2, 5-2, 6-0, 6-1; Vif, AS 88-192. HLA-Typ-spezifische CTL-Epitope sind schwarz umrahmt und farbig unterlegt. In der
HXB2-Sequenz sind sie entsprechend bezeichnet.
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HXB2vif EWRKKRY T VDPELADQLTHLYYFD F D ATRKALLGHTIV PR EY AGHNRKVG L YLALAALITPKKIKPPLP VTKLTEDRWNEKP KTKGHI
B8 BT 1
T-1K196vif EWRKKGYSTQVDPINEADOLIHLY|[]YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCDYPAGHNQVGSLQYLALAALVTPEKIRIKPPLPSVIAKLTEDRWNEKPQKTEKGH
7-1K200vif EWRKKGYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCDYPAGHNQVGSLQYL|ITLAALVTPRIRIKPPLPSVIAKLTEDRWNEKPOQEKTEKGH
7-1K201vif EWRKKGYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCDYPAGHNQVGSLQYLALAALVTPEKIRIKPPLPSVIAKLTEDRWNEKPOQEKTEKGH
7-1K203vif EWRKKGYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCDYPAGHNQVGSLQYLALAALVTPEKIRIKPPLPSVIAKLTEDRWNEKPOQEKTEKGH
7-1K205vif EWRKKGYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCDYPAGHNQVGSLQYLALAALVTPEKIRIKPPLPSVIAKLTEDRWNEKPOQEKTEKGH
7-1K210vif EWRKKGYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCDYPAGHNQVGSLQYLALAALVTPEKIRIKPPLPSVIAKLTEDRWNEKPOQEKTEKGH
7-1K211vif EWRKRRYSTQIDPIDLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNALLGHRVSPSCEYPAGHNQVGSLQYLALAALVTPEKIRIKPPLPSVIAKLTEDRWSKPQKTE KGH
7-1K212vif EWRKKGYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCDYPAGHNQVGSLQYLALAALVTPEKIRIKPPLPSVIAKLTEDRWNEKPOQKTEKGH
7-1K213vif EWRKKGYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCDYPAGHNQVGSLQYLALAALVTPEKIRIKPPLPSVIAKLTEDRWNEKPOQKTE KGH
12-IK787vif EWRREKRY T VDPINTADOTLTHTLY[YF D F E ATREKAILGRIV PR EY AGHNRKVG L YI[ALAALLEKPE[KTITKPPLP VITKLTEDRWNZKZP KTKGH
12-1K788vif EWRRKRYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGRVVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALAALIKPEK|IKIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQRTE KGH
12-1K789vif EWRRKRYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALAALVEKPEK|IKIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQEKTEKGH
12-1K792vif EWRRKRYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHDKVGSLQYLALAALIKPERK|IKIKPPLPSVITKLTEDRRNEKPOQEKTEKGH
12-1K795vif IEWRRKRYSTQVDIPNLADOLIHL|YYFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNXVGSLQY|LALAALIKPIKKIKPPLPS|IVKKLTEDRWNEKPOQEKTEKG
12-1K799vif EWRRKRYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALAALLKPEK|IKIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQEKTEKGH
12-1K800vif EWRRKRYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALAALIKPERK|IKIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQEKTEKGH
12-1K801lvif EWRRKRYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHDKVGSLQYLALAALIKPERK|IKIKPPLPSVITKLTEDRRNEKPOQEKTEKGH
20-0K102vif EWREKRRY T VDP[EGLTAEADOTLTHLY[YFD F E ATRNAILGHTIV P EF AGHNRKVG L YVI[EALAALTTPR|IKTITKPPLP VIIKICTEDRWN E|P KTKGH
20-0K105vif EWRKKRYSTQVDPIGLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCEFQAGHNKVGSLQYLIAPAALTTPRIKIKPPLPSVT|IKILTEDRWNE|PQKTE KGH
20-0K108vif EWRKKRYSTQVDPIGLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGHIVSPSCEFQAGHNKVGSLQYLIALAALTTPRIKIKPPLPSVT|IEILTEDRWNE|PQKTE KGH
20-0K322vif EWRKRRYSTQVDPIGLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCEFQAGHNKVGSLQYLIALAALTTPRIKIKPPLPSVT|IKILTEDRWNE|PQKTE KGH
20-0K323vif EWRKRRYSTQVDPIGLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCEFQAGHNKVGSLQYLIALAALTTPRIKIKPPLPSVT|IKILTEDRWNE|PQKTE KGH
20-0K324vif EWRKRRYSTQVDPIGLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCEFQAGHNKVGSLQYLIALAALTTPRIKIKPPLPSVT|IKILTEDRWNE|PQKTE KGH
20-0K325vif EWRKRRYSTQVDPIGLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCEFQAGHNKVGSLQYLIALAALTTPRIKIKPPLPSVT|IKILTEDRWNE|PQKTE KGH
20-0K326vif EWRKRRYSTQVDPIGLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCEFQAGHNKVGSLQYLALAALTTPRIKIKPPLPSVT|IKILTEDRWNE|PQKTEKGH
20-0K327vif EWRKRRYSTQVDPIGLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCEFQAGHNKVGSLQYLALAALTTPR|IKIKPPLPSVT|IKILTEDRWNE|PQKTEKGH
20-0K328vif EWRKRRYSTQVDPIGLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCEFQAGHNKVGSLQYLALAALTTPRIKIKPPLPSVT|IKILTEDRWNE|PQKTEKGH
20-0K329vif EWRKRRYSTQVDPIGLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGHIVSPSCEFQAGHNKVGSLQYLALAALTTPRIKIKPPLPSVT|IKILTEDRWNE|PQKTEKGH
20-0K330vif EWRKKRYSTQVDPIGLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGHIVSPSCEFQAGHNKVGSLQYLALAALTTPRIKIKPPLPSVT|IKILTEDRWNE|PQKTEKGH
36-1K112vif EWREKKRYSTQVDPINEADOLTHILY[YFDCFSESAIRNAILGRIVSPRCEYQAGHNRKVGSLOQYLJ ATAALITPEREIRTIKRKPPILPSVI[TELTEDRWNEKPOQKTTE KGR
36-1K279vif EWRKKRYSTQVDPINLADOQLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLIALAALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQKTE KGR
36-1K282vif EWRKKRYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKALLGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALAALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQKTE KGH
36-1K284vif EWRKKRYSTQVDPINLADOQLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLIALAALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQKTE KGR
36-1K285vif EWRKKRYSTQVDPINLADOQLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLIALAALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQKTE KGR
36-1K287vif EWRKKRYSTQVDPINLADOQLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLIALAALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQKTE KGR
36-1K288vif EWRKKRYSTQVDPINLADOQLIHLY|YFDCFSESAIRKALLGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLIALAALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQKTE KGR
36-1K-289vif EWRKKRYSTQVDPINLADQLIHLY|]YFDCFSESAIRQALLGRIVSPRCEYQAGHNEKVGSLQYLIALAALIRPE KIKIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPQEKTZXKGH
36-1K-290vif EWRKKRYSTQVDPINLADQLIHLY|]YFDCFSESAIRNAILGRIVSPRCEYQAGHNEKVGSLQYLIALAALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPQKTEK KGR
36-1K-294vif EWRKKRYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLOQYLALAALITPEKIRIKPPLPSV|ITKLTEDRWNEKPOQEKTE KGR
36-2K124vif EWREKKRYSTQVDPINEADOLTHLY[YFDCFSESAIRNAILGRIVSPRCEYQAGHNRKVGSLOQYLJ ATAALITPERIRTIKRKPPLPSV[ITELTEDRWNERKPOQKTTE KGR
36-2K137vif EWRKKRYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALAALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQEKTEKGH
36-2K136vif EWRKKRYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKALLGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALVALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQEKTEKGH
36-2K135vif EWRKKRYCTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALAALIRPEKIKIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQEKTEKGH
36-2K133vif EWRKKRYSTQVDPINLADOLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALAALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQKTE KGH
36-2K126vif EWRKKRYSTQVGPINLADOQLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLIALAALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQKTE KGR
36-2K138vif EWRKKRCSTQVDPINLADOQLIHLY|YFDCFSESAIRNAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLIALAALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQKTE KGR
36-2K127vif EWRKKRYSTQVDPINLADOQLIHLY|YFDCFSESAIRKAILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLIALAALITPEKIRIKPPLPSVITKLTEDRWNEKPOQKTE KGR

Abb. 39f: Aminosauresequenz von HIV 7-1, 12-1, 20-0, 36-1, 36-2; Vif, AS 88-192. HLA-Typ-spezifische CTL-Epitope sind schwarz umrahmt und