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1 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit untersucht, wie durch bestimmte Nukleosidische-Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) induzierte HIV-1-Resistenzmutationen die Erkennung
viraler Peptide durch zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) beeinflussen. Sie geht der
Frage nach, ob das Auftreten dieser Mutationen zu einem CTL-escape, das heifit einem
Verlust der CTL-Erkennung, oder zu einer verbesserten CTL-Erkennung fiihrt
beziehungsweise ob durch diese Mutationen neue Epitope fiir die CTL-Erkennung

entstehen.

Der Einfluss der Reverse-Transkriptase-Mutationen M41L, M184V, M1841 und L210W
auf die CTL-Erkennung wird anhand longitudinaler Analysen der Proben von 5 HLA-
A2-positiven HIV-l-infizierten Patienten untersucht, welche zu mindestens einem

Zeitpunkt eine beziehungsweise mehrere dieser Mutationen aufwiesen.

Im ersten Teil der Arbeit wird eine Datenbankanalyse mittels zweier MHC-Bindungs-
Vorhersagealgorithmen durchgefiihrt. Hierbei wird die Bindungsaffinitit aller Peptide,
welche die Positionen der untersuchten Resistenzmutationen {iberlappen, zu den
MHC-I-Molekiilen der getesteten Patienten bestimmt. Da die MHC-Bindung eine
Voraussetzung fiir die CTL-Erkennung darstellt, sollen so mogliche durch die Mutation
neu entstechende CTL-Epitope identifiziert werden. Durch die parallele Testung der
Wildtyp- und der mutanten Varianten wird eine Vorhersage iiber den Einfluss der

jeweiligen Mutation auf die Bindungswahrscheinlichkeit getroffen.

Im zweiten Abschnitt werden dann die Peptide hoher Affinitit zusammen mit ihren
korrespondierenden Wildtyp- beziehungsweise mutanten Varianten mittels ELISpot-
Analyse auf ihre CTL-Erkennung hin untersucht. Hierbei sollen Unterschiede in der
CTL-Erkennung der mutanten und der Wildtyp-Varianten herausgestellt werden und
untersucht werden, ob durch das Auftreten der Mutationen de novo CTL-Antworten
induziert werden konnen. AbschlieBend werden die Ergebnisse der Datenbank-
Vorhersage mit den ELISpot-Ergebnissen in Korrelation gesetzt und anhand dessen
auch ein Vergleich der Vorhersagequalitit der beiden verwendeten Algorithmen

durchgefiihrt.



2 Einleitung

2.1 Das humane Immundefizienz-Virus HIV-1

Das humane Immundefizienz-Virus (HIV) ist ein humanpathogener Vertreter der
Lentiviren, welche zur Familie der Retroviren gehoren. Der weltweit vorkommende
Virusstamm HIV-1 wird unterteilt in die 3 Gruppen M, N und O, wobei die Gruppe M
zusitzlich in die Subtypen A bis I unterteilt wird. Der Subtyp B ist der am hiufigsten
vorkommende in Europa und Nordamerika. AuBerdem existiert auch noch ein
Virusstamm HIV-2, welcher hauptsidchlich in Westafrika vorkommt. Die folgenden

Ausfiihrungen beziehen sich ausschlieBlich auf HIV-1.

2.1.1 Struktur und Aufbau von HIV-1

Das Genom des HI-Virus ist deutlich komplexer als das anderer Retroviren. Neben den
bei Retroviren iiblichen Strukturgenen gag, pol und env besitzt HIV-1 noch sechs
akzessorische Gene (vif, vpu, vpr, tat, rev, nef), welche hauptsichlich regulatorische

Funktionen besitzen.

Reife HIV-Partikel bestehen aus einem konischen Nukleokapsid, welches von einer
Lipid-Doppelmembran umgeben ist. Das Nukleokapsid wird vom Kapsidprotein p24
gebildet, welches aus dem Vorlduferprotein gag prozessiert wird. Das Nukleokapsid
enthilt 2 Kopien der einzelstrangigen RNA und die virusspezifischen Enzyme Protease
(PR), Reverse Transkriptase (RT) und Integrase (IN), welche aus dem Vorlduferprotein

pol prozessiert werden.

Die Membran enthdlt das env-Protein, ein Heterodimer aus dem membranstindigen

gp41 und dem externen gp120 [108]. Vgl. Abb. 1.



RNA-Genom

Abb. 1: Struktur von HIV-1 (Urheberschaft liegt beim Verfasser).

2.1.2 Der Replikationszyklus von HIV-1

Das CD4-Antigen als Rezeptor fiir das HI-Virus wurde erstmals 1984 beschrieben [24],
zehn Jahre spiter wurden die Chemokinrezeptoren CCRS und CXCR4 als Co-
Rezeptoren identifiziert [28], [34]. Die Verteilung dieser Rezeptoren auf den
menschlichen Immunzellen ermdglicht dem HIV-1-Virus nicht nur die Infektion von
CD4+-T-Helferzellen, sondern auch von Antigen-priasentierenden Zellen wie
Makrophagen und dentritischen Zellen (DCs). So genannte M-trope Virusisolate,
welche CCRS als Co-Rezeptor verwenden, infizieren hauptsidchlich Makrophagen, die
T-tropen Viren, welche im spéteren Krankheitsstadium haufiger auftreten, infizieren vor

allem CD4+-T-Lymphozyten iiber den CXCR4-Co-Rezeptor [22].



Die Infektion der Wirtszelle beginnt mit der Anlagerung des externen Teils des
Hiillproteins (gp120) an den CD4-Rezeptor. Durch die Anlagerung von gpl20 an
Rezeptor und Co-Rezeptor wird jeweils eine Konfirmationsinderung bewirkt, wodurch
das transmembranale Protein gp41 mit der Zellmembran der Wirtszelle in Kontakt

kommt und die Fusion der Zellmembranen eingeleitet wird [29].

Das virale Nukleokapsid wird ins Zytoplasma der Wirtszelle eingeschleust. Nachdem
sich das Nukleokapsid aufgelost hat, wird das virale Genom durch die viruseigene
Reverse Transkriptase in doppelstringige DNA umgeschrieben. Durch die virale
Integrase wird dann die Insertion der viralen DNA in das Wirtsgenom katalysiert [35].
Die Integration in transkriptionsaktive, genreiche Regionen der Wirts-DNA wird dabei

durch den wirtseigenen Wachstumsfaktor LEDGF/p75 gesteuert [16].

Nach der Integration kann eine Phase genetischer Latenz eintreten [15]. Bei Aktivierung
der Zelle setzt die Replikation mit Transkription durch zellulire RNA-Polymerasen und
anschlieBender Translation in die viralen Proteine ein. Die env-Proteine werden in die

Zellmembran inseriert und lagern sich dort mit den iibrigen Proteinen zusammen.

SchlieBlich knospen sich neue Viruspartikel ab, die abschlieBende Reifung des Virus
erfolgt durch die virale Protease. Eine Zusammenfassung des Replikationszyklus gibt

Abb. 2.



-

Bindung

Chemokin-
Rezeptor

Integration
Reverse °
N Transkription °

coa. oo <=

Rezeptor

@ Virale

\ Proteine

Zytokin-
Rezeptor

=] Zytokin

@)

Zusammen-
lagerung

NR0oc€00s®®f ) Abknospung i

-

Abb. 2: Replikationszyklus von HIV-1 (Urheberschaft liegt beim Verfasser).

2.2 Epidemiologie der HIV-Infektion

Die weltweite HIV/AIDS-Epidemie stellt eines der grofiten Gesundheitsprobleme der
heutigen Zeit dar. Laut WHO gab es im Jahr 2007 weltweit 33,2 Millionen HIV-
Infizierte, bei 2,5 Millionen Neuinfektionen und 2,1 Millionen Todesféllen [109]. Seit
dem Jahr 1981, als die ersten Félle von AIDS (Aquired Immunodeficiency Syndrom)
beschrieben wurden, sind mehr als 25 Millionen Menschen an AIDS verstorben. Am
starksten von der Epidemie betroffen sind dabei die afrikanischen Lander siidlich der

Sahara, wo allein 22,5 Millionen mit dem HI-Virus infizierte Menschen leben [109].

Wihrend sich die Pravalenzraten der HIV-Infektion im stidlichen Afrika in den meisten
Staaten auf sehr hohem Niveau zu stabilisieren scheinen (z.B. Lesotho: 23,5%,

Botswana: 25,2% der 15-49jdhrigen Erwachsenen) oder sinken (Kenia,
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Zimbabwe) [110], nimmt die Anzahl HIV-infizierter Menschen in anderen Regionen der
Welt dramatisch zu. Vor allem die Region Osteuropa und Zentralasien und hier vor
allem Russland verzeichnet den proportional stirksten Zuwachs an Infektionen [109].
Wihrend sich in Afrika siidlich der Sahara die Menschen vor allem iiber
heterosexuellen Geschlechtsverkehr infizieren, verbreitet sich das Virus in Osteuropa

und Zentralasien hauptséchlich unter i.v. Drogengebrauchern.

In den Léndern West- und Mitteleuropas sowie Nordamerikas ist die Pridvalenz der
HIV-Infektion vergleichsweise niedrig (0,3-0,6% der 15-49jdhrigen Erwachsenen) [109].
In Deutschland lag die geschdtzte Zahl der HIV-Infizierten Ende 2007 bei 59.000 [93].
Allerdings steigt die Zahl der Neuinfektionen seit dem Jahr 2000 kontinuierlich an und
lag 2007 bei geschatzten 3000 Neuinfektionen [93].

2.3 Der naturliche Verlauf der HIV-Infektion

Der natiirliche Verlauf der HIV-1-Infektion beschreibt die zeitlich aufeinander

folgenden Phasen der HIV-Infektion, wie sie ohne antiretrovirale Therapie auftreten.

Die Primirinfektion mit HIV-1 manifestiert sich in 40-90% mit eher unspezifischen,
zum Teil grippedhnlichen Symptomen wie Fieber, Abgeschlagenheit, Exanthemen,
Lymphadenopathie, Arthralgie, Myalgie, Appetitverlust und Pharyngitis [50], welche
meist nur 7-10 Tage anhalten. Im Blut sind zu diesem Zeitpunkt bis zu 10°
Viruspartikel/ml nachweisbar, die Zahl der CD4-positiven T-Helferzellen nimmt
signifikant ab. Mit Einsetzen der zelluliren Immunantwort wenige Wochen nach der
Erstinfektion und der Bildung HIV-spezifischer Antikorper (Serokonversion) geht die
Virusmenge im peripheren Blut deutlich zuriick und stabilisiert sich auf einem
individuellen Niveau. Dieser so genannte ,virale Setpoint™ korreliert eng mit dem

Abfall der CD4+-T-Helferzellen und der weiteren Krankheitsprogression [66].

Die 5-10 Jahre nach der Primérinfektion, in denen die Infektion asymptomatisch und die
Viruslast niedrig bleibt, wurden friiher als ,,Latenzphase* bezeichnet. Heute weill man
jedoch, dass auch in diesem Stadium groBe Mengen an Virus produziert werden, diese
aber zum grofiten Teil vom Immunsystem eliminiert werden [51]. Im Verlauf der HIV-1-
Infektion nehmen die CD4+-T-Lymphozyten langsam aber stetig ab. Da diese Zellen als
Schaltstellen fiir die humorale und zelluldre Immunabwehr fungieren, wird der infizierte

Organismus zuletzt empfinglich fiir so genannte opportunistische Infektionen, es
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kommt zur Entstehung von AIDS. Die verschiedenen Stadien der HIV-Infektion werden

nach der so genannten CDC-Klassifikation eingeteilt (Tab. 1).

Tab. 1: CDC-Klassifikation der Krankheitsstadien der HIV-Infektion

Klinische Kategorie

Laborkategorie | A B C

(Anzahl CD4- Asymptomatisch | Symptomatisch, keine AIDS- | AIDS-definierende
Zellen/ul) definierenden Erkrankungen Erkrankung(en)

I: =500 Al Bl Cl

2: 200-499 A2 B2 C2

3: <200 A3 B3 C3

2.4 HIV- Immunologie

2.4.1 Die zellulare Immunantwort

2411 Zytotoxische T-Lymphozyten

Wenige Wochen nach der Erstinfektion kommt es zur Aktivierung von CDS8-positiven
zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL). Die CTL koénnen iiber zwei unterschiedliche

Wirkmechanismen die Lyse infizierter Zielzellen induzieren [63].

Zum einen binden die CTL mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TCR) an virale
Peptidfragmente, welche auf der Oberfliche der infizierten Zelle von MHC-Klasse-I-
Molekiilen préisentiert werden. Aus der Interaktion von T-Zell-Rezeptor, CDS8-Co-
Rezeptor, Peptid und MHC-I-Molekiil resultiert die Freisetzung von u.a. Perforin, das
durch die Bildung von Poren in der Zellmembran der Zielzelle deren Lyse einleitet [73].
Bei der Bindung der CTL an die HIV-infizierten Zellen werden auflerdem auch noch
andere Zytokine freigesetzt, vor allem das antiviral wirkende Interferon-gamma (IFNy)

[75] sowie ein bis heute nicht einwandfrei identifizierter 16slicher antiviraler Faktor [61].

Ein zweiter Mechanismus ist die Induktion der Apoptose HIV-infizierter Zellen {iber die
Interaktion des Fas-Liganden (FasL) auf den CTL mit dem Fas-Molekiil der Zielzellen
[45].
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AuBerdem sezernieren die CTL auch die Chemokine MIP-lalpha, MIP-1beta und
RANTES, welche als natiirliche Liganden des HIV-Co-Rezeptors CCRS5 die
Replikation von M-tropen HIV-1-Virusisolaten inhibieren [19], [68].

24.1.2 Das MHC-I-Molekul und Peptidbindungsmuster

MHC-I- (wie auch MHC-II-) Molekiile werden durch den so genannten Major
Histocompatibility Complex (MHC) kodiert. Fiir die menschlichen MHC-I-Molekiile,
welche auch als Humane Leukozytenantigene (HLA) bezeichnet werden, sind 3 Genloci
bekannt: HLA-A, HLA-B und HLA-C. Im Bereich des MHC-Genkomplexes findet sich
ein enormer genetischer Polymorphismus. Fiir die einzelnen Genloci sind bis zu 464
(bei HLA-B) unterschiedliche Allele bekannt. Jedes Individuum besitzt jeweils 2 HLA-
A, B und C-Allele.

MHC-I-Molekiile finden sich auf allen kernhaltigen Zellen und prasentieren Fragmente
intrazelluldr synthetisierter Proteine und somit auch Teile der intrazellulér
synthetisierten viralen Proteine. Sie bestehen aus einer die Zellmembran

durchspannenden a-Kette und dem damit nicht-kovalent verbundenen B,-Mikroglobulin
(Abb. 3).

Peptidbindungs-
Tasche

Abb. 3: Struktur des MHC-I-Molekiils (Urheberschaft liegt beim Verfasser).
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Die a-Kette bildet eine Bindetasche fiir Peptide. Ein Teil der intrazellulir synthetisierten
Proteine wird durch zytosolische Proteasekomplexe (Proteasomen) in kurze
Peptidfragmente zerlegt. Ein kleiner Teil dieser Peptide wird durch den so genannten
TAP-Transporter ins Endoplasmatische Retikulum transloziert, einzelne dieser Peptide
in den Bindungstaschen der dort befindlichen MHC-I-Molekiile verankert und mit ihnen
an die Zelloberfliche transportiert. Dieser Vorgang wird auch Antigenprozessierung

genannt [80].

Die einzelnen MHC-I-Molekiile konnen Peptide unterschiedlicher Lénge (8-11
Aminosduren) und Struktur binden. Die Verankerung des Peptides in der Antigen-
Bindungs-Grube findet dabei liber 2 Aminoséuren statt, welche komplementér zu den
Aminosduren der Bindungstasche sein miissen. Die Lange und Struktur der
Peptidsequenz zwischen diesen so genannten Ankeraminosduren kann dabei variieren

[1], [80] (Abb. 4).

<

Abb. 4: Die MHC-I-Molekiile sind in der Lage, Peptide unterschiedlicher Lange und Sequenz zu binden.
Die Aminosduren an den Ankerpositionen, normalerweise an Position 2 und am C-Terminus miissen
dabei komplementér zu den Peptidbindungsstellen sein. (Urheberschaft liegt beim Verfasser)

Durch ausgedehnte Sequenz-Vergleiche endogener, aus MHC-Klasse-I-Molekiilen
heraus geloster, Peptide wurden fiir die unterschiedlichen HLA-Allele spezifische
Peptidbindungs-Muster ermittelt [33]. Die Ankerpositionen (bei Nona- und Dekameren
die Position 2 sowie der C-Terminus) der aus einem bestimmten MHC-I-Molekiil
herausgelosten Peptide sind immer von denselben 1-3 und selten mehr Aminosduren

besetzt. Auch andere Positionen werden gehduft von denselben Aminosduren besetzt
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und scheinen die Bindung somit mit zu beeinflussen. Sie werden als

Hilfsankerpositionen bezeichnet [33].

Allerdings bleibt unklar, welchen Anteil die Spezifitit der zytosolischen Proteasomen
sowie der TAP-Transport an den allelspezifischen Peptidbindungsmustern besitzen [33]
und bei einigen HLA-Molekiilen ist kein eindeutiges Muster erkennbar [17], [18], [23].
Die Peptidbindungsmuster bilden die Grundlage fiir Algorithmen, welche die
Bindungsaffinitit von Peptiden zu MHC-I-Molekiilen vorhersagen.

2413 Die Rolle der zellularen Immunantwort in der HIV-Infektion

Die Rolle der CD8-positiven zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) bei der Kontrolle
der HIV-Infektion ist noch nicht génzlich geklért.

Im Affenmodell wurde gezeigt, dass CTL in der Lage sind, die Virusreplikation zu
kontrollieren. So resultierte die Elimination von CDS8-positiven T-Lymphozyten in
chronisch mit dem Simianen Immunodefizienzvirus (SIV) infizierten Rhesusaffen in
einem rapiden Anstieg der Viruslast, wohingegen nach Hinzugabe von SIV-
spezifischen CTL die Virdmie wieder supprimiert wurde [98]. Auch beim Menschen
scheinen die zytotoxischen T-Lymphozyten eine zentrale Rolle bei der HIV-Kontrolle
zu spielen. So konnten HIV-spezifische CTL bei Personen nachgewiesen werden,
welche trotz nachweislich stindiger Exposition gegeniiber dem HI-Virus seronegativ
blieben [67], [94]. In HIV-Infizierten, welche {iber 10 Jahre keine Progression der HIV-
Infektion sowie eine extrem niedrige Viruslast aufwiesen, so genannten controllers,
wurden hohere Mengen an HIV-spezifischen CTL gefunden als bei Patienten mit
schneller Krankheitsprogression (progressors) [86]. Bei Patienten im Stadium der
akuten Infektion ging eine starke CTL-Antwort einher mit einem raschen Abfall der
Viruslast, wohingegen eine fehlende oder schwache CTL-Reaktion mit einer schlechten
Kontrolle der Viruslast korrelierte [11], [54]. Auch einige andere Studien beschreiben

eine inverse Korrelation zwischen CTL-Antwort und Viruslast [13], [30], [81].

Diese Ergebnisse konnten jedoch durch neuere und groBer angelegte Studien nicht
bestitigt werden. Weder Breite noch Hoéhe der totalen HIV-spezifischen CTL-
Antworten korrelierten hier mit der Plasmavirdmie [2], [37]. Auch kénnen Patienten mit
hoher Viruslast und schneller Krankheitsprogression durchaus starke CTL-Antworten

aufweisen [27].
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Wenn somit also kein direkter Zusammenhang zwischen einer hohen Gesamt-CTL-
Antwort und einer niedrigen Viruslast nachweisbar ist, so gilt es als gesichert, dass
CTL-Antworten gegen einzelne spezifische Epitope die Virusreplikation kontrollieren
konnen. Denn wenn das Virus sich durch Selektionierung eines mutanten Virusstamms
der CTL-Erkennung bestimmter Epitope entzieht (so genannter CTL-escape), so kommt
es nachfolgend zu einem Anstieg der Viruslast und einer Beschleunigung des
Krankheitsprozesses [10], [43]. Die Anpassung des HI-Virus an die, von den HLA-
Klassen des Wirts bestimmte, zelluldre Immunantwort scheint die Virusevolution am
Ubergang von der akuten zur chronischen Infektion zu bestimmen. So treten iiber die
Hilfte der neuen Mutationen in HLA-spezifischen CTL-Epitopen auf [4]. Neben der
Evolution im einzelnen Individuum scheint die HLA-restringierte Immunantwort auch

die HIV-Evolution auf Populationsniveau zu beeinflussen [60], [78].

2.4.2 Die humorale Immunantwort

Die Rolle der humoralen Immunantwort bei der Kontrolle der HIV-Infektion ist weniger

gut charakterisiert als die der zelluldren.

Bei der Kontrolle der akuten HIV-Infektion scheint sie eine untergeordnete Rolle zu
spielen. In den ersten Monaten nach der HIV-Infektion werden zwar grofle Mengen an
HIV-spezifischen neutralisierenden Antikorpern gebildet [91], das Plasmavirus entzieht
sich der Neutralisation jedoch rasch mithilfe von Mutationen im Envelope-Gen, welche
unter anderem eine Verdnderung des Glycosylierungs-Musters des Hiillproteins
bewirken [114]. Rhesusaffen, bei denen die B-Lymphozyten durch monoklonale
Antikdrper depletiert wurden, zeigten nach der Infektion mit SIV im Vergleich zu nicht
depletierten Affen keine signifikanten Unterschiede im Wiederabfall der initialen

Plasmavirdmie [97].

Auch in ihrer Bedeutung fiir die Kontrolle der viralen Replikation wéhrend der
chronischen Infektion bleibt die humorale Immunantwort hinter der zelluldren zuriick.
Wihrend bei den meisten controllers eine dauerhafte und starke CTL-Antwort
nachweisbar ist, unterscheiden sich die Titer der neutralisierenden Antikdrper bei den
meisten dieser Patienten nicht signifikant von denen in Patienten mit chronisch
progredientem Verlauf der Infektion (progressors) [8]. Erste Untersuchungen zum

passiven Transfer ~von monoklonalen neutralisierenden  Antikérpern  an
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asymptomatische HIV-Patienten zeigten jedoch eine zumindest transiente signifikante
Reduktion der Viruslast [104] beziehungsweise einen verzogerten Rebound der Viruslast

nach Absetzen der antiretroviralen Therapie [107].

Eine groBe Bedeutung haben die neutralisierenden Antikorper in der Vakzine-
Forschung. Hohe Titer von passiv gegebenen neutralisierenden Antikorpern
verhinderten die Infektion mit einem SIV-HIV-Hybridvirus (SHIV) im Affenmodell
[83].

2.5 HIV- Vakzineforschung

2.5.1 Prophylaktische Vakzine

Seit tiber 20 Jahren wird massiv, aber bisher ohne durchschlagenden Erfolg nach einem
prophylaktischen Impfstoff gegen das HI-Virus geforscht. Die bisherigen Erfahrungen
deuten darauf hin, dass ein effektives Impfregime die Induktion sowohl von
neutralisierenden Antikorpern als auch einer T-Zell-vermittelten Immunantwort

beinhalten sollte.

Die passive Verabreichung von monoklonalen neutralisierenden Antikorpern gegen ein
Epitop auf dem HIV-Hiillprotein gp120 an Rhesusaffen direkt bevor diese mit einem
SIV-HIV-Hybridvirus (SHIV) infiziert wurden, schiitzte diese vor der Infektion [83].
Bisher getestete gp120-Impfstoffe, zuletzt in Phase-III-Studien in USA und Thailand,
konnten jedoch eine HIV-Infektion beim Menschen nicht verhindern [25], [85]. Das
Problem bei der Entwicklung eines Impfstoffes, der breit neutralisierende Antikdrper
gegen das Hiillprotein env induzieren soll, welches das einzige fiir die humorale
Immunantwort relevante HIV-Antigen darstellt [79], liegt unter anderem in der
Oberflachenstruktur ~ dieses  Proteins. Die  Erkennung  immunodominanter
Peptidstrukturen wird zum einen durch eine ausgepriagte Glykosylierung erschwert und
zum anderen durch die fehlende Zuginglichkeit von strukturellen Doménen (CD4-
Rezeptor, CCR5-Rezeptor) aufgrund von Uberlagerungen durch hochvariable
Proteinregionen [14], [118]. Es konnten inzwischen zwar flinf breit neutralisierende
Antikorper aus dem Blut von Patienten mit einer guten Viruskontrolle isoliert werden
(Review [74]), die Induktion der Synthese dieser AntikOrper mittels eines Impfstoffes

gelang bisher jedoch nicht. Als Grund hierfiir wird angenommen, dass diese Antikorper
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in ihrer Struktur Autoantikorpern dhneln und deshalb nicht produziert werden [49].

Eine CTL-vermittelte Viruskontrolle wurde in einem geimpften und anschliefend mit
dem SHIV-Virus infizierten Rhesusaffen nachgewiesen [10]. Eine vergleichbare CTL-
vermittelte Viruskontrolle lieB sich jedoch beim Menschen mit keinem der bisher
getesteten  Vakzinestrategien  erreichen, deren Spektrum von  attenuiertem
Lebendimpfstoff, inaktiviertem HI-Virus, DNA-Plasmiden, Proteinen bis hin zu viralen
Vektoren unterschiedlichster Art reicht. Zwar konnte eine Verstirkung der CTL-
Antworten durch Zugabe von Zytokinen wie z.B. IL-2 [9] oder durch so genannte
Prime-Boost-Verfahren, welche verschiedene Einzelkomponenten in definierter
zeitlicher Abfolge zu verkniipfen versuchen, erreicht werden [112], jedoch stellt vor
allem die hohe Variabilitit des HI-Virus sowie seine Fahigkeit, CTL-Antworten durch

Escape-Mutationen zu entgehen, die Vakzineforschung vor grof3e Probleme [25].

Die Probleme bei der Definition einer protektiven Funktion der Immunantwort haben zu
einem verdnderten Konzept der Vakzination mit dem Ziel der gilinstigen Beeinflussung

des Infektionsverlaufs gefiihrt.

2.5.2 Therapeutische Vakzine

Parallel zur Suche nach einem prophylaktischen Impfstoff wird auch nach so genannten
therapeutischen Impfstoffen geforscht. Durch eine dauerhafte antiretrovirale Therapie
(vgl. Kap. 2.6) kann bei den meisten Patienten eine effektive Viruskontrolle erreicht
werden, allerdings wirken sich Resistenzentwicklung (vgl. Kap. 2.7) und Compliance-
Probleme aufgrund teils gravierender =~ Nebenwirkungen limitierend auf den
Therapieerfolg aus. Zudem hat ein groBer Teil der HIV-Infizierten keinen Zugang zu

einer addquaten antiretroviralen Therapie [110].

Das Ziel einer therapeutischen Vakzine ist die Verstirkung bereits vorhandener
und/oder die Induktion von neuen Immunantworten, was idealerweise zu einer
Viruskontrolle ohne antiretrovirale Medikamente oder aber zumindest zu einem
erniedrigten Medikamentenbedarf fiihren und den Krankheitsverlauf verlangsamen soll.
Zahlreiche Impfstudien mit inaktivierten HIV-Proteinen, HIV-Peptiden, DNA-
Plasmiden und viralen Vektoren erbrachten keine signifikanten klinischen Vorteile fiir

die untersuchten Patienten (Review [87]).
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Erfolg versprechender waren zwei neuere Studien, in denen der Gefliigelpockenvirus-
Vektor zusitzlich das Gen fiir [FNy enthielt [32] oder das Lipopeptid 6T als zusitzliches
Adjuvans mit enthalten war und nach der Impfung subkutan Interleukin-2 injiziert
wurde [62]. Nach mehrmaliger Immunisierung unterbrachen die Patienten fiir mehrere
Wochen die antiretrovirale Therapie und in beiden Studien konnte eine signifikant
bessere Viruskontrolle bei den geimpften Patienten im Vergleich zur Placebo-Gruppe
beobachtet werden. Erfolg versprechend erscheint auch der Ansatz, Patienten mit mit
inaktiviertem HI-Virus gepulsten autologen Dentritischen Zellen zu impfen. Hierbei
kam es bei 18 chronisch HIV-infizierten Patienten, welche keine antiretrovirale
Therapie erhielten, innerhalb eines Jahres zu einem Abfall der Viruslast um das 5-fache
[64]. Diese neuen Ansitze lassen hoffen, dass die Kontrolle der HIV-Replikation ohne

antiretrovirale Therapie moglich sein kann.

2.6 HIV-Therapie

Trotz der viel versprechenden Ansdtze der Vakzineforschung stellt die hochaktive
antiretrovirale Therapie (HAART) zurzeit die einzige Moglichkeit dar, die Progression
der HIV-Infektion zu verhindern bzw. zu verlangsamen. Aktuell stehen in Deutschland
fiir die HIV-Therapie liber 20 Einzelsubstanzen und Kombinationspriparate aus

insgesamt sechs unterschiedlichen Wirkstoftklassen zur Verfiigung (Stand 03/2008):
1. Nukleosidische und Nukleotidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs)
2. Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs)
3. Proteaseinhibitoren (PIs)
4. Fusionshemmer
5. CCRS5-Inhibitoren

6. Integrasehemmer

Nukleosidische und Nukleotidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI)

Die NRTI stellen Analoga der Nukleoside Thymidin (Zidovudin, Stavudin), Cytidin
(Lamivudin, Zalcitabin, Emtricitabin), Inosin (Didanosin) und Guanosin (Abacavir)

sowie des Nukleotids Adenosin-Monophosphat (Tenofovir) dar. Thr Ansatzpunkt ist das
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HIV-Enzym Reverse Transkriptase. Als falsche Substrate konkurrieren sie mit den
physiologischen Nukleosiden, von denen sie sich durch das Fehlen einer
Hydroxylgruppe an der 3’-Position der Desoxyribose unterscheiden. Da diese
Hydroxylgruppe unabdingbar fiir die Kettenverlangerung ist, fiihrt ein Einbau der

Analoga zum Kettenabbruch und somit zum Ende der Weitervermehrung des HI-Virus.
Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI)

Die Reverse Transkriptase ist auch das Zielenzym der NNRTI. Im Gegensatz zu den
NRTI binden die NNRTI direkt und nicht-kompetetiv an eine RT-Bindungsstelle in der
Néhe der Nukleosid-Bindungsstelle. Hierdurch wird die katalytisch aktive
Bindungsstelle der Reversen Transkriptase blockiert und der Einbau der Nukleoside

verlangsamt.
Protease-Inhibitoren (PI)

Die Protease-Inhibitoren blockieren das aktive Zentrum der Enzyms Protease und
behindern so die Reifung der neuen Viruspartikel. Die abgeschniirten Virionen sind

damit nicht infektios und vermehrungsfahig.
Fusionsinhibitoren

Der einzige bisher zugelassene Vertreter dieser neuen Wirkstoffklasse ist Enfurtivide
(T20). Es bindet an das HIV-Protein gp41 und blockiert somit die Fusion des Virus mit
der Wirtszelle.

CCRS5-Inhibitoren

Der kiirzlich zugelassene CCR5-Inhibitor Maraviroc bindet an den Co-Rezeptor CCRS
und verhindert so die Bindung M-troper Virusisolate an die Wirtszelle. Das
Medikament ist daher nur wirksam bei Patienten, welche eine M-trope Viruspopulation

aufweisen.
Integrase-Hemmer

Integrase-Hemmer hemmen das virale Enzym Integrase, welches als Endonuklease den
Einbau der viralen DNA in das Wirtsgenom katalysiert. Ende 2007 ist mit Raltegravir

(MK-0518) der erste Integrasehemmer in der EU zugelassen worden.

Da bei der Therapie mit einer einzigen oder zwei Substanzen sehr schnell Resistenzen

auftreten, werden die Patienten grundsitzlich mit einer Kombination antiretroviraler
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Medikamente behandelt - der so genannten hochaktiven antiretroviralen Therapie
(HAART). Als Initialtherapie dienen Kombinationen aus zwei NRTI und einem PI bzw.
einem NNRTI oder drei NRTI. Uber den besten Zeitpunkt zum Beginn der
antiretroviralen Therapie wird zurzeit noch kontrovers diskutiert. Unstrittig ist die
Therapieindikation bei Patienten mit AIDS oder HIV-assoziierten Symptomen sowie
bei Patienten mit einer CD4-Zellzahl von unter 200/ul. Empfohlen wird eine Therapie
ab einer CD4-Zellzahl von unter 350/ul. Bei einer sehr hohen Viruslast (iiber 50.000
Kopien/ml) kann ein Therapiebeginn auch schon bei hoheren CD4-Zellzahlen
gerechtfertigt sein. Auch der Verlauf der Viruslast bzw. der CD4-Zellzahl kann fiir die

Entscheidung zum Therapiebeginn eine Rolle spielen [7].

2.7 Resistenzen

2.7.1 Nomenklatur

Resistenzmutationen werden beschrieben durch ihre Position im Protein, die Abkiirzung
fir die Aminosdure, welche im Referenzstamm diese Position besetzt und die
Abkiirzung fiir die Aminosdure nach dem Austausch. Eine Mischpopulation wird durch
die Abkiirzungen fiir alle vorhandenen Varianten angegeben. So beschreibt M184MV
eine Viruspopulation, in welcher der Wildtyp-Virusstamm gemeinsam mit der
resistenten Virusvariante vorliegt, in der Methionin (M) an Position 184 der RT-

Sequenz durch Valin (V) ersetzt ist.

2.7.2 Grundlagen

Die Entwicklung von Resistenzen ist eine der Hauptursachen fiir das Versagen der
antiretroviralen Therapie. Durch eine hohe Fehlerrate der Reversen Transkriptase und
fehlendes Korrekturlesen (proofreading) weist das HI-Virus eine extrem hohe
Mutationsrate auf. Hierdurch entstehen stindig neue Virusvarianten, welche auch als
Quasispezies bezeichnet werden [20]. In Gegenwart antiretroviraler Medikamente
werden Quasispezies, die eine verminderte Empfindlichkeit gegeniiber diesen
Medikamenten aufweisen, zur dominanten Virusvariante selektioniert. Wie bei anderen

antiviralen und antibiotischen Medikamenten auch, wirken sich eine verminderte
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Compliance des Patienten sowie ein zu niedriger Wirkspiegel der Medikamente

begiinstigend auf diese Selektion aus [111].

Die Resistenzentwicklung gegeniiber NRTIs und Proteaseinhibitoren ist ein gradueller
Prozess. Eine einzige Mutation verursacht noch keine Resistenz, vielmehr kommt es
erst durch die Kombination bestimmter Mutationen zu einem signifikanten
Sensitivitdtsverlust. Eine Ausnahme bildet dabei die Mutation M184V, welche durch
Lamivudin, Emtricitabin, Abacavir und Didanosin selektioniert wird [40], [48], [76],
[117]. Der Austausch der Aminosiure Methionin durch Valin erzeugt eine hochgradige
Resistenz gegeniiber Lamivudin und Emtricitabin [40]. Auch bei den NNRTIs kann das

Auftreten einer einzigen Mutation bereits eine Resistenz hervorrufen [84].

2.7.3 Resistenzen und virale Fitness

Resistenzmutationen aller Substanzklassen konnen die virale Fitness beeintrachtigen
[47], [55], [65], [69]. Mit viraler Fitness wird die Féhigkeit eines Virus bezeichnet, sich in
einer bestimmten Umgebung zu vermehren. Die Replikationskapazitit des Virus wird
durch die Resistenzmutationen, welche Schliisselproteine der viralen Replikation
verdndern, in unterschiedlichem Ausmal} beeintrichtigt. Teilweise konnen die Defizite
in der viralen Replikationskapazitit durch weitere Mutationen kompensiert werden — so
wird zum Beispiel der Fitnessverlust durch die Proteasemutation L90M durch den
Polymorphismus L63P voll kompensiert — bei anderen Mutationen, wie der
Proteasemutation =~ D30N, bleiben Replikationsdefizite trotz Co-Mutationen

bestehen [69].

Bei den Reverse-Transkriptase-Mutationen fithren vor allem die durch Lamivudin,
Emtricitabin, Abacavir und Didanosin selektionierten Mutationen M184V, M1841 und
K65R zu hohen Fitnessverlusten [21], [39], [77], [102]. Die so genannten
Thymidinanalogamutationen (TAMs) M41L, D67N, K70R und L210W sowie die
NNRTI-Resistenz-assoziierten Mutationen KI103N und Y181C fithren zu einer

vergleichsweise geringen Beeintrichtigung der viralen Replikationskapazitit [21], [48].

2.7.4 Resistenztestung

Das Resistenzprofil eines HIV-infizierten Patienten kann auf zwei unterschiedliche

Arten ermittelt werden.
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2.7.4.1 Phanotypische Resistenzanalyse

Bei der phinotypischen Resistenzanalyse wird die Empfindlichkeit des Virus gegeniiber
Medikamenten direkt quantifiziert. Hierfiir wird die Replikationsfahigkeit des
Plasmavirus oder eines rekombinanten Virus mit der Pol-Region des Patientenvirus in
Zellkulturen, welche die antiretrovirale Substanz in steigenden Konzentrationen
enthalten, gemessen und mit der eines Wildtyp-Virus verglichen. Die IC50 (inhibitory
concentration 50%) gibt hierbei die Wirkstoffkonzentration an, welche ein Virus auf
50% der Aktivitdt reduziert, die es in einer Zellkultur ohne Medikament aufweist. Der
Faktor, um den die IC50 des getesteten HIV-Isolats hoher ist, als die IC50 des Wildtyp-
Virus, wird mit einem definierten Cut-off Wert verglichen. Dieser legt fest, wie hoch

der Faktor sein darf, damit das HIV-Isolat noch als sensitiv eingestuft werden kann.

2.74.2 Genotypische Resistenzanalyse

Fiir die genotypische Resistenzanalyse wird das Reverse Transkriptase- bzw. Protease-
Gen sequenziert und die Sequenz mit der eines definierten Wildtyps
(Konsensussequenz) verglichen. Da fiir die meisten antiretroviralen Medikamente
Mutationen beschrieben sind, die mit einer verminderten Sensitivitdt assoziiert sind,
liefert die Genotypisierung einen indirekten Nachweis fiir eine Resistenz. Im klinischen
Alltag wird meist die Genotypisierung zur Resistenztestung herangezogen. Zum einen,
weil sie im Gegensatz zur Phinotypisierung mit einem geringeren Zeit- und
Kostenaufwand verbunden ist, zum anderen kann sie mit dem Nachweis von resistenten
Minorititenstimmen (ab einem Anteil von 10-20% an der Gesamtpopulation

nachweisbar) auch Hinweise auf eine mdgliche Resistenzentstehung liefern.

2.7.5 Epidemiologie

GroBBere Studien iiber Resistenzen bei Patienten unter HAART-Therapie aus
Grofbritannien und den USA zeigen, dass bis zu 88% der Patienten mindestens eine
resistenzassoziierte Mutation aufwiesen [90], [100]. Berlicksichtigt man die Tatsache,
dass nur solche Patienten untersucht wurden, welche eine Viruslast von iiber 500/ul [90]
bzw. 2000/ul [100] aufwiesen, wird die tatsdchliche Resistenzrate immerhin noch bei
mindestens 50% aller behandelten Patienten liegen. Die grofBite Privalenz erreichen

dabei die NRTI-assoziierten Mutationen.
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Die Privalenzraten medikamentenresistenter Virusstimme bei therapienaiven Patienten
(Primérresistenzen) sind regional sehr unterschiedlich. In zwei europaweiten Studien
(CASCADE, CATCH) mit 438 bzw. 2208 therapienaiven Patienten lag die Priavalenz
von Primérresistenzen in den Jahren 1995 bzw. 1996 bis 2002 bei durchschnittlich 9,6%
bzw. 10,3% [72], [116]. In Deutschland zeigen die Daten der Serokonverterstudie 2006
eine Privalenzrate von 14% an Primérresistenzen bei Patienten mit nicht ldnger als 3
Jahre zuriickliegendem Infektionszeitpunkt [92]. Im Gegensatz zur CASCADE-Studie,
welche eine leichte Zunahme der Primérresistenzen von 1995-2002 beschreibt [72],
konnte im Beobachtungszeitraum der Serokonverterstudie (1996-2005) sowie der
CATCH-Studie (1996-2002) keine signifikante Zunahme der Transmission
medikamentenresistenter HIV-Viren insgesamt beobachtet werden [92], [116]. In allen
drei Studien nahm die Ubertragung von NNRTI-Resistenzen im untersuchten Zeitraum

deutlich zu, wihrend die NRTI-Primérresistenzen abnahmen.
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3 Methoden

3.1 Patienten und Mutationen

In dieser Arbeit soll untersucht werden, wie bestimmte NRTI-Mutationen die
Erkennung durch cytotoxische T-Lymphozyten beeinflussen und ob CTL-Reaktionen

gegeniiber mutanten Peptiden de novo entstehen kdnnen.

Als zu untersuchende Mutationen wurden die NRTI-Rsistenzmutationen M41L,
M184V, MI184l und L210W ausgewidhlt, da diese Mutationen die
Aminosduresequenzen von Peptiden verdndern, welche als optimale CTL-Epitope
definiert sind, ndmlich die der RT-Peptide RT 32-41 (ALVEICTEM; HLA-A2), RT 33-
43 (ALVEICTEMEK; HLA-A3), RT 179-87 (VIYQYMDDL; HLA-A2) und RT 202-
10 (IEELRQHLL; HLA-B60) (vgl. [38]).

Die untersuchten Patienten entstammen einer prospektiv nachverfolgten HIV-positiven
Patientenkohorte ~ der  Infektionsambulanz ~der  Medizinischen Klinik am
Universititskrankenhaus Hamburg-Eppendorf. Als gemeinsames Auswahlkriterium der
untersuchten Patienten wurde das HLA-Allel A2 ausgewéhlt, da es das am héiufigsten
vorkommende HLA-A-Allel in der kaukasischen Bevolkerung darstellt. Die Haufigkeit
des HLA-A2-Allels in Deutschland betragt 51,2% [3] .

Zunichst wurde ein Patient (Patient 1) untersucht, welcher bereits beim Eintritt in die
Kohorte die 3 Mutationen M41L, M184V und L210W aufwies. Fiir den eigentlichen
Ansatz dieser Arbeit, ndmlich die Analyse der Veranderung der CTL-Antworten durch
das Auftreten der NRTI-Mutationen wurden 4 Patienten zu 2 bzw. 3 Zeitpunkten
untersucht, bei denen durch genotypische Resistenzanalysen im Verlauf das
Neuauftreten einer oder mehrerer der vorgenannten Mutationen nachgewiesen wurden

(Patienten 2-5).

Die filinf Patienten waren im Median 51 Jahre alt (20-70 Jahre). Patient 2 befand sich im
Stadium der symptomatischen HIV-Infektion (CDC-Stadium B), die Patienten 1, 3 und
4 im Stadium der chronischen, aber asymptomatischen HIV- Infektion (CDC-Stadium
A). Patient 5 befand sich zum Untersuchungszeitpunkt 1 (T1) im Stadium der
Serokonversion, zum Zeitpunkt 2 (T2) im Stadium der asymptomatischen Infektion.

(Tab. 2)
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Tab. 2: Patienten-Charakteristika

Patient Geschlecht Alter  CDC-Stadium CD4- Zellen HLA-Antigene

(T1) Nadir /pl
1 ménnlich 67 A2 275 A2, A68, B44, B51
2 ménnlich 70 B3 70 A2, A24,B27, B56
3 weiblich 38 A3 189 A2, A3, B35, B52
4 weiblich 51 A2 472 A2, A3, B13, B51
5 ménnlich 20 A2 347 A2, A29, B44, B62

Die Patienten 1, 2 und 4 befanden sich zum Zeitpunkt T1 bereits unter langjéhriger
antiretroviraler Therapie (62-170 Monate, Median 122 Monate), die beiden anderen
Patienten standen zum Zeitpunkt T1 am Beginn der Therapie. Eine Ubersicht iiber die
Medikamente, welche die Patienten im Verlauf der Therapie bis zum Zeitpunkt T2

erhalten hatten, gibt Tab. 3

Tab. 3: Monate unter HAART und verwendete NRTIs und NNRTIs
Patient Monate unter HAART Medikamentation
T1 T2 NRTIs* NNRTIs*
1 170 AZT, 3TC, ABC, ddI EFV, NVP
2 122 168 AZT, 3TC, ddC, ddl, d4T, TDF EVF, DLV, NVP
3 2 66 AZT, 3TC, ABC, TDF EFV
4 62 102 3TC, ddI, d4T, TDF EFV
5 0 12 AZT, 3TC NVP

* AZT: Zidovudin; 3TC: Lamivudin; ddC: Zalcitabin; d4T: Stavudin; ddI: Didanosin; TDV: Tenofovir;
ABC: Abacavir; EFV: Efavirenz; DLV: Delaviridin; NVP: Nevirapin

3.2 lIsolierung und Einfrieren der peripheren

mononuklearen Blutzellen (PBMC)

Vendses Blut wurde in Vacutainer CPT'™ Cell Preparation Tubes, welche Natriumcitrat
als Antikoagulanz und eine Gelschicht enthalten, abgenommen. Diese Rohrchen
erlauben eine einfache Auftrennung des Blutes in monozytére Zellen (Lymphozyten und
Monozyten), Plasma und die restlichen Blutbestandteile. Pro Patient und Zeitpunkt

wurden je 4 Rohrchen a ca. 8ml Blut verwendet.

Die Rohrchen wurden bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten mit 2000xg (3000U/pm)

zentrifugiert. Dadurch entsteht wie bei einer Ficoll-Separation eine Schicht aus
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monozytdren Zellen, die durch das Gel von den dichteren Erythrozyten getrennt wird.
Das Plasma verbleibt im Uberstand. Zundchst wurden je 2ml von dem Plasma
abgenommen, in 4 Einfrierréhrchen iiberfithrt und bei —80°Celsius eingefroren. Die
monozytidren Zellen wurden dann mit dem restlichen Plasma in ein 50ml-
Polypropylenrdhrchen tiberfiihrt und die CPTs mit je 8 bis 10ml PBS gewaschen, um
noch anhaftende Zellen zu ernten. Die Rohrchen wurden bei 4°C fiir 10 Minuten mit
400xg (1500 U/pm) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 4,5ml
RPMI resuspendiert. Nach Zugabe der gleichen Menge Einfriermedium (30% RPMI,
30% Gelifundol (Plasmaexpander), 20% FCS (Fotales Kélberserum), 20% DMSO
(Dimethylsulfoxid)) wurden die Zellen ziigig, da das DMSO im Einfriermedium bei
Raumtemperatur  zelltoxisch wirkt, in 1,8ml-Aliquots auf zuvor beschriftete
Einfrierrohrchen verteilt und bei —80°C eingefroren. Am néchsten Tag wurden sie in

fliissigen Stickstoff (-196°C) iiberfiihrt.

Verwendete Reagenzien Firma Katalognummer
Vacutainer CPT™ Becton Dickinson 16549

Cryotube 1,8ml Nunc 377267
50ml-Polypropylenrdhrchen Falcon 352070

PBS Gibco 14190-094

RPMI Gibco 21875-034
Gelifundol Biotest 184.190-09

FCS Biochrom S0115

DMSO Fluka 41640

3.3 HLA-Typisierung und genotypische Resistenzanalyse

Die HLA-Klasse-I-Antigene wurden serologisch mit dem so genannten
Lymphozytotox-Test bestimmt [106]. Die genotypische Resistenzanalyse wurde mithilfe
des ViroSeq™ HIV Genotyping Systems durchgefiihrt. Dieses System erlaubt eine
Sequenzierung der kompletten Protease sowie der Codons 1-335 der Reversen

Transkriptase. Die ermittelte Virussequenz wird mit dem WHO-Referenzstamm HXB2
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(B-consensus-Sequenz) verglichen und so Resistenzmutationen und Polymorphismen

ermittelt.

3.4 Affinitatsvorhersage

Wegen der begrenzten Menge an verfiigbarem Probenmaterial der Patienten zu den
verschiedenen Zeitpunkten konnten nicht alle Peptide, welche die Positionen der zu
untersuchenden Mutationen (RT-Codons 41, 184 und 210) iiberlappen, direkt im
ELISpot auf CTL-Antworten getestet werden. Es musste daher zunidchst eine
Vorauswahl getroffen werden, welche der mutanten und Wildtyp-Peptide aus den
entsprechenden Regionen mit hoher Wahrscheinlichkeit durch die MHC-I-Molekiile der
Patienten prisentiert werden wiirden und so in der Lage wéren, eine CTL-Antwort zu
induzieren. Hierzu wurde eine Datenbankabfrage mithilfe zweier im Internet frei
zuginglicher Algorithmen (SYFPEITHI, BIMAS) durchgefiihrt. Diese Algorithmen
bieten Vorhersagen iiber die wahrscheinliche Bindungsstirke (Affinitét) eines Peptides

zu einem bestimmten MHC-Molekiil an.

3.4.1 SYFPEITHI

Die Datenbank SYFPEITHI (www.syfpeithi.de) basiert auf Daten {iber Peptide, welche

aus MHC-I-Komplexen herausgeldst wurden und somit CTL-Epitope darstellen. Bei
ausreichender Datenmenge fiir ein bestimmtes MHC-I-Molekiil werden aus diesen
Informationen Datentabellen erstellt, welche jeder Aminosdure fiir jede mogliche
Position in der MHC-Bindungstasche einen bestimmten Wert zuordnen. Dieser Wert
leitet sich daraus ab, wie oft die Aminosdure an dieser Position innerhalb der
natiirlichen Epitope erscheint und ob die Position eine Anker- oder Hilfsankerposition
darstellt. Aminosduren, die sehr hdufig in einer Ankerposition (Position 2 oder C-
Terminus) auftauchen, erhalten fiir diese Position den Wert 10, weniger héufige 8,
seltene 6. Aminosduren, welche in Hilfsankerpositionen auftauchen, erhalten Werte
von 4-6 und sonstige bevorzugte Aminosduren an bestimmten Positionen Werte von 1-
4. Aminoséduren, welche die Bindung negativ beeinflussen, erhalten negative Werte bis
minus 3, solche, welche die Bindung nicht erkennbar negativ oder positiv beeinflussen,

erhalten den Wert 0.
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Bei Eingabe einer Peptidsequenz in die Datenbank wird diese in ihre Okta-, Nona- und
Dekamere (Peptide betehend aus 8, 9 und 10 Aminoséuren) unterteilt. Fiir jedes
Oligomer wird dann die Summe aus den Werten fiir die einzelnen Aminoséuren, aus
denen sich das Peptid zusammensetzt, berechnet. Diese Summe wird als score
bezeichnet. Die Oligomere werden nach Peptidlinge getrennt (Okta-, Nona- und
Dekamere) und nach der Hohe ihrer scores absteigend angeordnet in score-Listen
angezeigt. Fiir die einzelnen MHC-I-Molekiile werden jeweils nur die Peptidlingen
angegeben, die diese bevorzugt binden, so z.B. fiir HLA-B8 Okta- und Nonamere, fiir
HLA-A*2705 nur Nonamere und fiir HLA-A*0201 Nona- und Dekamere [88]

3.4.2 BIMAS

Die scores bei BIMAS (http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind/) basieren fiir die
meisten HLA-Allele, wie bei SYFPEITHI auch, auf Daten von natiirlichen CTL-

Epitopen. Die Werte fiir HLA-A*0201 hingegen leiten sich aus experimentellen Daten
iiber das Bindungsverhalten exogen zum MHC-I-Komplex hinzu gegebener Peptide ab.
Es wurde die Dissoziationshalbwertszeit von MHC-I-Peptid-Komplexen in
Abhingigkeit vom gebundenen Peptid untersucht. Durch den Vergleich von jeweils 2
Peptiden, welche sich in nur einer Aminosédure unterschieden, wurde ermittelt, wie eine
Aminoséure an einer bestimmten Position die Bindung beeinflusst. Wie bei SYFPEITHI
wurden aus den Daten fiir die jeweiligen MHC-I-Molekiile Tabellen abgeleitet, welcher
jeder Aminosiure an jeder moglichen Position einen bestimmten Wert zuordnen. Die
Werte fiir Aminosduren, welche die Bindung positiv beeinflussen, sind dabei immer
groBer als 1, Aminosduren in dominanten Ankerpositionen konnen einen Wert von bis
zu 100 erreichen. Aminosduren, welche die Bindung negativ beeinflussen, erhalten
positive Werte unter 1 und Aminoséuren, welche die Bindung weder erkennbar positiv
noch negativ beeinflussen, erhalten den Wert 1. Die Werte der einzelnen Aminosduren
werden hier aber nicht wie bei SYFPEITHI addiert, sondern multipliziert. AbschlieBend
wird das Produkt noch mit einer fiir jedes HLA-Allel festgelegten Konstante
multipliziert. Der resultierende score-Wert soll mit der Dissoziationshalbwertszeit des

MHC-Molekiil-Peptid-Komplexes bei 37°C und einem pH von 6.5 korrelieren [82].

29



3.4.3 Datenbanksuche

Fiir diese Untersuchung wurden die Datenbanken SYFPEITHI und BIMAS gemeinsam
verwendet, da nicht alle HLA-Allele der untersuchten Patienten von einem Algorithmus
alleine abgedeckt wurden. Wenn HLA-Allele von beiden Datenbanken angeboten
wurden, wurden sie parallel untersucht. Drei HLA-Allele der Patienten (A29, B13, B56)
wurden von keinem der beiden Algorithmen angeboten, es konnten aber fiir jeden
Patienten mindestens 3 seiner HLA-Klasse-I-Allele untersucht werden. Die
Datenbanksuche wurde fiir die Mutationen M41L, M184V, M1841 und L210W
durchgefiihrt. Obwohl die Mutation MI1841 bei keinem der Patienten in den
Resistenzanalysen nachweisbar war, wurde sie zusétzlich untersucht, da sie haufig vor
der Mutation M184V erscheint, mit deren Auftauchen jedoch genauso hdufig wieder
verschwindet [99], [113]. Eine Erkldrung fiir das Verschwinden dieser Variante konnte

eine starke CTL-Antwort gegen sie sein.

Es wurden die gesamte B-consensus-Wildtyp-Sequenz HXB2 der Reversen
Transkriptase (RT) sowie die 4 RT-Sequenzen mit den Mutationen M41L, M184l,
M184V und L210W jeweils fiir alle HLA-Allele der Patienten in die Datenbank
eingegeben. AuBlerdem wurden auch die autologen Virussequenzen der Patienten 3, 4
und 5 jeweils mit und ohne Mutationen fiir die jeweiligen HLA-Alelle in die

Vorhersagealgorithmen eingegeben.

3.5 ELISpot

Um zu analysieren, gegen welche Peptide zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) bei den
Patienten vorhanden waren, wurden IFNy-ELISpot-Analysen durchgefiihrt. Der [FNy-
ELISpot macht die Freisetzung von IFNy durch einzelne CDS8-Lymphozyten nach
Zugabe von Peptiden (Okta- bis Dodekamere (Peptide aus 12 Aminoséduren)) sichtbar

und ist so eine sehr sensitive Methode zum Nachweis von spezifischen CTL.

Die verwendeten Peptide wurden zundchst mit DMSO und R+ (RPMI + 1% Hepes
Puffer + 1% Penicillin-Streptomycin (5000 IU/ml Pencillin + 5mg/ml Streptomycin))
im Verhéltnis 1:15 geldst und die Stocklosung (2mg/ml) bei —80°C aufbewahrt. Fiir die
ELISpot- Analyse wurden sie dann 1:10 in R+ verdiinnt auf eine Endkonzentration von

200pg/ml.
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Mikrotiter-Platten mit 96 Vertiefungen (Wells) wurden mit 100ul pro Well eines auf
eine Endkonzentration von 0,5ug/ml mit PBS verdiinnten o-IFNy-Antikorpers
beschichtet und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Platten wurden dann sechsmal mit
200ul pro Well PBS gewaschen und mit 100ul pro Well bovinem Serumalbumin
(20pg/ml) beschichtet und fiir 1,5-2h bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Die bei —196°C tiefgefrorenen PBMC wurden durch Hin- und Herschwenken der
Probengefifie in warmem Wasser und rasches Uberfiihren in ein mit 45ml warmem
(37°C) RPMI gefiilltes 50ml Falcon-Rohrchen so schnell wie moglich aufgetaut und
sofort 8 Minuten bei 20°C und 400xg (1500U/min) abzentrifugiert, um die
empfindlichen Effektorzellen durch das im Einfriermedium enthaltene zelltoxische
DMSO nicht zu schidigen. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand abgekippt
und das Pellet in 10ml warmem RPMI resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Das
Pellet wurde nun in Iml R10 (RPMI + 10% FCS + 1% Hepes Puffer + 1% Penicillin-
Streptomycin) aufgenommen und fiir 2h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Danach
wurden die Zellen noch einmal zentrifugiert und das Pellet in 1 ml R10 resuspendiert.
10ul der Zellsuspension wurden 1:10 mit Trypanblau verdiinnt und die Zellen unter
dem Mikroskop ausgezéhlt. Durch Zugabe einer entsprechenden Menge R10 wurde die
Zellzahl auf 0,85-1,5x10° Zellen pro ml eingestellt.

Das bovine Serumalbumin wurde von den Platten abgekippt und 30ul R10 pro Well
hinzugegeben. Dann wurden jeweils 10ul der Peptide in 2 bzw. 3 Wells ausplattiert und
100p1 pro Well Zellsuspension 4 0,85-1,5x10° Zellen hinzugegeben. Neben den mittels
Datenbanksuche fiir die Untersuchung ausgewihlten Peptiden wurden auch die
bekannten optimalen Peptide fiir die jeweiligen HLA-Allele ausplattiert. Nur mit PBMC
bestiickte Wells dienten als Negativkontrolle und Wells mit PBMC plus 4ul Phorbol-
12-Myristat-13-Acetat (PMA; 2mg/ml) und 2ul Ionomycin (Img/ml) als

Positivkontrolle.

Die Platten wurden 16-21h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. AnschlieBend wurden sie
sechsmal gewaschen, wie bei allen folgenden Waschschritten mit 200ul pro Well
unsterilem PBS (10%iges PBS mit destilliertem Wasser auf 1%iges PBS verdiinnt).
Danach wurden sie mit 100ul pro Well biotinyliertem anti-IFNy-Antikorper in einer
Endkonzentration von 0,5ug/ml beschichtet und bei Raumtemperatur 60-90 Minuten
inkubiert. Die Platten wurden erneut gewaschen und mit 100ul pro Well 1:2000

verdiinnter Streptavidin-Phosphatase 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
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nochmaligem Waschen wurden 50ul pro Well Substrat (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl
Phosphat/Nitro-Blau-Tetrazolium) hinzugefiigt und die Platten bei Raumtemperatur 10
bis 20 Minuten inkubiert, bis die Positivkontrolle optimal reagierte, d.h die sich
entwickelnden blauen Punkte (Dots) deutlich zu sehen waren. Anschlieend wurden die
Platten viermal mit Leitungswasser gewaschen, getrocknet und die Dots unter der
Stereolupe ausgezihlt. Die Dots in den Wells der Negativkontrolle wurden von dem

Resultat jeweils abgezogen.

Da die Patienten tliber die verschiedenen Zeitpunkte variierende CD8-Zellzahlen
aufwiesen, wurden die resultierenden Dots jeweils als prozentualer Anteil der
tatsdchlich in der Probe vorhandenen CDS8-Zellen ausgedriickt. Der Anteil der
CD3/CD8-positiven Zellen in der verwendeten Probe wurde mithilfe einer
durchflusszytometrischen ~ Messung ermittelt.  Antworten, welche iber die
Negativkontrolle hinausgingen, wurden grundsétzlich als positiv betrachtet. Bei dieser
Herangehensweise waren demnach auch Antworten, welche nur aus 1 Dot mehr als der
Negativkontrolle bestanden, als positiv definiert. Um eine Unterscheidung treffen zu
konnen zwischen solchen schwachen Antworten, bei welchen eine zufillige
Abweichung von der Negativkontrolle nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden
konnte und starken Antworten, bei welchen eine zufdllige Abweichung sehr
unwahrscheinlich war, wurde der Grenzwert fiir starke (hochamplitudige Antworten)
bei 0,01% der CD8-Zellen definiert. Dieser Wert entsprach im Mittelwert aller
Messungen einer Antwort von 3,7 Dots/10° CD8-Zellen (1,9-6,2 Dots).

Verwendete Reagenzien Firma Katalognummer
Peptide EMC

Multiscreen 96well- Platten Millipore MAIPS4510
anti-IFNy Mab 1-D1k Mabtech 3420-3-39

PBS Dulbecco’s Gibco 14190-094

Bovine Serum Albumin Sigma B-4287

RPMI 1640 Medium Gibco 21875-034

FCS Biochrom S0115

Penicillin Streptomycin Gibco 150070-063
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Hepes Buffer Gibco 156030-061
Phorbol 12-Myristat 13-Acetat Sigma P-8139
Ionomycin Sigma 1-0634
anti-IFNy Mab7-B6-1-Biotin Mabtech 34206-28
Streptavidin-ALP-PQ Mabtech 37434-E
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat/ Sigma B-1911
Nitro-Blau-Tetrazolium (Substrat)

3.6 Ermittlung der CD8-Zellzahl am Durchflusszytometer
(FACS-Analyse)

Um den prozentualen Anteil der in der Probe vorhandenen CDS8-Zellen an der
Gesamtzellzahl zu bestimmen, wurde eine Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Nach
Farbung der Zellen mit bestimmten Antikorpern konnen damit sowohl

Oberfliachenantigene als auch intrazelluldre Antigene nachgewiesen werden.

Fiir die Farbung wurde die verbleibende Zellsuspension aus dem ELISpot-Versuch,
mindestens aber 300ul, auf drei Sml Rundbodenrdhrchen verteilt, welche mit einem der

folgenden Antikdrpercocktails belegt waren:
1. 7,5ul Isotyp-Kontrolle y1-FITC/y2-PE ; 7,5ul CD3-PerCp; 2,5ul CD4-APC
2. 7,5ul CDS8-FITC; 7,5u1 CD25-PE; 7,5ul CD3-PerCp; 2,5ul CD4-APC
3. ohne Antikorper

Die Rohrchen 1 und 2 wurden fiir 30 Minuten bei 4°C inkubiert, anschlieend mit 2ml
PBS aufgefiillt und 8 Minuten bei 4°C und 400-450g abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgekippt und die Zellen mit 300ul 1%igem Paraformaldehyd (PFA) fixiert.

Die Zellsuspension in Réhrchen 3 wurde mit Iml PBS +2,5ul 1M CaCl, aufgefiillt und
8 Minuten bei 4°C und 400-450g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und die
Zellen wurden 20 Minuten bei 4°C mit 100ul 1M CaCl, und 5ul Annexin V-FITC
inkubiert. AnschlieBend wurden 400ul PBS +1M CaCl, und 5ul Propidiumiodid
(0,1mg/ml) hinzugegeben.

33



Von jedem Roéhrchen wurden 20.000 Zellen am DurchfluBzytometer (FACS-Calibur,
Cellquest-Version 3.1.3) gemessen und der Anteil der CD8/CD3-positiven Zellen (T8-

Zellen), CDS8/CD25-positiven Zellen (aktivierte

Propidiumiodid-positiven Zellen (tote Zellen) ermittelt.

Zellen),

und der Annexin/

Verwendete Reagenzien Firma Katalognummer
Simultest Control y1/y2 (Isotypkontrolle) Becton Dickinson 342409
CD3-PerCp Becton Dickinson 345766

CD4-APC Becton Dickinson 345771

CDS8-FITC Becton Dickinson 345772

CD25-PE Becton Dickinson 341011

Annexin V-FITC Pharmingen P-556419
Propidiumiodid Sigma P-4170
Paraformaldehyd Merck 1.040.051.000
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4 Ergebnisse

4.1 Patienten

Der Zeitraum zwischen den beiden untersuchten Zeitpunkten T1 und T2 betrigt bei den

Patienten 2-5 im Median 43 Monate (12-64 Monate). Die Patienten 2-5 hatten zu T2

alle eine niedrigere Plasmavirdmie als zu T1 (T1: 222850 Kopien/ml im Median (3000-
617000 Kopien/ml); T2: 955 Kopien/ml im Median (195-2900 Kopien/ml)) und

sprachen noch auf die antiretrovirale Therapie an. Bei Patient 1 lagen zum Zeitpunkt T1
nach langjahriger HAART-Therapie die Mutationen M41L, M184V und L210W vor.
Auch die Patienten 2 und 4 waren zum Zeitpunkt T1 bereits unter HAART-Therapie

und entwickelten zu T2 unter anderem die Mutationen L210W (Patient 2)

beziehungsweise M41L (Patient 4) neu. Die Patienten 3 und 5 waren zum Zeitpunkt T1

noch therapienaiv und entwickelten die Mutationen M41L (Patient 3) und/oder M184V
(beide) zum Zeitpunkt T2 bzw. Tipterim neu (Tab. 4).

Tab. 4:

HIV-Plasmaviramie, CD4-, CD8-Zellen, RT-Mutationen und
Polymorphismen der untersuchten Patienten

Zeitpunkte HIV- CD4- CD8- RT —Mutationen Relevante* RT-
(Monate RNA. Zellen/ Zellen/ Polymorphismen
nach T1) (Kopien/ uL uL
mL)
Patient 1
Tl 4620 275 1512 M41L, M184V, L210W, T215Y V351, E40F
Patient 2
T1 (0) 47000 355 1915 M41L, D67N, M184V, T215Y V35M, T39A, K43E
T2 (46) 2900 127 737 M41L, D67N, L74L/V, V1181/V, V35M, T39A, K43E
M184V, L210W, T215Y
Patient 3
T1 (0) 3000 189 1083 Keine V35T, T39R
Tint. (58) 240 490 1071 K103N, M184V, T215F V35T, T39R
T2 (64) 195 356 1395 M41L/M, K103N, M184V, T215F V35T, T39R
Patient 4
T1 (0) 398700 472 1648 D67N, T69N/T, K70K/R, M184M/V, T39A
K191R, T215F, K219K/Q
T2 (40) 1600 966 1886 M41L, D67N, T69N, K70R, M184V, T39A

KI101K/R, T215F, K219Q
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Patient 5
T1 (0) 617000 347 1145 Keine Keine
T2 (12) 310 362 895 KI101E, Y181C/Y, M184V, G190A Keine

* Relevante RT-Polymorphismen= Polymorphismen innerhalb der Regionen der untersuchten
Mutationen

4.2 Affinitatsvorhersage

4.2.1 Auswahl der verwendeten Peptide

Die Datenbanksuche mithilfe der Algorithmen SYFPEITHI und BIMAS diente dazu,
die untersuchten Mutationen iiberlappende Peptide mit hoher Affinitit zu den MHC-I-
Molekiilen unserer Patienten zu finden, welche moglicherweise neue CTL-Epitope
darstellen wiirden. Sie ergab fiir die unterschiedlichen HLA-I-Allele jeweils Listen aller
RT-Peptide absteigend angeordnet nach der Hohe des ihnen zugeordneten score-Wertes
(zur Definition der score-Werte bei den beiden Datenbanken vgl. Kap. 3.4.1 und 3.4.2).
Beim Vergleich der score-Listen von SYFPEITHI und BIMAS fillt zunichst auf, dass
sich die Spannweite der ermittelten score-Werte bei den beiden Datenbanken deutlich
unterscheiden. Bei SYFPEITHI erreichten die Peptide der RT-Sequenz score-Werte von
—5 bis 32, bei BIMAS Werte von 0-10000. Die scores erreichten dabei fiir die einzelnen
HLA-Allele unterschiedlich hohe Maximalwerte (highscores, Tab.5).

Tab. 5: Highscores der verschiedenen HLA-Allele (Auswahl)

SYFPEITHI BIMAS

HLA- High- HLA- High- HLA- High- HLA- High-
Allel Score Allel Score Allel Score Allel Score

A*0201 30 B*2705 23 A*0201 3636 B*3501 120
A*0203 19 B*2709 22 A*0205 84 B*4403 240
A3 32 B*4402 26 A3 180 B*5102 2662
A*2402 25 B*5101 31 A24 432 B*5103 132
A*6801 24 B62 23 B*2702 200 B*5201 270

Das Muster der Verteilung der score-Werte ldsst sich fiir die beiden Datenbanken
jeweils am Beispiel der Bindungsvorhersage fiir Nonamere fiir HLA-A*0201 aufzeigen.
Fiir HLA-A*0201 ergaben sich bei SYFPEITHI score-Werte von —5 bis 30. Nur wenige
Peptide erreichten dabei die hochsten Werte, die Verteilungskurve der scores fiel zu

Beginn der Liste schnell zu den niedrigeren Werten hin ab. Schon das Peptid auf Rang
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45 der score-Liste (von insgesamt 552 der RT-Sequenz) erreichte nur noch einen Wert
von 50% des Hochstwertes (Abb. 5a). Bei BIMAS fiel die Verteilungskurve anndhernd
exponentiell ab. Schon das Peptid auf Rang 3 erhielt bereits nur noch einen Wert von
50% des hochsten Wertes in der score-Liste. Nur insgesamt 50 Peptide erhielten noch

einen score von = 1 bei einem Hochstwert von 570 (Abb. 5b).
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Abb. 5: Verteilung der score-Werte der Nonamere der RT-Sequenz fiir HLA-A*0201 bei SYFPEITHI
(a) und BIMAS (b). Die Vorhersage war bei BIMAS nur bis Rang 250 moglich. HW = Hochster score-
Wert eines Nonameres fiir HLA-A*0201.
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Mithilfe der Informationen der Datenbanken musste nun eine auf beide Datenbanken
anwendbare Definition fiir Peptide hoher Affinitit gefunden werden. Die Festlegung
eines bestimmten score-Wertes als Grenzwert zwischen hochaffinen und nicht
hochaffinen Peptiden war nicht moglich, da ein Vergleich der score-Werte sowohl
zwischen den einzelnen HLA-Allelen innerhalb einer Datenbank aufgrund der
unterschiedlichen highscores als auch zwischen beiden Datenbanken aufgrund der
unterschiedlichen Spannweite der scores, nicht mdglich war. Die einzige auf beide
Datenbanken und alle HLA-Allele anwendbare Definition war die Festlegung eines
bestimmten Rangplatzes als Grenzwert zwischen hochaffinen und nicht-hochaffinen
Peptiden. Die Autoren der beiden Algorithmen gehen davon aus, dass ein als Epitop
prasentiertes Peptid mit 90%iger Wahrscheinlichkeit unter den bestplatzierten 2% der
Peptide in den jeweiligen score-Listen erscheint [82], [88]. Um diese Aussage zu
tiberpriifen, wurden 14 (SYFPEITHI) bzw. 18 (BIMAS) als CTL-Epitope beschriebene
[38] RT-Peptide in die Datenbanken eingegeben. Diese erhielten Rangplétze von 5,5
(SYFPEITHI) bzw. 11 (BIMAS) im Median, was bei 552 moglichen RT-Peptiden
einem Platz unter den besten 1% (SYFPEITHI) bzw. 2% (BIMAS) der Peptide
entspricht. Von den als optimal definierten CTL-Epitopen rangierten aber immerhin 5
von 11 (36%; SYFPEITHI) bzw. 8 von 18 Peptiden (44%; BIMAS) nicht unter den

ersten 2% einer score-Liste. (Tab. 6)

Tab. 6: Scores und Rangplétze der optimalen RT-Peptide*

HLA - Sequenz Syfpeithi Bimas

Allel (Abk.) Score Rang % von 552 Score Rang % von 552

A*0201 YV9 24 5 0,9% 10,22 20 3,6%
AM9 20 18 3,3% 20,369 14 2,5%
VL9 21 11 2,0% 18,008 15 2,7%
V9 30 1 0,2% 39,025 11 2,0%

A3 GK9 22 16 2,9% 2,7 18 3,3%
QR9 27 5 0,9% 2,25 22 4,0%
ATK9 26 6 1,1% 20 11 2,0%
KK10 27 3 0,5% 180 1 0,2%

A*1101 ATK9 20 14 2,5% 1,6 11 2,0%
IK10 12 84 15,2% 0,4 25 4,5%

B8 GL9 38 1 0,2% 320 1 0,2%

B35 TY9 4 19 3,4%
VY10 120 1 0,2%
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NY9 12 9 1,6%

B60 IL9 160 1 0,2%

B*5101 EI9 15 32 5,8% 1,9 89 16,1%
TI8 31 1 0,2%

B58 IW9 144 2 0,4%

B15 (62) IY10 23 1 0,2% 377 1 0,2%

Median 5,5 1,0% 11 2,0%

* Optimale Peptide It. [38].

Um die Sensitivitdt der Untersuchung zu erhéhen und kein mdgliches CTL-Epitop zu
iibersehen, wurde fiir die vorliegende Untersuchung ein Peptid als hochaffin definiert,
wenn es unter den besten 4% der Peptide auf einer score-Liste rangierte. Alle Peptide
mit einem Rangplatz {iber 250 wurden dagegen als niedrigaffine Peptide klassifiziert.

Aus der RT-Sequenz abgeleitete Peptide wurden somit folgendermaf3en klassifiziert:
1. Hochaffine Peptide: Position 1-22 einer score-Liste.
2. Peptide mit mittelhoher Vorhersage: Position 23-250.

3. Peptide mit niedriger Vorhersage: Position 251-552.

Die Datenbanksuche fiir die HLA-Allele unserer Patienten ergab fiir die B-consensus-
Sequenz insgesamt 23 Peptide, welche unter den besten 4% einer score-Liste rangierten.
Peptide mit hoher Affinititsvorhersage fanden sich fiir die HLA-Allele A*0201 (n=11),
A3 (n=4), B44 (n=6) und B*2702 (n=2) und teilten sich auf in 9 Wildtyp-Peptide und
14 Peptide mit einer der Mutationen M41L (n=5), M184V (n=3), M184l (n=3) oder
L210W (n=3). Die Eingabe der autologen Peptidsequenzen der Patienten 3 und 4 ergab
8 zusitzliche hochaffine Peptide (3 Wildtyp- und 5 mutante Peptide). Zusitzlich zu den
hochaffinen ~Wildtyp- und mutanten Peptiden wurden jeweils auch die
korrespondierenden mutanten bzw. Wildtyp-Peptide in den ELISpot-Analysen
mitgetestet. Obwohl eine Vorhersage fiir Undekamere (Peptide aus 11 Aminosduren)
von keiner der beiden Datenbanken angeboten wurde, wurde das Peptid RT 33-43
ebenfalls in die ELISpot-Untersuchung miteinbezogen, da es als CTL-Epitop fiir HLA-
A3 definiert ist [38]. AuBBerdem wurden 2 Peptide, welche fiir keines der untersuchten
HLA-Allele eine hohe Vorhersage erreichten, als schwache Kontrollpeptide ausgesucht.

Eine vollstindige Ubersicht der untersuchten Peptide geben Tab. 7 und Tab. 8.
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Tab. 7: Ubersicht iiber untersuchte B-consensus —Peptide
RT- HLA-  Sequenz’ Mutationen Score Rang
- qa
Peptid Allel SYFP. BIMAS SYFP. BIMAS
Hochaffine Peptide + korrespondierende Peptide

32-41 M A*0201  KALVEICTEM 13 0,9 100 54
32-41L A*0201  KALVEICTEL  M4IL 19 38 21% 29
3341 M A*0201  ALVEICTEM 20 20,4 18* 14*
3341L A*0201  ALVEICTEL M41L 26 87,6 3% 9%
34-43 M A3 LVEICTEMEK 22 4 14* 15%
34-43L A3 LVEICTELEK ~ M4IL 24 4 g* 15%
40-49 M A3 EMEKEGKISK 12 12 143 7*
40-49 L A3 ELEKEGKISK ~ M41L 22 12 14* 7
41-50 M B*4402  MEKEGKISKI 22 9%

B*4403 9 19%
41-50 L B*4402  LEKEGKISKI ~ M4IL 22 9%

B*4403 9 19%
178-87M  A*0201  IVIYQYMDDL 17 3,6 33 32
178-87V  A*0201  IVIYQYVDDL  MI84V 21 3,6 11* 32
178-87 1 A*0201  IVIYQYIDDL  MI84I 21 3,6 11* 32
179-87M  A*0201  VIYQYMDDL 21 18 11* 15%
17987V~ A*0201  VIYQYVDDL  MI84V 25 18 4 15%
179-87 1 A*0201  VIYQYIDDL M1841 25 18 4 15%
181-89 M  A*0201  YQYMDDLYV 14 570,9 85 1*
181-89 V. A*0201  YQYVDDLYV  MI84V 14 570,9 85 1*
181-89 1 A*0201  YQYIDDLYV ~ MI84I 14 570,9 85 1*
202-10 L B*4402  IEELRQHLL 24 1*

B*4403 4 29
202-10 W B*4402  IEELRQHLW  L210W 24 1*

B*4403 12 9%
203-12L B*4402  EELRQHLLRW 26 1*

B*4403 36 7*
203-12W  B*4402  EELRQHLWRW L210W 25 3%

B*4403 36 7*
205-14 L B*2702  LRQHLLRWGE 200 1*
205-14W  B*2702  LRQHLWRWGE L210W 200 1*

Ausgewihlte Peptide ohne Vorhersage
33-43M A3 ALVEICTEMEK
33-43L A3 ALVEICTELEK M41L
Peptide mit niedriger Vorhersage

34-42M A*0201  LVEICTEME 7 <0,003 280 >250
34-42L A*0201  LVEICTELE M41L 7 <0,003 280 >250
41-49 M A*0201  MEKEGKISK 5 <0,003 331 >250
41-49 L A*0201  LEKEGKISK M41L 7 <0,003 280 >250

* Anfangs- und Endposition des Peptids in der RT-Sequenz. Der Buchstabe steht fiir die Wildtyp- bzw. mutante
Aminosaure an der Stelle der zu untersuchenden Mutation.

®Die jeweilige Mutation ist fettgedruckt. Die dominanten Ankerpositionen sind unterstrichen.

* Ein Asterisk steht fiir einen Rangplatz, welcher ein Peptid als hochaffin definiert.
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Tab. 8: Ubersicht iiber untersuchte autologe Peptide
RT- HLA-  Sequenz’ Mutationen Score Rang
Peptid” Allel (Polymorphismen)
SYFP. BIMAS SYFP. BIMAS

Patient 3
32-41M (a3) A*0201 KALTEICREM  (V35T); (T39R) 13 0,2 100 97
32-41L (a3)  A*0201 KALTEICREL  (V35T); (T39R); M41L 19 0,8 21% 54
33-41M (a3) A*0201  ALTEICREM  (V35T); (T39R) 19 4,1 21% 26
33-41L (a3)  A*0201  ALTEICREL (V35T); (T39R); M41L 25 17,5 4% 15%
33-43M (a3) A3 ALTEICREMEK ~ (V35T); (T39R)
33-43L (a3) A3 ALTEICRELEK  (V35T); (T39R); M41L

Patient 4
32-41M (ad4) A*0201 KALVEICAEM  (T39A) 15 0,9 62 54
32-41L (a4)  A*0201 KALVEICAREL (T39A); M41L 21 3,8 11% 29
33-41M (ad) A*0201 ALVEICAEM  (T39A) 22 20,4 10% 14%
33-41L (a4)  A*0201 ALVEICAEL  (T39A); M41L 28 87,6 2% 9*
33-43M (ad) A3 ALVEICAEMEK (T39A)
33-43L (a4) A3 ALVEICAELEK (T39A); M41L
34-43M (ad) A3 LVEICAEMEK  (T39A) 22 4 13% 15%
34-43L (a4) A3 LVEICAELEK  (T39A); M41L 24 4 8 15%

" Anfangs- und Endposition des Peptids in der RT-Sequenz. Der Buchstabe steht fiir die Wildtyp- bzw. mutante
Aminosaure an der Stelle der zu untersuchenden Mutation.

*Die jeweilige Mutation ist fettgedruckt. Die dominanten Ankerpositionen sind unterstrichen.

* Ein Asterisk steht fiir einen Rangplatz, welcher ein Peptid als hochaffin definiert.
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4.2.2 Einfluss der Mutationen auf die Affinitatsvorhersage

Zur Veranschaulichung des Einflusses der Mutationen auf die Bindungsvorhersage der
ausgewahlten Peptide wurde jeweils der Quotient aus dem score des mutanten Peptides
und dem score seines korrespondierenden Wildtyp-Peptides gebildet. Dieser Quotient
wird im Folgenden als Index bezeichnet. Ein Index grofer 1 zeigt an, dass die Mutation
die Bindungswahrscheinlichkeit fiir das jeweilige Peptid erhdht, ein Index kleiner 1,

dass die Vorhersage durch die Mutation erniedrigt wird.

In ihrem Einfluss auf die Hohe der Bindungsvorhersage unterschieden sich die
einzelnen Mutationen deutlich. Die Mutation M41L erhohte bei Peptiden, in welchen
sie eine dominante Ankerposition verdanderte (RT 32-41, 32-41(a3), 32-41(a4), 33-41,
33-41(a3), 33-41(a4), 40-49), die Bindungsvorhersage deutlich mit Indices von im
Median 1,40 (1,27-1,83) bei SYFPEITHI (Abb. 6a) und 4,27 (1,00-4,30) bei BIMAS
(Abb. 6b). Fiir die Peptide RT 34-43, 34-43(a4) und 41-50, in welchen keine dominante
Ankerposition durch die Mutation betroffen war, verbesserte sich die vorhergesagte
Bindungswahrscheinlichkeit durch die Mutation hingegen nicht bzw. nur leicht mit
Indices von im Median 1,09 (1,00-1,09) bei SYFPEITHI (Abb. 6a) und 1,00 bei
BIMAS (Abb. 6b).

Die ausgewihlten Peptide mit der Mutation M184V hatten innerhalb der beiden
Datenbanken jeweils die gleichen score-Werte zugeordnet bekommen wie die Peptide
mit der Mutation M1841 (vgl. Tab. 7 und Tab. 8), weshalb die beiden Mutationen nun
gemeinsam besprochen werden. Die beiden Mutationen hatten bei SYFPEITHI und
BIMAS unterschiedliche Auswirkungen auf die Bindungsvorhersage. Bei SYFPEITHI
wurde die Vorhersage durch die Mutationen erhdht, wenn auch nicht so stark wie durch
M41L (Index = 1,19 im Median; 1,00-1,24; Abb. 6a). Bei BIMAS hingegen dnderte
sich die Vorhersage durch die beiden Mutationen nicht (Index = 1,00 im Median; Abb.
6b). Bei keinem der ausgewihlten Peptide befanden sich die Mutationen in einer

Ankerposition.

Die Mutation L210W verdnderte insgesamt die Vorhersage nicht bzw. erniedrigte sie
leicht mit einem Index von 0,98 im Median bei SYFPEITHI (Abb. 6a) und 1,00 bei
BIMAS (Abb. 6b). Fiir das Peptid RT 202-10, in welchem die Mutation die C-terminale
Ankerposition verdnderte, unterschieden sich die Vorhersagen der beiden Datenbanken.

Bei SYFPEITHI hatte die verdanderte Ankerposition keinen Einfluss auf die Vorhersage,
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bei BIMAS verbesserte sich die Vorhersage durch den Austausch der Aminosiure

deutlich (Index = 3) (Abb. 6a + b).

a SYFPEITHI A Mutation betrifft eine
Ankerposition
5 @ Mutation betrifft keine
Ankerposition
4 |
X 3
)
©
£
2 A
1 Pt o 8% 8% .4
0 T T T T 1
M41L M184V M184| L210W
Mutation
b BIMAS A Mutation betrifft eine
Ankerposition
3 @ Mutation betrifft keine
Ankerposition
N
<« 3 A
M
©
c
— 2 B
1 s MO 000 OO L L
O T T T T
M41L M184V M184| L210W
Mutation

Abb. 6: Einfluss der Mutationen auf die Bindungsvorhersage bei SYPEITHI (a) und BIMAS (b). Die
Symbole stellen jeweils den Quotienten aus der Vorhersage fiir die mutante Variante und der Vorhersage
fiir den Wildtyp eines RT-Peptides dar (Index = score Mutante/score Wildtyp). Blaue Kreise markieren
Peptide, bei welchen die Mutation keine Ankerposition betrifft. Rote Dreiecke zeigen Peptide an, in
welchen durch die Mutation eine Ankerposition verdndert wird.
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4.2.3 Korrelation der Bindungsvorhersagen der beiden Datenbanken

Betrachtet man die Bindungsvorhersagen fiir alle ausgewéhlten Peptide (vgl. Tab. 7 und
Tab. 8) im Gesamten, korrelierten die Vorhersagen der Rangplitze bei SYFPEITHI
positiv mit den Vorhersagen bei BIMAS (Pearson’s Korrelationskoeffizient = 0,91;
Abb. 7). Bei einzelnen Peptiden und bei der Art der Beeinflussung der Vorhersage
durch die Mutationen gab es aber gro3e Unterschiede. Die grofiten Unterschiede gab es
dabei in der Vorhersage fiir die Peptide 181-89M, V und I im Rahmen von HLA-
A*0201 und fiir das Peptid 40-49M fiir HLA-A3. Die Peptide 181-89M, V und I
erhielten bei BIMAS fiir HLA-A*0201 alle den 1. Rangplatz zugeteilt, d.h. sie werden
als diejenigen Peptide betrachtet, welche mit der hochsten Wahrscheinlichkeit von
diesem HL-Antigen préisentiert werden. Dem 85. Rangplatz bei SYFPEITHI zufolge
haben diese Peptide hingegen nur eine sehr geringe Wahrscheinlichkeit als CTL-
Epitope présentiert zu werden. Auch das Peptid 40-49M wird bei BIMAS als
hochaffines Peptid betrachtet (Rangplatz 7), bei SYFPEITHI nur als Peptid mit
mittelhoher Vorhersage (Rang 143). Auch in der Vorhersage, in welcher Weise eine
Mutation das Bindungsverhalten eines bestimmten Peptides beeinflussen wird, kamen
die beiden Datenbanken teilweise auf unterschiedliche Ergebnisse. Die Mutationen
MI184V und I hatten bei BIMAS fiir HLA-A*0201 keinen Einfluss auf die
Bindungsvorhersage (Index = 1) im Gegensatz zu SYFPEITHI — hier erhohte die
Mutation die Vorhersage (Index = 1,19 im Median; 1,00-1,24). Die Mutation L210W
hatte bei SYFPEITHI keinen Einflu3 auf die Vorhersage, auch wenn sie eine dominante
Ankerposition betraf, bei BIMAS hingegen erhielt das mutante Peptid 202-10W, in
welchem der C-Terminus durch die Mutation verdndert wird, eine deutlich hohere

Vorhersage als das Wildtyppeptid (Index = 3). Vgl. auch Kap. 4.2.2.
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Abb. 7: Korrelation der Bindungsvorhersagen der ausgewéhlten Peptide bei BIMAS und SYFPEITHI.

4.3 ELISpot-Antworten

Abhingig vom Haplotyp und den vorhandenen Resistenzmutationen wurden bei den
einzelnen Patienten jeweils die passenden Peptide im ELISpot auf IFNy-Antworten
getestet (Tab. 9). Alle Patienten zeigten IFNy-Antworten sowohl gegen Wildtyp-Peptide
als auch gegen mutante Virusvarianten, wobei die Antworten der Patienten 1 und 2 nur
niedrige Amplituden erreichten (<0,01% der CD8+/CD3+-Zellen). Gegen die
Mutationen M41L, M184V und M 1841 wurden hohe Antworten detektiert, wohingegen
gegen die Mutation L210W nur Antworten niedriger Amplitude von < 0,01% der

CD8+-Zellen nachgewiesen werden konnten.

Tab. 9: Ubersicht iiber untersuchte Peptide bei den einzelnen Patienten
M41L M184V/1 L210W
Patient 1 | 32-41, 33-41, 34-42, 41-49, 41-50 178-87, 179-87, 181-89  202-10, 203-
12
Patient 2 | 32-41,33-41, 34-42, 41-49 178-87, 179-87, 181-89  205-14

Patient 3 | 32-41,33-41, 33-43, 34-42, 34-43,40-49, 41-  178-87, 179-87, 181-89
49,32-41 (a3), 33-41 (a3), 33-43 (a3)

Patient 4 |32-41 (ad), 33-41 (ad), 33-43 (ad), 34-43 (ad), 178-87, 179-87, 181-89
40-49, 41-49

Patient 5 178-87,179-87, 181-89
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4.3.1 Antworten gegen M41L

Peptide, welche die Mutation M41L beinhalten, und deren korrespondierende Wildtyp-
Peptide wurden fiir die Patienten 2 und 4 zu 2 Zeitpunkten (T1 und T2) im ELISpot
getestet. Bei Patient 1 wurde nur ein Zeitpunkt untersucht, bei Patient 3 wurde
zusitzlich ein Zwischenzeitpunkt (Tinerim) 6 Monate vor T2 untersucht. Wéhrend die
Mutation M41L bei den Patienten 1 und 2 schon zu T1 nachweisbar war, entwickelte sie

sich bei den Patienten 3 und 4 zum zweiten Zeitpunkt T2 neu (Tab. 4).

Patient 1 erreichte gegen die getesteten Peptide keine Antworten hoher Amplitude. Er
zeigte gegen 2 Wildtyppeptide (34-42W, 41-50W) sowie 3 mutante Virusvarianten (32-
41L, 33-41L, 34-42L) schwache Reaktionen (0,001-0,004%). Nur das optimale Peptid
IV9 wurde mit einer Antwort von tiber 0,01% (0,012%) erkannt. (Abb. 8).

Patient 2 erkannte zu T1 zwei mutante Peptide (32-41L, 33-41L) und zu T2 ein
Wildtyp-Peptid (41-49M) mit jeweils niedriger Amplitude (0,002-0,003% der CD8-
Zellen; Abb. 9). Diese niedrigen Antworten standen im Gegensatz zu hohen Antworten
gegen die optimalen Kontrollpeptide SL9 und IV9, welche im Zeitverlauf sogar
zunahmen (T1: 0,090 bzw. 0,031%; T2: 0,141 bzw. 0,057%; Abb. 9). Die Antworten
gegen die Kontrollpeptide zeigen, dass der Patient trotz seines fortgeschrittenen
Krankheitsstadiums (vgl. Tab. 2) sehr wohl in der Lage war, gute zelluldre

Immunantworten zu bilden.

Bei Patient 3 wurden zunéchst 7 B-consensus Peptide (32-41, 33-41, 33-43, 34-42, 34-
43, 40-49, 41-49) jeweils mit und ohne die M41L-Mutation getestet. Die Reaktionen
gegen diese Peptide iibertrafen zu keinem der drei Zeitpunkte die Negativkontrolle. Da
die Sequenzanalyse des Patienten zu allen Zeitpunkten zwei Polymorphismen in der
Region dieser Peptide aufwies (vgl. Tab. 4) wurden, wie im Methodenteil bereits
beschrieben, zusitzlich 4 diese Polymorphismen enthaltenden Peptide mit hoher
Vorhersage im ELISpot getestet: 32-41M und L(a3) und 33-41M und L(a3). Auch das
HLA-A3 restringierte CTL-Epitop 33-43 wurde in der autologen Variante getestet (33-
43M und L(a3)). Die Abbildung 10 zeigt die ELISpot-Ergebnisse dieser die
Polymorphismen enthaltenden Peptide sowie der Peptide 40-49M und L und 41-49M
und L, bei welchen die B-Consensus-Sequenzen der autologen Variante des Patienten
entsprechen. Zu T1 zeigten sich niedrigamplitudige Antworten gegen 2/5 der Wildtyp-
und 3/5 der mutanten Peptide. (Abb. 10a). Am Interimszeitpunkt, 6 Monate vor dem
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Nachweis der M41L-Variante, wurden 2/5 Wildtyp- und 3/5 mutante Peptide
hochamplitudig erkannt (Abb. 10b). Die detektierten CTL-Antworten gegen die
mutanten Peptide (MW: 0,023 = 0,023%) waren dabei insgesamt hoher als die gegen die
Wildtyppeptide (MW: 0,008 = 0,017%) (Abb. 12). Zu T2, bei nachgewiesener Mutation
M41L, welche im Mischtyp mit der Wildtyp-Variante vorlag, wurden 3/5 der mutanten
Peptide zusammen mit ihren korrespondierenden Wildtyp-Varianten hochamplitudig
erkannt (Abb. 10c). Hierbei erreichten die Antworten gegen die mutanten Peptide (MW:
0,069 = 0,066%) insgesamt wieder deutlich hohere Amplituden als die Reaktionen gegen
die Wildtyp-Peptide (MW: 0,036 = 0,037%) (Abb. 12). Die Reaktionen gegeniiber den
optimalen CTL-Epitopen SL9 (p17) und IV9 (RT) zeigten einen unterschiedlichen
Amplitudenverlauf iiber die Zeit. Wéhrend die Antwort gegen SL9 kontinuierlich
abnahm (0,027-0,002%), nahm die Antwort gegen IV9 stetig zu und erreichte Werte
von 0,035-0,127% im Verlauf (Abb. 10).

Bei Patient 4 wurden aufgrund eines Polymorphismus an Position 39 der Reversen
Transkriptase (vgl. Tab. 4) 8 autologe Peptide anstelle der betreffenden B-consensus-
Peptide untersucht (32-41M und L(a4), 33-41M und L (a4), 33-43M und L (a4), 34-
43M und L (a4)) und zusitzlich die Peptide 40-49 M und L und 41-49 M und L, bei
denen die B-Consensus-Sequenz jeweils der autologen Sequenz entsprach. Der Patient,
bei dem die Mutation M41L als dominante Virusvariante zu T2 neu nachweisbar war
(Tab. 4), erkannte zu T1 3/6 mutante Peptide und 5/6 der zugehorigen Wildtyp-Peptide.
Keines dieser Peptide erreichte jedoch eine hochamplitudige Antwort. Zu T2 wurden
4/6 Wildtyp- und 4/6 mutante Peptide erkannt. Die Antwort gegen 40-49L trat zum
zweiten Zeitpunkt neu auf und war mit 0,012% der CD8-Zellen die einzige
hochamplitudige Antwort zu diesem Zeitpunkt (Abb. 11). Insgesamt nahmen bei diesem
Patienten die Antworten gegeniiber den Wildtyp-Peptiden im Zeitverlauf ab: zu T1
erreichten diese im MW 0,004 = 0,002%, zu T2 nur noch einen MW von 0,001 = 0,003%.
Die Antworten gegen die mutanten Peptide waren dagegen zu T2 hoher (MW: 0,005 =
0,005%) als zu T1 (MW: 0,002 = 0,003%) (Abb.12). Die Antworten gegen die optimalen
Peptide SL9 und IV9 nahmen im Zeitverlauf ab (SL9; T1: 0,039%, T2: 0,005%) bzw.
waren zu T2 nicht mehr nachweisbar (IV9) (Abb. 11).

Peptide, welche die Mutation M41L enthalten, wurden somit von zwei der vier
untersuchten Patienten hochamplitudig erkannt, die korrespondierenden Wildtyp-

Peptide von einem der vier Patienten. Die Patienten 1 und 2, die die Mutation M41L
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schon zu TI1 aufwiesen, erkannten weder Wildtyp- noch mutante Peptide
hochamplitudig. Die Patienten 3 und 4 zeigten beide eine Zunahme bzw. ein
Neuauftreten von Reaktionen gegen mutante Peptide zum Zeitpunkt T2, nach dem
Auftauchen der M41L-Vatiante. Bei Patient 3 war dabei bereits zum Interimszeitpunkt,
6 Monate vor dem Nachweis der M41L in der Resistenzanlyse, eine deutliche Zunahme
der CTL-Antwort gegen die mutanten Peptide zu beobachten. Zusammen mit der
Reaktion gegen die mutanten Peptide kam es bei diesem Patienten, bei dem die
Mutation im Mischtyp mit dem Wildtyp vorlag, auch zu einer Zunahme der Reaktionen
gegen die Wildtyppeptide. Dagegen zeigte Patient 4, bei dem die Mutante zu T2

dominant war, eine Abnahme der Wildtyp-Antworten zu T2.

Es muss erwihnt werden, dass bei den beiden zuerst untersuchten Patienten 1 und 2 nur
B-consensus-Peptide getestet wurden und keine autologen Peptide, obwohl auch diese
beiden Patienten Polymorphismen im Bereich der getesteten Peptide aufwiesen (vgl.
Tab. 4). Bei Patient 3 wurden, nachdem die Testung der B-consensus Peptide keine
Reaktionen gezeigt hatte, zum ersten Mal auch autologe Peptide getestet, was bei
Patient 4 weitergefiihrt wurde. Eine Nachtestung mit autologen Peptiden war bei den
Patienten 1 und 2 aufgrund fehlendem Probenmaterials nicht mehr moglich. Somit kann
eine gute Reaktion dieser Patienten gegeniiber autologen Peptiden nicht ausgeschlossen

werden.
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Abb. 8: Interferon-gamma-Antworten von Patient 1 gegen Peptide, welche die Mutation M41L enthalten
und deren korrespondierende Wildtyp-Peptide. Die Antworten sind als Prozentanteil der gesamten
CD8/CD3-positiven Zellen in der verwendeten Probe dargestellt, die Negativkontrolle ist jeweils
abgezogen. Blaue Balken stellen Antworten gegeniiber Wildtyppeptiden dar, rote Balken Reaktionen
gegen mutante Peptide und schwarze Balken Antworten gegeniiber optimalen Kontrollpeptiden. Die Linie
markiert die Grenze zwischen schwachen und starken CTL-Antworten (0,01%).
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Abb. 9: Interferon-gamma-Antworten von Patient 2 gegen Peptide, welche die Mutation M41L enthalten
und deren korrespondierende Wildtyp-Peptide zu den Zeitpunkten T1 (a) und T2 (b). Die Antworten sind
als Prozentanteil der gesamten CD8/CD3-positiven Zellen in der verwendeten Probe dargestellt, die
Negativkontrolle ist jeweils abgezogen. Blaue Balken stellen Antworten gegeniiber Wildtyppeptiden dar,
rote Balken Reaktionen gegen mutante Peptide und schwarze Balken Antworten gegeniiber optimalen
Kontrollpeptiden. Die Linie markiert die Grenze zwischen schwachen und starken CTL-Antworten

(0,01%).
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Abb. 10: Interferon-gamma-Antworten von Patient 3 gegen Peptide, welche die Mutation M41L
enthalten und deren korrespondierende Wildtyp-Peptide zu den Zeitpunkten T1 (a), Tinterim (b) und
T2 (c). Die Antworten sind als Prozentanteil der gesamten CDS8/CD3-positiven Zellen in der
verwendeten Probe dargestellt, die Negativkontrolle ist jeweils abgezogen. Blaue Balken stellen
Antworten gegeniiber Wildtyppeptiden dar, rote Balken Reaktionen gegen mutante Peptide und
schwarze Balken Antworten gegeniiber optimalen Kontrollpeptiden. Die Linie markiert die Grenze
zwischen schwachen und starken CTL-Antworten (0,01%).
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Abb. 11: Interferon-gamma-Antworten von Patient 4 gegen Peptide, welche die Mutation M41L
enthalten und deren korrespondierende Wildtyp-Peptide zu den Zeitpunkten T1 (a) und T2 (b). Die
Antworten sind als Prozentanteil der gesamten CD8/CD3-positiven Zellen in der verwendeten Probe
dargestellt, die Negativkontrolle ist jeweils abgezogen. Blaue Balken stellen Antworten gegeniiber
Wildtyppeptiden dar, rote Balken Reaktionen gegen mutante Peptide und schwarze Balken Antworten
gegeniiber optimalen Kontrollpeptiden. Die Linie markiert die Grenze zwischen schwachen und starken
CTL-Antworten (0,01%).
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Abb. 12: Mittelwerte und Standardabweichungen der CTL-Antworten der Patienten 1-4 gegen Peptide
welche die Mutation M41L enthalten und die korrespondierenden Wildtyp-Peptide zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten. n bezeichnet dabei jeweils die Anzahl der getesteten Peptide. Griine
Balken stellen jeweils die Antworten gegen Wildtyppeptide, blaue Balken die Antworten gegen mutante
Peptide dar.

4.3.2 Antworten gegen M184V/I

Bei den Patienten 1 und 2 war die Mutation M184V schon zu T1 dominant, bei Patient
4 lag sie zu T1 im Mischtyp mit der Wildtypvariante vor. Bei den Patienten 3 und 5
hingegen war die Mutante zu T1 mittels Resistenzanalyse nicht nachweisbar, sondern
trat erst zum Zeitpunkt Tiperim bzw T2 auf. Die Mutation M1841 war bei keinem
Patienten nachweisbar. In der Region der getesteten Peptide (RT178-89) wies keiner der
Patienten einen Polymorphismus auf, sodass die ausgewihlten B-consensus-Peptide fiir

alle Patienten der autologen Virussequenz entsprachen.

Patient 1 zeigte niedrigamplitudige Antworten gegen 1/3 Wildtyppeptide, 1/3 Peptide
mit der Mutation M 184V und 3/3 Peptide mit der Mutation M 1841 (Abb. 13).

Patient 2 erkannte zum Zeitpunkt T1 das Peptid 178-871 niedrigamplitudig (0,001%),
zu T2 zeigte er dann niedrigamplitudige Reaktionen gegen 3/3 Wildtyppeptide, 3/3
Peptide mit der Mutation M184V und 1/3 Peptide mit der Mutation M1841 (Abb. 14).
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Dabei zeigten die Wildtyppeptide insgesamt die hochsten Antworten (0,003 = 0,004%),
die Antworten gegen die Peptide mit den Mutationen M184V und M184I fielen
insgesamt niedriger aus (0,001 = 0% bzw. 0,001 =0,001%) (Abb. 18a).

Patient 3 erkannte zu T1, neben 3/3 Wildtyp-Peptiden, auch 3/3 Peptide mit der
Mutation M184V und 1/3 Peptide mit der Mutation M 1841 (181-891), obwohl zu diesem
Zeitpunkt keine der Mutationen nachweisbar war. Zum Zwischenzeitpunkt Tinerim, an
dem die Mutation M 184V bereits im Plasma des Patienten nachweisbar war, wurde nur
noch 1/3 der Wildtyp-Peptide erkannt, das erkannte Peptid 181-89M zeigte eine
deutlich niedrigere Amplitude als zu T1. Gleichzeitig wurden auch nur noch 2/3 Peptide
mit der Mutation M184V erkannt (178-87V; 181-89V), die Amplitude nahm fiir 178-
87V deutlich zu, fiir 181-89V ab. Von den Peptiden mit der Mutation M1841 wurde
eines zu Tinerim neu erkannt (179-87I), die Amplitude des schon zu T1 erkannten
Peptides 181-891 nahm deutlich ab. Zu T2 wurden wieder 2/3 Wildtyp-Peptide erkannt
(179-87M, 181-89M). Von den Peptiden mit der Mutation M184V wurde zu T2 nur
noch eines erkannt (181-89V), von denen mit der Mutation M1841 2/3 (179-871, 181-
891). Hierbei wurden zu allen Zeitpunkten nur fiir die Peptide 181-89M, V und I
hochamplitudige Antworten erreicht (Abb. 15). Insgesamt nahmen die Antworten von
T1 zu T2 ab, sowohl gegen die Wildtyppeptide (T1: 0,020 = 0,032%; T2: 0,006 =
0,011%), als auch gegen die M184V-Peptide (T1: 0,022 = 0,034%; T2: 0,005 = 0,013%)
und M1841-Peptide (T1: 0,008 = 0,018%; T2: 0,006 = 0,012%) (Abb. 18a).

Patient 4 erkannte zu T1, bei Vorliegen der Mutation M184V im Mischtyp mit der
Wildtypvariante, 3/3 Wildtyp-Peptide, 2/3 Peptide mit der Mutation M184V und 3/3
Peptide mit der Mutation M1841. Hochamplitudige Antworten zeigten sich dabei gegen
die Peptide 181-89V und 181-891 (Abb. 16a). Insgesamt zeigten sich dabei gegen die
Peptide mit der Mutation M 1841 die hochsten Antworten (MW: 0,009 = 0,009%), die
Wildtyp-Peptide erreichten Antworten von 0,005 = 0,002% und die Peptide mit der
Mutation M184V zeigten Reaktionen von 0,006 = 0,008%. (Abb. 18b). Zum Zeitpunkt
T2 mit M184V als dominanter Variante, konnte nur gegen das Peptid 181-89M eine
niedrigamplitudige Antwort detektiert werden. Auch die Antworten gegeniiber den
optimalen Peptiden SL9 und IV9 nahmen im Zeitverlauf stark ab (SL9) bzw. waren zu

T2 nicht mehr nachweisbar (IV9) (Abb. 16b).
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Patient 5 zeigte zu T1 eine niedrigamplitudige Antwort (0,002%) gegeniiber 1/2 der
getesteten Wildtyp-Peptide (181-89M), mutante Peptide wurden nicht erkannt (Abb.
17a). Zum Zeitpunkt T2, als die Mutation M 184V sich neu entwickelt hatte, wurden 2/3
Wildtyp- und 2/3 mutante Peptide erkannt. Die Peptide 179-87M, V und I zeigten dabei
niedrigamplitudige Antworten (0,003-0,005%), gegen die Peptide 181-89M, V und I
konnten hohe Antworten detektiert werden (0,049-0,070%) (Abb. 17b). Insgesamt
erreichten die Antworten gegen die Wildtyp-Peptide Amplituden von 0,037 = 0,046%,
die Antworten gegen die Peptide mit der Mutation M184V 0,032% = 0,039% und die
Reaktionen gegen die M1841-Peptide 0,026 = 0,032% (Abb. 18b). Die Reaktionen gegen
das optimale Kontrollpeptid SL9 nahm zu T2 ebenfalls zu (T1:0,002%; T2: 0,013%)
(Abb. 17b).

Peptide mit den Mutationen M184V und MI1841 wurden also von drei von fiinf
Patienten und die dazugehorigen Wildtyppeptide von zwei von fiinf Patienten
hochamplitudig erkannt. Einer von zwei Patienten, bei dem die Mutation erst zu T2 neu
nachweisbar war, zeigte schon zu T1 Antworten gegen die mutanten Peptide. Beim
anderen Patienten traten zu T2 hochamplitudige Antworten gegen die mutanten Peptide
neu auf. Antworten gegeniiber Peptiden mit der Mutation M184V traten bei allen
Patienten gemeinsam mit Antworten gegeniiber Wildtyppeptiden und Peptiden mit der

Mutation M 1841 auf.
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Abb. 13: Interferon-gamma-Antworten von Patient 1 gegen Peptide, welche die Mutation

M184V bzw. M184I enthalten und deren korrespondierende Wildtyp-Peptide. Die Antworten sind als
Prozentanteil der gesamten CD8/CD3-positiven Zellen in der verwendeten Probe dargestellt, die
Negativkontrolle ist jeweils abgezogen. Blaue Balken stellen Antworten gegeniiber Wildtyppeptiden dar,
rote Balken Reaktionen gegen Peptide, welche die Mutation M184V enthalten, griine Balken solche mit
der Mutation M184I und schwarze Balken Antworten gegeniiber optimalen Kontrollpeptiden. Die Linie
markiert die Grenze zwischen schwachen und starken CTL-Antworten (0,01%).
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Abb. 14: Interferon-gamma-Antworten von Patient 2 gegen Peptide, welche die Mutation

M184V bzw. M184IL enthalten und deren korrespondierende Wildtyp-Peptide zu den Zeitpunkten T1 (a)
und T2 (b). Die Antworten sind als Prozentanteil der gesamten CDS8/CD3-positiven Zellen in der
verwendeten Probe dargestellt, die Negativkontrolle ist jeweils abgezogen. Blaue Balken stellen
Antworten gegeniiber Wildtyppeptiden dar, rote Balken Reaktionen gegen Peptide, welche die Mutation
M184V enthalten, grilne Balken solche mit der Mutation M1841 und schwarze Balken Antworten
gegeniiber optimalen Kontrollpeptiden. Die Linie markiert die Grenze zwischen schwachen und starken

CTL-Antworten (0,01).
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Abb. 15: Interferon-gamma-Antworten von Patient 3 gegen Peptide, welche die Mutation

M184V bzw. M184IL enthalten und deren korrespondierende Wildtyp-Peptide zu den Zeitpunkten T1 (a),
Tinterim (b) und T2 (c). Die Antworten sind als Prozentanteil der gesamten CD8/CD3-positiven Zellen in
der verwendeten Probe dargestellt, die Negativkontrolle ist jeweils abgezogen. Blaue Balken stellen
Antworten gegeniiber Wildtyppeptiden dar, rote Balken Reaktionen gegen Peptide, welche die Mutation
M184V enthalten, griine Balken solche mit der Mutation M1841 und schwarze Balken Antworten
gegeniiber optimalen Kontrollpeptiden. Die Linie markiert die Grenze zwischen schwachen und starken
CTL-Antworten (0,01%).
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Abb. 16: Interferon-gamma-Antworten von Patient 4 gegen Peptide, welche die Mutation

M184V bzw. M184IL enthalten und deren korrespondierende Wildtyp-Peptide zu den Zeitpunkten T1 (a)
und T2 (b). Die Antworten sind als Prozentanteil der gesamten CDS8/CD3-positiven Zellen in der
verwendeten Probe dargestellt, die Negativkontrolle ist jeweils abgezogen. Blaue Balken stellen
Antworten gegeniiber Wildtyppeptiden dar, rote Balken Reaktionen gegen Peptide, welche die Mutation
M184V enthalten, griine Balken solche mit der Mutation M1841 und schwarze Balken Antworten
gegeniiber optimalen Kontrollpeptiden. Die Linie markiert die Grenze zwischen schwachen und starken

CTL-Antworten (0,01%).

59



a Patient 5 T1

B} H M184M
178-89 H M184V
8 H M184l1
o 179-89 H Optimales Peptid
=
2 | |
o 181-89
SL9

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
% CD8+/CD3+ - Zellen

b Patient 5 T2
HM184M
178-89 HM184V
HmM1841
o 179-89 H Optimales Peptid
)
a
o
o 181-89
SL9
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16
% CD8+/CD3+ - Zellen
Abb. 17: Interferon-gamma-Antworten von Patient 5 gegen Peptide, welche die Mutation

M184V bzw. M184IL enthalten und deren korrespondierende Wildtyp-Peptide zu den Zeitpunkten T1 (a)
und T2 (b). Die Antworten sind als Prozentanteil der gesamten CDS8/CD3-positiven Zellen in der
verwendeten Probe dargestellt, die Negativkontrolle ist jeweils abgezogen. Blaue Balken stellen
Antworten gegeniiber Wildtyppeptiden dar, rote Balken Reaktionen gegen Peptide, welche die Mutation
MI184V enthalten, griine Balken solche mit der Mutation M184I und schwarze Balken Antworten
gegeniiber optimalen Kontrollpeptiden. Die Linie markiert die Grenze zwischen schwachen und starken

CTL-Antworten (0,01%).
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Abb. 18: Mittelwerte und Standardabweichungen der CTL-Antworten der Patienten 1, 2 und 3 (a)
sowie der Patienten 4 und 5 (b) gegen Peptide welche die Mutation M184V bzw. M1841 enthalten und die
korrespondierenden Wildtyp-Peptide zu den unterschiedlichen Zeitpunkten. Griine Balken stellen jeweils
die Antworten gegen Wildtyppeptide, blaue Balken die Antworten gegen Peptide mit der Mutation
M184V und orange Balken Antworten gegen Peptide mit der Mutation M184I dar.
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4.3.3 Antworten gegen L210W

Die Mutation L210W war nur bei den Patienten 1 und 2 nachzuweisen. Bei Patient 1
war die Mutation bereits zum Zeitpunkt T1 vorhanden, bei Patient 2 entwickelte sie sich

neu zum Zeitpunkt T2.

Fiir den Patienten 1 konnten zwei hochaffine Peptide fiir das HLA-Allel B44 mit der
Mutation L210W untersucht werden (202-10W; 203-12W). Die Reaktionen gegen diese
Peptide und die zugehdrigen Wildtyppeptide waren allesamt niedrigamplitudig. Die
hochste Antwort (0,006%) zeigte sich gegen das mutante Peptid 202-10W, auBBerdem
wurde auch das andere mutante Peptid 203-12W sowie das Wildtyp-Peptid 202-10L mit
niedrigeren Amplituden erkannt (0,002% bzw. 0,001%) (Abb. 19).

Bei Patient 2 konnte wegen seines Haplotyps nur ein hochaffines Peptid, welches die
Mutation L210W enthielt, untersucht werden (205-14W; Tab. 9). Weder gegen dieses
Peptid noch gegen das zugehdrige Wildtyp-Peptid 205-14L waren zu den beiden
Zeitpunkten Reaktionen nachweisbar (keine Abbildung).
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EmL210L
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EL210W
. 203-12 H Optimales Peptid
2
2
)
o SL9
V9
0 0,02 0,04 0,06 0,0 0,1 0,1 0,14 0,16
% CD8+/CD3+ - Zellen
Abb.19: Interferon-gamma-Antworten von Patient 1 gegen Peptide, welche die Mutation

L210W enthalten und deren korrespondierende Wildtyp-Peptide. Die Antworten sind als Prozentanteil
der gesamten CD8/CD3-positiven Zellen in der verwendeten Probe dargestellt, die Negativkontrolle ist
jeweils abgezogen. Blaue Balken stellen Antworten gegeniiber Wildtyppeptiden dar, rote Balken
Reaktionen gegen Peptide, welche die Mutation L210W enthalten und schwarze Balken Antworten
gegeniiber optimalen Kontrollpeptiden. Die Linie markiert die Grenze zwischen schwachen und starken
CTL-Antworten (0,01%).

62



4.3.4 Antworten gegenuber einzelnen Peptiden

Die Antworten gegen die Peptide sind im vorangehenden Abschnitt grofBtenteils
zusammengefasst als Reaktionen gegen die einzelnen Mutationen beschrieben worden.
Im Folgenden sollen nun die Antworten gegen die Peptide im Einzelnen untersucht
werden. Von den insgesamt 45 getesteten Peptiden wurden 35 Peptide (78%) zu
mindestens 1 Zeitpunkt erkannt. Zu keinem Zeitpunkt erkannt wurden die Peptide 32-
41M, 33-41M, 33-43M und L, 34-43M und L, 41-50L, 203-12L, 205-14L und W (Abb.
21). Hochamplitudige Antworten zeigten sich gegeniiber 10 Peptiden (32-41M(a3), 32-
41L(a3), 33-41M(a3), 33-41L(a3), 33-43M(a3), 33-43L(a3), 40-49L, 181-89M, 181-
89V, 181-89I) (Abb. 21). Das Peptid 40-49L wurde bei 2 Patienten zu insgesamt 5
Zeitpunkten getestet und davon einmal hochamplitudig erkannt (0,012% der CDS8-
Zellen). Die autologen Peptide von Patient 3 wurden zu insgesamt 3 Zeitpunkten bei
diesem Patienten getestet und wurden zu 2/3 Zeitpunkten (32-41M und L, 33-41M und
L und 33-43L (alle a3)) bzw. 1/3 Zeitpunkten (33-41M(a3)) hochamplitudig erkannt.
Dabei induzierten sie Antworten von 0,06-0,148% der CD8-Zellen. Die Peptide 181-
89M, V und I wurden bei 5 Patienten zu insgesamt 11 Zeitpunkten getestet. Das
Wildtyp-Peptid 181-89M wurde dabei von 4/5 Patienten zu insgesamt 8/11 (73%)
Zeitpunkten erkannt, bei 2/5 Patienten zu 4/11 (36%) Zeitpunkten mit hochamplitudigen
Antworten. Das mutante Peptid 181-89V wurde von 4/5 Patienten zu 6/11 (55%)
Zeitpunkten, das Peptid 181-891 von 5/5 Patienten zu 7/11 (64%) Zeitpunkten erkannt.
Beide mutanten Peptide wurden dabei von 3/5 Patienten zu 5/11 (45%) der getesteten
Zeitpunkte hochamplitudig erkannt. Die Amplituden der Antworten gegen diese Peptide
erreichten dabei 0,049-0,070% der CD8-Zellen. Damit induzierten die autologen
Peptide von Patient 3 die hochsten CTL-Antworten, konnten aber nur bei 1 Patienten
getestet werden. Hochamplitudige Antworten gegen die Peptide 181-89M, V und I

konnten dagegen bei mehreren Patienten nachgewiesen werden (Abb. 20).
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Abb. 20: Antworten der einzelnen RT-Peptide. Mittels des Balkendiagramms (linke Achse) ist

die Anzahl der getesteten Zeitpunkte (hellgraue Balken) der Anzahl der Zeitpunkte, an welchen das
Peptid erkannt wurde (dunkelgraue Balken) und den Zeitpunkten, an welchen das Peptid hochamplitudig
erkannt wurde (schwarze Balken), gegeniibergestellt. Das Punktdiagramm (rechte Achse) zeigt die
Mittelwerte der CTL-Antworten des jeweiligen Peptides (blaue Dreiecke) sowie die hochste erreichte
Antwort (rote Punkte).
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4.4 Vergleich Vorhersage - ELISpot-Antwort

4.4.1 Vergleich vorhergesagte Bindungsaffinitat — ELISpot-Antwort

Um zu untersuchen, inwieweit die Datenbanksuche, wie sie fiir diese Arbeit verwendet
wurde, ein geeignetes Mittel fiir die Suche nach mdglichen CTL-Epitopen war und ob
bzw. wie sich die beiden Datenbanken in der Qualitét ihrer Vorhersagen unterschieden,
wurden die vorhergesagten Rangplitze flir die einzelnen Peptide, nach Algorithmen
getrennt, jeweils den gegen sie im ELISpot detektierten CTL-Antworten
gegeniibergestellt (Abb. 21 und 22). Der Anteil der Peptide mit hoher
Bindungsvorhersage, welcher tatsdchlich starke Antworten (= 0,01% der CD8-Zellen)
im ELISpot-Assay induzieren konnte, war bei beiden Datenbanken relativ niedrig
(SYFPEITHI: 4/25 (16%); BIMAS: 5/24 (21%). Fiir unsere Untersuchung war aber vor
allem die Sensitivitdt der Datenbankvorhersage wichtig, um kein mdogliches CTL-
Epitop zu {bersehen. Die Sensitivitdit 1468t sich an der vorhergesagten
Bindungswahrscheinlichkeit ~ jener  Peptide  bemessen,  welche  tatsdchlich
hochamplitudige Antworten induzieren konnten. Insgesamt erzielten 10 Peptide
hochamplitudige Antworten (vgl. Kap. 4.3.4). Die beiden autologen Peptide 33-43M
(a3) und 33-43L (a3) konnen in die Gegeniiberstellung Datenbankvorhersage —
ELISpot-Antworten nicht miteinbezogen werden, da fiir die Undekamere keine
Vorhersage verfiigbar war. Von den restlichen 8 Peptiden mit hohen Antworten hatten
bei SYFPEITHI 4 Peptide (50%) eine gute Vorhersage erhalten, die anderen 4 Peptide
erreichten nur mittelhohe Vorhersagewerte (Rang 85-100). Bei BIMAS waren 5 der 8
Peptide (63%) als hochaffine Peptide vorhergesagt worden, die restlichen 3 Peptide
erhielten mittlere Vorhersagen (Rang 26-97). BIMAS schnitt in der Vorhersage gut
erkannter Peptide also besser ab als SYFPEITHI, was vor allem auf der
unterschiedlichen Einschitzung der Affinitit der Peptide 181-89M, V und I beruht,
welche alle hochamplitudige Antworten induzieren konnten. Wéhrend diese Peptide bei
BIMAS fiir HLA-A*0201 den ersten Rangplatz erhielten (vgl. Tab. 7) erhielten,
erreichten diese Peptide bei SYFPEITHI nur den 85. Rangplatz. Die Vorgabe, dass als
CTL-Epitope dienende Peptide zu 90% unter den besten 2% der Peptide einer score-
Liste rangieren sollten (vgl. Kap. 4.2.1) konnten damit beide Datenbanken nicht
einhalten. Bei SYFPEITHI rangierten nur 1/8 (12,5%) der gut erkannten Peptide unter
den besten 2% einer score-Liste, bei BIMAS waren es 4/8 (50%). Mit der gesetzten
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Grenze bei 4% der besten Peptide und der parallelen Verwendung beider Datenbanken
konnten jedoch 7 der 8 gut erkannten Peptide (88%) als hochaffine Peptide

vorhergesagt werden.
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Abb. 21: Gegentiberstellung der Vorhersage der getesteten Peptide bei SYFPEITHI und der
Interferon-gamma-Antworten im ELISpot. Die Vorhersagen der Peptide sind unterteilt in hochaffine
Vorhersagen (Position 1-22, in mittelhohe Vorhersagen (Position 23-250) und schwache Vorhersagen
(Position > 250). Die Grenze zwischen niedrig- und hochamplitudugen Vorhersagen liegt bei 0,01% der
CD8-Zellen. Farbig markiert dargestellt sind nur Peptide, welche mindestens einmal eine
hochamplitudige Antwort induzierten.
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Abb. 22: Gegentiberstellung der Vorhersage der getesteten Peptide bei BIMAS und der
Interferon-gamma-Antworten im ELISpot. Die Vorhersagen der Peptide sind unterteilt in hochaffine
Vorhersagen (Position 1-22, in mittelhohe Vorhersagen (Position 23-250) und schwache Vorhersagen
(Position > 250). Die Grenze zwischen niedrig- und hochamplitudugen Vorhersagen liegt bei 0,01% der
CD8-Zellen. Farbig markiert dargestellt sind nur Peptide, welche mindestens einmal eine
hochamplitudige Antwort induzierten.
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4.4.2 Einfluss der Mutationen auf Bindungsvorhersage und ELISpot-
Antwort

Der Einfluss der Mutationen auf die Bindungsvorhersage wurde bereits in Kap. 4.2.2
beschrieben. Um die Vorhersagen mit den tatséchlich beobachteten CTL-Antworten
vergleichen zu konnen, wurde zunéchst fiir jedes Peptid jeweils der Quotient (Index)
aus dem Mittelwert der Antworten gegen die mutante Variante und dem Mittelwert der
Reaktionen gegen das korrespondierende Wildtyppeptid gebildet. Der Median der
ermittelten Indices wurde dann dem Median der vorhergesagten Indices fiir die

jeweiligen Peptide gegeniibergestellt (Abb. 23)

Peptide, in welchen die Mutation M41L eine Ankerposition betraf, induzierten
insgesamt deutlich hohere CTL-Antworten als ihre korrespondierenden Wildtyppeptide
(Index = 1,5 im Median (0,86- 7)). Dieses Ergebnis korreliert gut mit den Vorhersagen
der beiden Datenbanken, wonach die mutanten Peptide deutlich hohere
Bindungsvorhersagen erhalten (SYFPEITHI: Index = 1,4 im Median; BIMAS: Index =
4,27 im Median). Bei einem Peptid, in welchem die Mutation keine dominante
Ankerposition betraf, zeigten sich sowohl in beiden Vorhersagen, als auch bei den
ELISpot-Antworten keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und mutanter Variante

(Index = 1).

Die Indices der Antworten gegen die Peptide mit den Mutationen M184V und M1841
und ihre zugehorigen Wildtyppeptide betrugen im Median 1,05 (0,57- 1,88) bzw. 0,8
(0,38- 0,86). Die Vorhersage bei BIMAS, wonach sich die Bindungsaffinitit durch die
Mutationen nicht verdndern wiirde (Index =1 im Median), traf also besser zu als die
Vorhersage von SYFPEITHI, wonach die Bindungsaffinitit durch die Mutationen

deutlich erhoht werden wiirde (Index = 1,19 im Median).

Die Peptide mit der Mutation L210W wurden in dieser Untersuchung jeweils nur bei 1
Patienten getestet, weshalb eine Untersuchung der Korrelation zwischen Vorhersagen

und CTL-Antworten nicht sinnvoll ist.
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Abb. 23: Einfluss der Mutationen auf die Bindungsvorhersage bei SYFPEITHI (a) und BIMAS

(b) und aud die CTL-Antwort im ELISpot. Gegeniibergestellt sind jeweils der Median der Indices aus der
Vorhersage (jeweils Quotient aus Vorhersage fiir mutantes Peptid und Vorhersage fiir das zugehdrige
Wildtyppeptid) und der Median der Indices der ELISpot-Antworten (jeweils Quotient aus der CTL-
Antwort gegen das mutante Peptid und der Antwort gegen das Wildtyppeptid).
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Frage, wie bestimmte NRTI-Resistenz-
assoziierte Mutationen die CTL-Erkennung beeinflussen bzw. ob durch diese

Mutationen neue CTL-Epitope entstehen.

Die Entstehung von Mutationen bzw. ihr Wiederverschwinden beruht auf einem
komplexen Wechselspiel aus verschiedenen Faktoren, welche einen Selektionsdruck auf
die jeweilige Viruspopulation ausiiben. So werden bei unbehandelten Patienten unter
dem Immunselektionsdruck durch die zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) bevorzugt
Mutationen selektioniert, welche die Bindung von Peptiden an die HLA-I-Molekiile des
Wirts negativ beeinflussen und so zur fehlenden Erkennung HLA-I-spezifischer Epitope
durch die CTL fiihren koénnen (CTL escape, Review [42]). Die CTL-escape-Mutationen
filhren jedoch haufig zu einer verminderten replikativen Fitness des Virus. Bei
Ubertragung auf einen Wirt, welcher den das Wildtyp-Epitop prisentierenden HLA-Typ
nicht aufweist, bilden sich CTL-escape-Mutationen dann héufig schnell wieder zuriick
[36], [70], [103]. Mutationen, welche die Bindung der Peptide an die HLA-Molekiile des
Wirts positiv beeinflussen und so zu einer Verbesserung der CTL-Erkennung fiihren,
miissten theoretisch unterdriickt werden, es sei denn, sie wiirden einen anderen
wichtigen Selektionsvorteil bieten. Unter dem Selektionsdruck der antiretroviralen
Therapie konnten also auch Virusstimme mit Mutationen selektioniert werden, welche

die CTL-Erkennung verbessern.

Einige Querschnittsstudien haben bereits starke CTL-Antworten gegeniiber mutanten
Varianten HLA-A2- und HLA-A3-restringierter optimaler RT-Peptide [71], [95], [96]
sowie gegeniiber Protease-Peptiden mit resistenzassoziierten Mutationen [105]
nachgewiesen. In dieser Studie sollte nun anhand longitudinaler Proben von Patienten
einer prospektiv nachverfolgten Patientenkohorte iiberpriift werden, ob CTL-Antworten
gegen mutante Peptide de novo entstehen konnen. Dabei ist zu bedenken, dass unter
einer modernen kombinierten antiretroviralen Therapie die Resistenzentwicklung im
Zeitraum weniger Jahre selten ist. Aus der geringen Anzahl der Patienten, die in der
Kohortenstudie die zu untersuchenden Resistenzen entwickelten und von denen
asservierte Zellen vor Therapiebeginn und nach Resistenzentwicklung vorhanden
waren, kamen dariiber hinaus nur diejenigen mit HLA-A2 in Betracht (ca. 50%). Dies

erklért den eher kasuistischen Charakter der Beobachtungen.
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Am Beginn der Untersuchung stand die Durchfithrung einer datenbankgestiitzten
MHC-I-Peptidbindungsanalyse. Da eine Testung aller die fraglichen Mutationen
beinhaltenden Peptide mittels ELISpot-Analyse aufgrund der begrenzten Menge an
Versuchsmaterial bei standardisierter prospektiver Probenasservierung nicht moglich
war und die Bindung eines Peptids an das MHC-I-Molekiil eine Voraussetzung fiir die
Erkennung durch CD8-positive T-Zellen ist [101], wurde die datenbankgestiitzte
Peptidbindungsvorhersage mittels der Algorithmen SYFPEITHI und BIMAS zur
Vorauswahl der im ELISpot zu analysierenden Peptide verwendet. Der Vergleich der
Vorhersage mit den ELISpot-Ergebnissen zeigt, dass nur 21% (BIMAS) bzw. 16%
(SYFPEITHI) der durch die Algorithmen gut vorhergesagten Peptide eine starke
Antwort im ELISpot induzieren konnte. Ein dhnlich niedriger positiv pradiktiver Wert
der Peptidbindungsanalysen zeigte sich auch in einer Studie von Elkington et al. [31].
Hier induzierten 30% der Peptide, fiir welche durch BIMAS und SYFPEITHI eine hohe
Bindungsaffinitidt vorhergesagt worden war, eine IFNy-Antwort im ELISpot. Diese
niedrigen Werte lassen sich dadurch erklédren, dass zur Induktion einer CTL-Reaktion
eine gute MHC-I-Molekiil-Bindung eines Peptids alleine nicht ausreicht. Fiir die
Vorhersage der MHC-I-Peptid-Bindung hatten Gomez-Nunez et al. in einer neueren
Studie eine hohe Sensitivitdt, Spezifitit und positiv pradiktive Werte von 78%
(SYFPEITHI) bzw. 86% (BIMAS) fiir die beiden Algorithmen nachgewiesen [41],
ausschlaggebende Faktoren fiir die Induktion einer CTL-Reaktion sind neben der MHC-
Bindung aber unter anderem auch die Antigen-Prozessierung, die Immundominanz
sowie das Vorhandensein eines passenden T-Zell-Repertoires [119]. Zur Verbesserung
des positiven Vorhersagewerts konnten bei weiteren Versuchen Datenbanken
miteinbezogen  werden, welche neben der MHC-Bindung auch die
Antigenprozessierung beriicksichtigen [26], [58]. Diese zeigten bessere Ergebnisse als

die Verwendung von SYFPEITHI und BIMAS alleine [58].

Eine neue Art von Peptidbindungsvorhersage-Algorithmen sind die so genannten
Artificial Neural Networks (ANN) und das Hidden Markov Model (HMN), welche im
Gegensatz zu den sequenzbasierten Algorithmen SYFPEITHI und BIMAS
strukturbasiert arbeiten. Diese Algorithmen weisen eine hohere Spezifitit als
SYFPEITHI und BIMAS auf [44]. Fiir die vorliegende Untersuchung war jedoch der
Ausschluf} falsch negativer Ergebnisse wichtiger als der von falsch positiven, da keine

moglichen neuen CTL-Epitope iibersehen werden sollten. Eine hohere Sensitivitit
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wurde wiederum flir die sequenzbasierten Methoden im Vergleich zu den
strukturbasierten Methoden nachgewiesen [44]. In der vorliegenden Arbeit wiesen die
einzelnen Algorithmen jeweils eine Sensitivitit von 50% (SYFPEITHI) bzw. 63%
(BIMAS) auf, durch die Verwendung beider Datenbanken konnten jedoch 88% der
tatsdchlich bindenden Peptide vorhergesagt werden. Die kombinierte Anwendung der
beiden Datenbanken erscheint also gerechtfertigt. Im Vergleich der beiden Datenbanken
zeigte BIMAS in der vorliegenden Studie eine bessere Ubereinstimmung mit den
ELISpot-Ergebnissen als SYFPEITHI, vor allem in der Bindungsvorhersage der Peptide
RT 181-89M/V/I. Auch bei Gomez-Nunez et al. [41] zeigte BIMAS in der Vorhersage
der MHC-Bindung im Vergleich zu SYFPEITHI eine deutlich bessere Spezifitit (82%
vs. 73%) als auch Sensitivitét (86% vs. 75%).

Vor Beginn der Diskussion der ELISpot-Ergebnisse sollen hier zunéchst zwei

methodische Besonderheiten der vorliegenden Untersuchung diskutiert werden.

Die ELISpot-Ergebnisse wurden mit einer sonst nicht liblichen Methode quantifiziert.
Die ausgezihlten Dots, welche IFNy-produzierenden CD8-Zellen entsprechen, wurden
als Prozentanteil der tatsichlich in der Probe vorhandenen CDS8-positiven Zellen
beschrieben und nicht wie sonst iiblich als Dots bzw. Spot forming cells (SFC) pro 10°
Zellen (vgl. z.B. [2]). Diese Methode erscheint fiir die vorliegende Arbeit insofern
geeigneter als die herkdmmliche, da die Proben der Patienten zu den verschiedenen
Zeitpunkten teilweise stark variierende CDS8-Zell-Anteile an der Gesamtzellzahl
aufwiesen (z.B. 59,5% zu T1 vs. 37,2% zu T2 bei Patient 5) und daher eine Korrektur
fiir diesen Faktor notwendig erschien. Mit der herkémmlichen Methode wiren CTL-

Antworten zu den verschiedenen Zeitpunkten weniger gut vergleichbar gewesen.

Die zweite Besonderheit ist die Verwendung autologer Peptide bei drei von fiinf
Patienten. Am Beispiel von Patient 3 konnte gezeigt werden, dass durch die
Verwendung autologer Peptide CTL-Antworten detektiert werden konnen, welche
durch die alleinige Verwendung von Consensus-Peptiden nicht nachgewiesen werden.
Altfeld et al. [6] beschreiben eine Zunahme der CTL-Antworten um fast 30% durch die

Verwendung von autologen Peptiden.

Die ELISpot-Analysen zeigten unterschiedliche Ergebnisse fiir die einzelnen
Mutationen. Im Falle der M41L-Mutation ging das Auftreten der mutanten Variante mit

einer Verbesserung bzw. de novo Induktion von CTL-Reaktionen gegen die mutanten
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Peptide einher. Samri et al. [95] beschreiben eine spezifische CTL-Antwort gegen das
mutante Peptid 33-41L bei einem HLA-A*0201 positiven Patienten, bei dem die
mutante Virusvariante dominant war. Gegen das mutante Peptid zeigte sich dort eine
hochamplitudige Antwort, wihrend das Wildtyp-Peptid nicht erkannt wurde. Mason et
al. [71] hingegen fanden bei 6 von 6 HLA-A*0201-positiven Patienten unter
antiretroviraler Therapie keine signifikanten Unterschiede in der CTL-Reaktion gegen
den Wildtyp und die M41L-Variante dieses Peptides. Beide Varianten konnten in vitro
CTL gegen sich und die jeweils andere Variante aktivieren, was filir eine
Kreuzreaktivitdt spricht. Ob die Antworten der beiden Patienten der vorliegenden
Arbeit, bei welchen starke Antworten gegen die mutanten Peptide nachweisbar waren,
als spezifisch anzusehen sind, kann anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht
hinreichend geklart werden. Bei einem Patienten, bei welchem die Mutation zum
zweiten Zeitpunkt die dominante Virusvariante darstellte, ging der Anstieg der Antwort
gegen die mutanten Peptide mit einem Riickgang der CTL-Antwort gegen die Wildtyp-
Peptide einher, was fiir die Spezifitit der beobachteten Antworten spricht. Bei dem
anderen Patienten lag zum zweiten Zeitpunkt die M41L-Variante im Mischtyp mit dem
Wildtyp vor. Hier zeigte sich zusammen mit dem Anstieg der Reaktion gegen die
Mutante auch eine gleichzeitige Steigerung der Antwort gegen die Wildtypvariante. Bei
beiden Patienten konnten auch schon zum ersten Zeitpunkt Antworten gegen die
mutante Variante detektiert werden. Die Antworten zu Zeitpunkt 1 waren jeweils nur
niedrigamplitudig, trotzdem kdnnte ihr Auftreten zusammen mit dem parallelen Verlauf
der Antworten gegen den Wildtyp und die Mutation bei einem Patienten auf das
Vorliegen von Kreuzreaktivitit hindeuten. Eine andere Erkldrung fir die
niedrigamplitudigen Reaktionen gegen die Variante zum Zeitpunkt 1 konnte das
Vorhandensein von mutanten Quasispezies zu diesem Zeitpunkt sein.
Bedauerlicherweise erlaubt die genotypische Resistenzanalyse keine sichere Erkennung
einer Variante mit einem Anteil von weniger als 10-20 Prozent an der gesamten
Viruspopulation. Die parallel zur Antwort gegen die Mutante ansteigende Wildtyp-
Antwort konnte eine spezifische Antwort gegen den im Mischtyp vorliegenden
Wildtyp-Virusstamm darstellen, welche durch die starke Antwort gegen die Mutante
verstarkt wird. Die Varianten wurden zum Zeitpunkt 2 bei beiden Patienten deutlich
besser erkannt als die Wildtyp-Peptide. Dieses Ergebnis stimmt mit den Vorhersagen
der beiden Algorithmen {iberein, wonach die Mutation M41L die Affinitdt der Peptide
zum MHC-Molekiil deutlich erhoht, falls sie in einer Ankerposition auftritt. Bei den
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Peptiden, gegen welche die beschriebenen Antworten detektiert werden konnten, befand
sich die Mutation immer in einer Ankerposition. Interessanterweise war die starke CTL-
Antwort gegen die M41L-Variante bei Patient 3 schon zum Interimszeitpunkt
nachweisbar, 6 Monate vor dem Nachweis der M41L-Mutation. Obwohl die CTL-
Antwort im Verlauf noch stirker wurde, konnte sie das Auftreten der Mutation nicht

verhindern.

Spezifische CTL-Antworten gegen Peptide mit den Mutationen M184V und M1841
wurden in einer Studie von Schmitt et al. [96] nachgewiesen. Einer von 28 HLA-
A*0201-positiven Patienten erkannte die mutanten Peptide 179-87V und I sowie 178-
87V, jedoch nicht die jeweiligen Wildtyp-Peptide. Bei den getesteten Patienten konnte
eine solche spezifische Erkennung dieser Peptide nicht festgestellt werden. Die
mutanten Peptide RT 178-87V/I und RT 179-7V/I sowie deren korrespondierende
Wildtyp-Peptide wurden von keinem der Patienten hochamplitudig erkannt. Dagegen
wurden die Peptide RT181-89V und I von drei von fiinf Patienten hochamplitudig
erkannt. Die mutanten Peptide wurden jedoch iiberwiegend zusammen mit dem Wildtyp
RT181-89M erkannt. Es zeigte sich im Gegensatz zur M41L-Mutation keine bevorzugte
Erkennung der mutanten Peptide, was der Peptidbindungsvorhersage bei BIMAS
entspricht, wonach die MHC-Bindung des Wildtyp-Peptids RT181-89M durch die
Mutationen M184V und M184I, welche in einer Nicht-Ankerposition auftreten, nicht
beeinflusst wird. Samri et al. [95] beschreiben eine kreuzreaktive Antwort gegen
Wildtyp und M184V-Variante des Peptids RT181-89 in einem HLA-A*0201-positiven
Patienten vor Beginn der antiretroviralen Therapie. Auch bei einem der beiden Patienten
dieser Studie, bei welchen zum Zeitpunkt 1 die Mutation M184V nicht nachweisbar
war, konnte schon zu Beginn der Therapie eine kreuzreaktive Antwort gegen Wildtyp-
und mutante Peptide detektiert werden, welche zum zweiten Zeitpunkt hin abnahm. Bei
dem zweiten Patienten jedoch trat erst nach dem Aufkommen der Mutation M184V eine
vor Therapie nicht nachweisbare, starke de novo-Antwort gegeniiber den mutanten

Varianten und dem Wildtyp auf.

Parallel zur Untersuchung der M184V-Varianten wurden auch immer die M184I-
Varianten getestet, obwohl diese Mutation bei keinem der Patienten zu den getesteten
Zeitpunkten nachweisbar war. Wainberg et al. [113] und Schuurman et al. [99] hatten
beschrieben, dass vor dem Auftreten der M184V-Mutation héaufig die M1841-Variante

im Plasma nachweisbar ist, dann aber mit dem Erscheinen der M184V-Mutation wieder
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verschwindet. Eine Erkldrung fiir das nur transiente Vorkommen dieser Mutation
konnte eine starke Immunantwort gegen diese Variante im Gegensatz zur M184V-
Variante darstellen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen gegen diese
These, da weder in der theoretischen Peptidbindungsvorhersage noch in der ELISpot-
Analyse die MI184I-Mutation eine bessere Vorhersage erhielt oder héhere CTL-
Anworten induzierte als die MI184V-Variante. Der Grund fiir das rasche
Wiederverschwinden ist wohl eher in einer niedrigeren enzymatischen Aktivitét der die
MI1841-Mutation enthaltenden Reversen Transkriptase zusammen mit einer

begleitenden reduzierten viralen Fitness zu suchen [52], [57], [89].

Eine weitere Teilfrage dieser Untersuchung war, ob durch die RT-Mutationen neue
CTL-Epitope entstehen konnen. Die mutanten Varianten der HLA-A2 und HLA-A3
restringierten bekannten optimalen Peptide RT 33-41 (A2), RT 33-43 (A3) (vgl [38])
konnten in einem Patienten hochamplitudige Antworten induzieren, allerdings nur in
der autologen Variante. Gegeniiber dem mutanten Peptid RT 40-49 L konnte in einem
Patienten eine hochamplitudige Antwort nachgewiesen werden. Diese Reaktionen
waren also jeweils nur in einzelnen Patienten und teilweise autologen Varianten
nachweisbar, trotzdem ergeben sich hieraus Hinweise darauf, dass durch RT-

Mutationen neue CTL-Epitope entstehen kdnnen.

Das bisher nicht als optimal definierte Peptid RT 181-89M (vgl. [38]) wurde von 2/5
getesteten HLA-A*0201-positiven Patienten hochamplitudig erkannt, seine mutanten
Varianten RT 181-89V und RT 181-891 von 3/5 Patienten. Im Vergleich dazu wurden
die optimalen Peptide SL9 (pl17 77-85, SLYNTVATL), und IV9 (RT 309-317,
ILKEPVHGYV) von 3/5 bzw. 3/4 Patienten hochamplitudig erkannt. Auch Samri et al.
konnten gute Antworten gegen das Wildtyp-Peptid RT 181-89M und seine mutante
Variante RT 181-89V in 1 von 2 HLA-A*0201 positiven Patienten nachweisen [95]. Das
Peptid RT 181-89M und seine mutanten Varianten erhalten auBerdem bei BIMAS eine
hohere Peptidbindungsvorhersage als SL9, welches als immunodominantes Peptid fiir
HLA-A*0201 beschrieben wird [12]. Die sich daraus ergebende Hypothese, dass das
Peptid RT 181-89 ein neues optimales CTL-Epitop fiir HLA-A*0201 darstellen konnte,
miisste durch weitere Versuche an einer groBeren HLA-A2-positiven Patientenkohorte

sowie MHC-Stabilisierungsversuche bestdtigt werden.

Es konnte also gezeigt werden, dass mit dem Auftreten der Reverse-Transkriptase-

Mutationen M41L und M184V, welche mit einer Resistenz gegen NRTI einhergehen,
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de novo CTL-Antworten gegen die mutanten Varianten generiert werden konnen, die
teilweise stirker ausfallen als gegen die korrespondierenden Wildtyp-Peptide. Das HI-
Virus entgeht also dem Selektionsdruck der antiretroviralen Medikamente im Falle
dieser beiden Mutationen nur auf Kosten einer offensichtlich verbesserten CTL-

Antwort.

Es stellt sich die Frage, welche Rolle diese neu induzierten bzw. verbesserten CTL-
Antworten fiir die Kontrolle der HIV-Infektion spielen. Das Pol-Protein, welches das
Vorlauferprotein fiir die Reverse Transkriptase darstellt, ist eines der Hauptantigene fiir
die HIV-spezifische CTL-Antwort [56], [59]. AuBerdem wurde gezeigt, dass der Verlust
der CTL-Antwort gegen ein einziges Epitop durch CTL-Escape zum raschen Anstieg
der Viruslast und zur Progression zu AIDS fiihren kann [10], [43]. Angesichts der Breite
der HIV-spezifischen CTL-Antwort ist der Anteil einer einzigen Peptid-spezifischen
CTL-Antwort an der Viruskontrolle aber nur schwer zu quantifizieren. Es ist denkbar,
dass der Anteil der hier nachgewiesenen HLA-A2-restringierten CTL-Antworten an der
Viruskontrolle gering ist, wie es bereits fiir andere HLA-A2-restringierte Antworten
[12], [63] und HLA-A-restringierte Antworten insgesamt [53] gezeigt wurde. Die
Tatsache, dass der Patient 3 mit seiner Viruslast in den 6 Monaten zwischen dem
Interimszeitpunkt und T2 nicht mit seiner Viruslast ansteigt, sondern im Gegenteil
leicht abfillt und eine Logstufe unter der Baseline-Viruslast bleibt, obwohl er in dieser
Zeit die M41L-Mutation entwickelt, konnte ein Hinweis dafiir sein, dass die gute CTL-
Antwort gegen die Mutation wie auch gegen den Wildtyp zur Kontrolle der Viruslast
beitrdgt. Allerdings konnten auch andere Faktoren, wie die CTL-Antwort gegen andere
Epitope (im Falle des genannten Patienten die verbesserte Antwort gegeniiber IV9) oder
eine verminderte virale Fitness der die M41L-Mutation enthaltenden Virusstimme im
Vergleich zum Wildtyp [47] fiir die gute Viruskontrolle verantwortlich sein. Inwieweit
also die verbesserten CTL-Antworten zur Viruskontrolle beitragen und inwiefern der
Immunselektionsdruck dem Selektionsdruck durch die antiretroviralen Medikamente
entgegen wirken kann, muss durch weitere Untersuchungen gekliart werden. So konnte
man in einer Kohorte von HLA-A2-positiven Patienten unter Therapie mit fiir die
beiden Mutationen selektionierenden Medikamenten, welche keine Resistenzen
aufweisen, die CTL-Antwort gegeniiber den mutanten Varianten bestimmen und mit

denen von Patienten mit medikamentenresistenten Virusvarianten vergleichen.
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Ungeachtet der Rolle, welche den verbesserten CTL-Antworten bei der Viruskontrolle
zukommt, zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass nicht nur das HI-Virus sich an die
CTL-Antwort anpassen und ihr mittels C7TL escape entgehen kann, sondern dass
umgekehrt auch das Immunsystem die Fahigkeit besitzt, sich an verdnderte
Virusvarianten zu adaptieren. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen von Allen et al.
[5], welche in einer aktuellen Studie die de-novo-Induktion von CTL-Antworten gegen

CTL-escape-Varianten beschrieben hatten.

Die hier nachgewiesene Tatsache, dass starke CTL-Antworten gegen
medikamentenresistente  Virusvarianten induziert werden konnen, zeigt neue
Moglichkeiten fiir die Vakzineforschung auf. Die kreuzreaktive CTL-Antworten
induzierenden Peptide RT181-89M/V und I konnten im Rahmen einer therapeutischen
Vakzine genutzt werden, um Immunantworten sowohl gegen Wildtyp-, als auch
mutante Varianten zu verstirken. Eine Verwendung dieser Peptide im Rahmen einer
prophylaktischen Immunisierung konnte dazu beitragen, die Ubertragung von Wildtyp-
Viren als auch primérresistenten Viren mit der Mutation M184V in HLA-A2-positiven
Patienten zu verhindern. Fiir den FEinsatz dieser Peptide im Rahmen mdglicher
Impfstoffe spricht die gute Konservierung der Region um das Peptid RT181-89. So
beschreiben Harrer et al. eine gute Konservierung der Region YMDD (RT183-86) [46]
und in einer Kohorte von 27 HIV-infizierten Patienten mit resistenzassoziierten
Mutationen des Universitéitsklinikum Eppendorf — im Folgenden UKE-Kohorte genannt

— fand sich bei keinem Patienten ein Polymorphismus in der Region RT181-89.

Die Immunisierung mit die Mutation M41L-enthaltenden Peptiden, welche deutlich
hohere CTL-Antworten induzierten als ihre korrespondierenden Wildtyppeptide, vor
Beginn einer antiretroviralen Therapie mit flir diese Mutation selektionierenden
Medikamenten (Zidovudin, Stavudin) konnte aufgrund der bevorzugten Erkennung der
M41L-Mutation gegeniiber dem Wildtyp eine pritherapeutisch vorhandene
Immunantwort gegen diese Mutation induzieren und somit deren Entstehung verzégern
oder sogar verhindern. Problematisch im Hinblick auf den Einsatz im Rahmen einer
moglichen Vakzine ist die Tatsache, dass die Region um die Mutation M41L sehr
schlecht konserviert ist. 16 von 27 Patienten der UKE-Kohorte wiesen Polymorphismen
in dieser Region auf. In dieser Studie wurden spezifische CTL-Antworten gegeniiber
solchen autologen, polymorphistischen Virusvarianten nachgewiesen, wohingegen die

entsprechenden Consensus-Peptide nicht erkannt wurden. So erscheint es eher
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unwahrscheinlich, dass durch eine Impfung mit Consensus-Peptiden eine
Immunantwort induziert werden kann, welche auch die autologen Virusvarianten
erfasst. Man miisste also zusitzlich zu den Consensus-Peptiden auch Peptide mit den
hiufigsten Polymorphismen verwenden. Da, wie im Fall von Patient 3 beschrieben, die
starken CTL-Antworten gegen die M41L-Variante zum Interimszeitpunkt eine
Entstehung der Mutation zu T2 nicht verhinderten, erscheint es aulerdem notwendig,
die durch eine mogliche Vakzine induzierten CTL-Antworten zusdtzlich zu verstirken.
Hierzu bieten sich Verfahren an, mit deren Anwendung in neueren therapeutischen
Vakzine-Studien viel versprechende Ergebnisse erzielt werden konnten, wie zum
Beispiel die zusitzliche Gabe bzw. Induktion von Zytokinen oder mit Peptiden gepulste

Dentritische Zellen (Review: [87]).
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Frage, wie bestimmte NRTI-induzierte

Resistenzmutationen die CTL-Erkennung beeinflussen.

In einer theoretischen MHC-I-Peptid-Bindungsanalyse mittels der Algorithmen SYFPEITHI
und BIMAS zeigte sich eine deutliche Verbesserung der vorhergesagten Bindungsaffinitit
durch die Mutation M41L bei Peptiden, in welchen die Mutation eine dominante Ankerposition
betraf, eine gleichbleibende (BIMAS) bzw. leicht verbesserte (SYFPEITHI) Vorhersage durch
die Mutationen M184V und I sowie eine insgesamt unverdnderte Vorhersage durch die
Mutation L210W. Insgesamt zeigte die parallele Verwendung der beiden Algorithmen eine hohe
Sensitivitédt bei der Vorhersage von Peptiden, welche starke IFNy-Antworten induzierten. Dabei
stimmte die Vorhersage bei BIMAS besser mit den ELISpot-Ergebnissen iiberein als bei
SYFPEITHI.

Im ELISpot-Assay zeigten sich starke Antworten gegeniiber Peptiden mit den Mutationen
M41L, M184V und M1841. Nur schwache Antworten fanden sich dagegen gegeniiber Peptiden
welche die L210W-Mutation enthielten.

Das Neuauftreten der M41L-Mutation ging mit de novo, bzw. stark verbesserten IFNy-
Antworten gegeniiber mutanten sowie teilweise auch Wildtyp-Peptiden im ELISpot-Assay
einher. Die Antworten gegeniiber den mutanten Peptide fielen dabei jeweils deutlich stirker aus,
als die gegen die Wildtyp-Peptide, was der Datenbankvorhersage entspricht. Mittels autologer
Peptide konnten hierbei Antworten detektiert werden, welche mit Consensus-Peptiden nicht

nachweisbar waren.

Peptide mit den Mutationen M184V und M184] wurden jeweils nur gemeinsam mit ihren
Wildtyp-Varianten erkannt, was fiir eine Kreuzreaktivitit spricht. Bei einem von zwei Patienten,
bei welchen die M184V-Mutation zum zweiten Zeitpunkt neu auftrat, ging das Auftreten der
Variante mit einer de novo- CTL-Antwort gegeniiber Wildtyp- und mutanten Varianten einher.
Gegeniiber dem Peptid RT181-89M und seinen mutanten Varianten RT181-89V und I wurden
bei zwei von fiinf bzw. drei von fiinf Patienten starke IFNy-Atworten detektiert, woraus sich die
Hypothese ergibt, dass die Peptide RT181-89 M, V und I HLA-A?2 restringierte CTL-Epitope

darstellen.

Es konnte gezeigt werden, dass das Auftreten der NRTI-Resistenzmutationen M41L und
M184V de novo CTL-Antworten gegeniiber mutanten Peptiden induzieren kann und somit das
Virus dem Selektionsdruck der antiretroviralen Medikamente im Falle dieser Mutationen nur
auf Kosten einer verbesserten Immunantwort entgehen kann. Die Rolle dieser de novo CTL-

Antworten fur die Kontrolle der HIV-Infektion ist weiter abzukléren.
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7 Abkurzungsverzeichnis

3TC
ABC
AIDS
AZT
CaCl,
CCRS
CD
CDC
CPT
CTL
CXCR4
d4T
DC
ddC
ddI
DLV
DMSO
DNA
EFV
EI
ELISpot
FACS

FCS

Lamivudin

Abacavir

aquired immunodeficiency syndrom (Erworbenes Immunschwéchesyndrom)

Zidovudin

Calciumchlorid

C-C motif chemokine receptor 5

cluster of differentiation

Centers for Disease Control and Prevention
cell preparation tubes

Cytotoxische T-Lymphozyten

C-X-C motif chemokine receptor 4
Stavudin

dentritic cells (Dentritische Zellen)
Zalcitabin

Didanosin

Delaviridin

Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséure)
Efavirenz

Entry-Inhibitoren

enzyme linked immunospot

fluorescence activated cell sorting

fetal calf serum (Fotales Kélberserum)
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HAART
HIV
HLA
HS

Lv.

IC

IN
INFy
MHC
MW
NNRTI
NRTI
NVP
PBMC
PBS
PFA
PI
PMA
PR
RNA
RT
SHIV
SIV
T1, (2)
TAM

TAP

Hochaktive antiretrovirale Therapie

Humanes Immunodefizienzvirus

Humanes Leukozytenantigen

highscore

intravends

inhibitory concentration

Integrase

Gamma-Interferon

major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitdtskomplex)
Mittelwert

Nicht-Nukleosidanaloger Reverse-Transkriptase-Inhibitor
Nukleosidanaloger Reverse-Transkriptase-Inhibitor
Nevirapin

peripheral blood mononuclear cells (periphere mononukleédre Blutzellen)
phosphate buffered saline

Paraformaldehyd

Protease-Inhibitor

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

Protease

ribonucleic acid (Ribonukleinséure)

Reverse Transkriptase

SIV-HIV-Hybridvirus

Simianes Immunodefizienzvirus

Zeitpunkt 1, (2)

Thymidin-Analoga-Mutationen

transporter associated with antigen presentation
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TCR
TDV
Tinterim
VL

WHO

T-Zell-Rezeptor
Tenofovir
Interimszeitpunkt
Viruslast

World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)
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