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1  Einleitung

1.1 Das Krankheitsbild AIDS

Die ersten gesicherten Berichte (ber Infektionen mit dem Erreger Pneumocystis carinii bei
homosexuellen Mannern ohne bekannte Grunderkrankung stammen aus dem Jahre 1979. Auffallig
war ferner, dass einige dieser Patienten ein Kaposi-Sarkom, das bisher nur bei alteren Mannern
mediteraner Herkunft aufgetreten war, entwickelten (Gottlieb et al., 1981; Centers for Disease
Control, 1981a; Centers for Disease Control, 1981b). Hinzu kamen hé&ufig Infektionen mit
Toxoplasma gondii und Cryptosporidium. Das neue Krankheitsbild war also hauptséchlich durch
opportunistische Infektionen und seltene Neoplasien gekennzeichnet. Allen Patienten gemeinsam
war ein Immundefekt, der durch eine CD4-T-Zell-Verminderung charakterisiert war. Da sich die
Erkrankung zunéchst nur bei homosexuellen Ménnern manifestierte, wurde sie als GRID (Gay-
Related Immunodeficiency) bezeichnet. Im Jahr 1982 wurde dann erstmals der Begriff AIDS

(Acquired Immunodeficiency Syndrome) gepragt (Centers for Disease Control, 1982).

1.2 Definition von AIDS

Der Begriff AIDS steht fur keine eigenstandige Krankheit, sondern fir das Endstadium einer HIV-
Infektion. Nach der Definition des Centers for Disease Control (CDC) liegt eine AIDS-Erkrankung
vor, wenn bei einem Menschen, bei dem andere Griinde fiir eine Abwehr-schwéche ausgeschlossen
werden koénnen, schwere opportunistische Infektionen und/oder seltene Tumore diagnostiziert
werden (Ubersichtsliteratur: Klietmann 1990; Yarchoan and Broder, 1989; Hirsch and Curran, 1989;
Koch, 1987). Zu den opportunistischen Infektionen gehdéren Erkrankungen wie: (1)
Mykobakteriosen, (2) Herpes simplex-Virus-Infektionen, (3) Zytomegalie-Virus-Infektionen, (4)

Candidiasis, (5) Toxoplasmose und (6) Pneumocystis carinii-Pneumonie.



Zuerst wurde ausschlieflich anhand der klinischen Symptome klassifiziert. Dabei teilte das CDC
(1986) die AIDS-Erkrankung in 4 Stadien ein:

Stadium | akute Infektion (unspezifisches Krankheitsbild)

Stadium 11 Phase der klinischen Latenz (asymptomatisch)

Stadium 111 persistierende, generalisierte Lymphadenopathie (PGL oder LAS)
Stadium 1V AlIDS-related complex (ARC) und AIDS.

Diese Einteilung wurde 1993 unter Mitwirkung des CDC (berarbeitet, um auch immunologische
Parameter (CD4"-Zellzahl) zu beriicksichtigen (LAge-Stehr J und Helm EB, 1995).

Klinische Kategorien

CD4" Zellzahl-Bereiche A B C
Asymptomatische oder ARC-Syndrome AIDS-Indikator
akute HIV-Infektion bzw. Krankheit

persistierende
Lymphknotenschwellung

1> 500 /ul Al Bl C1
2 200-499 /ul A2 B2 C2
3 <200 /ul A3 B3 C3
Tab. 1.1

Die Zuordnung eines HIV-Infizierten zu einem dieser Stadien wurde lange Zeit als irreversibel
angesehen, da man von einer progredienten, zum Tode fiihrenden Erkrankung ausging. Diese
prognostische Einschatzung der HIV-Erkrankung hat sich durch die fortschreitende Entwicklung
antiretroviraler Kombinationstherapien geédndert. Die HIV-Erkrankung verlauft somit nicht

zwangsléaufig in eine Richtung (Helm EB, 1999).




1.3 Das Humane Immundefizienz Virus (HIV)

1983 identifizierten Barré-Sinoussi, Chermann und Montagnier am Pasteur-Institut in Paris aus
Leukozytenkulturen von AIDS-Patienten ein neues Retrovirus, das sie als Lymphadenopathie-
assoziiertes Virus 1 (LAV 1) bezeichneten (Barré-Sinoussi et al, 1983). Drei Jahre spéter wurde

festgelegt, das Virus als HIV (Human Immunodeficiency Virus 1) zu bezeichnen (Coffin et al. 1986).

Das HI-Virus gehért zur Gruppe der Lentiviren aus der Familie der Retroviren. Lentiviren sind
nichtonkogene Viren, die zu persistierenden Infektionen mit langen Inkubationszeiten fiihren

(http:/iwww.pavlakislab.ncifcrf.gov, 1999).

1.3.1 Morphologie und Replikationsmechanismen des HI-Virus

Retroviren, zu denen neben HIV auch einige Tumorviren gehoéren, sind Viren, die ein RNA-Genom
besitzen und in der Lage sind, Eukaryontenzellen zu infizieren. Ihr Genom besteht aus zwei
identischen RNA-Strangen, die am 5'Ende eine Cap haben und am 3"Ende polyadenyliert sind. Im
Verlauf der viralen Replikation wird dann die virale RNA, durch eine RNA-abhadngige DNA-

Polymerase (Reverse Transkriptase) in provirale DNA umgeschrieben.

Weiterhin besteht das HI-Virus aus einer &uferen Hille (envelope) und einem konisch-
kegelférmigen Innenkdrper (Capsid), der das RNA-Genom und verschiedene core-Proteine
umschlieRt. Zu den Hauptstrukturproteinen der Virushiille gehort das Glykoprotein gpl160, dessen
globularer Anteil gp120 (SU/soluable) knopfartig Uber der Partikeloberflache hinausragt und das
Hauptantigen des Virus darstellt. Uber das gp120 wird bei der Infektion die Bindung zur Zielzelle
hergestellt.



Der kleinere Anteil, der Uber Disulfidbriicken an das gpl20 gebunden ist, besteht aus dem
Transmembranglykoprotein gp41 (TM/transmembrane) und ist in der Lage, die Membranfusion zu
initiiren. Die Lipiddoppelschicht der Virushille entstent durch budding aus der zelluldren
Plasmamembran. Das Hauptstrukturprotein des Innenkdrpers ist das Capsidprotein p24, welches fiir
den Aufbau des konisch-kegelformigen Capsids verantwortlich ist. Weiterhin enthalt das Capsid
neben einer viralen Protease, die Reverse Transkriptase und die virale Integrase (Ubersichtsliteratur:
Gelderblom et al., 1987, Gelderblom 1991, Riibsamen-Waigmann et al., 2000).

Das HIV-Genom besitzt drei fir Strukturproteine codierende Abschnitte. Zu diesen gehdren gag
(gruppenspezifisches Antigen), pol (Polymerase) und env (envelope). Das gag-Gen codiert ein 55kD
Gag-Precursor-Protein (p55), das von der ungespleifiten viralen mRNA exprimiert wird. Wéhrend
der Translation wird der N-Terminus des p55 myristoliert, worauf eine Assoziierung mit der
Zellmembran erfolgt (Bryant et al., 1990). Wéhrend der viralen Ausreifung wird das p55 durch eine
virale Protease, ein Produkt des pol-Gens, in vier kleinere Proteine gespalten (Gottlinger et al.,
1989). Zu diesen p55 Spaltprodukten gehdren das Matrixprotein (p17), das Capsidprotein (p24), das
Nucleocapsidprotein (p9) und das p6-Protein.

Das Matrixprotein (MA) entsteht aus dem N-Terminalen Ende des p55. Es ist an die innere Ober-
flache der Virion-Lipiddoppelschicht gebunden und sorgt damit fiir die Stabilisierung des Virions.
Ein kleiner Prozentsatz des MA kann an Integrase binden und damit den Nucleartransport des viralen
Genoms in den Zellkern fordern (Gallay et al., 1995). Dadurch ist HIV in der Lage, nichtteilende
Zellen zu infizieren (Lewis et al., 1992). Das Capsidprotein (CA) formt den konischen core des

viralen Partikels.

Die NC-Region des Gag ist verantwortlich fir die Erkennung des packaging-Signals (Harrison et al.,
1992). Das packaging Signal ist in der N&he des 5°-Endes der viralen RNA lokalisiert und vermittelt
die Inkorporation der RNA in das HIV-Virion (Poznansky et al., 1991).

Das p6-Protein vermittelt die Interaktion zwischen p55-Gag und dem Vpr (viral protein R). Nur mit

Hilfe des p6 kommt es zur Inkorporation des Vpr in das Virion (Paxton et al., 1993).
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Die viralen Enzyme werden von pol codiert. Zu ihnen gehdren (1) die Reverse Transkriptase, (2) die
virale Protease, (3) die virale Integrase und (4) die Ribonuclease H. Die Reverse Transkriptase
transkribiert mit ihrer DNA-Polymeraseaktivitdt die RNA in DNA. Zusétztlich besitzt sie eine
RNase-H Aktivitat, die die RNA des DNA/RNA-Hybrid-Doppelstranges abbaut. Da ihr die
proofreading Aktivitat fehlt, kommt es bei der Strangneusynthese zu einer gehduften Anzahl an
falsch eingebauten Basen (Richetti et al., 1988). Die DNA kann innerhalb von 6 Stunden nach dem
Viruseintritt in die Zelle neusynthetisiert werden (Zack et al., 1990). Fur die Generierung der viralen
DNA sind cis-acting Elemente der viralen RNA verantwortlich. Zu diesen Elementen zahlt das TAR-
Element. Es ist der Teil der viralen RNA, der die Bindungsstelle fiir das Tat (transactivator)
beinhaltet. Bindet Tat an TAR, kommt es zu einer Verstarkung der viralen Transkription

(http://pavlakislab.ncifcrf.gov).

Die Integrase vermittelt die Insertion der proviralen HIV-DNA in die genomische DNA der
infizierten Zelle. Der Prozess wird durch drei verschieden Funktionen der Integrase ermdglicht
(Bushman et al., 1990). (1) Eine Exonucleaseaktivitat schneidet zwei Nucleotide von jedem 3"-Ende
der linearen DNA ab. (2) Eine Doppelstrangendonuclease spaltet die Wirts-DNA an der
Integrierungsstelle. (3) Eine Ligaseaktivitat erzeugt einzelne, kovalente Verknupfungen an jedem
Ende der proviralen DNA. Zellulare Enzyme reparieren die Integrationsstelle. Wenn die provirale

DNA nicht integriert wird, werden die viralen Gene nicht exprimiert (Wiskerchen et al., 1995).

Env codiert ein Vorlaufermolekil von 160kDa (gpl60), das im Endoplasmatischen Retikulum
synthetisiert wird und durch den Golgi-Komplex wandert, wo es zur Glykolysierung kommt. Durch
zellulére Proteasen wird gpl160 daraufhin in zwei env-Untereinheiten (gp120 und gp4l) gespalten.
Das gp120 besitzt 5 hypervariable Regionen (V1-V5), deren Aminosduresequenzen zwischen den
einzelnen HIV-Isolaten sehr stark variieren kénnen. Der V3-loop des gpl20 ist nicht nur eine
wichtige Determinante fur den HIV-1 Tropismus (Hwang et al., 1991), sondern auch Ziel einiger
neutralisierender Antikérper (Goudsmit et al., 1988). AuRerdem kénnen die V3-loop-Sequenzen mit

HIV-1 Corezeptoren interagieren (Feng et al., 1996; Deng et al., 1996).

Das gp4l beinhaltet eine N-Terminale, fusiogene Doméne, die die Fusion des Virus mit der
Zellmembran vermittelt und die Freisetzung der Virionkomponenten in das Cytoplasma der

neuinfizierten Zelle ermdglicht (Camerini et al., 1990).
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Zu den weiteren Bestandteilen des HIV-Partikels gehdren neben regulatorischen Proteinen (Tat,
Rev), noch mehrere zusatzliche Proteine (Nef, Vpu, Vpr, Vif). Tat ist ein transkriptioneller
Transaktivator, der essentiell fur die HIV-Replikation ist (Ruben et al., 1989). Tat kann in zwei
Formen vorkommen. Durch friih gespleifite mRNA oder durch spate, inkomplett gespleiRte mMRNA.
Beide Formen sind Transkriptionsaktivatoren und befinden sich im Nucleus oder Nucleolus der
infizierten Zelle. Tat kann an TAR (Tat-bindende Region) binden, wodurch die Transkription der
HIV-LTR um das 1000 fache erhéht werden kann (Feng et al., 1988; Roy et al., 1990; Kao et al.,
1987; Feinberg et al., 1991; Southgate et al., 1991). Eine weitere Mdoglichkeit des Tat ist die
Aktivierung der Expression einiger zelluldrer Gene. Zu ihnen z&hlt der Tumornekrosisfaktor beta
(TNF-B) und der transforming growth factor beta (TGF-B) (Brother et al., 1996; Rasty et al., 1996).
Andere Gene kénnen herunter reguliert werden. Neben dem bcl-2 gehdrt zu dieser Gruppe auch das

Chemokin MIP 1-o (Sastry et al., 1996; Sharma et al., 1996).

Rev (regulator of virion protein) ist ein 13kD sequenzspezifisches RNA-Bindeprotein, das den
Ubergang von friiher zu spater Phase der HIV-Genexpression induziert (Zapp ML and Green MR,
1989). Rev ist ein wichtiger Bestandteil der HIV-1 Replikation. Proviren ohne Rev-Funktion sind
zwar transkriptionell aktiv, exprimieren aber keine spéten viralen Gene und somit werden keine

Virionen produziert.

Zu den zusatzlichen Proteinen gehort das Nef-Protein (negative regulatory factor). Ein 27kD
Protein, das von einem einzigen Exon codiert wird, welches sich bis in die 3'LTR (long terminal
repeat) ausdehnt. Dem nef-Gen kommen mehrere Funktionen zu. Es ist u.a. bei der herunter
Regulierung der CD4 Expression (Garcia JV and Miller AD, 1992) und der Zelloberflachen
Expression von MHC Kilasse | Molekiilen beteiligt (Schwartz et al., 1996). Weiterhin kann es die
Infektiositat von HIV stimulieren (Miller et al., 1994) und die T-Zell Aktivierung stéren (Luria et al.,
1991). Virionen, die in Abwesenheit von Nef entstehen, sind weniger effizient flir die provirale
DNA-Synthese, obwohl Nef keinen direkten Einfluss auf die Reverse Transkription hat (Schwartz et
al., 1995). Von besonderer Bedeutung sind in diesem Zusammenhang Studien, in denen nef-
defektive Viren im Affen (SIVmac239) und im Menschen verminderte Pathogenitat zeigen (Ringler
etal., 1991, Desrosiers et al., 1998).
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Vpr (viral protein R) spielt einerseits eine Rolle bei der Fahigkeit von HIV nichtteilende Zellen zu
infizieren (Heinziger et al., 1994) und andererseits ist Vpr in der Lage, die Zellteilung wahrend der

chronischen Infektion zu blockieren (Rogel et al., 1995; Jowett et al., 1995).

Vpu (viral protein U) ist ein 16kD Polypeptid, das in der Zellmembran lokalisiert ist (Sato et al.,
1990). Zu den Funktionen des Vpu gehort neben der Herunterregulierung von CD4, auch die
Verstérkung der Virionfreilassung (Klimkait et al., 1990).

Vif (virion infectivity factor) ist ein 23kD Polypeptid, das fiur die HIV Replikation in PBL’S,
Makrophagen und einigen Zellinien von Bedeutung ist (Strebel et al., 1987). Vif defektive HIV-
Stdmme konnen Zellen infizieren, aber provirale DNA nicht effektiv synthetisieren (von Schwedler
etal., 1993).

Schematische Darstellung des HI-Virus:

HIV-Partikeldurchmesser: ca. 100nm

O

(}_ gp 120
{:} gp 41

Nukleokapsidproteine

o U N W

Matrixprotein p17

) Capsidprotei

- p24
Lipiddoppel-
schicht

Protease p10

Reverse Transkriptase p55, p61

Integrase p32

Abb. 1.1

Die Regulation der Genexpression wird durch zellulare und virale Faktoren beeinflusst. Zu den
frihen Genen gehéren tat, rev und nef. Sie werden in Rev-unabhéngiger Weise exprimiert. Zu den
spaten Genen, die durch die mRNA codiert werden zahlen gag, pol, env, vpr, vpu und vif . Die
Transkription des proviralen Genoms wird durch einen einzigen Promotor in der 5’LTR vermittelt.

Die Expression der 5"LTR fuhrt zu einem 9kb-Primértranskript, das alle 9 HIVV-Gene codieren kann.

13



Die LTR (long terminal repeat) ist der Ort der Regulation der Transkription. Sie ist DNA-
Bindungstelle fiir viele zellulare Transkriptionsfaktoren. Zu den wichtigsten Transkriptions-faktoren

zahlen die der NF-xB Familie (Quelle: AIDS Knowledge Base http://www.hivinsite.uesf).

1.4 HIV-1-Replikationszyklus

Zuerst bindet das HI-Virus an zellspezifische Oberflachenrezeptoren der Zielzelle und penetriert die

Zellmembran. Zu den potentiellen Zielzellen gehdren neben CD4*-Zellen

(1) T-Helfer-Lymphozyten (Klatzmann et al., 1984),

(2) Monozyten / Makrophagen (Ribsamen-Waigmann et al., 1989; Kihnel et al., 1989)
(3) Dendritische Zellen (Hughes et al., 1990),

(4) Mikroglia (Meyenhofer et al., 1987; Pumarola-Suna et al., 1987),

(5) Langerhans-Zellen (Rappersberger et al., 1988),

(6) CD4" Lungenfibroblasten (Plata et al., 1990),

weiterhin CD4-Zellen wie z. B. CD8"-Lymphozyten (de Maria et al., 1991), Retinazellen (Cantrill et
al., 1988), Nierenepithelzellen (Cohen et al., 1989) und Zellen des Gastrointestinal Traktes (Mathijs
et al., 1988). Zusétzlich ist eine in vitro-Infizierbarkeit von Kupffer-Zellen (Schmitt et al., 1990) und
humanen Hepatozyten der Leber (Cao et al., 1992) beobachtet worden (Ubersichtsliteratur: Levy JA,
1993).

Eine groRe Rolle bei der Infektion der Zielzellen spielen die unterschiedlichsten
Zelloberflachenrezeptoren. Zu ihnen gehdren, neben dem CD4-Oberflachenrezeptor (Klatzmann et
al., 1984), noch die Gruppe der Chemokinrezeptoren (Feng et al., 1996; Deng et al., 1996; Dragic et
al., 1996 / siehe auch Abschnitt 1.7). Bei ihnen handelt es sich um Zelloberflachenrezeptoren, an die
das Virus mit Hilfe des viralen gpl20 andocken kann. Dieses erfahrt daraufhin eine
Strukturverénderung, worauf die Fusionsdomane des Transmembranproteins (gp41) freigelegt wird
(Wu et al., 1996; Trkola et al., 1996).
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Sobald das Virus in die Zelle gelangt, wird das Ribonucleocapsid freigesetzt (uncoating), worauf im
Folgenden durch Reverse Transkription die virale RNA in doppelstrangige DNA transkribiert wird.
Diese DNA wandert daraufthin in den Nucleus und wird dort durch die virale Integrase in die Zell-
DNA integriert (Lewis et al., 1992). Dabei kann die retrovirale DNA an vielen Stellen des

Wirtsgenoms integriert werden, obwohl einige Zielstellen bevorzugt werden.

Die integrierte provirale DNA kann Uber einen ldngeren Zeitraum inaktiv bleiben (Latenz). Die
Transkription neuer Virus-DNA erfolgt erst, wenn die Wirtszelle durch endogene oder exogene

Faktoren funktionell aktiviert oder zur Proliferation stimuliert wird.

Nach der Integration nutzt das Provirus die zellulre Transkriptionsmaschinerie (zelluldire RNA-
Polymerase I1), um die virale RNA zu exprimieren. Drei verschiedenen Formen viraler DNA sind in
infizierten Zellen nachgewiesen worden: (1) lineare DNA, die von 2 LTR’s flankiert wird und die
sowohl im Cytoplasma, als auch im Nucleus infizierter Zellen vorliegen kann, (2) circulare DNA,
mit einer LTR und (3) circulare DNA mit zwei LTR’s. Nur lineare Molekiile kénnen in die zelluldre
DNA integrieren. Die circuldaren Formen liegen im Wirtszell Nucleus vor, sind aber nicht zur

Integration fahig.

Zum Schluss bilden die viralen Strukturproteine und die genomische RNA neue Viruspartikel
(assembly). Da das Nucleocapsid-gag-Protein spezifische RNA-Verpackungssignale (packaging-
signal) erkennt, werden nur cytoplasmatische RNA’s verpackt. Das Membran-budding
(Virusaussetzung) wird durch das Matrixprotein, das mit der Zellmembran assoziiert ist induziert,
d.h. es kommt zur Freisetzung der neu zusammengebauten Viren durch Knospung an der
Plasmamembran. Wahrend oder kurz nach dem Aussetzen, werden gag und gag-pol Polyproteine
von der Protease gespalten. Die Spaltung ist ein wichtiger Schritt bei der Ausreifung der
Viruspartikel, da aus Mutationen in der Protease, die Produktion nicht-infektioser Viruspartikel

resultiert.
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15 Genetische Varianz des Humanen Immundefizienz Virus 1

Schon friiheste Forschungsergebnisse zeigten, dass das HI-Virus eine hohe Variabilitat besitzt
(Rubsamen-Waigmann et al., 1986b; von Briesen et al., 1987; Srinivasan et al., 1987; Leigh Brown,
A. J., 1991; Louwagie et al., 1992; Louwagie et al., 1993). Zur besseren Unterscheidung, werden HI-
Viren in unterschiedliche Subtypen eingeteilt. Die Einteilung erfolgt anhand der Sequenzierung der

viralen env- oder gag-Region (Meyers et al., 1998).

M (major) Gruppe Subtypen A-K
N Gruppe (new, non-M oder non-0)

O (outlier) Gruppe

U (unclassified) Gruppe

In jungster Zeit wurde eine neue Gruppe (N) innerhalb HIV-1 positiver Individuen aus Kamerun
eingegrenzt (Simon et al., 1998; Ayouba et al., 2000). Forschungsergebnisse von Corbet et al., 2000
zeigten, dass die env-Sequenz des HIV-1 N aus Kamerun eine hohe Ahnlichkeit zu den env-
Sequenzen des Simian Immundefizienz Virus (SIV) cpz-gab der untersuchten Schimpansen aus
Kamerun hatte. Diese Ergebnisse unterstiitzen die These, dass der Ursprung des HIV-1 bei

Schimpansen zu suchen ist.

Die Subtypen A-K (Louwagie et al, 1993) der M-Gruppe unterscheiden sich zu ca. 30% in ihrer

Aminosduresequenz und grenzen sich genetisch zu ca. 50% von der O-Gruppe ab.

Die geographische Zuordnung eines Subtyps zu einem bestimmten Land, wird durch die Haufigkeit
mit der ein Subtyp in einem Land auftritt erméglicht. Als Trend kann man einerseits aufzeigen, dass
in Afrika alle Subtypen vertreten sind und, dass andererseits manche Virusvarianten nur regional

begrenzt vorkommen (z. B. Subtyp | in Zypern).
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Subtyp A Zentralafrika, Westafrika (Peeters et al., 2000)

B Europa, Nord- und Suidamerika (Vicente et al, 2000), Japan, Australien

C Sld-, Ostafrika (Novitsky et al., 1999), Brasilien, Indien (Lole et al., 1999)
D Zentralafrika, USA (Gao et al., 1994)

E

Zentralafrika, Sldostasien, Thailand (McCutchan et al., 1992; Weniger et al.,
1991; Chaowanachan et al., 1998)

F Zentralafrika, Sudamerika (Vicente et al., 2000; Laukkanen et al., 2000),
Rumaénien (Dumitrescu et al., 1994)
G Zentralafrika (Janssens et al., 1994), Russland, Taiwan
H Zentralafrika (Janssens et al., 1994), Ruf3land (Bobkov et al., 1994)
I Zypern (Leondios et al., 1995)
K Zentralafrika (Triques et al., 2000)
O Gruppe Zentralafrika, Frankreich (Gurtler et al., 1994; Charneau et al., 1994)

Die Subtypen G-K spielen eine untergeordnete Rolle, da sie nur selten vorkommen. In jingster Zeit,
liel sich ein gehauftes Auftreten von non-B Subtypen in Deutschland aufzeigen (Dietrich et al.,
1997). Dieser Trend konnte u.a. dadurch erklart werden, dass sich viele Patienten, durch sexuelle
Kontakte wéhrend eines Auslandsaufenthaltes mit dem HI-Virus infiziert hatten (Ruppach et al.,
1996).

Des Weiteren lassen sich durch Sequenzierung einzelner Genomabschnitte Stammbaume und somit
genetische Verwandtschaften zwischen Subtypen unterschiedlicher Regionen erstellen (Dietrich et
al., 1992; M. Peeters, 2000). Bei einem Vergleich von Sequenzdaten der Subtypen B und D stellte
sich ein sehr hoher Verwandtschatsgrad heraus. Subtyp B und D sind sich so dhnlich, dass es besser
gewesen ware, sie zu einem einzigen Subtyp mit zwei "Unterklassen" zusammenzufassen (M.
Peeters 2000). Dies ist bei dem Subtyp F geschehen, der in zwei Unterklassen (F1 und F2) eingeteilt
wurde (Triques et al., 2000).

Weiterhin zeigte sich, dass das HI-Virus nicht nur innerhalb der Subtypenklassifizierung ein hohes
Mal} an genetischer Variabilitdt aufzeigt, sondern, dass auch innerhalb eines Patienten eine
heterogene Viruspopulation vorliegt (von Briesen et al., 1987). Diesen Pool an genetischen
Varianten bezeichnet man als Quasispezies (Wain-Hobson S., 1993; Delwart et al., 1993; Delwart et
al., 1994).
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Die hochste Varianz wurde innerhalb des env-Gens, in den variablen Doménen V1-V5 festgestelit.
Der V3 loop (3. variable Domaéne) ist die Haupt-Neutralisationsdoméne von HIV. Aulerdem ist das
HI-Virus in der Lage, mit Hilfe von Mutationen, Deletionen oder Insertionen einzelner Basen in das
HIV-Genom, die humorale Immunantwort zu unterwandern (escape Mutanten) (McKeating et al.,
1993a). Dabei wird die Sequenzdivergenz durch den Selektionsdruck des Immunsystems gefordert
(Brown AJL, 1991).

Die hohe genetische Varianz beruht zum Teil auf der groBen Fehlerrate der Reversen Transkriptase
(RT) beim Umschreiben der viralen RNA in DNA. Die Fehlinkorporationsrate der HIV-RT liegt bei
ca. 10“/Base. Vereinfacht bedeutet dies, dass es zu einer falsch eingebauten Base (mismatch) pro

Genom pro Replikationszyklus kommt (Richetti et al., 1988).

Neben Punktmutationen durch die Reverse Transkriptase kann es auch zu Rekombinationen
(circulating recombinant forms = CRF’s) zwischen zwei oder mehreren Virusgenomen kommen
(Carr et al., 1998). Cornelissen et al., untersuchten 1999 28 HIV-1 positive Serumproben von
Immigranten in die Niederlande aus 12 verschiedenen afrikanischen Landern. Die phylogenetische
Analyse zeigte, dass die Proben unterschiedliche Mosaikstrukturen aufwiesen. 13 Proben waren als
A (gag)/G (pol)/A (env) und 3 Proben als A (gag)/G (pol)/G (env) einzuteilen. Ein weiteres Beispiel
fur CRF’s zeigten die Untersuchungen von 15 HIV-1 infizierten schwangeren Frauen aus Kamerun.
Finf der Proben wiesen einen Subtyp A/J (env/A und J/Protease-Gen) und sieben wurden als A/G-

Rekombinanten eingestuft (Tscherning-Casper et al., 2000).
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1.6 Phanotypische Unterschiede von HIV-1-Populationen

HIV-1-Isolate unterscheiden sich nicht nur im Genotyp, sondern zeigen auch Variationen im
Phanotyp. Aus diesem Grund lassen sich HIV-1-Isolate nach ihrer Fahigkeit, nach erfolgter Infektion
in vitro Syncytien zu induzieren (Sl/syncytium inducing) oder nicht (NSI/non-syncytium inducing)

einteilen (Ribsamen-Waigmann et al., 1986; Tersmette et al.; 1989).

Unter Syncytien versteht man die Bildung von multinukledren Riesenzellen, die aus Zellfusionen
einzelner Zellen entstanden sind. Da das Virus durch budding freigesetzt wird, werden die
Virushillproteine in die Zellmembran integriert. Das gpl20 des Virus kann nun als
Zellwandbestandteil mit anderen CD4"-Zellen fusionieren. Es kommt daraufhin  zur

Syncytienbildung aus der terminal der Zelltod resultiert.

Genetische Untersuchungen des envelope- Bereichs von HIV-1 B-Subtypisolaten lieRen erkennen,
dass Aminoséaure-Substitutionen im V3 loop an den Positionen 11 und 25 mit dem SI Phénotyp

assoziiert sind. 83.3% der untersuchten Sl-Isolate wiesen dort basische Mutationen auf.

Diese fehlten bei den NSI-Isolaten (Fouchier et al., 1992; De Jong et al., 1992). Daraus wurde
gefolgert, dass die Aminosduren an diesen Positionen des V3 loops fir die Cytophatizitat und den

Zelltropismus verantwortlich sind (DeWolf et al., 1994).

Weiterhin werden die HI-Viren, bezogen auf ihren Wirtszelltropismus, eingeteilt. Virusisolate, die
Monozyten/Makrophagen und Lymphozyten infizieren kénnen, werden als dualtrop oder amphotrop
bezeichnet. Isolate, die vorwiegend Lymphozyten infizieren kdnnen, gelten als lymphozytotrop (T-
trop). Entsprechend sind makrophagotrope (M-trope) Viren in der Lage, nur Monozyten oder

Makrophagen zu infizieren.

Eine weitere Mdglichkeit der Einordnung von Viren basiert auf ihrem unterschiedlichem
Replikationsvermdgen (Asjo et al., 1986; Fenyo et al., 1988). Die Einteilung erfolgt in diesem Fall
nach AusmaB und Geschwindigkeit der Replikation. Isolate mit schneller Kinetik und hoher
Replikationsrate werden als rapid/high, langsam replizierende Isolate, mit verminderter Kinetik als

slow/low bezeichnet.
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Eine dritte Virusisolat-Einteilung berlicksichtigt beide genannten Kriterien (von Briesen et al.;
1990b). Denn ein rapid/high Isolat zeigt haufig die Fahigkeit Syncytien zu induzieren (SI), wéhrend
ein slow/low Isolat eher dem NSI-Typ zuzuschreiben ist. Diese Einteilung wird durch eine
weitergehende Klassifizierung, die den Wirtszelltropismus berucksichtigt erganzt. Von Briesen et al.,
stellten bereits 1990 fest, dass HIV-1 und HIV-2 Viren bestimmte Zielzellen bevorzugen. Einige
Isolate wachsen besonders gut auf humanen T-Lymphozyten, wéhrend andere besonders gut
Monozyten/Makrophagen infizieren kénnen. Manche wuchsen weder auf Lymphozyten noch auf
Makrophagen effektiv. Diese Beobachtungen zu Grunde legend wurde eine neue Klassifizierung des
HIV-1 erstellt. Die Einteilung der HIV-Isolate erfolgt geméss ihres Zelltropismus in die Subtypen a-
d bei Lymphozyten und a-6 bei Makrophagen (von Briesen et al., 1990b).

In vivo bildet sich bei Infizierten, einige Monate nach Serokonversion, eine homogene Virus-
population aus. Diese ist in der Regel slow/low replizierend, makrophagotrop und besitzt einen NSI
Phanotyp (von Briesen et al., 1999; Tersmette et al., 1988; von Briesen et al., 1990; McNearney et
al., 1992; Zhang et al., 1993; Zhu et al., 1993).

Diese Form des Phénotyps wird im Spatstadium der Erkrankung in der Regel durch hoch-
replizierende (rapid/high), lymphozytotrope Virusvariante mit syncytien-induzierendem Phéanotyp
(SI) abgelést (von Briesen et al., 1987; Tersmette et al., 1989; Feny0 et al., 1988; Schuitemaker et
al., 1992; Connor et al., 1993).

Die neuste Maglichkeit, Viren zu klassifizieren bzw. biologisch zu charakterisieren, erfolgt anhand

der beim Viruseintritt in die Zelle benutzten Corezeptoren (Berger et al., 1998).

1.7 Chemokinrezeptoren als Cofaktoren bei der HIV-1-Infektion

Chemokine (chemoattractant cytokines) und ihre Rezeptoren spielen bei der Regulation von
Entziindungsprozessen eine entscheidende Rolle. Chemokine, die zu der proinflam-matorischen
Superfamilie der Cytokine gehéren, sind Proteine mit einer Lange von 70-90 Aminoséduren. Sie
werden von CD4 und CD8 Zellen sekretiert und sind in der Lage, mit Hilfe ihrer chemotaktischen
Eigenschaften Leukozyten zu aktivieren, um sie zum Ort der Entziindung zu leiten (Baggiolini et al.,
1997).
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Ihre Aktivitdt vermitteln Chemokine durch Bindung an Chemokinrezeptoren, die auf der
Zelloberflache exprimiert werden. Bei Chemokinrezeptoren handelt es sich um 7-Transmenbran-

Domanen-Rezeptoren, die an ein G-Protein gekoppelt sind.

Die Einteilung der Chemokine erfolgt in vier Klassen, die sich durch ihre konservierten Cysteinreste

definieren.

1. C-C-Chemokine (-Chemokine)

2. C-X-C-Chemokine (a.-Chemokine)

3. C-Chemokine (nur 1 Sorte im Menschen vorhanden)
4, CX;C-Chemokine

Zu den naturlich vorkommenden Chemokinen z&hlen solche wie MIP-1a (macrophage inflammatory
protein-1), MIP-1B, RANTES (regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted),
MCP-3 (macrophage chemoattractant protein), MCP-4, SDF-1 (stromal cell derived factor-1), IL-8

(Interleukin 8), Eotaxin und Neurotactin.

Manchen, aber nicht allen zur Zeit bekannten Chemokinen ist es mdglich, an verschiedene
Chemokinrezeptoren zu binden. Beispielhaft stehen dafir MIP-1a und RANTES, die an CCR1,
CCR4 und CCR5 binden koénnen. Gleichzeitig ist der Chemokinrezeptor CCR5 spezifisch fur
RANTES, MIP-1o und MIP-1 (Samson et al., 1996; Combadiere et al., 1996; Raport et al., 1996).

In jungster Vergangenheit fand man heraus, dass nicht nur Chemokine in der Lage sind, an
Chemokinrezeptoren auf der Zelloberflache zu binden, sondern auch HIV-1. (Deng et al., 1996;
Dragic et al., 1996; Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996; Doranz et al., 1996).

Das HI-Virus nutzt die Chemokinrezeptoren zusammen mit CD4 als Cofaktoren fur den Viruseintritt
in die Zielzelle. Genauer, geht das HIV-Env bei der Infektion zunédchst eine Verbindung mit dem
CD4 Oberflachenrezeptor der Zielzelle ein, um dann (ber die Interaktion mit Chemokinrezeptoren

letztendlich die Fusion von viraler und zelluléarer Membran zu erreichen (Wain-Hobson S., 1996).
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Das HIV-Env besteht aus zwei nichtkovalent gebundenen Untereinheiten, die aus der Spaltung des
Vorlauferglykoproteins gpl60 entstanden sind (Abschnitt 1.3.1). Das gp120 enthélt dabei die zur
Infektion wichtige CD4-Bindestelle. Die andere transmembrane Untereinheit gp41, deren Ursprung
das C-terminale Ende des gpl60 ist, enthdlt hydrophobe Fusionspeptide, die direkt bei der

Membranfusion beteiligt sind. Das nattrliche Env ist ein Triméar aus 3 gp120/gp41-Komplexen.

Die folgende Abbildung erklart den Sachverhalt des Infektionsmechanismus, beriicksichtigt aber zur

besseren Darstellung nur einen der drei gp120/gp41-Komplexe.

Abb. 1. 2 (Darstellung: modifiziert nach "One on one meets two" Simon Wain-Hobson, 1996).
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Nachdem das HIV-gp120 Glykoprotein an den CD4 Oberflachenrezeptor der Zielzelle gebunden hat,
induziert das CD4 eine Konformationséanderung des Hullglykoproteins (Wyatt et al., 1998). Nun
kann das gpl20 mit der Transmembrandoméne des Corezeptors (in diesem Fall des CCR5)
interagieren. Eine 2. Konformationsanderung, in der der Aminoterminus des gp41l aktiviert wird,
folgt. Die daraufhin exponierten Fusionspeptide veranlassen die Integration der Virusmembran in die
Wirtszellmembran. Zuletzt wandert der Capsidkomplex in das Cytoplasma, worauf die Reverse

Transkription starten kann (Wu et al., 1996; Trkola et al., 1996).
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Durch Klonierung und funktionelle Charakterisierung, wurde der Chemokinrezeptor Nr.5 (CCR5)
als Cofaktor bei der HIV-Infektion identifiziert (Samson et al., 1996; Combadiere et al., 1996;
Raport et al., 1996; Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996; Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996;
Doranz et al., 1996).

Relativ zeitgleich identifizierten Feng et al. (1996) einen weiteren Corezeptor, der in der Lage war,
eine Env-vermittelte Fusion herbeizufiihren. Sie nannten ihn Fusin (spater CXCR4). Anschliessende
Experimente zeigten, dass sowohl Primérisolate mit rapid/high (SI) Phénotyp wie auch T-Zellinien
adaptierte Stamme, o-Chemokinrezeptoren als Cofaktoren zur Zellinfektion verwenden konnen
(Simmons et al., 1996; Zhang et al., 1996).

In diesem Zusammenhang konnte beobachtet werden, dass Primérisolate vorwiegend CCR5, CXCR4
oder beide zum Eintritt in die Zelle nutzen (Zhang et al., 1996; Connor et al., 1997; Bjorndal et al.,
1997; Scarlatti et al., 1997; Bazan et al., 1998). Seltener werden CCR3 und CCR-2b von priméren
HIV1-lIsolaten zur Infektion genutzt (Choe et al., 1996; Doranz et al., 1996).

Mit dem in vivo beschriebenem shift von NSI- nach SI-Phénotyp und der damit verbundenen
Bevorzugung unterschiedlicher Zielzellen zur Infektion, geht auch ein shift der genutzen Cofaktoren
von CCR5 nach CXCR4 einher. Dadurch kommt es zum Verlust der Sensitivitdt auf Inhibierung
durch B-Chemokine (Scarlatti et al., 1997).

HIV-1 Cofaktoren spielen nicht nur bei der Infektion der Wirtszelle eine Rolle, sondern eventuell
auch bei der Transmission. Die Arbeitsgruppen um Dean et al. und Huang et al. fanden 1996 heraus,
dass 1% einer untersuchten gesunden, kaukasischen Population einen Deletionspolymorphismus im

CCRS5 Chemokinrezeptorgen besitzen.
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Diese 32bp umspannende Deletion am 2. extrazelluléren loop des CCR5-Rezeptors fiihrt zu einem
frameshift, aus dem ein Stopcodon in der 5. Transmembrandomaéne resultiert. Das Produkt kann dann
nicht mehr auf der Zelloberflache exprimiert werden (Rana et al., 1997; Liu et al., 1996; Benkirane et

al., 1997). Die Lage der A32-Deletion wird in der folgenden Abbildung wiedergegeben.

NH,

A 32
Transmembran-

— , Glykoprotein

Zellmembran

COOH

Abb. 1.3

Liegt die A32-Deletion homozygot (A32/A32) vor, so sind die betroffenen Personen resistent gegen
eine Infektion mit einem HI-Virus, das ausschlieBlich CCR5 als Corezeptor benutzen kann. Es
wurden jedoch homozygote Mutationen des CCR5 Rezeptors bei Personen, die mit einem Sl
Phanotyp infiziert worden waren, gefunden. Somit bietet eine A32/A32 Homozygotie keinen
absoluten Schutz vor einer HIV Infektion (Balotta et al., 1997). In vitro Experimente unterstiitzen
diese Beobachtungen, da periphere mononukleédre Zellen (peripheral blood mononuclear cells =
Pbmc) und Periphere Lymphozyten (peripheral blood lymphocytes = PBL) aus diesem Personenkreis
sich zwar mit CXCR4 Viren infizieren lassen, aber komplett resistent auf CCR5 Viren reagieren
(Connor et al., 1996; Rana et al., 1997; Liu et al., 1996; Samson et al., 1996; Paxton et al., 1996).

Das Vorkommen von A32 Deletionen im CCR5 Chemokinrezeptorgen, bei den in dieser Arbeit

untersuchten Primdrisolaten, ist in Kapitel 5.4.3 dargestellt.
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1.8  Zellvermittelte Immunitat (cell mediated immunity / CMI)

Immunantworten laufen niemals ausschlieflich zell- oder antikdrpervermittelt ab. Nur ein
Zusammenspiel aus beiden Komponenten fiihrt zu einer Immunantwort. Zu den Hauptkomponenten

der T-Zellvermittelten Immunantwort gehdren die T-Helferzellen.

T-Zellen reifen im Thymus, dem Ort der Proliferation und Lymphozytendifferenzierung. Wéhrend
dieses Vorgangs werden die Antigenspezifitat, die MHC-Restriktion und die Zugehdrigkeit zu einer
Lymphozyten-Subpopulation festgelegt. Dabei erfolgt die Festlegung der Antigenspezifitat durch
zuféllige Kombination variabler Gensegmente. Als Resultat entstehen idiotypische Lymphozyten,
die nur eine einzige Bindungsspezifitit fir ein Antigen besitzen. Fur die Antigenerkennung sind

weiterhin MHC-Molekile (major histocompatibility complex) essentiell.

MHC-Molekiile sind Zelloberflachenmolekiile, die wesentlich an der Steuerung der T-Lymphozyten
beteiligt sind. Sie pragen das Repertoire der T-Zellen und ermdglichen ihnen, zwischen den
verschiedenen Zelltypen des Organismus zu unterscheiden. Bei Kontakt mit einem Antigen werden
Peptidfragmente des Antigens den T-Lymphozyten auf den MHC-Molekilen zur Erkennung

dargeboten.

Man kann dabei zwei unterschiedliche Formen der Antigenprasentation unterscheiden. Virale
Antigene werden auf infizierten T-Lymphozyten, die das Virus replizieren, auf MHC-KIlasse-I-
Molekilen prasentiert. Diese Form bezeichnet man als endogen, da die préasentierten Antigene

(liegen als Peptid vor) von der Zelle selbst synthetisiert worden sind.

Wird eine Zielzelle durch eine Zytotoxische T-Zelle erkannt, lagern sich die beiden Zellen Uber
Oberflachenmolekile (z.B. CD4, CD8) aneinander. Erkennt anschlielend der T-Zellrezeptor das auf
einem MHC-I-Molekil prasentierte Antigen-Peptid, wird ein lytischer Mechanismus in Gang gesetzt,
bei dem es zum Zelltod der Zielzelle kommt. Cytotoxische T-Zellen spielen bei der Virusabwehr eine
grole Rolle, denn aus der Lyse der infizierten Zellen resultiert eine Einddmmung der
Virusvermehrung. Das Virus selbst kann von CTL’s nicht angegriffen werden, sondern nur von

Antikdrpern.
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Die exogene Form der Antigenprasentation zeichnet sich durch die Aufnahme des Antiges in eine
Zelle (Makrophagen, B-Zellen, aktivierte T-Zellen, durch Interferon stimulierte Endothelien) aus. Die
Aufnahme kann durch Phagozytose, Pinozytose oder rezeptorvermittelte Endozytose erfolgen. Zum
Beispiel besitzen ausgereifte Makrophagen Fc-Rezeptoren an ihrer Zelloberflache, mit deren Hilfe sie
in der Lage sind, an Antikorper gebundene Pathogene (z.B.Viren) aufzunehmen (Kapitel 1.9). Danach
wird das intakte Antigenmolekil in den Lysosomen der Zelle proteolytisch abgebaut und die daraus
resultierenden Antigen-Peptidfragmente kdénnen dann, an MHC-II-Molekiille gebunden, an der

Zelloberflache présentiert werden.

T-Helferzellen greifen regulierend in die Virusabwehr ein, indem sie durch die Produktion von
Lymphokinen, mittels Chemotaxis, Abwehrzellen anlocken und aktivieren kdnnen
(Ubersichtsliteratur: W. Klietmann, 1990; Roitt et al., 1995).

1.9  Aufgaben des mononukledren Phagozytensytems im Immunsystem

Das mononukledren Phagozytensytem (MPS) wird durch Zellen repréasentiert, die in vielen
Korpergeweben verbreitet sind und die eine grofRe Rolle im Immunsystem spielen. Ihren Ursprung
finden mononukleédre Phagozyten in pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks (Lasser, 1983).
Aus den Stammzellen entwickeln sich (ber Zwischenstufen (Monoblasten, Promonozyten)
Monozyten, die das Knochenmark innerhalb von 24h verlassen und in das periphere Blut wandern
(Van Furth, 1981). Nach weiteren 12-32h wandern die Monozyten aus dem Blut in verschiedene
Korpergewebe oder an Entziindungsorte, wo sie zu Makrophagen ausdifferenzieren (Van Furth et al.,
1980). Der Vorgang der Ausreifung der Blutmonozyten zu Makrophagen des Gewebes wird als
terminale Differenzierung bezeichnet und ist an funktionelle und phénotypische Verdnderungen
gekoppelt. So kommt es zu Veranderungen der ZellgréRe, Morphologie und Cytochemie, sowie zu

Anderungen der Zellfunktionen (Andreesen et al., 1986).

26



Ein weiteres Merkmal der Makrophagen ist, dass sie Oberflachenantigene exprimieren kénnen, die
bei Monozyten nicht gefunden werden (Brugger et al., 1991). Zu ihnen gehdren neben CD71
(Transferrin-Rezeptor), CD51 (Vitronectin-Rezeptor), CD16 (niedrig affiner Fc-Rezeptor fur 1gG),
noch die Expression der HLA-DR-Antigene und des hochaffinen Fc-Rezeptor fur 1gG.

Ausgereifte Makrophagen sind als mobile Zellen ubiquitdr im Korper zu finden. So sind die
Kupfferschen Sternzellen die Makrophagen der Leber. Sie sind in den Lebersinosoiden lokalisiert
und stehen in Kontakt mit Endothelzellen. Zu ihren Aufgaben in der Leber gehort dabei die
Phagozytose von Mikroorganismen und Antigen-Antikorper-Komplexen (Crofton et al., 1978).
Weiterhin werden (beralterte Erythrozyten durch Makrophagen der Leber und der Milz abgebaut.
Die Makrophagen des Knochens (Osteoklasten) resorbieren mineralische und organische
Komponenten des Knochens (Gothlin G and Ericsson JLE, 1976), die der Alveolaren der Lunge
resorbieren hingegen Mikroorganismen (Lasser, 1983). Eine weitere Rolle der Makrophagen spielt
die Antigenprasentation bei immunologischen Erkrankungen des Zentralen Nervensystems (Hickey
WF and Kimura H, 1988).

Weitere Lokalisationen von Makrophagen sind neben der Haut (Langerhanszellen), die
Synovialflissigkeit von Gelenken (Hooper et al., 1979), das Bindegewebe, die Nierenglomeroli

(Schreiner et al., 1981), endokrine Organe (Hume et al., 1984) und der Gastrointestinaltrakt.

Lange Zeit glaubte man, dass wahrend der symptomfreien chronischen Krankheitsphase nach einer
Infektion mit dem HI-Virus, die HIV-Infektion in dieser Zeit ruht. Doch schon bald war klar, dass
HIV wahrend der chronischen Infektionsphase aktiv ist und die Virusbelastung stdndig zunimmt. Bei
einer HIV-Infektion wird das Virus durch ein Netzwerk von dendritischen Folikelzellen
herausgefiltert und zurlickgehalten. Das Virus verbleibt eine zeitlang in den Keimzentren der
Lymphknoten (Pantaleo et al., 1993). Final kommt es zu einem starken Anstieg der Viruslast, die
sich wahrscheinlich durch das Erschépfen des Netzwerkes der dendritischen Folikelzellen, die in den
Lymphknoten die Funktion haben, Krankheitserreger herauszufiltern und den T4-Lymphozyten
Antigene zu prasentieren, erklaren l&sst. Durch den Verlust der dendritischen Zellen kommt es zur
Ruckbildung der Keimzentren in den Lymphknoten, die durch T8-Lymphozyten und Makrophagen

ersetzt werden.
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Das Resultat des Verlustes der Keimzentren ist das Auftreten von opportunistischen Infektionen
(Pantaleo et al., 1993; Fauci 1993).

Im Falle entzindlicher Prozessen oder akuter Infektionen kommt es zur Aktivierung der
Makrophagen und daraus resultierenden morphologischen und funktionellen Verénderungen ihrer
Eigenschaften (North, 1987; Karnovsky and Lazdins, 1978). So kénnen sie z.B. zu vielkernigen
Riesenzellen mit multiplen Golgiregionen fusionieren (Postlethwaite et al., 1982). Die Riesenzellen

stellen die letzte Stufe bei der Reifung des Mononukleédren Phagozytensytems dar (Lasser, 1983).

Dieser Vorgang lasst sich mit der Bildung von Syncytien vergleichen. Auch hier entstehen
multinukleare Riesenzellen (CD4"-Zellen), die aus der Zellfusion einzelner Zellen resultieren. Der
Unterschied besteht zum einen aus der Art der involvierten Zellen und zum anderen aus der
Mophologie der Zellen. Die Zellmembran der aus Syncytien entstandenen CD4-Zellen besteht aus
Virushiillproteinen (gp120). Das gp120 des Virus kann als Zellwandbestandteil mit anderen CD4"-
Zellen fusionieren. Eine solche Syncytienbildung fiihrt zum Tod der Zelle. In vivo lassen sich CD4*
T-Zell Syncytien in peripherem Blut und in Lymphgewebe von HIV infizierten Patienten

nachweisen (Stapleton et al., 1998).

1.10 Humorale Aktivierung des Immunsystems durch das HI-Virus

Die humorale Immunantwort ist bereits einige Wochen nach erfolgter akuter Infektion messbar. Bei
der Infektion repliziert das HI-Virus mit einer Viruslast im Plasma von 10° viralen RNA-Kopien/ml
(Daar et al., 1991). Bereits 3 Wochen nach der Infektion erfolgt eine Vermehrung der HIV-
spezifischen Cytotoxischen T-Zellen, der eine starke Senkung der Virdmie folgt (Borrow et al.,
1994; Koup et al., 1994).

Mori et al., haben 2000 in diesem Zusammenhang festgestellt, dass es auch im Falle einer geringen
Virdmie zu einer virusspezifischen Immunantwort der Cytotoxischen T-Zellen kommt. Genauer, in
einem Experiment wurden sechs Rhesus Makakken mit einem SHIV (chimeric simian
immunodeficiency virus) Erreger infiziert. Ein Teil der Affen (6 Affen) wurde daraufhin fir 4
Wochen mit GW 420867, einer PEP (postexposure prophylaxis) behandelt. Der andere Teil (3
Affen) blieb unbehandelt.
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Bei den PEP-Affen fuhrte die Therapie zur Plasmavirdmie unterhalb der Nachweisgrenze. Dieser
Zustand blieb bis zu 90 Wochen nach der Infektion erhalten. Anhand der verzégerten Kinetik der
anti-SIV-Antikorper Antwort konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zur virusspezifischen CTL-
Antwort, die virusspezifische humorale Antwort einen hoheren Antigenspiegel bendétigt. Eine
Inhibierung der akuten, initialen viralen Replikation durch PEP hat die Entwicklung einer hoch-
effektiven virusspezifischen zellvermittelten Antwort ermdglicht. Durch die antiretrovirale
Behandlung werden vermutlich die virus-spezifischen T-Helfer Zellen, die mit Proliferation
antworten vor der Zerstérung durch das HI-Virus geschiitzt (Oxenius et al., 2000; Malhotra et al.,
2000). Wird unmittelbar nach der Infektion und vor der Serokonversion therapiert, so kann es zum
long-term non-progressor-Stadium kommen (Altfeld et al., 2001). Es gibt Hinweise darauf, dass das
Ausldsen der zellvermittelten Immunantwort keine massive Antigenproduktion in vivo benétigt. Die

Viramie wird somit entscheidend von der CTL-Antwort beeinflusst.

Zu Beginn einer nicht-therapierten Infektion enthélt das Serum grofe Mengen an HIV-spezifischen
Immunglobulinen. In spdten AIDS-Stadien fallt der Serumimmunglobulinspiegel stark ab,
gleichzeitig verringern sich die Antikorpertiter gegen gp120 und p24 (Roitt et al., 1995). Die
Aufgabe der aus B-Lymphozyten sezernierten Antikorper besteht darin, sich gegen strukturelle,
regulatorische und enzymatische Elemente des Virus zu richten. Zusétzlich konnen sie mit Hilfe des
Fc-Teils an Komplementfaktoren und zelluldre Rezeptoren binden. Neutralisierende Antikorper
gegen friihe Virusisolate sind erst ein Jahr nach der Infektion messbar (Mackewicz et al., 1994;
Moog et al., 1997a). Deshalb wird die Rolle der humoralen Immunantwort bei der Kontrolle der

frihen Infektion kontrovers angesehen (Sattentau et al., 1996).

Die beim Menschen vorkommenden Immunglobuline werden in 5 Klassen unterteilt (IgM, 1gG, 1gA,
IgD und IgE), die wiederum unterschiedliche Subklassen besitzen (1gG;-19G4 und IgA;, 1gA,). Den

unterschiedlichen Antikérpern kommen dabei auch unterschiedliche Spezifitaten zu.

So aktivieren IgM und IgG; am besten das Komplementsystem, wahrend 1gG, und 1gG, sehr gut
placentagéngig sind. Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass IgG; und 1gG; via Fc-

Rezeptor auf der Zelloberflache an Monozyten und Makrophagen binden kdnnen.
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Um eine Immunantwort zu verstarken, kann es zu einem Isotypen-switch kommen. Sekretiert zum
Beispiel eine B-Zelle IgM, das nur schlecht an das jeweilige Antigen binden kann, kommt es zu
einem switch in Richtung IgG oder IgA. Aus diesem switch resultiert dann eine starkere
Bindungsfahigkeit der Fab-Fragmente (Janeway, 1996). Genauer, ein Isotypen-switch bewirkt immer

eine stérkere Antigen-Antikorper-Bindung.

Schon 1988 fanden Khalife et al. mit Hilfe von Western Blot Analysen heraus, dass verschiedene
Immunglobulin-Isotypen unterschiedliche Spezifitdten zu HIV-Struktur-proteinen aufweisen. Es
zeigte sich, dass die Immunantwort auf gag-Produkte polyisotypisch war (fast alle
Immunglobulinklassen reagierten gleichermaflen; nur IgE reagierte vermindert). Die Antwort auf
pol- und env-Produkte dagegen verlief monoisotypisch. Auf beide HIV-1-Produkte reagierten fast

ausschlieBlich nur die 1gG; Antikorper.

Es kommt dabei zur antikérperabhangigen zelluléren Cytotoxizitat (ADCC) (Ahmad et al, 1995). Im
Einzelnen werden die infizierten Zellen, die Anigen-Antikdrper-Komplexe an der Oberfléche tragen,
von natlrlichen Killerzellen oder Monozyten erkannt. Daraufhin kommt es zu einer
cytokinvermittelten Aktivierung von Perforinen, die Poren in der Plasmamembran erzeugen kénnen.

Es folgt die Zerstorung der infizierten Zelle.

Neutralisierende Antikorper spielen bei der humoralen Immunantwort eine groRe Rolle. Unter
Neutralisation versteht man die Reduktion der Infektion von Zielzellen, die aus der

Antikorperbindung an Viruspartikel oder I6sliche Rezeptorformen des Virus resultiert.

Diese Definition beinhaltet dabei nicht die Verminderung der Infektidsitat durch Bindung von
Antikdrpern an Zellrezeptoren (Berger et al., 1999). Genauer, die Neutralisation, die durch HIV-
positives Serum hervorgerufen wird, wird mit der verglichen, die aus der Reaktion mit HIV-

negativem Serum resultiert. Dabei gilt folgende Formel:
% Neutralisation = (1- p/n) x 100

p = Virus-Medium-Menge, die in Kulturen produziert worden ist, die mit HIV-positivem Serum inkubiert
worden sind.

n = Virus-Medium-Menge, die in Kulturen produziert worden ist, die mit HI\VV-negativem Serum inkubiert
worden sind.
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Es zeigte sich, dass nicht alle Virusstimme gleichermaBen durch V3 spezifische Antikorper
neutralisiert werden kdnnen. So ist die Hauptneutralisationsdomane (PND = principal neutralizing
determinant) von TCLA (T cell line adapted) Viren Bestandteil des V3-loops (Javaherian et al.,
1989; LaRosa et al., 1990; Freed et al., 1991). Dagegen spielen V3 spezifische Antikérper bei der
Neutralisation von Primérisolaten nur eine untergeordnete Rolle (Spenlehauer et al., 1998; Beddows
et al., 1998; Fortin et al., 2000).

Pinter et al. fanden 1998 heraus, dass die V1/V2 Doméne des HIV gpl20 Epitope enthdlt, die
Neutralisationsziele spezifischer Antikorper sind. Deletionsversuche von Stamatatos et al. 1998 mit
dem Primérisolat SF162 (NSI, Sub B, magrophagotrop, neutralisationsresistent) zeigten dann, dass
eine V1 loop Deletion (SF 162 Delta V1) keinen Unterschied zum Neutralisationsverhalten des
Wildtyp-Virus aufwiesen. Die V2 loop Mutante (SF 162 Delta V2) erwies sich dagegen bei einer
Reaktion mit Subtyp B Patientenserum, als um das 170 fache neutralisationssensibler als der
Wildtyp. Gleiche Ergebnisse wurden mit Patientenserum anderer Subtypen (A, C, D, E und F)

erzielt.

Daraus konnte man schlieRen, dass der V2 loop Regionen beinhaltet, die reich an
Neutralisationsepitopen und bei unterschiedlichen Subtypen konserviert ist. Weiterhin zeigte sich,

dass das Neutralisationsverhalten auch von der Art der Zielzellen abhangig ist.

Die Forschungsergebnisse von Stamatatos et al., 1997 verdeutlichten, dass mit dem HI-Virus
infizierte Makrophagen neutralisationssensitiver in Bezug auf gp120 Antikdrper sind, als infizierte
Pbmcs. Durch Experimente von Ruppach et al. 2000, konnte in diesem Zusammenhang auf
Lymphozyten in einem Zeitraum von 2-8 Monaten nach der Infektion, keine Neutralisationsaktivitat
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu, wurde bereits 2 Monate nach der Infektion bei
identischen Primérisolaten, auf Makrophagen eine Neutralisation (mit autologen Serumantikorpern)

gemessen.

Durch neue Erkenntnisse konnte dargestellt werden, dass neben dem viralen Hdllprotein (gp120)
auch Zelloberflachenrezeptoren, wie z.B. Chemokinrezeptoren und DC-SIGN die humorale

Immunantwort beeinflussen kénnen.
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Dentritische Zellen (DC) sind hauptsachlich in peripherem, Mucosagewebe (Rectum, Uterus,
Zervix), lokalisiert. Sie exprimieren, neben CD4 und CCR5 (Granelli-Piperno et al., 1996; Rubbert
et al., 1998) noch LFA-1 (leukocyte-function associated antigen-1), LFA-3 und DC-SIGN als
weitere Rezeptoren auf der Zelloberflache. DC-SIGN ist ein Lectin des C-typs, das mit hoher
Affinitat an ICAM-3, einen Rezeptor der von ruhenden T-Zellen exprimiert wird, binden kann
(Geijtenbeek et al., 2000). Der Oberflachenrezeptor DC-SIGN der Dentritischen Zellen hat eine hohe
Affinitat zu dem gp120 des HI-Virus (Curtis et al. 1992). Bei einer HIV-1 Infektion bindet das Virus
mit Hilfe des DC-SIGN an die Dentrischen Zellen in der Mukosa, welche zu den potentesten Antigen

prasentierenden Zellen in vivo gehéren (Valitutti et al. 1995; Banchereau and Steinman 1998).

Daraufhin wandern die Dentritischen Zellen in die sekundéren Lymphatischen Organe, prasentieren
ihre Ag-Ladung worauf es zur T-Zell Aktivierung kommt (Shaw et al., 1986; Adema et al., 1997;

Banchereau and Steinman 1998).

Genauer, DC-SIGN "fangt" HIV-1 in der Paripherie ein und transportiert das Virus auf den
Dentritischen Zellen in die sekundaren Lymphatischen Organe, um dort die Infektion zu verstarken
(Geijtenbeek et al., 2000). Die Migration der Dentritischen Zellen von der Péripherie zu den
Lymphknoten kann einen Zeitraum von 2 Tagen nach erfolgte HIV Infektion einnehmen (Barratt-
Boyes et al., 1997; Stahl-Hennig et al., 1999).

DC-SIGN ist dabei in der Lage, HIV-1 Uber einen Zeitraum von 4 Tagen zu binden. Das Virus ist

danach immer noch zur Infektion von CD4"-Zellen fahig (Steinman et al., 1997).

Bei der Infektabwehr spielt neben der Ag-AK-Antwort, der Infektionsmodus des Virus eine grof3e
Rolle. Ein Beispiel dafiir ist das Influenza Virus. Ein RNA Virus, das zu einer akuten Infektion fihrt.
Bei einer Influenza Infektion werden Antikdrper gegen Komponenten auf der Virusoberflache
(H&magglutinin, Neuraminidase = critical sites) gebildet. Eine Antikdrper-antwort erfolgt schnell
und effektiv, bis es zu Mutationen oder Antigendrift kommt und das Virus die Antikérperantwort

unterwandert. Es kommt somit zu keiner chronischen Infektion.

Im Gegensatz dazu kommt es bei der HIV-1 Infektion zu einer Latenzphase, in der das Virus inaktiv
in den Zellen vorhanden ist. Das Virus bleibt in diesem Fall, als chronische Infektion bestehen,
wahrend es bei der akuten Influenzainfektion wirksam aus den Wirtszellen eliminiert werden kann

(zusammengefasst in Roitt et al., 1995).
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1.11  Immunpathogenese der HIV-1 Infektion

Eine Infektion mit dem HI-Virus fiihrt untherapiert zu einer Immundysfunktion mit Verlust von
CD4" Zellen, u.a. einer durch Env vermittelteten Synzytienbildung und letztendlicher Apoptose
(programmierter Zelltod) der Immunzellen (Planelles et al., 1995). Dabei kommt es zu einer direkten
Schédigung infizierter Zellen und zu Autoimmunreaktionen des Immunsystems (Keay et al., 1995).
Eine Studie iber Autoantikorper auf der Oberfliche CD4" Lymphozyten bei Haemophiliepatienten
belegte, dass Autoantikrper gegen zirkulierende CD4" Lymphozyten die Funktion der Zellen
inhibieren konnen. Dabei wird speziell die Freisetzung von Cytokinen beeinflusst. Aus der
Dysfunktion der CD4* Lymphozyten resultiert wahrscheinlich die Erschopfung der CD8" Zellen bei
AIDS-Patienten (Daniel et al., 1996).

Durch immunsuppressive virale Proteine, durch opportunistische Sekundérinfektionen und Tumore
wird das Immunsystem weiterhin negativ beeinflusst. Zusatzliche Abnormalitdten sind
eingeschrankte  Aktivitdten von antigenprésentierenden  Zellen, abnormale Monozyten
/Makrophagen-Funktionen, verminderte Funktion von natirlichen Killerzellen (NK) und Anti-

Lymphozyten-Antikérpern (Stricker et al., 1987).

Neueste Forschungsergebnisse zeigten in diesem Zusammenhang, dass durch eine kurze Gabe
antiretroviraler Substanzen (z.B. RT-Inhibitor GW 420867) es zu einem "Schutz" der Mechanismen
kommen kann, die Bestandteil der antiviralen Wirtsabwehr, wie z.B. CTL s und CD4" T Helferzellen
sind (Mori et al., 2000). Die Funktion der zelluldaren Immunantwort bleibt somit (iber einen langen

Zeitraum erhalten.

Andere Arbeitsgruppen hatten dhnliche Ergebnisse beobachten kdnnen. Van Rompay et al., (1999)
infizierten acht neugeborenen Makakken mit dem SIV.coss-Erreger. Drei von ihnen dienten als
Kontrolle und entwickelten binnen 3 Monaten eine fatale Immundefizienz. Die anderen Affen
wurden mit PMPA (Tenofovir) fur 4 Wochen behandelt. Mit dem Resultat, dass ein Teil der Affen
eine stark verzogerte Virdmie aufzeigte, wahrend der andere Teil keine Zeichen einer Infektion
aufwies. Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die prophylaktische Einleitung einer
antiretroviralen Therapie kurz nach der Infektion das Immunsystem soweit unterstiitzt, dass es fiir
einen langen Zeitraum funktionsfahig bleibt und die Viruslast im Korper gering gehalten werden

kann.

33



Unterbleibt eine Therapie mit antiretroviralen Substanzen kommt es zu Stérungen des
Immunsystems die sich u.a. in einem Defekt der CD4" Zellen auRern. Individuen mit einem friihen,
steilen CD4" Zellverlust entwickeln ein hoheres Risiko AIDS zu bekommen, als solche mit einem
geringeren CD4" Zellverlust (Cozzi Lepri et al., 1998). Vergleicht man dabei HIV1 und HIV2, so
stellt sich heraus, dass bei einer HIV1 Infektion der Verlust von CD4" Zellen schneller verlauft, als
bei einer Infektion mit dem HIV2 Erreger (Jaffar et al., 1997). Eine groRe Rolle bei der Progression
zu AIDS spielt die anfangliche "Struktur" der Viruspopulation. Zeigt die Viruspopulation zum
Zeitpunkt der Serokonversion (Auftreten erster Anti-HIV-Antikérper im Serum) eine hohe
Variabiltat auf, so nimmt man an, dass es zu einer weniger schnellen Progression zu AIDS kommt.
Bei einer homogenen Viruspopulation kdnnte es folglich zu einer schnelleren Progression zum
Krankheitshild AIDS kommen (Shankarappa et al., 1995).

Da das Immunsystem hauptsdchlich aus T-, B-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen
besteht, die durch direkten Kontakt oder durch sekundéare Botenstoffe (z.B. Interleukine, Interferone)
gesteuert werden, ist eine Schadigung dieser Kontrollorgane besonders schwerwiegend. Zum
Beispiel beobachteten Esser et al. 1991 eine fehlerhafte Cytokinsekretion bei infizierten
Makrophagen. Da Makrophagen nicht in der Lage sind, sich zu teilen, halten sie die HIVV-Produktion
tber einen langen Zeitraum hinaus aufrecht (von Briesen et al., 1990a). Eine aberrante
Cytokinsekretion konnte ihre Aufgabe als antigen-prasentierende Zelle derart beeinflussen, dass es

zu starken Beeintrachtgungen des Organismus (Kachexie, Erkrankungen des ZNS) kommen kann.
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1.12  Verlauf der untherapierten Krankheitsprogression in vivo

Nach erfolgter Infektion mit dem HI-Virus kommt es sofort zur aktiven, viralen Replikation, die
durch die Viruslast (viral load) im Serum dargestellt wird. Dabei repliziert das Virus mit hohen

Titern, deren Plasma Viruslast > 10° Virus-RNA Kopien/ml betragen kann (Daar et al., 1991).

Die virale Replikation kann im Folgenden zu einer transienten Verringerung der CD4" Zellzahl
fuhren (Abschnitt 1.10), woraufhin es bereits in diesem Stadium zur Ausbildung von
opportunistischen Infektionen kommen kann (Cochran et al., 1999; Gross et al., 2000; Kaplan et al.,
2000). Zu diesem Zeitpunkt ist meistens das Immunsystem noch in der Lage, mit Hilfe spezifischer

Anti-HIV-Antikdérper und Cytotoxischen T-Lymphozyten, die virale Replikation zu kontrollieren.

Die ersten spezifischen Antikorper entstehen innerhalb von 6-12 Wochen nach Exposition
(Zeitpunkt der Serokonversion). Die Serokonversion ist mit einem starken Abfall der Virdmie
gekoppelt. Genauer, vergrofRert sich wahrend der HIV-Primdrinfektion die Viruslast im Plasma,
erreicht einen Peak und verringert sich dann. Es gibt unterschiedliche Hypothesen fir die
Veranderungen der Viruslast im Verlauf der Krankheitprogression. So geht Klenerman et al., 1996
davon aus, dass ein Grund fur die Verringerung der Viruslast in der Zielzellverminderung zu sehen
ist (target-cell-limited-model). De Boer et al, 1998 entwickelten mathematisch zwei unterschiedliche
"R&uber-Beute Modelle".

Das erste Modell, auch ein "target-cell-limited-model” versucht das klinische Latenzstadium bei
einer HIV-Infektion durch die Verfugbarkeit von Zielzellen zu erklaren. Dabei ist das Virus der
"Réuber” und die Zielzelle die "Beute". Doch ist dieses Modell nicht ausreichend, da die
Immunantwort auller acht gelassen wird. So wurde ein zweites, mathematisches Modell entwickelt,
indem das Virus als "Beute" zu sehen ist, die durch die Immunantwort, als "R&uber" kontrolliert
wird. Beide Modelle von De Boer kénnen zur Erklarung der Krankheitsprogression, in deren Verlauf

die CD4" Zellzahl langsam abnimmt und die Viruslast langsam zunimmt herangezogen werden.
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Die Ergebnisse Staffords et al., 2000 zeigen in diesem Zusammenhang, dass die Verringerung der
Viruslast zum einen, aus der Zerstérung der infizierten Zielzellen durch Cytotoxische T-
Lymphozyten und zum anderen aus der Unterdriickung der viralen Replikation durch Cytokine

resultiert.

Die Viruslast hat im Krankheitsverlauf einen grofRen prognostischen Wert und wird von zwei
Komponenten beeinflusst. Neben der virusspezifischen Wirtsantwort, sind die biologischen
Eigenschaften des Virus selbst von Bedeutung (Mellors et al., 1996). Liegt als Folge beider Faktoren
der HIV-1 Plasma RNA-Spiegel unter 4'° Kopien/ml so besteht ein geringes Risiko an AIDS zu
erkranken. Liegt er daruber, so ist die Wahrscheinlichkeit AIDS zu entwickeln stark vergroBRert
(Sabin et al., 2000).

Bei seinen Untersuchungen von HIV infizierten Kindern in Suidost-Afrika beobachteten Taha et al.,
2000, dass Kinder mit geringer CD4" Zellzahl (< 15%) und hoher Viruslast (>250.000 Kopien/ml)

eine geringere Uberlebenschance hatten, als solche mit hoher CD4" Zellzahl und geringer Viruslast.

Obwohl nur 1 von 3 Millionen Viren infektiés sind (Layne et al., 1992) und kurz nach der
Serokonversion nur ca. 10* bis 5 x 10* Lymphozyten das HIV-Genom tragen, treten Anzeichen einer
chronischen Infektion auf. Als Anzeichen flr eine chronische Infektion wird das Erscheinen eines
persistierenden Lymphadenopathie-Syndroms (PGL) gewertet. Es kommt zur Schwellung der
Lymphknoten in Nacken, Achselhéhlen und Leisten. Die letzte Phase der Erkrankung und damit die
Progression zu AIDS ist durch eine Regression der Lymphknoten bei gleichzeitigem Riickgang der
CD4"-Zellzahl gekennzeichnet. Durch den Aktivitatsverlust des Immunsystems kommt es zu einer

verstarkten Virdmie im Blut, die mit der Entwicklung HIV-assoziierter Erkrankungen einhergeht.
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1.13  Pathogenese der HIV-Erkrankung

Vom Zeitpunkt der Infektion bis zur Manifestation des AIDS-Vollbildes liegt ein nicht definierter
Zeitraum, der eine von Patient zu Patient variable Zeitspanne umschlief3t, vor. Der Zeitraum von der
Infektion bis zur AIDS-Erkrankung ist dabei in Abhangigkeit von der Viruslast zu sehen (Mellors et
al, 1996) und kann mathematisch durch unterschiedliche Modelle erklart werden (Abschnitt 1.12).

Diese Beobachtungen zu Grunde legend werden Infizierte, basierend auf ihre
Krankheitsprogression, in mehrere Gruppen eingeteilt. Infizierte, die sehr langsam an AIDS
erkranken, werden als slow progressors (SP), solche, die schnell die ersten Krankheitssymptome
zeigen, als fast progressors (FP) und solche, die erst nach vielen Jahren das Vollbild AIDS

entwickeln, als late progressors (LP) bezeichnet.

Eine weitere Gruppe von Infizierten, die etwa 10% umfasst, zeigt sich nach einem Zeitraum von 10-
12 Jahren oder langer asymptomatisch (ohne Therapie, ohne immunologische Progression). Sie tragt
den Namen long-term nonprogressors (LTNP) (Buchbinder et al., 1994). Die Bezeichnungen SP und

LP werden dabei in der Literatur zum Teil auch synonym benutzt.

Bei einer Infektion mit HIV kommt es, neben einer schnellen Virusreplikation, auch zu einer
Immundefizienz und einer chronischen Aktivierung des Immunsystems. Polyspezifische
Cytotoxische T-Zellen (CTL’s), die gegen multiple HIV-Epitope gerichtet sind und die Zahl der
infizierten Zellen reduzieren koénnen, ohne diese jedoch ganz zu eliminieren, spielen hierbei eine
grolle Rolle (Haas et al., 1997; Goulder et al., 1996). In der akuten, primaren Phase der Infektion
werden vor allem CD4"-Zellen mit dem HI-Virus infiziert, worauf das Virus in den Zellen repliziert

und Uber das Blut in andere Organe (Lymphknoten, Gehirn) transferriert wird.

37



Diesen viralen Angriff schlagt das Immunsystem mit CD8"-T-Zellen (Killerzellen) und Antikorpern
(aus B-Zellen) zuriick. Dabei zeigen Patienten, die ein groRes Reservoire an CD8'-T-Zellen
mobilisieren kdnnen, eine langsamere Progession zu AIDS (Pantaleo et al., 1997). Weiterhin spielen
Makrophagen bei der Virusabwehr eine groBe Rolle. Als Teil des mononukledren
Phagozytensystems sind sie nachdriicklich durch Phagozytose an der Viruszerstorung beteiligt
(Abschnitt 1.9).

Phanotypische Forschungsergebnisse zeigten, dass es 6-8 Monate vor der klinischen Progression zu
einem switch in Richtung SI-Phanotyp kommt (Bruisten et al., 1997). Weiterhin wurden von Zhang
et al. 1997 eine erhohte Neutralisationsaktivitdt von long-term nonprogres-sors (LNTP’s) im
Vergleich zu fast progressors nachgewiesen. Ein Vergleich von late progressors vs long-term
nonprogressors zeigte allerdings keine Unterschiede der Serumneutralisationsaktivitat, in diesem

Fall gegen heterologe HIV-Primérisolate, auf (Pontesilli et al., 1999).

Mit der Entdeckung der HIV-Corezeptoren wurden neue Forschungsergebnisse veroffentlicht, die
diese in Zusammenhang mit der Krankheitsprogression brachten. So stellten Xiao et al. 1998 fest,
dass die Progression zu AIDS nicht nur mit dem Absinken der CD4*-Zellzahl auf <200/mm?®,
sondern auch mit der multiplen Benutzung von Corezeptoren korreliert. Am Anfang der Infektion
wird haufig CCR5 als Corezeptor fur den Viruseintritt in die Zelle benutzt. Spéter setzen sich dann
Virusvarianten durch, die zusétzlich noch CXCR 4 und/oder CCR3 zur Infektion benutzen kénnen.
Bei der Manifestierung von AIDS hat sich das Variantenspektrum der zur Infektion verwendeten
Corezeptoren, dann um CCR1, CCR2b, CCR4 und BOB erweitert. Weitere Forschungsergebnisse
zeigten, dass die Anfalligkeit fur eine HIV-1 Infektion und die folgende Krankheitsprogressionsrate
mit dem Polymorphismus der Wirtszellgene fiir CCR5 und CCR2 assoziiert ist (Dean et al., 1996;
Michael et al., 1997; Smith et al., 1997).
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2  Fragestellung und Zielsetzung

Ausgangspunkt dieser Arbeit waren Untersuchungen von Ruppach et al., 2000, die zeigten, dass
bereits kurz nach der Serokonversion humane Seren von HIV-1 infizierten Patienten, in der Lage
waren, autologe Virusisolate auf Makrophagen, nicht aber auf Lymphozyten zu neutralisieren. In
diesem Zusammenhang bestdtigen die Ergebnisse weiterer Autoren, dass kurz nach der
Serokonversion, HIV1-spezifische Antikorper, autologe Virusisolate auf Lymphozytenkulturen,

nicht neutralisieren kdnnen (Binley et al., 1997; Moore et al., 1994).

Da Makrophagen, neben Lymphozyten zu den wichtigsten Zielzellen bei einer HIV-Infektion in vivo
gehdren (von Briesen et al., 1990; Gartner et al., 1986; Gendelman et al., 1989; Kihnel et al., 1989;
Riibsamen-Waigman et al., 1989; von Briesen et al., 1990; Smith et al., 1997) und mit ihrer Hilfe das
Virus in das Lymphsystem und andere Organsysteme gelangen kann (Housset et al., 1990; Koenig et
al., 1986; Smith et al., 1997; Toossi et al., 1997), sollen sie besondere Aufmerksamkeit erhalten.

Im Rahmen dieser Promotion sollen Verénderungen des HI-Virus und der humoralen Immunantwort
im Laufe der Krankheitsprogression untersucht werden. Dabei sollen Ursprungsproben (untherapiert)
mit den Folgenproben (z.T. therapiert) desselben Spenders verglichen werden. Im Vordergrund
stehen Neutralisationsversuche der HIV1-Proben kurz nach Serokonversion, im Vergleich mit
Proben desselben Spenders, die zu einem spéteren Zeitpunkt enthommen worden sind, auf einem

Makrophagensystem.

Ein wichtiger Punkt ist in diesem Zusammenhang die Eingrenzung des méglichen Mechanismus der
Neutralisation — auf  Makrophagen.  Welche  Antikdrper  spielen eine  Rolle  bei

Neutralisationsreaktionen? Sind es die V3-Antikorper?

Zur Untersuchung des individuellen Krankheitverlaufs eines Patientenkollektives von 16 Patienten
standen Blut-, Plasma- und Serumproben der infizierten Personen zur Verfligung. Diese wurden in
Intervallen von 3-6 Monaten mehrmals abgenommen, um eine Charakterisierung des
Probenmaterials in Hinblick auf die Verédnderungen des Neutralisationsverhaltens wahrend des
Krankheitsverlaufes zu ermdglichen. Zu den Grundvoraussetzungen zur Aufnahme in die
Promotionsstudie gehdrte u.a. ein bekannter Infektionszeitpunkt, der durch das erste positive HIV-1-

Testergebnis belegt werden konnte.

Das positive Erstergebnis lag in allen Féllen kurz nach der Serokonversion, d.h. kurz nach dem
Auftreten erster Serumantikdrper. Der Zeitpunkt der Infektion lag bei allen Patienten nicht langer als

8 Monate zuriick.

Der Vorteil eines solchen Patientenkollektives ist in den klar umrissenen Patientendaten von

arztlicher Seite zu sehen. So sind in der Regel neben dem Infektionszeitpunkt auch der
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Infektionsweg (homo- oder heterosexuell), sowie medizinische Parameter wie Viruslast, CD4"-
Zellzahl und Art der Therapie, bekannt. Nur dieser umfassende Patientenstatus wird eine

letztendliche Beurteilung der molekular- und zellbiologisch erhaltenen Ergebnisse erlauben.

Alle Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der Erstprobennahme in untherapiertem Zustand. Bei

den folgenden Probennahmen kam es bei einigen, nicht bei allen, Patienten zum Therapiestart.

Ein wichtiger Zielparameter ist die Klarung der Frage, ob isolierte Antikorper (IgG’s) oder deren
Spaltprodukte (Fab-Fragmente) in der Lage sind, Neutralisationsreaktionen auf Makrophagen
hervorzurufen. Auch soll in diesem Rahmen aufgezeigt werden, ob das Neutralisationsverhalten im
Verlauf der Krankheitsprogression Veranderungen unterworfen ist. Dazu gehdren Untersuchungen
zur Neutralisierbarkeit von Virusisolaten durch autologe Serumproben auf unterschiedlichen

Kultursystemen, wie Monozyten/Makrophagen und Lymphozyten.

Nach Beantwortung der Frage nach dem autologen Neutralisationsverhalten werden weitere
Versuche in Richtung Kreuzneutralisation gehen. Dies geschieht vor allem in Hinblick auf die
heterologen Neutralisationsfahigkeit unterschiedlicher Subtypen auf Makrophagen. In diesem
Zusammenhang soll weiterhin die Kreuzneutralisationsfahigkeit isolierter Antikérper (1gG’s) auf

Makrophagen dargestellt werden.

Ein weiterer Schritt zum Aufzeigen von Verdnderungen, denen ein HIV-infizierter Organismus im
Verlauf der Krankheitsprogression unterworfen ist, ist die Untersuchung hinsichtlich des Tropismus
der Viren. Der aufgezeigte Zelltropismus der Virusisolate steht in enger Verbindung mit den
virusspezifischen Madoglichkeiten der Zellinfektion. Mittels humaner Gliomazellinien, die
Chemokinrezeptoren auf der Zelloberflache exprimieren, soll der Weg der Corezeptor induzierten
Zellinfektion der einzelnen Patientenisolate aufgezeigt werden. Dabei stehen Verdnderungen in
Bezug auf das Spektrum der zur Infektion benutzten Zellrezeptoren von Ursprungs- und Folgeisolat

im Vordergrund.
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3 Material (inkl. Herstellernachweis)

Alle Reagenzien und Materialien, deren Herkunft keinerlei Einfluss auf den Ausgang der

Experimente hatten, werden hier nicht gesondert aufgefuhrt. Weiterhin kommen Reagenzien und

Geraéte, die Teil mehrerer Experimente waren, nur einmal zur Erwdhnung.

3.1 Material zur angewandten Methodik

3.1.1 Isolierung und Kultivierung von mononukledren Zellen aus humanem Blut

Name

PBS (1x)
Ficoll

RPMI 1640
RPMI 1640
L-Glutamin
Pen / Strep

FCS

AB-Serum
PHA
IL2

MEM (100x)
DMSO

Millex-GV
Falcon 2070
Falcon 2096

Spezifizierung

PBS-Dulbecco ohne Ca**, Mg**

Milieu de Separation, Dichte 1.077

g/mi

2.0 g/ L NaHCOs3, ohne L-Glutamin

ohne L-Glutamin

200 mM in 0.85% NaCl Ldsung
10.000 U Penicillin / ml,
mikrogr. Streptomycin / ml

10.000

Fetales Kalberserum, sterilfiltriert

Human, sterilfiltriert

Phytohdmagglutinin, Lectin 1mg/ ml
Interleukin-2, human 10.000 U / ml

Nicht-essentielle Aminosauren
Dimethylsulfoxid

0.22um Einweg-Filtereinheit
Falcon-Blue Max™, 50ml
Falcon-Blue Max™, 15ml

Hersteller

Seromed®, Biochrom KG, Berlin
Seromed®, Biochrom KG, Berlin

Seromed®, Biochrom KG, Berlin
Bio Whittaker, Verviers, Belgien
Bio Whittaker, Verviers, Belgien
Bio Whittaker, Verviers, Belgien

Boehringer Mannheim GmbH, jetzt
F.Hoffmann-LaRoche Ltd., Basel, CH
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Sigma Biosciences, St.Louis, MO, USA
Boehringer Mannheim GmbH, jetzt
F.Hoffmann-LaRoche Ltd., Basel, CH
Gibco Life Technologies, Eggenstein
Boehringer Ingelheim Bioprod.,
Heidelb.

Millipore, Molsheim, France

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
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Gerate:

Minifuge RF Zentrifuge (15ml / 50ml)
Megafugel.OR Zentrifuge (15ml / 50ml)

Cytoperm Brutschrank

BB6220 CU Brutschrank

Micro Flow Biological Safety Cabinet (Sterilbank)

Heraeus Holding GmbH, Frankfurt/M.
Heraeus Holding GmbH, Frankfurt/M.
Heraeus Holding GmbH, Frankfurt/M.
Heraeus Holding GmbH, Frankfurt/M.
Nalgene Nunc International, Wiesbaden

3.1.2  Neutralisationsexperimente auf Lymphozyten

Gerét:

Compact Line OV4 Rotor

3.1.3  Bestimmung der Zellzahl

KOVA® Zéhlkammer

Trypan Blue 0.4% L6sung in 0.85% Kochsalzlsg
Gerat:

Leica DMIL Mikroskop mit Fotoaufsatz

Leica MPS30

3.1.4  Herstellung von Teflonbeuteln

Teflon FEP Teflonbeschichteter FEP-Film
Indox™ Ethylene Oxide Indicator Tape
Gerét:

Polystar 350 DSM  Schweil3gerat

Biometra GmbH, Géttingen

Hycor Biomedical Inc., CA, USA
Flow Laboratories Inc., VA, USA

Leica Mikroskopie & Systeme GmbH,
Wetzlar

Du Pont, Wilmington, DE, USA
Medical-Surgical Divis., MN, USA

Rische + Herfurth GmbH, Hamburg

3.1.5 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

p24-ELISA:

p24-ELISA Coulter® HIV-1 p24 Antigen Assay

Immunotech S.A., Marseille Cedex, France
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V3-Peptid-ELISA:

Magermilchpulver fur die Mikrobiologie

PBS (10x) Phosphatgepufferte Kochsalzlosung
Tween 20 Polyoxyethylen-Sorbitan Monolaurat
PCB Phosphat-Citrat gepufferte Tabletten
Antikorper Ziegen Antihuman IgG (H+L) Konjug.
OPD 0-Phenylenediamin Dihydrochlorid
H,0, Wasserstoffperoxid 30 % (w/v) Lsg.

Immulon-Plates  96well Mikrotiterplatten
Phosphate-citrate-|

tablets

Gerate:

LP35 Mikrotiterplatten Washer
B 6030 Brutschrank

IKAMAG RCT  Ruhrer

Waage Sartorius excellence
Feinwaage Sartorius research R160P
761 Calimatic pH-Meter

Reader Mikroplatten Spektrophotometer Syst.
Analyse-Progr.  SOFTmax®PRO

Reax 2000 Vortex

316 RT-Test

Reaktionsgefale,Iml  Ultrazentrifugenréhrchen

Merck KGaA, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Linz, Aust.
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
BioRad Laboratories GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Dynatech Laboratories Inc., Virginia
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Pasteur Diagnostics, Freiburg
Heraeus Holding GmbH, Frankfurt/M.
Janke & Kunkel GmbH, Staufen i.Br.
Waagen-Kissling GmbH, Rimbach
Waagen-Kissling GmbH, Rimbach
Knick MeRgerate GmbH, Berlin
MWG AG Biotech, Ebersberg

MWG AG Biotech, Ebersberg
Heidolph Elektro GmbH, Kelheim

Beckman Instruments Inc., USA

[*H]-TTP-Lésung [*H-Methyl]-Thymidin-5"-triphosphat  Amersham, Braunschweig

rAdTprimerTemplate  (Poly A (dT);2) Natriumsalz

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Whatmanpapier lonenaustauschpapier DE 81 Herolab, St.Leon-Roth

Mini Poly-Q Vial 6 ml Szintillationsgefale Beckman Instruments Inc., USA
Rotiszint eco plus Gebrauchsfertiger Szintillationscockt. ~ Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Na,HPO, Di-Natriumhydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt

Gerate:

Ultrazentrifuge TL 100
TLA 100.2 SN Festwinkelrotor fur UZ
R-Counter LS 1800 R-Counter

Beckman Instruments Inc., USA
Beckman Instruments Inc., USA
Beckman Instruments Inc., USA
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3.1.7 Nukleinsdure-Extraktion
QlAamp® Blood Kit

Gerét:
Gene Quant®ll  RNA / DNA Kalkulator

3.1.8  Polymerasekettenreaktion

ReaktionsgefdBe  MicroAmp® ReaktionsgefaRe mit

Qiagen GmbH, Hilden

Pharmacia Biotech, Freiburg

Perkin Elmer Applied Biosystems, CA,

Kappe USA

Pipettenspitzen ART 200, ART 20P, steril MRP, San Diego, CA, USA

H,0 Agua ad iniecatabilia B.Braun Melsungen AG, Melsungen

AmpliTaq® Tag DNA Polymerase Perkin Elmer Applied Biosystems, CA,
USA

GeneAmp® 10x PCR Puffer Perkin Elmer Applied Biosystems, CA,
USA

dNTP’s Ultrareines dNTP Set, je 100 mM Pharmacia Biotech, Freiburg

Gerdte:

Gene Amp® PCR System 2400 Thermocycler Perkin Elmer Applied Biosystems, CA, USA

Quick Screening Horizontal Gel Elektrophorese Internat. Biotech. Inc., New Haven, USA

Transformator fur die Elektrophorese Renner GmbH, Darmstadt

Microcomputer Electrophoresis power supply Frobel Laborgeréte, Lindau

Transilluminator UVP Herolab Molekulare Trenntechnik, Wiesloch

Mitsubishi Video Copy Processor Herolab Molekulare Trenntechnik, Wiesloch

3.1.9  Antikorperisolierung

Mab Trap®GlI-Kit  1gG-Gewinnung aus hum. Serum

3.1.10 Papainschnitt

Papain aus Papaya Latex, 10 mg/ml
L-Cystein Cystein Hydrochlorid
lodoacetamid

EDTA Ethylendiamintetraacetat

Pharmacia Biotech, Freiburg

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt
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3.1.11 Proteinbestimmung

BioRad® Protein Assay

3.1.12 SDS-PAGE

PAA (37.5:1)
TEMED
APS

SDS

Gerat:

Gelsystem

30% Acrylamid / 0.8% Bisacrylamid
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Ammoniumpersulfat
Sodiumdodecylsulfat

Casting Clamps, Glasplatten 8 x 10cm

3.1.13 PAA-Gelfarbung

Coomassie-Blue

BioRad® Silver-Stain-Assay

3.1.14

ABC®-Kit (PK-6100)

AEC® (SK-4200)

Immunhistochemie

Substrat Kit flir Peroxidase

4% Paraformaldehyd

Kaisers
Glyceringelatine
Priméar-AK
Positiv Kontrolle

Negativ Kontrolle

fiir Mikroskopie

Monoklon. Maus Anti HIV-1 p24-Ak

Beta-2-Mikroglobulin

Monoklonaler 1gG-Ak

3.1.15 Kultivierung von adherenten Zellen

slideflask 9 CM

Plastikobjekttréger

Vectastain Elite ABC-Peroxidase-Kit

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt
BioRad Laboratories GmbH, Miinchen

Linaris GmbH, Bettingen
Linaris GmbH, Bettingen
Fluka, Buchs, CH

Merck KGaA, Darmstadt

ScheBo-Tech GmbH, Giessen
Dianova-Immunotech GmbH,
Hamburg
Dianova-Immunotech GmbH,
Hamburg

Nalgene Nunc International, Wiesbaden
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3.1.16 Desinfektionsmittel

Helipur®H plus N B.Braun Melsungen AG, Melsungen
Biguanid Flache Dr.Schumacher GmbH, Melsungen
Mikrozid liquid Schiilke + Mayr GmbH, Norderstedt

3.2 Kulturmedien

3.21 PBL-Medium

RPMI 1640 500ml + 10 ml  L-Glutamin (Konz. 200mM)

(Biowhittaker) + 5ml Penicillin / Streptomycin (Konz.10.000U/ml)
+ 75ml  FCS (Endkonz. ca. 15%)

PHA-Stimulation: PHA in 5 ml PBS lésen (Konz. 1mg/ml)

Einsatzkonzentration: 7.5ug/ml

3.2.2  Monozyten / Makrophagen - Medium

RPMI 1640 500ml  + 10ml L-Glutamin (Konz. 200mM)

(Seromed) + 5ml Penicillin / Streptomycin (Konz. 10.000U/ml)
+ 20ml AB-Serum (sterilfiltriert)
+ 12ml Vitaminmix

Inhaltsangaben fir Vitaminmix des Makrophagenmediums (Angaben als Endkonzentrationen)

1mM Na-Pyruvat (stock: 10mM / Life Technologies)
1 x MEM Nicht-essentielle Aminosauren (stock: 100 x / Life Technologies)
0.4 x MEM Vitamine (stock: 100 x / Life Technologies)

3.2.3 U87-Medium (Endvolumen: 520 ml)

DMEM 450ml + 10ml L-Glutamin (Konz. 200mM)
+ 5ml Penicillin / Streptomycin (Konz. 10.000U/ml)
+ 50ml FCS (Endkonz. ca. 10%)
+ 5ml MEM (100x) Nicht-essentielle Aminosduren
Selektion: Gentamycin (G418) Selektionskonzentration: 300ug/ml
Puromycin Selektionskonzentration: 0.5ug/mi
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3.24 MT2-Medium

RPMI 1640 450ml  + 50ml FCS (Endkonz. 10%)
(Biowhittaker)

3.25 Freeze-Medium
DMSO 5%

FCS 50%
PBL-Medium 45%

3.26 RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 ohne Glutamin (kauflich)

Inhaltsstoff Molekulargewicht Konzentration (mg/L)  Molaritat (mM)
Kaliumchlorid 75 400.0 5.30
Magnesiumsulfat 120 48.84 0.407
Natriumchlorid 58 5300.0 91.38
Natriumbikarbonat 84 2000.0 23.800
Natriumphosphat 268 1512.0 5.63

Weiterhin: Glucose, HEPES, Aminosauren und Vitamine.

Die genaue Zusammensetzung ist nachzulesen bei: Moore et al. 1967; Mossinger J., 1991

3.2.7 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) kauflich

Inhaltsstoff Molekulargewicht Konzentration (mg/L)  Molaritat (mM)
Kalziumchlorid 111 200.0 1.80
Eisennitrat 404 0.10 0.000248
Kaliumchlorid 75 400.0 5.30
Magnesiumsulfat 120 97.67 0.813
Natriumchlorid 58 6400.0 110.34
Natriumbicarbonat 84 3700.0 44.10
Natriumphosphat 138 125.0 0.906

Weiterhin: Glucose, Aminosauren und Vitamine.

Die genaue Zusammensetzung ist nachzulesen bei: Dulbecco R. and Freeman G., 1959



3.3 Polyacrylamidgele

3.3.1 SDS-PAGE

Trenngel (12%) 448l H,O
+ 2.5ml Tris-HCI (0.75M/pH 8.3)
+ 25ul SDS (20%)
+ 2ml PAA (30%; 1: 37.5)
+ 25ul APS (10%)
+ 4ul TEMED
1050pl H,0
Sammelgel (4%)
+ 1.1ml Tris-HCI (0.625M/pH 6.8)
+ 15ul SDS (20%)
+ 800ul PAA (30%; 1: 37.5)
+ 30ul APS (10%)
+ 6pl TEMED

3.4 Puffer

3.4.1  Coulter® p24 Antigen ELISA (Herstellerangaben)

Lyse-Puffer Triton 100 x, EDTA, TWEEN 20

TMB Citrat-Phosphat-Puffer, 0.0045%; H,O,, 0.1%; 2-Chloroacetamid, 0.1%

SA-HRPO an Meerrettich-Peroxidase konjugiertes Streptavidin; Gentamicin, 0.01%;
Thimerosal, 0.1%

SA-Puffer Tris-Puffer

CSR-1 Schwefelsaure 4 N

3.4.2  QlAamp® Blood Kit (Herstellerangaben zu den Inhaltsstoffen fehlen)

AL-Puffer Lyse-Puffer
AW-Puffer Wasch-Puffer
AE-Puffer Elutionspuffer



343 RT-Test

TSAM-Puffer Tris-HCI, 10mM, pH 7.3; Magnesiumchlorid, 5mM; Saccharose, 250mM

Lysis-Puffer Tris-HCI, 10mM, pH 7.3; Triton-X-100, 2%; EDTA, 1mM; DTT, 5mM;
Kaliumchlorid, 60mM

Stopp-Puffer Lauroylsarkosin-Lésung, 10%

Na,HPO,-Puffer Natriumhydrogenphosphat, 0.35M

BM I1-Puffer Tris-HCI, 0.5M; Kaliumchlorid 0.8M

rAdt / *H-TTP-Mix: 6.6ul rAdT + 6.6pl BM II-Puffer
(fir 1 RT-Ansatz): + 3.3ul 1.4-Dithiothreitol, 0.02M
+ 3.3ul Magnesiumchlorid, 0.1M
+ 2.2ul *H-TTP (siehe 3.1.6)
3.44  V3-Peptid-ELISA
10 x PBS-Puffer (pH 7.4): 0.1M Na,HPO,, 0.018M KH,PQO,, 0.027M KClI,
1.4M NacCl, aqua bidest
Wasch-Puffer: 0.01M 1 x PBS, 0.1% Tween 20
Coat-Puffer (Natriumcarb.-Puffer / pH 9.8): 0.015M Na,CO3, 0.035M NaHCO;
Block-Verdunnungspuffer: 1 x PBS (pH 7.4), 0.1% Tween 20, 3%

Milchpulver (siehe 3.1.5)
— Puffer mindestens 2 h vor Gebrauch herstellen, um eine vollstdndige Lésung des Milchpulvers zu gewahrleisten.

Phosphat-Citrat-Puffer: 0.05M Phosphate-citrate-buffer tablets
(siehe 3.1.5)
Substratlésung: 30 - 40ml Phosphat-Citrat-Puffer + 30ul H,0, + 1 Tablette OPD

— Im Dunkeln aufldsen.

Stopldsung: 1 N H,SO,

3.4.5 Laufpuffer fir Agarosegele:

50 x TAE: 2429 Tris-HCI
+ 57.1ml Eisessig
+ 100ml EDTA (0.5M/pH8.0)

o auf 1 Liter mit dH,O auffullen [Laufpufferkonzentration ist 1x (Verdiinnung mit dH,0)]
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346 SDS-PAGE

Laufpuffer (10x):

e auf 1 Liter mit dH,O auffiillen
e pH mit HCI auf 8.3 einstellen

SDS Gel loading buffer (2x)

30.3¢ Tris-HCI
188¢g Glycin
10g SDS

Tris-HCI (100mM / pH6.8), DTT(200mM), SDS (4%),

Bromphenolblau (0.2 %), Glycerol (20 %)
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4 Methoden

4.1 Schwerpunkt Zellbiologie

4.1.1 Isolierung von mononukledren Zellen aus humanem Blut

Die mononukledren Zellen (Lymphozyten, Monozyten) aus peripherem, humanem Blut wurden mit
Hilfe einer Dichtezentrifugation (Ficoll Hypague-Methode, Boyum, 1986) isoliert. Als
Ausgangsmaterial  zur  Gewinnung  von  mononukledren  Zellen  dienten  hierbei

Leukozytenpréparationen (buffy coat) einer beliebigen Blutspende.
Zentrifugiert man Vollblut 20min bei 3300rpm, so erhalt man drei verschiedene Fraktionen.

Die obere klare Fraktion stellt das Plasma dar, die mittlere Schicht ist der buffy coat und am Boden
befinden sich die konzentrierten Erythrozyten. Es wird somit ein groRer Teil der Ery-throzyten

abgetrennt, wahrend die Leukozyten angereichert werden.

Zur Gewinnung der peripheren, mononuklearen Blutzellen (Pbmc) wurden 25ml des buffy coat’s 1:2
mit PBS auf ein Volumen von 50ml verdiunnt. Von dieser Leukozyten-PBS-Verdinnung wurden
daraufhin jeweils 25ml vorsichtig auf vorbereitete sterile, mit 25ml Lymphozyten-Trennmedium
(Ficoll) gefullte Falconrohrchen berfihrt. Ficoll ist ein Copolymer aus Saccharose und
Epichlorhydrin mit einer Dichte von 1, 077 g/ml. Dabei war zu beachten, dal3 die beiden Phasen
getrennt blieben. Der Ficoll-Gradient wurde nun bei 2000rpm, 30min in einem Ausschwingrotor
ohne Bremse zentrifugiert. Nach erfolgter Dichtegradienten-Zentrifugation sind vier Phasen
erkennbar. Die oberste gelbliche Phase stellt eine Plasma- und Thrombozytenschicht dar. Sie wird
gefolgt von einer schmalen, weilllichen Bande mit mononukledren Zellen (Lymphozyten,
Monozyten). Im unteren Bereich befindet sich eine farblose viskdse Bande aus Ficoll-Trennmedium.
Die letzte Phase wird von einer roten Schicht aus sedimentierten Erythrozyten und Granulozyten
gebildet. Die Bande mit den mononukledren Zellen wurde vorsichtig mit einer Pipette abgezogen

und in ein neues, steriles R6hrchen tberfihrt.
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Die so isolierten Zellen wurden daraufhin mit PBS auf ein Volumen von 50ml verdiinnt und bei
1500rpm, 10min zentrifugiert. Das daraus resultierende Zellpellet wurde erneut in PBS resuspendiert
und bei gleicher Umdrehungszahl abzentrifugiert. Das so gewaschene Pellet wurde daraufhin in

genau 50ml PBS gelost, um die Zellzahl bestimmen zu kénnen (Abschnitt 4.1.4).

Sie variierte stark von Spender zu Spender, lag aber in der Regel zwischen 1x10® und 7x10° Zellen
pro Leukozyten-Préaparation. Zum Schluss wurden die Zellen je nach Verwendung in entsprechendes

Medium aufgenommen (Materialteil 3.2).

Die Ficoll Hypaque-Methode erlaubt es, mononukledre Zellen (MNC) aus peripherem Blut zu
isolieren. Das Ubergewicht tragen dabei mit 90% die Lymphozyten (T- und B-Lymphozyten). Den
Rest bilden die Monozyten (10%). Welche der Zellen letztendlich aktiviert werden bzw. wessen
Wachstum und Differenzierung geférdert wird, wird durch die Wahl des Mediums bestimmt. Die
Stimulierung mit Phytoh&magglutinin (PHA) und Interleukin 2 (IL-2) im Lymphozyten-Medium
wirkt selektiv auf die T-Lymphozyten, d.h. vor allem diese werden zur Teilung angeregt. Bei dem
Makrophagen-Medium hingegen ist die Zugabe von humanem Serum (AB-Serum) von

entscheidender Bedeutung fiir die terminale Differenzierung der Blutmonozyten zu Makrokphagen.

4.1.2  Kultivierung und Aktivierung von humanen, peripheren Lymphozyten

Die Proliferation und Differenzierung von T- und B-Lymphozyten erfolgt nur nach Stimulation
durch ein Antigen. Die Lymphozyten gehen dann aus der Ruhephase (Go) in die Wachstumsphase
(G,) Uber. Daraufhin wird die DNA-Synthese eingeleitet, worauf es zur Zellteilung kommt (Alberts,
B. 1986).

Unstimulierte Lymphozyten sterben in vitro innerhalb weniger Tage ab. Mochte man Lymphozyten
Uber einen kurzen Zeitraum in Kultur halten, missen sie mit Mitogenen zur Proliferation angeregt
werden. Dies geschieht mit Phytohdmagglutinin (PHA, Lectin), einem spezifischen T-Zell-Mitogen,
das fur 2-3 Tage der Lymphozytenkultur zugegeben wird.

47



Die mit PHA stimulierten T-Zellen setzen einen Wachstumsfaktor frei, den Morgan und Ruscetti
1976 als T cell growth factor (TCGF) bezeichneten. Er ist heute unter dem Namen IL-2 bekannt.

Werden T-Lymphozyten in vitro in Kultur gehalten, so werden sie durch Zugabe von PHA zum
Medium aktiviert, woraufhin sie IL-2 abgeben und den IL-2-Rezeptor exprimieren. Nach Bindung
des IL-2 an seinen Rezeptor werden die Zellen selektiv zur Teilung angeregt (Morgan et al., 1976 /
Gallo RC, 1987).

Die gesamten Pbmc’s eines buffy coats (Abschnitt 4.1.1) wurden in 100ml Lymphozyten-Medium
(Materialteil 3. 2. 1) aufgenommen und in eine Zellkulturflasche Gberfihrt. Zur Stimulierung der
Zellen wurde dem Lymphozyten-Medium PHA in einer Konzentration von 7.5ug pro Milliliter
Medium zugesetzt. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C, 80-90% Luftfeuchtigkeit und 7% CO,. Nach
2-3 Tagen zeigt sich eine zunehmende Koloniebildung, wahrend die Zahl der Einzelzellen abnimmt.
Am 3. Tag wurden die gesamten Zellen einer Kulturflasche bei 1200rpm, 10min zentrifugiert und

das Zellpellet in 50ml PBS resuspendiert.

Zum Schluss wurden die Zellen gezahlt und die Zelldichte fir die anschlielenden Versuche
eingestellt, indem die erforderliche Zellzahl in entsprechender Menge an Lymphozyten-Medium
aufgenommen wurde. Um die Lymphozyten weiterhin zu stimulieren, wurde dem Medium zusétzlich
IL-2 (20 U/ml Medium) zugegeben.

Werden in vitro periphere Lymphozyten von gesunden Spendern mit HIV infiziert, so zeigen diese
eine erhohte Virusproduktion nach Aktivierung der Lymphozyten mit PHA (Zagury et. al., 1986).
Die Tatsache, dass die Virusproduktion in engem Zusammenhang mit der Teilungsrate der Zielzellen

steht, spielt eine entscheidende Rolle bei der Interpretation der Neutralisationsversuche.
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4.1.3  Kultivierung und Ausdifferenzierung humaner Monozyten / Makrophagen

Nach Isolierung der mononukledren Zellen aus humanem Blut (buffy coat / Abschnitt 4.1.1) wurden
diese auf eine Zellzahl von 5 x 10° Zellen / ml Medium (Materialteil 3.2.2) eingestellt und jeweils
200ul davon in eine Vertiefung (well) einer Mikrotiterplatte gegeben (Zellkonzentration: 1 x 10%
Zellen/well). Monozyten sind, im Gegensatz zu Lymphozyten, in der Lage, an Plastikoberflachen zu
adherieren. Die Mikrotiterplatten mit den mononukledren Zellen wurden 45min bei 37°C im
Brutschrank inkubiert, um den Makrophagen die Mdglichkeit zu geben, an der Plastikoberflache der
Mikrotiterplatte zu adherieren. AnschlieBend wurden die nicht-adherenten Zellen durch mehrmaliges
Waschen mit Monozyten/Makrophagen-Medium (Materialteil 3.2.2) entfernt. Die so erhaltenen
Kulturen bestehen zu ca. 95% aus Monozyten, den Rest bilden einige Lymphozyten, die sich durch
Waschen nicht entfernen lassen (von Briesen et. al., 1990a). AbschlieBend wurden die Vertiefungen
mit jeweils 200ul Mo/Mak-Medium befullt. Die Platten kamen zur Ausreifung der Monozyten zu
Makrophagen fir 6-7 Tage in einen Inkubator (37°C, 80-90% Luftfeuchtigkeit, 7% CO,). Mit einer
Zunahme der Zellzahl durch Proliferation war nicht zu rechnen, da Blutmonozyten ihre

Teilungsfahigkeit verlieren.

In vivo bedeutet Adhérenz, fiir Monozyten/Makrophagen ein wichtiges regulatorisches Signal zur
Induktion der Transkription unterschiedlicher Gene. Dazu zahlen die proinflam-matorischen
Zytokine TNF-o. und IL-1R sowie die Protoonkogene c-fms (M-CSF Rezeptor) und c-fos. Ein
zweites Signal (LPS) ist jedoch notwendig, um die Sekretion dieser Mediatoren einzuleiten.
Adhérenz ist somit die Basis der Mo/Mak, auf die ihre proinflammatorische Antwort aufbaut und

deren Starke mit der Art des zweiten Signals eng in Zusammenhang steht (Haskill et al., 1988).
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414  Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl in Suspensionskulturen (pbmc) wurde mit Hilfe einer KOVA-Kammer (Hycor
Biomedical inc.) bestimmt. Dazu wurde eine Probe der Zellsuspension 1:10 mit Trypanblau verdinnt
und ein Aliguot davon durch Kapillarkréfte in die Kova-Kammer transferiert. Trypanblau ist ein
Lebendfarbstoff, der von lebenden Zellen aktiv aus der Zelle ausgeschleust wird. Diese Zellen
erscheinen lichtmikroskopisch farblos. Tote Zellen hingegen sind zu diesem aktiven Transport nicht
mehr in der Lage. Sie zeigen eine blaue Farbung unter dem Mikroskop. Mit dieser Methode wird

somit der Gehalt an lebenden Zellen in einer Suspension ermittelt.

Die Kova-Kammer besteht aus 9 Gruppenquadraten mit jeweils 9 Kleinstquadraten. Es wurden zwei
mal die Zellen in 10 Kleinstquadraten gezahlt (2 x 10 Késtchen) und ihr Wert gemittelt. Dies war

von Bedeutung, da die Verteilung der Zellen im Gesamtfeld nicht immer homogen war.

Der Multiplikationsfaktor von 90 (von der Firma Hycor vorgegeben) bezieht sich dabei auf das
Gesamtkammervolumen von 0,9ul (Volumen von 81 Kleinstquadraten). Die Zellzahl (N) berechnet

sich wie folgt:

Zellzahl (N) x 90 (Multiplikationsfaktor) x 10 (Verdlnnung) = Zellzahl /ul
10 Kleinstquadrate

Wird die ermittelte Zellzahl mit 1000 multipliziert, so erhalt man den Lebendzellzahltiter bezogen

auf einen Milliliter.
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415  Aufarbeitung HIV-1 infizierter Blutproben

Da es sich bei HIV um ein infektidses Agens handelt, wurden alle Arbeiten mit virushaltigem
Material bzw. infizierten Zellen entsprechend den Sicherheitsbestimmungen fiir den Umgang mit
humanpathogenen Viren in einem speziellen Hochsicherheitslabor (Sicherheitsstufe L3)

durchgefunhrt.

Zuerst wurde das EDTA-BIlut aus den unterschiedlichen Rohrchen mit einer Pipette in ein 50ml
Falconréhrchen tberfuhrt. Das Blut wurde daraufhin bei 1400rpm, 10min zentrifugiert. Das Plasma
(Uberstand) wurde in ein neues Zentrifugenrohrchen tberfihrt und erneut bei 1400rpm, 10min
zentrifugiert, um verbleibende Zellreste zu entfernen. Nach der Zentrifugation wurde das,
weitgehend zellfreie, Plasma aliquotiert und bei -80°C gelagert. Mit dem Patientenserum wurde
entsprechend verfahren. Ein mit 25ml Ficoll (Materialteil 3.1.1) geflltes Zentrifugenréhrchen wurde
mit 25ml des, zuvor 1:2 mit PBS, verdinnten EDTA-Blutes (berschichtet. Die

Dichtegradientenzentrifugation erfolgte bei 2000rpm, 25min, ohne Bremse.

Der Leukozytenring (Volumen: 10-20ml) wurde nach der Zentrifugation abgezogen und in ein neues
Réhrchen Gberflhrt, 1:1 mit PBS verdinnt und bei 1400rpm, 10min zentrifugiert (Waschschritt).
Daraufhin wurde das Zellpellet in 10ml PBS resuspendiert und die Zellzahl bestimmt (Kova-
Kammer / Abschnitt 4.1.4.).

Firr eine folgende DNA-Préparation (Abschnitt 4.3.1) wurden 6 x 10° bis 1 x 10" der mononukledren
Zellen in 220ul PBS, bei -80°C gelagert. Der Rest der Zellen wurde in jeweils 1ml Freezemedium
(Materialteil 3.2.5) weggefroren. Die Dichte der Freezealiquots belief sich dabei auf 2 x 10" +/- 0,5 x
10° Zellen / ml.
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4.1.6  Herstellung von Teflonbeuteln

Zur Kultivierung von MNC bzw. bei Virusanzuchten wurde die Methode des Teflonsacksystems
gewdhlt. Teflonsécke stellen ein nahezu ideales Kultursystem dar (von Briesen et al., 1990a). Der
Beutel besteht aus einer Folie, die einseitig hydrophobe Eigenschaften aufweist. Diese Seite wird bei
der Herstellung nach innen gebracht, um bei Kulturende die adherenten Zellen besser von der Folie
lésen zu konnen. Da der Teflonbeutel gasdurchléssig (CO,) ist, bietet er fiir die Zellen ideale

Kulturbedingungen.

Gerade fir die Anzucht von humanpathogenen Viren ist es von Vorteil, ein einerseits
abgeschlossenes System zu besitzen, das andererseits zum Gasaustausch beféhigt ist und somit flr

die Zellen optimale Bedingungen gewahrleistet.

Die Teflonbeutel wurden aus einer spezialbeschichteten Folie der Firma Du Pont hergestellt. Dabei
wurde die Folie in entsprechend grole Stilicke geschnitten und so gefaltet, dass die hydrophobe Seite
nach innen zeigt. Daraufhin wurden die Seiten mit einem Schweilgerdt verschweif3t. An der
verbleibenden Stirnseite wurde zum Schluss ein Rohrchen (beliebiges 1 ml Plastikréhrchen mit
Drehverschluss), dessen Boden abgeschnitten worden war (eigene Herstellung) mit einem
Gummiring befestigt. Damit Sterilitdt gewahrleistet werden konnte, wurden die fertiggestellten
Teflonsdcke mit Ethylenoxid bei 40°C fur 45min gassterilisiert (Firma Hoechst AG). Vor
Verwendung mussten die frisch sterilisierten Sacke noch fir ein paar Tage liften, da Ethylenoxid

auch fur eukaryontische Zellen toxisch ist.

4.1.7  Zellinfektion mit HIV in einem in vitro-System

Herstellung eines HI-Virusstocks im Teflonsack:

Bei der Anzucht von Patientenviren wurden die Viren in MNC-Kulturen (Mischkulturen) von
gesunden Spendern im Teflonsack vermehrt. Die Anzucht im Mischkultursystem vermindert den
Selektionsdruck und gewabhrleistet deshalb (ber einen langeren Zeitraum eine groRere Virusvielfalt.
Makrophagotrope und lymphozytotrope Virusvarianten koénnen in diesem Kultursystem

gleichermafen vermehrt werden, was fiir spatere Neutralisationsexperimente esentiell ist.
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Es wurden zunéchst 10ml isolierte MNC eines gesunden Spenders (buffy coat Abschnitt 4.1.1) in
einen Teflonsack mit dem Fassungsvermdgen von 15ml gegeben. Dabei spielt die Spenderzellzahl
eine untergeordnete Rolle. Auf den Zellen eines "guten” Buffys werden sich die Viren immer besser
vermehren, als auf jenen eines "schlechten”. Dieses Phdnomen und die Definition von "gut” und
"schlecht” wird ausfuhrlich in der Diskussion besprochen. Daraufhin wurden 1ml Zellen (in Freeze-
Medium; Materialteil 3.2.5) eines HIV-Patienten aufgetaut, in ein Ultrazentrifugenréhrchen tberfuhrt

und 20min, bei 100.000rpm ultrazentrifugiert.

Das Pellet wurde in 1ml Mo/Mak-Medium resuspendiert. Dieser Waschschritt musste der
eigentlichen Infektion vorangestellt werden, da der Bestandteil DMSO im Freeze-Medium auf die
Zellen toxisch wirkt. Das geldste Virus wurde nun in den Teflonsack Gberfihrt. Da es sich bei den
Viren um primdre Viren handelte, betrug die Infektionsdauer mindestens 20 Tage. Dieser Zeitraum
variierte allerdings von Isolat zu Isolat stark und konnte bei Subtyp E-lsolaten bis zu 70 Tagen

betragen. Die erste Kontrolle der Virusproduktion fand bereits nach 7-10 Tagen statt.

Sie bestand aus einem p24-Ag-Test des Kulturiiberstandes (Abschnitt 4.1.8.1). Mit Hilfe des
Testsystems der Firma Coulter lasst sich die Produktion von viralem Protein und somit die erfolgte

Infektion erfassen.

Der Test musste in kurzen Abstdnden wiederholt werden, um zu sehen, ob auch tats&chlich eine
Steigerung der Virusproduktion stattgefunden hat. War dies der Fall, wurde ein RT-Test (Abschnitt
4.1.8.2) angeschlossen. Da die Anzucht Uber einen grofReren Zeitraum erfolgte, wurden im Abstand
einiger Tage neue MNC gesunder Spender dem Kultursystem zugefuhrt und ein geringeres Volumen
aus dem Teflonsack entfernt. Somit wurden stets frische Zellen in das System eingebracht und
toxische Stoffwechselprodukte entfernt. Daraus resultierte eine Volumenzunahme, woraufhin auf
einen groReren Teflonsack ausgewichen werden musste. Diese VVolumenzunahme war beabsichtigt,

da fur die folgenden Versuche zum Teil erhebliche Mengen an Virus benétigt wurden.

Hatte der RT-Wert eine Hohe von mindestens 120.000-150.000cpm/ml/90min™ erreicht, wurden die
Zellen bei 2000rpm, 10min zentrifugiert. Der Virusiberstand wurde dann zu 1ml Aliquots in

Kryoréhrchen bei -80°C gelagert.
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Das Virus wurde zu Beginn der maximalen Virusproduktion geerntet, da die Reverse Transkriptase-
Aktivitdt in den Kulturen Uber eine l&ngeren Zeitraum erhalten bleibt, aber die Fahigkeit des Virus
neue Kulturen zu infizieren, bei einer spateren Ernte abnimmt (Wild, 1991). AuRerdem lassen weder
p24-Wert noch RT-Wert eine Aussage uber die Infektidsitat des Virus zu, da auch defekte Viren und
Viruspartikel miterfallt werden. Um die Infektiositat der Viruskultur zu ermitteln, wurde eine
TCIDso-Bestimmung (Abschnitt 4.1.10) angeschlossen.

4.1.8 Virusnachweisverfahren

4.1.8.1 Bestimmung von viralem p24-Antigen

Das MaR der Virusproduktion in einer infizierten Kultur kann durch Bestimmung des Gehaltes an
viralem Kernprotein p24 und/oder der Messung der Reversen Transkriptase-Aktivitat ermittelt
werden (Abschnitt 4.1.8.2).

p24- ELISA (Enzym Linked Immunosorbent Assay)

Der Nachweis, ob die Infektion einer Kultur erfolgreich verlaufen ist, kann mittels eines HIV-
Antigen ELISA erbracht werden. Zu diesem Zweck wurde der kumulative Gehalt an viralem Antigen
im Uberstand gemessen, d.h., es wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten Uberstand entnommen und
als Probe im HIV-Antigen ELISA eingesetzt.

Mit Hilfe des ELISA’s konnte nicht nur eine Ja-Nein-Aussage uber eine erfolgte Infektion getroffen
werden, sondern auch ein relatives Mal} der Virusproduktion durch parallele Benutzung eines

Standards dargestellt werden.

Es wurde ein kommerziell erhéltlicher Testkit der Firma Coulter (Materialteil 3.1.5) verwendet. Im

folgenden sei das Prinzip des Testes kurz erléautert.

Bei dem Coulter HIV-1 p24-Antigen Assay handelt es sich um einen qualitativen und quantitativen
in vitro Enzym Immunoassay. Die Basis bildet ein an eine Mikrotiterplatte (96-Kavitaten-Platte)
gebundener monoklonaler Antikérper gegen das HIV-1 p24-Antigen. Die Inaktivierung des

Zelluberstandes  erfolgte  durch ~ Zugabe wvon  Lysispuffer im  Verhdltnis  1:10.
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Das Testvolumen war immer 200pl/well. Allerdings wurden die Kulturiiberstande, um eine Messung
wiederholen zu kénnen, haufig 1:2 mit PBS verdinnt (100ul PBS + 100ul Kulturiiberstand + 20ul
Lysispuffer). Bei der Auswertung der MeRergebnisse wurden die Verdiinnungsfaktoren dann

berlcksichtigt.

Bei der folgenden Inkubation von 1h bei 37°C ist das eventuell in der Probe vorhandene HIV-

Antigen in der Lage, eine Vebindung mit den monoklonalen Antikérpern auf der Platte einzugehen.

Nach 5 maligem Waschen (mit 1 x Waschpuffer) folgt eine Inkubation von 200ul/well mit einem
zweiten biotinylierten, humanen Anti-HIV-1-Antikérper (IgG/CH-Biotinreagenz-16sung). Dieser
kann wahrend der Inkubation von 1h bei 37°C an den Komplex binden, der sich zwischen dem HIV-
1 p24-Antigen der positiven Probe und dem an die Platte gekoppelten Anti-HIV-1-Antikérper
gebildet hat. Nach einem weiteren Waschschritt (5 x) kommt es zur Zugabe von 200ul/well an
Meerrettich-Peroxidase konjugiertem Streptavidin (SA-HRPO). Das Konjugat kann nun einen
Komplex mit dem biotinylierten Antikorper ausbilden. Durch erneutes Waschen (5 x) wird
nichtgebundenes Konjugat entfernt. Bei der folgenden Inkubation von 30min bei Raumtemperatur
mit 200ul/well eines chromogenen Substrats, das Tetramethylbenzidin (TMB) und Hydrogenperoxid
enthélt, reagiert dieses mit der Meerrettich-Peroxidase und wird zu einem blauen Farbstoff
umgesetzt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 50pl/well 4N Schwefelséure (CSR-1-Stopreagenz)
gestoppt, wobei ein Farbumschlag nach gelb erfolgt. Die Farbentwicklung ist ein MaR flr die Menge

an Peroxidase bzw. fir die Menge an HIV-Antigen.

Parallel zu den Proben wurde noch der im Testkit mitgelieferte quantitative Kalibrierungsstandard
getestet. Der Standard besteht aus einem gereinigten HIV-p24-Antigen, das aus einer humanen T-
Zellinie, die mit HTLV-IIIB infiziert wurde, gewonnen wird. Mit Hilfe des Standards besteht die
Maoglichkeit, eine Standardkurve zu erstellen und durch lineare Regression die Probenwerte so in
Relation zum Standard zu setzen, dass eine quantitative Auswertung bzw. die Menge an p24-Antigen

in der Probe angegeben werden kann.

Da das Standardreagenz in PBS gel6st wurde, wurden als Negativkontrolle mehrere mit PBS gefullte
Kavitaten benutzt. Der Mittelwert der Negativkontrollen bildete den sogenannten cutoff. Alle Werte,

die dartber lagen, wurden als positv gewertet.
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Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines Dual-Spektralphotometers bei einer Wellenlange von
450nm (L1). Die Referenzwellenldnge wurde auf 620nm (L2) festgelegt. Die Extinktion wurde dann
als L1-L2 angegeben. Der Mefbereich des Testsystems liegt bei einer maximalen Extinktion von
1.5-2.0. Diese Werte liegen noch im linearen Bereich der Standardkurve. Alle Werte dariiber
befinden sich im Sattigungsbereich der Standardkurve und lassen sich nicht mehr korrekt auswerten.
Sie liegen im sogenannten overflow. Proben, die eine hohere Konzentration an p24-Antigen

enthielten, wurden verdiinnt getestet und der Verdinnungs-faktor in die Berechnung mit einbezogen.

4.1.8.2 Bestimmung der Reversen Transkriptase-Aktivitat

Bei der von Howard Temin und David Baltimore 1970 unabh&ngig voneinander entdeckten
Reversen Transkriptase handelt es sich um eine fiir Retroviren charakteristische, RNA-abhangige
DNA-Polymerase (Baltimore, 1970; Temin, 1970). Sie ist in der Lage, genau wie die zelluldre DNA-
Polymerase | (Pol I), DNA in 5-3" Richtung zu synthetisieren. Im Gegensatz zu Pol | verwendet das
Enzym jedoch RNA als Matrize. Als Primer fir die Initiation der Minusstrang DNA-Synthese
benutzt die Reverse Transkriptase ein t-RNA Molekil der Wirtszelle. An dieses Molekdl kann dann
die RNA des HI-Virus binden.

Diese Bindung erfolgt mit Hilfe der t-RNA primer binding site, einer Sequenz, die komplementar zu
18 Basen der t-RNA" ist und auf die LTR-Region am 5 Ende des Virusgenoms folgt. Es liegt ein
kurzer RNA/RNA-Komplex vor, an den die Reverse Transkriptase binden kann. Von dort aus wird

daraufhin mit Hilfe von zellul&ren Nukleotiden ein RNA/DNA-Hybrid-Strang synthetisiert.

Durch Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der Reversen Transkriptase im Uberstand einer

Zellkultur, lasst sich auf eine Infektion mit Retroviren schliefien.

Prinzip des Reversen Transkriptase Tests:

Die Reverse Transkriptase der im Zellkulturiiberstand vorhandenen Viren, wird nach erfolgter An-
reicherung durch Ultrazentrifugation und folgender Zugabe eines Detergenz (Triton X-100 im Lysis-

Puffer) freigesetzt.
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Als Substrat bietet man ihr eine synthetische Primer-Template Kombination an. Diese Kombination
(Polyadenylséure Dodecathymididylsdure (Poly A (dT):,) besteht aus einem als Template dienenden
Polyadenylsaure-Strang (Poly (rA)), an den entsprechend der komple-mentdren Basenpaarung ein

Stlick Oligodesoxythymidylsédure (Oligo (dT)) als Primer gebunden ist.

Daraufhin gibt man ein weiteres Substrat, das zur Poly rA-Matrize komplementdre, mit Tritium
markierte Nukleotid Desoxythymidin-5"-triphosphat [(Methyl, 1", 2"-*H) Thymidin 5 -Triphosphat)]

ZU.

Mit diesen Nukleotiden ist die Reverse Transkriptase in der Lage, den Oligo dT-Primer an seinem
3"-OH-Ende entlang der Poly rA-Matrize zu verlangern. Das Produkt ist eine *H-markierte
RNA/DNA Hybrid-Nukleinsaure.

Nach erfolgter Inkubation, wird eine Probe auf lonenaustauscher-Chromatographie Papier
aufgetragen. Wahrend nicht eingebaute Nukleotide bei den Waschschritten entfernt werden, binden
die hoéhermolekularen Nukleinsduren an das Papier. Die Menge der am Papier gebundenen

Radioaktivitat ist ein MaR fur die Enzymaktivitat.

Durchfiihrung des Reversen Transkriptase Tests:

Zunachst wurden 1,5ml Zellkulturiiberstand bei 3000rpm , 10min zentrifugiert, um zellulare
Bestandteile abzutrennen. Daraufhin wurden 1ml des zellfreien Uberstandes in ein Ultrazen-
trifugenréhrchen transferiert. Die Anreicherung der Viruspartikel erfolgte dann durch
Ultrazentrifugation bei 100.000rpm, 7min, unter Benutzung eines Festwinkelrotors (Typ TL 100).
Nach der Zentrifugation wurden die Uberstande verworfen und das Pellet in 30ul TSAM-Puffer
(Materialteil 3.4.3) resuspendiert. Zu einer besseren Absicherung der Ergebnisse wurde eine
Doppelbestimmung der Proben durchgefiihrt. Aus diesem Grund wurden die 30pl des Puffers auf
zwei EppendorfgefaRe verteilt. An dieser Stelle kann der Test unterbrochen und die Proben bei 4°C

flr einen Tag aufbewahrt werden.

Durch Zugabe von 25ul Lysis-Puffer (Materialteil 3.4.3) zu jedem Testansatz kommt es zur Lyse des
Virus und zur Freisetzung der Reversen Transkriptase. Alle weiteren Schritte bis zum Start der
eigentlichen Reaktion, d. h., bis zur Inkubation mit dem rAdT/H-TTP-Mix (Materialteil 3.4.3),
sollten auf gekihlten Eisplatten durchgefiihrt werden. Zu den gekiihlten Proben wurden nun 30ul der
Substrate (rAdT/*H-TTP-Mix) dazugegeben.
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In diesem Mix sind die Tritiummarkierten Nukleotide (*H-TTP; Materialteil 3.1.6) und die Primer-
Template-Kombination (rAdT; Materialteil 3.1.6) enthalten. Da nach Zugabe des Lysis-Puffers die

Proben nicht mehr infektids waren, konnte der L3-Bereich verlassen werden.

Nach Uberfilhrung der Proben in den Isotopenbereich wurden die Proben 90min, bei 37°C (im
Wasserbad) inkubiert. Falls aktive Reverse Transkriptase im Testansatz vorhanden ist, polymerisiert
sie mit den 3H-markierten Nukleotiden, entlang der Matrize, zu einem RNA/DNA-Hybrid. Durch

Zugabe von 10ul Lauroylsarkosinlésung, einem Detergenz, wurde die Reaktion gestoppt.

Das DES81 lonenaustauscher-Chromatographie Papier der Firma Watman (Materialteil 3.1.6) wurde
in 3 X 2 cm groRe Felder eingeteilt und mit den Probennummern beschriftet. Nachdem jeweils 50pl
des Testansatzes auf das entsprechende Feld pipettiert worden sind, wurde das Papier in der
Mikrowelle getrocknet, um eine feste Bindung der Probe an das Tragermaterial zu gewahrleisten.
Die nun folgenden Waschschritte wurden in flachen Schalen mit der jeweiligen Waschldsung
durchgefuhrt. Zuerst wurde 2 x 10min mit 0,35M Natriumhydrogen-phosphat (Na,HPO,) und

daraufhin 1 x mit destiliertem H,O gewaschen.

Nach erneutem Trocknen in der Mikrowelle wurden die Felder ausgeschnitten und mit 5ml
Szintillationsflussigkeit in ein MeRrohrchen gegeben. Die Radioaktivitat wurde mit Hilfe eines

Szintillationszéhlers ermittelt.

In jedem RT-Test liefen eine Positiv-Kontrolle (infizierte, bekannte Kultur) sowie eine Negativ-
Kontrolle (uninfizierte Kultur) mit. Weiterhin wurde eine Nullprobe (blanc), die aus TSAM-Puffer
(Materialteil 3.4.3) bestand, mitgetestet. Sie diente als Kontrolle um sicherzugehen, dass der Puffer
frei von radioaktiven Substanzen war, bzw. sie war dazu da, den Hintergrund der durch den Puffer
entstand zu ermitteln. Der Einbau von Radioaktivitdat in die Negativ-Kontrolle ist auf eine

unspezifische Aktivitat von zelluldren DNA-Polymerasen zuriickzufihren.

58



Der Einbau von radioaktiv markieren Nukleotiden ist ein Mal} fiir die Aktivitdt der Reversen
Transkriptase. Im Allgemeinen wird die Reverse Transkriptaseaktivitidt in com/ml pro Zeiteinheit
ausgedrickt. Bezogen auf den oben beschriebenen Test bedeutet dies, bei einer Reaktionszeit von
90min, ein Einheit von cpm/Test x 90°. Man bildet zundchst aus den beiden Werten der
Doppelbestimmung den Mittelwert und zieht den Wert der Negativkontrolle ab. Die Berechung sieht

wie folgt aus:

Probeneinsatzvolumen 1 ml (2 x 500pl) + 15ul  TSAM
+ 25 pl Lysis-Puffer
+ 30 ul Radioaktiv-Mix
+ 10l Stopmix
)3 80 ul

Von dem Volumen von 80ul wurden nur 50ul auf das Watmanpapier aufgetragen. Setzt man das in
Relation mit dem einfachen Probeneinsatzvolumen von 500ul, so erhdlt man einen Wert von
312,5ul. Da das Ursprungsvolumen 1000ul betrug, muss noch durch 312.5ul dividiert werden.

Daraus folgt: cpm / Test X 1000 = cpm / Test x 90
3125

4.1.8.3 Immuncytochemische Farbung infizierter Makrophagen

Mit dieser, im folgenden beschriebenen, Methode war es mdglich, einen immun-histochemischen
Nachweis einer erfolgten Infektion von adherenten Zellen zu erbringen. Dabei kam der Vectastain
Elite ABC-Peroxidase-Kit® (Fa. Linaris / Materialteil 3.1.14) zum Einsatz. Dieser Test wird als
Detektionssystem fiir immunologische Verfahren benutzt, indem er sich die hohe Affinitat des

Proteins Avidin zu dem Vitamin Biotin zunutze macht.

Der eigentliche Infektionsnachweis erfolgte nach Fixierung der Zellen mit 4%igem Paraformaldehyd
und folgender Blockierung der endogenen Peroxydase (Oxydoreduktasen) mit 1%igem
Wasserstoffperoxyd, durch Zugabe eines Primdrantikrpers. Bei dem in dieser Arbeit angewendeten
Primarantikorper handelte es sich um einen monoklonalen Maus HIV-1 p24-Antikérper (Fa.
ScheBo-Tech GmbH). Ein Antikérper der kappa 1gG1-Subklasse, der das p24 Capsidprotein des

HIV1 erkennen kann.
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Bindeglied zwischen dem spezifischen Primdrantikorper und dem ABC-Komplex ist ein
biotinylierter Sekundarantikérper (Anti-Maus-1gG-Biotin), der die tierspezifische Ig-Kette des
Primarantikdrpers erkennt. Dabei dient der Sekundarantikorper als Briicke fur die Nachweisreaktion
mit dem ABC-Komplex. Die Farbreaktion erfordert einen zusétzlichen Substrat-Kit (AEC® = 3-

amino-9-ethylcarbazole), der das benétigte Peroxidase-Substrat liefert.
Verlaufschema:

e Fixierung der Makrophagen mit 4% Paraformaldehyd (L3-Labor)

e 2 xmitlxPBS waschen (10min bei Raumtemperatur)

¢ Blockierung der endogenen Peroxydase mit 1 % H,0, (10min bei Raumtemperatur)

e 2 xmitlxPBS waschen (10min bei Raumtemperatur)

¢ Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit Pferdeserum (20min bei Raumtemperatur)
e Zugabe des Primaren Antikorpers (50ng/ml) (60min bei 37°C)

Positiv Kontrolle: Beta 2 Mikroglobulin (Fa. Dianova-Immunotech / Materialteil 3.1.14)
Negativ Kontrolle: Monoklonaler 1IgG-AK (Fa. Dianova-Immunotech / Materialteil 3.1.14)

e 2 xmit1lxPBS waschen (10min bei Raumtemperatur)

e Zugabe des Sekundéren Antikdrpers (45min bei 37°C)

e 2 xmit1lxPBS waschen (10min bei Raumtemperatur)

e Zugabe des Enzymkomplex-Ansatzes (Avidin + biotinylierte Meerrettichperoxidase)

(30min bei 37°C)

e 2 xmit1xPBS waschen (10 min bei Raumtemperatur)

o Farbreaktion anschlieBen: AEC-Kit (1 h bei 37°C)

¢ Reaktion mit H,O stoppen (10 min bei Raumtemperatur)

Die benutzten Reagenzvolumina variierten dabei stark mit dem verwendeten Tragermaterial fir die
adherenten Zellen (z.B. 96-, 12-, 24-well-Mikrotiterplatte, microchamberslide) und mussten diesen

angepasst werden.
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419 V3-Peptid-ELISA

Um den Gehalt an V3-spezifischen Antikdrpern in einem Isolat zu ermitteln, wurde der V3-Peptid-
ELISA angewendet (Materialteil 3.1.5). Bei dieser Form des ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) wird eine Mikrotiterplatte mit einem V3-Peptid des entsprechenden Subtyps beschichtet
(coaten). Im folgenden Inkubationsschritt kdnnen die Serumantikdrper der Probe mit dem Antigen
(Peptid) eine Verbindung eingehen. An diesen Ag-Ak-Komplex kann dann ein weiterer, mit dem
Enzym Meerrettichperoxidase markierter, Antikdrper (Konjugat) binden. AnschlieBend muss noch,
damit es zu einer Farbstoffentwicklung kommen kann, ein Chromogen (Substrat) dazugegeben
werden. Als Chromogen fiir die Meerrettichperoxidase dient OPD (o-
Phenylendiamindihydrochlorid). Das OPD wird in Phosphat-Citrat-Puffer gelost und mit 30%igem
Wasserstoffperoxid versetzt. Die Farbstoffbildungsrate verlduft dabei nur linear, wenn der pH-Wert
der Reaktion und die Wasserstoffperoxid-Konzentration stimmen. Diese Werte sind fiir den
jeweiligen Versuchssansatz empirisch zu ermitteln. Zum Schluss wird die Reaktion mit
Schwefelsdure gestoppt und die optische Dichte innerhalb von 15min, bei einer Wellenldangen von
492nm und 650nm ermittelt.

Verlaufschema (die Pufferzusammensetzungen sind dem Materialteil 3.4.4 zu entnehmen):
Coaten:

e P1-Peptidstock (1mg/ml / Subtyp B) mit Coat-Puffer auf 5ug / ml verdinnen.
¢ In jede Vertiefung (well) der Mikrotiterplatte, 100l der Peptidverdiinnung geben.
e — +4°C, Uiber Nacht

o Peptidlosung auf ein Papier abklopfen.

Blocken:

¢ In jede Vertiefung 200pl Block-Verdunnungspuffer geben.

e — 37°C, 2 Stunden

o Serumverdinnungen herstellen (mit Block-Verdunnungspuffer)
e Verdinnungen von 1:500 bis 1:100.000

e Platte 2 x mit Wasch-Puffer (200pl/well) waschen
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Serumzugabe:

¢ In jede Vertiefung 100pl Serumverdiinnung geben.
e — 37°C, 2 Stunden
¢ Platte 5 x mit Waschpuffer (200ul/well) waschen

Konjugat:

e Konjugat 1:2000 mit Block-Verdunnungspuffer mischen.
¢ In jede Vertiefung 100pl der Konjugatverdiinnung geben.
e — 37°C, 1.5 Stunden

Substrat:

e 1 Substrattablette (OPD) in 35ml Phosphat-Citrat-Puffer 16sen.
o 30l 30% H,0, hinzuflgen.
e In jede Vertiefung 100pl der Substratverdiinnung geben.

e — Raumtemperatur, 6 Minuten

Stoppen:

¢ Reaktion mit, 200ul pro Vertiefung, 1N H,SO,4 stoppen

o Extinktion bei den Wellenldngen von 492nm und 650nm ermitteln.

4.1.10 TCIDsp-Bestimmung (tissue culture infectious dose)

Die TCIDso-Bestimmung ist eine Virustiterbestimmung durch Endpunkttitration, die eine Festlegung
des infektiésen Virusgehaltes ermdéglichen soll. Bei der Endpunkttitration werden verschiedene
Verdinnungsstufen der Probe auf mehreren Zellkulturen und unterschiedlichen Zellsystemen
getestet. Der Virustiter ist dann die daraus berechnete Verdinnung der Probe, nach deren

Applikation 50% der Zellkulturen infiziert worden sind.
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4.1.10.1 TCIDsp-Bestimmung auf Lymphozyten

Es wurden Mononukleére Zellen aus zwei Buffy’s (Abschnitt 4.1.1) extrahiert und die Lymphozyten
zwei Tage, durch Zugabe von Phytohdmagglutinin, stimuliert (Abschnitt 4.1.2). Die Zelldichte
wurde auf 4.5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die folgende Infektion wird in einem Gesamtvolumen von
500pl durchgefiihrt. Daraus resultiert eine Zelldichte von 2.25 x 10° Zellen/500pl.

Pro Isolat und Buffy wurden 8 Verdiinnungen (4 bis 4% hergestellt, d.h., es wurden 16
Eppendorfgefale (2x8) bendtigt. Da das Gesamtvolumen der Infektion 500ul/Eppendorf-gefal nicht
Ubersteigen sollte, mussten die Spenderlymphozyten durch Zentrifugation von 10min bei 120rpm
ankonzentriert werden. Nach erfolgter Zentrifugation wurden die Zellen jeweils in 50ul PBL-
Medium (Materialteil 3.2.1) resuspendiert und bei 37°C im Inkubator gelagert (2.25 x 10° Zellen in
50pl PBL-Medium/EppendorfgefaR).

Um die Virusprobe zu verdinnen, wurde zuerst 1ml des Virus bei 100.000rpm, 4°C, 20min
ultrazentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde daraufhin in 450ul PBL-Medium resuspendiert.
Davon ausgehend, wurden die bendtigten Verdinnungen hergestellt. Nun wurden von den
entsprechenden Virusverdinnungen jeweils 450ul in die vorbereiteten Eppendorfgefale mit den
Zellen (50ul) gegeben. Das Virus-Zell-Gemisch (Infektionsvolumen 500ul/Eppendorfgefal) wurde
daraufhin 3-4 h bei 37°C in einem Rotor (Rotorstufe 2) inkubiert.

Wiahrendessen wurden Mikrotiterplatten (96well), deren Vertiefungen mit jeweils 200ul PBL-
Medium gefullt worden waren, vorbereitet. Nach erfolgter Inkubation wurde das Virus, durch
zweimaliges Waschen mit PBL-Medium, entfernt. Die Zellen wurden dann in jeweils 350ul Medium

resuspendiert und auf die entsprechenden Vertiefungen der Mikrotiterplatte verteilt (50ul/well).

In jeder Vertiefung der Platte befanden sich nun 200ul PBL-Medium + 50ul infizierte Lymphozyten

einer bestimmten Virusverdinnung.
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Nach 10 Tagen wurden 200pl/well des Virusuberstandes genommen, um den p24-Gehalt der
Verdinnungen zu ermitteltn (Abschnitt 4.1.8.1). Dabei kam der Hohe des p24-Gehaltes nur eine

geringe Rolle zu, da bei der TCIDs,-Bestimmung nur Ja-Nein-Aussagen von Bedeutung waren.
Berechnung des TCIDsy nach Spearman-Kaérber (Cavalli-Sforza, L., 1974)

m=xc+d/2-(dxZp)

Xy = -log der kleinsten Dosis, die alle Kulturen infiziert
d= log des Verdiinnungsfaktors
Epi=  Summe der Verdiinnungen, bei denen noch positive Vertiefungen vorhanden sind

TCIDso = 10" 1.U. / 200ul

Standardabweichung von m:

smc=d” 2 [pi (1-pi) / (mi - 1)]
n= Anzahl der getesteten Kulturen pro Verdiinnung

4.1.10.2 TCIDsp-Bestimmung auf Makrophagen

Es wurden jeweils die mononukleédren Zellen zweier Buffy’s (Abschnitt 4.1.1) isoliert und in einem
Zell-(Makrophagen)-Medium-Gemisch von 200ul/well auf die Mikrotiterplatten (96well) verteilt.
Die Zellzahl wurde auf 5 x 10° Zellen/ml eingestellt. Nachdem die Monozyten nach 30-60min am
Platten-boden adheriert hatten, wurden die nichtadherenten Zellen (PBL"s) durch mehrmaliges Auf-

und Abziehen des Mediums innerhalb der Vertiefungen der Platte entfernt.

Die verbleibenden Monozyten wurden mit jeweils 200ul Mo/Mak-Medium pro Vertiefung

uberschichtet und bei 37°C bis zur Ausreifung in Makrophagen (6-8 Tage) im Brutschrank inkubiert.

Die zu testenden Virusisolate (jeweils 1ml) wurden entsprechend der Lymphozyteninfektion bei
100.000 rpm, 20 min, 4°C ultrazentrifugiert. Im Anschluss wurden die Pellets in 850ul Mo/Mak-

Medium resuspendiert. Zum Schluss wurden 9 Virusverdiinnungen (4°-4%) pro lsolat hergestellt.
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Die Infektion erfolgte, indem aus jeder Vertiefung der Mikrotiterplatte jeweils 100ul Medium
entfernt wurden und diese durch die entsprechende Virusverdiinnung ersetzt wurde. Nach 10Tagen
wurden dann je 200ul den Plattenvertiefungen entnommen und flr eine p24-Bestimmung eingesetzt.
Die Berechnung des TCIDs, wurde nach Spaerman-Kérber durchgefiihrt (Abschnitt 4.1.10.1).

4.1.11 Bestimmung der Neutralisationsaktivitat auf Lymphozyten

Ahnlich der TCIDs,-Bestimmung wurden die mononukleédren Zellen zweier Buffy’s isoliert und mit
PHA fir zwei Tage stimuliert (Abschnitt 4.1.2). Am dritten Tag wurden die Zellen auf eine
Infektionsdichte von 4.5 x 10°Zellen/ml mit PBL-Medium (Materialteil 3.2.1) eingestellt.

Je Isolat und Buffy wurden jeweils 5 Vertiefungen mit autologem Serum (unverdiinntes Serum), mit
negativem Serum, ohne Serum und mit einer Positiv-Serumverdinnung (Verdinnung des HIV1-

positiven Serums mit Negativserum) von 1:50, 1:100 und 1:500 auf einer Mikrotiterplatte (96well)

getestet.
Buffy 1 Buffy 2
1 12 (3 (4 |5 |6 |7 |8 [9 (10 |11 |12
A
B ohne Serum
C neg. Serum
D pos. Serum (unverd.)
E 1:50 Verd.
F 1:100 Verd.
G 1:500 Verd.
H
Abb. 4.1
Die Infektion sah im Einzelnen wie folgt aus:
1. Die Infektion erfolgte flr jeweils 5 Vertiefungen in einem Eppendorf-Reaktionsgefal (z. B.

ein Eppendorfgefal fur Buffy 1/ohne Serum). Es wurden somit 6 ReaktionsgefalRe (A1l-A6) fiur
Buffy 1 mit je 2.25 x 10° Zellen in einem PBL-Medium-Volumen von 50ul und 6 ReaktionsgefaRe
(B1-B6), mit gleicher Zellzahl, fiir Buffy 2 vorbereitet. Die Ankonzentrierung der
Spenderlymphozyten entsprach dabei der, der TCIDsg-Bestimmung (Abschnitt 4.1.10).

2. Der eigentliche Infektionsschritt wurde in 6 weiteren Reaktionsgefaen (C1-C6)
durchgefihrt. Dabei wurden 10001.U.Virus/Reaktionsgefal eingesetzt. Die entsprechenden
Virusiiberstande des Virusstocks wurden aufgetaut und bei 100.000rpm, 20min, 4°C
ultrazentrifugiert. Genauer, bei der Infektion wurde ein Volumen von 990ul Virus-PBL-Medium-
Gemisch pro Reaktionsgefall (C1-C6) eingesetzt. Bei 6 Reaktionsgefaien (C1-C6) pro 96well-Platte
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(2 Buffy’s mit jeweils 6 Serumstufen) wurden 12.0001.U Virusstock benétigt. Da bei der Infektion
ein VVolumen von 990ul des Virus-PBL-Mediums eingesetzt wurde, musste das Viruspellet in 12ml

PBL-Medium resuspendiert werden.

3. Dekomplementierung aller, fir den Versuch benétigten Seren bei 56°C fur 30min, im
Wasserbad.
4, Verdunnung der Positivseren durch Mischen eines entsprechenden Anteils mit Negativserum

(gepoolte Seren HIV1-negativer Spender).

5. Herstellung einer Serum-Virus-Vorverdinnung. Dabei wurden jeweils 110ul der Negativ-
bzw. Positiv-Serum-Verdinnung mit 990ul des Virus-PBL-Medium-Mixes gemischt. Das daraus

resultierende Gesamtvolumen betrug 1100ul (Reaktionsgefalie C1-C6).
Infektion: 110pl Serum bzw. Serumverdinnung + 990ul Virus-PBL-Medium-Mix
Im Falle des Versuchsteils ohne Serum, wurde der Serumanteil durch 110ul PBL-Medium ersetzt.

Die Serum-Virus-Vorverdiinnung wurde fir 30min bei 37°C inkubiert, um eine Bindung der
Serumantikdrper an das Virus zu vereinfachen. Die Serumkonzentration bei der Infektion war somit
10%.

6. Nach der Vorinkubation wurden 900ul (2 x 450 pl) aus jedem der 6 Reaktionsgefal3 (C1-C6
/ Volumen: je 1100ul) auf die vorbereiteten Reaktionsgefdle (A1-A6 und B1-B6) mit den Zellen
verteilt. Die Reaktionsgefalle A1-A6 und B1-B6 (Infektionsvolumen: 450ul Virus-Vorverdinnung +
50ul Spenderlymphozyten = 500ul) wurden nun 4h bei 37°C (Rotorstufe 2) im Rotor gedreht. Dies
war von Bedeutung, um eine gleichméRige Durchmischung der Zellen wéhrend der Infektion zu

gewahrleisten.

7. Vorbereitung der Mikrotiterplatte. In jede Vertiefung der Platte wurden 200ul PBL-Medium
vorgelegt.
8. Nach der Infektion der Lymphozyten wurden die ReaktionsgefaRe A1-A6 und B1-B6 mit

dem Virus-Serum-Zellgemisch 2mal mit PBL-Medium gewaschen, um das Serum zu entfernen.
Abschliefend wurde das serumfreie Zellpellet in einem Volumen von 300ul PBL-Medium

resuspendiert.

9. In jede der vorbereiteten Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden 50ul der infizierten

Zellen gegeben (pro Vertiefung: 200ul PBL-Medium + 50ul infizierte Zellen).

10. Nach 10 Tagen wurden aus jedem well 200ul Viruslberstand genommen und in eine p24-

Bestimmung (Abschnitt 4.1.8.1) eingesetzt.
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Da parallel zur p24-Bestimmung der Virusiberstédnde, eine Standardkurve mit einer Positivkontrolle
(HIV-1 p24-Antigen Reagent) der Firma Coulter erstellt worden war, konnte von den gemessenen

Extinktionen die Konzentration (pg / ml) an p24-Ag der getesteten Proben ermittelt werden.

Um den Neutralisationseffekt zu bestimmen, wurde der Antigengehalt der getesteten Kulturen
quantitativ bestimmt (Abschnitt 4.1.8.1). Daraufhin wird die Summe der ermittelten Antigenmenge

der getesteten Kulturen durch die Anzahl der getesteten Kulturen dividiert.

Der Neutralisationseffekt berechnet sich dann aus dem Mittelwert der Antigenmengen der

unterschiedlichen Patientenseren zur produzierten Antigenmenge in der positiven Kontrolle.
Mittelwert z :X (a)/a,

a; = Antigenmenge der Einzelkultur einer gegebenen Virus/Serum-Kombination
a, = Zahl der Kulturen einer gegebenen Virus/Serum-Kombination

% Neutralisation (N) = (1-z./z,) x 100

Z, = Mittelwert der Virus/Serum-Kombination a
z, = Mittelwert der Virus/Serum-Kombination der Positiv-Kontrolle.

Die ermittelte Prozentzahl stellt ein Mal3 der erfolgten Neutralisation dar (hohe p24-Reduktion =
geringe p24-Produktion = hohe Neutralisation). Genauer, hat z.B. eine Neutralisation (Reduktion der
p24-Produktion) von 30% eines Virus durch autologes oder heterologes Serum stattgefunden, so

konnten die Serumantikdrper bei 70% der Viren die Infektion der Zielzellen nicht verhindern.

Der 50% Neutralisationstiter wird als die reziproke Verdunnungsstufe des Patientenserums definiert,

bei der noch eine 50%ige Reduktion des fiir die Infektion definierten Parameters vorliegt.
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4.1.12 Bestimmung der Neutralisationsaktivitat auf Makrophagen

Nach Isolierung der mononukleéreren Zellen aus zwei unterschiedlichen Buffy’s (Abschnitt 4.1.1)
und Einstellung der Zellzahl auf 1 x 10° Zellen / well (Abschnitt 4.1.3) wurden die nichtadherenten
Zellen nach 30min durch zweimaliges Waschen mit Mo/Mak-Medium (Materialteil 3.2.2) aus den
Vertiefungen der Mikrotiterplatte entfernt. Die adherenten Monozyten bildeten dabei einen
Monolayer aus. Eine einschichtige Zellage, die den gesamten Boden der Platte bis zum Rand ohne
Liucken bedeckt. Die mit den adherenten Monozyten behafteten Mikrotiterplatten wurden daraufhin

flr 6-8 Tage, bei 37°C inkubiert, bis die Ausreifung zu Makrophagen vollzogen worden war.

Buffy 1 Buffy 2

1123|456 |7|8]9]10|11]12

ohne Serum

neg. Serum

pos. Serum (unverd.)
1:50 Verd.

1:100 Verd.

1:500 Verd.

ITIO|MMmMOolO|m|>

Abb. 4.2

1. Am Tag der Infektion (Tag 6-8 nach Isolierung der MNC aus humanem Blut) wurde die fir
den Versuch benétigte Menge an Virusiberstand aufgetaut, ultrazentrifugiert und anschlielend in
Mo/Mak-Medium resuspendiert. Da bei den unterschiedlichen Virusisolaten eine starke Spender-
Buffy-Abhéngigkeit zu verzeichnen war, wurden unterschiedliche Virusmengen in den
Experimenten eingesetzt. Die Viruseinsatzmengen wurden in VVorversuchen empirisch festgelegt. Sie
lagen im Bereich von 3001.U. -10001.U/well. Im Falle schlecht infizierender Viren wurden mehr
infektiose Einheiten (1.U.), als bei gut infizierenden Viren eingesetzt. Zur Infektion wurden
insgesamt 12 Reaktionsgefélie bendtigt (A1-A6 und B1-B6).

Da die folgende Infektion (siehe Schritt 4.) in einem Gesamtvolumen von 550ul/Reaktionsgefal
durchgefiihrt wurde, wurde das Virus in einem Volumen von 5.5ml (440ul/Reaktionsgefal Al-A6

und B1-B6) nach erfolgter Zentrifugation resuspendiert.

2. Wie bei der Neutralisation auf Lymphozyten (4.1.11; Schritt 3.) wurde das benétigte Positiv-

und Negativserum bei 56°C fiir 30min, dekomplementiert.

3. Zuerst wurden die Positivseren mit dem Negativserum (gepooltes Serum HIV1-negativer
Spender) verdunnt. Fir die anschlieBende Infektion wurde ein Volumen der Serumverdiinnungen

von jeweils 110ul bendtigt.
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4. Die Infektionsvolumina sahen pro Reaktionsgefal (A1-A6 und B1-B6) wie folgt aus:
450l Virus-Medium-Gemisch + 110ul Serumverdinnung = 550pl
Diese Virus-Serum-Vorverdiunnung wurde daraufhin fir 30min, bei 37°C inkubiert.

5. Nach erfolgter Vorinkubation wurde aus jeder Vertiefung der Makrophagenplatte jeweils

100pI Medium entfernt und durch jeweils 100l Virus-Serum-Vorinkubation ersetzt.
6. Nach 7-10 Tagen wurde der p24-Gehalt der Uberstande mittels p24-ELISA bestimmt.

Die Auswertung entsprach der der Lymphozyten-Neutralisationsversuche.

4.1.13 Neutralisationsaktivitat von aufgereinigten 1gG’s und deren Spaltprodukten

Die Bestimmung der Neutralisationsaktivitét isolierter Immunglobuline und Fab-Fragmenten wurde
auf Makrophagen und auf Lymphozyten durchgefuhrt. Der Versuchsablauf entsprach dabei im Falle
der Makrophagen, dem unter Punkt 4.1.12 erléuterten Experiment zur Bestimmung der
Neutralisationsaktivitat auf Makrophagen. Entsprechend war der Versuchsablauf auf Lymphozyten
identisch mit dem, unter Punkt 4.1.11 dargestellten Experiment zur Bestimmung der
Neutralisationsaktivitdt auf Lymphozyten. Auf beiden Zellkultursystemen wurden anstelle des
Serums HIV1-positiver Patienten, die mit dem Mab Trap GlI-Kit (Abschnitt 4.4.1; Materialteil 3.1.9)

isolierten Immunglobuline oder Fab-Fragmente (Abschnitt 4.4.2; Materialteil 3.1.10) eingesetzt.

Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurden die 1gG”s und Fab-Fragmente genauso behandelt

wie die Serum-AK HIV1-positiver Patienten.

4.2 Anzucht, Kultur und Infektion unterschiedlicher Zellinien

4.2.1  Vorstellung unterschiedlicher Zellinien

4.2.1.1 Zellinie U87.MG (Ursprung: Dr. P. Clapham/Clapham et al., 1991)

Bei der Zellinie U87.MG handelt es sich um menschliche Gliomazellen, die mit einem amphotropen
Retrovirus (MoMLYV), das eine Neomycinresistenz als selektiven Marker besitzt, infiziert wurden.
Die resultierenden Zellen sind resistent gegen eine HIV-1 Infektion. Sie wurden wahrend der

Versuche als Negativkontrolle benutzt.
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4.2.1.2 Zellinie U87.CD4 (Ursprung: Dr. D. Littman)

Bei diesen Zellen handelt es sich um die oben erwdhnten menschlichen Gliomazellen, die zusétzlich
das menschliche CD4 auf der Zelloberfliche exprimieren. Weiterhin sind sie, durch stabile
Transfektion, in der Lage, neben CD4 auch menschliche Chemokinrezeptoren auf der Zelloberflache
zu exprimieren (Clapham et al., 1991). Der Begriff CD4 (cluster of differentiation) steht dabei fiir die
Nomenklatur der Antigene, die mit Hilfe monoklonaler Antikérper eine Differenzierung

unterschiedlicher Zellpopulationen erlaubt.

Mit der Zellinie U87.CD4 konnen die Chemokinrezeptoren der HIV1-positiven Patientenisolate
bestimmt werden. Somit kann der Infektionsmechanismus des jeweilige Patientenviruses in Bezug

auf die Chemokinrezeptoren aufgeklart werden.

Die Anzucht der Zellen erfolgt in einem Kulturmedium (Materialteil 3.2.3), das neben DMEM und
FCS (foetal calf serum) auch verschiedene Antibiotika enthalt. Durch die Antibiotika Gentamycin
(G418) und Puromycin war es mdglich, die Zellen mit Chemokinrezeptorexpression zu

selektionieren.

Um den Verlust der Rezeptorexpression zu verhindern, mussten die Zellen standig selektioniert

werden. Es wurden folgende Antibiotika-Konzentrationen dem Medium zugesetzt:

Gentamycin (G418):  Selektionskonzentration 300pg/ml Medium

Puromycin: Selektionskonzentration 0.5pg/ml Medium

Die Selektion erfolgt bei CD4 Zellen durch Gentamycin. Genauer, nur CD4 positive Zellen kdénnen
in Anwesenheit des Antibiotikums G418 wachsen. CD4 negative Zellen sterben ab. Die
Corezeptorgene besitzen eine Puromycinresistenz. Folglich koénnen unter Puromycin-selektion
ausschliellich solche Zellen wachsen, die diese Resistenz aufweisen. Puromycinsensible Zellen
sterben nach kurzer Zeit ab. Durch diese Art der Selektion wird gewdhrleistet, dass nur CD4 positive
Zellen, die einen Chemokinrezeptor auf den Zelloberflache exprimieren, in dem Selektionsmedium

wachsen kénnen. Im einzelnen werden folgende Schritte durchgefihrt:

1. Auftauen der Zellen:

o Zellen (Iml-Aliquot) aus dem Flussigstickstoff holen.

e 15ml Plastikréhrchen mit 10ml PBS fiillen und bereitstellen.

o aufgetaute Zellen in die vorbereiteten Plastikrorchen tberfiihren.

e Zellen bei 1000rpm, 5min zentrifugieren.

e Uberstand entfernen und Zellpellet in 10ml Kulturmedium (Materialteil 3.2.3) resuspendieren.

e Zellen + Medium in eine Kulturflasche Uberfiihren und bei 37°C, 5% CO, inkubieren.

2. Splicen der Zellen (alle 2 Tage, wenn die Zellen zu dicht sind):

Medium + Zellen aus der Kulturflasche abziehen.
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o mit 10ml PBS waschen um FCS-Reste aus dem Kulturmedium zu entfernen (FCS stoppt die
Trypsienierung).

e PBS aus der Kulturflasche entfernen und 2 ml Trypsin (l6st die Zellen ab) dazugeben.

e 5min stehen lassen.

e 10ml 1 x PBS (mit 10% FCS) in die Kulturflasche geben.

o Zellen in ein 15ml Plastikréhrchen Gberfihren und bei 1000rpm, 5 min zentrifugieren.

e Uberstand entfernen und Pellet in 10ml Kulturmedium (Materialteil 3.2.3) resuspendieren.

1 - 2ml daraus entnehmen und in eine Kulturflasche mit 10ml Kulturmedium tberftihren.

4.2.2 Infektion von U87 Zellen mit Virusiberstanden

Die Infektion erfolgte auf Plastikobjekttragern, die mit Hilfe eines Deckels eine Kammer bildeten
(slideflask 9 CM 2; Materialteil 3.1.15). Zuerst wurden 5 x 10* U87 Zellen/ml Medium in die
Kammer aufgebracht. Das Gesamtkammervolumen ist 5ml. Den Zellen wurde daraufhin 1-2 h

Gelegenheit gegeben zu adherieren.

Im Verlauf dieser Zeit wurden 1ml Virusiberstand eines Virusstocks (Abschnitt 4.1.7) mit der
Ultrazentrifuge bei 100.000rpm, 7min, unter Benutzung eines Festwinkelrotors (Typ TL 100)
herunterzentrifugiert und in U87-Medium resuspendiert. Pro slide konnte ein VVolumen von 100pul
Virus (gelost in Kulturmedium) eingesetzt werden. Das Virus, wurde daraufhin in die mit den Zellen

vorbereiteten Kammern Uberfihrt. Die Viruskultur wurde fur 24h bei 37°C, 5% CO, inkubiert.

Nach 24h wurde der Virustiberstand durch einmaliges Waschen mit 5ml Kulturmedium entfernt.
Hé&ufigeres Waschen war nicht moglich, da die Zellen nur eine geringe Adherenz aufwiesen. Im
Anschluss wurde ein Volumen von 5ml Kulturmedium in die Kammer gegeben. Nach weiteren 6
Tagen wurden 200l Viruslberstand fir eine p24-Bestimmung entnommen und die Zellen auf den
slides mit Paraformaldehyd fixiert, um ihre Infektion nach immuncytochemischer Férbung

(Abschnitt 4.1.8.3) unter dem Mikroskop beurteilen zu kénnen.

423 MT-2 Assay (Ursprung MT-2 Zellen: Dr. B. Larder)

MT-2 Zellen sind nicht-adherente, humane T-Zellen, die humanes T-Zell Leukdmie Virus Typ 1
(HTLV-I) tragen. Durch Cokultivierung von Blutlymphozyten mit Zellen der adulten T-Zell

Leukamie, erhalten sie ahnliche Oberflachenmarker (Harada et al., 1985).

MT-2 Zellen exprimieren als Chemokinrezeptor ausschlieBlich CXCR 4 und kénnen somit nur von

Synzytium induzierenden (SI) HIV-Isolaten infiziert werden.
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Nach erfolgter Infektion treten nach kurzer Zeit cytopathische Effekte und Cytotoxizitat auf. Es

bilden sich, durch Zellfusion entstandene, multinukleédre Riesenzellen aus.

Mit Hilfe des MT-2 Assays kann man den Virusphanotyp (SI/NSI) visuell bestimmen, indem unter
dem Lichtmikroskop die Ausbhildung von Synzytien (SI-Phanotyp) oder deren Fehlen (NSI-
Phanotyp) beobachtet werden kann.

Infektion:

Da es sich bei den MT-2 Zellen um nicht-adherente Zellen handelt, konnte die Infektion
entsprechend der der Lymphozyten erfolgen. Zuerst wurden die MT-2 Zellen, durch Zentrifugation
(1500rpm, 5min) auf eine Infektionszelldichte von 4.5 x 10°Zellen/ml Kulturmedium (Materialteil
3.2.4) eingestellt. Genauer, nach der Zentrifugation wurden die Zellen gezéhlt (Kova-Kammer;
Abschnitt 4.1.4) und in soviel Kulturmedium resuspendiert, dass die daraus resultierende Zellzahl
4.5 x 10° Zellen/ml war. Durch die Zentrifugation wurden die Zellen ankonzentriert und das Pellet in
einem Volumen von 50ul Kulturmedium resuspendiert. Daraufhin wurden jeweils 1ml der zu
testenden Virusiiberstande aufgetaut, bei 100.000rpm, 7min ultrazentrifugiert und in 500l
Kulturmedium resuspendiert. Das in 500ul Medium gel6ste Virus wurde nun zu den MT-2 Zellen
(50ul) gegeben und fur 4h, bei 37°C im Rotor gedreht. Danach wurden die Zellen 2 x mit
Kulturmedium gewaschen und in einem Volumen von 200ul/well auf eine Mikrotiterplatte tberfihrt.
An den folgenden 11-14 Tagen wurden die Zellen lichtmikroskopisch auf Synzytienbildung

untersucht. Zum Schluss wurde zur Bestétigung der Infektion ein p24-Test (ELISA) angeschlossen.

4.3  Schwerpunkt Molekularbiologie

4.3.1 DNA-Extraktion aus peripherem, humanem Blut

Die Isolierung genomischer DNA aus peripheren mononukledren Zellen wurde mit Hilfe eines
Testkits der Firma Qiagen (Materialteil 3.1.7) durchgefiihrt. Das Testverfahren, das hier in Kirze
erlautert werden soll, erlaubt eine schnelle und effektive Isolierung von Gesamt-DNA aus humanen
pbmc’s. Die Préaparation von DNA erfolgt in drei Schritten. Dabei verhindern die verschlieRbaren
Spinséulen Kreuzkontaminationen zwischen den Proben, und erlauben die sichere Handhabung von

infektiosem Material.

Zuerst wurde die Probe (200pl-Aliquot = 1 x 107 Zellen in PBS) aus der MNC-Isolierung (Abschnitt
4.1.5) auf Raumtemperatur gebracht. Daraufhin wurden 25ul QUIAGEN Protease Stammldsung
(Konz. 19.23mg/ml) und 200pl Lysepuffer (AL-Puffer; Materialteil 3.4.2) dazugegeben. Da mit den
benutzten Spinsdulen nicht nur DNA, sondern auch RNA isoliert wird, wurde vor Zugabe des AL-
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Puffers die Probe mit 20mg/ml RNase Stammldsung versetzt. Um eine effiziente Lyse zu erreichen,
wurde die Probe sofort mit Hilfe eines Vortex kraftig gemischt, bis eine homogene Losung erzielt
worden war. Die Reaktion der Lyse wurde durch 10minutiges Erhitzen auf 70°C unterstltzt. Da es
sich um infektidose Partikel handelte, wurden diese durch einen zusétzlichen Inkubationsschritt von
15min bei 95°C inaktiviert. Als nichstes wurde die Probe mit 210ul 96 % igen Athanol versetzt.
Nachdem das Lysat auf die Spinséule aufgetragen worden war, wurde die DNA wahrend eines
Zentri-fugationsschrittes (1min, 6000 x g) an die Silicamembran gebunden. Dabei stellten die Salz-
und pH-Bedingungen im Lysat sicher, dass weder Proteine noch andere Kontaminationen, die eine
anschlielende PCR hemmen kénnten, auf der Membran zuriick blieben. Die an die Membran
gebundene DNA wurde daraufhin mit jeweils 500ul Wasch-Puffer (AW-Puffer; Materialteil 3.4.2)
gewaschen. Durch die beiden Waschschritte wurden verbliebene Kontaminationen entfernt, ohne die
DNA-Bindung zu beeinflussen. Die abschlieBende Elution erfolgte durch Zugabe von 200ul, zuvor
auf 70°C erhitzten, Elutionspuffer (AE-Puffer; Materialteil 3.4.2).

4.3.2  Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction/PCR)

Prinzip der Polymerasekettenreaktion:

Bei der Polymerasekettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine in vitro-Technik, mit der man
gezielt Desoxyribonukleinséure-(DNA) Abschnitte vervielfaltigen kann. Um DNA mit Hilfe einer
PCR amplifizieren zu kdnnen, benodtigt man als Starthilfe Oligonukleotidprimer. Genauer, kurze,
einzel-stréngige DNA-Molekiile, die komplementér zu den Enden einer definierten Sequenz der
DNA-Matrize (template) sind. Die DNA-Polymerase ist daraufhin in der Lage, in Gegenwart von
Desoxy-nukleosidtriphosphaten (dNTPs), unter definierten Reaktionsbedingungen, die Primer
entlang der einzelstrangigen, denaturierten DNA-Matrize zu verlangern. Die Verlangerung erfolgt
dabei in 5'Richtung der template-DNA. Es entstehen zwei neue DNA-Strénge, deren Sequenzen

komplementér zu den Matrizen sind.

Da alle neusynthetisierten Strange als Doppelstrdnge vorliegen, muss fiir eine Wiederholung der
Synthese die doppelstrangige DNA durch Erhitzung auf mindestens 90°C denaturiert werden. Dieser
Vorgang gewahrleistet, dass nach Abkiihlung der Mischung die Primer erneut binden kénnen. Die
neusynthetisierten DNA-Strdnge dienen nun ebenfalls als Matrize und tragen so dazu bei, dass mit
jedem neuen Zyklus die Konzentration der vervielféltigten Zielsequenz ansteigt (Davies K., 1988;
Erlich HA, 1989; Innis et al., 1990; McPherson et al., 1991) Die PCR-Methode ist durch Patente der

Fa. Hoffman-La Roche geschiitzt.

PCR-Verlaufsschema:
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Die Vermehrung der Zielsequenz erfolgt somit exponentiell und lasst sich nach folgender Gleichung

berechnen:

(2"-2n)x

n = Anzahl der Vermehrungszyklen

2n = Produkte des ersten und zweiten Vermehrungszyklus, deren L&nge nicht definiert ist
X = Anzahl der Kopien der urspriinglichen DNA-Matrize

Diese Formel gilt nur, wenn die Ausbeute in jeder Runde 100%tig ist. Dies ist jedoch in der Praxis
nicht moglich, da z. B. die Enzymaktivitit im Verlauf der Reaktionszyklen abnimmt bzw. die Hitze

das Enzym denaturiert.

Durchfilhrung der Polymerasekettenreaktion:

Bei der erfolgreichen PCR kommt es vor allem auf die Wahl geeigneter Reagenzien an. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde ein genetisch veradndertes Enzym (Amplitaq®; Fa. Perkin-Elmer Cetus)
eingesetzt. Bei der Tag-DNA-Polymerase handelt es sich um ein hitzestabiles Enzym aus Thermus
aquaticus (Saiki et al., 1988). Sie ist in der Lage, bei einer Temperatur von 70-80°C, DNA mit einer
Geschwindigkeit von 35-100 Nukleotiden pro Sekunde zu synthetisieren (Newton and Graham,
1994). Weiterhin besitzt sie eine 5°-3"-Exonucleaseaktivitét, die die Nukleotide vor der Polymerase
abbauen kann. Die eingesetzte Endkonzentration belief sich, bei einem 50pul-Reaktionsansatz, auf 1
Unit.
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Um ein optimales Ergebnis zu erhalten, muss die benutzte PCR-Puffer-Zusammensetzung auf die
verwendete Polymerase abgestimmt sein. Der bei den Experimenten benutzte Puffer bestand aus
100mM Tris-HCI (pH 8.3) und 500mM KCI (Fa. Perkin-Elmer Cetus). Magnesiumchlorid wurde
separat, in einer Endkonzentration von 62.5mM, hinzugefiigt. Bei der PCR-Reaktion wurde

weiterhin eine Konzentration von 10mM dNTPs verwendet.

Um die optimale annealing-Temperatur eines PCR-Primers zu ermitteln, muss man die Schmelztem-
peratur Tm des Primers bestimmen. Fur jede Amplifizierung werden Primerpaare mit moglichst

&hnlicher Tm synthetisiert. Dazu kann man folgende Gleichung benutzen:
[(Anzahl von A + T) x 2°C + (Anzahl von G + C) x 4°C].

Bei einem 50ul-Reaktionsansatz wurde eine Primer-Endkonzentration von jeweils 10uM eingesetzt.
In der Praxis besteht die Durchfiihrung einer PCR-Reaktion aus zwei elementaren Arbeitsgangen.
Zuerst wird ein Reaktionsmix aus Puffer, dNTPs, MgCl,, Primern, H,O und DNA-Polymerase in
einem "DNA-freien" Raum hergestellt. Dieser Mix wird dann auf entsprechende Reaktionsgefale
verteilt (50ul- oder 100ul-Ansatz pro Probe), in einen anderen Raum transferriert, um dort die DNA

hinzuzufugen.

Darstellung des zyklischen Temperaturverlaufes einer PCR-Reaktion:

Schritt 1: Die doppelstrangige DNA wird, bei einer Temperatur von 93-100°C, denaturiert.

Schritt 2: Die Oligonukleotidprimer binden, bei einer annealing-Temperatur von 37-65°C, an die
denaturierte Matrize. Dabei gilt, umso héher die annealing-Temperatur, umso stringenter verlauft die

Reaktion.

Schritt 3: Die hitzestabile DNA-Polymerase veldngert die Primer bei einer Temperatur von 72°C

(Elongation).

Zum Schluss wurde der Erfolg der PCR-Reaktion auf einem 1% Agarosegel lberpriift. Dabei wurde
1g Agarose in 100ml 1 x TBE geldst, erhitzt und in einer Gel-Kammer zu einem ca. 5mm dicken
Agarosgel gegossen. Nach dem Erstarren wurde der Gel-Kamm entfernt und die PCR-Produkte in
die einzelnen Vertiefungen des Agarosegels pipettiert. Der elektro-phoretische Lauf wurde bei
100Volt fur ca. 1h durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurde das Gel mit Ethidiumbromid gefarbt und
fotographiert.
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Da ein Marker (z. B. 100bp DNA Ladder [(Fa. Gibco BRL) und/oder A/Hindlll (Fa. Appligene)]

parallel zur Probe mitlief, konnten Grofze und Menge der neu amplifizierten DNA bestimmt werden.

4.4  Schwerpunkt Proteinbiochemie

441  Serumantikdrperisolierung

Die Isolierung von humanen IgG-Antikdrpern aus Serum erfolgte durch Anwendung des Mab Trap
GlI-Kit® der Firma Pharmacia Biotech. Das Prinzip des Kits beruht auf eine Bindung der Antikdrper
an Sepharose G, die als Saulenmaterial fungiert. Nachdem das humane Serum, verdinnt mit
Bindepuffer (Bestandteil des Kits), auf die S&ule aufgebracht und die S&ule mit Bindepuffer
gewaschen worden war, wurden die Immunglobuline der Subklasse G mit Hilfe des Elutionspuffers

(Bestandteil des Kits) gewonnen. Der Versuchsablauf im einzelnen sieht wie folgt aus:

1. Pufferverdiinnungen herstellen.

2.5ml Bindingbuffer + 22.5ml dH,0
0.5ml Elutionbuffer + 4.5ml dH,0

. AuffanggefaRe (Collectiontubes) vorbereiten.

N

Jedes tube mit 60-100ul Neutralisationspuffer (im Kit enthalten) flillen. Durch Zugabe des
Neutralisationspuffers bleibt die Aktivitat labiler IgG’s erhalten.

3. Probenvorbereitung:

500ul Patientenserum 1:1 mit Bindingbuffer mischen

4. Saulenvorbereitung:

10ml Spritze mit dH,O fullen

Spritze tber Adapter (luer adaptor) mit der Sdule verbinden

Aufbewahrungsldsung (Ethanol) aus der Saule mit 5ml dH,O entfernen.

5. Sdulenequilibrierung mit 3ml Bindingbuffer
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6. 1gG-Isolierung:

e Serum mit der Spritze auf die Sdule auftragen
e Eluatsammlung starten
e Séule mit 5-10ml Bindingbuffer waschen bis Durchfluss klar ist

o Elution mit 3-5ml Elutionbuffer in vorbereitete tubes(siehe Punkt 2.)

7. Re-Equilibrierung der Saule mit 5ml Bindingbuffer (Lagerung der Saule mit 5-10ml Ethanol

(20%) bei + 4°C).

4.4.2  Herstellung von 1gG-Fab-Fragmenten

Immunglobuline kann man mit Papain in ihre Fragmente zerlegen (Escribano MJ, 1979; Mohanty et

al., 1985). Durch Papain wird das 1gG-Molekil in der Gelenkregion gespalten. Es entstehen dadurch

ein Fc-(c = crystallizable) und zwei Fab-Fragmente (ab = antigen binding).

Fab - Fragmente —_— > 25 kDa Vy
ab = antigen bindin
Cha
) o\
25 kDa - - -
—( ] c Hypervariable
L Regionen
Papainschnitt Cip
Fc - Fragment > — —
(c = crystallizable) 25 kDa
Chs
«— F. - Rezeptor-
Bindungsstelle

Abb. 4.3
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Reaktion:

o Vor Gebrauch musste das Enzym Papain mit Cystein-HCI aktiviert werden.
¢ 1gG-Mengenbestimmung durch Messung der Optischen Dichte bei 280nm.
e 100ul IgG-Losung (5mg/ml)

+50ul Papainlosung (Konz. stock: 10mg/ml. Gebrauchsfertige Losung)
+25pul 4 mM EDTA  (4mM)

+25ul Cystein-HCI  (0.2M)

e 2 Stunden bei 37°C inkubieren

o Reaktionsstop durch Zugabe von 50ul lodoacetamid (40mM).

4.43  Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehaltes einer Probe erfolgte mit dem Bio-Rad Protein Assay®
(Materialteil 3.1.11). Der zu bestimmende Proteingehalt wurde bei diesem Test ermittelt, indem die
Probe in Relation zu einem Standard aus Rinderserumalbumin (BSA) gesetzt wurde. Der Standard
selbst wurde, parallel zur Testprobe, mit getestet. Seine Konzentrationen lagen im Bereich von
0.049mg/ml bis 0.74mg/ml. Die Auswertung erfolgte durch die Bestimmung der Extinktion bei 595

nm.
Reaktion:

200ul 1 x Dye-Reagent (braun) + 10pl Probe (bzw. Standardverdinnung)

o auf Mikrotiterplatte geben

o Extinktion (ODsgs) nach 5 - 60 min messen.

Ein Vorteil des Testes war die Mdglichkeit, schon rein makroskopisch ein qualitatives Urteil Uber
das Vorhandensein oder Fehlen von Protein in ausreichender Menge féllen zu kénnen. Eine tiefblaue
Farbung zeugte von groRen Proteinmengen. Im Gegensatz dazu wurde das Fehlen von Protein durch

das Auftreten einer braunen Férbung angezeigt.
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444  SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Natriumdodecylsulfat ist ein Detergens, das in der Lage ist, Proteine zu denaturieren und zu
entfalten. Durch die Denaturierung geht die enzymatische Aktivitat der Enzyme verloren. Zusétzlich
werden, durch Zusatz von Mercaptoethanol, Disulfidbriicken reduzierend gespalten. SDS-
Gelelektrophorese ist eine schnelle Methode zur Molekilmassen-Abschatzung von Proteinen
(Materialteil 3.1.12). Die Genauigkeit der Bestimmung der relativen Molekiilmasse liegt dabei in der
Regel bei + 10% (Knippers et al., 1990). Durch Verwendung eines Sammelgels kann zusatzlich noch
eine Bandenscharfung erzielt werden (Laemmli UK, 1970). Kleine Proteine wandern schnell durch

das Gel, wahrend grol3e weiter oben bleiben.

Nach Reinigung mit Isopropanol und Anbringen von Abstandshaltern (spacer), wurden zwei
Glasplatten mit Klammern fest miteinander verbunden. Daraufhin wurde zuerst ein 12%iges
Trenngel (Materialteil 3.3.1) bis 1cm unter den oberen Rand gegossen. War die Polymerisation des
Trenngels beendet, wurde ein 4%iges Sammelgel (Materialteil 3.3.1) darliber gegossen. Im

Sammelgel wurde anschlieBend der Kamm befestigt. Das Gel war nach 15 - 30 min auspolymerisiert.

Die Proben wurden vor dem Auftragen 5min bei 96°C gekocht und mit SDS Gel loading buffer (2x)
(Materialteil 3.4.6) auf das Gel aufgetragen. Zur Molekilmassenabschéatzung der Proteine wurde ein
gefarbter SDS-Marker (SDS-PAGE Standards, Broad Range / Fa. BioRad) benutzt. Der Gellauf
erfolgte 1 - 2 Stunden bei 80 Volt. Die Proteinbanden wurden, nach vollendetem Elektrophoreselauf,
durch Silberfarbung (Abschnitt 4.4.5) sichtbar gemacht. Die genaue Zusammensetzung der Gele sind

dem Materialteil 3.3.1 und die des Laufpuffers dem Materialteil 3.4.6 zu entnehmen.
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445  Silberfarbung

Mit einer Silberférbung ist, im Gegensatz zu einer Coomassie-Brilliant-Blue Farbung, ein Nachweis
von 0.02ug eines Proteins moglich. Die Silberfarbung ist also weit sensitiver als die Farbung mit
Coomassieblue. Im Rahmen dieser Promotion kam die Silver Stain® Methode der Firma BioRad zur

Anwendung.
Verlaufschema:

e Gel flr 30min in 100ml Fixativ 1 [Fixierer: 40% Methanol, 10% Essigsaure (v/v)] legen
e Gel flr 5min in 50ml Oxidizer Gberfiihren

o Gel 15min wassern (Wasser 6 - 7 mal wechseln)

o Gel fur 20min in 50ml Silver Reagent legen

o Gel 30sek wéssern

e Gel maximal 5min im Entwickler (Developer) entwickeln

e Reaktion durch Uberfiihrung des Gels in Stop-Reagenz [5% Essigsaure (v/v)] stoppen

o Gel auf Whatmanpapier im Vakuumtrockner trocknen.
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5  Ergebnisse

5.1

Vorstellung des Patientenkollektives

Die Basis aller folgenden Experimente war die Isolierung von pbmc’s aus Blut von Patienten, die

sich mit dem HI-Virus infiziert hatten. Der Ursprung der Patientenproben lag in einem kleinen, gut

dokumentierten Patientenkollektiv, das in ausgesuchten Schwerpunktpraxen medizinisch behandelt

bzw. therapiert worden war.

Die folgende Tabelle gibt einen kurzen Uberblick tiber das Patientenkollektiv. Der Zeitpunkt der

HIV-1-Infektion konnte nur ermittelt werden, wenn ein negativer HIV-Test vorangegangen war. Die

mit romischen Ziffern gekennzeichneten Proben stellen dabei die Folgeproben dar (w = weiblich; m

= ménnlich).
Patienten- Datum | Subtyp | Infektions | Infektions- | Therapie Bemerkungen
probe (Proben- -zeitpunkt modus
erhalt)
HRO01 (w) 03/95 C 10/94 heterosexuell nein Partnerin von HR001-1
HRO001-I1 11/95 ja
HROO01-111 02/97 ja
HRO001-1 (m) 06/95 C 05/90 heterosexuell nein Partner von HR001
und HR001-1-1
HR001-1-11 10/97 ja
HR001-1-1 (w) | 12/95 C 02/93 heterosexuell nein Partnerin von HR001-1
HR002 04/95 B 11/94 homosexuell nein
HR002-11 11/95 nein
HR003 06/95 B 01/95 homosexuell nein
HR004 06/95 E 02/95 heterosexuell nein
HR004-11 01/96 nein
HRO005 07/95 B 02/95 homosexuell nein
HR006 07/95 B 11/94 nein
HRO06-11 11/95 nein
HRO006-I11 06/96 nein
HRO06-1V 02/97 nein
HR006-V 09/97 ja
HR006-VI 06/98 ja
HRO008 09/95 E 03/95 homosexuell nein
HR009 09/95 E 01/95 homosexuell nein
HR009-11 01/96 nein
HR009-I11 06/97 nein
HRO10 09/95 B 02/95 homosexuell nein
HR010-11 09/96 nein
HRO014 05/96 B 12/95 heterosexuell nein
HRO014-11 12/96 nein
HRO014-111 02/98 ja
Tab.5.1
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5.2

5.21

Virusstockherstellung

Ergebnisse der Virusanzuchten

Zur Durchfiihrung von Neutralisationsexperimenten war die Herstellung eines Virusstocks
unabdingbar (Methoden 4.1.7). Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die p24-Produktion

und die RT-Werte der positiven Anzuchten zum Zeitpunkt der Virusaliquotierung. Die Bestimmung

der Viruslast erfolgte durch die Arztpraxen (Praxisgemeinschaft Dr.Knechten / Dr.Habets in Aachen

bzw. Praxis Dr.J&ger in Miinchen), die die Patientenproben zur Verfligung gestellt haben.

Virusstock | Subtyp | Phanoty Viruslast Therapie | Anzucht- RT-Werte p24-Ag
p (Kopien / ml) dauer (d) | (cpm/ml/90min) | Produktion

(ng/ml)
HR001 C NSI n. b. - 28 15.6 x 10* 24.8
HROO01-II C NSI 3.2x10° + 79 15.8 x 10* 426.7
HR001-1-1 C NSI n. b. - 43 14.2 x 10* 13.3
HR004 E NSI 31.4 x 10° - 62 11.9 x 10* 8.1
HROO04-II E NSI 42.7 x 10° - 62 17.9 x 10* 10.7
HR006 B NSI 50.0 x 10° - 27 14.7 x 10* 322.3
HRO06-I B NSI 88.0 x 10° - 26 28.5 x 10* 675.6
HRO06-111 B NSI 28.8 x 10° - 26 17.8 x 10* 473.4
HR006-1V B NSI 14.0 x 10° - 26 38.9 x 10* 123.2
HRO09-111 E NSI 24.5x 10° - 76 14.5 x 10* 15.1
HR010 B sl n. b. - 24 19.1 x 10* 63.8
HR014 B NSI 102.0 x 10° - 26 12.0 x 10* 18.2
HRO14-11 B NSI 201.6 x 10° - 29 12.6 x 10* 264.9
Tab.5.2

Legende: n. b. = nicht bestimmt

Da die zugefuhrten Zellen aus Lymphozyten und Makrophagen bestanden, d.h. Bestandteil einer

Mischkultur waren, konnte in gewissen Grenzen die in vivo Situation nachempfunden werden.
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Eine Selektion der Viren auf einem bestimmten Zelltyp wurde somit vermieden. Die Anzucht in
einem Mischkultursystem erlaubt die Vermehrung des Virus mit einem umfassenden
Quasispeziesspektrum (von Briesen et al., 1990). Eine Anzucht auf nur einem Zelltyp wirde eine
Selektionierung bzw. Reduzierung auf den am besten angepafiten Virustyp (surviving of the fittest)
bedeuten. Eventuell vorhandene Quasispezies gingen dabei verloren. Das daraus resultierende

Virusspektrum wére von vornherein eingeschrénkt.

Am Beispiel der Isolate HR001-1I und HR001-1-1 l&sst sich aufzeigen, dass es bei &hnlichen
Ergebnissen des RT-Testes zu grossen Diskrepanzen bei den Ergebnissen der p24-Ag-Bestimmung
kommen kann. Grinde dafiir liegen bei den unterschiedlichen Testverfahren. Der HIV-p24-Ag-
ELISA erfasst als immunologischer Assay, neben defektiven und toten Viren, auch
Virusbruchstiicke. Im Gegensatz dazu werden vom RT-Test Virusbruchstiicke und tote Viren nicht
erfasst. Er gibt somit eine genauere Zustandsbeschreibung des Virusvermehrungsstatus, als der

Antigen-Antikorper-Assay.

5.2.2  Bestimmung der Virustiter

Die Féahigkeit eines Virusstocks, Zellen zu infizieren, kann durch den TCIDso-Wert (tissue culture
infectious dose) wiedergegeben werden. Die Durchfihrung der TCIDse-Bestimmung ist Kapitel
4.1.10 zu entnehmen. Die Ergebnisse wurden durch zwei unterschiedliche Verfahren ermittelt. Zum
einen wurde die p24-Produktion der Uberstande aus den unterschiedlichen Kulturvertiefungen
mittels eines ELISA gemessen, zum anderen konnte iber eine Ag-Ak-Reaktion immuncytochemisch
der Nachweis einer erfolgten Infektion erbracht werden. In beiden Féllen kam es weniger auf die
Quantitat an. Eine einfache Ja-Nein-Aussage, ob eine Infektion in den Kulturen bei einer gegebenen

Verdinnung stattgefunden hatte oder nicht, war fiir die Auswertung der Ergebnisse ausreichend.

Bei der Bestimmung des Virustiters wurde ein Verdunnungsfaktor von 4 gewahlt. Weiterhin wurde
der TCIDsy z.T. auf zwei unterschiedlichen Zellkultursystemen (Makrophagen /Lymphozyten)
wiederholt getestet um deutlich zu machen, inwieweit der Virustiter von der Wahl des Zellsystems

und der Spenderzellen abhéngig ist.
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Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse der verschiedenen TCIDso-Bestimmungen auf. Das
ursprungliche Testvolumen belief sich dabei in allen Féllen auf 1ml Virusiberstand. Aufgrund des
zur Verfligung stehenden Probenmaterials, wurde die TCIDsy Bestimmung nur mit solchen Isolaten

durchgefihrt, die spéter Bestandteil von Neutralisationsexperimenten sein wiirden.

Isolat TCIDs TCIDs Faktor | Faktor TCIDs TCIDs Faktor
(1L.U./ml) (LU./ml) |(azub)|(bzuc) (1.U./ml) (1.U./ml) (czud)
Makrophagen | Makrophagen Makrophagen | Lymphozyten
(V1) (V1) (V2) (V2)
Immuncyt. ELISA ELISA ELISA
a b c d

HRO001 3155 790 375 >|< 127 10.000 40.770 < 4
HRO001-I1 1580 500 32 >|< 262 13.099 40.770 < 31
HR001-1-1 n.d. n.d. - - 80 64.309 < 803
HRO006 3970 1990 20 >|[> 6.3 317 8109 < 27
HRO006-I1 5000 3970 1.25 > - n.d. n.d. -
HRO006-111 1580 998 16 > - n.d. n.d. -
HRO006-1V 25.055 79.245 < 316|> 7.8 10.168 161.796 < 16
HR014 3155 6290 < 20|> 786 80 40.640 < 507
HRO014-I1 1255 400 314 >|(> 13 315 26.240 < 83
Tab.5.3
Legende:
V1 = Versuch 1
V2 = Versuch 2
> = Wert a groRer Wert b bzw. Wert b gréBRer Wert ¢
< = Wert b groBer Wert a, Wert ¢ gréBer Wert b bzw. Wert d groBer Wert ¢
n.d. = nicht durchgefiihrt

Die aufgefuhrten Daten sind Teile zweier getrennter Versuche (V1 und V2). Bei V1 wurde der
Virustiter auf Makrophagen, mit zwei unterschiedlichen Methoden ermittelt (Immuncytochemie,
ELISA). Der Versuch V2 wurde ausschlieBlich mittels ELISA ausgewertet. Er zeichnete sich jedoch
durch die Wahl zweier unterschiedlicher Kultursysteme (Makrophagen, Lymphozyten) aus. Beide

Zelltypen stammten dabei vom gleichen Spender.

Die TCIDs,-Werte, die der Tabelle 5.3 zu entnehmen sind, zeigen deutlich, dass die TCIDse-
Bestimmung von verschiedenen Einfllissen abhangig ist. Man kann erkennen, dass bei den
vorliegenden Viren die Infektionsrate auf Lymphozyten groRer ist, als die auf Makrophagen.
Lymphozyten lassen sich, bei gleichem Spender, um einen Faktor von 4 bis 803 besser infizieren, als

Makrophagen (Faktor ¢ zu d).
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Weiterhin wird klar, dass die Spenderabhé&ngigkeit bei einer Infektion von groRer Bedeutung ist.
Dieser Sachverhalt wird durch den Faktor b zu ¢ verdeutlicht. Bei gleicher Methodik (ELISA), auf
gleichem Spenderzelltyp (Makrophagen), die unterschiedlichen Ursprungs sind (verschiedene
Spender), zeigt sich ein differierendes Infektionsverhalten. Die Variationsbreite des Faktors b zu ¢
liegt dabei zwischen 1.3 und 78.6. Auffallig ist, dass die Subtyp C-Isolate (HR001, HR001-1-1) zur
Infektion, die Spendermakrophagen aus Versuch 2 bevorzugen. Die Subtyp B-lsolate HR006 und
HRO014 hingegen zeigen einen hoheren TCIDso-Wert auf den Spendermakrophagen des 1. VVersuches.
Die Art der Auswertung, spielt bei der oben angefiihnrten TCIDgo-Bestimmung nur eine
untergeordnete Rolle. Die ELISA (Methoden 4.1.8.1) wund die immunzytochemische
Ergebniserfassung (Methoden 4.1.8.3) unterscheiden sich in ihren TCIDs-Werten maximal um

Faktor 4, sie gleichen sich jedoch in ihrer Tendenz.

5.3 Virusabwehrmechanismen der humoralen Immunantwort

5.3.1  Antikorpergewinnung aus dem Virusisolat HR006 und einer Folgeprobe

Die Isolierung von Antikdrpern aus Patientenserum diente als Vorversuch flr die folgenden
Neutralisationsexperimente. Denn es galt herauszufinden, inwieweit isolierte Immunglobuline von
Priméarisolaten und deren Bruchstiicke in der Lage sind, autologe oder heterologe Viren zu
neutralisieren. Weiterhin wurde eine Proteinmengenbestimmung durchgefiihrt (Bio Rad Protein
Assay; Methoden 4.4.3).

Die Ergenisse der Proteinbestimmung sind der untenstehenden Tabelle zu entnehmen.

Fraktion Proteingehalt (mg/ml) Proteingehalt (mg/ml) HR006-1V
HR006
1 0.71 0.63
2 0.71 1.14
3 0.55 0.82
4 0.32 0.51
5 0.25 0.32
Tab.5.4
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Die Proteinausbeute zeigte sich bei den Fraktionen 1-3 am grofiten. Bei beiden Isolaten (Ursprungs-
und Folgeprobe) liegt die Ausbeute in &hnlichen Bereichen. Fir die anschlielende Spaltung der
Immunglobuline in ihre Fab-Fragmente nach Escribano 1979, wurden die Fraktionen Nr. 2
eingesetzt. Um Uberschissige Fc-Bruchstliicke zu entfernen, wurden die Fab-Fragmente im
Anschluss an die Spaltung ein zweites mal mit Hilfe der Sepharose G Saule eluiert. Da Fc-
Bruchstiicke an das Sdaulenmaterial binden beinhaltet das resultierende Eluat ausschliel}lich Fab-

Fragmente.

Zur Grolken- und Mengenabschétzung der erhaltenen Immunglobuline und ihrer Fragmente wurde
eine elektrophoretische Auftrennung der Proteine auf einem Polyacrylamidgel durchgefiihrt (SDS-
PAGE, Methoden 4.4.4). Die aufgereinigten Fab-Fragmente waren im ELISA negativ.

Serumprotein-Bestandteile, Immunglobulin- und Fab-Fragment-Fraktionen
des Isolates HR006

M Serum IgG Fab M
1:100 F3 F4 F5 kDa

Transferrin o g il a

(76.5 kDa) " MR e 116

U ‘= = 97

umin P :

(66.3 kDa) f :— Pres i
H E — : DTS — 19G (50kDa)
A 3 -—— e 31
_ <«—— Fab-Fragmente
- . 21 (25 kDa)
— = e | 14

Abb.5.1

Abbildung 5.1 zeigt neben dem Marker das Patientenserum von HRO06 in einer Verdinnung von
1:100, die Immunglobulin-Fraktionen F3-F5 und die isolierten Fab-Fragmente der Fraktion Nr.2. Da
aus der Elution durch die Sepharoseséule mehrere Fraktionen erhalten wurden, wurde mit Hilfe des
Proteingels nicht nur die Reinheit der gewonnenen Substanzen, sondern auch deren Mengen im
Verhaltnis zueinander abgeschétzt. Auf dem Proteingel wird deutlich, dass die erste Fraktion (F3)

den hochsten Anteil an Immunglobulin G besitzt.
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Auch zeigte sich, dass die Ausbeute der Fab-Fragmente weit unter der, der urspriinglichen
Immunglobuline lag. Durch die Spaltung mit Papain kam es somit zu einem Massenverlust.
AuBerdem sind bei dem verdinnten Patientenserum, neben der Immunglobulinfraktion, noch

Fraktionen der Transportproteine Albumin und Transferrin zu erkennen.

Zusammenfassend ist zu erwahnen, dass fur die folgenden Neutralisationsversuche im Falle der
Immunglobuline bei dem Isolat HR006 die Fraktion 1 (0.71mg/ml) und bei dem Folge-Isolat
HROO06-1V die Fraktion 3 (0.82 mg/ml) zum Einsatz kamen. Bei den Fab-Fragmenten wurden, nach
Aufreinigung, bei dem Isolat HR006 die Fraktion mit einem Proteingehalt von 0.37mg/ml und bei
dem Isolat HRO006-1V die Fraktion mit einem Proteingehalt von 0.48mg /ml zu
Neutralisationsversuchen eingesetzt. In beiden Fallen wurde besonders darauf geachtet, nahezu
identische Immunglobulin- bzw. Fab-Fragment Mengen fur nachfolgende Experimente zu

verwenden.

5.3.2  Veranderungen der V3-AK-Menge im Verlauf der Krankheitsprogression

Anhand der Serumantikdrpertitration ist es moglich die Menge der Serumantikérper mit Hilfe eines
gegebenen Antigens (V3-P1-Peptid) zu bestimmen. Bei diesem Experiment wurden die Seren des
Patienten HR006 zu unterschiedlichen Entnahmezeitpunkten im ELISA (V3-P1-Peptid-ELISA)
getestet. Weiterhin wurden die autologen Immunglobuline der Isolate HR006 und HR006-1V mit in

den Assay einbezogen. Es wurden Verdiinnungen von 1:100 bis 1:500.000 eingesetzt.

Isolat Entnahmezeitpunkt Letzte positive Verdiinnung Therapie
HR006 Juli 95 1:10.000 nein
HROO06-II Novemberr 95 1:100.000 nein
HRO06-I11 Juni 96 1:100.000 nein
HRO06-1V Februar 97’ 1:100.000 nein
HRO006-V September 97 1:100.000 ja
HRO006-VI Juni 98’ 1:50.000 ja
IgG HR006 1:10.000
1gG HR006-1V 1:15.000

Tab.5.5
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Dieser Versuch zeigt, dass die V3-Antikorper sich im Verlauf der Krankheitsprogression veréndern.
Zu Beginn der Infektion liegt noch ein geringer Antikorpertiter vor, der jedoch im Krankheitsverlauf

deutlich zunimmt.

5.3.3 Rolle der V3-Antikdrper bei der Neutralisation auf Makrophagen

Basis dieses Versuchs war die Annahme, dass Serumantikorper in der Lage sind, auferhalb der Zelle
an das HI-Virus zu binden und dieses am Eintritt in die CD4"-Zelle zu hindern. Diese
Neutralisationsreaktion ist durch eine verminderte p24-Produktion messbar. Wiirde man nun ein,
dem V3-loop des gpl20 komplementédres Peptid mit den Serumantikdrpern eines infizierten
Patienten vorinkubieren, so konnten diese an das Peptid binden. Die V3-Antikorper im Serum
wirden somit "abgefangen” und die Bindung an das Virus wirde vermindert. Als Resultat wirde

keine oder reduzierte Neutralisation stattfinden.

Das verwendete V3-P1-Peptid (Subtyp B, cyclisch, Konz. 1mg/ml) wurde mit den Verdinnungen
1400ng/ml, 700ng/ml und 140ng/ml getestet. Fir die Neutralisation ohne Peptid wurden dieselben

Verdunnungsstufen gewahlt.

Weiterhin zeigte ein Vergleich der VV3-Sequenzen des P1-Peptides und des Isolates HRO14 nur
geringe Unterschiede (siehe unten). Somit wurde deutlich, dass die Serumantikorper in gleichem

MaR an das P1-Peptid binden kénnen, wie an das getestete Isolat HR014.

V3-Sequenz P1-Peptid: CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGE
V3-Sequenz HR014: CTRPHNNTRKSIPMGPGRAFYTTGE

Die Serumendkonzentration pro Vertiefung (200ul) betrug wahrend des Versuches 10%. Dies galt
auch fur den Versuchsteil mit der Peptid-Vorinkubation. Die Peptid-End-konzentrationen in den

Vertiefungen beliefen sich auf 120ng/ml, 60ng/ml oder 13ng/ml.

Parallel zur p24-Bestimmung mittels ELISA (Fa. Coulter; Methoden 4.1.8.1) wurde ein Standard der
Firma mitgetestet, um eine Standardkurve erstellen zu kénnen. Mit Hilfe dieser Standardkurve war
es moglich, die erhaltenen Extinktionen der Viruslberstande nach erfolgter Neutralisation in

Relation zum Standard zu setzen.
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Die gemessenen Extinktionen konnten somit ndherungsweise in p24-Konzentrationen umgerechnet

werden. Indem der Wert, der in Gegenwart des Negativserums ermittelt wurde, gleich 100% gesetzt

wurde (keine Neutralisation, keine Reduktion der p24-Produktion), war es moglich, den

Neutralisationseffekt in Prozent zu bestimmen (Berechnung siehe Methoden 4.1.11).

Einen Neutralisationseffekt von z.B. 90% entspricht dem Wert der reziproken Serum-verdiinnung,

bei der 90% der Viren neutralisiert worden sind.

Tabelle 5.6 gibt die Mittelwerte der p24 Antigenproduktion von mindestens 3, meist 5 Kulturen auf

Makrophagen zweier unterschiedlicher Spender (inkl. Standardabweichung), sowie den daraus

ermittelten Neutralisationseffekt (N) mit und ohne P1-Peptidvorinkubation wieder. Die in Tabelle 5.6

beschriebenen Neutralisationseffekte werden gleichermal3en in der Abb. 5.2 graphisch umgesetzt.

Primaéres Isolat | Peptidstatus | p24 Ag-Menge N p24 Ag-Menge N
[10% pos. Serum] [ng/ml] [pa/ml] [%%6] [pg/ml] [%6]
[Spender 1] [Spender 1] [Spender 2] [Spender 2]
HRO14 ohne Peptid 4.81 (£0.72) 92 4.82 (+0.96) 99
HRO014 1400 4.80 (+0.24) 99 1.91 (£0.25) 99
HR014 700 4.26 (+0.32) 98 1.91 (+0.19) 99
HR014 140 4.26 (+0.53) 98 1.11 (+0.22) 99
Tab.5.6
ohne Peptid 1.4pg/ml 700ng/ml 140ng/ml
Abb. 5.2

90



Wie Tabelle 5.6 und Abbildung 5.2 zu entnehmen ist, zeigen sich keinerlei Unterschiede in der

Neutralisation in An-oder Abwesenheit des P1-Peptides. Bei allen getesteten Peptid-konzentrationen

kam es zu einem fast 100%igen Neutralisationseffekt der Viren durch die autologen Antikdrper des

Patienten. Dieses Phanomen war auch bei unterschiedlichen Spendermakrophagen zu beobachten.

Um auszuschlielen, dass die eingesetzten Peptidkonzentrationen zu gering waren, wurde der

Versuch mit dem gleichen Isolat, aber mit Peptidkonzentrationen bis zu 4700ng/ml, wiederholt.

Diese Konzentration entspricht ungefahr der, der im V3-Peptid-ELISA eingesetzten Peptidmenge

(5pg/ml). Letztendlich wurden die Serumantikérper in einer Vorverdinnung 1:50, 1:100 und 1:500

verdlinnt, um sicher zu gehen, dass die Peptidkonzentration im Verhéltnis zur Antikdrpermenge

ausreichend war, um ggf. eine Neutralisation zu verhindern.

Es wurden folgenden Neutralisationseffekte (N) ermittelt:

Priméres Isolat | Peptidstatus | Serum-Endverdiinnung p24 Ag-Menge N

[10% pos. Serum] [ng/ml] [%0] [pg/ml] [%0]
HR014 ohne Peptid 10 4.82 (+0.96) 99 (B2)
HR014 ohne Peptid 0.2 34.68 (+2.89) 94
HRO014 ohne Peptid 0.1 164.83 (+51.95) 75
HR014 ohne Peptid 0.02 378.18 (+43.95) 45
HR014 1400 10 12.71 (+0.76) 93
HR014 1400 0.2 12.71 (+1.27) 93
HRO014 1400 0.1 58.75 (£7.93) 73
HR014 1400 0.02 89.45 (+10.73) 59
HR014 4700 10 12.71 (+1.27) 94
HR014 4700 0.2 21.92 (+7.39) 90
HRO014 4700 0.1 61.82 (£34.74) 76
HR014 4700 0.02 46.47 (£24.39) 81

Tab.5.7
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Wie man den oben stehenden Ergebnissen entnehmen kann, wurden auch in diesem
Zusatzexperiment keinerlei Veranderung der Neutralisationsaktivitat, im Vergleich zum Vorversuch
erzielt. Die Abnahme des Neutralisationstiters, die mit der Serumverdinnung zu verzeichnen ist,
entspricht der Neutralisation ohne Peptid-Vorinkubation (hier am Beispiel des Buffy’s B2 aus dem
Ursprungsversuch). Somit hat eine Vorinkubation des autologen Patientenserums mit dem P1-Peptid

in den getesteten Konzentrationen keinen Einfluss auf die Neutralisation durch Serumantikorper.

5.3.4  Neutralisationseffekt von HR006 und einer spaten Folgeprobe mit autologen
Seren

Bei diesem Experiment wurden zwei Makrophagenkulturen des gleichen Spenders hergestellt. Die

eine Kultur wurde mit dem Isolat HROO6 infiziert, die andere mit dem Virus eines spéten

Folgeisolates (HR006-1V). Zuvor wurde jedoch, durch Vorinkubation der Viren mit

unterschiedlichen autologen Seren, eine Neutralisationsreaktion durchgefihrt (Methoden 4.1.12). Bei

den zum Einsatz kommenden Seren handelte es sich um Serumproben des gleichen Patienten, die zu

unterschiedlichen Zeitpunkten enthommen worden waren.

Es wurden pro Isolat (HR006 bzw. HR006-1V) 42 Kulturliberstdnde zur Bestimmung der Extinktion
entnommen (6 seronegative Kulturen/jeweils 6 seropositive Kulturen mit autologen Ursprungs- oder
Folgeseren). Der Neutralisationseffekt wurde daraufhin aus dem Mittelwert von jeweils 6

Kulturliberstanden ermittelt.

Im Rahmen dieses Versuches soll geklart werden inwieweit bzw. zu welchem Zeitpunkt der

Infektion, Serumantikérper in der Lage sind, eine Neutralisation hervorzurufen.
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Folgende Neutralisationseffekte lieen sich aus den Mittelwerten der p24 Antigenproduktion der

einzelnen Kulturen auf Makrophagen ermitteln. Die Standardabweichungen sind in Klammern

angegeben.
Primare Isolate Primare Isolate p24 Ag-Menge N

[Virus] [Serum] [pa/ml] [%]
HR006 HR006 (autolog) 11.05 (+3.56) 96
HRO006 HRO06-11 3.67 (+0.22) 98
HRO006 HRO006-111 3.67 (£0.37) 98
HRO006 HRO06-1V 1.83 (£0.14) 99
HRO006 HRO006-V 1.84 (£0.18) 98
HRO006 HRO06-VI 9.20 (+1.04) 97
HRO006-1V HR006 372.31 (+25.43) 72
HRO006-1V HRO06-11 206.42 (+24.59) 85
HRO006-1V HRO06-111 36.85 (+£10.09) 97
HR006-1V HRO006-1V (autolog) 14.73 (6.69) 99
HRO006-1V HRO006-V 3.67 (+1.54) 99
HR006-1V HR006-VI 3.68 (+0.44) 99

Tab.5.8

Wie aus Tabelle 5.8 ersichtlich, sind jeweils die nachfolgenden Serumantikdrper in der Lage, Viren
eines friiheren Zeitpunktes zu fast 100% zu neutralisieren. Die Seren, deren Entnahmezeitpunkt vor
dem der Viruskultur lag, konnten dies nur mit einem geringeren Prozentsatz. Fettgedruckte
Neutralisationsergebnisse kennzeichnen jeweils das Serum, das der Probe entspricht, aus der das

Virus isoliert und in Kultur vermehrt worden ist.

5.35 Infektions- und Neutralisationsverhalten der Isolate HR006 und HR006-1V

Sinn und Zweck des folgenden Experimentes war die Bestimmung der Neutralisationsaktivitat von
Ursprungs- und Folgeseren. Hierbei stellte sich vor allem die Frage, ob auch aus autologem Serum
extrahierte Antikorper (IgG) und deren Spaltprodukte (Fab-Fragmente) fahig sind, eine
Neutralisationsreaktion herbeizufiihren. Auch war zu kléren, ob sich das Neutralisationsverhalten im

Verlauf der Krankheitsprogression auf unterschiedlichen Zellkultursystemen verandern wiirde.
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Eine besondere Rolle spielte dabei die Spenderabhédngigkeit. Aus diesem Grund wurden zwei
verschiedene Spenderbuffy’s getestet. Von beiden wurden jeweils Lymphozyten und Makrophagen

isoliert.

5.3.5.1 Bestimmung der Infektions- und Neutralisationskapazitat auf Makrophagen

Zwei Kriterien sind bei der Beurteilung der folgenden Neutralisationsergebnisse mit autologen
Serumantikdrpern zu bertcksichtigen. Zum einen besteht eine grofle Spenderzellabhangigkeit, zum
anderen handelt es sich um zwei véllig unterschiedliche Kultursysteme. Makrophagen sind, einmal
auf die Mikrotiterplatte aufgebracht, nicht mehr zur Teilung féhig. Im Gegensatz dazu teilen sich
Lymphozyten permanent. AuRerdem ist zu beachten, dass beide Kultursysteme ein unterschiedliches

MaR der Infektion aufzeigen.

Die ermittelten p24 Ag-Produktionen (inkl. Standardabweichungen), die aus den Mittelwerten der
gemessenen Extinktionen der unterschiedlichen Kulturen berechnet wurden sowie die daraus
resultierende Neutralisationsaktivitdten (N) auf Makrophagen konnen der folgenden Tabelle

entnommen werden. Die Verdunnungen von 1:3 mit Kulturmedium wurden bereits beriicksichtigt.

Primare Isolate Spender Mittelwert p24 Ag-Menge N
[B1 oder B2] Extinktion [pg/ml] [%0]
[OD]

HRO006 neg. S. 1 0.23 42.68 (+20.41) 0
HROO06 pos. S. 1 0.01 2.65 (+0.53) 96
HROO06 neg. S. 2 0.15 30.34 (+10.11) 0
HRO006 pos. S. 2 0.02 4.16 (+0.62) 82
HR006-1V neg. S. 1 1.12 204.60 (+74.90) 0
HROO06-1V pos. S. 1 0.01 2.65 (£0.27) 99
HROO06-1V neg. S. 2 1.54 281.01 (+42.88) 0
HR006-1V pos. S. 2 0.01 2.65 (+0.27) 99

Tab.5.9
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Die folgende graphische Darstellung verdeutlicht die Ergebnisse (die einzelnen Balken stellen

hierbei die Mittelwerte der 6 Kulturvertiefungen dar).

Infektion (negativ Serum) und p24-Reduktion (positiv Serum)
auf Makrophagen
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HRO06 HRO06-1V

Abb. 5.3

5.3.5.2 Bestimmung der Infektions- und Neutralisationskapazitat auf Lymphozyten

Entsprechend dem Experiment mit Makrophagen, kdnnen die ermittelten p24 Ag-Produktionen (inkl.
Standardabweichungen), die aus den Mittelwerten der gemessenen Extinktionen der
unterschiedlichen ~ Kulturen  berechnet  wurden  sowie die  daraus  resultierende

Neutralisationsaktivitdten (N) auf Lymphozyten der folgenden Tabelle entnommen werden.
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Bei der Berechnung der p24 Ag-Produktion wurden die Verdiinnungen von 1:2000 bzw. 1:40 mit

Kulturmedium berucksichtigt. Weiterhin ist zu beachten, dass die p24 Ag-Produktion zum Teil in

'ng' und zum Teil in 'pg' angegeben wurde.

Primare Isolate Spender Mittelwert p24 Ag-Menge N
[B1 oder B2] Extinktion [/ml] [%0]
[OD]

HRO006 neg. S. 1 3342 706.94 ng (£128.20) 0
HROO06 pos. S. 1 4489 949.57 ng (+98.88) -34
HRO006 neg. S. 2 15.96 3310 pg (£340.95) 0
HRO006 pos. S. 2 16.44 3411 pg (£581.16) -3
HRO006-1V neg. S. 1 3820 808.06 ng (£123.79) 0
HRO06-1V pos. S. 1 3246 686.70 ng (£132.53) 15
HRO006-1V neg. S. 2 12.3 2511 pg (£170.87) 0
HRO006-1V pos. S. 2 6.53 1343 pg (+209.37) 47

Tab. 5. 10

Abbildung 5.4 stellt die Ergebnisse, die in Tabelle 5.10 ersichtlich wurden graphisch dar. Um die

Werte der Tabelle 5.10 sinnvoll darstellen zu kénnen, wurden bei der Erstellung der Graphik die

einzelnen Verdunnungen nicht bericksichtigt.

Infektion (negativ Serum) und p24-Reduktion (positiv Serum)

auf Lymphozyten
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Abb. 5.4
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Die auf Abbildung 5.4 dargestellten Infektionsextinktionen der Lymphozyten wurden in gréfReren
Verdinnungen ermittelt als die der Makrophagen. Im Falle der Makrophagen fiihrte bereits eine
Verdlnnung der Kulturiiberstdnde von 3:1 mit Medium zu einem Extinktionswert, der sich im
MeRbereich befindet. Dagegen mussten die Uberstiande der Lymphozyten auf 1:40 bis 1:2000 mit
Medium verdiinnt werden, um aus dem overflow-Bereich der Messung zu kommen. Dies bedeutet,
dass die Infektion der Lymphozyten weit aus erfolgreicher verlief als die der Makrophagen auf
Abbildung 5.3.

5.3.6  Neutralisationaktivitat von autologen Seren der Isolate HR006 und HR006-1V

Die folgenden Neutralisationsversuche von autologen Serumantikorpern, isolierten 1gG’s und deren
Fab-Fragmenten wurden mit denselben Spenderzellen (Buffy B1, Buffy B2) durchge-fihrt.

Der Neutralisationseffekt des Isolates HR006 und seiner spaten Folgeprobe HR006-1V auf
Lymphozyten und Makrophagen lasst sich den Tabellen 5.9 und 5.10 entnehmen. In beiden Tabellen

ist auch die p24-Antigenproduktion (inkl. Standardabweichung) beschrieben worden.

Zur Veranschaulichung wurden die Ergebnisse graphisch dargestelit. Die einzelnen Balken
entsprechen jeweils dem Mittelwert der gemessenen Extinktionen aus 6 Kulturiiberstdnden bzw. der

daraus resultierenden Berechnung der Neutralisation.
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Neutralisationsaktivitédt von autologem Serum gegen HR006 vs HR006-1V
auf Lymphozyten und auf Makrophagen
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Abb.5.5

Wie in Abbildung 5.5 zu sehen ist, zeigen Ursprungs- und Folgeprobe gleichermalen eine hohe
Neutralisationsaktivitit auf Makrophagen. Dieses Verhalten ist bei zwei unterschiedlichen Spendern
zu beobachten. Im Gegensatz dazu, findet auf Lymphozyten keine Neutralisation der Viren durch
autologes Serum statt. Obwohl nur Reduktionen von >50% als Uber das Mal} biologischer
Schwankungen hinausgehende tatsdchliche Neutralisationseffekte zu sehen sind, so zeigte das Isolat
HRO06-1V auf Lymphozyten (Spender B2) eine Neutralisationsaktivitat von 47%. Berlcksichtigt
man dabei die Standardabweichung der p24 Ag-Produktion von +15% (HRO06-IV pos. Serum auf
Lymphozyten (B2)), so liegt der Wert der Neutralisation von 47% in einem Bereich der
experimentellen Schwankung, die erlaubt das Ergebnis als Neutralisationseffekt zu bewerten. Bei

dem Spender B1 auf Lymphozyten féllt sie jedoch unter den als positiv zu beurteilenden Wert.
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5.3.7  Funktionsklarung autologer Immunglobuline bei der Neutralisation

Die Ergebnisse der Experimente mit autologen Immunglobulinen in Bezug auf ihr Neutra-

lisationsvermdgen werden in der folgenden Tabelle zusammengefasst (beachte: die Werte werden

zum Teil in 'pg’, zum Teil in 'ng’ angegeben).

Primaére lIsolate Kultursystem Spender p24 Ag-Menge N
[10% 1gG] [B1 oder B2] [/ml] [%]
HRO006 Makrophagen 1 6.29 pg (+1.89) 85
HRO06 Makrophagen 2 10.20 pg (+3.06) 61
HRO006 Lymphozyten 1 465.79 ng (£53.04) 34
HROO06 Lymphozyten 2 4287 pg (£725.72) -30
HRO06-1V Makrophagen 1 88.34 pg (+37.03) 61
HRO006-1V Makrophagen 2 84.52 pg (+22.42) 73
HRO06-1V Lymphozyten 1 457.26 ng (+109.71) 43
HROO06-1V Lymphozyten 2 1437 pg (+236.34) 43
Tab.5.11
Die Neutralisationseffekte der Ergebnisse der Tabelle 5.11 werden in folgender Abbildung

veranschaulicht.
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Neutralisationsaktivitit von autologen 1gG’s gegen HR006 vs HR006-1V
auf Lymphozyten und auf Makrophagen
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Abb. 5.6

Abbildung 5.6 verdeutlicht, dass auch aus dem Patienten isolierte Immunglobuline in der Lage sind,

eine Neutralisationsreaktion hervorzurufen. Auch hier zeigten die Makrophagen deutlich positive
Werte.

Setzt man die Neutralisationsaktivitat in Relation zur eingesetzten Menge an Immunglobulinen, so
kann man die Menge an IgG’s bestimmen, bei der eine 50% Neutralisation mdglich ist. Bei den
Neutralisationsversuchen wurden beim Isolat HR006 0.71ug/pl aufgereinigte 1gG’s eingesetzt. Beim
Isolat HRO06-1V wurden 0.82ug/ul fur die Versuche verwendet. Daraus resultiert, dass bereits eine

Konzentration von 0.42ug bis 0.67ug/ul 1gG eine halbmaximale Neutralisation hervorrufen kann.

Bei den Spenderlymphozyten der Ursprungsprobe (HR006) in Anwesenheit autologer IgG’s konnte
kein Neutralisationseffekt festgestellt werden. Der Wert von 34% bei den Spender-B1-Lymphozyten

liegt noch unter dem als Ublichen Mal biologischer Schwankung festgelegten Schwellenwert von
50% Reduktion.
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Bei dem Folgeisolat (HR006-1V) ist dagegen bereits die Tendenz zu erkennen, dass auch auf
Lymphozyten eine Neutralisationsreaktion hervorgerufen werden kann. Beide Werte auf
unterschiedlichen Spendern liegen knapp unterhalb von 50%. Bericksichtigt man die biologische
Schwankung, die tber die Berechnung der Standardabweichung festgelegt werden kann, so ist auch

im Falle der Neutralisation mit IgG”s auf Lymphozyten ein Neutralisationseffekt festzustellen.

Bemerkenswert ist, dass die Bindung der Antikérper im V3-Peptid-ELISA beim Folgeisolat (HR006-
IV) um den Faktor 10 hoher liegt als beim Ursprungsisolat (Abschnitt 5.3.2/Tabelle 5.5).
Offentsichtlich findet eine Art "Sattigung” statt. Folglich, wirde auch aus einer Verringerung der

Serumkonzentration eine 100%ige Neutralisation resultieren.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass das Neutralisationsverhalten isolierter Immunglobuline
(IgG’s) auf Makrophagen, in der Tendenz der Neutralisationsaktivitit mit autologen

Serumantikérpern entspricht.

5.3.8  Neutralisationsmoéglichkeiten autologer Fab-Fragmente

Die Ergebnisse zur Feststellung der Neutralisationseffektivitidt autologer Fab-Fragmente kdnnen

folgender Tabelle entnommen werden (beachte: die Werte werden zum Teil in 'pg’, zum Teil in 'ng’

angegeben).

Primére Isolate Kultursystem Spender p24 Ag-Menge N
[10% Fab-Fragmente] [B1 oder B2] [/ml] [%]
HRO006 Makrophagen 1 17.21 pg (+8.41) 77
HRO06 Makrophagen 2 52.49 pg (+16.96) -119
HRO006 Lymphozyten 1 669.71 ng (£95.00) 5
HRO06 Lymphozyten 2 3002 pg (£329.43) 9
HRO06-1V Makrophagen 1 204.60 pg (+58.82) 1
HRO006-1V Makrophagen 2 261.00 pg (£129.95) 7
HRO006-1V Lymphozyten 1 467.41 ng (£99.42) 42
HROO06-1V Lymphozyten 2 1854 pg (+457.31) 26

Tab. 5. 12
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Veranschaulicht werden die Ergebnisse auf folgender Darstellung:

Neutralisationsaktivitdt von autologen Fab-Fragmenten gegen
HR006 vs HR006-1V
auf Lymphozyten und auf Makrophagen
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Abb. 5.7

Abbildung 5.7 zeigt, dass Neutralisationsversuche mit Fab-Fragmenten in diesem Rahmen kein
eindeutiges Bild aufweisen. Bei der Ursprungsprobe (HR0O06) waren die Fab-Fragmente auf den
Spendermakrophagen von B1 mit 77% durchaus in der Lage, Viren zu neutralisieren. Setzt man das
Ergebnis, unter Beriicksichtigung der Standardabweichung, in Relation mit der Einsatzmenge der

Fab-Fragmente (0.37ug/ul), so ergibt sich bei einer Konzentration von 0.24ug eine halbmaximale
Neutralisation.

Im Gegensatz dazu zeigten sie bei den Makrophagen des Spenders B2 keinerlei
Neutralisationsaktivitat. Auch bei dem Makrophagenexperiment mit der Folgeprobe (HR006-1V) war
keine Neutralisation zu beobachten.

Die Lymphozytenexperimente wiesen bei der Ursprungsprobe keine Neutralisationsaktivitat auf.
Allerdings konnte bei der Reaktion mit den Spenderlymphozyten B1 und den Viren der Folgeprobe
HRO006-1VV eine geringe Aktivitdit von 42% ermittelt werden. Unter Bericksichtigung der
Standardabweichung, die in diesem Fall bei 21% lag kann auch hier von einem geringen

Neutralisationseffekt gesprochen werden.
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5.3.9 Bestimmung der Kreuzneutralisationsaktivitat auf Makrophagen

Im Rahmen dieses Experimentes sollte geklart werden, ob auch heterologe Seren, d.h. Seren
unterschiedlicher Patienten, in der Lage sind, primére Virusisolate zu neutralisieren. Zur Lésung der
Fragestellung wurden in mehreren Experimenten unterschiedliche Spender-Makrophagen auf
Mikrotiterplatten verteilt. Nach 8 Tagen erfolgte die Infektion. Um einen direkten Vergleich zur
Neutralisationsaktivitat innerhalb des Patienten (zum Zeitpunkt der Blutentnahme) zu haben, wurde

parallel zu den heterologen Seren, das autologe Serum mitgetestet.
Es wurden folgende Viren getestet: HR006-1V, HR014, HRO11.

Abbildung 5.8 gibt die, aus den Extinktionen ermittelte Neutralisationsaktivitat wieder. Jeder
Neutralisationsbalken wurde aus dem Mittelwert der p24-Werte von 6 unterschiedlichen Kulturen
errechnet. Die in Klammern angegebenen Buchstaben représentieren den jeweiligen Subtyp der
Probe.

Die mit einem Stern gekennzeichneten Seren (HR014* und HR001*) wurden in einem Experiment
verwendet [E1], dessen Makrophagen, legt man einen TCIDs, von 50.0001.U./ml bei dem lIsolat
HRO006-1V auf Makrophagen zugrunde, mit 8001.U./well infiziert worden waren. Bei den anderen
Experimenten mit dem Isolat HRO06-1VV wurden nur 3001.U./well Virusanzucht eingesetzt. Auch
wurde bei dem mit Stern gekennzeichneten Experiment weniger Serum eingesetzt, als bei den

ubrigen Experimenten (110ul statt 140ul).

Alle drei Experimente [E1-E3] wurden auf unterschiedlichen Spendermakrophagen durchgefihrt.
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Es wurden folgende Kreuzneutralisationen ermittelt:

Virus Antikorper p24 Ag-Menge N
[Serum oder isolierte [pa/ml] [%6]
1gG’s/Subtyp] [Experiment]
HRO006-1V HRO14* B 1498 (+351.14) 16 [E1]
HRO01* C 713.96 (+253.50) 67 [E1]
HRO006-1V HRO06-1V B 1.46 (+0.66) 99 [E2]
HRO14 B 186.74 (+34.73) 55 [E2]
HR010 B 64.67 (£27.42) 83 [E2]
HRO014 HRO14 B 0.18 (£0.01) 95 [E2]
HRO06-1V B 2.73 (+0.27) 98 [E2]
HRO06-1V 1gG B 9.99 (£3.27) 89 [E2]
HRO11 HRO11 B 6.03 (£0.13) 70 [E3]
HRO09-11 E 10.12 (+6.66) 63 [E3]
HRO01 C 21.02 (+6.52) 22 [E3]
HRO014 HRO14 B 3.30 (£0.14) 95 [E3]
HRO11 B 1.94 (£0.13) 99 [E3]
HROO03 B 12.84 (+2.48) 75 [E3]
Tab. 5. 13

Die graphische Umsetzung der Ergebnisse aus den Kreuzneutralisationsexperimenten auf

Makrophagen kénnen der Abbildung 5.8 entnommen werden.

Kreuzneutralisation auf Makrophagen

Neutralisation (%)

autolog HR014 HRO001 autolog HR HR003 autolog HR001
B) * (&N 006-1V (B) ©)
B)/
19G
HRO06-IV (B) HRO014 (B) HRO11 (B)
Abb.5. 8
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Der graphischen Darstellung, sowie Tabelle 5.13 sind zu entnehmen, dass bei fast allen getesteten
Seren eine Neutralisation der Viren erfolgte. Dies geschah vollig unabhdngig vom jeweiligen
Subtyp. Serum des Subtyps C (HR001) war in der Lage, Viren des Subtyps B (HR006-1V) zu
neutralisieren. Gleiches galt auch fur das Serum des Subtyps E (HR009-I1I), das Viren des Isolates

HRO11 (B) zu neutralisieren vermochte.

Bemerkenswert ist auch, dass das Serum von HRO11 bei einer Neutralisationsreaktion mit autologem
Virus eine geringere Neutralisation (71%) aufwies, wahrend es bei einer Reaktion mit dem Virus
eines anderen Patienten (HR014) eine Aktivitat von 99% erreichen konnte. Dies bedeutet, dass die
heterologe Neutralisationsfahigkeit Uber der der autologen Reaktion des jeweils vorliegenden
Isolates liegen kann. Weiterhin zeigt sich, dass die isolierten Immunglobuline der Folgeprobe des
Patienten HROO06 in der Lage sind, fremde Viren (HR014) mit einem Wert von 89% zu

neutralisieren.

Bei dem Serum HRO14 zeigte sich in zwei vollig getrennten Experimenten [E1 und E2] mit dem
Virus HR0O06-1V eine unterschiedliche Neutralisationsfahigkeit. Zum einen [E2] war eine deutliche
Neutralisation zu erkennen (55%), zum anderen [E1] fehlte sie vollig (16%). Offentsichtlich spielen

in diesem Fall die unterschiedlichen Virus- und Serumeinsatzmengen eine groRRe Rolle.

Das Serum HRO01 (C) wies beim Experiment E1 mit dem Virus HRO06-1V (B) eine relativ hohe
Neutralisation (67%) auf, wahrend es beim Experiment E2 mit dem Virus HRO11 (B) keine
Neutralisationsaktivitéit (22%) zeigte. Dabei war die eingesetzte Serummenge im ersten Fall geringer
als im zweiten. Daraus l&sst sich folgern, dass nicht nur die eingesetzten Antikdrpermengen bei
Neutralisationsreaktionen von groRer Bedeutung sind, sondern neben der zur Anwendung

kommenden Virusmenge, auch eine Spenderzellabhangigkeit zu vermuten ist.
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54 Charakterisierung der Infektidsitat zellularer Komponenten

5.4.1 Darstellung des SI- und NSI-Phanotyps auf MT-2 Zellen

Bei MT-2 Zellen handelt es sich um eine humane T-Zellinie, die auf ihrer Oberflache ausschliefllich
CXCR4 als Corezeptor exprimiert. Kommt es zur Infektion, treten cytophatische Verédnderungen auf
bzw. es bilden sich Synzytien aus (Harada et al., 1985). Viren, die in der Lage sind, MT-2 Zellen zu
infizieren, werden als Sl (syncytium inducing) eingestuft. Solche, die dies nicht kénnen, als NSI (non
syncytium inducing). Dies geschieht unabhé&ngig davon, ob sie auf anderen Zellsystemen (U87,
Makrophagen) Synzytien ausbilden konnen oder nicht. In allen Fallen ist das Erscheinen von

Synzytien gleichzusetzen mit einer erfolgreichen Infektion.

Es wurden die Isolate HR001, HR001-1l, HR001-1-1, HR006 und Folgeproben getestet. Die
Einordung in SI/NSI der Ursprungsproben war zu Beginn der Promotion bereits bekannt. Alle zwei
bis drei Tage wurden die MT2-Zellen unter dem Mikroskop nach ihrer Fahigkeit Syncytien

ausbilden zu kdnnen, beurteilt.

Wihrend der gesamten Beobachtungsphase (17 Tage) zeigten sich keinerlei Tendenz zur
Synzytienbildung. Bei positiver Beurteilung hétten die ersten Synzytien bereits nach 3-5 Tagen
auftreten missen. Auch eine angeschlossenen Bestimmung des p24-Gehaltes der hier getesteten

Virusiiberstande erwies sich als negativ.
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Die nachfolgende Tabelle gibt einen kurzen Uberblick tber alle im MT2-Assay getesteten Isolate.

Isolat Synzytienstatus
HR001 NSI
HR001-1-1 NSI
HR002 NSI
HR003 NSI
HR004 NSI
HR005 NSI
HR006 NSI
HR006-11 NSI
HR006-1V NSI
HR008 NSI
HR009 NSI
HR010 Sl
HR014 NSI
Tab.5. 14

Auffallig zeigte sich nur das Isolat HRO10, dessen Patient bereits 7 Monate nach Infektion mit dem

HI-Virus ein synzytien-induzierendes MT2-Testergebnis aufwies.

5.4.2  Bestimmung der Chemokinrezeptornutzung einzelner Isolate

Mit Hilfe einer humanen Glioma Zellinie (U87), wurden die unterschiedlichen Patientenisolate,
einschliellich ihrer Folgeproben, auf ihre bei der Infektion benutzten Chemokinrezeptoren
untersucht (Methoden 4.2.1.2).

Fur die Versuche wurden folgende Zellinien eingesetzt:

o U87.MG (keine Expression von Chemokinrezeptoren)

e UB7.CCR5 (Expression von CD4 und CCR5 auf der Zelloberfl&che)
e UB7.CXCR4 (Expression von CD4 und CXCR4 auf der Zelloberfléche)
e UB7.CCR3 (Expression von CD4 und CCR3 auf der Zelloberflache)
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Abbildung 5.9 zeigt die Synzytienbildung von U87.CCR5 nach erfolgter Infektion des Isolates
HRO006-1V. Deutlich ist die Zellverschmelzung zu vielkernigen Riesenzellen zu sehen. Ein weiteres
Indiz flr die erfolgte Infektion ist die immuncytochemische Férbung des Coreproteins p24. Die

Féarbung, die mit Hilfe eines monoklonalen Maus HIV-1 p24 Antikorpers erreicht worden ist, ist im

Bild rot zu sehen.

Abb. 5.9

Zur Unterstiitzung der mikroskopischen Ergebnisse wurden die Virusuberstande entnommen und der
p24-Gehalt mit Hilfe eines ELISA bestimmt. Um die Hintergrundextinktion, d.h. den Wert einer
uninfizierten Zelle zu bestimmen, wurden die Zellen U87.MG , die keine Chemokinrezeptoren
exprimieren, beispielhaft jeweils mit einem SI und einem NSI-Isolat “infiziert" (SI/NSI bezieht sich

auf die Synzytienbildungsfahigkeit im MT-2-Assay).
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Die Bewertung der Ergebnisse, die in Tabelle 5.15 dargestellt sind, zeigen den Mittelwert der aus

den p24-Werten der Einzelwells errechnet wurde.

Isolat Subtyp CCR5 CXCR4 CCR3
HROO01 Cc +++ - -
HROO01-11 C +++ - -
HRO001-1-1 C +++ ++ -
HR002 B +++ - -
HRO03 B +++ - -
HRO004 E +++ - -
HRO04-11 E ++ - -
HRO05 B ++ - -
HRO006 B ++ - -
HRO06-11 B +++ - -
HRO06-1V B +++ - -
HRO08 E ++ - -
HROO09-111 E +++ - -
HRO010 B ++ +++ -
HRO014 B ++ - -
HRO014-11 B + - -
Tab. 5. 15

Legende:

+++ = stark positiv (alle Extinktionen im overflow = Werte tiber 2.50)

++ = gut positiv (Werte zum Teil im overflow, zum Teil darunter)

+ = schwach positiv (kein Wert im overflow)

negativ

Anhand der ELISA Ergebnisse sind folgende Aussagen moglich:

= Alle getesteten Isolate sind in der Lage, CCR5 als Corezeptor zur Infektion von Zielzellen zu

benutzen. Dabei spielte die Art des Subtyps keine Rolle.

= Alle getesteten Isolate sind nicht in der Lage, CCR3 als Corezeptor zur Infektion von Zielzellen

Zu benutzen.

= Nur zwei Isolate kénnen den Chemokinrezeptor CXCR4 als Corezeptor zur Infektion benutzen.
Bei dem einen Isolat (HR010) handelt es sich um ein im MT-2-Assay synzytienbildenden Virustyp
(SI). Bei dem anderen Isolat HR001-1-1 handelt es sich um die Partnerin von HR0O1-1. Die zweite
Partnerin von HR001-1 (HR0O01) ist dagegen nicht in der Lage, CXCR4 als Corezeptor zur Infektion

ZU nutzen.
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Ein Artefakt oder eine Kontamination ist in diesem Fall auszuschlieRen, da alle Ergebnisse aus zwei
unterschiedlichen Experimenten auf Zellen unterschiedlichen Ursprungs durchgefuhrt worden waren.
Eine Erklarung fur dieses Ergebnis fallt schwer, da die Resultate aus dem MT-2 Assay und den
Versuchen mit den U87 Zellen scheinbar im Gegensatz zueinander stehen. Jedoch handelt es sich
einerseits um zwei vollig unterschiedliche Zellinien und andererseits mag ein Grund fur die Nutzung
des CXCR4 Chemokinrezeptors im Falle der U87 Zellen im Vorhandensein eines sehr groRen

Quasispeziesspektrum des Isolates HR001-1-1 zu suchen sein.

5.4.3 Darstellung der A32 Deletion des CCR5 Chemokinrezeptorgens

Zu einer umfassenden Charakterisierung der Zellen von HIV-Patienten wéhrend der
Krankheitsprogression gehort auch eine Untersuchung des Vorkommens einer A32 Deletion

innerhalb des CCR5 Chemokinrezeptorgens.

Um herauszufinden, ob die Zellen der untersuchten Proben eine A32 Deletion im CCR5 Rezeptorgen
aufweisen, wurde eine PCR mit der genomischen DNA der unterschiedlichen Patientenproben
durchgefuhrt (Methoden 4.3.1 und 4.3.2). Die Primersequenzen wurden der Verdffentlichung von
Eugen-Olsen et al., AIDS 11 (1997): 305-310 entnommen. Diese Primer amplifizieren ein 547bp
Fragment einer Wildtyp-DNA, zwei Fragmente einer heterozygoten CCR5-DNA (547bp und 515bp)
oder ein Fragment von 515bp einer homozygoten A32 Deletions-CCR5-DNA. Nach Auftrag der

Amplifikationsprodukte auf ein Agarosegel (GroRenmarker: 100bp ladder) stellte sich folgendes
Bild dar:

M 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 14 M

wildtyp ———>» S R G S Sme ame ehh MR D32 Deletion

heterozygot

SR .

Abb. 5. 10
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Das Foto der Amplifikationsprodukte verauschaulicht, dass lediglich die genomische DNA der
Zellen der Patientenprobe HRO14 eine A32 Deletion besitzt. Es sind zwei Banden mit
unterschiedlicher Lange (547bp und 515bp) auf dem Agarosegel sichtbar. In diesem Fall liegt die
Deletionsmutation heterozygot vor. Alle anderen getesteten Patientenzellen liegen als Wildtyp vor
(nur eine Bande bei 547bp). Keine DNA besitzt die A32 Deletion des CCR5 Chemokinrezeptors in

homozygoter Form.
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6 Diskussion

6.1 Qualitatsmerkmale bei der Virusanzucht

Wie schon erwéhnt, war es von besonderer Bedeutung, bei der Wahl des Versuchsaufbaus eine
moglichst gute Analogie zur biologischen Realitdt zu schaffen. Dieses Kriterium wurde von der
Teflonsackkultur, in der gemeinsam mononukledre Zellen eines gesunden Spenders und eines

infizierten Patienten in Mischkultur kultiviert worden waren, erfillt.

Ein weiterer positiver Aspekt war die Minimierung des Selektionsdrucks. Meyerhans et al. (1989),
Kusumi et al. (1992) und Sabino et al. (1994) konnten den Nachweis erbringen, dass es bei der
Viruskultivierung zu einem starken Verlust von Genotypen der viralen Quasispezies kommen kann.
Dies konnte 1999 von den Arbeitsgruppen des Georg-Speyer-Hauses abschlieRend bestatigt werden
(von Briesen et al, 1999). Zum Versuchsaufbau gehorte in diesem Fall die Sequenzierung von 10-20
unabhangig voneinander isolierten Klonen, die durch Nukleinsdureamplifizierung der Zell-DNA aus
unterschiedlichen Kultursystemen erhalten worden waren. Diese Ergebnisse wurden den DNA-
Sequenzen, die aus unkultiviertem Plasma bzw. aus Pbmc’s gewonnen worden waren, gegeniiber
gestellt. Das Resultat zeigte, dass die hdufigsten Virusvarianten der Pbmc’s denen des Plasmas
entsprachen. Jedoch erlaubte die Kultivierung von Viren das Wachstum von Varianten, die in

unkultivierten Pbmc’s unterreprésentiert waren.

Manche Genotypen waren in unterschiedlicher Frequenz in allen Kultursystemen zu finden, manche
waren nur in speziellen zu finden. Die Anzucht in einem Mischkultursystem gewahrleistet einen

geringen Selektionsdruck und somit ein grof3eres Virusvarianten-spektrum.

Auf einem Mischkultursystem basierende Virusanzuchten zeigten, wie in Tabelle 5.2 (Ergebnisse
5.2.1) ersichtlich, unterschiedliche Anzuchtzeiten auf. So wurden von einigen Isolaten bereits nach
26 Tagen RT-Werte (iber 200.000cpm/ml/90min erhalten, wahrend andere Isolate eine Anzuchtdauer
von >60 Tagen benétigten, um akzeptable Werte zu erreichen. Im Rahmen der getesteten
Primdarisolate wiesen Subtyp E-Viren, im Vergleich mit Isolaten anderer Subtypen, eine deutlich

langere Anzuchtphase auf.
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Dieser Sachverhalt wurde bereits 1994 von Ribsamen-Waigmann et al. publiziert (Rubsamen-
Waigmann et al., 1994). Eine dhnlich lange Anzuchtdauer wurde sonst nur von der Folgeprobe
HROO1-1l (Subtyp C) erreicht. Das Verhalten der Folgeprobe HR0O1-11 (therapiert), die einen RT-
Wert von 158.000cpm/ml/90min und einen p24-Wert von 426.7ng/ml nach 79 Tagen erreichte,
stellte einen starken Gegensatz zu den Parametern der Ursprungsprobe HROO1 (untherapiert) dar.
Diese wies bereits nach 28 Tagen den gleichen RT-Wert, mit einem p24-Wert von 24.8ng/ml, auf.
Der hohe p24-Wert der Folgeprobe, bei gleichem RT-Wert, ist ein Hinweis fur einen hohen Anteil an
replikationsdefektiven Viren. Griinde daftr kénnen (1) auf die Therapie zurlickzufiihren und (2) in
der langen Anzuchtdauer zu suchen sein. Ein weiterer Grund fur die Unterschiede in der
Virusanzuchtdauer ist in der Viruslast zu sehen. Die Viruslast fur HR001 betrug 42.000 Kopien/ml.
Die der Folgeprobe HR001-11 war um den Faktor 10 geringer (3.200 Kopien/ml).

Im Gegensatz zu der langwierigen Anzucht mancher Isolate wiesen andere extrem kurze
Anzuchtzeiten auf. Ein Beispiel dafur ist das Folgeisolat HR006-1V, das trotz relativ geringer
Viruslast (14.000Kopien/ml) innerhalb von 26 Tagen einen RT-Wert von 389.000cpm/ml/90min

erreicht.

Grunde fir dieses schnelle Viruswachstum des Isolates HRO06-1V sind nicht nur in der Spender-
Virus-Affinitdt zu suchen, sondern auch in phanotypischen Veranderungen, denen das Virus im
Verlauf der Krankheitsprogression unterliegt, zu sehen. Im Besonderen ist dem switch von NSI
(makrophagotrop) zu SI (lymphozytotrop) Beachtung zu schenken. Zu Beginn einer Infektion zeigt
das Virus eher einen NSI-Phanotyp auf, der zu einem spéteren Zeitpunkt in einen SI-Phanotyp
wechselt (Tersmette et al, 1988; von Briesen et al, 1990; McNearney et al., 1992; Zhang et al., 1993;
Zhu et al., 1993). Es gibt allerdings auch Ausnahmen. So zeigte das Isolat HR010 bereits 7 Monate
nach der Infektion einen SI-Phdnotyp auf (Tabelle 5.14/Ergebnisse 5.4.1).

Im Falle des Isolates HR006 und seiner Folgeprobe konnte im Gegensatz zu den in der Literatur
beschriebenen Verhaltensmustern aufgezeigt werden, dass Ursprungs- und Folge-isolat, obwohl
beide einen NSI-Phanotyp aufwiesen, unterschiedliche Zellpréferenzen hatten. In diesem
Zusammenhang zeigte es sich, dass das Ursprungsisolat HR006 nur gering Makrophagen in Kultur

infizieren konnte. Es war deutlich lymphozytotrop.
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Im Gegensatz dazu erwies sich die Folgeprobe HRO06-1V als eher amphotrop, da sie sowohl
Lymphozyten, als auch Makrophagen infizieren konnte. Die graphischen Darstellungen der
Abbildung 5.3 (Ergebnisse 5.3.5.1) und Abbildung 5.4 (Ergebnisse 5.3.5.2) verdeutlichen dies
anhand der gemessenen Extinktionen und stellen gleichzeitig dar, dass Ursprungs- und Folgeisolat
gleichermaRen, trotz NSI-Phanotyps, eindeutig Lymphozyten zur Infektion bevorzugen. Wéahrend
die Unterscheidung SI/NSI sich in der Literatur aufgrund ihrer Einfachheit schnell durchsetzen
konnte, bestétigt dieses Ergebnis die Befunde von von Briesen et al. (1990), die mindestens vier im
Wachstumsverhalten auf priméren Zellen unterscheidbare Phanotypen definieren. Amphotrope
Primarisolate, wie z.B. HR006-1V, die Makrophagen und Lymphozyten gleichermalien zur Infektion
benutzen kdnnen, erreichen weitaus héhere Virustiter in relativ kurzer Zeit. Mit dem Ursprungsisolat
HRO06 konnte dagegen bei hoherer Viruslast im gleichen Zeitraum nur ein um den Faktor 2.6

geringerer RT-Wert erhalten werden (Tabelle 5.2, Ergebnisse 5.2.1).

Gleiche Ergebnisse wiesen die TCIDsp-Bestimmungen, als Nachweis der Infektiositat der
Virusisolate auf. Die TCIDs,-Bestimmungen der Versuche 1 (V1) und 2 (V2) wurden auf den Zellen
unterschiedlicher Spender durchgefiihrt (V 1/buffy A; V 2/buffy B), um die Einflisse verschiedener
Spenderzellen auf das Versuchsergebnis zu verdeutlichen. Betrachtet man Tabelle 5.3 Kapitel 5.2.2,
so zeigt das Isolat HRO06 einen T-tropen Phéanotyp auf. Der TCIDso-Wert (V2) von HRO06, ist mit
81091.U./ml auf Lymphozyten, um den Faktor 27 groRer, als der auf Makrophagen (3171.U./ml). Die
Makrophagen des VV1-Versuches wurden von HR0O06 gleichermalien schlecht infiziert (19901.U./ml).
Das Folgeisolat HR006-1V zeigt dagegen auf Lymphozyten (161.7961.U./ml) und auf Makrophagen
(10.1681.U./ml) hohe TCIDso-Werte.

Wie man der Tabelle 5.15 (Ergebnisse 5.4.2) entnehmen kann, benutzen die Primarisolate HR006
und HROO06-IV beide den Chemokinrezeptor CCR5 zum Eintritt in die Zielzelle. Die CCR5
Expression wurden bei CD4" T-Zellen (Raport et al., 1996; Wu et al., 1997a; Bleul et al., 1997), bei
Monozyten/Makrophagen (Combadiere et al., 1996; Rottmann et al., 1997; Zhang et al., 1998), bei
Langerhans Zellen (Dittmar et al., 1997; Zaitseva et al., 1997), in der Mucosa von Rectum und Colon
(Zhang et al., 1998) und von Vagina und Cervix (Zhang et al., 1998; Patterson et al., 1998)
nachgewiesen. Diese Ergebnisse zugrunde legend, misste das Priméarisolat HRO06 amphotrop sein
und Makrophagen mit gleicher Effizienz wie Lymphozyten infizieren kdnnen. Dies ist aber nicht der
Fall.
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Es ist zu vermuten, dass im Zusammenhang mit dem Zelltropismus auch die Spenderabhéngigkeit
eine Rolle spielt. Dies konnte u.a durch Untersuchungen von Eisert et al., 2001 gezeigt werden.
Dabei wurde belegt, dass die Effektivitat der HIV-1 Infektion zum einen unabhdngig von der Menge
der von der Wirtszelle exprimierten Chemokinrezeptoren ist und, dass zum anderen die virale

Replikation nach dem Viruseintritt in die Zielzelle zusétzlich reguliert wird.

Die Spenderabhéngigkeit der Virusproduktion von den Zielzellen konnte auch in dieser Arbeit
gezeigt werden. Sie ist auf den Blockdiagrammen (Abbildung 5.3/Ergebnisse 5.3.5.1 und Abbildung
5.4/Ergebnisse 5.3.5.2) deutlich zu erkennen. Als Beispiel wird die Infektion, gemessen als
Extinktion, des Isolates HR006 und seiner Folgeprobe HROO06-1V aufgefiihrt. Offentsichtlich
bevorzugt das Ursprungsisolat HR0O06 Lymphozyten als Zielzellen zur Infektion. Obwohl es sich um
ein amphotropes Primérisolat handelt, das auch Makrophagen infizieren kann, wurde doch den
Lymphozyten des gleichen Spenderbuffy’s der Vorzug gegeben. Die Spenderabhéangigkeit, ist vor
allem bei der Infektion der Lymphozyten gut zu erkennen. Sie zeichnete sich durch hohe
Extinktionen, deren Messung erst bei einer Verdinnung der Kulturiiberstdnde von 1:2000 mit PBS
moglich war, aus. Des Weiteren zeigen beide Isolate (HR006 und HRO06-1V) bei der Infektion der
Lymphozytenkultur des Spenderbuffy’s B2 eine deutlich verringerte Infektionsrate. Im Falle der

Makrophagen wurde eine deutlich geringere Extinktion bzw. Infektion gemessen.

Layne et al. untersuchten 1992 die Infektiositat des HIV-1HXB3 Isolates mit Hilfe eines
guantitativen Assays (Quantitative infectivity assay / Nara and Fischinger, 1988). Ergebnis dieser
Untersuchungen war, dass eine untherapierten Probe einen SFU (syncytial forming units), der als
MaR zur Bestimmung infektiéser Partikel gilt, von 3 x 10" besitzt. Dies bedeutet, dass nur 1 von 3

Millionen Viruspartikel infektios ist.

Weiterhin ist das HI-Virus durch eine labile Struktur gekennzeichnet. So wird z.B. das gp120 Protein
auf der Virusoberfldche durch nichtkovalente Bindung mit dem gp41 fixiert. Im Falle des HI-Virus
kann es zu einer spontanen Dissoziation des gp120 Proteins vom viralen Envelope kommen, was als
"shedding" bezeichnet wird (Gelderblom et al., 1991; Modrow et al., 1987).
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Verschiedene Faktoren (sCD4, einige Antikorper gegen env-Regionen) konnen diese Bindung
zerstoren, worauf es zum Verlust der Infektitsitdt des Virus kommen kann (Moore et al., 1990;
Klasse et al., 1996; Dimitrov et al., 1992; McKeating et al., 1991). Auch kann es zu einem Aufldsen
des p24 core Proteins (Mc Dougal et al., 1985) und einem spontanen Verlust der RNA-Polymerase
Aktivitét (Lori et al., 1988; Goff et al., 1990) kommen.

Um die Einflisse der Spenderzellen auf die Versuchsergebnisse zu minimieren, wurden
Vergleichsuntersuchungen, wie beim Isolat HR006 und seiner Folgeprobe HR006-1V, jeweils auf

denselben Spenderzellen durchgefihrt.

6.2 In vitro Modelle zum Funktionsnachweis von Antikdrpern

6.2.1  Wirkung von P1-Peptiden auf das Neutralisationsverhalten von Antikérpern

Es gibt unterschiedliche Theorien den Mechanismus der Neutralisation von HIV-1 Viren durch
Antikorper zu erklaren. Bei der "few-hit-Theorie" geht man davon aus, dass schon wenige
Antikorper, die an ein Virion binden, eine Neutralisation auslésen kénnen (McLaine et al., 1994;
Dimmock NJ, 1993; Dimmock NJ 1995). Bei einem anderen Modell entsteht Neutralisation nur
dann, wenn so viele Neutralisationsepitope auf dem Virus durch Antikdrper besetzt sind, dass eine
Infektion der Zelle durch das Virus nicht mehr mdéglich ist (occupancy-model: Della-Porte et al.,
1977; Klasse et al., 1996; Nara et al., 1991). Eine weitere Mdglichkeit der Antikérperneutralisation
ist das Verhindern der Virus-Zell-Membran-Fusion (Armstrong et al., 1996; Dimmock NJ, 1993;
Dimmock NJ, 1995; Mclnerney et al., 1997).

Die Neutralisationsaktivitdt der Antikorper ist gegen spezifische Epitope des HIV-1 Env
Glykoproteins gp120 gerichtet (zusammengefasst bei: Burton et al., 1997; Moore et al., 1995a;
Poignard et al., 1996). Weiterhin kann sie auch durch transmembranglykoprotein-spezifische

Komponenten (gp41) vermittelt werden (Muster et al., 1993; Muster et al., 1994).
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In verschiedenen Experimenten mit Monoklonalen Antikorpern wurde festgestellt, dass TCLA-Viren
(T-cell line adapted / Laborstdmme) ein anderes Neutralisationsverhalten als Primarisolate aufzeigen.
Grund dafur ist, dass die Erreichbarkeit der Neutralisationsepitope auf den Viren fur die Antikdrper
bei TCLA-Viren besser ist, als bei Primérisolaten (Bou-Habib et al., 1994; Fouts et al., 1997; Moore
te al., 1995a; Moore et al., 1995b; Sattentau et al., 1994). So konnen auf TCLA-Viren
neutralisierende Antikdrper gegen gp120 mit den variablen Regionen V1/V2 und V3, mit der CD4-
Bindungsstelle (binding site) und den Neutralisationsepitopen 2G12 und bl2 interagieren

(zusammengefasst bei: Burton et al., 1997; Poignard et al., 1996).

Im Gegensatz zu den TCLA-Viren scheinen bei der Neutralisation von Primdrisolaten V3-Antikorper
keine groRBe Rolle zu spielen. Epitope aulerhalb des V3-loop sind bei ihnen Ziel der

Antikdrperneutralisation (Spenlehauer et al., 1998).

Anhand des Versuches mit einer P1-Peptid-Vorinkubationsstufe sollte der Nachweis von
neutralisierenden Antikorpern im Serum erbracht werden. Gleichzeitig sollte festgestellt werden,

inwieweit die Neutralisation auf Makrophagen durch V3-Antikorper bedingt ist.

Zu diesem Zweck wurden die HIV-1-Serumantikdrper mit einem zum V3-loop des gpl20
komplementdren P1-Peptid (Subtyp B) unterschiedlicher Konzentration vorinkubiert, um im

AnschluB eine Neutralisationsreaktion durchzufihren.

Legt man die Annahme zugrunde, dass die V3-Antikérper mit dem P1-Peptid eine Verbindung,
dhnlich der des V3-Peptid-ELISA’s, eingehen, so misste die folgende Neutralisationsreaktion
ausbleiben. Die Serumantikérper konnten nicht mehr an das Virus binden und somit die Infektion

nicht beeinflussen.

Die Ergebnisse (Abbildung 5.2, Ergebnisse 5.3.3) zeigen, dass es nach erfolgter HIV 1-Antikorper-
Peptidvorinkubation zu einer starken Reduktion der Infektion, also zu einer hohen
Neutralisationsaktivitat, kam. Folglich war kein Unterschied in der Neutralisationsaktivitt mit oder

ohne P1-Peptid-Vorinkubation festzustellen, die in allen Fallen (iber 90% lag (Tabelle 5.6).
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Als Griinde fur die fehlende Blockierung der Neutralisation nach erfolgter P1-Peptid-Vorinkubation

sind zu sehen:
Q) die eingesetzten Peptidkonzentrationen waren zu gering gewahlt

(i) unterschiedliche Affinitdten der Serumantikérper zum Peptid im Falle des frei in
Losung befindlichen Peptides (im Gegensatz zu dem an der Mikrotiterplatte
gebundenem)

(ili)  die Peptid/Antikorper-Bindung ist unter diesen Versuchsbedingungen nicht stabil
genug gewesen
(iv)  essind nicht die V3-Antikorper, die eine Neutralisation auf Makrophagen hervorrufen.
Die Annahme, dass der Grund fur die hohe Neutralisationsaktivitat, trotz Peptid-Vorinkubation, in
der Konzentration des Peptides zu suchen ist (Punkt (i)), scheint am unwahrscheinlichsten. Die
hdchste getestete Peptidkonzentration lag bei 4.7ug/ml (Tabelle 5.7) und entsprach damit der im V3-
ELISA benutzten Konzentration. Spatestens bei der Verdinnung der Serumantikérper, die das
Mengenverhaltnis noch weiter zugunsten des Peptides verschob, hdtte eine Beeinflussung der
Neutralisationsreaktion festzustellen sein mussen. Ebenso sind die Erklarungsmdglichkeiten (ii) und

(iii) eher unwahrscheinlich.

Die Versuchsergebnisse machen es damit wahrscheinlich, dass VV3-Antikdrper bei der Neutralisation
von Primdrisolaten auf Makrophagen keine Rolle spielen. Da trotzdem eine grofe
Neutralisationsaktivitdt bei dem Teilversuch mit P1-Peptid-Vorinkubation messbar war, ist
gleichzeitig der Nachweis erbracht worden, dass bei Primérisolaten auf Makrophagen, andere
Virusneutralisationsepitope (aufler V3-loop) Ziel neutralisierender Antikorper sind. In Frage
kommen z.B. die Neutralisationsepitope b12 (beinhaltet Teile der CD4 bs und des V2-loops) und
2G12 (beinhaltet Teile des V3- und V4-loops) (zusammengefasst bei : Parren et al., 1998).
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6.2.2  Neutralisationsvergleich autologer Serumantikorper

Mittels V3-ELISA wurden die Verdlinnungen ermittelt, bei denen die Seren zu unter-schiedlichen
Entnahmezeitpunkten noch in der Lage waren, an V3-Peptide zu binden. Die ausgewerteten Daten
der Tabelle 5.5, Ergebnisse 5.3.2 beschreiben einen starken Anstieg (Faktor 10) von der

Ursprungsprobe bis zur néchsten Folgeprobe.

Dieser hohe Wert, an im ELISA an das V3-Peptid bindende Antikdrper, bleibt Gber einen Zeitraum
von fast 2 Jahren erhalten. Im Gegensatz dazu reduziert sich das Mal3 an neutralisierenden V3-
Antikorpern nach 3 Jahren und unter Therapieeinfluss bis zu 50%. Ob nun die Therapie an sich oder
der fortgeschrittene Krankheitsverlauf des Patienten diese Reduktion an neutralisierenden V3-

Antikorpern hervorgerufen hat, ist schwer zu sagen.

Deshalb wurden im folgenden Experiment die Serumantikorper des gleichen Patienten zu
verschiedenen Entnahmezeitpunkten auf ihre Neutralisationsfahigkeit getestet. Als Virusisolate
dienten zum einen das autologe Ursprungsisolat und zum anderen die Folgeprobe des gleichen

Patienten.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Antikorperproduktion der der neu auftretenden
Virusvarianten hinterher "hinkt". Diese Tatsache erklart auch, warum frilhe Seren nur in
eingeschranktem Male in der Lage sind, spatere Viren zu neutralisieren (Goudsmit et al., 1988;
Schreiber et al., 1994).

6.2.3  Neutralisationsaktivitat von isolierten Immunglobulinen

Ruppach et al., zeigten 2000, dass die Konzentration des p-Chemokins MIP-1 im Serum zu niedrig
ist, um fiUr inhibitorische Effekte verantwortlich zu sein. Die Konzentration von RANTES, war
dagegen im Vergleich zu HIV-1 negativen Individuen, vergroRert. In diesem Zusammenhang zeigten
allerdings andere Arbeitgruppen, dass RANTES in einer Konzentration von 50ng/ml eine Infektion
von Makrophagen durch den HIV-1 Erreger nicht verhindern kann, obwohl der Chemokinrezeptor
CCR5 auf Makrophagen exprimiert wird (Trkola et al., 1998; Simmons et al., 1996; Scarlatti et al.,
1997).
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Sind folglich B-Chemokine nicht in der Lage, die Infektion von Makrophagen zu verhindern, stellt

sich die Frage, ob isolierte Antikorper eine Infektion von Makrophagen unterbinden kénnen.

Um genauere Aussagen Uber die Wirkungsweise von Antikorpern bei der Infektabwehr treffen zu
kénnen, wurden immunreaktive Bestandteile aus Patientenserum isoliert. Das Hauptaugenmerk lag

hier auf dem Immunglobulin G und dessen Rolle bei der humoralen Immunantwort.

IgG’s sind von besonderer Bedeutung, da sie die wichtigsten Antikorper der sekundéren
Immunantwort sind. Sie sind die Hauptimmunglobuline des menschlichen Serums und machen 70-
75% des gesamten Immunglobulinpools aus. Das 1gG selbst zeichnet sich durch 4 Subklassen (1gG;-
IgG,) aus, die sich durch die Anzahl der Verbindungen der schweren Ketten unterscheiden

(zusammengefasst bei Roitt et al., 1995).

Mit Hilfe von Westernblottanalysen fanden Khalife et al., 1988 heraus, dass die unterschiedlichen
Immunglobuline, einschlieRlich ihrer Subklassen, verschieden mit den HIV-Strukturproteinen gag,
pol und env reagieren. Hervorstechend war dabei die Reaktion des 1gG; mit pol (87%) und env

(82%). Die Reaktion der anderen Immunglobuline mit den HIV Strukturproteinen lag unter 10%.

Um die Wirkungsweise der Antikorper besser einzugrenzen, wurde das isolierte 1gG durch Papain
gespalten (Methoden 4.4.2) (Escribano MJ, 1979; Mohanty et al., 1985). Die pflanzliche Proteinase
Papain spaltet des IgG-Molekul in der "hinge"-Region in zwei identische Fab-Fragmente und ein Fc-
Fragment. Die Funktionen der Fab-Fragmente liegen in der Antigenbindung. Der Fc-Region
kommen Effektorfunktionen wie Komplementfixierung und Bindung an phagozytierende Zellen
(z.B. Monozyten) zu. Die so durch die Antikdrper opsonierten Antigene (Viren) werden daraufhin

von Phagozyten phagozytiert.

Es stellte sich in diesem Zusammenhang die Frage, ob isolierte Immunglobuline und deren
Spaltprodukte (Fab-Fragmente) in der Lage sind, in vitro eine Neutralisation von HI-Viren
auszulésen. Im Rahmen der durchgefiihrten Experimente wurde, neben der Messung der
Neutralisationsaktivitat an sich, auch die Frage geklart, inwieweit sich das Neutralisations-verhalten

im Verlauf der Krankheitsprogression verandert.
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Wie Abbildung 5.5 (Ergebnisse 5.3.6) und Tabelle 5.9 (Ergebnisse 5.3.5) zu entnehmen ist, findet
bei der Ursprungs- und der Folgeprobe (Isolat HR0O06 und HRO06-1V) auf Makrophagen in allen
Fallen eine >80% Neutralisation der Viren durch autologe Serumantikorper statt. Die
Neutralisationsaktivitat auf Lymphozyten liegt bei den zwei getesteten Spendern beider Isolate
<50%. Unter Berlcksichtigung der Standardabweichungen konnte allerdings auch auf den
Lymphozyten (Folgeisolat HRO06-1V/B2) ein geringer Neutralisationseffekt festgestellt werden
(47%=15), der jedoch bei weitem unterhalb dem auf Makrophagen lag.

Das unterschiedliche Neutralisationsverhalten auf Lymphozyten und Makrophagen war bereits durch
die Arbeiten anderer Arbeitsgruppen bekannt. So stellte Zhuge et al., 1997 fest, dass Plasma von
SIVg infizierten Makakken ebensolche Viren auf Lymphozyten fast nicht neutralisieren kann. Das
gleiche Plasma konnte dagegen noch in einer Verdinnung von 1:20.000 Viren auf

Makrophagenkulturen neutralisieren.

Ruppach et al. beobachtet 2000 dieses Phanomen auch. Im Rahmen seiner Arbeit wurden dafir
folgendes Modell aufgestellt. Grundgedanke ist, dass das HI-Virus auf seiner Oberflache im Bereich
des gp120 unterschiedliche Epitope besitzt. Lymphozytotrope (LTE) und makrophagotrope Epitope
(MTE). Diese Epitope befahigen das Virus, in die jeweilige Zielzelle zu gelangen. Anfanglich
besetzen die Serumantikdrper die MTE"s des Virus, so dass keine Infektion der Makrophagen
erfolgen kann. Es kommt zu einer Reduktion der Virusproduktion bzw. zur Neutralisation auf
Makrophagen. Im Verlauf der Krankheits-progression kommt es zum switch der Antikdrper in

Richtung LTE. Ab diesem Zeitpunkt nimmt die Neutralisationsaktivitat auf Lymphozyten zu.

Die im Rahmen dieser Promotion gefundenen Ergebnisse bestéatigen die Moglichkeit dieser These.
Allerdings mit gewissen Einschrénkungen. So ist im Verlauf der Krankheits-progression im Falle des
getesteten Isolates (HR006) ein Tendenz in Richtung LTE festzustellen. Jedoch kommt es zu diesem
Zeitpunkt (ca. 2 Jahre nach Infektion) zu keinem vollstandigen switch in Richtung LTE. Dies wird
Anhand der Neutralisation auf Makrophagen deutlich. Auch nach zwei Jahren der Infektion 1&Rt sich

das Virus auf Makrophagen durch autologe Serumantikérper zu fast 100% neutralisieren.
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Die Féhigkeit der Antikdrper an MTE’s zu binden geht somit nicht verloren. Genauer, kommt es zu
einer zusétzlichen Epitopnutzung der Antikdrper auf dem Virus. Aus der Nutzung von MTE"s wird

eine Nutzung von MTE’s + LTE’s.

Die Frage nach der Neutralisationsfahigkeit isolierter Immunglobuline ist, wie die Ergebnisse
eindeutig zeigten, mit "Ja" zu beantworten. Es sind somit wahrscheinlich die Serum-antikorper, die
die Neutralisation auf Makrophagen hervorrufen. Dies zeigen die Ergebnisse der
Makrophagenkulturen, deren Viren der Ursprungs- und Folgeprobe (Isolat HR006 und HRO06-1V)
bis zu 85% (Tabelle 5.11/Ergebnisse 5.3.7) durch autologe 1gG’s neutralisiert werden konnten. Auf
Lymphozyten lag der Wert bei den Versuchen mit dem Ursprungsisolat <50%. Auffallig ist, dass bei
den Versuchen mit dem Foleisolat HR006-1V ein leichter Neutralisationseffekt auf Lymphozyten zu
verzeichnen ist. Ahnlich der Neutralisations-aktivitit der Serumantikérper nimmt die
Neutralisationsaktivitat der 1gG’s im Verlauf der Krankheitsprogression auf Lymphozyten zu. Das

Neutralisationsverhalten der isolierten Immunglobuline entspricht demnach der des Serums.

Die Untersuchungen mit den Fab-Fragmenten zeigten, dass auch diese zur Neutralisation befahigt
sind. Aus Abbildung 5.7 und Tabelle 5.12 (Ergebnisse 5.3.8) ist ersichtlich, dass es im Falle der
Makrophagen des Spenders Bl zu einer 77% Neutralisation kam. Alle anderen Versuche auf

Makrophagen verliefen dagegen negativ.

Die Neutralisationsaktivitat auf Lymphozyten war bei der Ursprungsprobe (HR006) deutlich negativ,
wéhrend bei der Folgeprobe HR006-1V (Spender B1) ein geringer Neutralisationseffekt von 42+21%
zu verzeichnen war. Obwohl sich kein einheitliches Bild ergibt, ist, wie bei den Versuchen zuvor, ein
Anstieg der Neutralisationsfahigkeit auf Lymphozyten im Verlauf der Krankheitsprogression

festzustellen.

Ein Erklarungsversuch fur die insgesamt geringe Neutralisationsfahigkeit von Fab-Fragmenten
(monovalent) ist wahrscheinlich in der verringerten Aviditat zu einem polyvalenten Antigen (Virus)
zu sehen. Im Gegensatz dazu besitzen vollstandige Immun-globuline (bivalent) zwei Bindungsstellen
flr potentielle Antigene (Janeway et al., 1996). Zusétzlich kam es bei der Papainspaltung zu einem
Mengenverlust von bis zu 50% (SDS-PAGE Abbildung 5.1, Ergebnisse 5.3.1).
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6.2.4  Kreuzreaktive Patientenseren bei Neutralisationsreaktionen

Den folgenden Experimenten liegt die Frage zugrunde, ob Virusisolate unterschiedlichen Subtyps
durch heterologe Serumantikorper auf Makrophagen neutralisiert werden koénnen. In diesem
Zusammenhang wurde auch die Frage nach der Kreuzreaktivitat isolierter Immunglobuline
hinterfragt. Als Versuchsaufbau wurden Makrophagenkulturen mit unterschiedlichen Patientenviren
infiziert (HRO06-1V (B), HR014 (B), HR011 (B).

Die Versuchsergebnisse, die der graphischen Darstellung Abbildung 5.8 und Tabelle 5.13
(Ergebnisse 5.3.9) zu entnehmen sind zeigen eindeutig, dass Neutralisationsreaktionen auf
Makrophagen mit heterologen Antikdrpern positiv verlaufen. Genauer, in fast allen Féllen war es den
heterologen Antikérpern moglich, fremde Viren zu neutralisieren. Dabei lagen nur 2 von 10

getesteten Isolaten mit ihrer Neutralisationsaktivitat unter 55%.

Dieses Ergebnis wurde auch von anderen Arbeitsgruppen bestétigt. So fanden Zhang et al. 1999
heraus, dass Antikorper in der Lage sind friihe, spate und heterologe Klone von HIV-env-Sequenzen
zu neutralisieren. Weber et al. hatten zuvor (1996) schon festgestellt, dass Plasma von infizierten
Patienten zwei oder mehr genetische Subtypen neutralisieren konnte. Sie stellten weiterhin fest, dass
die Kreuzneutralisation vom Subtyp unabhéngig ist. Die Ergebnisse der vorliegenden Promotion
kdnnen dies bestatigen. Die gefundene Kreuzneutra-lisationsaktivitat zeigte in keinem Fall einen

Zusammenhang mit den verschiedenen Subtypen auf.

Beim Isolat HR011 konnte eine Neutralisationsaktivitat des Serums auf dem heterologen Virusisolat
HRO014 von 99% beobachtet werden. Die autologe Reaktion lag bei 70%. Eine mdgliche Erklarung

ist in der eingesetzen Virus- bzw. Antikérpermenge zu suchen.

Im Verlauf der Promotion wurde immer wieder Wert darauf gelegt, gleiche Mengen an Virus
einzusetzen. Doch repliziert ein Virus, bei gleichen Mengen an TCIDs, auf unterschiedlichen
Spenderzellen in unterschiedlichem MaR (Kreutz et al., 1998). Eine endglltige Bestimmung des

TCIDso-Wertes ist somit nicht gegeben.
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Ein wichtiges Ergebnis der Versuche wurde mit den isolierten Immunglobulinen erhalten. Sie
zeichneten sich durch eine fast 90%ige Neutralisationsaktivitait auf Makrophagen aus.
Veranschaulicht wird dies auch durch das Ergebnis des Kreuzneutralisationsversuches
(HRO14/HROO06-1V 1gG), das der Tabelle 5.13 (Ergebnisse 5.3.9) zu entnehmen ist. Das Isolat

HRO014 konnte durch isolierte Immunglobuline des Isolates HRO06-1V zu 89% neutralisiert werden.

Zuséatzlich zeigten die Ergebnisse, dass es Isolate gibt, die sich besser neutralisieren lassen als
andere. Wie im Falle des Isolates HR014 geschehen. Keine Neutralisationsaktivitdt der getesteten
Antikorper (HR011, HR003, HR006-1V/Serum, HR006-1V/IgG) lag unter 75%.

Abbildung 5.8 zeigt weiterhin, dass der Subtyp der Viren bei Neutralisationsversuchen auf
Makrophagen, nur von sekunddrer Bedeutung ist. Alleine die Mengenverhaltnisse Virus <>
Antikorper und die Art der Zielzellen (auch Spenderabhéngigkeit) scheinen wichtig zu sein. Dies
hatte auch auf die Vakzineforschung groRen EinfluR, denn die Immunisierung mit rekombinanten

gp120 env-Proteinen unterschiedlicher Subtypen wirde entfallen.

Einschrankend ist zu bemerken, dass diese Schlussfolgerung der Experimente nur fir HIV-1 gilt. Bei
grolRen Sequenzunterschieden, wie sie zwischen HIV-1 <> HIV-2 <» SIV vorliegen, kommt es auch
zu unterschiedlichen Kreuzneutralisationen. HIV-1 erweist sich als nur gering kreuzreaktiv mit SIV
und HIV-2. Im Gegensatz dazu zeigen HIV-2 und SIV eine hohe Kreuzneutralitdt (Nyambi et al.,
1997; Zolla-Pazner et al., 1999).

6.3  Chemokinrezeptornutzung im Krankheitsverlauf

Die Rolle der Chemokinrezeptoren bei der Infektion mit HIV-1 (auch bei HIV-2 und SIV) ist seit
vielen Jahren unumstritten. Viele Arbeitsgruppen (Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1996; Deng et
al., 1996; Doranz et al., 1996; Dragic et al., 1996; Zhang et al., 1996) fanden heraus, dass der

Phanotyp (NSI oder SI) bestimmt, welcher Corezeptor benutzt wird.

Bezogen auf den Phénotyp bedeutet dies, dass T-trope Viren (rapid/high, Sl) die charakteristisch fir
die fortgeschrittene Krankheitsprogression sind, zusatzlich zu den Zellen, die den Chemokinrezeptor
CCR5 auf ihrer Zelloberflache exprimieren, solche Zellen, die CXCR4 auf ihrer Zelloberflache

exprimieren, infizieren kénnen (Connor et al., 1997; Simmons et al., 1996; Zhang et al., 1996).
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Dagegen kdénnen M-trope Viren (slow/low, NSI), die charakteristisch fiir die frihe HIV Infektion
sind, dies nicht. Sie kénnen nur Zellen, die CCR5 auf ihrer Zelloberflache exprimieren infizieren
(Alkhatib et al., 1996; Choe et al., 1997; Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996; Dragic et al., 1996).
Neuere Forschungsergebnisse zeigen jedoch, dass auch T-trope Viren CCR5 exprimierende
Makrophagen infizieren konnen. Allerdings konnen sie dort nicht effizient replizieren

(Schmidtmayerova et al., 1997).

Ferner haben auch dltere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe (von Briesen et al., 1990) nie eine
100%ige Spezifitat der Tropismen fur Lymphozyten oder Makrophagen gesehen. Auch wenn es

grol3e quantitative Unterschiede gab, war das Wachstum immer auf beiden Zellsystemen méglich.

Die meisten Publikationen, die das Thema "Chemokinrezeptoren™ behandeln, haben diese durch
Versuche an M- oder T-tropen Zellinien erhalten. Alle vorangegangenen Experimente dieser
Promotionsarbeit lieen die Vermutung aufkommen, dass es sich bei den untersuchten Isolaten um
dual- oder M- trope Viren handelt. Um die Frage nach der Chemokinrezeptor-nutzung letztlich zu
klaren, wurden deshalb Experimente mit U87-Zellen, die unterschiedliche Chemokinrezeptoren auf
der Zelloberflache exprimieren, angeschlossen. Dadurch war es mdglich, den vom getesteten Isolat

zur Infektion benutzten Chemokinrezeptor herauszufinden.

Die Ergebnisse, die der Tabelle 5.15, Ergebnisse 5.4.2 zu entnehmen sind, zeigen, dass alle hier
benutzten Priméarisolate CCR5 zur Infektion nutzen kdnnen. Zwei weitere (HR001-1-1 und HR010)

kdnnen zusatzlich CXCR4 zum Eintritt in die Wirtszelle benutzen.

Der vermuteten Tropismus der Primérisolate konnte durch die Experimente mit den
Chemokinrezeptoren und durch friihere Ergebnisse bestatigt werden. Alle Isolate konnten sowohl
Lymphozyten als auch Makrophagen zur Infektion benutzen. Dies geschah allerdings mit
unterschiedlicher Intensitat und korrelierte nicht immer mit dem angenommenen Tropismus. So
zeigte das Isolat HR0O6 bereits 8 Monate nach der Serokonversion (Tabelle 5.3/Ergebnisse 5.2.2)
einen starken T-Zelltropismus auf. Ursprungs- wie Folgeprobe waren zwar in der Lage,
Makrophagen zu infizieren, jedoch in weit geringerem Mal} als Lymphozyten. Die Untersuchungen
in Hinblick auf die Chemokinrezeptornutzung wies auf eine ausschlieliche Nutzung von CCR5 bei

der Infektion hin.
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Die Ergebnisse der Experimente mit MT-2-Zellen (Tabelle 5.14/Ergebnisse 5.4.1,) zeigen im Falle
des Sl-Isolates HRO10 hingegen eine eindeutige Praferenz zu Lymphozyten, wahrend die Infektion

von Makrophagen weit aus geringer ausfiel.

Insgesamt lassen die Ergebnisse vermuten, dass eine Aussage der Infektionskinetik bei
Primarisolaten aufgrund der Nutzung von Chemokinrezeptoren nicht zu treffen ist. Auch lasst die
phanotypische Einteilung in NSI und Sl, wie am Beispiel des Isolates HR006 gezeigt wurde, keine

Aussage uber die zur Infektion bevorzugten Zielzellen zu.

6.4  Funktion des A32-Deletionspolymorphismus

Samson et al., fanden 1996 bei Untersuchungen hinsichtlich der Infektion mit HIV-1 der
Bevolkerungen von West- und Zentralafrika, sowie Japan heraus, dass eine Allelmutante des
Chemokinrezeptores CCR5 (A32-Deletion), mit einer hohen Allelfrequenz (0.092) in der
kaukasischen Bevolkerung vohanden ist, aber in der schwarzen Population fehlt. Aus dieser A32-
Deletion in der codierenden Region resultiert ein frameshift, aus dem ein nicht funktioneller
Rezeptor entsteht, der wiederum die Fusion oder Infektion durch makrophago- oder dual-trope HIV-

1-Stamme mit der Wirtszelle verhindert wird.

Um die Rolle der A32-Deletion bei der HIV-1 Infektion und Krankheitsprogression weiter zu kléren,
untersuchten Huang et al., 1996 den CCR5-Genotyp von 1252 homosexuellen Mannern in Chicago.
Als Ergebnis zeigte sich, dass 3.6% der uninfizierten kaukasischen Manner homozygot fiir die A32-
Deletion waren, wahrend keiner der infizierten Manner eine Homozygotie der A32-Deletion
aufwiesen. Daraus wurde geschlossen, dass das A32 Allel des CCR5 ein wichtiger Wirtszellfaktor

bei der HIV-1 Transmission und Pathogenese ist.

Durch Untersuchungen von infizierten und uninfizierten Individuen konnte von Balotta et al., 1997
die Vermutung, dass aus einer A32/A32 Homozygotie des CCR5-Gens ein Schutz gegen eine HIV1-

Infektion resultiert, nicht bestatigt werden.
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In diesem Zusammenhang untersuchten Meyer et al. 1997, 412 kaukasische Patienten, mit
bekanntem Zeitpunkt der Serokonversion, auf das Vorhandensein der A32-Deletion, um
Riickschliisse auf die Krankheitsprogression schlieBen zu kdnnen. Es zeigte sich, dass bei 17% der
untersuchten Patienten die A32-Deletion heterozygot (wt/A32) vorlag. Nach Auswertung der Daten

beobachtete Meyer folgendes:

(i) es waren weniger symptomatische Primérinfektionen zu beobachten
(i) geringe Viruslast wéhrend der ersten 6-24 Monate zu verzeichnen
(ili)  CD4-Zellzahl entsprach der des Wildtyps

(iv) bei gleicher Behandlung war die Wahrscheinlichkeit geringer an Pneumocystis carinii  oder
Toxoplasmose zu erkranken

(V) wahrend der ersten 7 Jahre zeigte sich eine geringere Progression zu AIDS (wenn
"Kaplan-Meier Kurve" zugrunde gelegt wird).

Daraus folgerte man, dass eine vorhandene A32-Deletion wéhrend der ersten Infektionsjahre vor
einer schnellen Krankheitsprogression schitzen kann. Weiterhin wurde davon ausge-gangen, dass
aus einer heterozygoten A32-Deletion eine geringere Viruslast resultiert. Zu dhnlichen Ergebnissen
kam Eugen-Olsen et al., 1997 der bei einer heterozygoten A32-Deletion einen l&ngeren AIDS-freien

Zeitraum festgestellt hatte.

Im Rahmen dieser Arbeit stellte sich die Frage, inwieweit A32-Deletionen vorhanden sind und was
far Auswirkungen diese auf den Krankheitsverlauf haben. Der Nachweis von A32-Deletionen konnte
mittels PCR erbracht werden. Wies das amplifizierte DNA-Stiick eine L&nge von 547 Basenpaaren
auf, so handelte es sich um die Wildtypform. Bei einem Fragment von 515 Basenpaaren lag eine
homoygote A32-Deletion im CCR5-Gen vor. Bei der heteozygoten Form wurden zwei Banden
(547bp und 515bp) im Agarosegel sichtbar.

Bei den durchgefuhrten Untersuchungen zeigte sich (Abbildung 5.10/Ergebnisse 5.4.3), dass nur die
Zellen des Isolates HRO14 eine A32-Deletion in heterozygoter Form aufwiesen (wt/A32). Alle
anderen Patientenzellen der getesteten Isolate wiesen den Wildtyp (wt/wt) auf. Obwohl auch andere
Autoren (Dean et al., 1996) der Ansicht sind, dass eine heterozygote A32-Deletion des CCR5-Gens
Hinweise auf eine verminderte Krankheitsprogression geben, konnte dies nicht durch die

vorliegenden Ergebnissen bestatigt werden.
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Vergleicht man die Viruslastdaten des Isolates HRO14 mit denen der Folgeprobe HR014-11 (Tabelle
5.2, Ergebnisse 5.2.1), so zeigt sich eine Verdopplung der Viruslast innerhalb von 7 Monaten auf
>200.000Kopien/ml. Eine geringe Viruslast wahrend der ersten 6-24 Monate, wie von Meyer et al.

beobachtet, ist hier nicht zu verzeichnen.

Die Beobachtungen im Falle der infizierten Zellen des Isolates HR014 stiitzen die Vermutung, dass
der A32-Deletionspolymorphismus keine Rolle als prognostischer Marker beim Verlauf einer HIV-
Erkrankung spielt. Genauer, trotz CCR5-Heterozygotie kann es zu einem Anstieg der Viruslast
kommen. Ahnliche Aussagen wurden 1996 von Huang et al. getroffen, der auch keine Hinweise auf

eine heterozygote Schutzfunktion im Rahmen seiner Exprimente gefunden hatte.
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7 Zusammenfassung

Das Thema der vorliegenden Promotion ist die Aufkldrung von Neutralisationsmechanismen auf
Lymphozyten und Makrophagen unterschiedlicher primarer HIV-1-Subtypen im Verlauf der

Krankheitsprogression.

Ausgangspunkt fur die Experimente war die Tatsache, dass humane Seren von HIV-1 infizierten
Patienten bereits kurz nach der Serokonversion autologe Virusisolate auf Makro-phagen, nicht aber

auf Lymphozyten neutralisieren kénnen (Ruppach et al., 2000).

Bei Neutralisationsexperimenten mit einem dem V3-loop des gp120 komplementéren P1-Peptids
(Subtyp B), sollte der Nachweis von neutralisierenden Antikorper im Serum erbracht werden.
Weiterhin sollte gezeigt werden, inwieweit die Neutralisation auf Makrophagen durch V3-
Antikdrper begrundet ist (Kapitel 5.3.3).

Nach erfolgter Neutralisation auf Makrophagen mit und ohne P1-Peptidvorinkubation konnte gezeigt
werden, dass es zu keinen Verdnderungen im Neutralisationsverhalten durch Vorinkubation mit
einem V3-Peptid gekommen ist. Die Serumantikorper konnten ungehindert an das HI-Virus binden
und die autologen Patientenviren auf Makrophagen neutralisieren (Tabellen 5.6 und 5.7, sowie
Abbildung 5.2). Daraus lieR sich folgern, dass es nicht die V3-Antikorper sind, die eine

Neutralisation auf Makrophagen hervorrufen.

Als néchstes wurde das Neutralisationsverhalten des Isolates HR006 und einer spaten Folgeprobe
(HR0O06-1V) durch autologes Serum auf Lymphozyten und auf Makrophagen verglichen. Dabei
konnte gezeigt werden, dass sowohl Ursprungs- wie auch Folgeisolat auf Makrophagen eine grolie

Neutralisationsaktivitét zeigen, die auf Lymphozyten fehit.

Um besser eingrenzen zu kénnen, welche Antikdrper bei Neutralisationsreaktionen auf Makrophagen
eine Rolle spielen, wurden IgG’s aus dem Serum des Patienten HROO06 isoliert (Abbildung
5.1/Kapitel 5.3.1), in Fab-Fragmente gespalten (Escribano et al., 1979) und auf einem SDS-PAGE
sichtbar gemacht. Mit den isolierten Immunglobulinen wurden daraufhin Neutralisationsexperimente
durchgefuhrt. Wie Abbildung 5.6 zeigt, konnen autologe 1gG’s auf Makrophagen bei dem

Virusisolat des Patienten HR006 eine Neutralisationsreaktion herbeifiihren.
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Dabei konnte das Isolat HRO06 von seinen autologen IgG’s auf den Spendermakrophagen B1 zu
85% neutralisiert werden. Es ist somit davon auszugehen, dass es die Serum-l1gG’s sind, die eine

Neutralisation auf Makrophagen ausldsen konnen.

Im Folgenden stellte sich die Frage, ob autologe Immunglobuline in der Lage sind, heterologe
Virusisolate zu neutralisieren. Um die Kreuzneutralisationsfahigkeit auf Makrophagen zu testen
wurden unterschiedliche Viren (HR006-1V, HR014 und HRO11) mit verschiedenen Seren und
isolierten Immunglobulinen getestet. Als Ergebnis zeigte sich, dass im Test unter-schiedlicher
Subtypen, es zu einer hohen Kreuzneutralisationsaktivitdt gekommen war. Wie in Tabelle 5.13
(Kapitel 5.3.9) sichtbar, kdnnen Serumantikorper verschiedener Patienten heterologe Virusisolate mit
bis zu 99% auf Makrophagen neutralisieren. Dabei spielt der Subtyp keine Rolle. Im gleichen
Experiment konnte auch gezeigt werden, dass isolierte 1gG’s der 4. Folgeprobe des Patienten HR006

die Viren des Patienten HR014 zu 89% neutralisieren vermdgen.

Als néchstes wurde die Rolle der Chemokinrezeptoren in Bezug auf Infektion und
Krankheitsprogression der Isolate, untersucht. Der Chemokinrezeptor-Tropismus der Patientenisolate
zeigte, dass alle Isolate CCR5 und zwei Isolate zusétzlich CXCR4 zur Infektion von Zielzellen
benutzen kénnen (Tabelle 5.15/Kapitel 5.4.2). Vereinfacht, alle Isolate kénnen Lymphozyten und
Makrophagen infizieren, wenn auch mit unterschiedlicher Intensitét. Allerdings konnte anhand der
Ergebnisse gezeigt werden, dass weder eine phanotypische Einteilung, noch eine Einteilung der
Isolate mit Hilfe von Chemokin-rezeptoren, eine Aussage uber die Infektionskinetik zulé&sst. Auch
eine heterozygote A32-Deletion im CCR5-Gen der Zellen der Patientenprobe HR014, ergab keinen
Hinweis auf eine schlechtere Krankheitsprogression. Genauer, spielt in diesem Fall der A32-

Deletions-polymorphismus keine Rolle, als prognostischer Marker, im Verlauf der Erkrankung.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass im Verlauf der Promotion gezeigt werden konnte, dass mit
groBer Wahrscheinlichkeit Serum IgG’s fir die Neutralisation auf Makrophagen verantwortlich sind
und das diese kreuzneutralisierende Eigenschaften besitzen. Die in der Literatur beschriebene
ausschlieBliche Nutzung von bestimmten Chemokinrezeptoren fir SI und NSI Isolate konnte bei den

hier verwendeten Primaérisolaten jedoch wiederlegt werden.
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