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ABSTRACT Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) has evolved elaborate
ways to evade immune cell recognition, including downregulation of classical HLA
class I (HLA-I) from the surfaces of infected cells. Recent evidence identified HLA-E, a
nonclassical HLA-I, as an important part of the antiviral immune response to HIV-1.
Changes in HLA-E surface levels and peptide presentation can prompt both CD8!

T-cell and natural killer (NK) cell responses to viral infections. Previous studies re-
ported unchanged or increased HLA-E levels on HIV-1-infected cells. Here, we exam-
ined HLA-E surface levels following infection of CD4! T cells with primary HIV-1
strains and observed that a subset downregulated HLA-E. Two primary strains of
HIV-1 that induced the strongest reduction in surface HLA-E expression were chosen
for further testing. Expression of single Nef or Vpu proteins in a T-cell line, as well as
tail swap experiments exchanging the cytoplasmic tail of HLA-A2 with that of HLA-E,
demonstrated that Nef modulated HLA-E surface levels and targeted the cytoplasmic
tail of HLA-E. Furthermore, infection of primary CD4! T cells with HIV-1 mutants
showed that a lack of functional Nef (and Vpu to some extent) impaired HLA-E
downmodulation. Taken together, the results of this study demonstrate for the first
time that HIV-1 can downregulate HLA-E surface levels on infected primary CD4! T
cells, potentially rendering them less vulnerable to CD8! T-cell recognition but at in-
creased risk of NKG2A! NK cell killing.

IMPORTANCE For almost two decades, it was thought that HIV-1 selectively down-
regulated the highly expressed HLA-I molecules HLA-A and HLA-B from the cell sur-
face in order to evade cytotoxic-T-cell recognition, while leaving HLA-C and HLA-E
molecules unaltered. It was stipulated that HIV-1 infection thereby maintained inhi-
bition of NK cells via inhibitory receptors that bind HLA-C and HLA-E. This concept
was recently revised when a study showed that primary HIV-1 strains reduce HLA-C
surface levels, whereas the cell line-adapted HIV-1 strain NL4-3 lacks this ability.
Here, we demonstrate that infection with distinct primary HIV-1 strains results in sig-
nificant downregulation of surface HLA-E levels. Given the increasing evidence for
HLA-E as an important modulator of CD8! T-cell and NKG2A! NK cell functions, this
finding has substantial implications for future immunomodulatory approaches aimed
at harnessing cytotoxic cellular immunity against HIV.
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In most individuals, untreated human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection
progresses to severe acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) within about 5 to

10 years. However, a small percentage of infected individuals are able to efficiently
control HIV-1 replication and prevent disease progression for longer periods, even in
the absence of antiretroviral therapy. The HLA class I (HLA-I) locus is a major determi-
nant of host genetic HIV-1 control (1–3), and certain HLA-I alleles are consistently
associated with slower progression to AIDS (4–6). The beneficial effects of some HLA-I
alleles have been mostly attributed to effective recognition by cytotoxic CD8! T
lymphocytes (reviewed in reference 7). These can recognize HLA-I-presented HIV-1
epitopes and kill virus-infected cells, causing the initial drop in peak viremia following
acute infection (8, 9). Natural killer (NK) cells are also sensitive to changes in HLA-I
expression and HLA-I-presented viral peptides (10–13), and NK cell receptors have been
associated with delayed HIV-1 progression (14–16).

Consequently, HIV-1 has evolved multiple immune evasion mechanisms targeting
the surface expression of HLA-I on infected cells (17–19) to evade immune cell
recognition. On one hand, HLA-A and -B downregulation is mediated by the HIV-1
accessory protein Nef. A tyrosine-based motif in the cytoplasmic tail of HLA-I molecules
enables Nef-dependent recruitment of the clathrin-associated adaptor protein complex
AP-1 (a cellular trafficking protein), resulting in rerouting of HLA-I molecules to lyso-
somal degradation (19). HLA-C, which lacks a tyrosine at a similar position, is resistant
to Nef-mediated downregulation (18). In addition, Nef intervenes with a large variety of
cellular pathways to modulate signal transduction (20) and cell survival (21). Nef also
downmodulates cell surface expression of CD4 (22, 23) and CXCR4 (24), counteracts the
restriction factor SERINC5 (25), and enhances viral replication and infectivity (26).

On the other hand, HLA-C expression at the surface of HIV-1-infected cells is
disrupted by the viral protein U (Vpu), which does not affect HLA-A or -B levels (17). Vpu
of NL4-3 lacks HLA-C downregulation properties (17), which explains why this phe-
nomenon was not observed in earlier studies (18, 19). Downregulation of HLA-C can
impair adaptive and innate antiviral responses (17, 27). Interestingly, there is novel
evidence that the capacity to decrease HLA-C levels of different Vpu proteins varies due
to adaptation to host genetic HLA-C allotypes (28). Other important functions of Vpu
are counteraction of the host restriction factor tetherin, which prevents budding of
virions from the cell surface (29), and suppression of cellular antiviral responses through
inhibition of NF-!B during later stages of infection (20, 30). In summary, HIV-1 has
developed intricate ways to disrupt classical HLA-I surface expression, but susceptibility
to HLA-I downregulation varies among HLA-I molecules (31), as well as across different
HIV-1 strains (32).

HLA-E is a ubiquitously expressed nonclassical HLA-I molecule that is well conserved
among the human population. It mirrors the overall HLA-I content of a cell, as its
surface expression is dependent on peptides derived from the signal sequences of
other HLA-I molecules, which include a methionine at position "21 (33). This group
includes HLA-A, HLA-C, and HLA-G, but only certain HLA-B allotypes (34, 35). Further-
more, presentation of viral peptides derived from cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr
virus (EBV), and hepatitis C virus (HCV) by HLA-E molecules to HLA-E-restricted T cells
has been described (36–38). In rhesus macaques, RhCMV-based simian immunodefi-
ciency virus (SIV) gag vectors surprisingly elicited a broad and protective HLA-E-
restricted antiviral CD8! T-cell response (39). In humans, HIV-1-specific HLA-E-restricted
T cells have not been reported yet, but an increasing number of HIV-1-derived peptides
that stabilize HLA-E expression have been identified (40–42). HLA-E is also important for
NK cell development and function (33), and it engages the inhibitory NKG2A receptor,
as well as its activating counterpart, NKG2C, in a peptide-dependent manner (43).
NKG2A! NK cells display high activity against HIV-1-infected cells (40, 44). Recent data
implicate HLA-E as a potential determinant of antiviral control. For example, Ramsuran
et al. reported an association between increased HLA-A levels in HIV-1-infected subjects
and poor viral immune control. All HLA-A molecules encode an HLA-E-stabilizing leader
peptide. Elevated HLA-A levels are thus correlated with higher HLA-E expression, which
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inhibits the antiviral function of NKG2A! NK cells (34). Thus, despite its low surface
expression levels (45), HLA-E has important implications for both innate and adaptive
anti-HIV-1 immune responses. So far, unchanged or upregulated levels of HLA-E
expression on the surfaces of HIV-1-infected cells have been reported (39–41, 46–50).
However, apart from a study using HIV-1 isolates from peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) of HIV-1-infected donors (41), mostly cell line-adapted HIV-1 strains have
been investigated (18, 46, 48, 49).

In this study, using infectious molecular clones of primary HIV-1 strains, as well as
cell line-adapted viruses, we investigated whether HIV-1 modulates HLA-E surface levels
on infected primary CD4! T cells. We demonstrated that infection with a subset of
primary HIV-1 strains indeed resulted in reduced HLA-E levels on the surfaces of
infected CD4! T cells. The results further showed that the HIV-1 accessory protein Nef
plays a major role in modulating HLA-E surface expression, although it might cooperate
with other viral proteins for full effect. Taken together, the results of this study provide
novel insights into HIV-1-mediated modulation of HLA-E surface expression, which may
be relevant to immune recognition of HIV-1-infected cells by both CD8! T cells and NK
cells.

RESULTS
Reduced HLA-E levels on the surfaces of primary HIV-1-infected CD4! T cells.

HIV-1-mediated modulation of HLA-E surface expression was investigated using a panel
of cell line-adapted strains (NL4-3, SF162, SF2, and LAI [BRU]), as well as seven infectious
molecular clones (IMCs) representing primary HIV-1 strains (CH293, CH107, CH164,
CH185, CH236, CH077, and CH198). An HLA-E-specific monoclonal antibody (clone
3D12) (51) was used to measure HLA-E surface levels on HIV-1-infected primary CD4!

T cells. In addition, the capacity of viral strains to downregulate HLA-I was assessed by
using a pan-HLA-I antibody (clone W6/32). HIV-1-mediated reduction of total HLA-I
surface content as measured by W6/32 has been previously shown to correlate well
with the extent of virus-induced HLA-A2 downregulation (32). However, W6/32 also
captures HLA-I molecules less susceptible to HIV-1-induced degradation. HLA-E surface
levels were measured 72 h after infection, when HLA-I modulation by HIV-1 is observed
in vitro, as previously determined (52). HIV-1-infected CD4! T cells were defined as
being HIV-1 p24! CD4dim, and uninfected bystander cells within the same culture were
defined as HIV-1 p24" CD4! (gating strategy displayed in Fig. 1A).

We observed that the cell line-adapted strains SF162 and SF2 did not affect HLA-E
surface expression levels (Fig. 1B to D), in agreement with previous reports (40, 48).
Similarly, infection with LAI, which has been reported to upregulate HLA-E on
CEM#174 cells, the promonocytic cell line U-937 (46), and human CD4! T cells (49),
overall did not alter HLA-E levels on primary infected CD4! T cells in our study,
although slightly increased HLA-E levels were observed in two of the donors tested (Fig.
1C). The cell line-adapted strain NL4-3 induced only a marginal reduction in HLA-E
surface expression levels (median relative change, infected versus uninfected, of "17%
[interquartile range {IQR} $ "24% to "12%]) (Fig. 1D).

The primary viruses tested in this study showed variable degrees of HLA-E down-
regulation (Fig. 1B to D). In particular, CH077 (subtype B) and CH198 (subtype C)
mediated the strongest and significant reduction in HLA-E surface expression, with
median relative changes of "35% (IQR $ "43% to "31%) for CH077 and "40% (IQR $
"51% to "30%) for CH198. Other HIV-1 primary strains were less effective in down-
regulating HLA-E (Fig. 1C and D), but some modulation of HLA-E was observed for
almost all primary HIV-1 IMCs and was consistent across the donors tested. Only CH293
did not interfere with HLA-E surface expression (median relative change, "6% [IQR $
"19% to 3%]). Altogether, a subset of primary HIV-1 strains (CH236, CH077, and CH198)
downregulated HLA-E surface expression significantly, whereas this was not observed
for cell line-adapted viruses.

HIV-1 CH077- and CH198-derived Nef proteins mediate HLA-E surface down-
regulation. Downregulation of classical HLA-I (HLA-A/B and -C) is mediated by the
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FIG 1 Infection with HIV-1 differentially modulates HLA-E surface levels on primary T cells. (A) Gating strategy for flow cytometric analyses
of HLA-E staining on HIV-1-infected primary isolated CD4! T cells. Lymphocytes were first defined by forward scatter area (FSC-A) and side

(Continued on next page)
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HIV-1 accessory proteins Nef and Vpu in order to counteract CD8! T-cell recognition
(17, 53). Thus, for further investigation into the mechanism underlying the downregu-
lation of HLA-E on primary CD4! T cells infected with HIV-1 IMCs, we generated
lentiviral vectors coexpressing either Vpu with enhanced green fluorescent protein
(eGFP) (Fig. 2A to C) or Nef with mCherry (Fig. 2D to F). For subsequent testing, lentiviral
vectors containing Nef and Vpu proteins of three viral strains—CH077 and CH198,
which displayed the highest degree of HLA-E downregulation and represent different
subtypes of HIV-1 group M, as well as the cell line-adapted strain NL4-3—were
transduced into a Jurkat T-cell line. Unstimulated Jurkat cells express very low HLA-E
surface levels, rendering evaluation of HLA-E surface modulation difficult. Therefore,
Jurkat cells were prestimulated with interferon gamma (IFN-!) prior to flow cytometric
staining, as IFN-! is well known to strongly induce HLA-I expression, in particular, HLA-E
(54). The functionality of Vpu and Nef was confirmed by staining tetherin (Fig. 2A and
B) and HLA-I (Fig. 2D and E), respectively. Transduction of Jurkat cells with Vpu led to
a nonspecific increase in HLA-E median fluorescence intensity (MFI) that was also
observed in cells transduced with vector control alone (Fig. 2B), potentially due to a
cellular response to lentiviral transduction with the vector. Thus, no specific effect of
Vpu on HLA-E surface expression was observed in this T-cell line (Fig. 2C).

A minor reduction of HLA-E surface expression was observed on Jurkat cells trans-
duced with NL4-3 Nef (median n-fold change, 0.91 [IQR " 0.87 to 0.95]) compared to
mCherry vector alone (median n-fold change, 1.15 [IQR " 1.02 to 1.28]) (Fig. 2F). In
contrast, transduction of Jurkat cells with both Nef proteins derived from CH077 and
CH198 resulted in a significant reduction in HLA-E MFI (Fig. 2F). A higher degree of
HLA-E surface downmodulation was observed for CH077-derived Nef (median n-fold
change, 0.67 [IQR " 0.59 to 0.76]). The median n-fold change in HLA-E surface levels
induced by CH198-derived Nef was 0.8 (IQR " 0.72 to 0.85). In summary, the presence
of HIV-1 Nef proteins derived from CH077 and CH198 was sufficient to reduce HLA-E
surface expression in Jurkat cells. In contrast, all three Vpu proteins tested here did not
influence HLA-E surface levels.

Reduced HLA-E surface levels on HIV-1-infected CD4! T cells are associated
with downregulation of HLA-I expression. Given that—akin to downregulation of
highly abundant HLA-A and -B—Nef caused downregulation of HLA-E in Jurkat cells, we
assessed whether the ability of HIV-1 strains to modulate HLA-E surface expression
parallels their ability to downregulate overall HLA-I expression from the cell surface. To
this end, we reanalyzed the first data set (Fig. 1), where the pan-HLA-I antibody W6/32
was used to measure total HLA-I, which includes HLA-E. Nevertheless, HLA-E constitutes
only a minor percentage of the total HLA-I content recognized, making pan-HLA-I

FIG 1 Legend (Continued)
scatter area (SSC-A) characteristics. After doublet exclusion using forward scatter width (FSC-W) and side scatter width (SSC-W), viable cells
were identified as negative for Zombie NIR staining (viability dye) and positive for CD3. Subsequently, CD4 was plotted against HIV-1 p24
to gate on two subsets: HIV-1-infected cells, defined as p24! CD4dim, and HIV-1-uninfected bystander cells, defined as p24# CD4! subset
of the same well. The gate for the p24# CD4! subset was set on the no-virus control (not shown). The histograms display the fluorescence
intensities of HLA-E surface staining (clone 3D12) on HIV-1-infected cells (red) and uninfected bystander cells (black). Histograms of the
respective isotype control stainings (dotted red line, HIV-1-infected cells; shaded gray histogram, HIV-1-uninfected cells) are overlaid.
Staining was performed with antibody panel A (Table 2). (B) (Top row) Representative dot plots of primary CD4! T cells infected with several
HIV-1 strains ranging from no (left) to the highest (right) extent of HLA-E downregulation. HLA-E surface staining is plotted against HIV-1
p24 intracellular staining. (Bottom row) Histograms displaying fluorescence intensities of HLA-E surface staining following gating on
HIV-1-infected cells (red) or on HIV-1-uninfected cells (black) with the respective isotype controls as indicated on the right. The gating
strategy was the same as for panel A; the HIV-1 strains correspond to those in the top row. (C) Each pair of connected dots displays the
median fluorescence intensity (MFI) of HLA-E (red) or isotype control (gray) on HIV-1-uninfected bystander cells (filled dots) and
HIV-1-infected CD4! T cells (empty dots) from the same donor. HIV-1 strains are indicated below the x axis, as well as the no-virus control.
Differences in HLA-E MFIs on HIV-1-infected and -uninfected CD4! T cells were analyzed using Wilcoxon signed rank test for paired data;
significant P values ($0.05) are marked with asterisks. FDR-adjusted P values are as follows: for SF162, LAI, SF2, and CH293, P % 0.1; for
NL4-3, CH107, CH164, and CH185, P " 0.059; for CH236, CH077, and CH198, P " 0.037. (D) HIV-1 cell line-adapted strains and HIV-1 primary
strains (x axis) are ordered from weakest (SF162 and CH293, respectively) to strongest (NL4-3 and CH198, respectively) median relative
change (percent) in HLA-E MFI (y axis). The relative change (percent) in HLA-E MFI was calculated as follows: (MFI infected # MFI
uninfected)/MFI uninfected & 100. The data are represented as box-and-whisker plots indicating IQRs and medians. In total, six to nine
healthy donors were tested; samples with $150 infected CD4! T cells were excluded, resulting in varying numbers of donors per viral strain
(n " 6 to 9).
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staining levels more directly related to the highly expressed HLA-A and HLA-B mole-
cules (32). Of note, in contrast to previous reports (48, 55), infection with HIV-1 SF162
did not reduce HLA-I surface levels in our experiments, a finding that may be ascribed
to potential mutations accumulated during propagation of the viral stock (56). Employ-
ing a mixed-effect linear regression model, we observed that downregulation of HLA-I
surface expression was significantly associated with reduced HLA-E surface levels on
HIV-1-infected CD4! T cells (for each !1% of HLA-E change, the mean surface HLA- I
change was !0.72% [95% confidence interval, 0.44% to 0.99%; P " 0.0001]) (Fig. 2G).
Color coding of HIV-1 strains indicated that this association was driven to a greater
extent by differences between HIV-1 strains and less by interindividual donor differ-
ences upon infection with the same strain. CH077 (subtype B), which significantly
downregulated HLA-E, displayed the greatest ability to reduce total HLA-I surface levels
of all IMCs tested, in line with previous reports comparing subtype B and subtype C
virus effects on HLA-I (57). Altogether, HIV-1 strains cluster according to their abilities
to reduce HLA-E and total HLA-I levels from the surfaces of HIV-1-infected primary
CD4! T cells.

Nef targets the cytoplasmic tail of HLA-A*02:01 and HLA-E*01:03, but not that
of HLA-C*04:01. HIV-1 Nef targets the cytoplasmic tail of HLA-A and -B, resulting in
degradation of the HLA-I molecule (19). Here, we aimed to investigate the dependency
of Nef on the cytoplasmic tail of HLA-E to mediate HLA-E surface downmodulation. To
test this, we generated three recombinant Jurkat cell lines: (i) Jurkat-HLA-A2 cells,
expressing the full HLA-A*02:01 molecule as a positive control; (ii) Jurkat-HLA-A2:ECYT

cells, expressing the extracellular and transmembrane domains of HLA-A2*02:01 fused
to the cytoplasmic domain of HLA-E*01:03; and (iii) Jurkat-HLA-A2:CCYT cells, expressing
the extracellular and transmembrane domains of HLA-A*02:01 fused to the cytoplasmic
domain of HLA-C*04:01 as a negative control. Since HLA-E is constitutively displayed at
low levels on the cell surface and is highly dependent on the availability of peptides
derived from signal sequences of other HLA-Is, this approach allowed higher surface
expression of the HLA-A2:ECYT construct compared to physiological HLA-E expression.
Surface expression of transduced HLA molecules was determined by staining for
HLA-A2 on Jurkat cells, which naturally are negative for HLA-A2 (Fig. 3A). Jurkat-HLA-A2
and Jurkat-HLA-A2:ECYT cells displayed similar levels of HLA-A2 surface expression,
whereas surface HLA-A2 levels of Jurkat-HLA-A2:CCYT cells were lower, as expected (58).
Next, these cell lines were transduced with nef-mCherry constructs of NL4-3, CH077,
and CH198, respectively. Surface expression levels of HLA-A2 in nef-transduced cells
were compared to those in untransduced (mCherry#) cells of the same culture. To

FIG 2 Legend (Continued)
cells are overlaid in black to distinguish eGFP! populations. (B) (Left) Graph displaying MFIs of tetherin staining on Jurkat cells. The
dot-line graphs connect vpu-transduced (eGFP!, open orange dots) and eGFP# cells of the same sample (filled orange dots) for all three
constructs and the vector control (eGFP alone) as indicated on the x axis. (Right) Graph displaying HLA-E MFIs on vpu-eGFP! (empty
orange dots) and vpu-eGFP# (filled orange dots) Jurkat cells from the same sample. The isotype control for HLA-E staining is depicted
in gray. (C) n-fold change in HLA-E MFI following transduction with vpu-eGFP, calculated as the HLA-E MFI on vpu-eGFP! divided by
the HLA-E MFI on vpu-eGFP# cells. The dotted line indicates the median n-fold change of the eGFP vector control. Differences were
analyzed using Friedman test, and only significant FDR-adjusted P values are depicted. The data are derived from two independent
experiments (once with three technical replicates and once with four technical replicates [n " 7]). (D) Flow plots depicting HLA-I (top)
and HLA-E (bottom) surface levels plotted against mCherry (x axis) on nef-mCherry-transduced Jurkat cells (blue) and the untransduced
parental cell line (black). (E) (Left) Graph displaying MFIs of HLA-I staining on Jurkat cells. The lines connect nef-transduced (mCherry!,
empty blue dots) with mCherry# cells from the same sample (filled blue dots) for all three constructs and the vector control. (Right)
Graph displaying HLA-E MFIs derived from nef-mCherry# cells (filled blue dots) and nef-mCherry! cells (empty blue dots) from the same
well. Isotype control staining for HLA-E is shown in gray. (F) Box-and-whisker plots (medians and IQRs) representing n-fold change in
HLA-E MFI calculated as HLA-E MFI nef-mCherry! divided by HLA-E MFI nef-mCherry#. The dotted line indicates the median n-fold
change of the vector control. The data are derived from five independent experiments (n " 8, once with two and once with three
technical replicates). Differences were analyzed using Friedman test; all P values shown are FDR adjusted, and only significant P values
are displayed ($0.05). Staining was performed using antibody panel C (Table 2). (G) Association between HLA-E surface expression and
HLA-I surface levels on HIV-1-infected primary CD4! T cells. Each dot represents the relative change (percent) in the HLA-E MFI (clone
3D12) on the x axis and the relative change (percent) in HLA-I surface expression (clone W6/32) on the y axis for one specific
donor/virus-strain combination. The relative change (percent) in MFI was calculated as follows: (MFI infected # MFI uninfected)/MFI
uninfected % 100. Color coding with the same color for the same HIV-1 strain used for infection of CD4! T cells from different donors,
as indicated on the right. The data are derived from the same experiments shown in Fig. 1 (n " 6 to 9).
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FIG 3 CH077 Nef and CH198 Nef target the cytoplasmic tail of HLA-A*02:01 and HLA-E*01:03, but not that of HLA-C*04:01. (A) Histograms
displaying fluorescence intensities of HLA-A2 surface staining on Jurkat cells transduced with the full HLA-A*02:01 molecule (HLA-A2;
dotted blue line) or the extracellular and transmembrane domains from HLA-A*02:01 fused to the cytoplasmic domain of HLA-E*01:03
(HLA-A2:ECYT; blue line) or to the cytoplasmic domain of HLA-C*04:01 (HLA-A2:CCYT; dashed blue line). The HLA-A2 expression of
nontransduced parental Jurkat cells is depicted as a gray-shaded histogram. (B) MFIs of HLA-A2 staining in mCherry! (filled blue dots) and
mCherry" (empty blue dots) Jurkat HLA-A2 (left), Jurkat HLA-A2:ECYT (middle), and Jurkat HLA-A2:CCYT (right) cells after transduction with
nef-mCherry constructs or an mCherry vector control. Each dot represents one individual experiment, and each line connects MFIs from
mCherry! and mCherry" cells within the same culture. (C) n-fold changes in HLA-A2 MFIs on mCherry" and mCherry! cells following
transduction of Nef-derived constructs as indicated on the x axes, calculated as MFI HLA-A2 mCherry" divided by MFI HLA-A2 mCherry!.
The dotted line indicates the median n-fold change of the mCherry vector control for each cell line. Differences in HLA-A2 downregulation
between nef constructs and the empty mCherry vector control were analyzed using Friedman test. Only significant FDR-adjusted P values
are displayed (P # 0.05). Staining was performed with antibody panel D (Table 2). The data are derived from six independent experiments
(n $ 6).
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control for nonspecific vector effects, a condition with mCherry alone was added. In
agreement with previous studies, transduction of all three nef-mCherry constructs led
to substantial downregulation of HLA-A2 surface levels in the Jurkat-HLA-A*02:01 cell
line (Fig. 3B).

Lentiviral transduction of Jurkat-HLA-A2:ECYT with mCherry control vector resulted in
a minor increase in HLA-A2 (median n-fold change, 1.09 [IQR ! 1.03 to 1.17]) (Fig. 3C,
middle). In contrast, surface HLA-A2 levels of Jurkat-HLA-A2:ECYT cells were significantly
reduced when exposed to Nef derived from CH077 (median n-fold change, 0.79 [IQR !
0.78 to 0.9]) and CH198 (median n-fold change, 0.74 [IQR ! 0.71 to 0.8]). NL4-3-derived
Nef affected HLA-A2 surface staining only marginally (median n-fold change, 0.91
[IQR ! 0.84 to 0.96]) (Fig. 3C). Notably, the Nef-mediated HLA-A*2:ECYT downregulation
did not reach the same extent as Nef-induced reduction of HLA-A*02:01 surface levels.
In comparison, HLA-A2 surface levels of Jurkat-HLA-A2:CCYT following transduction with
Nef proteins did not display a significant difference from the mCherry control vector
(mCherry, median n-fold change, 1.14 [IQR ! 1.11 to 1.38]; NL4-3, median n-fold
change, 1.25 [IQR ! 1.17 to 1.44]; CH077, median n-fold change, 0.96 [IQR ! 0.92 to
1.24]; CH198, median n-fold change, 1.01 [IQR ! 0.97 to 1.22]). This indicated that no
change is induced by Nef on expression of the HLA-A*02:01:C*04:01CYT chimeric
construct, in line with previous work (17). Altogether, the HLA tail swap experiments
demonstrated the well-known ability of Nef to downregulate HLA-I via the cytoplasmic
tail of HLA-A*02:01, but not HLA-C*04:01. The presence of the cytoplasmic tail of HLA-E
was sufficient to allow HLA-E surface reduction, providing novel mechanistic insights
into Nef-mediated HLA-E modulation.

Nef is necessary for downmodulation of HLA-E surface levels on HIV-1-infected
primary CD4! T cells. To validate the finding that HLA-E surface downregulation is
mediated by Nef in primary CD4" T cells, IMCs harboring ∆nef and ∆vpu mutants were
used to generate mutant virus of the HIV-1 strains CH077 and CH198, with NL4-3 as a
control (Fig. 4A). As Nef targets CD4 for degradation (22, 23), our previous gating
strategy to identify HIV-1-infected cells was modified for CD4" T cells infected with
∆nef mutant virus, where HIV-1-infected T cells were defined as HIV-1 p24" tetherindim

(Fig. 4B, top). The gating strategy for ∆vpu mutants is depicted in Fig. 4B (bottom). Loss
of Nef and Vpu functions in mutant viruses was validated by analyzing the surface
levels of HLA-I (downregulated by Nef) and tetherin (downregulated by Vpu). All ∆nef
viruses exhibited a reduced ability to downregulate HLA-I surface expression compared
to wild-type (WT) infection, demonstrating loss of Nef function (Fig. 4C). Furthermore,
∆vpu HIV-1 NL4-3 and CH077 derivatives were unable to downmodulate tetherin
surface expression compared to their respective WT viruses (Fig. 4D). Interestingly, a
reduction of tetherin levels—although less prominent than in WT infection—was still
observed following infection with the ∆vpu mutant of CH198, indicating additional
downregulation of tetherin independent of Vpu, potentially via Nef (59). In summary,
we validated functional loss of Nef and Vpu in mutant viruses, enabling us to study the
necessity of these HIV-1 accessory proteins for downregulation of HLA-E surface levels
in primary T cells.

In assessing HLA-E levels following infection with viral mutants (Fig. 4E and F), we
observed that HLA-E surface downregulation was completely lost following disruption
of nef in CH198 (Fig. 4E), with a median relative change in HLA-E between ∆nef
HIV-1-infected and uninfected bystander cells of "11% (IQR ! #8% to "33%) com-
pared to a median relative change in HLA-E of #50% in WT infection (IQR ! #55%
to #26%) (Fig. 4G). For CH077, disruption of nef resulted in diminished capacity of the
mutant virus to downmodulate HLA-E surface expression (median relative change,
#25% [IQR ! #33% to #8%]) compared to the WT (#52% [IQR ! #57% to #42%]).
However, unlike the CH198 ∆nef mutant, loss of functional CH077-derived Nef did not
fully restore HLA-E surface levels to the level of HIV-1-uninfected bystander CD4" T cells
(Fig. 4E). NL4-3 WT infection modulated HLA-E levels only marginally (Fig. 4A and E to
G); therefore, no conclusions were drawn from changes in HLA-E surface levels of NL4-3
mutants compared to WT infection with regard to HLA-E downregulation.
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FIG 4 ∆nef mutants exhibit less reduction of HLA-E surface levels on HIV-1-infected primary T cells. (A) Dot plots of primary CD4! T cells infected with the WT
and "nef and "vpu mutants of HIV-1 NL4-3 (top), HIV-1 CH198 (middle), and HIV-1 CH077 (bottom). HLA-E surface staining (clone 3D12) is plotted against HIV-1
p24. The HLA-E MFI is displayed for HIV-1 p24-positive cells (upper right corner). (B) Gating strategy for flow cytometric analyses of isolated CD4! T cells infected

(Continued on next page)
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Notably, for both primary HIV-1 strains, infection with the ∆vpu mutants still
moderately reduced HLA-E levels on infected CD4! T cells, albeit to a lesser degree
than WT infection (Fig. 4F). The effect of Vpu knockout in CH198 was less pronounced
(median relative change, "28% [IQR # "36% to "24%]), and— unlike the ∆nef
mutant— did not fully restore HLA-E surface levels to HLA-E levels on uninfected
bystander cells (Fig. 4G). However, the effect of CH077-derived Vpu knockout (median
relative change, "29% [IQR # "35% to "23%]) was similar to the effect caused by loss
of Nef protein in CH077 ("25% [IQR # "33% to "8%]) and significant compared to
CH077 WT ("52% [IQR # "57% to "49%]) (Fig. 4G). Therefore, to investigate a
potential additive effect of Nef and Vpu on HLA-E surface modulation, we tested the
effect of a double mutant (∆vpu ∆nef) of CH077 on HLA-E surface levels of infected
primary T cells (Fig. 5A). As the CH077 ∆vpu ∆nef mutant was impaired in its ability to
downregulate CD4, tetherin, and HLA-I (Fig. 5B), we stained with two different p24
antibodies (clone KC57 in fluorescein isothiocyanate [FITC] and clone 28B7 in allophy-
cocyanin [APC]) and gated on the double-positive population, as described previously

FIG 4 Legend (Continued)
with ∆nef (top) or ∆vpu (bottom) mutants following doublet and dead cell exclusion. To identify the HIV-1-infected cell subset, CD4 or tetherin was plotted
against HIV-1 p24 staining. HIV-1-infected T cells were defined as p24! tetherindim for ∆nef-infected cells and as p24! CD4dim for ∆vpu virus infection. Staining
was performed with antibody panel B (Table 2). (C and D) Functional loss of Nef and Vpu in HIV-1 mutants was validated by analyzing surface expression of
HLA-I (C) and tetherin (D). To allow comparison of mutant viruses with the WT, CD4! T cells infected with WT virus were gated as the mutant virus of interest.
The dot-line graphs display the respective MFIs for HIV-1-uninfected bystander cells and HIV-1-infected CD4! T cells from the same donor. Non-virus-exposed
CD4! T cells (w/o) are depicted in gray as a control. (E and F) MFIs of HLA-E following infection with ∆nef (E) or ∆vpu (F) mutants compared to the WT for HIV-1
NL4-3 (left), CH198 (middle), and CH077 (right). The data are represented as dot-line graphs displaying MFIs of HIV-1-uninfected, bystander, and HIV-1-infected
subsets as indicated with ! and " on the x axes. Non-virus-exposed CD4! T cells (w/o) are depicted in gray as a control. (G) Relative change in HLA-E MFIs
on the surfaces of $nef-infected (blue), $vpu-infected (orange), or WT-infected (black) CD4! T cells. The HLA-E MFI on HIV-1-infected CD4! T cells was compared
to the HLA-E MFI on HIV-1-uninfected bystander CD4! T cells, and the relative change (percent) was calculated as follows: (MFI infected " MFI uninfected)/MFI
uninfected % 100. The box-and-whisker plots display medians and IQRs (n # 7). Differences between WT and mutant viruses were analyzed using the Wilcoxon
signed rank test for paired data (two tailed). Significant FDR-adjusted P values are marked with asterisks (*, P # 0.037); nonsignificant values (P & 0.05) are not
shown in the graph. The data are derived from in vitro HIV-1 infection of primary CD4! T cells from seven healthy donors (n # 7). MFIs are derived from
measurements at two different analyzers (LSR Fortessa and FACSAria Fusion).
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FIG 5 Loss of Nef and Vpu in CH077 disrupts HLA-E surface downregulation in HIV-1-infected primary T
cells. (A) Dot plots of primary CD4! T cells infected with CH077 WT or a mutant defective in HIV-1
accessory genes nef and vpu (CH077 ∆nef/∆vpu). HLA-E surface staining (clone 3D12) is plotted against
HIV-1 p24 (clone KC57). The HLA-E MFI is displayed for the HIV-1 p24-positive cell subset (bottom right
corner). (B) Relative changes (percent) in surface expression of the indicated proteins (x axis) upon
infection of primary CD4! T cells with CH077 WT (black dots) or the mutant virus CH077 ∆nef ∆vpu (gray
dots). The MFI on HIV-1-infected CD4! T cells (p24! p24!) was compared to the MFI on HIV-1-uninfected
bystander CD4! T cells (p24" p24"), and the relative change (percent) was calculated as follows: (MFI
infected " MFI uninfected)/MFI uninfected % 100. The data are presented as scatter plots with IQRs and
medians and derived from three independent healthy donor infections (n # 3). Staining was performed
with antibody panel E (Table 2).

Downmodulation of HLA-E by HIV-1 Journal of Virology

October 2019 Volume 93 Issue 20 e00719-19 jvi.asm.org 11



 13 

 
 

(60). Comparison of HIV-1-infected T cells (p24! p24!) to uninfected bystander T cells
(p24" p24") showed that infection with the double mutant defective in Nef and Vpu
resulted in elevated HLA-E levels (Fig. 5B). Loss of Nef and Vpu completely abrogated
HLA-E downregulation compared to the WT. In conclusion, these data show that the
accessory HIV-1 proteins Nef and, to some extent, Vpu contribute to HLA-E downregu-
lation in primary CD4! T cells following HIV-1 infection.

DISCUSSION
HIV-1 has evolved an outstanding ability to escape immune cell recognition by

controlling the display of surface ligands on HIV-1-infected cells (61–64). The concept
of HLA-A and -B being selectively downregulated to avoid cytotoxic-T-cell recognition
of HIV-1-infected cells while leaving HLA-C and -E on the surface to interact with
inhibitory NK cell receptors was recently revised when primary virus strains were shown
to downregulate HLA-C (17). Here, we investigated the impact of eleven HIV-1 strains
on HLA-E surface levels upon infection of primary T cells. Unlike cell line-adapted
viruses, a subset of primary strains—CH236, CH077, and CH198 —showed significant
downregulation of HLA-E. Transduction of CH077- and CH198-derived Nef into a T-cell
line was sufficient to reduce HLA-E surface levels, also when only the cytoplasmic tail
of HLA-E was present. Mutational analyses confirmed that lack of functional Nef
reduced the efficiency of HLA-E downmodulation in primary T cells infected with
mutants of CH077 and CH198. Notably, in primary CD4! T cells, loss of Vpu in CH077
resulted in a lesser degree of HLA-E downmodulation, indicating that HLA-E down-
regulation can be multifactorial during HIV-1 infection.

Infection with HIV-1 primary strains reduced HLA-E surface staining on infected
CD4! T cells, albeit to varying degrees. In our study, HIV-1 strains clustered according
to their abilities to modulate HLA-E and HLA-I expression. A previous study reported
that this was not the case for HLA-C (32), in line with downregulation of HLA-A, -B, and
-E being mediated by Nef and HLA-C downregulation being mediated by Vpu. Earlier
work demonstrated that the property of Nef to downregulate HLA-I surface levels was
decreased in viruses obtained from individuals who progressed to AIDS, indicating no
selective advantage to maintain this Nef function at later stages of infection, when
immune pressure is impaired (65). This may potentially explain why most cell line-
adapted viral strains, which are adapted to conditions without immune pressure
present and/or were isolated from AIDS patients (66), do not modulate HLA-E surface
levels upon infection. Accordingly, the HIV-1 primary strain CH293, which was cloned
from an HIV-1-infected individual at the chronic stage of infection (67), displayed only
minor downregulation of HLA-I and no reduction in HLA-E surface expression. Increased
HLA-E expression on CD4! T cells from HIV-1-infected subjects has been shown to
correlate with loss of CD4! T cell counts (46). No difference in HLA-E (and also HLA-C)
surface levels on infected CD4! T cells was observed following HIV-1 reactivation from
viremic patients (47). Interestingly, Bachtel et al. showed that the magnitude of HLA-C
downregulation between HIV-1 strains varies to a higher degree than the overall
well-preserved extent of HLA-A downregulation (28). Nattermann et al. reported ele-
vated HLA-E levels upon HIV-1 infection when testing four HIV-1 isolates cultured from
PBMCs of HIV-1-infected individuals (41). Together with the data presented here, this
indicates that HLA-E downregulation may vary substantially between HIV-1 strains.
Future studies will be needed to extend this investigation of HLA-E modulation to a
larger panel of viruses, including IMCs sampled from different stages of HIV-1 infection.

In order to assess the mechanisms leading to reduced HLA-E expression by HIV-1
primary strains, we next investigated the role of the HIV-1 accessory proteins Nef and
Vpu. Disruption of nef resulted in increased HLA-E surface levels compared to WT
infection. Additionally, transduction of the Jurkat T-cell line with Nef derived from
CH077 and CH198 was sufficient to reduce HLA-E surface levels. Early studies reported
that Nef did not bind to the cytoplasmic tail of HLA-E (18, 61), but Nef in these initial
studies was derived from NL4-3. Here, we exchanged the cytoplasmic tail of HLA-
A*02:01 with that of HLA-E*01:03 and demonstrated that CH077- and CH198-derived
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Nef proteins are able to disrupt HLA-E surface expression via its cytoplasmic tail.
Recruitment of the adaptor protein AP-1 by Nef to the cytoplasmic tail of HLA-I, which
then reroutes trafficking of newly synthesized HLA-A and -B molecules (19), has been
established as an important mechanism of HLA-I downregulation across a range of cell
types, including primary T cells (reviewed in reference 68). Other mechanisms include
increased turnover of HLA-I molecules from the cell surface (69) and coatomer complex
(!-COP)-dependent lysosomal degradation (70). Three amino acids in the HLA-I cyto-
plasmic tail are critical for binding of AP-1 (Y320, A324, and D327) (71). The glutamic acid
at position 324 alone (present in HLA-E) was shown to prevent coimmunoprecipitation
of AP-1 (in the presence of NL4-3 Nef) with a mutated cytoplasmic tail of HLA-A2 (71).
We did not observe a significant difference in Nef-mediated downregulation between
a mutated cytoplasmic tail of HLA-E (HLA-A2:ECYT(Y320C, D327N)) and the HLA-A:ECYT

construct in Jurkat cells (data not shown). Altogether, this indicates that involvement of
AP-1 in Nef-dependent downregulation of the cytoplasmic tail of HLA-E is less likely, at
least with regard to the known pathway targeting HLA-A and -B molecules. Further
experimental data—including biochemical approaches, functional knockout of AP-1,
and testing of a larger Nef panel—is needed to understand the mechanism of Nef-
dependent HLA-E downregulation.

Structural studies have elucidated motifs in Nef that are critical for downregulation
of HLA-A and -B. Residues that stabilize the transient interaction of AP-1 with the
cytoplasmic tail of HLA-A or -B are (i) residues in the amino-terminal proximal "-helix,
in particular, methionine at position 20 (M20) and tryptophan at position 13 (W13); (ii)
a polyproline helix, P69/72/75/78 (PXXP motif); and (iii) an acidic cluster, E62– 65 (72). In
addition, an RXR17–19 motif in the proximal "-helix was reported to enhance HLA-I
degradation via the !-COP-mediated pathway (70). M20, which is the consensus sub-
type B amino acid, was replaced with consensus subtype C isoleucine (I20) in the
majority of subtype C HIV-1 strains tested here (namely, CH293, CH107, CH164, and
CH198). Stronger downregulation of HLA-I by subtype B viruses (as observed for CH077)
has been previously associated with this amino acid substitution (57, 73). W13, the PXXP
motif, the RXR17–19 motif, and at least two acidic amino acids in the acidic cluster were
present in all HIV-1 Nef sequences tested, indicating that sequence diversity in these
particular motifs does not explain the variability in HLA-E and HLA-I downregulation
observed between the investigated HIV-1 strains. However, previous studies high-
lighted the great difficulty of assigning functional Nef properties without considerable
experimental data (74). Also, the ability to downregulate HLA-I was conserved in a
variety of SIV- and HIV-derived Nef proteins, regardless of high sequence diversity in
these regions (50). Here, we provide first evidence in a T-cell line that the HIV-1 protein
Nef derived from two primary HIV-1 strains interferes with HLA-E surface expression by
targeting its cytoplasmic tail via yet-unknown sequence motifs.

Despite Vpu not being sufficient to downregulate HLA-E in a Jurkat T-cell line,
CH077-derived Vpu was partially necessary for HLA-E surface reduction in HIV-1-
infected primary CD4! T cells. There are several potential explanations. First, Jurkat T
cells, as a tumor cell line, lack certain cellular factors (e.g., defects in T-cell receptor [TCR]
signaling and O-linked glycosylation) (75), one of which may be necessary for Vpu to
exert its effect on HLA-E. The rate of cellular HLA-I trafficking varies in general
depending on the investigated cell type and may also be a contributing factor (68).
Second, there may be an additive effect of HIV-1 (accessory) proteins in downregulating
HLA-E surface levels, as was described for the downregulation of CD4 (76) and CD1d
(77). In the case of the nonclassical HLA-I ligand CD1d, Vpu impairs recycling from
endosomal compartments (77), whereas Nef potentially increases CD1d surface inter-
nalization (78), resulting in a cooperative effect of the two accessory proteins in
reducing CD1d expression. Here, infection of primary CD4! T cells with a double
mutant of HIV-1 CH077 defective in nef and vpu fully disrupted tetherin, HLA-I, and
HLA-E surface downregulation observed in WT infection, and HLA-E surface levels of
infected primary T cells were slightly increased compared to HLA-E levels of HIV-1
uninfected bystander CD4! T cells. In contrast, CD4 is modulated by three HIV-1
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accessory proteins (Nef, Vpu, and Env) (76), and, in agreement with this, loss of Nef and
Vpu did not fully restore CD4 surface levels. Finally, downregulation of HLA-E in the
presence of CH077 Vpu in primary CD4! T cells may be explained by a host cellular
response to HIV-1 replication. A few studies have reported that endoplasmic reticulum
(ER) stress results in posttranscriptional downregulation of surface HLA-E, but not of
classical HLA-I levels. It was postulated that this selective loss of HLA-E may be due to
HLA-E having a less stable tertiary structure than other classical HLA-I molecules and,
thus, a shorter half-life at the plasma membrane (79). So far, few studies have investi-
gated ER stress specifically in HIV-1, but it has been shown that an unfolded-protein
response can be detected following in vitro HIV-1 infection of primary PBMCs (80). In
conclusion, in addition to a direct effect of Nef on the cytoplasmic tail of HLA-E, Vpu
may exert effects on HLA-E surface expression in a cell context-dependent manner.

Importantly, the effect of HLA-E downregulation by HIV-1 on the antiviral immune
response remains to be investigated. In humans, no HLA-E-restricted T cells have been
identified in HIV-1 infection to date. Human NKG2A! NK cells show the highest
functionality among NK cell subsets against HIV-1-infected cells (44), and high HLA-E
levels result in impaired NKG2A! NK cell activity (34). Perhaps a beneficial effect of
HLA-E downregulation for HIV-1 is avoiding recognition via the activating NK cell
receptor, NKG2C, which also recognizes HLA-E. Interestingly, SIV infection of rhesus
macaques has been shown to induce an expansion of NK cells expressing NKG2C
(81), and there is a high level of conservation of HLA-E and major histocompatibility
complex class E (MHC-E) between humans and nonhuman primates (49). However,
the role of NKG2C-mediated NK cell responses in HIV-1-infected cells is still unclear.
Our finding that a subset of HIV-1 primary strains can downregulate HLA-E levels on
HIV-1-infected primary CD4! T cells may have implications for immune control of
HIV-1. Further studies will be required to assess the functional impact of reduced
HLA-E levels on HIV-1-infected CD4! T cells for both innate immune recognition by
NKG2A and/or NKG2C on NK cells and adaptive immune recognition by cytotoxic
CD8! T cells.

MATERIALS AND METHODS
Ethics statement. PBMCs were obtained from healthy donors of the Healthy Cohort Hansestadt

Hamburg (HCHH). The study was approved by the Ethical Committee of the Universitätsklinikum
Hamburg-Eppendorf, and all donors gave written informed consent.

Cell culture. Jurkat cells (clone E6-1; American Type Culture Collection [ATCC]) are a T lymphocytic
cell line first derived from a child suffering from leukemia (82). MT-4 cells (a lymphocytic laboratory-
stable cell line) were obtained through the NIH AIDS Research and Reference Reagent Program (83). Both
nonadherent cell lines were cultured in RPMI 1640 L-glutamine medium (Sigma-Aldrich) supplemented
with 10% heat-inactivated superior fetal bovine serum (FBS) (Biochrom AG). Adherent HEK 293T cells
were obtained from ATCC and cultured in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) (Sigma-Aldrich)
supplemented with 10% heat-inactivated FBS (Biochrom AG). All cell lines were maintained at 37°C, 5%
CO2, and 95% humidity.

Production of HIV-1 stock from infectious molecular clones. Plasmids harboring the proviral
genome of infectious molecular clones representing the HIV-1 primary strains CH077, CH293, CH198,
CH107, CH164, CH185, and CH236 were kindly provided by the Hahn laboratory; IMCs of CH077, CH198,
CH107, CH164, CH185, and CH236 were cloned in the Kappes laboratory (67, 84, 85) (Table 1 lists viral
characteristics). pCH107.c was constructed by the Kappes laboratory following a strategy essentially as
described previously (67). Briefly, the transmitted/founder (T/F) nucleotide sequence from subject
705010107 was inferred essentially as described. The entire proviral genome was then synthesized in 3
overlapping fragments; the two overlaps encompassed naturally occurring unique restriction sites
(EcoRV and DraIII); MluI and BamHI sites were added directly upstream and downstream of the 5= and
3= ends, respectively, of the proviral coding region. The three fragments were then ligated consecutively
into pUC57 via the unique restriction sites. The resulting plasmid DNA of pCH107.c was sequence
confirmed to represent the inferred T/F nucleotide sequence. The following plasmids encoding infectious
molecular clones were used to produce full-length replication-competent HIV-1 virions and the respec-
tive mutants via transfection: pBR_HIV-1 NL4-3 (WT and ∆nef and ∆vpu mutants), pCH077.t. (WT, ∆nef,
∆vpu, and ∆nef ∆vpu), pCH198.c (WT, ∆nef, and ∆vpu). The vpu and nef mutants were generated through
insertion of premature stop codons using site-directed mutagenesis (86). For data included in Fig. 1,
pNL4-3 (National Institutes of Health [NIH]; catalog no. 114, lot 140136) was used (87). Twelve micro-
grams of plasmid was diluted in Opti-MEM (Life Technologies) and used for Lipofectamine 2000-based
transfection (Invitrogen) of HEK 293T cells in a T75 flask at 90% confluence according to the manufac-
turer’s protocol. Following 4 h of incubation, the medium was carefully removed and exchanged for fresh
culture medium. The lentiviral supernatant was collected at 48 to 72 h posttransfection. For purity, the
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supernatant was centrifuged at 200 ! g for 5 min and filtered with a Whatman 0.45-!l syringe filter
(Sigma-Aldrich). Lentiviral aliquots were stored at "80°C until further use.

HIV-1 SF162 (catalog no. 276; lot 098300), HIV-1 SF2 (catalog no. 2525; lot 140081), and HIV-1 LAI
(BRU) (catalog no. 2522; lot 110239) isolates were obtained through the NIH AIDS Reagent Program. Viral
stocks were further propagated in MT-4 cells. MT-4 cells (1 ! 106 cells/ml) were infected with HIV-1 (10 ng
of p24) by spinfection (2 h at 37°C; 1,200 ! g) and then cultured for 72 to 96 h at 37°C, 5% CO2 at 5 ! 105

cells/ml before staining for HIV-1 p24 expression. The virus supernatant was harvested, centrifuged at
200 ! g for 5 min, and filtered with a Whatman 0.45-!l syringe filter (Sigma-Aldrich).

Isolation and activation of CD4! T cells. PBMCs were isolated from EDTA-anticoagulated blood of
healthy donors via density gradient centrifugation using Bicoll (Biochrom). Subsequently, CD4# T cells
were isolated from PBMCs through a negative-selection strategy using an EasySep human CD4# T-cell
enrichment kit (Stem Cell Technology) according to the manufacturer’s protocol. The cells were cultured
at 3 ! 106 cells/ml in RPMI containing 10% heat-inactivated FBS and 100 IU/ml human recombinant
interleukin 2 (hrIL-2) (Peprotech). Isolated CD4# T cells were activated with anti-CD3/CD28-coupled
magnetic beads (Dynabeads; Human T-Activator CD3/CD28 [ThermoFisher]) at a bead-to-cell ratio of 1:1.
The HIV-1 primary strains tested here largely depended on the CCR5 coreceptor for efficient entry (88),
which has reduced expression after T-cell receptor triggering (89). In order to allow CCR5 reexpression,
the beads were magnetically removed after 72 h, and the activated CD4# T cells were cultured in fresh
IL-2-containing medium for 72 h prior to HIV-1 infection.

HIV-1 infection of primary CD4! T cells. CD4# T-cell blasts were resuspended in viral supernatant
or cell culture medium (no-virus control) to perform spinfection for 2 h at 1,200 ! g and 37°C with
acceleration/deceleration at 3. After spinfection, the medium was replaced with fresh RPMI supple-
mented with 10% FBS and IL-2 (100 U/ml). The infected CD4# T cells were cultured at 37°C, 5% CO2 at
a concentration of 3 ! 106 cells/ml. HLA-E surface expression was assessed at 72 h postinfection.

Generation of Jurkat-HLA-A2 cell lines. Gene constructs for HLA-A*02:01ECD-TMD-CYT (HLA-A2),
HLA-A*02:01ECD-TMDHLA-E*01:03CYT (HLA-A2:Ecyt), and HLA-A*02:01ECD-TMDHLA-C*04:01CYT (HLA-A2:Ecyt)
were ordered from GeneArt (Life Technologies). All constructs included the mammalian Kozak sequence
(GCCACC) and were subjected to mammalian gene optimization. The constructs were cloned into the
lentiviral vector pSIP (containing a spleen focus-forming virus [SFFV] promoter driving the gene of
interest and an internal ribosomal entry site [IRES]), followed by a puromycin resistance gene (vector
kindly provided by Thomas Pertel), using NEBBuilder HiFi DNA assembly master mix (NEB). To produce
lentiviral-like particles, HEK 293T cells (ATCC) were transfected using Lipofectamine 3000 (Life Technol-
ogies), a vesicular stomatitis virus G (VSV-G) envelope vector (pHEF-VSVg; NIH AIDS Reagent Program),
an HIV-1 gag-pol packaging vector (psPAX2; NIH AIDS Reagent Program), and the lentiviral transfer vector
encoding the specific HLA-A2 construct. After 72 h, the lentiviral supernatant was harvested and filtered.
The filtered supernatant was used for transduction of Jurkat E6.1 cells, which were subsequently selected
with puromycin (1 !g/ml; Sigma-Aldrich).

Generation of virus-like particles containing nef or vpu of CH077, CH198, and NL4-3. Gene
constructs of nef derived from NL4-3 and CH077 were ordered from GeneArt (Life Technologies). The
constructs included the mammalian Kozak sequence, GCCACC, and EcoRI/NotI digestion sites. The nef
gene derived from CH198 and vpu genes derived from NL4-3, CH077, and CH198 were amplified from the
WT plasmids pBR-amp HIV-1 NL4-3, pCH077.t, and pCH198.c using primers with the Kozak sequence and
EcoRI/NotI digestion sites. The nef constructs were cloned into the lentiviral vector pLVX-EF1"-IRES-
mCherry (Clontech) containing an EF1" promoter and the IRES-driven fluorescent marker mCherry. The
vpu constructs were cloned into the Lego-iG2 vector (90) (kindly provided by Boris Fehse) containing an
SFFV promoter and the IRES-driven fluorescent marker eGFP.

Stimulation and lentiviral transduction of Jurkat cells with nef constructs. The resulting nef- or
vpu-containing transfer vectors were transfected into HEK 293T cells together with a VSV-G envelope
vector and the HIV-1 gag-pol packaging vector using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). As a vector

TABLE 1 Characteristics and origins of HIV-1

Group Virus Subtype Source (reference) Fiebig stagea Coreceptor
Cell line-adapted virus SF162 B Viral stock (isolated from cerebrospinal fluid of an individual

diagnosed with AIDS) (66)
NA CCR5

LAI (BRU) B Viral stock (first laboratory-isolated strain from an AIDS
patient; 1983) (92, 93)

NA CXCR4

SF2 B Viral stock (patient isolate from 1983) (94, 95) NA CXCR4/CCR5
NL4-3 B Infectious molecular clone (chimera of HIV-1 NY5 isolate [5=]

and the HIV-1 LAV isolate [3=]) (87)
NA CXCR4

HIV-1 primary strains CH293 C Infectious molecular clone (chronic) (67) NA CCR5
CH107 C Infectious molecular clone (founder) V Unknown
CH164 C Infectious molecular clone (founder) (67) IV CCR5
CH185 C Infectious molecular clone (founder) (67) I/II CCR5
CH236 C Infectious molecular clone (founder) (84) II/III CCR5
CH077 B Infectious molecular clone (founder) (85) II/III CXCR4/CCR5
CH198 C Infectious molecular clone (founder) (67) I/II CCR5

aThe Fiebig classification is used to describe six different stages of early HIV infection based on the results of standard diagnostic assays (99). NA, not applicable.
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control, transfection was performed using vectors without nef or vpu but containing the fluorescent
marker. After 72 h, the supernatant containing lentiviral particles was collected and filtered as described
above. The lentiviral particles were subsequently used to transduce Jurkat cells for stable expression of
nef or vpu genes. Lentivirus-transduced Jurkat cells were stimulated overnight with 100 U/ml IFN-!
(PeproTech; catalog no. 300-02; lot no. 121527) prior to flow cytometric assessment of HLA-E surface
levels. Lentivirus nef-transduced Jurkat-HLA-A2 cell lines were analyzed 72 h after transduction for
downregulation of HLA-A2.

Flow cytometric assessment of surface markers and intracellular staining. All the antibody
information used for flow cytometry staining is listed in Table 2, and the respective panel used is
indicated in each figure legend. The following protocol was used for surface staining: 1 ! 106 cells were
resuspended in the respective LIVE/DEAD marker for 20 min at 4°C to allow LIVE/DEAD discrimination.
After a washing step, the cells were resuspended in 100 "l of surface antibody mixture for 30 min at 4°C.
For intracellular detection of HIV-1 p24 Gag, cells were fixed and permeabilized using a Cytofix/Cytoperm
solution kit (BD Biosciences) following the manufacturer’s instructions but adding an additional step of
20 min incubation in permeabilization buffer prior to intracellular staining (Fig. 1). For the experiments
shown in Fig. 4, Fix & Perm cell permeabilization kit (ThermoFisher) was used following the manufac-
turer’s instructions for intracellular detection of HIV-1 p24. The cells were subsequently washed and
resuspended in phosphate-buffered saline (PBS). In assays that did not include intracellular staining, cells
were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 20 min prior to flow cytometric analysis. Flow cytometric

TABLE 2 Antibodies used in this study

Antibody Clone Fluorophorea Manufacturer Catalog no. RRIDb

Panel A
LIVE/DEAD Zombie NIR APC Cy7 Biolegend 423105
CD4 RPA-T4 BV711 Biolegend 300558 AB_2564393
CD3 UCHT1 BUV395 BD Biosciences 563546 AB_2744387
HLA class I W6/32 APC ThermoFisher Scientific 17-9983-42 AB_10733389
Tetherin RS38E PE Biolegend 348406 AB_10564402
HLA-E 3D12 BV421 Biolegend 342612 AB_2721525
IgG1(#) isotype control MOPC 21 BV421 Biolegend 400158 AB_11150232
HIV-1 p24 KC57 FITC Coulter 6604665 AB_1575987

Panel B
LIVE/DEAD Zombie NIR APC Cy7 Biolegend 423105
CD4 OKT4 BV711 Biolegend 317439 AB_11219404
HLA class I W6/32 Pacific Blue Biolegend 311418 AB_493669
Tetherin RS38E APC Biolegend 348410 AB_2067121
HLA-E 3D12 PE Biolegend 342603 AB_1659250
HIV-1 p24 KC57 FITC Coulter 6604665 AB_1575987
CD3 UCTH1 BUV395 BD Biosciences 563546 AB_2744387
CD8 RPA-T8 BV605 Biolegend 301040 AB_2563185
IgG1(#) isotype control MOPC 21 PE Biolegend 400111 AB_241956

Panel C
LIVE/DEAD Zombie NIR APC Cy7 Biolegend 423105
HLA-E 3D12 BV421 Biolegend 342612 AB_2721525
IgG1(#) isotype control MOPC-21 BV421 Biolegend 400158 AB_11150232
CD3 UCHT1 BUV395 BD Biosciences 563546 AB_2744387
Tetherin RS38E PE Biolegend 348406 AB_10564402
HLA class I W6/32 APC ThermoFisher Scientific 17-9983-42 AB_10733389

Panel D
LIVE/DEAD Near-IR APC-Cy7 ThermoFisher Scientific L34975
CD3 UHCT1 BUV737 BD Biosciences 564307 AB_564307
HLA-A2 BB7.2 FITC Biolegend 343304 AB_1659245

Panel E
LIVE/DEAD Near-IR APC-Cy7 ThermoFisher Scientific L34975
CD4 RPA-T4 BV711 Biolegend 300558 AB_2564393
CD3 UCHT1 BUV395 BD Biosciences 563546 AB_2744387
HLA class I W6/32 PE-Cy7 Biolegend 311430 AB_2561617
Tetherin RS38E PE Biolegend 348406 AB_10564402
HLA-E 3D12 BV421 Biolegend 342612 AB_2721525
IgG1(#) isotype control MOPC 21 BV421 Biolegend 400158 AB_11150232
HIV-1 p24 KC57 FITC Coulter 6604665 AB_1575987
HIV-1 p24 28B7 APC Medimabs MM-0289-APC

aPE, phycoerythrin.
bRRID, research resource identifier.
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acquisition was performed using a BD LSR Fortessa cell analyzer and BD FACS Diva v.7.0. software or a
BD FACS Aria fusion flow cytometer with BD FACS Diva v.7.0. software.

Data analysis, software, and statistics. FlowJo software (v.10.1) was used to analyze all acquired
flow cytometry data. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism (8) and SAS (v.9.3). The
relative change (percent) was calculated as follows: (MFI infected ! MFI uninfected)/MFI uninfected "
100; n-fold change was calculated as follows: MFI transduced divided by MFI untransduced. To assess the
association of relative change in HLA-E surface (percent) with the relative change in HLA-I content
(percent), a mixed-effect linear regression model with a random intercept was employed, which takes
into account the intradonor correlation (multiple measurements per donor). The data are reported as
median and IQR (1st quartile to 3rd quartile) or in figures are displayed as median and IQR. For statistical
testing, nonparametric paired tests were employed (the specific tests are indicated in the figure legends),
and the test multiplicity for all tests was adjusted using the original false-discovery rate (FDR) method of
Benjamini and Hochberg (91). All reported P values are FDR adjusted, and P values of #0.05 are
significant.

Accession number(s). GenBank accession numbers are as follows: NL4-3, AF324493.2; CH293,
KC156216.1; CH107, MN202471; CH164, KC156127.1; CH185, KC156129.1; CH236, MN202472; CH077,
JN944909.1; CH198, KC156130.1.
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2 Zusammenfassende Darstellung der Publikation mit Einordnung in den 
wissenschaftlichen Kontext  

 
2.1 Einleitung 
 
2.1.1 Die HIV-Pandemie und ihre Entwicklung 
 
Eine gesundheitliche Krise erreichte ihren Höhepunkt, als die Weltgesundheitsorganisation 

(WHO) das neuartige Virus SARS-COV-2 am 11.03.2020 als globale Pandemie bestätigte 

(WHO, 2020b). Die im Volksmund als „Corona-Pandemie“ bezeichnete Krankheit forderte 

bisher über  6,9 Millionen Todesfälle (Stand: 12.10.2023), die der WHO gemeldet wurden 

(WHO, 2020a). Viele Wissenschaftler:innen wissen, wie herausfordernd der richtige Umgang 

mit und die adäquate Behandlung einer pandemisch agierenden Krankheit ist. Dies spiegelt sich 

auch in der seit 1980 andauernde Pandemie durch die Gruppe M des Humanen 

Immundefizienz-Virus (HIV)-1 wider (Hahn et al., 2000, Kirchhoff, 2010, Eisinger and Fauci, 

2018). Die HI-Viruserkrankung forderte seit ihrer Entdeckung ca. 74.9 Millionen infizierte mit 

ca. 32 Millionen Verstorbenen und zählt damit zu den tödlichsten viralen Infektionen unserer 

Zeit (Moreno Álvarez, 2020). Die unbehandelte HIV-1-Infektion führt in einem Großteil der 

infizierten Individuen zu einem progredienten Verlust der adaptiven T-Helferzellantwort mit 

dem Endresultat einer Immunschwäche, welche durch die fehlende Kontrolle opportunistischer 

Infektionen oder Tumorerkrankungen meist tödlich endet. 

Seit der Entdeckung des Virus durch Luc Montagnier vor 30 Jahren versuchen Forschende 

weltweit neue Therapien und Strategien zur Behandlung dieser Pandemie zu entwickeln. Die 

detaillierte Erforschung der Struktur und des Aufbaus des HI-Virus erwies sich als besonders 

effektiv (Arts and Hazuda, 2012). Es folgte die Einführung der hochaktiven antiretroviralen 

Therapie (HAART), mit Hilfe derer sowohl der Ausbruch eines Erworbenen Abwehrschwäche-

Syndroms (Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS) als auch eine transversale oder 

sexuelle Übertragung des Virus fast vollständig verhindert werden kann (Attia et al., 2009, De 

Cock et al., 2009, Palella Jr et al., 1998, Connor et al., 1994, Cohen et al., 2007). 

Hauptangriffspunkte der antiretroviralen Therapie sind wichtige Proteinprozesse der viralen 

Replikation.  

Neben den kanonischen retroviralen Strukturgenen gag, pol und env und den regulatorischen 

Genen tat und ref, rückten die akzessorischen Gene vif, vpu, vpr und nef in den Interessensfokus 

der Forschung. Diese HIV-spezifischen Proteine sind nicht notwendig zur in vitro Replikation 

des Virus, aber erhöhen die Infektiosität in vivo deutlich. Sie wirken zellulären 

Restriktionsfaktoren entgegen und greifen in die Antigenpräsentation ein. Damit entkommen 
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sie der Erkennung  durch die angeborene und erworbene Immunantwort (Malim and Emerman, 

2008, Trono, 1995) und machen so einen Großteil der viralen Virulenz und Pathogenität aus. 

Neue Therapieansätze wie beispielsweise die direkte Inhibition des Nef Proteins zielen daher 

darauf ab, die Funktion akzessorischer Proteine zu unterdrücken (Betzi et al., 2007, Smithgall 

and Thomas, 2013). Da gegenwärtig noch kein protektiver Impfstoff gegen HIV entwickelt 

wurde, beruhen die derzeitigen Therapieerfolge auf einer adäquaten und lebenslangen 

Medikamenteneinnahme, die ein hohes Maß an Compliance der Patient:innen voraussetzt. 

 

2.1.2 Die akzessorischen Proteine Nef und Vpu 
 
Das HI-Virus hat viele verschiedene Wege und Mechanismen entwickelt, um dem 

menschlichen Immunsystem zu entkommen. Neben den drei Strukturgenen gag (kodiert für 

Proteine der äußeren Kernmembran, des Kapsidproteins und des Nukleokapsids) (Arbeitskreis 

Blut, 2004), pol (kodiert für Protease, reverse Transkriptase und Integrase) (Preston et al., 1988) 

und env (kodiert für Hüll –und Membranproteine) (Wyatt and Sodroski, 1998) sind speziell die 

viralen akzessorischen Proteine Vif, Vpu, Vpr, und Nef von entscheidender Bedeutung. Zwei 

der akzessorischen Proteine greifen in die Antigenpräsentation ein, das virale Protein Negativ 

Faktor (Nef) und das virale Protein U (Vpu). In dieser Arbeit wird der Schwerpunkt auf diese 

zwei akzessorischen Proteine gelegt. 

Der Name Nef ergab sich fälschlicherweise aus der Annahme, das Protein habe durch sein 

3´Ende des Long-Terminal-Repeat (LTR) überlappenden „Open-Reading Frame (ORF)“ einen 

negativen Effekt auf die virale Zellreplikation (Terwilliger et al., 1986, Ahmad and Venkatesan, 

1988). Dies konnte im Laufe der Zeit widerlegt werden und die wichtige Rolle des Proteins, 

insbesondere zu Beginn des viralen Replikationszyklus wurde deutlich (Klotman et al., 1991, 

Kestier III et al., 1991). Das 27-35 kDa schwere Protein ist sowohl im Zytoplasma der 

befallenen Zelle als auch zu geringeren Anteilen an den zellulären Membranen lokalisiert, von 

wo aus es den Großteil seiner Funktionen ausführt. Strukturelle Analysen zeigten, dass Nef aus 

drei Hauptbestandteilen besteht: einer kugelförmigen Kernregion (Aminosäuren (AA) : 58-149, 

181-206), einer flexiblen N-terminalen Region (AA: 1-57) und einer C-terminalen Schleife 

(AA: 150-180) (Sugden et al., 2016). Nef zeigt sich als hauptverantwortlich für die 

Unterbrechung wichtiger zellulärer Proteintransporte, insbesondere durch die Umleitung von 

sogenannten Clathrin-Coated Vesikeln (CCV). So wird CD4 beispielsweise durch einen 

Komplex aus Nef und dem Clathrin-assoziierten Adapter-Proteinkomplexes 2 (AP-2) sowie 

mithilfe von Clathrin-Coated Pits von der Plasmamembran internalisiert, in Vesikel verpackt, 

zum Lysosom geleitet und dort degradiert. Im Bereich des Trans-Golgi-Netzwerkes (TGN) 



 25 

verhindert Nef mithilfe von AP-1 den Weitertransport des wichtigen Restriktionsfaktors 

Tetherin und leitet neu synthetisierte MHC-I Moleküle mithilfe der CCVs zur Degradierung im 

Lysosom um (Buffalo et al., 2019) (siehe Abbildung 1). Die vielen Fähigkeiten dieses wichtigen 

akzessorischen Proteins beruhen auf der Eigenschaft, mit Proteinen des intrazellulären 

Transportes zu interagieren; hierzu zählen, neben dem bereits erwähnten AP-1 und -2, auch das 

Phosphorine Acid Cluster Sorting Protein 1 und 2 (PACS-1/-2) und die Coatomer Subunit Beta 

(ß-COP) (Wan et al., 1998, Piguet et al., 1999). 

 

 
Abbildung 1: Nef unterdrückt wichtige antivirale Prozesse 

Schematische Darstellung des akzessorischen Proteins Nef wie dieses zentrale antivirale 

Zellprozesse stört und dadurch die Immunantwort schwächt. Nef bildet mithilfe des Adapter-

Protein-1 (AP-1) einen Komplex und blockiert den vesikulären Transport von neu 

synthetisiertem Tetherin an die Zelloberfläche durch Akkumulation im Trans-Golgi-Netzwerk. 

An die Zellmembran transportierte CD4-Moleküle werden durch Nef und AP-2 internalisiert 

und in CCV zum Abbau ins Lysosom geleitet. Zudem bindet der Nef-AP-1 Komplex neu 

synthetisierte MHC-1 Moleküle im Trans-Golgi-Netzwerk und transportiert diese in CVV zur 

lysosomalen Degradierung. Strategisch unterbindet Nef auf diese Weise die zelluläre 

Antigenpräsentation von Virusbestandteilen, und schränkt damit die antivirale Immunantwort 

ein (In Anlehnung an (Buffalo et al., 2019)). Eigene Darstellung erstellt mit BioRender.com. 
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Das virale Proteine U (Vpu) hat eine Molekülmasse von 16-17 kDa und zählt zu den Typ-1 

Membranproteinen. Es wird, ähnlich wie Env, aus einem Einzelstrang-Transkript (mRNA) zum 

Ende des Infektionszyklus translatiert (Schwartz et al., 1990). Interessanterweise bestimmt der 

vorliegende HIV-1 Subtyp die Lokalisation des Proteins in der Zelle. So liegt Vpu im Subtyp 

B der Gruppe M des HIV-1 vor allem vesikulär im TGN vor, im Subtyp C der selbigen Gruppe 

hingegen ist das Protein vor allem intrazellulär und an den Zellmembranen lokalisiert (Pacyniak 

et al., 2005). Zwar ist das vpu-Gen in dem HIV-1 und dem Simianen Immundefizienz-Virus 

des Schimpansen (SIVcpz) aufzufinden, in dem weniger virulenten HIV-2 und dem Simianen 

Immundizienz-Virus des Rußmangaben Cercocebus atys (SIVsmm) ist es allerdings nicht 

vorhanden (Cohen et al., 1988, Strebel et al., 1988, Sugden et al., 2016). Strukturell besteht 

Vpu aus einer luminalen Domäne mit unbekannter Funktion und einer kurzen flexiblen N-

terminalen Region, gefolgt von einer α-helikalen Transmembranregion, die als wichtige 

Bindungsstelle ein hochkonserviertes aa-51DSGxxS-56-Motiv besitzt (Sugden et al., 2016). 

Ähnlich wie Nef, besteht die Hauptaufgabe des Proteins in der Unterbrechung der zellulären 

Proteintransporte mit dem Ziel der proteosomalen Degradierung. Zu den weiteren Vpu 

Funktionen zählen die gezielte Degradierung des Oberflächenmoleküls CD4 im 

Endoplasmatischem Retikulum (ER) sowie das Außerkraftsetzen des antiviralen Proteins 

Tetherin (Van Damme et al., 2008). Als sekundärer Effekt in der fortgeschrittenen Infektion ist 

die Hemmung des NF-κB-Signalweges durch die Unterbrechung des βTrCP-vermittelten 

Abbaus von IκB, dem zellulären Inhibitor von NF-κB, zu nennen (Bour et al., 2001). 

Zusammengefasst sind die akzessorischen Proteine Nef und Vpu ausschlaggebend an der 

effektiven Replikation des HI-Virus im Menschen beteiligt, und stellen somit eine wichtige 

Forschungsgrundlage dar.  

 

2.1.3 Die Rolle des Humanen Leukozyten-Antigen-Systems (HLA) in der HIV-1-Infektion 
 
Mit Beginn der epidemischen AIDS-Epoche wurde deutlich, dass die Kontrolle der HIV-1-

Infektion interindividuell sehr variabel ist. Besonderes Augenmerk erlangte das Humane 

Leukozyten-Antigen-System (HLA), der Haupthistokompatibilitätskomplex beim Menschen. 

Dieser wird von Genen auf Chromosom 6 kodiert, dessen Genprodukte hochpolymorphe 

Zelloberflächenmoleküle sind (Study, 2010, Hindorff and MacArthur, 2011). Diese 

Zelloberflächenmoleküle sind darauf spezialisiert den T-Zell-Rezeptoren (TCR) auf 

zytotoxischen CD8+ T-Zellen Antigen zu präsentieren (Kløverpris et al., 2016) und damit eine 

adaptive CD8+ T-Zellimmunantwort auszulösen. Gleichzeitig sind HLA-Klasse-I-Moleküle 
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wichtige Liganden für die Natürlichen Killerzellen (NK-Zelle), welche zu den zytotoxischen 

Zellen des angeborenen Immunsystems zählen. Diese Moleküle führen überwiegend zu einer 

Hemmung von NK-Zellen, können aber über aktivierende Rezeptoren auch eine antivirale NK-

Zellantwort auslösen (Chapel et al., 2017, Van Teijlingen et al., 2014, Lunemann et al., 2016, 

Hölzemer et al., 2015). Kaslow et al. zeigte 1996 erstmalig, dass bestimmte HLA-Klasse-I-

Moleküle eine modulierende Rolle zwischen HIV-Infektion und Zeitpunkt des Ausbruchs von 

AIDS einnahmen. Dabei zeigten die Allele HLA-B*27 und HLA-B*57 den größten protektiven 

Einfluss gegen ein schnelles Fortschreiten der Erkrankung (Kaslow et al., 1996). Heute ist 

bekannt, dass die HLA-Klasse-I-Moleküle maßgeblich an der Immunkontrolle des HIV 

beteiligt sind (Fellay et al., 2007, Kuniholm et al., 2011). Auch die Inzidenzen und Verläufe 

anderer Infektionskrankheiten, Autoimmunkrankheiten oder auch Tumorerkrankungen werden 

durch den Polymorphismus der HLA-Klasse-I-Moleküle moduliert (Hindorff and MacArthur, 

2011). 

Bei den HLA-Klasse-I-Molekülen werden klassische HLA-Klasse-I-Moleküle von nicht-

klassischen HLA-Klasse-I-Molekülen unterschieden. Die klassischen HLA-Klasse-I-Moleküle 

werden auch Klasse-Ia-Antigene genannt und umfassen HLA-A, HLA-B und HLA-C. Sie 

zeichnen sich durch einen sehr hohen Polymorphismus aus, mit über >20.000 bislang 

beschriebenen Allelen (Robinson et al., 2015). Insbesondere bei der akuten HIV-Infektion zählt 

die Herunterregulierung dieser Oberflächenproteine zu einer effektiven Strategie des HI-Virus, 

da es die Erkennung virus-befallener Zellen durch zytotoxische CD8+ T-Zellen anhand der 

Antigenpräsentation reduziert und die infizierte Zelle so einer frühzeitigen Beseitigung 

entkommt  (Collins et al., 1998, Study, 2010). Dabei reguliert Nef HLA-A und HLA-B von der 

Zelloberfläche herunter, während Vpu HLA-C herunterreguliert (Apps et al., 2016, Körner et 

al., 2017). Diese Tatsache ist erst 2016 entdeckt worden – vorher wurde angenommen, dass 

HIV die HLA-C Oberflächenexpression nicht verändert (Cohen et al., 1999, Roeth et al., 2004). 

Der Grund dafür war, dass der laboradaptierte HIV Strang NL4-3, der die Grundlage vieler 

experimenteller HIV-1 Studien  bildete, nicht in der Lage ist HLA-C herunterzuregulieren, die 

von Apps et al. erstmals untersuchten primären Virusstränge indessen schon (Apps et al., 2016). 

Im Gegensatz zu den klassischen HLA-Klasse-I-Molekülen sind die nicht-klassischen HLA-

Klasse-I-Moleküle deutlich weniger polymorph. Zu ihnen zählen HLA-E, HLA-F, HLA-G und 

MICA/B und das zuletzt entdeckte „HLA-H“, auch Hämochromatose-Gen (HFE) genannt 

(Feder et al., 1996).  
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2.1.4 Das nicht-klassische HLA-E-Molekül in der HIV-1-Infektion 
 
Während der Zusammenhang der akzessorischen Proteine mit den klassischen HLA-Klasse-I-

Molekülen umfassend beschrieben wurde, bleibt das Wissen über die Interaktion mit den nicht-

klassischen Molekülen beschränkt. HLA-E gehört zu den nicht-klassischen HLA-Klasse-I-

Molekülen und ist –verglichen mit klassischen HLA-Klasse-I Molekülen- konserviert im 

menschlichen Genom vorzufinden. Anders als die klassischen HLA-Klasse-I-Moleküle ist es 

auch auf Trophoblasten exprimiert (King et al., 2000). HLA-E nimmt eine besondere Rolle in 

der Peptidpräsentation ein. Die Stabilisierung ist direkt abhängig von sogenannten 

Signalpeptiden (leader peptides) anderer HLA-Klasse-I Moleküle (Horowitz et al., 2016). Aus 

diesem Grund spiegelt HLA-E direkt die Expressionslevel klassischer HLA-Klasse-I-Moleküle 

wider und ist damit ein wichtiger inhibitorischer NK-Zellrezeptorligand mit überwiegend 

immunoregulatorischer Funktion. Neben dem inhibitorischen NKG2A Rezeptor, agiert HLA-

E in geringerer Affinität als Ligand für den aktivierenden NKG2C Rezeptor. Die Präsentation 

von viralen Peptiden für die adaptive Immunantwort ist aufgrund der niedrigen 

Oberflächenlevels und der Besonderheiten im präsentiertem Peptidrepertiore eher 

nebensächlich. Nichtsdestotrotz können Epitope des Zytomegalievirus (CMV), Epstein-Barr 

Virus (EBV), Hepatitis-C-Virus (HCV) oder auch des HI-Virus die HLA-E 

Peptidbindungsstelle stabilisieren (Pietra et al., 2003, Romagnani et al., 2002, Schulte et al., 

2009), und HCV-/CMV und EBV-spezifische CD8+ T-Zellen mit HLA-E Restriktion konnten 

in vivo nachgewiesen werden (Joosten et al., 2016). Folglich hat die Modulation von HLA-E 

möglicherweise einen direkten Einfluss auf die Erkennung HIV-1–infizierter Zellen durch die 

adaptive oder angeborene zytotoxische Immunantwort. Bisher ist sowohl eine unveränderte als 

auch erhöhte HLA-E Expression auf HIV-1–infizierten Zellen beschrieben (Nattermann et al., 

2005, Hansen et al., 2016, Davis et al., 2016, Martini et al., 2005, Fogli et al., 2008, Bonaparte 

and Barker, 2004, Wu et al., 2018, Specht et al., 2008). Cohen et al. testete die Auswirkung von 

NL4-3 Nef auf HLA-E im Zelllinienmodel 721.221 und beobachtete unveränderte HLA-E 

Expressionslevel auf der Oberfläche virusinfizierter Zellen. Er identifizierte veränderte 

Aminosäuresequenzen im zytoplasmatischen Schwanz von HLA-E, als Grund für die fehlende 

Herunterregulation durch Nef (Cohen et al., 1999). Die Auswirkung des akzessorischen 

Proteins Vpu unterschiedlicher HI-Virusstränge auf die HLA-E Oberflächenexpression 

infizierter Zellen, wurde bisher noch nicht untersucht. 
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2.1.5 Darstellung der Publikation 
 
Gegenstand dieser Arbeit ist die experimentelle Erforschung zur Modulation des HLA-E auf 

der Zelloberfläche humaner CD4+ T-Zellen durch die HIV-Proteine Nef und Vpu 

unterschiedlicher Virusstränge. Die im Rahmen der Doktorarbeit erhobenen experimentellen 

Daten führten zu einer geteilten Erstautorschaft ‚Primary HIV-1 Strains Use Nef To 

Downmodulate HLA-E Surface Expression’ im Journal of Virology, 2019, so dass es sich hier 

um eine Publikationspromotion handelt. In dieser konnte erstmals gezeigt werden, dass im 

Gegensatz zu Zellkultur-adaptierten HIV-1 Strängen, primäre HIV-1 Stränge die 

Oberflächenlevel von HLA-E modulieren. 

Der Schwerpunkt dieser Doktorarbeit fokussiert sich auf die Fragestellung, mit welchem 

Mechanismus HIV-1 die Oberflächenexpression von HLA-E ändert.  Die zugrundeliegende 

Hypothese war, dass die akzessorischen Proteine Nef und Vpu die HLA-E Level auf der 

Oberfläche HIV-1–infizierter CD4+ T-Zellen beeinflussen. 

 

2.2 Material und Methoden  
 

Vermehrung lentiviraler Plasmide in E. Coli  

Um das virale Plasmid der jeweiligen HIV-1 Stränge (inklusive Knockout-Viren) quantitativ 

zu vermehren wurde die Hitzeschock Methode angewendet, um die Transformation einer 

Bakterienkultur durchzuführen. Dabei optimierte ich die Anweisungen des 

Herstellerprotokolls, um eine Rekombination des Plasmids über die long terminal repeats 

(LTR) zu verhindern. Hierzu wurden stbl3 Bakterien auf Eis aufgetaut, das Plasmid hinzugefügt 

und für 30 min inkubiert. Danach wurden die stbl3 Bakterien für 45 s und 42  °C einem 

Hitzeschock unterzogen und weitere zwei Minuten auf Eis inkubiert. Es wurde 250 μl warmes 

SOC Medium hinzugefügt und die Bakterien wurden erneut für 1 Std. bei 37  °C auf einem 

Schüttelinkubator horizontal gelagert. Danach wurden 100 μl der Bakterienlösung auf einer 

Antibiotikum-beimpfte LB-Agarplatte (Ampicillin oder Kanamycin, abhängig von der 

vorliegenden Resistenz) titriert und über Nacht bei 26 °C inkubiert. Am Folgetag konnten die 

entstandenen Kolonien in Flüssigkulturen vermehrt werden. Dafür wurde unter sterilen 

Bedingungen eine passende Kolonie entnommen und ein 500 ml Flask mit 250 ml LB broth 

Maxi und 250 μl Antibiotikum beimpft. Die Kulturen wurden daraufhin für 40 Std. bei 20 °C 

inkubiert. Im nächsten Schritt wurde aus den gewachsenen Kolonien die DNA mittels Maxi 

Prepkit (Qiagen) isoliert. 
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Die Plasmide enthielten das provirale Genom infektiöser molekularer Klone, welche zum einen 

für die Sequenz des laboradaptierten Virus NL4-3 kodierten, und zum anderen aus Sequenzen 

von Primärproben HIV-1–infizierter Patient:innen hergestellt wurden (Parrish et al., 2013, 

Fenton-May et al., 2013, Ochsenbauer et al., 2012). Sie wurden verwendet um 

replikationsfähige HIV-1 Virione und die zugehörigen Mutanten via Lipofectamin-basierter 

Transfektion von HEK392T Zellen herzustellen: pBR_HIV-1 NL4-3 (WT, Δnef und Δvpu), 

pCH077.t. (WT, Δnef und Δvpu), pCH198.c (WT, Δnef und Δvpu). Die genannten Plasmide 

erhielten wir freundlicherweise von unseren Kollaborationspartnern Prof. Dr. Frank Kirchhoff 

und Prof. Dr. Daniel Sauter.  

 

Qualitätskontrolle mittels Restriktionsverdau 

Nach der DNA-Isolierung wurden eine Rekombination der Plasmide mittels 

Restriktionsenzymverdau und Gelelektrophorese ausgeschlossen. Nachdem die Enzyme und 

Puffer für den Verdau ausgewählt wurden, wurde 1 μg DNA, 5 μl Puffer und 1 μl Enzym addiert 

und die fehlende Menge ddH2O hinzugefügt um eine Gesamtmenge von 60 μl zu erreichen. 

Dieses Gemisch wurde für 1 Std. bei 37 °C inkubiert. Ein passendes Agarosegel mit einer 

Konzentration von 0,8 % wurde durch Zugabe von 150 ml TEA 1X, 1,8 g Agarose und 15 μl 

SYBR Safe hergestellt. Die Suspension wurde erwärmt und dann in die Gelkammer gegeben, 

um fest zu werden. Das DNA-Enzymgemisch wurde mit einer ausgewählten Menge an 

Ladefarbstoff (6x) versetzt und in die entsprechende Gelkammer gegeben. Der Lauf wurde bei 

150 V für 45 Minuten durchgeführt. Im Anschluss konnte das Gel unter UV-Licht analysiert 

werden. 

 

Lentivirus-Produktion in HEK293T-Zellen 

HEK293T-Zellen wurden so ausgesät, dass am Tag der Transfektion eine mindestens 90 % 

Konfluenz erreicht wurde. Ein Mastermix aus 12 μg der entsprechenden Plasmid-DNA wurde 

in OptiMEM gelöst um ein Endvolumen von 1,5 ml zu erreichen und für 5 min inkubiert. Das 

zuvor verdünnte Lipefectamin2000 wurde tropfenweise zu der verdünnten DNA-Mischung 

gegeben und danach für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Zellmedium, auf den zuvor 

ausgesäten HEK293T-Zellen, wurde entfernt und die verbleibenden Zellen gewaschen. Danach 

wurden 9 ml OptiMEM vorsichtig auf die Zellen gegeben und die Lipofectamin2000/DNA-

Lösung konnte hinzugegeben und für 4 Std. bei 37 °C inkubiert werden. Danach wurde das 

Medium mit 10 ml RPMI-1640 und 10 % FBS ersetzt und die Zellen darin erneute 48- 72 Std. 
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bei 37 °C inkubiert. Abschließend wurde der im Überstand befindlichen Virus zentrifugiert (5 

min, 500 g) und gefiltert. Die einzelnen Virus-Aliquots wurden bei -80 Grad Celsius gelagert.  

 

Isolierung, Aktivierung und Infektion von primären CD4+ T-Zellen 

CD4+ T-Zellen wurden aus zuvor gewonnenen mononukleären Zellen des peripheren Blutes 

(PBMCs) HIV-1–negativer Spender:innen mit Hilfe einer negativen Selektionsstrategie des 

EasySep humaner CD4 Zellen-Kits nach Anweisung des Herstellerprotokolls isoliert. Die 

gewonnenen Zellen wurden in 3x106 Zellen/ml RPMI, versetzt mit 10 % hitzeinaktiviertes FBS 

und 100 IE/ml humanes rekombinantes Interleukin 2 (hrIL-2) (Peprotech), kultiviert. Für die 

Aktivierung der CD4+ Zellen wurden anti-CD3/CD28-bedeckte magnetische Beads in einer 

Bead-zu-Zell-Relation von 1:1 genutzt. Die durchgeführte Aktivierung führte zur Reduzierung 

der HIV-1 CCR5-Corezeptorexpression, sodass die Beads nach 72 Std. entfernt werden 

mussten und die Zellen für weitere 72 Std. vor der Infektion ruhten. Dies gewährleistete eine 

ausreichende Wiederherstellung der CCR5-Oberflächenexpression. Für die Infektion wurden 

die aktivierten CD4+ T-Zellen in viralem Überstand oder Zellkulturmedium (Negativkontrolle) 

resuspendiert und einer zweistündigen Spin-Infektion mit 1,200 x g bei 37 °C , unterzogen. 

Danach wurde das Medium durch frisches RPMI (10 % FBS und 100U/ml IL-2) ersetzt und die 

infizierten CD4+ Zellen mit einer Konzentration von 3x106 Zellen/ml bei einer Temperatur von 

37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 72 Std. nach Infektion wurde die HLA-E Expression mittels 

Antikörperfärbung und Durchflusszytometrie untersucht. 

 

Auswertung der Proteinoberflächenexpression durch Antikörperfärbung und 

durchflusszytometrische Analysen 

Für die detaillierte Auflistung aller Antikörper verweise ich auf die Publikation. Das folgende 

Protokoll zum Anfärben der Oberflächenproteine wurde verwendet: Zur Unterscheidung der 

lebenden und toten Zellen wurde jeweils 1x106 der zuvor infizierten Zellen einer LIVE/DEAD 

Antikörperfärbung unterzogen. Danach wurden die Zellen mit 100 μl der Oberflächen-

Antikörper-Mischung gefärbt und für 30 min bei 4 °C inkubiert. Um eine intrazelluläre Färbung 

für HIV-1 p24 Gag durchführen zu können, wurden die Zellen mittels „Fix and Perm 

Permeabilization Kit (Thermo Fischer)“ nach Anweisung des Herstellerprotokolls fixiert und 

permeabilisiert. Die Durchflusszytometrie wurde mittels BD LSR Fortessa, BD Analyse und 

FACS Divav.7.0. Software oder mittels BD FACS Aria Fusion Flow Cytometer mit BD FACS 

Diva 7.0. Software durchgeführt.  
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Statistische Auswertung und Datenanalyse 

Für die detaillierte statistische Auswertung verweise ich auf die Publikation. Die gesamte 

Auswertung der durchflusszytometrischen Daten wurde mit Hilfe der FlowJo (v10.1) Software 

durchgeführt. Für die statistische Auswertung wurde GraphPad Prism (8) verwendet. 

 

Gating-Strategien 

Zur Identifizierung der HIV-1–infizierten CD4+ T-Zellen wurden verschiedene Gating-

Strategien verglichen. Nachdem Lymphozyten in dem Vorwärts (FSC-A) -und Seitwärts-

Scattergate (SSC-A) gegated wurden, wurden anschließend Doubletten durch FSC-W und SSC-

W eliminiert. Lebende Zellen wurden identifiziert indem sie negativ für das Zombie NIR 

Staining und positiv für CD3 waren. Nicht infizierte, aber virus-exponierte Zellen (p24-, CD4+) 

wurden identifiziert indem ein Gating an der Negativkontrolle (uninfiziert, keine 

Virusexposition) vorgenommen wurde (Abb. 2A). Das Gate für die HIV-1–infizierten Zellen 

(p24+, CD4dim) wurde an dem 2 % Contour-Gate der p24+ – CD4+ Zellen des jeweiligen 

Virusstrangs gesetzt. Im nächsten Schritt fuhr ich mit zwei verschieden Gating-Strategien, 

abhängig von dem infizierenden Virusstrang, fort. Für die infizierten Nef-Mutanten wurde 

aufgrund der Nef–bedingten CD4-Herunterregulierung eine Gating-Methode mit Tetherin 

angewendet. Ebenfalls eingerichtet am 2 % Contour-Gate der Zellen wurden die Δnef –

infizierten Zellen als p24+ Tetherindim identifiziert. Bei einer Infektion durch den Wildtyp (WT) 

oder den Knockout-Virus Vpu (Δvpu) wurde CD4 gegen p24 aufgetragen und so virusinfizierte 

Zellen als p24+ CD4dim definiert.  
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Abbildung 2: Gating-Strategien für die Analyse der HLA-E Oberflächenlevel auf 

infizierten und uninfizierten Zellen am Beispiel von NL4-3 und CH198 

A) Das Gate für die uninfizierten Zellen wurde für jeden Spender individuell an der 

uninfizierten, nicht virusexponierten Kontrollprobe an dem 2 %-Konturplot festgelegt. 

Uninfizierte Zellen wurden als p24-, Tetherin+ für das Tetherin - HIV-1 p24 Gating (links) und 

als p24-, CD4+ für das CD4 - HIV-1 p24 Gating (rechts) definiert. (B, C) Gating-Strategie für 

die durchflusszytometrische Analysen von isolierten CD4+ T-Zellen, die mit Wildtyp (WT) 

oder Δnef-Mutanten (links) infiziert sind, und für CD4+ T-Zellen, die mit Wildtyp (WT) oder 

Δvpu-Mutanten (rechts) von HIV-1 NL4-3 (B) und CH198 (C) infiziert sind. Zur 

Identifizierung der HIV-1–infizierten Zellen wurde Tetherin oder CD4 gegen HIV-1 p24 

aufgetragen. HIV-1–infizierte T-Zellen wurden als p24+, tetherindim nach Δnef-Virusinfektion 

(links) und als p24+, CD4dim für Δvpu -Virusinfektion definiert. 

 

Ethische Erklärung 

Alle Spendenden haben eine schriftliche Einwilligung nach zuvor durchgeführter Aufklärung 

unterzeichnet. Das Protokoll wurde durch der Ethik-Kommission der Ärztekammer Hamburg 

zugelassen (PV4780). Ein besonderer Dank geht an die Spender:innen der „Healthy Cohort 

Hansestadt Hamburg“, die uns Blutproben zur Gewinnung der PBMCs zur Verfügung stellten. 
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2.3 Ergebnisse 
 
Es folgt eine kurze Zusammenfassung der Ergebnisse der geteilten Erstautorschaftspublikation, 

mit besonderem Fokus auf den im Rahmen dieser Doktorarbeit generierten Ergebnissen. Für 

den ausführlichen Ergebnisteil verweise ich auf die Publikation.  

 

Aus HIV-1–positiven Personen isolierte HIV-1 Sequenzen regulierten HLA-E nach in 

vitro Infektion von CD4+ T-Zellen herunter.  

Initial wurde untersucht, wie verschiedene HI-Virusstränge die Oberflächenlevel von HLA-E 

auf infizierten CD4+ T-Zellen modulieren. Teil der untersuchten Viren waren sowohl 

laboradaptierte Virusstränge, nämlich NL4-3, SF162, SF2, LAI, als auch Infektiöse Molekulare 

Klone (IMC), welche aus Sequenzen von Primärproben HIV-1–positiver Patient:innen vorherig 

im Hahn-Labor generiert worden waren (CH293, CH107, CH164, CH185, CH236, CH077, 

CH198) (Ochsenbauer et al., 2012, Parrish et al., 2013, Fenton-May et al., 2013). Während die 

laboradaptierten Viren HLA-E Level kaum veränderten, variierten die HLA-E Level nach 

Infektion mit den unterschiedlichen Primärsträngen im Vergleich zu den HLA-E Leveln der 

nicht–infizierten CD4+ T-Zellen. Dabei zeigten die zwei HIV-1 Stränge CH077 und CH198 die 

stärkste HLA-E Herunterregulierung von der Zelloberfläche infizierter CD4+ T-Zellen mit einer 

durchschnittlichen Veränderung der detektierten HLA-E Expression von -35 % 

[Interquartilsabstand (IQA) = -43 % bis -31 %] für CH077 und -40 % [IQA = -51 % bis -30 %] 

für CH198. Basierend hierauf, führten wir die weiteren Experimente zur Identifizierung des 

Mechanismus der HLA-E Herunterregulierung mit diesen zwei Primärsträngen durch, welche 

ferner zwei unterschiedliche Subtypen der Gruppe M des HIV-1 repräsentieren (CH077, ein 

Subtyp B Virus und CH198, ein Subtyp C Virus). Zusätzlich schlossen wir den 

zellkulturadaptieren Virus NL4-3 in die folgenden Experimente als Kontrollvirus mit ein, da 

bisherige publizierte Daten zu HLA-E überwiegend auf Infektionen mit diesem Virusstrang 

basierten. 

 

Funktionelle Validierung des Knockouts von Nef und Vpu. 

Die Infektion von primären CD4+ T-Zellen wurde als in vitro Model der HIV-1 Infektion 

durchgeführt und bildet die Grundlage der nachfolgenden Experimente zur HLA-E 

Herunterregulierung durch die akzessorischen Proteine Nef und Vpu. Dafür wurden  die im 

Kirchhoff-Labor generierten Knockouts der IMCs CH077 und CH198 und des Laborstrang 

NL4-3 in den akzessorischen Proteinen Nef (Δnef) und Vpu (Δvpu) genutzt. Diese Nef –und 

Vpu-Mutanten wurden im Kirchhoff-Labor durch vorzeitige Stopcodons mittels gezielter 
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Mutagenese generiert. Wir validierten den durch die Mutation erzeugten Protein-

Funktionsverlust durch Färbung der Oberflächenmoleküle Tetherin, CD4 und HLA-I validiert 

(siehe Material und Methoden & Abb. 2). Bestätigend zeigte sich, dass die Nef-Virusmutanten 

die Fähigkeit verloren, HLA-Klasse-I-Moleküle herunterzuregulieren. Da die gesamt-HLA-I-

Färbung mit den höher exprimierten HLA-A und -B Molekülen korreliert (Ende et al., 2018), 

führten wir die Reduktion in der gesamt-HLA-I-Färbung auf die Nef-vermittelte 

Herunterregulierung von HLA-A und -B zurück. Bei den Vpu-Mutanten zeigte sich ein Verlust 

der Fähigkeit Tetherin von der Zelloberfläche zu entfernen. 

 

HLA-E Herunterregulierung auf infizierten CD4+ T-Zellen durch die akzessorischen 

Proteine Nef und Vpu. 

Um die HLA-E Oberflächenlevel der infizierten Zellen zu quantifizieren, führten wir eine 

durchflusszytometrische Analyse durch. Dabei zeigte sowohl eine Infektion mit dem WT des 

Subtyp B Virus CH077 als auch mit dem WT des Subtyp C Virus CH198 eine signifikante 

Herunterregulierung von HLA-E auf den CD4+ T-Zellen (mediane relative Veränderung für 

CH077: -52 % [Interquartilsabstand (IQA) = -57 % bis -42 %] und für CH198: -50 % [IQA = -

55 % bis -26 %]). Dies bestätigt erneut die Fähigkeit von CH077 und CH198 neben den 

klassischen HLA-A und -B auch die HLA-E Oberfläche zu modulieren. 

CD4+ T-Zellen infiziert mit der Virus-Mutante Nef verloren die Fähigkeit dieser 

Herunterregulierung (mediane relative Veränderung für CH077: -25 % [IQA = -33 % bis -8 % 

] und für CH198: +11 % [IQA = -8 % bis +33 %]). Auch Zellen, die mit dem Vpu-Knockout-

Virus infiziert wurden, erzielten nicht dasselbe Ausmaß der HLA-E Runterregulierung wie der 

entsprechende WT (mediane relative Veränderung für CH077: -29 % [IQA = -35 % bis -23 %], 

CH198: -28 % [IQA = -36 % bis -24 %]). Um eine genauere Aussage bezüglich eines möglichen 

Zusammenspiels dieser beiden Proteine auf die HLA-E Oberflächenexpression zu treffen, 

testeten wir den Effekt einer Doppel-Mutanten mit einem Knockout in sowohl Nef als auch 

Vpu für CH077. Es zeigte sich deutlich, dass die Infektion mit der doppelten Virusmutatante in 

CH077 zu einem vollständigen Verlust der HLA-E Herunterregulierung auf den infizierten 

CD4+ T-Zellen führte.  

Zusammenfassend bestätigten unsere Daten die Hypothese einer Nef-induzierten HLA-E 

Herunterregulierung infizierter primärer CD4+ T-Zellen durch HIV-1 Primärstränge. Für Vpu-

Virusmutanten zeigte sich, im Vergleich zum WT, eine geringere Fähigkeit der HLA-E 

Herunterregulierung.  
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2.4 Diskussion 
 

HIV-1 Proteine Nef und Vpu modulieren die HLA-E Oberflächenexpression auf 

primären CD4+ T-Zellen 

Die einzigartige Ausstattung des HI-Virus mit den akzessorischen Proteinen Nef, Vpu, Vpr und 

Vif, ermöglicht es dem Virus der Erkennung durch das humane Immunsystem zu entgehen. 

Insbesondere die Proteine Nef und Vpu spielen durch die Regulation spezifischer 

Immunrezeptorliganden auf der Zelloberfläche eine entscheidende Rolle um der zytotoxischen 

zellulären Immunantwort zu entkommen (Sugden et al., 2016, Cerboni et al., 2007). Wichtige 

Zielstrukturen dieser akzessorischen Proteine sind die HLA-Klasse-I-Moleküle auf den Zellen 

des Zielorganismus. Anders als zur HLA-A und -B Oberflächenexpression gibt es wenige 

Untersuchungen zur Veränderung der HLA-E Expression in der HIV-1-Infektion. Bisher 

wurden unveränderte (Cohen et al., 1999, Williams et al., 2002, Lisovsky et al., 2015, Ramsuran 

et al., 2018, Davis et al., 2016) oder auch erhöhte (Nattermann et al., 2005, Martini et al., 2005) 

HLA-E Level im Zusammenhang mit einer HI-Virusinfektion gezeigt. Cohen et al. 

beobachteten unveränderte HLA-E Level bei Infektion einer 721.221 Zelllinie mit dem 

laboradaptierten Virus NL4-3 (Cohen et al., 1999). Ebenso zeigten Davis et al., welche CD4+ 

T-Zellen mit den zwei laboradaptierten Virussträngen NL4-3 und SF162 infizierten, keine 

Veränderung der HLA-E Oberflächenexpression der infizierten Zellen (Davis et al., 2016). 

Entgegen der bisher erhobenen Datenlage, dass die HLA-E Oberflächenexpression nicht durch 

HIV-1 beeinflusst wird (Cohen et al., 1999, Williams et al., 2002, Davis et al., 2016, Lisovsky 

et al., 2015, Ramsuran et al., 2018) oder dass eine HIV-Infektion zu einer HLA-E 

Hochregulierung auf den infizierten Zellen führt (Nattermann et al., 2005, Martini et al., 2005), 

zeigten unsere Daten, dass die Modulation der HLA-E Oberflächenexpression auf infizierten 

Zellen vom Virusstrang abhängig ist. Dies geschieht analog zu der Modulation des 

Oberflächenmoleküls HLA-C.  Hier zeigten Apps et al. in einer wichtigen Studie, dass die 

Regulierung abhängig von dem Virusstrang unterschiedlich stark ausgeprägt sein kann (Apps 

et al., 2016). Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit erstmalig dargestellt werden, dass die 

HIV-Proteine Nef und Vpu zu einer Herunterregulierung des Oberflächenmoleküls HLA-E auf 

infizierten primären CD4+ T-Zellen führt. Nichtsdestotrotz bedarf es weiterführender 

Experimente, insbesondere der Testung verschiedener Primärviren in unterschiedlichen Stadien 

der Infektion, um das Ausmaß einer HLA-E Regulierung auch trotz veränderten 

immunologischen Gegebenheiten und Adaptation im Wirtsorganismus richtig zu erfassen.  
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Die Rolle der zytoplasmatischen Domäne in der Nef-induzierten Herunterregulierung von 

HLA-E 

Gezielt unterbindet Nef wichtige Zelltransporte des Wirtsorganismus, um so die HIV-Infektion 

voranzutreiben. Dabei spielt neben der Clathrin-vermittelten Endozytose an der Zellmembran 

auch die Nef-induzierte Umleitung neu synthetisierter Proteine am TGN eine entscheidende 

Rolle (Buffalo et al., 2019). Auch unsere Daten zeigen eine Nef-induzierte HLA-E 

Herunterregulierung. Allerdings unterscheidet sich HLA-E deutlich von den restlichen HLA-

Klasse-I-Molekülen aufgrund der besonderen Eigenschaft der HLA-E Oberflächenexpression 

direkt abhängig von sogenannten Signalpeptiden zu sein (siehe Abbildung 3). Eine Änderung 

in dem Level der Signalpeptide durch vermehrte Translation von HLA-Klasse-I Molekülen 

könnte die HLA-E Oberflächenexpression in der HIV-1-Infektion möglicherweise indirekt 

beeinflussen. Die zweite Hypothese war, dass  Nef die HLA-E Expression direkt durch 

Interaktion mit dem zytoplasmatischen Schwanz des Moleküls beeinflusst. Es stellt sich die 

Frage, welcher zugrundeliegende Mechanismus die HLA-E Regulierung zu verantworten hat. 

HLA-E bindet vorzugsweise Signalpeptide der Länge 3-11 AS von HLA-A, -B, -C, und -G, 

sein eigenes Peptid kann es jedoch nicht zur Verfügung stellen. Diese Peptide werden durch 

Signal-Peptid-Peptidasen (SPP) aus der Membran des ERs gelöst, durch das Protoasom 

zurechtgeschnitten und durch Antigenpeptid Transporter (TAP) an die spezifische 

Bindungsstelle im HLA-E Molekül gebunden (Lemberg et al., 2001, Bland et al., 2003). So 

wird die HLA-E Oberflächenexpression durch die Bindung dieser Signalpeptide ermöglicht 

(Braud et al., 1997, Braud et al., 1998). Die klassischen HLA-Klasse-I-Moleküle werden in der 

HIV-1-Infektion gezielt durch Nef und Vpu von der Zelloberfläche rekrutiert und über AP-1 

lysosomal degradiert (Roeth et al., 2004). Folglich geschieht diese Degradierung vor allem 

posttranslational und damit zeitlich nach der HLA-E Peptid-Beladung. Dies lässt ein zumindest 

nicht vermindertes Repertoire an verfügbaren Signalpeptiden für die HLA-E Beladung, trotz 

aktiver HIV-1-Infektion, annehmen.  
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Abbildung 3: Modell zur HLA-E Oberflächenexpression mithilfe des Signalpeptids 

Auf Ebene der Translation entsteht durch die gezielte Aneinanderreihung verschiedener 

Aminosäuren ein Repertoire an unterschiedlichen HLA-Klasse-I-Molekülen. Eine der 

Aufgaben der klassischen HLA-A, -B und -C Moleküle besteht in der Präsentation pathogener 

Virusbestandteile, welche zuvor durch das Proteasom zerkleinert wurden (1). An der 

Zelloberfläche interagieren sie beispielsweise mit den Killer Cell Immunoglobulin-like 

Rezeptoren (KIRs) der NK-Zellen und spielen so eine wichtige Rolle in der frühen 

Immunantwort des angeborenen Immunsystems. Das nicht klassische HLA-E Molekül 

hingegen benötigen ein sogenanntes Signalpeptid um zur Zelloberfläche zu gelangen (2). 

Dieses Signalpeptid kann beispielsweise eine bestimmte Aminsosäuresequenz im Prozess der 

HLA-A, -B, oder -C-Produktion sein. Das Signalpeptid leitet das neu translatierte HLA-

Molekül in das Endoplasmatische Retikulums, wo es dann durch Signal-Peptid-Peptidasen 

(SPPs) aus dem ER-Lumen heraus- und durch das Proteasom zurechtgeschnitten wird. Mithilfe 

von TAP wird das nun passende Peptid auf HLA-E geladen und das beladene HLA-E Molekül 

gelangt anschließend über das Trans-Golgi-Netzwerk an die Zelloberfläche. Dort kann es mit 
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den CD94/NKG2 Rezeptoren der NK-Zellen interagieren. Eigene Darstellung erstellt mit 

BioRender.com. 

 

Um zu prüfen, ob die beobachtete Nef-induzierte HLA-E Herunterregulierung ähnlich wie im 

Falle von HLA-A und -B, abhängig von dem zytoplasmatischen Schwanz des HLA-Klasse-I-

Moleküls ist, ergänzten wir unsere Experimente mit einem sogenannten „Tail-Swap“ 

Experiment. Dafür transduzierten wir drei rekombinante Jurkatzelllinien: Jurkat-HLA-A2 

Zellen, die das komplette HLA-A*02:01 Molekül als Positivkontrolle exprimieren, Jurkat-

HLA-A2:ECYT Zellen, die sowohl die extrazelluläre Domäne und Transmembrandomäne von 

HLA-A*02:01 exprimieren aber verbunden mit der zytoplasmatischen Domäne von HLA-

E*01:03 waren, und Jurkat-HLA-A2:CCYT, welche die extrazelluläre Domäne und 

Transmembrandomäne von HLA-A*02:01 und die zytoplasmatische Domäne von HLA-

C*04:01 exprimierten. Wir konnten beobachten, dass Nef sowohl über den zytoplasmatischen 

Schwanz von HLA-A*02:01, als auch über den von HLA-E*01:03 eine Herunterregulierung 

herbeiführte, aber nicht mit dem von HLA-C*04:01 interagierte. Dies lässt einen Mechanismus 

ähnlich der HLA-Klasse-I-Molekül-Rekrutierung vermuten. Zugleich bestärkte es, dass die 

HLA-E Herunterregulierung unabhängig von HIV-1-induzierter Veränderung der in der Zelle 

vorhandenen Leader-Peptide ist.  

 

Entscheidend für die Nef-induzierte Umleitung der HLA-A und -B Moleküle zur lysosomalen 

Degradierung ist die Interaktion mit AP-1 (Roeth et al., 2004). Neben AS in den Nef-Sequenzen 

sind auch bestimmte AS im zytoplasmatischen Schwanz der HLA-Moleküle für die AP-1 

Bindung wichtig. So sind drei AS: Alanin (A)324, Tyrosin (Y)320 und Asparagin (D)327, 

ausschlaggebend an der Bindung des Nef-MHC-I-Komplexes durch AP-1 beteiligt 

(Wonderlich et al., 2008). Eine Mutation dort führte zu einer aufgehobenen Interaktion 

zwischen NL4-3 Nef und dem mutierten Schwanz von HLA-A2 (Mann et al., 2013). Diese 

wichtigen Aminosäuren fanden sich auch in HLA-E, zeigte in unseren Experimenten jedoch 

keinen signifikanten Unterschied in einer Nef-indizierten Herunterregulierung zwischen einem 

mutierten zytoplasmatischen Schwanz HLA-A2:ECYT(Y320C, D327N) und HLA-A:ECYT Konstrukt 

in Jurkatzellen. Obwohl die Struktur von HLA-E der gesamten Architektur der HLA-Klasse-

Ia-Moleküle sehr ähnlich ist, weist dies auf Unterschiede in dem Interaktionsmechanismus mit 

Nef hin. Williams et al. demonstrierten, dass die HLA-Klasse-Ia Herunterregulierung durch 

NL4-3 Nef direkt über eine bestimmte AS-Sequenz (YSQAASS) im zytoplasmatischen 

Schwanz herbeigeführt wurde. Diese wichtige Sequenz unterschied sich jedoch in dem 
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zytoplasmatischen Schwanz von HLA-E in 3 AS (YSKAWES) und verhinderte eine 

Herunterregulierung von der Zelloberfläche (Williams et al., 2002). Solche Unterschiede in der 

zytoplasmatischen Schwanzregion könnten einen Erklärungsansatz für die unterschiedliche 

Stärke der Herunterregulierung der verschiedenen HLA-Klasse-I-Moleküle bieten. Unser Tail-

Swap Experiment erlaubt zwar einen ersten Erklärungsversuch der beobachteten HLA-E 

Herunterregulierung, jedoch bedarf es weiterführender Experimente um den genauen 

Mechanismus der Interkation von Nef mit HLA-E zu identifizieren. Diese weiterführenden 

Experimente könnten beispielsweise AP-1 Knockout-Experimente sein, um die Rolle von AP-

1 in der Nef-induzierten Oberflächenänderung von HLA-E zu verstehen.  

 

Unterschiede in Vpu-vermittelter HLA-E Suppression in Jurkatzellen und primären 

CD4+ T-Zellen  

Die Knockout-Experimente mit HIV-1 zeigten die wichtige Rolle von Nef im HI-Virus für die 

HLA-E Herunterregulation. In den humanen CD4+ T-Zellen zeigte sich ebenfalls ein Effekt des 

Vpu Knockouts auf die HLA-E Oberflächenexpression. Im Gegensatz dazu führte die alleinige 

Präsenz von Vpu in einer Jurkat T-Zelllinie nicht zu einer Modulation von HLA-E. Eine 

mögliche Erklärung liegt in der Besonderheit der Jurkatzelllinie. So diente die 1977 isolierte 

Tumorzelllinie eines mit akuter lymphatischer Leukämie (ALL) erkrankten Patienten zwar als 

eine der ersten in vitro Systeme zur Erforschung diverser T-Zell Prozesse und lieferte die 

Grundlage vieler Entdeckungen und Publikationen (Schneider et al., 1977). Doch schon Anfang 

des 21. Jahrhunderts wurde diese Zelllinie als Repräsentant für T-Zell-Prozesse aufgrund 

fehlender Übereinstimmungen und zunehmender Mutationen in Frage gestellt (Astoul et al., 

2001). Erst kürzlich lieferte Gioa et al. in einer Erhebung eine ausführliche Auflistung der 

unterschiedlichen Charakteristiken dieser T-Zelllinien und beschrieb neu auftretende 

Mutationen der Jurkatzellen. Dafür wurden neuste Technologien des Gesamt-Genom-

Sequenzierung (engl. NGS) verwendet (Gioia et al., 2018). Es wurde gezeigt, dass vor allem 

Gene des T-Zell Rezeptor -Signalweges (PTEN, INPP5D, CTLA4 und SYK), der Genom 

Stabilität (TP53, BAX und MSH2) sowie der O-Glykolisierung (C1GALT1C1) beschädigende 

Mutationen aufwiesen. Das HIV-akzessorische Proteine Vpu, welches in Vpu-Knockin-

Experimenten in eine Jurkatzelllinie zu keiner Veränderung der HLA-E Expression führte, ist 

maßgebend an der Inhibierung zellinterner Transportprozesse beteiligt. Häufig sind bestimmte 

Zielstrukturen an den Proteinen eine wichtige Voraussetzung dieser Interaktion. Stark 

veränderte T-Zell-Strukturen, wie sie in den Jurkatzellen vorliegen, könnten diese notwendigen 

Zielstrukturen nicht mehr adäquat vorweisen und die HLA-E Herrunterregulierung somit 
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beeinträchtigen. Des Weitern könnte ein fehlender Trigger als Folge eines unterbrochenen T-

Zell-Signalweges die Vpu-induzierte HLA-E Herunterregulierung inhibieren. Um konkrete 

Aussagen bezüglich der Rolle von Vpu in der HLA-E Oberflächenmodulation zu treffen, bedarf 

es daher einer weitergehenden Analyse in anderen Zellkulturmodellen und primären Zelltypen.  

 

Ein anderer Erklärungsansatz könnte unser Experiment mit HIV-1 CH077 und Defekt in Nef 

und Vpu liefern. Die Daten des Doppel-Knockouts lassen einen synergistischen Effekt der 

HLA-E Regulierung vermuten. Schon länger ist bekannt, dass Nef und Vpu sich in ihren 

Funktionen ergänzen. So ist die Herunterregulierung von CD4 und CD1d ebenfalls ein Resultat 

aus dem Zusammenspiel dieser beiden Proteine (Wildum et al., 2006, Moll et al., 2010). Dabei 

spielt Nef vor allem in der frühen Infektion eine entscheidende Rolle und ist verantwortlich für 

die Internalisierung und die Umleitung von CD4 von der Zelloberfläche zur lysosomalsen 

Degradierung (Aiken et al., 1994, Craig et al., 1998). Vpu hingegen wird aus einem mRNA-

Transkript im späteren Lebenszyklus des Virus gebildet und verhindert den Transport von neu 

gebildetem CD4-Molekülen zur Zelloberfläche (Geleziunas et al., 1994, Willey et al., 1992). 

Diese aufeinander abgestimmten Prozesse verhindern eine Superinfektion und den frühzeitigen 

Zelltod, was wiederum genügend Zeit für die effektive Virusproduktion gewährleistet. 

Gleichermaßen könnte die HLA-E Herunterregulierung einem synergistischen Effekt dieser 

zwei Proteine unterliegen. Ähnlich der CD4- Rekrutierung scheint Nef dabei die dominierende 

Rolle zu übernehmen. Unsere Daten geben jedoch nur einen punktuellen Messzeitpunkt der 

HLA-E Expression nach akuter in vitro HIV-1-Infektion wieder und repräsentieren damit nicht 

den natürlichen zeitlichen Verlauf einer HI-Virusinfektion. Daher sind weiterführende 

Experimente mit verschiedenen Messzeitpunkten notwendig, um die Kinetik der HLA-E 

Modulation in der Infektion zu identifizieren und damit den Effekt von Vpu und Nef auf HLA-

E im Zusammenspiel besser zu verstehen. 

 

Mögliche funktionelle Auswirkungen einer HLA-E Herunterregulierung für die 

Erkennung HI-virusinfizierter Zellen durch NK-Zellen und CD8+ T-Zellen 

HLA-E stellt als nicht-klassisches HLA-Klasse-I-Molekül einen wichtigen Liganden in der 

Immunmodulation von NK-Zellen und in der Erkennung von CD8+ T-Zellen dar. Durch eine 

Interaktion des Moleküls mit den CD94/NKG2 Rezeptoren der NK-Zelle kann es durch 

Inhibition (NKG2A) oder Aktivierung (NKG2C) direkt Einfluss auf die angeborene 

Immunantwort nehmen. Interessanterweise ist die Affinität von HLA-E zu CD94/NKG2A 

stärker ausgebildet als zum aktivierenden CD94/NKG2C Rezeptor (Béziat et al., 2011, Valés‐
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Gómez et al., 1999). Die Funktion der NKG2C+ NK-Zellen in der HIV-1-Infektion ist bisher 

nicht ausreichend bekannt und hat womöglich einen Einfluss auf die Erkennung und Tötung 

HIV-1 von infizierten T-Zellen durch NK-Zellen. Inwieweit die HLA-E Herunterregulierung 

einen Teil zum Evasionsmechanismus des HIV-1 beiträgt, ist daher Gegenstand weiterer 

Studien wie der Prüfung der NK-Zellaktivität mittels NK-Zellfunktionstests (NK-Killing-

Assays) gegen CD4+ T-Zellen nach Infektion mit unterschiedlichen Virusstämmen.   

Da immer mehr Daten auf die Wirksamkeit einer NKG2A Hemmung mittels Antikörper im 

Kampf gegen Tumore, Autoimmunerkrankungen und auch Infektionskrankheiten hinweisen, 

könnten weiterführende Experimente mit Antikörpern gegen NKG2A/C die Rolle von HLA-E 

in der HIV-Infektion besser identifizieren. Interessanterweise zeigen neue Studien, dass im 

Falle des Ovarial –und Zervix Karzinoms überwiegend NKG2A+ CD8+ T-Zellen den Tumor 

infiltrierten und ein Anti-NKG2A-Antikörper die Anti-Tumoraktivität der CD8+ T-Zellen 

deutlich erhöht (André et al., 2018, van Montfoort et al., 2018). Dient HLA-E als zentrale 

Drehscheibe der Immunabwehr? Als Hauptligand für CD94/NKG2A ist HLA-E  sowohl für 

die NK-Zelle als auch für die CD8+ T-Zell -Aktivität von Bedeutung. Auch unsere Daten ziehen 

den Fokus neu auf das nicht-klassische HLA-E Molekül und seine Funktion in der HIV-1-

Infektion und fordern vertiefte Forschung der genauen Interaktion zwischen virusinfizierter 

Zelle, HLA-E Expression und den Einfluss auf die antivirale Immunantwort vermittelt durch 

NK-Zellen und CD8+ T-Zellen.  
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2.5 Zusammenfassung 
 
Geschickt umgeht das Humane Immundefizienz-Virus Typ 1 (HIV-1) die antivirale 

Immunantwort der angeborenen und erworbenen Immunabwehr durch gezielte Modulation von 

Oberflächenproteinen, die von Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und CD8+ T-Zellen zur 

Erkennung virusinfizierter Zellen genutzt werden. Dabei nutzt es eine spezielle Ausstattung HI-

Virus-spezifischer Proteine, die sogenannten akzessorischen Proteine. Insbesondere die 

gezielte Regulierung des humanen Leukozyten-Antigensystems (HLA) Klasse- I durch die 

akzessorischen Proteine Nef und Vpu verhindert eine effektive Immunantwort der 

zytotoxischen antiviralen Immunzellen gegen das HI-Virus im menschlichen Wirt.  In dieser 

Arbeit wurde die Modulation des nicht-klassischen HLA-E durch das HI-Virus, mit 

besonderem Fokus auf die akzessorischen lentiviralen Proteine Nef und Vpu, untersucht.  

Um die Modulation von HLA-E durch das HI-Virus besser verstehen zu können, testeten wir 

sowohl laboradaptierte Virusstränge als auch aus HIV-1–positiven Personen isolierte 

Virussequenzen und zeigten für letztere erstmalig eine verringerte HLA-E 

Oberflächenexpression auf infizierten CD4+ T-Zellen. Weiterführend konnte ich durch die 

Nutzung von Virusmutanten in Nef und Vpu zeigen, dass beide Proteine in die HLA-E 

Oberflächenlevel eingreifen, wobei der Effekt von Nef auf HLA-E stärker ausgeprägt war.   

Zuletzt wiesen „Tail-Swap“-Experimente auf eine Interaktion von Nef mit dem 

zytoplasmatischen Schwanz des HLA-E Moleküls hin. Zusammenfassend zeigen unsere Daten 

erstmalig eine Herunterregulierung des nicht-klassischen HLA-Klasse-I-Moleküls E auf 

primären CD4+ T-Zellen in der HIV-1-Infektion und identifizierten eine Interaktion der 

zytoplasmatischen HLA-E Domäne mit dem akzessorischen Protein Nef als möglichen 

Mechanismus. Diese Erkenntnisse gewährleisten neue Einblicke in die komplexen Vorgänge 

der viralen Immunmodulation und betonen die Rolle akzessorischer Proteine als mögliche 

Zielstrukturen für neue Therapieansätze für eine verbesserte HIV-Immunkontrolle, da HLA-E 

als Ligand für sowohl Natürliche Killerzellen als auch zytotoxische CD8 T-Zellen dient.  

 

Die Publikationspromotion basiert auf der Publikation: ‚Primary HIV-1 Strains Use Nef To 

Downmodulate HLA-E Surface Expression’ im Journal of Virology, 2019 mit geteilter 

Erstautorenschaft und stellt meinen Eigenanteil an der zugrundeliegenden Veröffentlichung 

dar. 
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2.6 Summary 
 
Infection with the human immune deficiency virus type 1 (HIV-1) result in most cases in fatal 

immunodeficiency, and research over the past decades has focussed on understanding the 

mechanisms of HIV-1 immunoevasion. Accessory proteins represent a unique feature of HIV-

1 and play a crucial role in evasion of natural killer cell and CD8+ T cell-mediated antiviral 

immunity. In particular, the two accessory proteins Nef and Vpu are heavily researched 

structures of the virus as they enhance its pathogenicity and virulence by targeting the human 

leukocyte antigen system (HLA) class I and other relevant antiviral structures of the host 

organism. However, only a few studies have investigated the modulation of the non-classical 

HLA-E molecule during HIV-1-infection and literature presents inconsistent data on this. 

To assess the effect of HIV-1 on HLA-E surface expression on infected cells, we infected 

primary CD4+ T cells. We used cell-culture adapted HIV and primary strains to study a diverse 

panel of viruses. Primary HIV-1 strains downregulated HLA-E during in vitro infection to 

various degrees whereas HLA-E levels after infection with cell-culture adapted viruses 

remained nearly unchanged. To identify the underlying mechanism of HLA-E downregulation 

in a next step, we used knockout mutant viruses with defective nef and vpu genes. As a result, 

we observed a loss of the ability to downregulate HLA-E from the surface of CD4+ T cells after 

infection with viruses having no functional Nef protein.  Furthermore, our data showed that the 

accessory protein Vpu also plays a minor role in downregulating HLA-E, hinting at a potential 

synergistic effect of these two proteins. Subsequently, "tail-swap" experiments indicated that 

Nef interacted with the cytoplasmatic tail of HLA-E but not that of HLA-C. 

These findings show for the first time that HLA-E is downregulated following infection with 

primary HIV strains in a Nef-dependent manner. Furthermore, our data reveal an underlying 

mechanism similar to the HLA-A and -B downregulation by Nef targeting the cytoplasmatic 

tail of HLA-E. In conclusion, these findings identified a novel target in the complex immune 

escape mechanism of HIV-1. Further studies will be needed to understand the functional 

outcome of HLA-E-downregulation for immune recognition and control of HIV-1 replication.  
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2.7 Abkürzungsverzeichnis 
AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrome 

CCR5 C-C Chemokine Rezeptor 5 

CD Cluster of Differentiation 

CMV Zytomegalievirus 

EBV Eppstein-Bar Virus 

Env Envelope 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

Gag Group specific gen 

HAART Hochaktive Antiretrovirale Therapie 

HCV Hepatitis-C-Virus 

HIV-1 Humanes Immundefizienz-Virus-1 

HLA Humanes Leukozyten-Antigen-System 

IQA 

LTR 

Interquartilsabstand 

Long terminal repeat 

MFI Median fluorescence intensity 

MHC Major Histocompatibility complex 

mRNA Messenger Ribunukleinsäure 

Nef Negative regulatory factor 

NF-κB Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

NK Zellen Natürliche Killerzellen 

NKG2A Natürliche Killerzellen Gruppe 2 A 

NKG2C Natürliche Killerzellen Gruppe 2 C 

ORF 

PBMC 

Open reading frame 

Peripheral Blood Mononuclear Cell 

Pol Polymerase 

Rev Regulator of expression of virion proteins 

Β-TrCP Beta-transducin repeats-containing proteins  

TAP 

Tat 

Antigenpeptid-Transporter 

Trans-activatingregulatory protein 

Vif Viral infectivity factor 

Vpr Virales Protein R 

Vpu Virales Protein U 

WT Wildtype 
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