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1 Einleitung
1.1 Entdeckung und Klassifizierung der Humanen Immundefizienzviren

Im Jahr 1981 wurde in den USA ein bis dahin unbekanntes Krankheitsbild einer
schweren Immundefizienz beschrieben (Gottlieb et al., 1981: Masur et al.,
1981). Die betroffenen Patienten befanden sich in einem schlechten
Allgemeinzustand und wiesen verschiedene opportunistische Infektionen auf.
Auffallend war die Haufigkeit von sonst seltenen Krankheiten wie Pneumocystis
carinii-Pneumonie (Gottlieb et al.,, 1981) und Kaposi Sarkom (Schroff et al.
1983). Die Prognose fur die Patienten war auf3erordentlich schlecht. Ein Jahr
nach der Beschreibung der ersten Krankheitsfalle wurde das variable
Krankheitsbild als erworbenes Immunschwéachesyndrom (engl.: acquired
immuno-deficiency syndrome, AIDS) zusammengefasst.

Am Pasteur-Institut in Paris wurde 1983 aus dem Lymphknoten eines
Lymphadenopathie-Patienten ein bisher unbekanntes Retrovirus isoliert (Barré-
Sinoussi et al., 1983). Dieses zunachst als Lymphadenopathie-assoziiertes
Virus (LAV) bezeichnete Virus wurde 1984 mit der AIDS-Erkrankung in
Verbindung gebracht (Brun-Vézinet et al., 1984). Im selben Jahr wurden von
zwei amerikanischen Arbeitsgruppen weitere bisher unbekannte Retroviren
isoliert: das Humane T-Zell lymphotrophe Virus Typ Il (HTLV IlI; Popovic et al.,
1984) und das ,AlDS-related virus* (ARV; Levy et al., 1984). Vergleichende
Sequenzierung der Virusisolate zeigte eine grof3e Homologie zwischen den
Virusgenomen (Hahn et al., 1984; Ratner et al., 1985). Alle drei Isolate wurden
1986 unter dem Namen Humanes Immundefizienzvirus Typ 1 (engl.: human
immunodeficiency virus type 1, HIV-1) zusammengefasst (Coffin et al.,1986). In
der Zwischenzeit unterscheidet man drei phylogenetische Gruppen von HIV-1:
die Gruppe M (,main phylogenetic group“), der die meisten Isolate zugeordnet
werden, und die fur die weltweite AIDS-Pandemie verantwortlich gemacht wird,
und die selteneren Gruppen O (,Outliner®) und N (non-M/non-O), deren
Vorkommen bislang weitgehend auf Zentralafrika beschrankt ist. Die weit
verbreitete Gruppe M wird zusatzlich in zehn Subtypen (A-J) unterteilt, wobei in
Europa hauptséchlich Subtyp B verbreitet ist.

Neben HIV-1 wurde 1986 aus einem westafrikanischen AIDS-Patienten ein

weiteres Retrovirus isoliert (Clavel et al., 1986a), das sich in seiner
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Genomstruktur und Seroreaktion deutlich von den bis dahin bekannten Isolaten
unterschied (Clavel et al., 1986b). Dieses Virus wurde als HIV-2 bezeichnet.
Aufgrund der morphologischen (Gelderblom et al., 1987) und genomischen
(Gonda et al., 1985) Eigenschaften wurde HIV-1 der Familie der Lentivirinae
zugeordnet, einer Unterfamilie der Retroviridae. Allen Retroviren ist
gemeinsam, dass die Viruspartikel von einer Lipiddoppelschicht umhullt sind
und ein Genom aus zwei Ribonukleinsdure (RNA)-Molekilen aufweisen.
AulBerdem besitzen alle das Enzym Reverse Transkriptase, das die
Umschreibung der (+)RNA in doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure (DNA)
katalysiert (Baltimore, 1970). Die doppelstrangige DNA wird dann als Provirus
in das Genom der infizierten Zelle integriert. Der Flul3 der genetischen
Information von RNA zu DNA stellt eine Umkehr des zentralen Dogmas der
Biologie dar und verlieh der Virusfamilie ihren Namen (,Retro”). Retroviren
werden vor dem Hintergrund ihrer evolutionaren Entwicklung in sieben Gruppen
unterteilt: Lentiviren, Spumaviren und funf weiteren Gruppen, deren Vertreter
aufgrund ihres onkogenen Potentials friher als Onkoviren bezeichnet wurden
(Coffin et al. 1997).

1.2 Morphologie von HIV-1

HIV-1 ist das am besten untersuchte Lentivirus. Das Virion hat einen
Durchmesser von etwa 140 nm. Wie bei allen Retroviren ist der
Virusinnenkoérper (Nukleokapsid) von einer Lipiddoppelmembran umhuillt, die
von der Wirtszelle stammt. In der Hulle ist das virale Transmembranprotein
gp4l (TM) eingelagert, das nichtkovalent mit dem Oberflachenglycoprotein
gpl120 (SU) verknUpft ist (Gelderblom et al., 1991). Die Membran ist auf der
Innenseite von dem Matrixprotein p17 (MA) ausgekleidet (Gelderblom et al.,
1991). Im Inneren des reifen Viruspartikels befindet sich das Kapsid, das aus
p24-Proteinen (CA) besteht und eine fur Lentiviren charakteristische konische
Form hat (Gelderblom et al., 1991). Das Kapsid enthalt das Virusgenom, das
aus zwei einzelstrangigen (+)RNA-Molekiilen besteht. Die RNA liegt als Dimer
vor, ist Uber das Nukleokapsid Protein p7 (NC) gebunden und bildet zusammen
mit der Reversen Transkriptase (RT) und der Integrase (IN) den

Ribonukleoproteinkomplex. Weitere wichtige Bestandteile des Viruspartikels
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sind die virale Proteinase, akzessorische virale Proteine und zellulare Proteine
wie z.B. Cyclophilin (Luban et al., 1993; Franke et al., 1994; Thali et al., 1994).

RNA-Dimer Membran, Hiille
Reverse A Oberflachen
Transkriptase (RT) i S % - Glycoprotein (SU)

Transmembran-
Protein (TM)

Matrix (MA)
Kapsid (CA)

Protease (PR)
Integrase (IN)
Nukloekapsid (NC)

Abb. 1.1: Schematische Darstellung eines HIV-1 Virions
Dargestellt ist ein typisches HIV-1-Virion (nach Luciw et al., 1996)

1.3 Die Genomstruktur von HIV-1

Die Organisation des 9 kb langen Genoms von HIV-1 ahnelt der anderer
Retroviren. Das RNA-Genom ist am 3’-Ende polyadenyliert und enthalt am 5’-
Ende eine charakteristische ,Cap-Struktur®. Die kodierende Region des
Genoms wird von regulatorischen Sequenzwiederholungen (engl.: long terminal
repeats; LTR) flankiert, die aus der R-Region (engl.: repeat-region) und der U3-
bzw U5-Region (engl.: unique region) bestehen. Die LTRs sind fir die Initiation
und die Termination der Transkription verantwortlich. Alle Retroviren enthalten
in ihrem Genom die Strukturgene gag, pol und env. Das Genprodukt von gag ist
das gruppenspezifische Antigen, bei HIV-1 ein 55kD Polyprotein, das die
inneren Strukturproteine Matrix (MA), Capsid (CA), Nucleokapsid (NC) und p6
umfasst. Die enzymatischen Aktivitditen von HIV-1, Protease (PR), Reverse
Transkriptase (RT) und Integrase (IN), werden von pol codiert. Der offene

Leserahmen (engl.: open reading frame; ORF) von pol tberlappt mit dem von
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weshalb die pol-Gene durch einen Wechsel des Leserahmens

gag,
(~frameshift) exprimiert werden. Dies fuhrt bei ca. 5% der Gag-Transkripte zur
Produktion des Gag-Pol Fusionsproteins (Jacks 1990). Env kodiert fur die
Glycoproteine der Virushille, die als das Vorlauferprotein gpl160 synthetisiert
und dann durch eine zellulare Protease geschnitten werden, wobei das
Oberflachenprotein gp120 (SU) und das Transmembranprotein gp4l (TM)
entstehen.

HIV-1 verfligt als komplexes Retrovirus Uber sechs weitere offene Leseramen,
die unter anderem fir die regulatorischen Proteine Tat und Rev kodieren, die
die virale Transkription aktivieren (Tat) bzw. den Transport unvollstdndig oder
nicht gespeildter viraler RNAs ermoglichen (Rev). Weitere akzessorische
Proteine sind Nef, Vpu, Vpr, und Vif, deren Funktion noch nicht vollstandig
geklart ist. (Frankel und Young, 1998).

MA CA NC p6 vpu rev2
\ / PR vif
L7l rRT [ N ] tat nef
ver - [ ™ [ su ]
revl

5LTR gag pol env 3'LTR
Provirus: m

U3 R U5 U3 R U5
RNA- o)
Genom: ® ’ AAA...
B

L\Primer t-RNA
Cap

Abb.1.2: Genomorganisation von HIV-1

Der Obere Teil der Abbildung zeigt die offenen Leserahmen der viralen Proteine (Nomenklatur
nach Leis et al., 1988): MA: Matrix; CA: Kapsid; NC: Nukleokapsid; PR: Protease; RT: Reverse
Transkriptase; IN: Integrase; TM: transmembranales Glykoprotein (gp 41); SU Oberflachen-
Glykoprotein (gp120). Die akzessorischen Proteine sind kursiv dargestellt. Im mittleren Teil ist
die provirale DNA dargestellt und im unteren das RNA-Genom mit dem Verpackungssignal (?)
und der Primer t-RNA.
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1.4 Der Replikationszyklus von HIV

Die Infektion einer Zelle mit HIV beginnt mit der Bindung des viralen
Glycoproteins gpl120 an den CD4-Rezeptor der Zielzelle (Klatzmann et al.,
1984) und einen Korezeptor, der zur Familie der Chemokinrezeptoren gehort
(Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996). Dieses Bindungsereignis induziert
konformelle Veranderungen im Transmembranprotein gp41, die zur Fusion der
Virusmembran mit der Plasmamembran der Zielzelle und zur Freisetzung des
Viruskapsids in das Zytoplasma fihren (Perez et al., 1992; Gabuzda et al.
1992). Noch im Zytoplasma wird das RNA-Genom mit Hilfe der Reversen
Transkriptase in doppelstrangige DNA umgeschrieben. Nach der Dissoziation
der Kapsidhulle formiert sich der Praintergrationskomplex (PIC), der vermutlich
aus dem viralen Genom in Form von doppelstréangiger DNA, Matrixmolekdlen,
Reverser Transkriptase, Integrase und Vpr besteht. Der PIC wird dann in den
Zellkern transportiert, wo das virale Enzym Integrase die Integration der viralen
DNA in das Wirtsgenom katalysiert (Brown et al., 1987; Bushman et al., 1990).
Die DNA dieses Provirus wird nun unter Ausnutzung der zellularen Maschinerie
transkribiert, wobei zunachst die Gene tat, rev und nef transkribiert werden
(Muesing et al., 1985). Dabei dient Tat nach Bindung an seinen cis-
regulatorischen Faktor TAR zur Erhéhung der Transkriptionsrate (Kao et al.,
1987; Muesing et al., 1987). Das virale Protein Rev transportiert ungespleifdte
RNAs und unvollstandig gespleiRte mRNAs, die fur Strukturproteine kodieren,
in das Zytoplasma (Rosen et al., 1985; Malim et al., 1989). Env wird im rauhen
endoplasmatischen Retikulum (rER) synthetisiert und nach der Glycosylierung
Uber den Golgi-Apparat zur Zellmembran transportiert. Dort wird das
unprozessierte gpl60-Vorlauferprotein mit Hilfe zellularer Proteasen in das
Oberflachenprotein gp120 und das Tansmembranprotein gp41l gespalten, die
nicht kovalent verbunden und als Oligomere in die Zellmembran eingelagert
werden (McCune et al., 1988). Im Gegensatz dazu erfolgt die Translation der
Gag- und Gag-Pol-Polyproteine im Zytoplasma. Die unprozessierten
Polyproteine werden an die Plasmamembran transportiert und dort
zusammengelagert. Zusammen mit zwei Kopien ungespleil3ter genomische
viraler RNA bilden Gag und Gag-Pol unreife Viruspartikel, die unter Aufnahme
der Hdullproteine aus der Zellmembran knospen. Bereits auf3erhalb der

Wirtszelle werden die Gag- und Gag-Pol-Polyproteine mit Hilfe der viralen
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Protease in ihre Bestandteile (Matrix, Kapsid, Nucleokapsid, p6, Protease
Reverse Trankriptase und Intergrase) gespalten, wodurch reife Viruspartikel
entstehen.

Vinusredtung
Tesfall dar Virushilia
Reverse Transkriplon

/ Tallkemimport

]
g

Abb.1.3: Schematische Darstellung des Replikationszyklus von HIV-1
Die Abbildung zeigt wichtige Schritte im Replikationszyklus von HIV-1. Die einzelnen Schritte
sind im Text erklart.

1.5 Variabilitat von HIV-1

Wie bei vielen anderen Lentiviren, findet man bei HIV eine grol3e Anzahl an
Sequenzvariationen zwischen den Isolaten aus verschiedenen Patienten (Shaw
et al., 1984; Wain-Hobson et al., 1985). Diese hohe Variabilitat wird vor allem
auf die hohe Fehlerrate bei der Reversen Transkription zuriickgefuihrt. Die
Reverse Transkriptase verfiigt im Gegensatz zu anderen DNA-Polymerasen
Uber keinen Mechanismus zum Korrekturlesen der synthetisierten DNA,
wodurch es zu einer hohen Mutationsrate kommt. Auch im Vergleich zu den
Reversen Trankriptasen anderer Retroviren zeigt die von HIV-1 eine in vitro
zehnfach erhohte Fehlerrate (Preston et al., 1988; Roberts et al., 1988). Die
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hohe Mutationsrate erlaubt dem Virus, sich permanent vor der Immunreaktion
der Korpers zu schitzen und Resistenzen gegen antivirale Therapeutika zu
entwickeln. Zum Zeitpunkt der Serokonversion findet man in einem Patienten
meistens eine sehr homogene Viruspopulation (Zhu et al., 1993), wahrend man
in langzeitinfizierten Individuen die Entwicklung von sogenannten Quasispezies
beobachtet, die sich in Sequenz und Phanotyp oft stark unterscheiden.
(Simmonds et al., 1990).

Der unterschiedliche Virusphanotyp spielgelt sich im Wirtszelltropismus wider.
Frihe HIV-1-Isolate wurden auf immortalisierten T-Zelllinien herangezichtet
und durch extensives Passagieren an diese adaptiert. Diese T-Zell-adaptierten
Virusstamme haben die Eigenschaft grof3e Syncytien in T-Zelllinien und
peripheren Blutlymphozyten (engl.: peripheral blood monocytes; PBMC) zu
induzieren, weshalb sie als Syncytium-induzierende (Sl) Viren bezeichnet
werden. Der grofdte Teil der T-Zell-adaptierten Stamme repliziert in
Makrophagen nur ineffizient (Ho et al., 1986; Nicholson et al.,, 1986). Diese
Virusstdmme stellen Prototypen fur primare Sl-Viren dar, die aus etwa 50% der
symptomatischen HIV-1-Patienten isoliert werden (Koot et al., 1993,
Schuitemaker et al., 1992). Primare SlI-Viren sind ebenfalls in der Lage T-
Zelllinien zu infizieren und Syncytien zu induzieren, wahrend ihre Fahigkeit
Makrophagen zu infizieren kontrovers ist. Der Grol3teil der HIV-1-Isolate, indem
auch die aus asymptomatischen Patienten enthalten sind, infizieren
Makrophagen und primére T-Zellen, sind aber nicht in der Lage in T-Zelllinien
zu replizieren. AuBerdem induzieren sie keine Symcytien in PBMC, weshalb sie
als nicht-Synsytium.induzierende (NSI) Viren bezeichnet werden. Heute weiss
man, dass der unterschiedliche Zelltropismus auf die Korezeptornutzung
zurtickgefuhrt werden kann, und dass NSI-Viren CCR5 als Korezeptor nutzen,
wahrend SI-Viren in der Lage sind, die Zielzelle Uber CXCR4 oder beide
Chemokinrezeptoren zu infizieren (siehe 1.6.1).

Die grof3te Sequenzvariabilitat findet sich im env-Gen, was darauf zuriickgefuhrt
werden kann, dass das Hullprotein dem starksten immunologischen Druck
ausgesetzt ist. Innerhalb des Oberflachenglykoproteins gpl120 werden funf
konservierte (C1-C5) und funf variable Regionen (V1-V5) unterschieden (Alizon
et al., 1986; Starcich et al., 1986). Als variabel werden dabei Regionen

bezeichnet, bei denen nicht mehr als 25% der Aminosaurereste konserviert sind
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(Modrow et al., 1987). Die variablen Regionen weisen dabei nicht nur
Aminosauresubstitutionen auf, sondern héaufig auch kurze Insertionen oder
Deletionen (Alizon et al., 1986; Starcich et al., 1986).

Die variablen Regionen V3 und V1-V2 sind am Eintritt des Virus in die
Wirtszelle beteiligt (Wyatt et al., 1995) und sollen an dieser Stelle genauer
beschrieben werden. Die dritte variable Region (V3) qilt als Haupt-
Neutralisationsdoméne des gp120 (Moore und Nara, 1991; Parren et al., 1999)
und kann die humorale Immunantwort des Wirtes induzieren (Haigwood et al.,
1991; Clerici et al., 1989; 1991). Die V3-Domane ist im Durchschnitt 33
Aminosauren lang und besitzt neben den Cysteinresten, die die Schleife
begrenzen, ein weiteres konserviertes Motiv, das die Spitze des V3-loop bildet.
Dieses Motiv dient unter anderem als Merkmal zur Einordnung von Isolaten zu
verschiedenen Subtypen. Der in Europa vorherrschende Subtyp B zeichnet sich
durch die konservierte Sequenz GPGR aus.

Fur die V1-V2-Region wurden neben den begrenzenden Cysteinresten keine
derartigen konservierten Motive beschrieben. Vielmehr scheint die Variabilitat
dieser Regionen noch hoher zu sein als bei V3, was sich vorallem in der stark

variierenden Lange der Sequenzen zeigt

1.6 Eintritt von HIV-1 in die Wirtszelle

Ein Grof3teil der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit basiert auf dem
Zusammenspiel von gp120 und den zellularen Rezeptoren beim Eintritt von
HIV in die Zelle. Aus diesem Grund soll der Viruseintritt in die Zelle genauer

beschrieben werden.

1.6.1 Rezeptoren von HIV-1

Schon zu Beginn der AIDS-Epidemie zeigten Untersuchungen, dass HIV-1
bevorzugt T-Helferzellen infiziert (Klatzmann et al., 1984a). Es stellte sich
heraus, dass der charakteristische Oberflachenmarker dieser T-Helferzellen,
CD4 als Rezeptor fir die HIV-Infektion dient (Dalgleish et al., 1984; Klatzmann
et al.,1984b).
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Schon bald zeigte sich jedoch, dass fir effizienten Viruseintritt in die Wirtszelle
weitere Kofaktoren oder Korezeptoren notwendig sind (Sattentau und Weil3,
1988), da die Expression von CD4 nicht bei allen Zelltypen eine Infektion
erlaubte. Versuche, bei denen humaner CD4-Rezeptor auf nicht-Primaten-
Zellen, wie z.B. Mauszellen exprimiert wurde, zeigten, dal3 CD4 nicht als
alleiniger Rezeptor fur HIV dienen kann (Clapham et al., 1991; Maddon et al.,
1986). Es wurde aulRerdem deutlich, dass die zusatzlich notwendigen Faktoren
humanspezifisch sein missen. Dies und die Tatsache, dass die
Zusammensetzung des Hiillproteins sich auf die Fahigkeit Makrophagen zu
infizieren auswirkt (Cheng-Mayer et al., 1990), lie3 darauf schliel3en, dass der
Zelltropismus von HIV-1 durch diese unbekannten Korezeptoren gepragt wird
(Broder und Berger, 1995).

Nach langer intensiver Forschung, konnte schlie3lich ein mit einem G-Protein
verbundener Rezeptor mit sieben Transmembrandomanen (engl.: seven
transmembrane G protein coupled receptor; 7TM GPCR) als Korezeptor fur
HIV-1 identifiziert werden. Es handelte sich dabei um den Chemokinrezeptor
CXCR4 (Feng et al., 1996). CXCR4 dient als Korezeptor fur T-Zell-adaptierte
Laborstamme, was vermuten liel3, dass die makrophagentropen Isolate einen
weiteren Korezeptor nutzen. Cocci et al. publizierten 1995, den inhibitorischen
Effekt der 3-Chemokine RANTES (engl.: regulated upon activation, normal T-
cell expressed and secreted), MIP-1a (engl.: macrophage inflammatory protein)
und MIP-13 auf makrophagentrope Viren. Kurz darauf wurde der dazugehoérige
Rezeptor CCR5 gefunden (Samson et al., 1996), der als Korezeptor fur
makrophagentrope HIV-1 Isolate identifiziert wurde (Alkhatib et al., 1996; Choe
et al., 1996; Denget al., 1996; Dragic et al., 1996). Doranz et al., zeigten 1996,
dass es neben CCR5 bzw. CXCR4-nutzenden Viren auch solche gab, die beide
Rezeptoren nutzen konnten und damit dualtrop waren. In der Zwischenzeit
wurden weitere mogliche Korezeptoren fur die HIV-1-Infektion entdeckt, die
allesamt Mitglieder der 7TM GPCR-Familie sind (Tabelle 1.1). Diese
alternativen Korezeptoren werden mit geringerer Effizienz genutzt und ihre

Rolle bei der in vivo Infektion wird in Frage gestellt.
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Tab. 1.1 HIV-Korezeptoren

Korezeptor Virus Zelltyp / Gewebe Literatur
CCR1 HIV-2 aktivierte T-Zellen, Guillon et al., 1998;
Monozyten/Makrophagen,  McKnight et al., 1998
dendritische Zellen
CCR2b HIV-1, HIV-2 Monozyten/Makrophagen, Chen, et al., 1998;
T-Zellen Doranz et al., 1996
CCR3 HIV-1, HIV-2 Eosinophile, Mikroglia, Choe et al., 1996;
Th2 Sol et al., 1997
CCR4 HIV-2 T2, Gehirn McKnight et al., 1998;
Owen et al., 1998
CCR5 HIV-1, HIV-2 aktivierte T-Zellen, Deng et al., 1996;
Monozyten/Makrophagen,  Sol et al., 1997
dendritische Zellen
CCRS8 HIV-1, HIV-2 Th2, Thymozyten, Gehirn Rucker et al., 1997
CCR9 HIV-1 Lymphozyten, Gehirn, Choe et al., 1998
Plazenta
CXCR2 HIV-2 Neutrophile, Gehirn Bron et al., 1997
CXCR4 HIV-1, HIV-2 Lymphozyten, Feng et al., 1996;
Monozyten/Makrophagen,  Schols und De Clercq,
Gehirn, Progenitorzellen 1998
CXCR5 HIV-2 B-Zellen Kanbe et al., 1999;
Cx3CR1 HIV-1, HIV-2 Natlrliche Killerzellen, Reeves et al., 1997;
CD8-T-Zellen, Gehirn Rucker et al., 1997
GPR1 HIV-1, HIV-2 Gewebe-Makrophagen, Farzan et al., 1997,
Gehirn Shimizu et al., 1999
GPR15 (BOB) HIV-1, HIV-2 T-Zellen, Darm Deng et al., 1997;
Farzan et al., 1997
STRL33 (Bonzo) HIV-1, HIV-2 T-Zellen, Deng et al., 1997,
Monozyten/Makrophagen  Liao et al., 1997
Plazenta
V28 HIV-1, HIV-2 Lymphozyten, Neuronen Combadiere et al., 1998,
Reeves et al., 1997
APJ HIV-1, HIV-2 CNS Choe et al., 1998 ;
Edinger et al., 1998
ChemR23 HIV-1 Makrophagen, Dendritische Samson et al., 1998
Zellen
RDC1 HIV-1, HIV-2 Lymphoztzen, Gehirn Shimizu et al., 2000
CMV (US28) HIV-1, HIV-2 CMV-infizierte Zellen Pleskoff et al., 1997
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1.6.2 Interaktion zwischen Hillprotein und Rezeptoren

Beim ersten Schritt des Viruseintritts in die Zelle, bindet gp120 an den CDA4-
Rezeptor (siehe Abb. 1.3a). Die CD4-Bindungsdomane liegt in der vierten
konservierten Region (Lasky et al., 1987; Nygren et al., 1988), wobei andere
Bereiche des Oberflachenproteins offensichtlich ebenfalls eine Rolle bei der
Bindung spielen (Kowalsky et al., 1987; Olshevsky et al., 1990; Posner et al.,
1991). Neben der Anheftung des Virus an die Oberflache der Wirtszelle, bewirkt
dieser Bindungsschritt, wie in Abb. 1.3b dargestellt ist, konformelle Verander-
ungen im gpl20, wodurch Epitope exponiert werden, die normalerweise
verdeckt sind (Thali et al.,1993). Zu diesen CD4-induzierten Epitopen gehort
auch die Bindungsstelle fur den Korezeptor, die durch Kokristallisierungs-
versuche charakterisiert wurde (Kwong et al., 1998; Wu et al., 1996). Die
Korezeptorbindungsstelle besteht aus vier antiparallelen R-Faltblattern, die
zwischen den auf3eren und den inneren Doméanen von gpl120 liegen. Sie wird
im nativen Stadium wahrscheinlich von den V1-V2- und V3-Schleifen verdeckt.
Die Bindung des gp120 an den CD4-Rezeptor induziert die Umlagerung der
inneren und aul3eren Domé&nen ebenso wie die der V1-V2 und der V3-Region,
wodurch die [-Faltblatt-Struktur freigegeben und die Korezeptorbindung
ermoglicht wird. Durch Mutationsexperimente und Studien mit Antikorpern,
konnte gezeigt werden, dald der V3-loop einen Einflul3 auf die Determination der
Korezeptornutzung hat (Choe et al., 1996; Speck et al., 1997; Trkola et al.,
1996; Wang et al., 1999, Xiao et al., 1998), wobei auch andere Regionen, wie
V1-V2, eine Rolle spielen (Cho et al., 1998).

Die Bindung des Korezeptors fuhrt dann zu weiteren konformellen
Veranderungen im Hdullprotein, die noch nicht naher geklart sind. Dem
derzeitigen Modell entsprechend, wird das gp41 durch diese Verdnderungen in
einen Fusions-aktiven Zustand versetzt. Man vermutet, dass das gp41, wenn es
mit gpl20 assoziiert ist, in einer metastabilen ,non-coiled-coil* Konformation
existiert. Im aktiven Zustand dient, ahnlich dem HAi/HA, vermittelten
Mechanismus der Influenza A und B Viren eine ,coiled-coil* Formierung als
eine Art Sprungfedermechanismus, der die virale Membran néher an die Zell-
membran bringt (Chan et al., 1997; Weissenhorn et al., 1997). Vermutlich wird
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a) Target cell coreceptor

b) Target cell coreceptor

d) Target cell

Abb.1.4: Schematisches Modell fir den Zelleintritt von HIV-1 (nach Poignard et al., 2001)

Dargestellt sind wichtige Schritte im Zelleintritt von HIV-1: a) Der erste Schritt ist die Bindung
des gpl20 Oberflachenproteins an das CD4-Molekil auf der Zielzelle. b) Die Bindung von
gp120 an CD4 fiihrt zu konfomellen Anderungen im Hiillprotein, wodurch die Bindungsstelle fir
den Korezeptor freigegeben wird. c) Das gp41 Fusionspeptid wird in die Membran der Zielzelle
inseriert. d) Die Formierung einer ,coiled-coil“-Struktur fihrt zur Membranfusion und Viruseintritt.
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durch die konformellen Veranderungen, die durch die Korezeptorbindung
ausgelost werden, das gp41l Fusionspeptid in die Wirtszellmembran inseriert
(Abb.1.3c; Gallaher, et al., 1987; Chan et al., 1997; Weissenhorn et al., 1996;
Weissenhorn et al., 1997; Chang et al., 1999). Es kommt dann erneut zu einer
Konformationsdnderung und zur Bildung der ,coiled coil* Struktur, die parallel
zur Zellmembran liegt (Chan et al., 1997; Weissenhorn et al., 1997). Durch
diese Formation werden die virale und die zellulare Membran zueinander

gezogen und es kommt zur Membranfusion (Abb.1.3d; Hunter et al., 1997).

1.7 HIV und T-Zelldifferenzierung

Im Verlauf einer HIV-Infektion beobachtet man einen fortschreitenden Verlust
CD4-positiver T-Zellen. Diesen Zellen kommt eine regulatorische Funktion bei
der Immunantwort zu (Chesnut und Grey, 1986), weshalb sie auch als T-
Helferzellen bezeichnet werden. Die massive Depletion und Dysfunktion der
CDA4*-Zellen filhrt zum Zusammenbruch des Immunsystems und zur Ausbildung
des Krankheitshildes AIDS. Wodurch die T-Zell-Depletion verursacht wird, ist
bis heute noch nicht vollstandig geklart. In diesem Zusammenhang werden
verschiedene Mechanismen der Zerstérung bzw. mangelhaften Differenzierung
der CD4-positiven Zellen diskutiert. Zum einen wurde festgestellt, dass HIV-
Patienten eine aul’ergewohnlich hohe Rate apoptotischer T-Helferzellen
aufweisen (Laurent-Crawford et al., 1991). Im SIV-Tiermodell konnte auRerdem
gezeigt werden, dass ein Zusammenhang zwischen der erhéhten Apoptoserate
und der fortschreitenden Erkrankung besteht (Reinberger et al.,, 1999).
Andererseits stellten Anderson et al., (1997) fest, dass die Anzahl der bei einer
HIV-Infektion taglich durch Apoptose untergehenden CD4*-Zellen um zwei
Zehnerpotenzen niedriger ist als normalerweise taglich neu gebildet werden.
Daraus wurde gefolgert, dass die Hauptursache des T-Zell-Verlustes eine
gestorte Produktion dieser Zellen ist (Heeney et al,.1995; Fleury et al., 1998).
Hellersteinet al. (1999) beobachteten bei Patienten, die unter HAART-Therapie
standen, bereits nach 12 Wochen einen dramatischer Anstieg der CD4'-
Population. Die Inhibition der T-Zell-Produktion konnte also durch Suppression
der Virusreplikation aufgehoben werden. Als Ursache fir die gehemmte

Produktion von T-Helferzellen kommen Stérungen in Knochenmark und
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Thymus sowie Zellzyklusstérungen in Frage. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich,
dass die Differenzierung im Thymus gestort ist, da in allen Stadien der
Erkrankung Infektion im Thymus (Stroma und Thymozytenpopulation) gezeigt
werden konnte und aufRerdem die Architektur des Thymus bei HIV-Patienten
zerstort ist (Rosenzweig et al., 1993). Dariber hinaus wurde bei HIV-1-
infizierten Kindern eine Thymus-Dysfunktion festgestellt (Kourtis et al., 1996).
Es ist also von besonderem Interesse, den Einflul3 einer HIV-Infektion auf die

Vorgange im Thymus zu untersuchen.

1.7.1 T-Zelldifferenzierung im Thymus

Wahrend lange Zeit davon ausgegangen wurde, dass der Thymus nur wahrend
der Ontogenese eine Rolle spielt, weil3 man jetzt, dass er auch fur das adulte
Immunsystem von Bedeutung ist. Im Thymusgewebe findet die Differenzierung
von CD34-positiven haematopoetischen Stammzellen zu reifen T-Zellen statt.
T-Zellen differenzieren aus CD34-positiven haematopoetischen Stammzellen,
die im Knochenmark gebildet werden, und lber die Blutbahn in den Thymus
einwandern. Wodurch die, fir die T-Zell-Differenzierung bestimmten
Vorlauferzellen charakterisiert sind, ist noch nicht vollstandig geklart. Man weil3,
dass pluripotente Vorlauferzellen in Knochenmark und fétaler Leber weder
CD45RA noch CD10 exprimieren, wahrend beide Marker auf den CD34-
positiven Zellen im Thymus exprimiert sind (Res et al., 1996). Galy et al. (1995)
definierten eine Population im Knochenmark, bei der ebenfalls alle drei
Antigene detektiert wurden. Sie stellten fest, dass diese Zellen nicht mehr
pluripotent waren, aber zu T-Zellen, Natlrlichen Killerzellen, B-Zellen und
Dendritischen Zellen differenzieren konnten, weshalb sie als allgemeine
lymphoide Progenitorzellen (engl.: common lymphoid progenitors; CLP)
bezeichnet wurden. Vermutlich handelt es sich bei den Vorlauferzellen, die in
den Thymus einwandern, um CLP, da sowohl der Phanotyp, als auch das
Differenzierungspotential diesem Zelltyp entspricht (Res et al., 1996; Martinez
et al., 1998). Die folgende Differenzierung zu reifen T-Zellen laf3t sich durch
Expression bzw. Herunterregulieren charakteristischer Oberflachenantigene
beobachten.
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Die unreifsten Zellen im Thymus stellen CD34-positive Zellen dar, die entweder
kein oder nur sehr wenig CD38 exprimieren (Res et al., 1996). Im né&chsten
Stadium der Thymopoese wird die Expression von CD5 auf der Zelloberflache
beobachtet. Diese CD34'CD5'CD1a Thymozyten kénnen sich zumindest noch
zu T-Zellen und Natirliche Killerzellen entwickeln (Sanchez et al., 1994). Die
Expression von CDla markiert den nachsten Schritt in der T-Zell-
Differenzierung. Die CD34'CD1a’-Zellen haben nun auch ihre Fahigkeit, zu
Natirlichen Killerzellen zu differenzieren verloren, und sind somit vollstandig
der T-Zelllinie zuzuordnen (Heemskerk et al., 1997). Im AnschluR an das
CD34"CD1a’-Stadium beobachtet man die Expression von CD4 auf der
Zelloberflache, die von einem fast vollstandigen Herunterregulieren des CD34-
Markers begleitet wird. Es handelt sich um unreife einfachpositive CD4-Zellen
(engl.: immature singlepositive; ISP), die den T-Zellmarker CD3 noch nicht auf
ihrer Zelloberflache exprimieren (Del Porto et al., 1995; Ramiro et al., 1996).
Das Stadium der CD4 ISP-Zellen wird von einer Expression von CD8 und dem
T-Zellmarker CD3 gefolgt (Blom et al., 1997). SchlieBlich kommt es zur
Herunterregulation von CD4 oder CD8, wodurch reife CD4- oder CD8-T-Zellen
entstehen, die in die Blutbahn wandern.

Knochenmark Thymus —~ Blutbahn

_\B\Iutbahn/_ D8
CDeo) ™
CD2
CD69 \
CD4
l CDeg ™™
7 —

B-Zelle _/

natlrliche Killerzellen

CDla CD3

v
4

Abb.1.5: Schematische Darstellung der T-Zell-Differenzierung

Die Abbildung zeigt charakteristische Schritte in der T-Zell-Differenzierung von der multi-
potenten Stammzelle (engl.. common lymphoid progenitor; CLP) im Knochenmark, Uber
verschiedene Differenzierungsstadien im Thymus bis zu reifen CD4- bzw. CD8-T-Zelle, die in
die Blutbahn wandert.
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1.7.2 Der Einfluss einer HIV-Infektion auf die T-Zell-Differenzierung

Untersuchung des Thymus von HIV-infizierten Patienten zeigte eine zerstorte
Thymusarchitektur, die sich sowohl durch Schaden im Parenchym als auch
durch den Verlust lymphoider Zellen manifestierten (Rosenzweig et al., 1993).
Einige Studien ergaben, dass sich die Thymozyten-Depletion vor allem auf
CD4/CD8-doppelpositive Zellen im Thymuscortex beschrankt (Papiernik et al.,
1992). Die Zerstorung und Dysfunktion des Thymus kann mehrere Ursachen
haben. Es ist unbestritten, das HIV-1 in der Lage ist, die Integritdt der
Epithelzellen im Thymus und die Produktion notwendiger Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren zu stéren. Daten Uber die Infektion des Thymusstroma
mit HIV sind jedoch kontrovers (Schnittmann et al., 1991; Ramarli et al., 1996).
Die gestorte T-Zell-Differenzierung kann andererseits auch das Resultat einer
Infektion von Thymozyten sein, wobei sowohl die Eliminierung von Zellen direkt
durch Infektion, als auch indirekt durch Zerstérung benachbarter Zellen eine
Rolle spielen kdonnte (Su et al., 1995). Es ist gesichert, dass die in der
Differenzierung spéater auftretenden Subpopulationen der CD4 ISP und der
CD4/CD8-doppelpositiven Zellen mit HIV-1 infiziert werden kdnnen (Gaulton et
al., 1997). Es gibt aulerdem Publikationen daruber, dass bereits frihe Stadien
der T-Zell-Differenzierung, wie die CD34-positiven CLP, die in den Thymus
einwandern, Zielzellen fur HIV-1 darstellen. Es ist also von grof3er Bedeutung
fur das Verstandnis, der HIV-Pathogenese, zu bestimmen, welche
Thymozytensubpopulationen durch HIV-1 infizierbar sind. Des Weiteren ware
es interessant, herauszufinden, welchen Einfluss eine Infektion friher Stadien

auf die Differenzierung hat.

1.8 Aufgabenstellung

HIV-1 weist, vor allem im Hullprotein gp120, eine hohe Sequenzvariabilitat auf,
die sich im Wirtszelltropismus widerspiegelt. Dabei wird sowohl Variabilitat
zwischen Isolaten aus verschiedenen Patienten beobachtet, als auch
Veranderung der vorherrschenden Virusvariante im Verlauf einer HIV-Infektion.
Es wird diskutiert, ob ein Zusammenhang zwischen Virusevolution und

Krankheitsverlauf des Patienten besteht.
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Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den Eigenschaften des variablen
Hullproteins von HIV-1 im zeitlichen Verlauf der HIV-Infektion. Dazu sollte das
env-Gen HIV-1 positiver Patienten, deren Therapiebeginn in unterschiedlichen
Krankheitsstadien initiiert wurde, untersucht werden. Mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) wurde die vorherrschende Variante des env-Genes aus
Blutproben der Patienten amplifiziert, um rekombinante Klone herzustellen.
Wenn mdoglich, sollten mehrere Klone aus sequentiellen Blutproben von
Patienten hergestellt werden.

Die genotypischen Charakterisierung der rekombinanten Klone erfolgte durch
Sequenzierung der variablen Regionen V1-V2 und V3 des env-Gens. Die
Sequenzdaten dienen dazu, sowohl Variabilitéat innerhalb der Patientengruppe
als auch zeitliche Veradnderungen aufzuzeigen. Die phanotypische
Charakterisierung, im Bezug auf Zelltropismus und Nutzung unterschiedlicher
Korezeptoren, sollte durch Infektionsversuche auf speziellen Indikatorzellinien
und Priméarzellen erfolgen. Basierend auf der Phanotypisierung kann tberpruft
werden, ob eine Korrelation zwischen Virusphanotyp und Krankheitsstatus des
Patienten besteht. Die Ergebnisse aus der genotyischen und phéanotypischen
Charakterisierung sollten aufRerdem fir Analysen zur Vorhersage des
Phanotyps von Virusvarianten verwendet werden.

Gut charakterisierte rekombinante Virusklone stellen die Basis fur verschiedene
in vitro Infektionsstudien dar. Fur die Untersuchung der HIV-1-Pathogenese ist
es besonders interessant, Infektionsstudien auf Thymozyten in verschiedenen
Differenzierungsstadien, von der haematopoetischen Stammzelle zur reifen T-
Zelle, durchzufuhren. Aus diesem Grund wird im zweiten Teil der vorliegenden
Arbeit versucht, ein in vitro System zu etablieren, mit dem es moglich sein
sollte, haematopoetische Stammzellen zu reifen T-Zellen zu differenzieren. In
zukUnftigen Projekten soll ein solches System eingesetzt werden, um die
gezielte Infektion einzelner T-Zell-Differenzierungsstadien durch charakterisierte

HIV-1-Klone zu ermdglichen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Die meisten der verwendeten Chemikalien hatten den Reinheitsgrad ,zur
Analyse“ und wurden von folgenden Lieferanten bezogen: Merck (Darmstadt),
Sigma (Deisenhofen), Serva (Heidelberg), Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg i.Br.), Roth (Karlsruhe), Riedel de Haen (Seelze) und Roche
(Mannheim).

2.1.2 Puffer und Losungen

Zur Herstellung von Puffern und anderen Lésungen wurde destilliertes Wasser
aus einer Millipore Filtrationsanlage verwendet (MilliQ). Die pH-Werte der

Lésungen wurden bei Raumtemperatur eingestellt.

Tab. 2.1 Haufig verwendete Puffer und Medien

Bezeichnung Zusammensetzung

Tris-HCI 1M Tris, pH8,0 mit HCI

TE-Puffer 10mM Tris-HCI, pH8,0; 0,5 mM EDTA

LOsung | 25mM Tris-HCI, pH8,0; 10 mM EDTA, 50 mM Glucose
Losung I 1% SDS, 0,2 M NaOH

Losung I 3M Kalium Acatat, pH5,0

TE/RNase TE-Puffer mit 50 pg/ml RNaseA

50 x TAE-Puffer 2M Tris-Base, 0,25 M Essigséure, 0,05 M EDTA
5 x DNA-Ladepuffer 50% Gylcerin, 20nM Tris-HCI, pH8,0; 20 mM EDTA,

fiir Agarosegele 0,01% Brom-Phenolblau

PBS 120 mM NacCl, 17 mM NayHPOg4, 3 mM KHyP Oy, pH7,2
MACS-Puffer PBS, 5mM EDTA, 0,5% FCS

PBS-Tween PBS, 0,5% Tween

HeBS 280 mM NaCl, 10 mM KCI, 1,5 mM Nay;HPO4:2H,0,

12 mM Dextrose, 50 mM HEPES, pH7
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2.1.3 Kits

In der vorliegenden Arbeit wurden Kits von folgenden Firmen eingesetzt:

Tab. 2.2 verwendete Kits

Bezeichnung Hersteller

Jet-Sorb Gel Extraktions Kit Genomed, Bad Oeyenhausen

QIAquick Qiagen, Hilden

QIAfilter Plasmid Midi/Maxi Kit Qiagen, Hilden

NucleoBond PC 100/500 Macherey-Nagel

DNAzol Gibco, BRL

DCTS-Kit Beckman-Coulter, Krefeld

CD34 Direct Isolation Kit Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

PKH26 Sigma

1kb DNA-Mokekulargewichtsmarker New England Biolabs,
Schwalbach/Taunus

2.1.4 Enzyme

Restriktionsenzyme, T4-DNA Ligase, T4-DNA Polymerase, Klenow Enzym,
thermostabile DNA-Polymerasen, alkalische Phosphatase und RNase A wurden
von folgenden Firmen bezogen: New England Biolabs (Schwalbach/Taunus),
Roche Mannheim (Mannheim), Pharmacia (Freiburg i.Br.), Stratagene
(Heidelberg), MBI-Fermentas (St.Leon-Roth) und Sigma (Deisenhofen). Die
Aufbewahrung erfolgte grundsétzlich bei -20°C.

2.1.5 Oligonukleotide

Fur PCR-Reaktionen und Sequenzierungen wurden folgende Oligonukleotide

(engl.: Primer) eingesetzt:
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Tab. 2.3 Verwendete Oligonukleotide

Primer Sequenz Spezifitat

A GGCTTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAA HIV-1 env (+); PCR

N CTGCCAATCAGGGAAGTAGCCTTGTGT  HIV-1env (-); PCR

C TTGTGGGTCACCGTCTATGGGEG HIV-1 env (+); PCR

Mn ATTTGCGGCCGCTAGCCCTTCCAGTCCCC  HIV-1 env (-); PCR
CCTTTTCTTTTA

7029 TGGCAGT CTAGCAGAAGAAG V3 (+); Sequenzierung

7382 ATTACAGTAGAAAAATTCC V3 (-); Sequenzierung

SR1 GCTGTTAAATGGCAGTCT V3 (+); Sequenzierung

SR2 CCTCCACAATAAAAACTG V3 (-); Sequenzierung

6447 GTACCCACAGACCCCAAC V1-V2 (+); Sequenzierung

7029 CTTCTTCTGCTAGACTGCCA V1-V2 (+); Sequenzierung

2.1.6 Medien und Reagenzien fur die Arbeit mit Bakterien

Die Medien (Sambrook et al., 1989) und alle Losungen fur die Arbeit mit

Bakterien oder rekombinanter DNA wurden direkt nach der Herstellung durch

Autoklavieren sterilisiert oder sterilfiltriert. Nach Bedarf wurde dem LB-Medium

far Flussigkulturen oder Agarplatten nach Erkalten 100 ng/ml Ampicillin (LBamp)

zugefugt.

Tab. 2.4 Medien fir die Arbeit mit Bakterien

Bezeichnung

Zusammensetzung

LB-Medium 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt und 5 g/l NacCl.

LB-Agar LB-Medium mit 1.5% Agar wurde nach dem Abkuhlen in
sterile 10 cm Kunststoff-Petrischalen gegossen und bei
4°C aufbewabhrt.

SOB-Medium 209/l Trypton, 59/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI.
Vor Gebrauch Zugabe von je 10 mM MgCl, und MgSQO;4

TB-Puffer 10 mM Pipes, 55 mM MnCl,, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl,
pH 6.7, sterilfiltriert und bei 4°C aufbewabhrt.

Ampicillin 100mg/ml in Wasser, sterilfiltriert und bei —-20°C

aufbewahrt
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Fir alle Klonierungsarbeiten wurde der Escherichia coli (E. coli) Stamm XL-1
Blue der Firma Stratagene (Heidelberg) verwendet. Dieser hat die folgenden
Genotyp-Merkmale: hsdR17, endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl,
lac[F", proAB, lacfZDM15, Tn10,(Tet)] und zeichnet sich durch eine besonders

niedrige Rekombinationsfrequenz und eine hohe Transformierbarkeit aus.

Fir Klonierungsarbeiten wurde der Vektor pNL4.3 benutzt, ein proviraler Klon
des Laborstammes NL4.3, der in pBluescript inseriert wurde. Durch
Mutagenese wurde an Position 6331 eine BstEll-Schnittstelle eingefugt (Polzer
et al., 2001). Fur die Herstellung rekombinanter Klone wurde das env-Gen von
NL4.3 mit Xhol und BstEll herausgeschnitten und durch entsprechende

Patienten-envs ersetzt.

2.1.7 Materialien fur die Zellkultur

Plastikwaren fir die Zellkultur stammten von den Firmen Nunc (Wiesbaden-
Biebrich), TPP (Trasachingen, Schweiz), Corning (New York, USA). Netwell-
Einsétze wurden von der Firma Corning (New York, USA) bezogen. Fur die
Organkultur wurden Nitrozellulose-Filter der Firma Millipore und Nucleopore-

Filter der Firma Schleicher und Schull (Dassel) eingesetzt.

2.1.8 Medien und Medienzusatze fir die Zellkultur

Tab. 2.5 Zellkulturmedien

Bezeichnung Zusammensetzung

RPMI 1640 Rosewell Park Memorial Institute Medium 1640 (Gibco
BRL, Gaithersberg USA), supplementiert mit 10% (v/v)
hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (FCS), 2mM
Glutamin, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin

DMEM Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium (Gibco BRL)
supplementiert mit 10% (v/v)hitzeinaktiviertem FCS, 2mM
Glutamin, 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin

BIT-Medium BIT 9500 (Biotechnologie Vertrieb GmbH, St. Katharinen),
Rinderserumalbumin (5%) — Rinderinsulin (50pg/ml) —
humanes Transferin (Img/ml); 1:5 verdinnt mit IMDM,
supplementiert mit 2mM Glutamin und Na-Pyruvat.




Material und Methoden

22

Medienzusatze und Wachstumsfaktoren, die in der Zellkultur eingesetzt

wurden, stammten aus folgenden Bezugsquellen:

Tab. 2.6: Medienzusatze und Wachstumsfaktoren

Bezeichnung

Bezugsquelle

Foétales Kalberserum (FCS)
Glutamin
Penicillin/Streptomycin

humanes AB-Serum

BioWhittaker Europe, Verviers, Belgien
Gibco BRL, Gaithersberg, USA
Gibco BRL, Gaithersberg, USA

Blutspendezentrale, Hamburg-Eppendorf

FIt3 TeBu, Frankfurt a.M.
IL3 TeBu, Frankfurt a.M.
SCF R&D, Wiesbaden
GM-CSF R&D, Wiesbaden
M-CSF R&D, Wiesbaden
TNFa R&D, Wiesbaden
2.1.9 Zellinien

Tab. 2.7: Verwendete Zellinien

Zellinie Charakterisierung Medium Herkunft / Referenz

HelaP4-CCR5  humane Zervix- DMEM von M. Alizon zur
karzinom-Zelllinie Verfligung gestellt

L88 humane RPMI Thalmeier et al., 1994
Knochenmarkszellinie

GHOST par

GHOST CCR1

GHOST CCR2b

GHOST CCR3 humane DMEM Ceciliaetal., 1998

GHOST CCR4 Osteosarkomzellinie

GHOST CCR5 stabil transfiziert mit
verschiedenen

GHOST CCR8 Chemokinrezeptoren

GHOST CXCR4

GHOST BOB

GHOST Bonzo
GHOST Vv28
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2.1.10 Blutproben

Blutproben von HIV-1-Patienten stammten von freiwiligen Spendern und
wurden ebenso wie die klinischen Daten von den behandelnden Arzten (H.-J-
Stellbrink, J. v. Lunzen und B. Zdbllner) unter Berucksichtigung des
Datenschutzes zur Verfligung gestellt.

Buffycoats zur Isolation von PBMC stammten aus den Blutspendezentralen
Hamburg-Eppendorf bzw. der Uniklinik Heidelberg.

Nabelschnurblut zur Isolation von CD34-positiven haematopoetischen
Stammzellen stammte aus dem Marienkrankenhaus und dem Krankenhaus
Elim in Hamburg bzw. den Krankenhausern St. Elisabeth und Salem in
Heidelberg. Die Mdutter wurden durch das Fachpersonal Uber die

Nabelschnurblutentnahme informiert und haben sich einverstanden erklart.

2.1.11 Tiere

Fur die Praparation von fotalem murinem Thymus wurden trachtige Mause (Tag
13-15) der Stamme BalbC, 129, oder NMR1 eingesetzt. Die Tiere wurden in
den Tierstédllen des Heinrich-Pette-Instituts bzw. der Uniklinik-Heidelberg

gehalten.

2.1.12 Antikorper

Tab. 2.8: Antikorper fur FACS-Analysen und ELISA

Bezeichnung Spezifitat Bezugsquelle

183 HIV-1 Kapsid AIDS reagent Programme NIH,
USA

Kaninchen a Kapsid HIV-1 Kapsid Arbeitsgruppe Kréausslich

a Kaninchen PO Kaninchen Dianova, Hamburg

ADP 365 HIV-1 Kapsid AIDS reagent program,

ADP 366 HIV-1 Kapsid NIBSC, England

Ziege a Maus IgG-BGAL Maus Southern Biotechnology
Associates, Birmingham, USA

a CD4-PE (rat-1gG2a,?) Maus CD4 Pharmingen, Heidelberg

a CD8-FITC (rat-1gGza,?) Maus CD8 Pharmingen, Heidelberg

aCDla-FITC human CDla Pharmingen, Heidelberg
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aCDla-PE human CDla Pharmingen, Heidelberg
a CD14-FITC human CD14 Pharmingen, Heidelberg
a CD34-FITC human CD34 Pharmingen, Heidelberg
a CD34-PE human CD34 Pharmingen, Heidelberg
a CD69-FITC human CD69 Pharmingen, Heidelberg
a AC133-PE human AC133 Miltenyi-Biotec, Bergisch
Gladbach
Maus IgG;,?-FITC Isotyp-Standard Pharmingen, Heidelberg
Maus 1gG1,?-PE Isotyp-Standard Pharmingen, Heidelberg
rat-19Gya,?-PE Isotyp-Standard Pjharmingen, Heidelberg

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Gentechnische Arbeiten

Alle Arbeiten mit DNA wurden nach allgemein tblichen Verfahren (Sambrook et
al., 1989) in entsprechend zugelassenen Labors durchgefuhrt. Die Arbeiten mit
HIV 1 fanden in zugelassenen Labors der Sicherheitsstufe 3 statt. Bei der
Kultivierung von Bakterien und bei gentechnischen Methoden wurden sterile
GefalRe und Losungen verwendet. Zur besseren Standardisierung einiger
gentechnischer Arbeiten wurden kommerziell erhéltliche, gebrauchsfertige Kits

verwendet.

2.2.2 Kultivierung und Konservierung von E. coli Stammen

Bakterien wuchsen entweder auf LB-Platten oder in LB-Flissigmedium. Die
Kultivierung transformierter Bakterien erfolgte immer in Gegenwart von
100 ng/ml Ampicillin. Fir kleine DNA Praparationen (,Mini-Preps“) wurden
Rohrchen mit 5 ml LB-Amp aus einer Glycerink ultur oder mit einer Einzelkolonie
von einer Agarplatte angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 200 rpm
geschuttelt. Zur GroRRaufarbeitung von DNA wurden 200 ml LB-Amp in einem

Erlenmeyerkolben inokuliert und tber Nacht schittelnd bei 37°C inkubiert.
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Zur dauerhaften Lagerung von Bakterienstammen wurden 700m einer
stationdren Kultur mit 300 m sterilem Glycerin (50%) versetzt und bei —80°C

aufbewahrt.

2.2.3 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Die Herstellung transformationskompetenter Bakterien erfolgte nach der
Methode von Inoue et al. (1990) Dazu wurden 250 ml SOB-Medium mit 2 ml
einer E. coli XL-1 Ubernachtkultur inokuliert und fir ungefahr 24 Stunden bei
20°C in einem 2| Erlenmeyerkolbern kultiviert, bis eine OD,, (optische Dichte)
von 0.5 erreicht war. Danach wurden die Bakterien auf Eis gekuhlt, zentrifugiert
und nach Waschen mit eiskaltem TB Puffer in 25 ml TB resuspendiert. Nach 10
mindtiger Inkubation der Bakterien auf Eis wurde Dimethylsulfoxid in einer
Endkonzentration von 7% zugesetzt. Nach Aliquotieren in 100 — 500 pl wurden
die Bakterien in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert. Mit
dieser Methode wurde eine Transformationskompetenz von bis zu 10’ Kolonien
pro pg Plasmid DNA erreicht.

2.2.4 Transformation von Bakterien

Nach dem Auftauen transformationskompetenter E.coli auf Eis wurden 50 pl
Bakteriensuspension mit 15 pl DNA eines Ligationsansatzes oder mit 1 pl reiner
Plasmid DNA vermischt und fur 20 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden
die Bakterien fir 40 Sekunden einem Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad
ausgesetzt, mit 250 pl LB-Medium versetzt und fir 45 min bei 37°C inkubiert,
um die Expression der Beta-Laktamase zu ermdoglichen. Zur Selektion
transformierter Bakterien wurde der gesamte Ansatz auf LB-Platten mit

Ampicillin ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Isolierung von Plasmid DNA aus E.coli erfolgte nach dem Verfahren der

alkalischen Lyse.
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Fir die Gewinnung kleiner Mengen von Plasmid DNA (,Mini-Preps*) wurden ca.
2 ml einer Bakterien-Ubernachtkultur in 2 ml Eppendorf-GefaRen fir 1 min bei
12000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 eiskalter Lésung |
resuspendiert, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und mit 200 m L&sung Il
durch Invertieren gemischt. AnschlieBend wurden 150m Loésung Il
hinzugegeben, abermals invertiert und 5 min auf Eis inkubiert. Der Niederschlag
wurde fur 15 min in einer Mikrozentrifuge bei voller Drehzahl pelletiert, der
Uberstand in ein neues 1.5 ml Rohrchen transferiert, die DNA mit 1ml Ethanol
(100%) prazipitiert und anschlie3end fir 15 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet
wurde mit 1ml 70% Ethanol gewaschen und luftgetrocknet. Die DNA wurde in
50 TE/RNase gelost und konnte dann direkt fur Restriktionsverdaus
(analytisch 2-8 pl, praparativ 10-40 ul), oder zum Sequenzieren (16 pl bzw. 3 pl)
eingesetzt werden.

Zur Praparation groRerer Mengen Plasmid DNA wurden 200 ml einer
stationaren Ubernachtkultur von E.coli ebenfalls nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse aufgearbeitet. AnschlieBend wurde die DNA-haltige Ldsung
auf Anionenaustauscher-Saulen der Firma Qiagen (Hilden) beziehungsweise
der Firma Macherey-Nagel (Duren) appliziert und gemafl den Angaben des
Herstellers gewaschen und eluiert. Diese Vorgehensweise ergab 500-800 ny

Plasmid DNA bei ,high copy“ Plasmiden.

2.2.6 Konzentrationsbestimmung von DNA

Nukleinsauren haben eine maximale Extinktion (optische Dichte, OD) bei 260
nm. Bei einer Konzentration von 50 pg / ml hat doppelstrangige DNA eine
OD2g0 von 1,0. Damit lasst sich die DNA-Konzentration berechnen. Proteine
haben eine hohere Extinktion bei 280 nm und der Quotient von OD2g0 / OD280

gibt eine Auskunft tGber den Reinheitsgrad der DNA. Bei einer sauberen DNA
Préparation sollte der Quotient einen Wert zwischen 1,8 und 2,0 ergeben.

2.2.7 Alkoholpréazipitation von DNA

Zur Konzentrierung oder zum Pufferwechsel kann DNA mit Alkohol quantitativ
prazipitiert und in einem neuen Puffer wieder aufgenommen werden. Dazu wird

ein gegebenes Volumen DNA-LAsung mit 1/10 Volumen Natriumacetat (pH 4,8)
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und drei Volumina absolutem Ethanol versetzt und mindestens 20 min auf Eis
inkubiert. Der Niederschlag wurde durch Zentrifugation in einer Mikrozentrifuge
fur 15 bis 30 min bei voller Drehzahl und 4°C pelletiert, mit 70%igem Ethanol
gewaschen, luftgetrocknet und in einem geeigneten Volumen Wasser oder TE

gelost.

2.2.8 Schneiden von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen

Spaltungen von Plasmid DNA mit Restriktionsenzymen wurden nach Angaben
der Hersteller unter Verwendung der mitgelieferten Puffer durchgefuhrt. Das
Volumen des zugesetzten Enzyms darf dabei 10% des Gesamtvolumens nicht
Uberschreiten. Teilweise wurden die Restriktionsenzyme anschlie3end bei 65
oder 75°C fir 20 min thermisch inaktiviert.

Ein diagnostischer Verdau wurde in der Regel mit 1-2 ug DNA (oder 4 ul Mini-
Prep DNA) in einem Gesamtvolumen von 20 pl durchgefihrt. Fir praparative
Zwecke wurden zwischen 2 und 20 pg DNA (oder 10 — 40 pl Mini-Prep DNA) in

einem Volumen von 50 bis maximal 100 pl verdaut.

2.2.9 Elektrophorese von DNA in Agarosegelen

Eine nicht-denaturierende elektrophoretische GrofRenauftrennung von DNA
Fragmenten erfolgte tber 0.7-2% Agarose-Horizontal-Gele (w/v) mit 2 pg/ml
Ethidiumbromid in TAE Puffer bei einer Spannung von 6 bis 8 Volt/cm. Vor dem
Auftragen auf das Gel wurden die Proben mit 0.2 Volumen Ladepuffer
vermischt. Als GrolRenmarker wurde in der Regel mit Hindlll und EcoRl
verdaute Lambda-Phagen DNA oder kommerziell erhaltliche Langenstandards
verwendet. Die DNA Fragmente wurden durch Fluoreszenz des interkalierten
Ethidiumbromids auf einem UV-Transilluminator (254 nm) sichtbar gemacht und
das Ergebnis Uber eine Videokamera mit angeschlossenem Drucker (Intas,

Gottingen) dokumentiert.

2.2.10 Isolierung von DNA-Fragmenten

Nach elektrophoretischer Trennung im Agarosegel wurden Gelstickchen mit
den bendtigten DNA Fragmenten bei langwelligem UV-Licht (366 nm)

ausgeschnitten. Zur anschlieRenden Extraktion der DNA Fragmente aus dem
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Gelmaterial wurde die Kits "Jet-Sorb" der Firma Genomed oder ,Qiaquick” der
Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers benutzt. Prinzip: die Agarose wird
in Gegenwart hoher Konzentrationen von chaotropen Salzen bei 50°C
geschmolzen. Unter diesen Bedingungen bindet die DNA an eine Silikatmatrix,
welche von der Agarose abzentrifugiert werden kann. AnschlieRend wird die

DNA in einem Puffer mit niedrigem Salzgehalt (TE) von der Matrix eluiert.

2.2.11 Extraktion genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen

Zur Extraktion genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen wurden 1x10’
Zellen in 1 ml DNAzol (Gibco BRL) lysiert und nach Angaben des Herstellers
aufgearbeitet. Die Qualitat der gewonnenen DNA wurde im Agarosegel

Uberprift. Die Ausbeute wurde im Photometer ermittelt (2.2.6).

2.2.12 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Die Polymerase Ketten Reaktion (,polymerase chain reaction“; PCR) dient der
selektiven Vervielfaltigung von DNA-Sequenzen unter Verwendung von
hitzestabilen = DNA-Polymerasen  sowie zweier  Oligonukleotide als
Startermolekile (,Primer®), die zu je einem kurzen Abschnitt der beiden
Ursprungs-DNA-Strange komplementar sind (Mullis et al., 1987)

In der vorliegenden Arbeit wurde das HIV-1 env-Gen unter Verwendung einer
sogenannten ,long range nested PCR* amplifiziert. Dabei wurde eine spezielle
High-Fidelity-Polymerase (Boehringer, Mannheim) eingesetzt, die fur die
Amplifikation langer DNA-Fragmente geeignet ist. Bei der ,nested PCR* handelt
es sich um eine Methode, bei der zunachst mit einem Primerpaar (A, N) ein
Fragment vervielfaltigt wird. Das Produkt wird in eine zweite Reaktion
eingesetzt. Das Primerpaar (C, Mn), das in der zweiten Runde verwendet wird,
liegt innerhalb des ersten Paares. Die Reaktion wurde in einem MJ-Research
PTC200 Thermocykler (Biozym, Oldenhausen) nach folgendem Protokoll
durchgefihrt: 1 min bei 94°C, 30 s bei 94°C, 30 s bei 50°C und 6 min bei 68°C.
Die Schritte 2-4 wurden insgesamt 40 mal wiederholt. Dafir wurden 200 —
800ng DNA und 200nM dNTPs, je 2 uM Primer, 1U Polymerase in 50-100ul
Volumen eingesetzt und mit dem High-Fidelity-Puffer (Boehringer, Mannheim)
gepuffert.
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Anschlieend wurde das jeweils amplifizierte Fragment Uber ein Agarosegel
gereinigt, nach Schneiden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen in

einen Vektor kloniert und durch Sequenzieren Utberpruft.

2.2.13 Ligation von DNA-Fragmenten

Vor jeder Ligationsreaktion wurden die isolierten DNA Fragmente, die entweder
koh&sive oder stumpfe Enden trugen, zur groben Quantifizierung
nebeneinander im Agarosegel aufgetrennt. 5 bis 50 ng Vektor DNA wurden mit
einem drei- bis zehnfachen molaren Uberschul? des DNA Fragments in einem
Gesamtansatz von 15ul mit 3 Einheiten T4 DNA Ligase versetzt und
mindestens 4 Stunden bei 16°C inkubiert. Als Kontrolle wurde immer eine
zweite Ligation ohne Fragment angesetzt. Zur Transformation von kompetenten

Bakterien wurden in der Regel 10 pl des Ligationsansatzes verwendet.

2.2.14 Sequenzierung

Zum Sequenzieren wurde das Verfahren des AmpliTAg-BigDye PCR-
Cyclesequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) angewendet.
Dazu wurden 300-500 ng ,Midi/Maxi-Prep“ DNA oder PCR-Produkt mit 15 pmol
Primer, 2 m BigDye-Puffer und 6 nl Half-Term-Puffer, in einem Gesamtvolumen
von 20 m einer PCR mit 25 Zyklen unterzogen: 20 s bei 96°C, 11 s bei 50°C,
4 min bei 60°C. Die DNA wurde anschlieBend mit Ethanol prazipitiert,
gewaschen und das trockene Pellet an die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dietmar
Richter im Zentrum fur molekulare Neurobiologie (ZMNH), Hamburg,
Ubergeben. Dort wurde die Gelelektrophorese und Auswertung der
Nukleotidsequenz durchgeflhrt.

AulRerdem wurden Sequenzierungen mit dem Kapillarsequenzer CEQ-2000
(Beckman-Coulter, Krefeld) unter Verwendung des DCTS-Kits (Beckman-
Coulter, Krefeld) mit 1,6 pmol Primer durchgefihrt. Das Protokoll fir die PCR-
Reaktion war: 20s 96°C, 20s 50°C, 4 min 60°C. Die Reaktion wurde mit 3 M
NaAcetat, 100mM EDTA und Glycogen abgestoppt und die DNA mit Ethanol
prazipitiert. Nach dem Trocknen wurde die DNA in 35-40ul deionisiertem
Formamid resuspendiert, in eine 96-Loch-Platte gegeben, mit je einem Tropfen

Mineral6l bedeckt und in die Kapillaren des Sequenziergerates geladen.
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2.2.15 Computerunterstitzte Sequenzanalyse

Zur Bearbeitung von Sequenzen wurde die Software ,Vector NTI Suite* der
Firma InforMax (Oxford, UK) verwendet. Automatische Sequenzvergleiche
erfolgten unter Verwendung von CLUSTAL X (Thompson et al., 1997).
Phylogenetische Analysen zur Erstellung von Stammbaumen wurden mit der
,neighbour joining“-Methode des Programmes CLUSTAL X durchgefihrt,
wobei jeweils 10-100 verschiedene Stammbaume errechnet wurden, um so den

wahrscheinlichsten darzustellen.

2.3 Zellbiologische und virologische Methoden
2.3.1 Zellkultur

Die adharent wachsenden Zellen wurden in DMEM, versetzt mit FCS, Glutamin
und Antibiotika, bei 37 °C in einer Atmosphare mit gesattigtem Wasserdampf
und 5 % CO, kultiviert. Zur Passagierung wurden die adharenten Zellen nach
Waschen mit PBS vom Boden des Gefal3es trypsiniert und je nach Bedarf auf

neue Kulturgefal3e in frischem Medium verdinnt.

2.3.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Von den kultivierten und frisch isolierten (siehe 2.3.3 und 2.3.5) Zellen wurden
regelmafiig Portionen eingefroren. Dazu wurden die Zellen fiinf Minuten bei 275
X g zentrifugiert, das Zellpellet in FCS mit 10% (v/v) Dimethylsulfoxyd (DMSO)
resuspendiert und in Kryoréhrchen (Nunc, Wiesbaden-Biebrich) Uberfihrt.
Proben fur kurze Aufbewahrungsdauer, wurden bei —80°C aufbewahrt, fur
langfristige Lagerung wurden die Zellen in flissigen Stickstoff Gberflhrt.

Bei Bedarf wurden die eingefrorenen Zellportionen schnell im Wasserbad bei
37°C aufgetaut. Die Zellen wurden anschlieBend zweimal mit Medium
gewaschen, um das toxische DMSO auszudinnen und dann in Kulturmedium

aufgenommen.
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2.3.3 Isolierung von Peripheren Blutlymphozyten (PBMC)

PBMC wurden aus Buffy-Coats bzw. aus Nabelschnurblut isoliert. Die Isolierung
erfolgte nach dem Prinzip der Dichtegradienten-Zentrifugation. Dazu wurde
15ml Ficoll-Paque Plus (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) in 50ml-
Rohrchen vorgelegt und mit 30ml Blut (1:1 verdunnt mit PBS) tberschichtet. Die
Proben wurden fiir 15 Minuten bei 700 x g ohne Bremse zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Lymphozytensaum aus der Interphase zwischen Ficoll
und zellfreiem Plasma abgenommen und dreimal mit PBS gewaschen. Vor dem
dritten Waschschritt wurde die Zellzahl bestimmit.

Fir Infektionsversuche wurden die isolierten PBMC in 100ml RPMI 1640
kultiviert und mit 0,5 pg/ml PHA (Phytohdmaglutinin; Siegma-Aldrich,
Steinheim) stimuliert. Nach zwei bis drei Tagen wurden die Zellen mit 20U/ml
humanem IL2 (Roche Diagnostics, Mannheim) stimuliert. Die Zellen wurden fur
zwei bis drei Wochen kultiviert, und regelmé&Rig in frischem RPMI 1640 mit I1L2

aufgenommen.

2.3.4 Praparation von Makrophagen

Fur die Praparation von Makrophagen wurden frisch isolierte PBMC (siehe
2.3.3) in einer Konzentration von 1x 10’ Zellen/ml in RPMI1640 mit 5%
hitzeinaktiviertem  humanem  AB-Serum  aufgenommen, in  15cm-
Bakterienschalen (Greiner, Nurtingen) ausgeséat und Uber Nacht kultiviert. Am
nachsten Morgen wurden die Zellen dreimal vorsichtig gewaschen und danach
fur drei bis sechs Tage in RPMI 1640 mit 10% humanem AB-Serum Kkultiviert.
Am Tag bevor die Makrophagen fir Infektionsversuche eingesetzt wurden,
wurden sie wieder zweimal gewaschen, mit Trypsin abgel6st, erneut in RPMI
1640 mit 10% humanem AB-Serum aufgenommen und in 24-Well-Platten
ausgesat (2,5 x 10° Zellen/Napf). Wahrend der Infektionsversuche wurden die
Makrophagen einmal wochentlich mit frischem RPMI 1640 mit 10% humanem

AB-Serum versorgt.

2.3.5 Transfektion von Zellen zur Herstellung von Virusiberstanden

Die Transfektion von Zellen erfolgte nach der Kalzium-Phosphat-Methode. Fur

die Transfektion wurden 5 x 10° HelLaP4 in eine 10cm Schale ausgesét, so
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dass die Zellen mdglichst vereinzelt vorlagen. Am darauffolgenden Tag wurde
das Medium abgenommen und durch genau 9 ml frisches Medium ersetzt.
Anschliel3end wurden die Zellen fur 2 bis 4 Stunden wieder in den Inkubator

gestellt. 5 — 20 pg provirales Plasmid wurden in 500 pl 0,25 M CacCl, Lésung

suspendiert und danach wurde diese Losung sofort mit 500 pl 2 x HBS
sorgfaltig gemischt und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Gemisch wurde dann unter Schwenken der Zellkulturschale ins Medium
getropft. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 35 °C in einer Atmosphare von 3 %
CO, und gesattigtem Wasserdampf inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde
das Medium verworfen, die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit frischem
Medium fir zwei weitere Tage bei 37 °C in einer Atmosphare mit gesattigtem
Wasserdampf und 5 % CO, inkubiert. Die Uberstande wurden durch Filtrieren
geerntet und entweder portionsweise bei —80°C eingefroren oder direkt in
Infektionsversuche eingesetzt. Zur Bestimmung der Virusmenge wurde die
Konzentration des HIV-1 Kapsid-Proteins (p24) mittels ELISA (2.3.11) ermittelt.

2.3.6 Infektion von Indikatorzellinien

Fiar die Infektion von Indikatorzelllinien wurden GHOST-Zellen in 48-Napf-
Platten ausgesat (0,5 x 10* Zellen/Napf). Am nachsten Tag wurde
Virustberstand auf die Zellen gegeben und fur drei Tage bei 37°C in einer
Atmosphare mit gesattigtem Wasserdampf und 5% CO- inkubiert. Die Zahl der

infizierten Zellen wurde durch Immunfarbung (siehe 2.3.10) ermittelt.

2.3.7 Infektion von PBMC

PBMC wurden wie in 2.3.3. beschrieben aus Buffy-Coats isoliert und mit PHA
und IL2 stimuliert. Zur Bestimmung von Infektionskinetiken wurden 1 x 10°
Zellen/Napf in  48-Napf-Platten ausgesat (1ml Kulturvolumen) und
Virustberstande (10ng p24) dazugegeben. Die Infektion erfolgte in vierfach-
Ansétzen. Die Anséatze wurden Uber Nacht bei 37°C in einer Atmosphare mit
gesattigtem Wasserdampf und 5%CO; inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Zellen dreimal mit Medium gewaschen und erneut in IL2-supplementiertem (20
U/ml) Medium aufgenommen. Die infizierten Zellen wurden fir drei Wochen in
Kultur gehalten, wobei sie regelméafig mit frischem Medium (RPMI 1640 mit 20
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U/ml IL2) versorgt wurden. Zur Bestimmung der Virusmenge wurden
Uberstande genommen und im ELISA (siehe 2.3.11) die p24-Konzentration

ermittelt.

2.3.8 Infektion von Makrophagen

Fur die Infektion von Makrophagen wurden diese, wie in 2.3.4 beschrieben, aus
Buffy-Coats prapariert. Die Zellen wurden in einer Dichte von 1 x 10°
Zellen/Napf in einem ml 24-Napf-Platten ausgesat (RPMI 1640 mit 10%
humanem AB-Serum; 1ml Kulturvolumen) und Uber Nacht inkubiert (37°C;
Atmosphare mit gesattigtem Wasserdampf und 5% CO-), damit sich die Zellen
am Plattenboden anheften konnten. Am nachsten Tag erfolgte die Infektion mit
Virustiberstanden (50ng p24). Die Infektionsansatze wurden erneut tber Nacht
kultiviert und dreimal mit Medium gewaschen. AnschlieBend wurden die
infizierten Zellen fur drei Wochen in RPMI mit 10% humanem Serum in Kultur
gehalten. Einmal woéchentlich erfolgte ein Mediumwechsel. Zur Detektion

infizierter Zellen wurde die in 2.3.10 beschriebene Immunfarbung durchgefuhrt.

2.3.9 Inhibition der HIV-1-Infektion durch AMD3100

Die HIV-1 Infektion Uber den CXCR4-Rezeptor kann durch Blockierung des
Rezeptors mit AMD3100 gehemmt werden. Dazu wurden GHOST-CXCR4-
Zellen in einer Dichte von 0,5 x 10* Zellen/Napf in 48-Well-Platten ausgesét.
Am né&chsten Tag wurden das Medium abgenommen und die Zellen mit 100pl
AMD3100 in RPMI (doppelte Endkonzentrationen: 0, 20, 200, 2000ng/ml) fiir 30
Minuten vorbehandelt. AnschlieRend wurde 100ul Virusiberstand (1ng p24)
auf die Zellen gegeben und fir drei Stunden bei 37°C in einer Atmosphéare mit
gesattigtem Wasserdampf und 5% CO- inkubiert. Die Ansatze wurden dann
dreimal mit Medium gewaschen, in 500ul Medium mit AMD3100 (0, 10, 100,
1000ng/ml) aufgenommen und fur drei Tage kultiviert. Zur Detektion der

infizierten Zellen wurde eine Immunfarbung (siehe 2.3.10) durchgefihrt.

2.3.10 Detektion infizierter Zellen durch Immunféarbung

Infizierte Zellen wurden durch Immunféarbung von intrazellularem p24 detektiert

(Sonza et al., 1991). Dazu wurden die Zellen zunachst mit eiskaltem
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Methanol:Aceton (1:1) fixiert und mit PBS und 1% FCS gewaschen. Die
Detektion von p24 erfolgte entweder mit dem gegen das Kapsidprotein
gerichteten Antikdrper 183 (1:1000 in PBS mit 1% FCS) oder einem Gemisch
(zu gleichen Teilen) aus ADP 365 und 366 (1:40 in PBS mit 1% FCS) zwei
monoklonalen Antikorpern, die gegen separate Epitope von p24 gerichtet sind.
Nach einer Stunde Inkubation im Brutschrank (GHOST-Zellen) bzw. bei
Raumtemperatur (Makrophagen) wurden die Zellen zweimal mit PBS / 1% FCS
gewaschen und mit dem Zweitantikdrper, einem anti-Maus R-Galactosidase
Konjugat (1:400), inkubiert (37°C bzw RT). AnschlieRend wurde mit PBS
gewaschen und die Zellen mit [3-Galactosidase-Substrat (5-Brom-4-Chlor-3-
Indoyl-R-Galacto-pyranosid) in einer X-Gal-Farbelésung bei 37°C inkubiert, bis

eine Blaufarbung zu erkennen war.

2.3.11 ELISA zum Nachweis von Virus im Kulturiberstand

Zur Detektion von p24 in Zellkulturiiberstdnden wurde ein ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) durchgefiihrt. Der in der vorgelegten Arbeit
verwendete Test erfolgt nach dem Prinzip des ,Sandwich-ELISA". Dabei bindet
ein Antikorper, der an die Testplatte gebunden ist, das Antigen, das im
nachsten Schritt von einem zweiten Antikdrper erkannt wird. Dieser wird
wiederum von einem Peroxidase-konjugierten Antikorper gebunden. Der
Nachweis erfolgt schlieBlich Uber die durch die Peroxidase katalysierte
Umsetzung von Tetramethylbenzidin (TMB) und H»O,, die in einem
Farbumschlag resultiert.

Fur den p24-ELISA wurden zunachst die Virusuberstande mit 0,25% Triton X
100 inaktiviert und auf eine MAXI-Sorb-Platte (Nunc, Wiesbaden-Biebrich)
gegeben, die zuvor mit dem Antikérper 183 beschichtet (1:1000 in PBS; Uber
Nacht, RT, feuchte Kammer) und mit 10%FCS in PBS geblockt worden war.
Als Standard wurde eine Verdinnungsreihe von aufgereinigtem Kapsidprotein
aufgetragen. Die Uberstande wurden uber Nacht (RT, feuchte Kammer) auf den
ELISA-Platten inkubiert. Am néchsten Tag wurde dreimal mit PBS und 0,5%
Tween20 gewaschen. Als Zweitantikbrper wurde ein Kaninchen-anti-p24-
Antikorper (1:000 in PBS mit 10% FCS und 0,05% Tween20) eingesetzt und fur
eine Stunde bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde erneut dreimal mit PBS /

0,5% Tween20 gewaschen, der Drittantikbrper, ein Peroxidase-konjugierter



Material und Methoden 35

anti-Kaninchen-Antikérper (Dianova) in einer Verdinnung von 1:2000 in PBS
mit 10% FCS und 0,05% Tween20 auf die Platte gegeben und wieder fir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Die Platten wurden dann dreimal mit PBS / 0,5%
Tween20 und dreimal mit VE-Wasser gewaschen. Zur Detektion des
gebundenen Peroxydase-konjugierten Antikorpers wurde eine Substratldsung
(10 ml 0,1M Na-Acetat mit 200ul TMB und 2ul H>0,) auf die Platte gegeben und
fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit 5ul
0,5N H:SO4 abgestoppt. Zur Quantifizierung der Reaktion wurde die optische

Dichte in einem Photometer (Dynatech, MR5000) gemessen.

2.3.12 MACS-Separation von CD34-positiven Zellen

CD34-positive Zellen wurden aus Nabelschnurblut gewonnen. Dazu wurden
zunéchst die PBMC wie in 2.3.3. beschrieben aus dem Nabelschnurblut isoliert,
um daraus mit der MACS-Methode (magnetic antibody cell sorting) die CD34-
positiven Zellen aufzureinigen. Die MACS-Separation erfolgt nach folgendem
Prinzip der magnetischen Trennung. Dabei wird an eine S&aulenmatrix aus
Stahlwolle ein magnetisches Feld angelegt. Zellen, an die zuvor mit
Magnetperlen gekoppelte Antikérper gebunden haben, werden in der Saule
fesgehalten, wahrend ungebundene Zellen durchflie3en.

Fur die Aufreinigung CD34-positiver Zellen wurde der CD34-Direkt-Isolation Kit
(Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach) benutzt. Dazu wurden die aus
Nabelschnurblut isolierten PBMC (maximal 3 x 108 Zellen pro Ansatz) mit
MACS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in 500ul Puffer
aufgenommen und fur 30 Minuten mit jeweils 100 ul Fcr Blocking Reagenz
(humanes Ig) und CD34-Antikorper (mit Magnetperlen gekoppelt) bei 4°C
inkubiert. Wahrendessen wurden die MACS Saulen in den Magneten gehéangt
und durch zwei- bis dreimaliges Spulen mit dem Waschpuffer aquilibriert. Die
Zellen wurden gewaschen und auf die Saule gegeben. Nach dreimaligem
Waschen mit MACS-Puffer wurde die Saule aus dem Magenten genommen
und mit 1ml Puffer unter Verwendung eines Stempels aus der Saule eluiert. Die
Zellen wurden auf eine neue Saule gegeben, und nach zweimaligem Waschen
wieder eluiert. Die Ausbeute lag je nach eingesetzter Zellzahl zwischen 1 x 10°

und 2 x 10° Zellen. Die Reinheit der Separation wurde stichprobenartig im
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FACS (siehe 2.3.13) Uberprift. Die isolierten Zellen wurden entweder direkt in

Experimente eingesetzt oder, wie in 2.3.2 beschrieben, eingefroren.

2.3.13 Markierung von Zellen mit Antikorpern fur die FACS-Analyse

Fir die FACS-Analyse wurden Zellen (0,5 x 10% 1 x 10°) zunachst durch
zweimaliges Waschen in PBS mit 0,5% FCS vorbereitet. Die Zellen wurden
anschliel3end in 100ul PBS mit 0,5% FCS resuspendiert. Die verschiedenen
Antikdrper wurden nach Angaben der Hersteller zu der Zellsuspension gegeben
und das Gemisch fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Markierung wurden die Zellen erneut zweimal in PBS mit 5% FCS gewaschen
und in FACS-Rohrchen (Bekton-Dickinson, Heidelberg) tberfihrt. Die Analyse
erfolgte im FACScan bzw. FACS-Calibur (Bekton-Dickinson, Heidelberg).

2.3.14 Markierung von Zellen mit PKH-26

Zur besseren Unterscheidung von verschiedenen Zelltypen in der Kokultur
(2.3.16) bzw. murinen Zellen in den FTOC (fetal thymus organ culture; 2.3.18)
wurden CD34-positive Stammzellen mit dem Membranfarbstoff PKH26
markiert. Fur die Markierung wurde der PKH26-Kit (Sigma Aldrich, Steinheim)
benutzt. Dazu wurden frisch isolierte oder aufgetaute CD34-positive Zellen (2 x
10° Zellen) zunéchst gewaschen und in 1ml Diluent C resuspendiert. In einem
zweiten Rohrchen wurde der PKH26-Farbstoff in einer Konzentration von 4-
40uM  (Endkonzentration 2-20uM) in 1ml Diluent C verdinnt. Die
Zellsuspension wurde anschliel3end mit der Farbeldsung gemischt und fiir 5min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Farbereaktion wurde mit 2ml FCS
abgestoppt (1min) und anschlieRend mit 4ml Medium (RPMI 1640) aufgefullt
und abzentrifugiert. Die so gefarbten Zellen wurden dreimal mit Medium

gewaschen, gezahlt und in die entsprechenden Versuche eingesetzt.

2.3.15 Expansionskultur von CD34-positiven Zellen

Zur Expansion von CD34-positiven Zellen wurde eine von Laer et al. (2000)
publizierte Methode benutzt. Dazu wurden jeweils 2 x 10° CD34-positive Zellen
direkt nach der Isolation oder nach dem Auftauen (Zellzahl wurde nach dem

Auftauen bestimmt) in 3ml BIT-Medium aufgenommen, das zuvor mit
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Penicillin/Streptomycin, rekombinantem Flt3 (100ng/ml), humanem IL3 (20
ng/ml) und rekombinantem humanem SCF 100ng/ml supplementiert worden
war. Die Zellsuspension wurde in 24-Well-Platten (1ml/Napf) ausgesat und

kultiviert.

2.3.16 in vitro Makrophagendifferenzierung

Die in vitro Makrophagendifferenzierung wurde nach einem Protokoll von Caux
et al., (1996) durchgefiihrt. Dazu wurden frisch isolierte oder aufgetaute CD34-
positive Zellen (4 x 10* Zellen/ml) in RPMI mit 10mM Hepes supplementiert mit
25ng/ml rekombinantem humanem SCF, 2,5ng/ml rekombinantem humanem
TNFa und 50ng/ml rekombinantem humanem GM-CSF aufgenommen und in 6-
Well-Platten ausgeséaht. Nach vier Tagen wurde das Medium abgenommen und
durch frisches, mit Zytokinen supplementiertes Medium ersetzt. Nach weiteren
zwei Tagen wurden die Zellen geerntet. Ein Teil wurde im FACS untersucht der
andere mit PBS gewaschen und in frischem RPMI 1640 mit 10 mM Hepes und
25ng/ml M-CSF aufgenommen. Die Zellen wurden so erneut Kkultiviert
(Mediumwechsel an Tag zehn) und nach sechs Tagen geerntet und im FACS

analysiert.

2.3.17 Kokultur von CD34-positiven Zellen mit der Zellinie L88

Fur die Kokultur von CD34-positiven Zellen mit der L88-Zelllinie wurden
zunachst L88-Zellen mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen/Well in 6-Well-Platten
ausgesat und uUber Nacht kultiviert, damit ein semikonfluenter Zellrasen
entstand. Am nachsten Tag wurden sie mit 15 Gy in einer Casiumis7-Quelle
(Gamma-Bestrahlungsgerat LISA I, Conservatome, Dagneux Montluel,
Frankreich) bestrahlt. Anschlielend wurde das Medium gewechselt und die
Zellen erneut Uber Nacht kultiviert. Auf die so vorbereiteten L88-Zellen wurden
5 x 10* frisch isolierte oder aufgetaute CD34-positive haematopoetische
Stammzellen gegeben. Zur besseren Unterscheidung der beiden Zellarten,
wurden die Stammzellen zuvor mit PKH26 (2.3.14) markiert. Zur Untersuchung
eventueller Differenzierungsprozesse wurden die Kokulturen geerntet und im
FACS untersucht.
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2.3.18 Optimiertes Protokoll fir FTOC

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, humane CD34-positive Zellen in
fotalem murinem Thymus (engl.: fetal thymus ogan culture; FTOC) in vitro zu T-
Zellen zu differenzieren. Dazu wurde nach den Publikationen von
Merkenschlager und Fisher (1992) und Clark et al. (1999) ein optimiertes
Protokoll erarbeitet.

Zunachst wurde fotaler muriner Thymus aus 14-15 Tage alten Embryonen
prapariert. Dazu wurden die 8 bis 10 mm langen Féten aus dem Uterus der
trachtigen Maus préapariert. Unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskops wurde
den Foten zunadchst der Kopf abgetrennt und anschlieend der Brustkorb
getffnet. Dann wurde der oberhalb des Herzens liegende, deutlich zweigeteilte
Thymus entnommen und auf schwimmenden Filtern (Nucleopore, Schleicher
und Schnell, Dassel) in RPMI 1640 mit 20% humanem Serum kultiviert. Zur
Depletion der murinen Thymozyten wurde 1,35mM 2-desoxy-Guanosin zum
Medium gegeben. Nach finf Tagen wurde der Thymus von den Filtern
genommen und fur vier bis funf Stunden in Medium gewaschen. In der
Zwischenzeit wurden Suspensionen aus humanen CD34-positiven Zellen (frisch
isoliert oder aufgetaut; 1 x 10° Zellen/ml in RPMI1640 mit 20% humanem AB-
Serum) vorbereitet und in Tropfen zu 20ul in Terazaki-Platten ausgesat. In
jeden dieser Tropfen wurde ein gewaschener Thymus gelegt. Die Platten
wurden tUber Kopf gedreht, wodurch die Thymi in h&Angenden Tropfen (,hanging
drops) in der Zellsuspension Kkultiviert wurden. Die ,hanging drop“-Kultur
ermoglicht ausreichenden Gasaustausch und das Einwandern der CD34-
positiven humanen Zellen. Nach zwei Tagen Kultur bei 37°C in einer
Atmosphare mit gesattigtem Wasserdampf und 5% CO, wurden die Organe aus
der Zellsuspensiom genommen und in Schalen mit RPMI1640-Medium gelegt,
um nicht eingewanderte humane Stammzellen abzuwaschen. Die Thymi
wurden dann erneut auf schwimmenden Filtern kultiviert (RPMI 1640 mit 20%
humanem AB-Serum), was die Differenzierung der CD34-positiven Zellen zu

reifen T-Zellen ermdglichen sollte.
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3 Ergebnisse

Teil I - Herstellung und Charakterisierung rekombinanter HIV-1-Klone

HIV-1-Isolate aus verschiedenen Patienten weisen eine hohe Variabilitat in ihrer
Aminosaure-Sequenz auf. Diese Variabilitat ist im Gen fur das Hillprotein
besonders stark ausgepragt und beeinflusst die Spezifitdt des Virus fir
Wirtszellen. Da im Verlauf einer HIV-1-infektion in einem Patienten immer
wieder neue Virusvarianten gefunden werden kdénnen, wird diskutiert, ob ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten dieser Varianten und dem
Krankheitsverlauf besteht.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte das env-Gen der vorherrschenden
Virusvariante aus dem Blut HIV-1-infizierter Patienten amplifiziert werden, um
so rekombinante provirale Plasmide herzustellen, die das jeweilige Patienten-
env in einem isogenen Hintergrund enthalten. Daflr wurden Blutproben von
freiwilligen Spendern einer Hamburger Patientengruppe eingesetzt. Alle
Patienten standen unter HAART-Therapie, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nach Infektion begonnen wurde, und auf die sie unterschiedlich gut ansprachen.
Die Patientengruppe war dementsprechend sehr heterogen in Bezug auf
Symptome und Krankheitsstadien, die fur die einzelnen Patienten diagnostiziert
wurden. Die klinischen Daten zu den Patienten wurden uns freundlicherweise
von den betreuenden Arzten (H.-J. Stellbrink, J. v. Lunzen und B. Z6lIner) unter
Beriicksichtigung der Datenschutzes zur Verfiigung gestellt und sind in Tabelle
3.1. aufgelistet. Wenn moglich, wurden sequenzielle Blutproben fiir die
Untersuchung eingesetzt.

Die rekombinanten HIV-1-Klone, die aus diesem Patientenmaterial generiert
wurden, sollten genotypisch und phanotypisch (im Bezug auf Wirtszelltropismus
und Korezeptornutzung) charakterisiert werden. Weiterhin sollte untersucht
werden, ob eine Korrelation zwischen Phanotyp der Virus-Klone und dem
Krankheitsstadium der Patienten besteht, und ob es mdglich ist, anhand der
Aminosaurensequenzen der Hullproteine, eine Vorhersage tber den Phanotyp

von HIV-Isolaten zu machen.
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Tab. 3.1 Klinische Daten der HIV-1 Patienten

Patient Datum Viruslast Allgemeiner Zustand zu Stadium
Therapie-Beginn

K1 05-98 <50 Symptomfrei Al

H6 12-93 k. D. Symptomfrei Al
01-95 k.D.

u7 05-98 <50 AIDS B3

J5 01-98 ~2000-5000 AIDS B3

H4 12-98 <50 AIDS C3

D5 01-94  ~2000 AIDS C3
01-98 k.D. AIDS im Endstadium - Patient

ist zwischenzeitlich verstorben

Dargestellt sind die Daten der Patienten, aus denen das env-Gen erfolgreich kloniert werden
konnte
k.D.: keine Daten

3.1 Amplifikation des env-Genes aus HIV-1-Patienten

Zur Herstellung rekombinanter HIV-1-Klone wurde aus Blutproben von HIV-1
infizierten Patienten Lymphozyten-DNA isoliert. Wenn vorhanden, wurden
sequentielle Blutproben benutzt. Die Lymphozyten-DNA wurde dann zur
Amplifikation des env-Gens in eine sogenannte long-range-nested-PCR
eingesetzt. Bei dieser hochsensitiven PCR-Methode wurde zunachst mit dem
Primerpaar A und N ein 3,3 Kilobasen (kb) langes Fragment amplifiziert. Dieses
wurde in eine weitere PCR eingesetzt, in der mit einem zweiten Primerpaar (C
und Mn) ein Fragment von 3 kb amplifiziert wurde (schematische Darstellung in
Abb. 3.1A). Obwohl alle Patienten unter anti-retroviraler Therapie standen und
demzufolge die Viruslast sehr niedrig war, konnte aus den Blutproben von
insgesamt sechs Patienten das Gen fir das Hullprotein amplifiziert werden. Bei
drei Patienten waren sequentielle Blutproben in der PCR erfolgreich. Abb. 3.1B
zeigt beispielhaft die Amplifikationsprodukte aus Patient U7. Die Lange von ca.

3 Kilobasen entspricht dem vollstandigen env-Gen.
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Abb. 3.1 Amplifikation des env-Gens aus HIV-1-Patienten

(A) Schematische Darstellung der long-range-nested-PCR. A, N, C und Mn bezeichnen die
eingesetzten Primer.

(B) Schema fur die Klonierung der amplifizierten env-Gene in pNL4.3-BstEIl.

(C) Darstellung der PCR-Produkte aus Patient U7. Die Spalten 1-4 zeigen die PCR-Produkte
nach Einsatz von 200, 400, 600 und 800ng Lymphozyten-DNA. Die Spalten 5 und 6 zeigen die
H,O-Kontrolle. In Spalte M wurde der Langenmarker (1kb-DNA-Ladder; Gibco) aufgetragen.
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3.2 Klonierung der amplifizerten env-Gene

Die amplifizierten env-Gene wurden in pNL4.3-BstEll kloniert. Dabei handelt es
sich um einen proviraler Klon, der in pBlueskript inseriert, und bei dem durch
Mutagenese eine BstEII-Schnittstelle eingefuigt wurde (Polzer et al., 2001). Die
Klonierung der env-Gene in den Vektor erfolgte tber BstEll und Xhol-
Schnittstellen (siehe Schema in Abb.3.1B). Auf diese Weise entstanden
rekombinante provirale DNAs, die sich durch die jeweiligen Patienten-env-Gene
unterschieden. Insgesamt wurden 30 rekombinante HIV-1-Klone hergestellt, die
in Tabelle 3.2 aufgelistet sind. Das PCR-Produkt aus der 2. Blutprobe von
Patient U7 (Entnahmedatum: 01-00) konnte nicht erfolgreich kloniert werden.
Fur nachfolgende Untersuchungen zur in vivo Variabilitat der Hullproteine wurde

das PCR-Produkt eingesetzt.

Tab. 3.2 Rekombinante HIV-1-Klone

Patient Datum PCR-Produkt Klone

K1 05-98 + KN 3-2
KN 6-1
KN 9-4

H6 12-93 + 12-5
12-6
12-7

01-95 + Al
A2
A5
A6
A7

u7 05-98 + K1
K5-4

01-00 +

J5 01-98 + G17
G19
G20
G21
G22

H4 12-93 + B2
B4

D5 01-94 + C20
Cc21
C22
C24

01-98 + H9
H10
H11l
H13
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3.3 Untersuchung zur in vivo Variabilitat der klonierten env-Gene

Die HIV-Isolate aus verschiedenen Patienten weisen eine hohe
Sequenzvariabilitat auf, die vor allem auf die hohe Fehlerrate der Reversen
Transkriptase zurtickzufihren ist. Eine besonders hohe Variabilitdt wurde fir
das Gen des Hullproteins, insbesondere im Bereich der variablen Regionen
(V1-V5), beschrieben. Um zu ermitteln, wie hoch die Variabilitat der klonierten
env-Gene aus der Hamburger Patientengruppe ist, wurden die V1-V2 und V3-
Regionen aller Patienten sequenziert und untereinander verglichen. Zunachst
wurde die Nukleotidsequenz der V1-V2 und V3-Regionen fur alle Klone
bestimmt, um einzelne Basenaustausche nachweisen zu kénnen und so die
intraindividuelle Sequenzvariabilitéat zu bestimmen. Die Nukleotidsequenz wurde
auch als Grundlage fur die interindividuelle Analyse der env-Gene aus der
Patientengruppe benutzt. Dartiber hinaus wurde die Aminosaurensequenz fur
die Klone ermittelt um darzustellen, ob sich eventuelle Basenaustausche als

Aminosaurensubstitutionen widerspiegeln.

3.3.1 Untersuchung der V3-Variabilitat

Als variable Region werden Bereiche definiert, bei denen nicht mehr als 25%
der Aminosaurereste konserviert sind (Modrow et al., 1987). Demnach ist die
Variabilitat im V3-Bereich fur die Hamburger Patientengruppe mit 37,1% relativ
niedrig. Vergleicht man die Sequenzen der einzelnen Klone, die aus der selben
Blutprobe eines Patienten gewonnen wurden, so sieht man, dass sie sehr wenig
variabel sind (Abb. 3.2 und Tab 3.3). Eine Ausnahme stellen die Klone aus der
zweiten Blutprobe von Patient H6 dar (Klone Al, A2, A3, A5, A6), die eine
Variabilitat von 18,9% zeigten. Wahrend die Sequenzen der Klone Al, A2, A3
und A6 nur um 1% variierten, wich die V3-Sequenz von A5 sehr stark (18,9%)
von den anderen Klonen ab. Bei diesem Patienten konnten demnach zwei
Populationen, P2 (Al, A2, A3, A6) und P3 (A5) identifiziert werden. Fur weitere
Experimente sollte nach Madglichkeit mit Klonen aus beiden Populationen
weitergearbeitet werden, um zu zeigen wie sich die unterschiedlichen

Sequenzen auf den Phanotyp der Populationen auswirken.
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Tab. 3.3 Variabilitat der V3-Region

Patient Datum Virusklon V3-Variabilitat
K1 05-98 KN3-2 0%
KN6
KN9-4
H6 12-93 P1:12-6 P1: 0%
12-7
01-95 P2: Al P2: 1%
A2
A3
A6
P3: A5 P1/P2/P3: 19%

P1/P2: 1,03%
P1/P3: 18,9%
P2/P3: 18,9%

u7 05-98 P1: K1 P1: 0%
K5-4
01-00 P2: U7-00 P1/P2: 3,9%
J5 01-98 G17 1,02%
G19
G20
G21
G22
H4 12-93 B2 0%
B4
D5 01-94 P1: C21 P1: 0%
Cc22
C24
01-98 P2: H9 P2:2.9%
H10
H11
H13 P1/P2: 4,9%
Gesamtpopulation 37,1%

Rekombinante Viren, die aus sequenziellen Blutproben eines Patienten entstanden waren,
wurden als zwei verschiedene Populationen P1 und P2 bezeichnet. Klon A5 wurde aufgrund der
stark von den anderen Klonen abweichenden Sequenz als separate Population P3 behandelt.

Bei allen anderen Patienten lag die maximale Sequenzabweichung fir Klone,
die aus der selben Blutprobe gewonnen wurden, bei maximal 2,9%.

Von Patient H6, U7 und D5 konnten die V3-Regionen aus sequenziellen
Blutproben analysiert werden. Bei allen drei Patienten zeigten die Klone aus der

zweiten Blutprobe (P2) Aminoduresubstitutionen gegentber den Klonen aus der
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ersten Blutentnahme (P1). Die V3-Sequenzen der beiden Viruspopulationen P1
und P2 von Patient D5 variierten um 4,9%, die von Patient U7 um 3,9%.
Auffallig waren wiederum die Klone aus Patient H6. Wahrend die Population P2
(Al, A2, A3, A6) nur um 1% von P1 abwich, konnten fiur P3 viele
Basenaustausche (16 Austausche und  Deletion von drei Nucleotiden)
beobachtet werden, die sich in einer Abweichung von 18,9% widerspiegelten.

Um nachzuweisen, ob sich einzelne Nukleotidsubstitutionen in den V3-
Regionen der Viruspopulationen als Aminosdureaustausche manifestieren,
wurde die Aminoséaurensequenz fiur die Klone ermittelt (Tab. 3.4). Bei Patient
D5 konnte in der Population P2 (Klone H9-H13) ein Aminosaureaustausch
festgestellt werden: in Klon H11 war an Position 24 Threonin gegen Serin
ausgetauscht. Alle anderen intraindividuellen Basenaustausche erwiesen sich
als stille Mutationen. Im Gegensatz dazu konnten bei sequentiellen Klonen,
Veranderungen in der Aminosaurensequenz detektiert werden. Bei Patient D5
fand in Position 34 eine Austausch von Arginin gegen Lysin statt; bei Patient U7
zeigte die V3-Sequenz aus der zweiten Blutprobe eine Substitution von
Phenylalanin durch Leucin an Position 22 und eine Deletion der 27.
Aminosaure. Die Aminosauremutationen wirkten sich jedoch nicht auf die
Ladung der V3-Regionen aus. Auffallig waren wiederum die Klone, die aus
Patient H6 gewonnen wurden. Die Klone Al, A2, A3 und A6 zeigten, wie aus
der Nukleotidsequenz zu erwarten war nur einen einzelnen
Aminosaureaustausch an Position 13. Im Gegensatz dazu, wies die V3-
Sequenz von Klon A5 im Vergleich zu 12-6 und 12-7 (P1) acht Substitutionen
und eine Deletion auf. Die A5-Sequenz zeigte eine hohe Ahnlichkeit mit denen
der Klone C21-C24 und H9-H13 aus Patient D5. Die V3-Region aus diesen
Viren zeigte eine auffallige APGR-Variation in dem als hoch konserviert
beschriebenen GPGR-Motiv der V3-Spitze, die von der Deletion einer

Aminosaure an Position 27 gefolgt wird.



Patient K1

KN3-2V3  TGTACCAGACCCT CCAACAATACAAGAAAAAGT ATAACT ATAGGACCAGGACAAGTATTCTATAAAACAGGAGT AT AATAGGAGATATAAGAAAAGCATATTGT
KNG-4V3 === = = mm = mm e e e o e e o e e e e e e e e e e e e
KINB-BV/B === == o s o s oo oo

Patient H6

12-5V3  TGTACAAGACCTGGCAACAATACAAGAAAAGT ATACCTATAGGACCAGGGAAAGCATTTTAT GCAACAGGAGCCATAATAGGAGATATAAGAAAAGCACACTGT
12-BV3 == mm e e e e e e e e eeeeeeaeeeeeeeeeeeanaea-

12-7V8 s m Tt oooooooooooooosooooosoo-o-
AlV3  cmmmmmmmoo R R R R Arsmm i m oo
A2V3 oo Armmmmmmmme e i ittt
A3V3  ctmmm-o---- Armmmmmmmmm e R R R i
ABV3 m--m------- O R O
A5V3 c-mmmm----- CAAT------------ GG----- A---- C------- G AGEG - - A - T---
Patient U7

K1Vv3 TGTACAAGACCCGGCAACAATACAAGGAAAAGTATACATTTTGGACCGGGGAGT GCATTTTATACAACAGAAAT AATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGT
G AT R R LT TR EE
u7-00v3 ----------- R e R Amemmmeee e Amemmmeee e R C---- C----
Patient J5

G17V3 TGTACAAGACCCAACAACAATACAATAAAAGGTATACATATAGGACCAGGGAGT GCATTTTATACAACAGGACAAATAGT AGGAGATATAAGACAAGCACATTCGC
LR R e
G20V3  ---mmmmms-o--- R R R R R T
L A e T
LG e T

Abb. 3.2: Erklarung néachsteSeite

o



Patient H4

B2V3 TGTACAAGACCTAACAACAATACAAGAAAACGTATTAGT TTAGGACCAGGGAGAGTATTTTATAACAACAGGAGAAAT AATAGGAGATATAAGACGAGCACATTGT
=F e R e T
Patient D5

C21V3 TGTACAAGACCCAATAACAAT ACAAGAAGAGGT ATACATAT AGCACCAGGGAGAAGAT GGTATACAACAGAAAT AATAGGAGATATAAGAAGAGCATATTGT

oz Vi R
(or Y i i e
)Y S A---C----
HIOV3 s mm s s s s o s s s e oooooososooooooo-o------ A---C----
HI11V3  mmmmmmmmmmtmomomo oo ooooooooooooooooo-o--- Tommmmmmmm e A---C----
H13v3 ------ i A---CC----

Abb. 3.2: Nukleotidsequenzen der V3-Region
die Abbildung zeigt die Nukleotidsequezen der V3-Schleife fiir die rekombinanten HIV-1-Klone.

Ly
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Tab. 3.4 Aminoséuresequenzen der V3-Region

Patient Datum

Klon AS-Sequenz

K1

H6

u7

J5

H4

D5

05-98

12-93

01-95

05-98

01-98

12-93

01-94

01-98

Konsensus CTRPNNNTRKGE HI . .

KN3-2 ----S---- S-T-
KN6 ----S---- S-T-
KN9-4 ----S---- S-T-
12-6 ----G----5P-..
12-7 ----G----5P-..
Al ----G----5--
A2 ----G----5--
A3 ----G----5--
A6 ----G----5--
A5 mm------- R----
K1 ----G----5-F..
K5-4 ----G----5-F..
u7-2000 ----G--------
Givr7 @ -------- [—
G199  -------- | -----
G20  -------- | -----
G21 = - | -----
G22 - l-----
B2  ---e------ R-SL.
B4 oo R-SL.
C21 @ ----e---- R---
c22 - R---
c24 - R----
HO  --------- R----
H1I0 - R----
H11T ~  --------- R----
H13 - R----
NL43  ---------- S-R-

GPGRAFYTTGAI | GDI RKAHC

e QV—K--Deee - Y-
e QV—K- oD Y-
- QV—K- =D Y-
N
cecKemc Arm e e
N
cecKemc Arm e e
cecKemc Armmmmme e e
ce Ko e Prmm e
N o Y
S E ------ Q--
S . E ------ Q--
~--SL---D------ Q--
S QV----Q--
S S QV----Q--
S QV----Q--
S QV----Q--
S QV----Q--
R VA E------ R- - -
S A E------ R- - -
A---RW--E ------ R Y-
A---RW--E --==-- R Y-
A---RM--E ------ R Y-
A---RW--E ------ K- - -
A---RW--E ------ K- - -
A---RN¥SE ------ K- - -
A---RW--E ------ K- - -
R ----- V-1-K-GNM - - - - -

Aus den Nukleotidsequenzen wurden mit Hilfe des Programmes ClustalX

Stammbaume fir die rekombinanten HIV-1-Klone berechnet,

um so die

Ahnlichkeiten besser darstellen zu kénnen (Abb. 3.3). Das Programm berechnet

aus den eingegebenen Daten zehn verschiedene Stammb&ume, um so den

wahrscheinlichsten

Baum darzustellen. Die

Auftrennung in einzelne

Virusgruppen konnte deswegen als signifikant gewertet werden. An der

geringen horizontalen Ausdehnung des Stammbaumes ist erkennbar, dass die
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ML4.3WV3

100 — B2V3
]B4V3

80, 12-6V3
_I 12-7V3
A3WV3
AZ2V3
A1V3

20

90

ABV3
KN9-4V3
100 |
|KN32V3
KN6V3
— U37-00V3

100

K1V3
751K5V3
G22 v3

204 G21va

G20v3

G17 V3

G19 V3
C24v3

90
c21v3
Cc22v3

100

AS5V3

H9 V3
H13WV3
— H11WV3

IH1D V3

50

Abb. 3.3: Ahnlichkeitsanalyse fiir den V3-Bereich
Abbildung 3.3 zeigt den Stammbaum, der sich aus der computerunterstiitzten Ahnlichkeits-
analyse fur den V3-Bereich der rekombinanten Virusklone ergab. Das Programm (Clustal X)
berechnete insgesamt 10 Stammb&aume, um so den wahrscheinlichsten Baum darzustellen. Die
horizontale Langeneinheit gibt das Mass fir 10% Variation an. Die Zahlen an den Gabelungen
stellen den prozentualen Anteil der analysierten Stammb&ume dar, die der abgebildeten
Auftrennung entsprechen, um so die Signifikanz aufzuzeigen. Auf der Basis dieser Analyse
konnten die Virusklone in sechs Gruppen eingeteilt werden.
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analysierten Virusklone prinzipiell nahe miteinander verwandt sind. Trotzdem
war eine Auftrennung in sechs Gruppen zu erkennen: Dabei stellten jeweils
Klone, die aus der selben Blutprobe hergestellt wurden eine Gruppe dar (B2
und B4; KN2-3, KN6 und KN9-4 und G17-G22). AuBerdem bildeten die
Virusklone, die aus sequentiellen Blutproben eines Patienten hergestellt wurden
in der Regel eine gemeinsame Gruppe (12-6, 12-7 und Al, 2, 3,6; K1, K5-4 und
PCR-Produkt US37-00). Eine weitere Gruppe setzt sich aus den sequentiellen
Klonen C21-C24 und H9-H11 des Patienten D5 zusammen. In diese Gruppe
fallt auRerdem Klon A5, dessen Sequenz sehr stark von den anderen Klonen

aus Patient H6 abweicht

3.3.2 Untersuchung der Variabilitat in der V1-V2-Region

Die Sequenzen der V1-V2-Region (Abb. 3.4 und 3.5) der Viruspopulation
zeigten mit 66,4% eine deutlich héhere Variabilitat, als sie fur die V3-Schleife
gefunden wurde. Dies lasst sich darauf zurtckfihren, dass in der V1-Region
eine aulRerordentlich hohe Varianz von 90,7% gefunden wurde. Der V2-Bereich
variierte hingegen nur um 53,5%. Auch die intraindividuellen Abweichungen
waren mit maximal 7% hoher als die des V3-Bereichs. Hier zeigte sich
ebenfalls, dass die Varianz in der variablen Region V1 gro3er war als in V2. Die
maximale Abweichung bei Klonen, die aus derselben Blutprobe hergestellt
wurden, war fir die V2-Region 4%, wahrend im V1-Bereich bis zu 27,6%
Varianz gefunden wurden. Die grof3ten intraindividuellen Unterschiede (10,3%)
wurden bei den Klonen 12-6 und 12-7 gefunden. Dabei ist interessant, dass sich
die Variationen ausschlielich auf den V1-Bereich beschranken (ein
Basenaustausch und Deletion von 19 Nukleotiden; 27,6% Abweichung),
wahrend die Sequenzen fur die V2-Schleife identisch sind. Ein weiteres Beispiel
fur diese Beobachtung sind die Sequenzvergleiche der Klone G17-G22 (Patient
J5) bei denen Baasenpaarsubstitutionen allein in der V1-Region (4,2%
Variabilitat) detektiert wurden. Die Sequenzanalyse der Klone C22-24 (Patient
D5) fuhrte zu einem weiteren interessanten Ergebnis: C22 weist eine Deletion
von drei Basenpaaren und einen Nukleotidaustausch im V2-Bereich auf,

wéhrend bei C24 eine Insertion von drei Nukleotiden und vier Substitutionen in
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der V1-Region stattgefunden hatten. Mutationsereignisse finden demnach

unabhangig voneinander in beiden Regionen statt.

Tab. 3.5 Variabilitat der V1-V2-Region

Patient Datum Virusklon Variabilitat

V1-Vv2 V1 V2
K1 05-98 KN3-2 0% 0% 0%
KNG
KN9-4
H6 12-93 P1:12-6 P1:10,3% P1:27,6% 0%
12-7
01-95 P2: A5 P1/P2:37,3% P1/P2:35%  23,7%
u7 05-98 K1 0% 0% 0%
K5-4
J5 01-98 G17 1,4% 4,2% 0%
G19
G20
G21
G22
H4 12-93 B2 0% 0% 0%
B4
D5 01-94 P1:C21 P1:7% P1:7,8% P1: 4%
c22
C24
01-98 P2: HO  P2:0,9% P2: 2,2% P2: 0%
H10
H11
H13

P1/P2:13,4% P1/P2:21,5% 7,8%

Gesamtpopulation 66,4% 90,7% 53,5%

Rekombinante Viren, die aus sequenziellen Blutproben eines Patienten entstanden waren,
wurden als zwei verschiedene Populationen P1 und P2 bezeichnet.



Patient K1

KN3-2 V1
KN6 V1
KN9-4 V1

Patient H6
12-6 V1
12-7 V1

A5 V1

Patient U7

K1Vl
K5-4 V1

Patient J5

G1l7 V1
Gl9 V1
G20 V1
G21V1
G22 V1

Patient H4

B2 Vi
B4 V1

TGTGCCAATTTGACCAAAGT CAATAACATAACCAAAAT AGGAAATATAACAAT AGGAAATATAACAGAT GGAGT AAGAAACT GT

TGCA ..o oo CTAATTATACT. . . AATACCAATGCTACTAATATCAATAGT AGCT TGAAGAT GGGGGAAGGAGAAATACAAAAC. TGC
---------------------------------------------------------------------------- Accmmmmo
- - - - CTGATGTGAATGTGACTG- - - - - - - C—GIT---nnnn-- A-GG ....CTGGAA-A-A - - A A A= C-A---- C--

Abb.3.4: Legende nachste Seite
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Patient D5

c21v1 TGCACTGATGTGAATGTGACTGCTAATTACACTGTTAAT. . . ACCACTAC. . . TACCC. . . TGGAAAAGATAGGGAAT GGAGAAATAAAAAACT G
Oy i R
(oy.Z Y I e e GGATG - TT--------- - s mm e e e e e oo - - -
[ L I/ A e ACC- AT---GGCCT. . . GCGAAAA.GT.------ A----a---- C---------
B Y R ACC- AT---GGCCT. . . GGAAAAL. G T.------ A-------- C---------
HILV]1 3 - mrmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmoo oo ACC- AT- - - GGCCT. . . GGAAAA. G T.------ Ao C---------
H13 V1 = mmmmmmmmmm e e e e ACC- AT- - - GGCCT. . . GGAAAA. G T.------ Arm

Abb. 3.4: Nucleotidsequenz der V1-Region
Abb. 3.3 zeigt die Nucleotidsequenz der V1-Region fur die hergestellten rekombinanten HIV-1-Klone. Dargestellt ist die gesamte Sequenz mit dem Basentriplett,
das fur den Cysteinrest zwischen den beiden Variablen Bereichen V1 und V2 codiert.

Patient K1

KN3-2V2 TCTTTTAATATCACTACAAGCATGAGAGATAAGCCGCAGAAAGAGT ATGCACT TTTTTATAGGCTTGATATAGTACCAAT TAAAGACAATAACAGCAGTAGTGATGAG
KNG V2 === - = m s o oo m s s n e e
L I R R I rrrerrrre

KN3-2 V2 TATAGGTTAATAAATTGT

KN6 V2 =-n=-s-smmomooeoes
KNO-4 V2  ==-=-=-=-cmcmmman

Abb.3.5: Legende siehe Ubernéachste Seite
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Patient H6

12-6 V2
12-7 V2

A5 V2

12-6 V2
12-7 V2

A5 V2

Patient U7

K1 V2
K5-4 v2

K1Vv2
K5-4 V2

Patient J5

G17 V2
G19 V2
G20 V2
G21 V2
G22 V2

G17 V2
G19 V2
G20 V2
G21V2
G22 V2

TCTTTCAACATCACCACACGCATAAGAGATAAGGT GCAGAAAGAATATGCACTTTTTTATAAACT TGATGTAGTACCAATAGATAATAAAAGT AATAAAAATGATAGC

S S | (ORI GAG AAG - - - - - - N o S CGC --mmmmmnn- G-rren- C---- T- AAGAC. . . TCCACC- A-
TATAGGTTGATAAGTTGT
S

TCTTTCAATATCACCACACCCAT GAAAGATAAAGAT GAAGACAGAATCTGCATATTTTTATAGACCT GATATAGAACCAATAGATAAGGATAATGAGAATAGTACTACGC

Abb.3.5: Legende siehe nachste Seite
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Patient H4

B2V2  TCTTTCAATATCACCACAAGCATAAGAGATAAGGT GCAGAAAGAATATGCACTTTTTTATAAACT TGATATAGTACCAAT AGAT AATACTAGCTATAGGT TGATAAGTTGT
BA V2 -t ooooooooooooo-

Patient D5

C21V2 TCTTTCAATATCACCACACCCATAAGAGAAGAAAGGCGGAAAAACTATGCACTTTTTTCTAGCCT TGATGTAGT GCCAATAGATAATAATAATAATTCCACCAACTATAT
oy Ay e e e A L
C24 V2  mmmmm T T oo osomoooooo-o--o- Tome e
H9 V2 R O R G------- R C------- AGC-------------
H10 V2 O e G------- R e C------- AGC-------------
H11 V2 O e G------- R e C------- AGC-------------
H13 V2 O G------- L C------- AGC-------------

Abb.3.5: V2-Nukleotidsequenzen der rekombinanten HIV-1-Klone
Dargestellt ist die Sequenz fir die variable Region V2 im Anschluss an das Basentriplett, das fir den Cysteinrest zwischen V1- und V2-Bereich kodiert




Tab. 3.6 Aminosaurensequenz der V1-V2-Region der HIV-1-Klone

Patient Datum Klon AS-Sequenz V1-V2-Region Lange (AS)
V1 V2 vi V2 S
CTDVNNTNNTN. . .. T............ | EKGEI KN C SFNI TTI | RDKRQKEYALFYKLDI VPI D. NNENSTSYRLI SC
K1 05-98 KN3-2 -ANLTKV--. ... ... .. TKIGNITIGN----V-- - ---M-EL---K--VH---------- KD--SS-DE----N- 26 43 70
KN6 -ANLTKV--. ... ... .. TKIGNITIGN----V-- - ---M-EL---K--VH---------- KD--SS-DE----N- 26 43 70
KN9-4 -ANLTKV--. ... ... .. TKIGNITIGN----V-- - ---M-EL---K--VH---------- KD-SS-DE----N- 26 43 70
H6 12-93 12-6 --NYT---A--INSSLK. . ......... ME--Q - ------ R---V-mmmmmeo- - V- - - - NKSNKND- - - - - - - 25 42 68
12-7 --NYT--. ... SLK. . ... ME--Q - ------ R---V--mmmmoo - V- - - - NKSNKND- - - - - - - 18 42 61
01-95 A5 ---A-V-A-YTUNTN-GLE.DR. . . . .. R = GE--------mm - —-KDN- M - S- 29 41 71
u7 05-98 K1 --C--T--TNTNSSN- N. . . SSNWGF. . V------- R T SM--P---oo - V--M. . E--D-------- 31 40 72
K5-4 --C--T--TNTNSSN- N. . . SSNWGF. . V------- - ---- SM--P----------- V--M. . E--D-------- 31 40 72
J5 01-98 G17 -------- T--NASS-N...SSTSGG. . R------- S MK--MKT-S-Y--R---E--KD------------ 31 42 74
G19 -------- T--NASS-N...SSTSGG. . R------- S MK--MKT-S-Y--R---E--KD------------ 31 42 74
G20 @ -------- T--NASS-N...SSTNGG. . R------- R MK--MKT-S-Y--R---E--KD---—------- 31 42 74
G21 R R L -
G2  -em----- T--NASS-N...SSTSGG. . R------- - ------- MK--MKT-S-Y--R---E---KD------------ 31 42 74
H4 12-93 B2 - R--T-- TTRHS&KL. M- - - - - - - ------ S -V - 27 36 64
B4 s R--TT- TTRHSGKL. Mt - - - - - - R S R e e 27 36 64
D5 01-94 c21 ---
c2 ----- V-A-YTUNTT-SLE. . . ... .. -------- R EE-R------ SS--V----.--N--NM-S- 27 40 68
C24 -
01-98 H9 ---A-V-A-YTUNTN-GLE.DR. . . .. .----- L-- - --------- GE---N----8S--V----.--KD--NM-S- 29 41 71
H10 ---A-V-A-YTUNTN-GLE.DR. . . .. .----- L-- - --------- GE---N----8S--V----.--KD--NM-S- 29 41 71
H11 ---A-V-A-TTUNTN-GLE.DR. . . .. .----- L-- - - - GE---N----8S--V----.--KD--NM-S- 29 41 71
H13
NL4.3 ---LK-DT-.......... TNSSSGRM M - - - - - - - ----858---V----- R N--------

9g
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Die hohe Variabilitat der V1-V2-Region spiegelt sich in der Aminoséauren-
sequenz besonders deutlich wider (Tab.3.6). Auffallig war die hohe Anzahl an
Deletionen, die neben einer Vielzahl von Aminosaureaustauschen detektiert
wurde. Dadurch kam es zu starken Variationen in der Sequenzlange. Die V1-
V2-Region schwankte in ihrer Lange zwischen 61 und 74 Aminosauren. Dabei
zeigte sich erneut eine hohere Variabilitat in der V1- (18-31 AS) als in der V2-
Region (36-43 AS).

In der Aminosaurensequenz wird besonders deutlich, dass der Klon A5, wie
bereits fir die V3-Sequenzen fesgestellt wurde, sehr stark von den Klonen 12-6
und 12-7 aus der ersten Blutprobe des Patienten H6 abweicht und eine grol3e
Ahnlichkeit zu den Klone aus Patient D5 (C21-C24 und H9-H13) zeigt. Die
Sequenzierung des V1-2 Bereiches war fur die Klone Al, A2, A3 und A6 nicht
erfolgreich, weshalb nicht untersucht werden konnte, ob auch hier zwei deutlich
verschiedene Populationen zu definieren sind.

Der aus der computerunterstiitzten Ahnlichkeitsanalyse entstandene Stamm-
baum (Abb.3.6) spiegelte mit seiner, gegeniber dem V3-Stammbaum (Abb.3.3),
starken horizontalen Ausbreitung die hohere Variabilitat des V1-V2-Bereichs
wider. Auch fir die V1-V2-Region konnten Klone, die aus der selben Blutprobe
bzw. aus dem selben Patienten hergestellt worden waren, als einzelne
Subpopulationen dargestellt werden. Erneut zeigte sich, dass der Klon A5 aus
Patient H6 aufgrund seiner ahnlichen Sequenz eine gemeinsame Population mit
den Klonen aus Patient D5 (Klone C21-C24 und H9-H13) bildete. Da die
Sequenz der V1-V2-Region langer ist, als die V3-Sequenz, konnte die
Stammbaumanalyse hier genauer erfolgen. Dabei stellte sich heraus, dass sich
die Subpopulationen der Klone 12-6/12-7, B2/B4, K1/K5, G17-G22 gemeinsam
mit der V1-2-Sequenz von NL4.3 zu einer ubergeorneten Population
zusammenfassen lieBen. Insgesamt konnten also drei Populationen unter-
schieden werden: Population 1 mit den Klonen KN3-2, KN6 und KN9-4,
Population 3 zu der die Klone aus Patient D5 und der Klon A5 gehdrten und

Population 2, in der alle anderen Klone zusammengefasst werden konnten.
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KNO9-a4V1-V2
100]|
| KN3-2V1-v2 1

KN&V1-WV2

100 12-6V1-V2

12-7V1-v2
NL4.3V1-V2

v 4 -
B2VWV1-v2

8 gav1-ve 1

K1V1-v2 j 2
-5 100 |

| Ks-avi-v2 |

Ga20ovi-vz

100

Gz21vVi1-vz2
Ga22vV1-\v2
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Abb. 3.6: Ahnlichkeitsanalyse fur die V1-V2-Region

Abbildung 3.6 zeigt den Stammbaum, der sich aus der computerunterstiitzten Ahnlichkeits-
analyse fur den V3-Bereich der rekombinanten Virusklone ergab. Das Programm (Clustal X)
berechnete insgesamt 100 Stammb&aume, um so den wahrscheinlichsten Baum darzustellen.
Die horizontale Langeneinheit entspricht 10% Variation. Die Zahlen an den Gabelungen stellen
den prozentualen Anteil analysierten Stamb&ume dar, die der abgebildeten Auftrennung
entsprechen, um so die Signifikanz aufzuzeigen. Auf der Basis dieser Analyse konnten die
Virusklone in sechs Gruppen eingeteilt werden
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3.4 Phanotypische Charakterisierung der rekombinanten HIV-1-Klone

Nach der genotypischen Analyse sollten die rekombinanten HIV-1-Klone im
Bezug auf Wirtszelltropismus und Korezeptornutzung phanotypisch
charakterisiert werden. Dazu wurden die rekombinanten proviralen Plasmide
transfiziert und die Infektiositat und Replikationsfahigkeit der Virusiberstéande

auf verschiedenen Priméarzellen und Indikator-Zellinien untersucht.

3.4.1 Transfektion der rekombinanten HIV-1-Klone

Um die Infektiositat der rekombinanten HIV-1-Klone untersuchen zu kodnnen,
mufdten zun&chst Virusiuberstande hergestellt werden. Dafur wurden, wenn
moglich, drei Klone pro Patient und Blutentnahmezeitpunkt, unter Verwendung
der Kalzium-Phosphat-Methode, in HelaP4/CCR5-Zellen transfiziert. Nach drei
Tagen wurden die Virusuberstande geerntet und zur Uberprifung der
Infektiositat erneut auf HelaP4/CCR5 gegeben. Der Nachweis infizierter Zellen
erfolgte durch Immunfarbung. Die genotypische Analyse der Virusklone (3.3)
ergab, dass aus der zweiten Blutprobe der Patienten H6 zwei verschiedene
Virustypen kloniert worden waren. Von diesen Viren konnte jedoch nur A5 als
eindeutig infektios getestet werden, weshalb bei der phanotypischen
Charakterisierung nur eine Variante berlcksichtigt werden konnte. In Tabelle

3.7 sind die als infektts getesteten Klone aufgelistet.

Tab. 3.7 Infektiose Klone

Patient Datum infektdse Klone
K1 05-98 KN3-2
H6 12-93 12-6
12-7
01-95 A5
U7 05-98 K5-4
J5 01-98 G17
G19
H4 12-93 B2
D5 01-94 C22
01-98 H9
H10

H11
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3.4.2 Ermittlung der in vitro genutzten Korezeptoren durch Infektion von

Indikatorzellinien

Um in die Wirtszelle zu gelangen, benétigt HIV-1 zwei Rezeptoren: CD4 und
einen Chemokinrezeptor. Verschiedene HIV-Isolate lassen sich durch die
Nutzung unterschiedlicher Chemomokinrezeptoren charakterisieren. In vivo
spielen dabei hauptsachlich CCR5 und CXCR4 eine Rolle, wahrend bei in vitro
Infektionsversuchen weitere mogliche Korezeptoren entdeckt wurden. Eine
gute Mdglichkeit, die in vitro genutzten Korezeptoren zu ermitteln, bietet die
Infektion von Indikatorzellinien. In der vorliegenden Arbeit wurden GHOST-
Zellen benutzt, humane Osteosarkom-Zelllinien, die neben CD4 jeweils einen
von zehn Korezeptoren (CCR5, CXCR4, CCR1, CCR2b, CCR3, CCR4, CCRS,
BOB, Bonzo, V28) exprimieren. Infizierte Zellen wurden durch Immunféarbung
nachgewiesen. Die Ergebnisse aus den Korezeptorstudien (Mittelwert aus
Doppelbestimmungen) sind in Abb.3.7 dargestellt. Alle Klone, die aus derselben
Blutprobe eines Patienten hergestellt wurden, zeigten einen einheitlichen
Phanotyp. Innerhalb der Patientengruppe ergaben die Korezeptorstudien fir die
rekombinanten Viren jedoch ein sehr variables Muster der Korezeptornutzung,
was nach der in 3.3 ermittelten hohen Sequenzvariabilitdt der Virusklone zu
erwarten war. Neben sechs Klonen, die ausschliel3lich CCR5-positive Zellen
infizieren konnten (G17, G19, 12-6, 12-7, K5-4, KN3-2, KN9-4), wurde ein
dualtropes Virus gefunden, das sowohl CCR5 als auch CXCR4 zur Infektion von
GHOST-Zellen nutzen konnte (B2). Die HIV-1-Klone A5, C22, H9, H10 und H11
erwiesen sich als multitrop und konnten bis zu neun verschiedene Korezeptoren
benutzen, um in die Indikatorzelllinie zu gelangen. Fur A5, H9, H10 und H11
wurden neben CCR5 und CXCR4 auch CCR1, CCR2b, CCR3, CCRS, BOB,
Bonzo und V28 als in vitro genutzte Korezeptoren identifiziert. Fur Klon C22
konnte bei den CCR3- und Bonzo-exprimierenden Zellinien nur eine sehr
geringe Anzahl p24-positiver Zellen nachgewiesen werden (weniger als 3
ffu/10ng p24), so dass diese nicht als eindeutig infizierbar gewertet wurden. Die
Zelllinie GHOST-CCR2b wurde fiir diesen Klon nicht getestet. Uberraschend
war bei diesen funf Virusklonen, dass der Chemokinrezeptor CCR1 zur Infektion
von GHOST-Zellen genutzt werden konnte, da CCR1 bislang vorallem als

maoglicher Korezeptor fur HIV-2 beschrieben wurde.
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Abb. 3.7: in vitro Korezeptornutzung der rekombinanten HIV-1-Klone

Zur Ermittlung der in vitro genutzten Korezeptoren wurden GHOST-Zellen infiziert, die neben
CD4 jeweils einen von 10 Korezeptoren exprimieren. Infizierte Zellen wurden durch
Immunfarbung bestimmt und ausgezahlt. Dargestellt ist die Anzahl der blau gefarbten
Syncytien (,focus forming units“;ffU; Mittelwert aus Doppelbestimmungen) pro 10 ng p24. Die
Zelllinie GHOST-CCR2b wurde fiir das rekombinante Virus C22 nicht getestet (n.d.).

Frihere Untersuchungen zeigten, dass es im Verlauf einer HIV1-Infektion zur
Verénderung des Phanotyps der vorherrschenden Virusvariante kommen kann.
Dabei konnte sowohl ein vollstandiger Wechsel im Tropismus (CCR5 zu
CXCR4) beobachtet werden, als auch eine Verbreiterung des Spektrums der
genutzten Korezeptoren (Connor et al., 1997) Anhand der Virusklone aus den
sequentiellen Blutproben der Patienten H6 und D5 konnte untersucht werden,
ob diese Beobachtung auch bei den Hamburger Patienten bestatigt werden
kann. Bei Patient H6 war eine deutliche Veranderung des Phanotyps zu

beobachten: wéahrend die vorherrschende Virusvariante zum Zeitpunkt der
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ersten Blutentnahme im Dezember 1993 nur CCR5 (Klone 12-6, 12-7) zu
Infektion von GHOST-Zellen nutzte, wurde Klon A5, der aus der zweiten
Blutprobe (Januar 1995) generiert wurde, als multitrop charakterisiert (CCR5,
CXCR4, CCR1, CCR2b, CCR3, CCR8, BOB, Bonzo, V28). Auch bei den
Klonen, die aus Patient D5 zu den unterschiedlichen Blutentnahmezeitpunkten
erhalten wurden, konnte eine leichte Veranderung in der Korezeptornutzung
festgestellt werden: der Virusklon C22 von Januar 1994 konnte im Gegensatz
zu der im Januar 1998 Kklonierten Virusvariante (H9, H10, H11l) die
Chemokinrezeptoren CCR1 und Bonzo nicht eindeutig nutzen. Es war also in
der Zeit zwischen den beiden Blutenthahmen zu einer Verbreiterung der
Phanotyps gekommen.

Zur deutlicheren Darstellung der Verdnderung der Korezeptornutzung in den
Patienten H6 und D5 sind wurden die entsprechenden Klone zusétzlich in

Tabelle 3.8 aufgelistet.

Tabelle 3.8 Veranderung der Korezeptornutzung im Verlauf der Infektion

Patient Datum Klon Korezeptoren
H6 12-93 12-6, 12-7 R5
01-95 A5 R5, X4, R1, R3, R8, BOB, Bonzo, V28,
(R2b)
D5 01-94 C22 R5, X4, R3, R8, BOB, V28
01-98 H9, H10, R5, X4, R1, R3, R8, BOB, Bonzo, V28,
H11 (R2b)

Die Zelllinie GHOST-CCR2b wurde fir den Klon C22 nicht getestet und deshalb in Klammern
dargestellt

3.4.3 Inhibition der Infektion durch AMD3100

Zum Nachweis der Spezifitdt der in vitro-Korezeptornutzung sollte auf der
GHOST-CXCRA4-Zelllinie exemplarisch ein Inhibitionsversuch durchgefihrt
werden. Dabei wird der Chemokinrezeptor durch den Antagonisten AMD3100
blockiert um so die Infektion durch CXCR4-nutzende Viren zu verhindern. Die
Zellen wurden zunachst mit unterschiedlichen AMD3100-Konzentrationen
vorbehandelt und dann mit dem dualtropen Virus B2 bzw. den multitropen Viren
A5 und H11 (Viruskonzentration: 1ng p24/ml) infiziert. Die infizierten Zellen
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wurden nach drei Stunden gewaschen und fur weitere drei Tage mit den
entsprechenden Konzentrationen des Antagonisten inkubiert. Der Nachweis der
infizierten Zellen erfolgte durch Immunféarbung. In Abb. 3.8 ist die Anzahl der
p24-positiven Zellen fur die jeweilige Chemokinkonzentration dargestellt
(Mittelwerte aus Doppelbestimmungen). Fiur alle drei getesteten Virusklone
konnte eine dosisabhangige Inhibition der CXCR4-anhangigen Infektion
nachgewiesen werden. Aus der gemessenen Inhibition fur unterschiedliche
AMD3100-Konzentrationen wurde die Dosis berechnet, bei der die Infektion
durch HIV-1 zu 50% inhibiert werden kann (ICso): die ICso lag fur die
untersuchten Virusklone bei 6-8 ng/ml (A5: 6ng/ml; H11: 7ng/ml; B2: 8ng/ml).
Diese Werte entsprachen der von Schols et al. (1997) publizierten IC5so von 2-
7ng/ml. Aufgrund der Inhibition durch AMD3100 wurde die unter 3.4.2 gezeigte
Infektion von GHOST-CXCR4 als spezifisch beurteilt.

25 1000ng/ml
] 0 100ng/ml
20 7 o @ 10ng/ml
=2 - Oong/ml
- 15 A
2
10 A
) ﬂ
N | m [

A5 H11l B2

Abb. 3.8: Inhibition der Infektion von GHOST-CXCR4 durch AMD 3100

Abb. 3.8 zeigt die Inhibition der Infektion von GHOST-CXCR4-Zellen durch das dualtrope Virus
B2 und die multitropen Klone A5 und H11. Die Inhibition wurde mit 10, 100 und 1000 ng AMD
durchgefuihrt. Als Kontrolle wurde eine Infektion ohne Zugabe von AMD durchgefihrt.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus der Doppelbestimmung.
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3.4.4 Infektion von peripheren Blutlymphozyten

Die Hauptzielzellen von HIV sind CD4-positive Lymphozyten. Aus diesem
Grund ist es wichtig, zur Charakterisierung der rekombinanten HIV-1-Klone, ihre
Replikationsfahigkeit auf peripheren Blutlymphozyten (engl.: peripheral blood
monocytes = PBMC) zu untersuchen. Dazu wurden PBMC von gesunden
Blutspendern isoliert und stimuliert. Um  donorspezifische Effekte
auszuschlieBen, wurden die Blutzellen von zwei Spendern gemischt. Die
Infektion mit den unterschiedlichen HIV-1-Klonen (10ng p24/Napf) erfolgte in
48-Napf-Platten (1 x 10° Zellen/Napf). Die infizierten Zellen wurden nach 24
Stunden gewaschen und fur drei Wochen in Kultur gehalten. Dabei wurde in
regelmanRigen Abstanden Virustbertand genommen und der p24-Wert mit Hilfe
eines p24-ELISA bestimmt. Die Infektionsversuche erfolgten als
Vierfachansatze. Wie in Abb. 3.9 gezeigt ist, waren alle getesteten Klone in der
Lage, PBMC zu infizieren. Bei den dual- und multitropen Viren (B2, A5, C22,
H10, H11; Abb. 3.9B) ist tendenziell in den ersten sechs Tagen ein schnellerer
Anstieg der p24-Konzentration zu beobachten als bei den R5-Viren (G19, 12-6,
12-7, K5-4, KN3-2; Abb. 3.9A). Im weiteren Verlauf konnte jedoch kein
genereller Unterschied zwischen diesen Gruppen beobachtet werden. Auch
zwischen den Klonen, die aus sequenziellen Blutproben eines Patienten
gewonnen wurden, ist keine generelle Veranderung der Infektiositat auf PBMC
zu erkennen (Abb3.9C). Der dramatische Verlust an p24 im Uberstand ab Tag
16 ist auf den durch die Viren verursachten cytopathischen Effekt
zurtickzufuhren. Der Ruckgang der p24-Konzentration an Tag 8 lasst sich durch

den zuvor erfolgten Mediumwechsel begrinden.

Abb. 3.9: Infektion von PBMC (folgende Seite)

PBMC wurden mit verschiedenen Virusklonen infiziert (10ng p24), gewaschen und fir drei
Wochen kultiviert. Nach 0, 4, 6, 8, 12, 16 und 20 Tagen wurde Uberstand genommen und die
p-24-Konzentration bestimmt. Die Graphik zeigt die im ELISA gemessenen p24-
Konzentrationen (Mittelwert aus Vierfachansatzen) fur die CCR5-nutzenden Klone (A) und die
dual-bzw. multitropen Klone (B). (C) zeigt die p24-Werte fiur die sequentiellen Klone aus den
Patienten H6 (gefillte Zeichen) und D5 (leere Zeichen). Der Pfeil kennzeichnet den
Mediumwechsel an Tag 7, durch den sich der Riuckgang der p24-Konzentration an Tag 8
erkléaren lasst.
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3.4.5 Infektion von Makrophagen

HIV-1-Isolate varieren stark in ihrer Fahigkeit, Makrophagen zu infizieren.
Wahrend CCR5-nutzende Viren (NSI-Viren) meistens einen Makrophagen-
tropismus zeigten, wurden bei SI-Viren (Viren, die CXCR4 und mdoglicherweise
zusatzliche Korezeptoren nutzen) grofRe Unterschiede in der Infektiositat auf
diesem Zelltyp publiziert (Collin et al. 1994; Simmons et al., 1996). Aus diesem
Grund ist die Fahigkeit Makrophagen zu infizieren ein wichtiges Kriterium zur
Charakterisierung von Virus-Klonen. Makrophagen wurden aus Buffycoats
isoliert und in 24-Napf-Platten (1x10° Zellen/Napf) ausgeséat. Die Infektion (50ng
p24) mit exemplarisch ausgewdahlten Klonen erfolgte in Doppelansatzen. Die
infizierten Zellen wurden nach 24 Stunden gewaschen und fur drei Wochen in
Kultur gehalten. Der Nachweis der p24-infizierten Zellen erfolgte durch
Immunfarbung. Wie erwartet, waren alle CCR5-nutzenden Viren in der Lage,
Makrophagen zu infizieren (Abb.3.10). Darlber hinaus konnte der
Makrophagentropismus auch fir die dual- (B2) und multitropen (A5, H9, H10)
Virusklone gezeigt werden. Aufféllig waren die quantitativen Unterschiede bei
der Infektion von Makrophagen mit multitropen Viren. Wahrend mit den Klonen
H9, H10 und H11 nur wenige Zellen infiziert werden konnten (1-6 ffU/50ng p24),

zeigte die Infektion mit A5 die héchste Anzahl an positiven Makrophagen.
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Abb. 3.10: Erklarung folgende Seite
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Abb. 3.10: Infektion von Makrophagen (vorherige Seite)

Makrophagen wurden aus Buffycoats isoliert, in 24-Napf-Platten ausgesat und mit
exemplarisch ausgewahlten Virusklonen infiziert (50ng p24). Infizierte Zellen wurden durch
Immunféarbung nachgewiesen. Dargestellt ist die Anzahl der blaugefarbten infizierten Zellen
(focus forming units; ffU; Mittelwert aus Doppelansétzen) pro 50ng p24.

3.5 Dierekombinanten Virusklone weisen eine deutliche Variabilitat auf

Zusammenfassend kann man sagen, dass die rekombinanten Virusklone, die
aus den Blutproben der Hamburger Patientengruppe hergestellt wurden, eine
deutliche Variabilitat aufwiesen. Sequenzanalysen zeigten, obwohl die V3-
Schleife im Vergleich zur V1-V2-Region weniger variabel war, dass deutliche
Sequenzunterschiede zwischen den Klonen der einzelnen Patienten bestehen.
Neben Abweichungen in der Aminosauresequenz zwischen unterschiedlichen
Patienten konnten auch Substitutionen in den env-Genen beobachtet werden,
die aus sequentiellen Blutproben amplifiziert wurden (Patient H6, U7und D5).

Diese Variabilitat spiegelt sich im Phanotyp der Virusklone wider.
Korezeptorstudien mit GHOST-Zellen ergaben, dass ein breites Spektrum an
unterschiedlichen Korezeptoren zur Infektion genutzt werden konnte: neben
CCR5 nutzenden Viren (G17, G19, 12-6,12-7, K5-4, KN3-2) konnte ein
dualtroper (CCR5/CXCR4) Virusklon (B2) gefunden werden und auf3erdem
Viren (A5, C22, H9, H10, H11), die bis zu neun verschiedene Korezeptoren
nutzen konnten. Auffallig war dabei die Tatsache, dass die Klone A5, H9, H10
und H11 in der Lage waren, GHOST-Zellen Uber CCR1 zu infizieren, einem
Korezeptor, der bislang nur fur HIV-2 beschrieben wurde. Abgesehen von der
hohen Variabilitdt innerhalb der Patientengruppe, konnte auch eine
Veranderung der genutzten Korezeptoren bei Klonen festgestellt werden, die
aus sequenziellen Blutproben eines Patienten hergestellt wurden (Patienten H6
und D5). Trotz groRer Unterschiede bei den in vitro genutzten Korezeptoren,
zeigten Infektionsstudien auf primaren Zellen keine entsprechenden Differenzen

zwischen den Virusklonen.
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3.6 Korrelation von Phéanotyp und Krankheitsstatus

Wie bereits in Abschnitt 3.4.1. erwahnt wurde, kann es im Verlauf einer HIV-
Infektion zu einer Veranderung im Phanotyp der vorherrschenden Virusvariante
kommen. Es wurde aul3erdem festgestellt, dass verschiedene Virusvarianten
unterschiedlich starke cytopathische Effekte zeigen. Aus diesem Grund wurde
postuliert, dass Sl-Viren (dual-, multitrope und reine CXCR4-Viren) die, im
Vergleich zu NSl-Isolaten (CCR5-Viren), eine erhdhte Pathogenitat zeigen, erst
in einem spéateren Stadium der Erkrankung auftreten, wahrend NSI-Viren zum
Zeitpunkt der Serokonversion vorherrschen (Schuitemaker et al.,1992). Diese
Behauptung soll anhand der in der vorliegenden Arbeit hergestellten und
charakterisierten Virusklone Uberprift werden. Dazu wurden die phano-
typisierten rekombinanten Viren, dem Krankheitsstatus der Patienten zum
jeweiligen Blutentnahmezeitpunkt zugeordnet (siehe Tab. 3.1) und mit dem in
3.4.2 bestimmten Phanotyp verglichen. Die Ergebnisse der Einteilung sind in
Tab.3.9 dargestellt. Die Zuordnung ergab, dass CCR5-nutzende NSI-Viren
ebenso wie dual- und multitrope SI-Viren sowohl in asymptomatischen
Patienten gefunden wurden, als auch in Patienten bei denen AIDS diagnostiziert
wurde. So wurden aus den Blutproben der Patienten D5 und H4, die sich beide
in dem spaten Krankheitsstadium C3 befanden, multitrope (C22, H9, H10, H11)
bzw. dualtrope Viren (B2) kloniert, die aufgrund der genutzten Korezeptoren als
SI-Viren bezeichnet werden kdnnen. Aus den Blutproben von zwei weiteren
Patienten (U7 und J5), die gemal ihrer Kklinischen Daten einem sehr
fortgeschrittenen Krankheits-stadium zugeordnet (B3) wurden, wurden jedoch
CCR5-Viren (NSI) kloniert. Ahnliches konnte auch fir die als asymptomatisch
beschriebenen Patienten K1 und H6 festgestellt werden. Aus den Blutproben
beider Patienten wurden zunadchst rekombinante Viren hergestellt, die als
CCR5-nutzende NSI-Viren charakterisiert wurden (K1: KN3-2; H6: 12-6, 12-7).
Andererseits wurde aus der zweiten Blutprobe des asymptomatischen Patienten
H6 der Klon A5 hergestellt, der in der Lage war neun verschiedene
Korezeptoren zu nutzen und demnach zum SI-Phanotyp gehoért.  Eine
Korrelation von Virusvariante und Krankheitsstadium des Patienten konnte also

nicht festgestellt werden.
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Tab.3.9 Zuordnung der HIV-1-Klone zu den Krankheitsstadien der
Patienten

Status Virus- Patient Datum Klone Phanotyp

last
Al <50 K1 05-98 KN3-2, R5 NSI
Symptom
-frei n.a. H6 12-93 12-6,7 R5 NSI
01-95 A5 R5, X4, R1, R2b, R3, SI
R8, BOB, Bonzo,V28
B3 <50 u7 05-98 K5-4 R5 NSI
AIDS
~2000- J5 01-98 G17,19 R5 NSI
5000
C3 <50 H4 12-93 B2 R5, X4 S
AIDS
~2000 D5 01-94 C22 R5, X4, R3, R8, BOB, SI

V28

01-98 H9,10, R5, X4,R1, R2b, RS, SI
11 BOB, Bonzo, V28

Der Phéanotyp wurde zusatzlich in NSI (non-syncycium-inducing) und Sl (syncycium-inducing)
eingeteilt. Dabei galten R5-Viren als NSI und dual- bzw. multitrope Klone als SI.

3.7 Untersuchungen zur Vorhersage des Phanotyps

Bei der Entwicklung neuer Therapeutika, werden vermehrt Chemokine bzw.
Chemokinantagonisten eingesetzt, die durch Blockieren oder Internalisieren des
Korezeptors den Viruseintritt in die Wirtszelle hemmen. Der Einsatz solcher
Inhibitoren macht es notwendig, dass der behandelnde Arzt den Phanotyp der
vorherrschenden Virusvariante in einem Patienten kennt. Die Anzucht und
Charakterisierung von Virusisolaten aus dem  jeweiligen Patienten ist
zeitaufwendig und in der Praxis nicht durchfihrbar. Aus diesem Grund wird
nach Madoglichkeiten fir eine schnelle Bestimmung des Phanotyps gesucht.
Anhand der in der vorliegenden Arbeit hergestellten und charakterisierten
Virusklone, sollte untersucht werden, ob es moglich ist, den Phanotyp eines
Virus anhand seiner Aminosaurensequenz vorherzusagen. Grundlage fir diese

Untersuchungen stellte eine 1994 von Donaldson et al. publizierte Methode dar.
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Dabei werden Viren in zwei Gruppen eingeteilt: Syncyzium-induzierende (SI)
und nicht Syncyzium-induzierende (NSI) Viren. Fur beide Gruppen wurde
anhand der Los Alamos Datenbank (HIV-Sequenz-Datenbank des Los Alamos
National Laboratory, USA) eine Konsensussequenz der V3-Region ermittelt. Die
zu untersuchenden Virusisolate wurden sequenziert und die Anzahl der
gegenuber der Konsensussequenz veranderten Aminosauren ermittelt.
AulRerdem wurde die Nettoladung fur die V3-Sequenzen berechnet.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Virusklone wurde in gleicher Weise
analysiert, wobei CCR5-nutzende Viren als NSI- und dual- bzw. multitrope als
SI-Viren eingeteilt wurden. Die Anzahl der Abweichungen von der jeweiligen
Konsensussequenz und die Nettoladungen der V3-Region, die fur die einzelnen

Virusklone bestimmt wurden, sind in Tab.3.10 aufgefihrt.

Tab.3.10 Analyse der Aminosauresequenzen der V3-Region der HIV-1-
Klone

AS-Sequenz V3-loop Anz. Netto-
Variationen ladung

Konsensus NSI CTRPNNNTRKSI HI GPGRAFYTTGEI | DI RQAHC

617 - G-~ SRR CAVEREEEE 2 2
Gl - -G ----- S ----- o 4 2
KN3-2 REET- EEEEEE T QU-Ke-- Do - - K- Y- 8 4
12-6 ce--G------ P----K---AA----- K- - - 6 4
12-7 ----G------ P----K---A-A----- K- - - 6 4
K5 ----G - F---SL-------------- 4 2
Konsensus Sl CTRPNNNTRKRI HI GPGRAFYTTGQ | GDI RQAHC

A5 e RG--A--RW--.E----- K- - - 8 5
B2 = seeeeeeee--- SL----V----- E------ R--- 5 5
C22 = meeeeee-- RG--A--RW--.E-----RY- 9 5
HO - RG--A---RW--.E------ K- - - 8 5
HIO = meemee--- RG--A--RM-- . E------ K- - - 8 5
H11 ~  memee--- RG--A---RMS .E------ K- - - 9 5

Die ermittelten Werte wurden in einem Plot (Nettoladung/Anzahl an AS-
Variationen) dargestellt (Abb. 3.11A). Um eine grol3ere Viruspopulation
untersuchen zu koénnen, wurden aul3erdem Daten von publizierten Virus-
Isolaten (Los Alamos Datenbank) hinzugefugt (Abb. 3.11B). Wie von Donaldson

et al. publiziert, ergab sich eine klare Trennung zwischen den beiden Virus-
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Gruppen: Die V3-Sequenzen der NSI-Viren wiesen durchweg eine niedrigere
Nettoladung und weniger Aminosauresubstitutionen im Vergleich zur
Konsensussequenz auf als die V3-Sequenzen der Sl-Viren. Darlber hinaus
lieRen sich die SI-Viren in zwei Untergruppen unterteilen: in einem mittleren
Bereich von Aminosauresubstitutionen und V3-Nettoladungen wurden distinkte
Ansammlungen von dual- bzw. multitropen Viren gefunden. Die reinen X4-Viren
bildeten hingegen eine Gruppe, die die héchsten Nettoladungen und die
meisten Aminosauresubstitutionen aufwies. Diese Einteilung in drei Gruppen
macht es moglich, dass anhand der V3-Sequenz nicht nur zwischen NSI- und
SI-Viren unterschieden, sondern auch eine Voraussage gemacht werden kann,

ob es sich um dual- bzw. multitrope Sl-Viren handelt.

Abb. 3.11: Vorhersage des in vitro Phanotyp (Abbildung néachste Seite)

Die V3-loop-Sequenzen der analysierten Virusklone wurden nach Nettoladung und Anzahl der
Variationen im Vergleich zur Konsensussequenz eingeteilt und in ein Diagramm eingetragen
(A). Die dunne schwarze Linie entspricht der Grenze, zwischen NSI- und Sl-Isolaten, die von
Donaldson et al. (1994) publiziert wurde, die dicke schwarze Linie entspricht der Grenze, wie
sie nach den Analysen in der vorliegenden Arbeit gezogen wurde. Die entsprechenden Daten
fur die Klone Al, A2, A3 und A6 (schwarz) wurden hinzugefiigt, um eine Vorhersage uber den
Phanotyp machen zu kénnen. Um eine groéf3ere Virusgruppe untersuchen zu kénnen, wurden
die V3-loop-Sequenzen von publizierten Klonen auf die gleiche Weise analysiert und in
Diagramm (B) eigetragen.
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Teil Il — Etablierung eines Zellkultursystems zur in-vitro Differenzierung

von T-Zellen

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden rekombinante HIV-1-Klone aus
Patientenmaterial hergestellt und charakterisiert. Fur eine derartige
Viruspopulation gibt es verschiedene Anwendungsmoglichkeiten. Eine davon,
ist die gezielte Infektion bestimmter Zelltypen, um auf diese Weise mehr Uber
die Pathogenese einer HIV-1-Infektion zu lernen. Aus diesem Grund wurde im
zweiten Teil versucht, ein in vitro System zur T-Zell-Differenzierung zu
etablieren. Das Differenzierungssystem soll spater dazu benutzt werden, die
Infektiositat von HIV-1-Isolaten bzw. —Klonen auf verschiedenen T-Zell-

Differenzierungsstadien zu untersuchen.

Bevor mit der Etablierung des Differenzierungssystems begonnen werden
konnte, musste die Qualitdt des Ausgangsmaterials, der haematopoetischen
Stammzellen untersucht werden. Neben Reinheit der Praparation, war
auBerdem erforderlich, dass sich die CD34-positiven Zellen zur Proliferation und
Differenzierung anregen lassen. Ob diese Voraussetzungen erfillt werden,

sollte in entsprechenden Vorversuchen Uberprift werden.

3.8 Praparation von CD34"-Stammzellen

Als Ausgangsmaterial fur die T-Zell-Differenzierung sollten CD34-positive
haematopoetische Stammzellen aus Nabelschnurblut isoliert werden. Dazu
wurden zunéchst die Lymphozyten aus dem Blut gewonnen und daraus mit
Hilfe von immunomagnetischen Kigelchen die CD34-positiven Stammzellen
aufgereinigt. Um die Reinheit der Separation zu untersuchen, wurden die Zellen
mit Antikorper gegen CD34 markiert und im DurchfluBzytometer gemessen. Die
CD34-Praparation war zwischen 94,5 und 97,2 % rein (Tab 3.11). Abb. 3.12

zeigt das Histogramm aus einer FACS-Analyse nach CD34-Separation.
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Tab. 3.11 Reinheit der CD34-Praparation

Praparation Reinheit CD34
1 97,2 %
2 94,5 %
3 96,1%

A B i CD34/FITC

97,2%

l—

1
o
palae s b aa el
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Abb. 3.12: Reinheit der CD34-Praparation nach lIsolierung mit immunomagnetischen
Kugelchen

CD34-positive Zellen wurden mit Hilfe von immunomagnetischen Kigelchen (MACS-
Separation) aus Nabelschnurblut isoliert. Die Reinheit der Praparation wurde nach Markierung
mit einem a-CD34-FITC-Antikorper durchfluBzytometrisch analysiert. A zeigt die Auftrennung
der Gesamtzellpopulation nach GroBe wund Granularitat (FSC/SSC). In B ist die
Griinfluoreszenz der FITC-markierten CD34-positiven Zellen (mit Prozentzahl) dargestellt.

3.9 Die isolierten CD34" Zellen kénnen zur Proliferation angeregt werden

Um die Proliferationsfahigkeit der aufgereinigten CD34-positiven Zellen zu
Uberprufen, wurde eine von von Laer et al. (2000) publizierte Methode zur
Expansion von haematopoetischen Stammzellen eingesetzt. Dazu wurden die
Zellen in BIT-Medium kultiviert, dem die Zytokine FIt3, IL3 und SCF zugesetzt
wurden. Wie in Abb. 3.13 dargestellt ist wurden die Stammzellen unter diesen
Kulturbedingungen zur Proliferation angeregt. Nach zwei Tagen hatten sich die
Zellen um das zwei- bis dreifache vermehrt, wahrend nach zehn Tagen

Expansionskultur etwa zehn mal so viele Zellen gezahlt wurden wie an Tag Null.
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Abb. 3.13: Proliferationsfahigkeit der haematopoetischen Zellen

CD34"-Zellen wurden mit FIt3, IL3 und SCF supplementiertem BIT-Medium in Kultur
genommen. Diese Kulturbedingungen fiihrten zur Expansion der Zellen. In Abb.3.13 ist die
Zunahme der Zellzahl von drei Kulturansatzen Uber einen Zeitraum von zehn Tagen
dargestellt.

Neben einer deutlichen Zunahme der Zellzahl konnte auch eine phénotypische
Verédnderung der Zellen beobachtet werden. FACS-Analysen zeigten, dass alle
Zellen zu Beginn der Expansionskultur CD34-positiv waren. Auch am zweiten
Tag unter diesen Kulturbedingungen exprimierten alle Zellen CD34 an ihrer
Oberflache. Die durchfluBzytometrische Untersuchung der Zellen an Tag Zehn
zeigte jedoch ein stark verandertes Bild: es konnten kaum noch CD34-positive
Zellen nachgewiesen werden. AulRerdem war die Zellpopulation in sich
heterogen geworden. Stellt man die Zellpopulation aufgetrennt nach Grof3e und
Granularitat dar, lassen sich zwei Subpopulationen erkennen. Die Zellen aus
beiden Populationen erwiesen sich als grofdtenteils CD34-negativ. Dieser
Verlust von CD34 auf der Zellmembran, kann als Hinweis auf Differenzierung
der Stammzellen unter Einfluss von Zytokinen interpretiert werden. Die
durchflul3zytometrische Analyse der Expansionskultur ist in Abb. 3.14

dargestellt.



Ergebnisse

Vo

Tag 2 0
::Il |IIII|IIII|IIII|IIII|
0 200 400 600 800 1000
FSC-H
Tag 10 ;
75
ﬁ%-:j
GES
=]
&
:::\I|""I"".I""I""I""I
0 200 400 600 800 1000
FSC-H
R1 CD34-FITC
E'ii
5 ]
-:::-_:
R
i 1
el 1
e ]
LA Er ]
4
109 101 102 103 104
FL1-H

R

oo

CD34-FITC

102
FL1-H

CD34-FITC

102
FL1-H

10t

R2 CD34-FITC

102 103

FL1-H

101

Abb. 3.14: Veranderung der Phanotyps nach 10 Tagen Expansionskultur

Abb.3.14 zeigt

Ergebnisse der FACS-Analysen von Tag 2 und 10 der Expansionskultur.

Dargestellt ist die Gesamt-Population aufgetrennt nach GréRe und Granularitat (A und C) und
die Expression von CD34 (a-CD34-FITC) an der Oberflache (B, D. E, F). An Tag 10 kbénnen
zwei Subpopulationen erkannt werden (C), die als R1 und R2 bezeichnet, und separat

analysiert wurden (E und F).
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3.10 Uberprufung des Differenzierungspotentials der CD34%-Zellen

In 3.9. wurde gezeigt, dass die aufgereinigten Stammzellen in der Lage sind zu
proliferieren, und dass sie nach langerer Expansionskultur ihren Phanotyp
verandern, was als Hinweis auf das vorhandene Differenzierungspotential der
Zellen interpretiert wurde. Anhand weiterer Vorversuche, sollte gezeigt werden,

ob das notwendige Differenzierungspotential tatsachlich vorhanden war.

3.10.1 Die aufgereinigten Stammzellen sind CD34/AC133-doppelpositiv

Pluripotente Stammzellen, d.h. CD34-positive Stammzellen mit vollstandigem
Differenzierungspotential exprimieren neben CD34 einen weiteren Oberflachen-
rezeptor: AC133. Um das vollstdndige Differenzierungspotential der isolierten
CD34"-Zellen zu uberprifen, wurden die Zellen mit anti-AC133-Antikdrpern
markiert und durchflulRzytometrisch analysiert. In Abb. 3.15 sind die
Histogramme der FACS-Analyse der CD34/AC133-markierten Zellen dar-
gestellt. Die Untersuchung von drei Aufarbeitungen ergab, dass 92-94,2% der
Zellen AC133-positiv. waren (Tab.3.12) und demnach Uber vollstandiges

Differenzierungspotential verfligen sollten.

Tab. 3.12 Anzahl der CD34/AC133-doppelpositiven Zellen

Praparation CD34 AC133
1 97,1% 94,2%
2 94,52% 92%

3 96,1% 93,5%
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Abb. 3.15: Expression von AC133 auf den aufgereinigten CD34-positiven Stammzellen
Abb.3.15 zeigt die FACS-Analyse der haematopoetischen Stammzellen die mit Antikdrpern
gegen CD34 und gegen AC133 markiert wurden: A zeigt die Gesamtpopulation der Zellen; C
zeigt die CD34/AC133-positiven Zellen mit Prozentangabe; in B ist die Isotypkontrolle
dargestellt.

3.10.2 Die CD34-positiven Zellen lassen sich in vitro zu Makrophagen
ausdifferenzieren

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die aufgereinigten Stammzellen AC133-
positiv sind, sollte durch einen ersten gezielten Differenzierungsversuch das
Differenzierungspotential der Zellen n&her untersucht werden. Dazu wurde ein
von Caux et al. (1996) publiziertes System zur Makrophagendifferenzierung
gewahlt, bei dem die in vitro Differenzierung durch Zugabe von bestimmten
Zytokinen stimuliert wird. Die Uberprufung der Differenzierung erfolgte durch
Markierung mit Antikérpern gegen CD1a und CD14. Die CD34-positiven Zellen
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wurden zunachst in RPMI (10mMHepes), das mit GM-CSF, SCF und TNFa
angereichert wurde, in Expansionskultur genommen. Wie erwartet, konnte nach
sechs Tagen eine etwa 20-fache Expansion gemessen werden. FACS-Analysen
zeigten, dass die Zellen CD34-negativ waren, wahrend sich in allen Ansétzen
die Oberflachenmarker CD14 (28,3-29,7%) und zu einem geringeren Anteil
CD1a (19,34-21,08%) detektieren lie3en. Die Zellen wurden gewaschen und mit
M-CSF-supplementiertem Medium fir weitere sechs Tage kultiviert.
DurchfluRzytometrische Untersuchungen ergaben, dass 87,2-88,8% der Zellen
den Makrophagenmarker CD14 exprimierten, wahrend CD1a nur auf 19-19,9%
der Zellen detektiert wurde. Der Oberflachenmarker CD34 konnte nicht mehr
nachgewiesen werden. Auch in der lichtmikroskopischen Untersuchung der
Zellen konnte ein makrophagenéahnlicher Phanotyp festgestellt werden. Es
konnte also davon ausgegangen werden, dass wie von Caux et al. publiziert,
eine Differenzierung zu Makrophagen stattgefunden hatte und die
aufgereinigtien CD34-positiven Stammzellen Uber Differenzierungspotential
verfugten. Die Daten aus drei Ansatzen zur in vitro Makrophagen-
Differenzierung sind in Tabelle 3.13 dargestellt. Abb. 3.16 zeigt die
Histogramme der FACS-Analyse aus einem Differenzierungsansatz.

Tab. 3.13 Veranderung der haematopoetischen Stammzellen wahrend der

in vitro Makrophagen-Differenzierung

Tag O Tag 6 Tag 12
RPMI(10mM Hepes),GM-CSF, SCF, RPMI (10mM Hepes),
TNFa M-CSF

CDh34 CDla CDi4 Expan CD34 CDla CD14 CD34 CDla CDi14

sion
83% - - 19x - 21,1% 29% - 19,9% 88,8%
85,8% - - 17x - 19,3% 30% - 18,9% 87,9%

89,4% - - 22,5% - 20,2%  28,3% - 19% 88,2%
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Abb. 3.16: CD34-positive Zellen lassen sich in vitro zu Makrophagen differenzieren
CD34-positive Zellen wurden nach einem Protokoll von Caux et al. (1996) =zu
makrophagenahnlichen Zellen differenziert. Die Abbildung zeigt die Histogramme der Zellen
vor der Behandlung (Tag 0), nach Expansionkultur mit SCF, TNFa und GM-CSF (Tag 6) und
nach Weiterkultur mit M-CSF (Tag 12). Reihe A zeigt die Gesamtpopulation der Zellen; in B
sind die CD34-positiven, in Reihe C die l1a-positiven und in Reihe D die CD14-positiven Zellen
dargestellt.
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3.11 Erster Versuch der T-Zelldifferenzierung: Kokultur mit L88-Zellen

Nachdem gezeigt wurde, dal3 die CD34-positiven Zellen, die als
Ausgangsmaterial fur die in vitro Differenzierung aufgereinigt wurden, Uber
Proliferationsfahigkeit und Differenzierungspotential verfigten, konnte mit der
Etablierung des Zellkultursystems begonnen werden. Fir den ersten Versuch
der in-vitro T-Zelldifferenzierung wurde ein Kokultursystem mit L88 Zellen, einer
SV40-transformierten humanen Knochenmarkszelllinie, gewahlt. Diese Zelllinie
eignet sich gut als Feeder-Zellinie fir haemapoetische Stammzellen und kénnte
auBerdem, aufgrund des exprimierten Zytokinprofils fur ihre in-vitro-

Differenzierung geeignet sein (Thalmeier et al. 1994).

3.11.1 Bestrahlung der L88-Zellen

Um als Feeder-Zellen dienen zu kdnnen, mussen Zelllinien radioaktiv bestrahlt
werden, um so ihre Proliferation zu verhindern. Bevor mit den
Kokulturversuchen begonnen werden konnte, musste die geeignete
Strahlendosis ermittelt werden. Dazu wurden L88-Zellen ausgeséat, und am
nachsten Tag in einer Casiumis7-Quelle 10, 15 oder 20 Minuten (entspricht ca.
13, 19 bzw. 26 Gy) der ?-Strahlung ausgesetzt. Die Zellen wurden nach der
Bestrahlung in Kultur genommen. Bereits nach drei Tagen Kultur waren
deutliche Unterschiede zu erkennen. Wahrend die Zellen, die nur 10 Minuten
der Strahlung ausgesetzt waren, weiter proliferieren konnten, hatten die Zellen,
die langer (15 bzw. 20 Min) bestrahlt wurden ihre Proliferationsfahigkeit
verloren. Die Proliferation der L88-Zellen nach der Bestrahlung ist in Abb 3.17
dargestellt. Bei lichtmikroskopischer Beurteilung der Zellen wurde festgestellt,
dass die Zellen, die am langsten bestrahlt wurden (20min) stark granuliert
waren und aufl’erdem viele tote Zellen im Medium schwammen. Die
Bestrahlungszeit von 15min (19Gy) erwies sich als ideal: Die Zellen
proliferierten nicht mehr und zeigten im Lichtmikroskop einen normalen

Phanotyp.



Ergebnisse 83

——0

—&— 10 min
—a— 15 min
—e—20 min

Zellzahl x 10°

(% T T
-1 0 1 2

Tag nach Bestrahlung

Abb.3.17: Bestrahlung der L88-Zellen

L88 Zellen wurden ausgesét und unterschiedlich lange mit ?-Strahlung bestrahlt. Dargestellt ist
die Zellzahl vor und nach der Bestrahlung von 10min (13Gy), 15min (19Gy), 20min(26Gy) und
einer unbestrahlten Kontrolle.

3.11.2 Markierung der CD34-positiven Zellen mit PKH-26

In der Kokultur einer humanen Zellinie mit humanen Primérzellen entsteht das
Problem der Unterscheidung der Zellen, da Antikorper die gegen humane
Antigene gerichtet sind auf beiden Zelltypen binden kénnten. Um die humanen
Stammzellen bzw. daraus differenzierte Zellen von der L88-Zellinie
unterscheiden zu kénnen, wurden die CD34-positiven Zellen vor der Kokultur
mit PKH-26 einem rot-fluoreszierenden Membranfarbstoff markiert. Zunachst
musste die geeignete Farbstoffkonzentration bestimmt werden. Dazu wurden
die aufgereinigten Stammzellen fur finf Minuten mit 2uM, 4uM, 10uM und 20uM
PKH-26 inkubiert, gewaschen und Uber Nacht kultiviert. Am néchsten Tag
wurde eine FACS-Analyse durchgefuhrt. Wie in Abb. 3.18 dargestellt ist, waren
die Konzentrationen 2uM und 4uM zu niedrig, da der Membranfarbstoff kaum
bis gar nicht nachgewiesen werden konnte. Die mit 10uM und 20uM PKH-26

gefarbten Zellen zeigten hingegen eine deutliche Rotfluoreszenz.
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PKH-26-Farbung

10

Abb. 3.18: PKH-26-Markierung der humanen Stammzellen

CD34-positive Zellen wurden mit 2uM, 4uM, 10uM und 20uM PKH-26 markiert, Uber Nacht
kultiviert und am nachsten Tag durchflulBzytometrisch analysiert. Die Abbildung zeigt die
Rotfluoreszenz der Zellen im Vergleich zu ungefarbten Kontrollzellen.

Nach diesem Vorversuch sollte auerdem untersucht werden, welche PKH-26-
Konzentration in der Kokultur am besten geeignet ist, da nach langerer Kultur
und vor allem durch Proliferation der Zellen mit einem Ausdinnen des
rotfluoreszierenden Membranfarbstoffes zu rechnen ist. Dazu wurden PKH-26-
gefarbte Stammzellen auf bestrahlte L88-Zellen gegeben und kultiviert. Nach
null, vier und zehn Tagen Kokultur wurden Zellen geerntet und im
Durchflul3zytometer untersucht. Wie in Abb. 3.19 zu sehen ist, konnte zu allen
Zeitpunkten eine deutliche Rotfluoreszenz der PKH-26-gefarbten Zellen
gemessen werden. Im Histogramm waren die rotfluoreszierenden Zellen als
distinkte Population zu erkennen, wodurch sie sich gut von den ungefarbten
L88-Zellen unterscheiden lieRen. Wéahrend des gesamten Untersuchungs-
zeitraums war zu beobachten, dalR die Rotfluoreszenz der mit 20uM PKH-26
gefarbten Zellen um etwa eine log-Stufe starker war, so dass diese
Farbstoffkonzentration als ideal beurteilt und fur die weiteren Versuche

eingesetzt wurde.
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Abb. 3.19: Unterscheidung der humanen Stammzellen von der L88-Zellinie zur PKH-26-
Farbung

PKH-26-gefarbte Stammzellen (10 und 20uM PKH-26) wurden mit bestrahlten L88 kokultiviert.
Die Kokultur wurde an Tag null, vier und zehn geerntet und die Rotfluoreszenz der markierten
Zellen im Durchfluzytometer untersucht. Reihe A zeigt die Gesamtpopulation der Zellen. In
Reihe B und C ist die Rotfluoreszenz (Aufgetragen gegen die Granularitat) der mit 10 bzw.
20uM PKH-26 markierten CD34-Zellen in Kokultur mit L88-Zellen dargestellt.
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3.11.3 CD34-positive Stammzellen differenzieren in Kokultur mit L88-

Zellen nicht zu reifen T-Zellen

Nachdem die Bedingungen fir die Kokultur etabliert waren, sollte untersucht
werden, ob sich die haemapoetische Stammzellen in diesem System zu reifen
T-Zellen differenzieren lassen. Wahrend der T-Zelldifferenzierung exprimieren
die Zellen verschiedene Oberflachenmarker, die fur einzelne Differenzierungs-
stadien charakteristisch sind. Zum Nachweis einer méglichen Differenzierung
sollten zu verschiedenen Zeitpunkten der Kokultur durchflu3zytometrische
Untersuchungen mit Antikérpern gegen CD34, CD1la und CD69 durchgefiuhrt
werden. Zu keinem Zeitpunkt der Kokultur von L88 und humanen Stammzellen
konnten CDla oder CD69 als Hinweis fur fortschreitende Differenzierung
detektiert werden. Die einzige Verdnderung, die wahrend der Kokultur
beobachtet wurde, war ein Verlust von CD34-positiven Zellen. In Abb.3.20 ist

beispielhaft die FACS-Untersuchung einer Kokultur am zehnten Tag dargestelit.
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Abb.3.20: Kokultur von Stammzellen mit L88-Zellen fuhrt nicht zur T-Zell-Differenzierung
Um Maogliche T-Zell-Differenzierungsstadien in der Kokultur zu detektieren, wurden die Zellen
mit Antikdrpern gegen charakteristische Oberlachenmarker (CD1la, CD69) markiert. Abb. 3.20
zeigt die Histogramme einer FACS-Analyse an Tag 10: Bild A zeigt die Gesamtpopulation der
Zellen, In Bild B sind die CD34-positiven, in Bild C die CD1a-positiven und in Bild D die CD69-
positiven Zellen dargestellt.
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3.11.4 Kokultur von humanen Stammzellen mit L88-Zellen fihrt zur

Entwicklung von CD14-positiven Zellen.

In 3.11.3 wurde gezeigt, dass die Kokultur von CD34-positiven Zellen mit L88-
Zellen nicht zur T-Zelldifferenzierung fuhrt. Andererseits wurde beobachtet,
dass die PKH-26-markierten Zellen zwar noch vorhanden waren, jedoch CD34
als Oberflachenmarker verloren hatten. Dies kann als Hinweis darauf
verstanden werden, dass zwar Differenzierung stattfindet, jedoch in eine andere
Richtung. Um zu untersuchen, ob dies der Fall war, wurden erneut Kokulturen
angesetzt und die daraus geernteten Zellen mit Antikdrpern gegen CD14
markiert. Wie in Abb. 3.21 dargestellt ist, konnte nach drei Tagen Kultur bereits
ein Verlust an CD34-positiven Zellen beobachtet werden (79,3% gegentber
92,7% an Tag null). Nach weiteren sechs Tagen Kokultur hatte die Zahl an
CD34-positiven Zellen weiter abgenommen (10,7%). Gleichzeitig wurde
festgestellt, dalR sich eine Population von CD14-positiven Zellen (20,9%)
gebildet hatte. Die Farbung mit Antikérpern gegen CD1a war wie in vorherigen
Experimenten negativ. Der fast vollstandige Verlust an CD34-positiven Zellen,
der schon in vorhergehenden Kokulturexperimenten beobachtet wurde, ging
also mit der Entwicklung von CD14-positiven Zellen einher. CD14 ist ein
charakteristischer Oberflachenmarker fur Makrophagen. Aus diesem Befund
konnte also geschlossen werden, daf3 in der Kokultur von CD34-positiven
haematopoetischen Stammzellen mit der L88-Zelllinie eine Differenzierung zu

makrophagenahnlichen Zellen stattgefunden hatte.
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Abb. 3.21: Entstehung CD14-positiver Zellen in der Kokultur

Abb. 3.21 zeigt die Hisogramme einer Kokultur an Tag 0, 3 und 9. Die rotfluoreszierende
Zellpopulation (Reihe A) wurde mit entsprechenden FITC-Antikérpern auf das Vorhandensein
von CD34 (Reihe B), CD1a (Reihe C) und CD14-positiven Zellen (Reihe D) untersucht.
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3.12 Versuch der in vitro T-Zell-Differenzierung durch FTOC

Nachdem gezeigt wurde, dass im Kokultursystem mit der L88-Zelllinie keine T-
Zelldifferenzierung aus haematopoetischen Stammzellen stattfindet, sollte mit
der Etablierung eines weiteren Systems begonnen werden. Kultiviert man
fotalen murinen  Thymus unter fir die Organkultur geeigneten
Kulturbedingungen (engl.: fetal thymus organ culture = FTOC) kann man eine
Differenzierung der murinen Thymozyten beobachten (Mandel et al., 1978). In
der Arbeitsgruppe von Merkenschlager und Fisher war es gelungen humane
Stammzellen in murinen Thymus einzubringen und so die CD34-positiven
Zellen in vitro zu reifen T-Zellen zu differenzieren (Fisher et al., 1990;
Merkenschlager und Fisher, 1992). In der vorliegenden Arbeit sollte versucht

werden, ein derartiges System in unserem Labor zu etablieren.

3.12.1 Praparation von fotalem murinem Thymus und Etablierung der

Bedingungen fur die Organkultur

Fur die Etablierung der FTOC wurde fotaler muriner Thymus aus trachtigen
Mausen prapariert. Dabei zeigte sich, dass 15 Tage alte Embryonen am besten
geeignet waren. Bei jingeren Embryonen waren die Organe so klein, dass sie
nur schwer préapariert werden konnten. Altere Embryonen sind ebenfalls
ungeeignet, da bei diesen schon viele murine Thymozyten in den Thymus
eingewandert sind, die bei der chimaren Organkultur storen.

Die praparierten Organe wurden auf Filtern kultiviert. Die ersten Versuche der
Organkultur wurden mit RPMI, das mit 10% humanem AB-Serum
supplementiert war und Millipore-Filtern in Transwell-Platten durchgefthrt.
Diese von Clark et al. (1998) publizierten Kulturbedingungen erwiesen sich als
ungeeignet, da alle praparierten Organe abstarben. Um geeignetere
Kulturbedingungen zu finden, wurden verschiedene Medien und Filter getestet.
Tab. 3.14 zeigt die Entwicklung der Thymi unter verschiedenen
Kulturbedingungen. Das von Merkenschlager und Fischer (1992a, 1992b, 1993)
publizierte Medium (Zugabe von 0,005% Mercaptoethanol) fuhrte ebenfalls
bereits nach vier Tagen zum Absterben der kultivierten murinen Thymi. Erst die

Erhbhung des Gehalts an humanem Serum (20% humanes AB-Serum
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gegenuber den von Clark et al. publizierten 10%) wirkte sich positiv auf die
Organkultur aus: nach vier Tagen war eine Vermehrung der
Thymozytenpopulation von 1,5 x 10* auf 2,6 x 10° Zellen zu beobachten. Ein
weiterer positiver Effekt konnte durch die Verwendung eines alternativen
Filtersystems erzielt werden. Statt der bisher verwendeten Millipore-Filter in
Transwell-Platten wurden Nucleopore-Filter der Firma Whatman eingesetzt, die
nach dem Autoklavieren auf der Oberfliche des Mediums schwimmen. Mit
diesem Filtersystem konnte nach vier Tagen Kultur eine Erhéhung der
Thymozytenzahl von 1,5 x 10 auf 4 x 10> Zellen beobachtet werden
(gegeniiber 2,6 x 10°). Das System mit 20% humanem AB-Serum
supplementiertem RPMI und den Nucleopore-Filtern erwies sich demnach als
das am besten fir die Organkultur geeignete und wurde fur die weiteren

Versuche eingesetzt.

Tab. 3.14 Etablierung der Kulturbedingungen fir die Organkultur

Zellzahl nach Kultur unter verschiedenen Bedingungen

RPMI + 10% FCS RPMI +10% FCS
+ 0,005% mercaptoETOH + 20% hu AB-Serum
Millipore-  Nucleopore- Millipore- Nucleopore-
Filter Filter Filter Filter
Tag 0 1,5 x 10* 1,5 x 10* 1,5 x 10* 1,5 x 10*
Tag 4 1 t 2,6 x 10° 4x10°

3.12.2 Die Kulturbedingungen sind fur die Differenzierung muriner

Thymozyten geeignet

Nachdem Bedingungen etabliert waren, unter denen sich die murinen Organe in
Kultur halten lieRen, musste Uberpriuft werden, ob diese Bedingungen auch zu
Differenzierung der murinen Thymozyten geeignet waren. Dazu wurde Thymus
prapariert und fir zehn Tage in Kultur gehalten. Nach null, vier, sieben und zehn
Tagen wurden jeweils zehn Thymi abgeerntet, in Suspension gebracht und die
thymozytendhnlichen Zellen gezahlt. Wie in Abb. 3.22 dargestellt ist, konnte bis
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zum siebten Tag der Organkultur eine deutliche Proliferation beobachtet
werden. An Tag zehn war jedoch ein starker Einbruch in der Zellzahl zu sehen.
Gleichzeitig konnte bei lichtmikroskopischer Beurteilung der Thymi ein Hof aus
thymozytendhnlichen Zellen um die Organe beobachtet werden, was darauf
schlieRen lasst, dass die Abnahme der Zellzahl auf das Auswandern reifer

Thymozyten zurickzufiihren ist.
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Abb. 3.22: Proliferation der murinen Thymozyten in der Organkultur
Die Graphik zeigt die Zellzahl der Thymozytenpopulation am Tag der Organentnahme und vier,
sieben und zehn Tage nach Organkultur.

Fur die durchflu3zytometrische Untersuchung der Thymozyten wurden die
Zellen mit Antikdrpern gegen murinen CD4 und CD8 markiert. In Abb. 3.23 st
die Veradnderung der murinen Thymozyten dargestellt. An Tag Null wurden
hauptsachlich doppelnegative Zellen detektiert, aber auch eine Population von
CD4-positiven Zellen (31,4%). Nach vier Tagen Organkultur war bereits eine
deutliche Veranderung der Thymozytenpopulation zu erkennen. Der grofdte Teil
der Zellen war jetzt CD4/CD8-doppelpositiv (68,9%) wahrend nur noch 13,6%
einfachpositive CD4-Zellen gemessen wurden. Nach weiteren drei Tagen
konnte zusatzlich eine kleine CD8-einfachpositive Population (13,2%) detektiert

werden. Am zehnten Tag der Organkultur war eine klare Auftrennung in eine
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Abb. 3.23: Differenzierung muriner Thymozyten in der Organkultur

Abb. 3.23 Zeigt die Veranderung der Thymozyten im Verlauf von zehn Tagen Organkultur. Die
Zellen wurden mit Antikdrpern gegen murinen CD4 und CD8 markiert und im FACScan
analysiert. Spalte A zeigt die Gesamtpopulation der Zellen, Spalte B die Isotypkontrolle und in

Spalte D sind die CD4-/CD8-positiven Zellen dargestellt (mit Prozentangaben).

muCD4-PE
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CD4- und eine CD8-Population zu erkennen, wahrend nur noch 34,8% der
Zellen  CD4/CD8-doppelpositiv. waren. Diese Veranderung in der
Thymozytenpopulation zeigt, dass in der Organkultur eine in vitro
Differenzierung muriner Thymozyten stattgefunden hat. Dieser Befund lasst
darauf  schlieBen, dass die etablierten Kulturbedingungen  flr

Differenzierungsversuche geeignet sind.

3.12.3 Depletion der murinen Thymozyten durch 2-desoxy-Guanosin

Im chimdren FTOC-System wirden proliferierende und sich differenzierende
murine Thymozyten das Einwandern und die Differenzierung der humanen
haematopoetischen Stammzellen stéren. Aus diesem Grund wurde 2-desoxy-
Guanosin (1,35mM) zum Medium gegeben, das die murinen Thymozyten aus
den Thymi depletieren soll. Nach funf Tagen Kultur mit 2-desoxy-Guanosin-
Behandlung wurden die Organe von den Filtern genommen, gewaschen, in
Suspension gebracht und die verbliebenen Thymozyten gezahlt. Wéhrend
unbehandelte Kontrollorgane 4 — 5 x 10° thymozytenghnliche Zellen enthielten,
wurden in den 2-desoxy-Guanosin-behandelten Thymi nur 05 x 10°
Thymozyten gezahlt. Die Zahl der verbliebenen Restzellen war so gering, dass

die Depletion als erfolgreich angesehen wurde.

3.12.4 Einwandern humaner CD34-positiver Zellen in den murinen

Thymus

Der nachste Schritt war es, die humanen haematopoetischen Stammzellen in
den murinen Thymus einwandern zu lassen. Dazu wurden frisch isolierte oder
aufgetaute CD34-positive Stammzellen in RPMI (1 x 10° Zellen/ml)
resuspendiert und jeweils 20ul der Zellsuspension in die Napfe von Terazaki-
Platten gegeben. In jeden dieser Napfe wurde ein von murinen Thymozyten
depletierter Thymus gelegt. Um das Einwandern der humanen Zellen in die
Thymi zu erméglichen, wurden die Platten umgekehrt, so dass sich hédngende
Tropfen (,hanging drops") bildeten, in den Brutschrank gestellt und inkubiert.

Um die ideale Inkubationszeit zu ermitteln, wurden die Thymi nach 24 bzw.
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nach 48 Stunden in Suspension gebracht und die Zellen wurden gezahlt. In den
Organen, die 24 Stunden zusammen mit den CD34-positiven Zellen kultiviert
wurden, konnten 5-6 x 10° Thymozyten gezéhlt werden. Nach 48 Stunden Kultur
in ,hanging drops* waren 7,5 — 8 x 10° eingewandert. Die Zellzahl aus allen
Ansatzen war zwar sehr gering, aber gegeniber den unbehandelten Organen,
die nur 0,45 — 0,5 x 10 Zellen aufwiesen deutlich erhéht.

Tab. 3.16 Thymozytenzahl nach ,hanging drops*

Zellzahl nach Kultur in ,hanging drops*

Oh 24h 48h
0,5 x 103 5x 103 7.5 x 103
0,45 x 103 6 x 10° 8,5 x 10°

Um zu untersuchen, ob die gegeniuber den unbehandelten Organen erhdhte
Anzahl an Thymozyten tatsachlich auf das Einwandern der humanen CD34-
positiven Zellen zurickzufihren ist, wurden die suspendierten Thymi mit
Antikdrpern gegen humanen CD34 inkubiert und im FACS gemessen. Wegen
der geringen Zellzahl, war es schwierig, die Thymozyten als deutliche
Population zu erkennen. Aus diesem Grund, wurden die Zellen, die in dem
Bereich lagen, in dem in vorherigen Experimenten die murinen Thymozyten
detektiert wurden (siehe 3.12.2), als Thymozytenpopulation definiert. Wie in
Abb. 3.24 gezeigt ist, war mehr als die Halfte der als Thymozytenpopulation
definierten Zellen (55,2-59%) CD34-positiv. Es konnte also von einem
Einwandern der CD34-positiven humanen Zellen in den murinen Thymus

ausgegangen werden.
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Abb. 3.24: CD34-positive Zellen wandern in den murinen Thymus ein

Um zu zeigen, ob humane Stammzellen in die murinen Thymi eingewandert waren, wurde die
Zellsuspension mit einem PE-Antikdrper gegen CD34 markiert und im FACS gemessen.
Gezeigt ist die FACS-Analyse nach 48 Stunden ,hanging drop“ Bild A zeigt die
Gesamtpopulation der Zellen und die als Thymozytenpopulation definierten Zellen (R1); Bild B
zeigt die Isotypkontrolle; In Bild C sind die CD34-positiven Zellen (mit Prozentangabe)
dargestellt.

3.12.5 Die eingewanderten CD34-positiven Zellen differenzieren nicht zu
T-Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass humane CD34-positive Zellen in den
murinen Thymus einwandern konnten, sollte untersucht werden, ob sich die
eingewanderten Zellen in dieser Umgebung zu T-Zellen entwickeln. Dazu
wurden die Thymi nach der ,hanging drop“-Kultur wieder auf Filter umgesetzt
und weiterkultiviert. Um ein frihes Differenzierungsstadium nachweisen zu
konnen, wurden die Thymi zu verschiedenen Zeitpunkten (drei und finf Tage)
nach Einwandern der humanen Zellen geerntet, in Suspension gebracht und mit
Antikérpern gegen CD34 und CDla inkubiert. Zu keinem Zeitpunkt konnten
CDla-positive Zellen nachgewiesen werden. Es konnte also nicht von einer
beginnenden T-Zell-Differenzierung ausgegangen werden. Trotzdem war ein
Verlust an CD34-positiven Zellen zu beobachten: nach finf Tagen Kultur wiesen
nur noch 8,1% der Zellen in der Thymozytenpopulation CD34 an ihrer
Oberflache auf (gegenuber 55,2% an Tag null nach ,hanging drop®“). Abb. 3.25
zeigt die Histogramme einer FACS-Analyse an Tag 5 nach Einwandern der

Zellen.
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Abb. 3.25: In den chiméaren FTOC kann kein CD1la nachgewiesen werden

Die Abbildung zeigt beispielhaft, die FACS-Daten einer Organkultur funf Tage nach
Einwandern der humanen Zellen: Bild A zeigt die Gesamtpopulation der Zellen und die als
Thymozyten definierte Population (R1); Bild B zeigt die Isotypkontrolle. In C und D sind die
CD34- bzw. CDla-positiven Zellen dargestellt. Die gemessenen 8,1% CD34-positiven Zellen
stellen einen deutlichen VErlust gegeniiber Tag 0 (Abb. 3.20; 55,15%) dar.

3.12.6 Verlust der eingewanderten humanen Zellen nach sieben Tagen
Kultur

Nachdem gezeigt werden konnte, dass humane CD34 zwar in den Thymus
eingewandert waren, jedoch keine Differenzierung zu beobachten war, sollte
untersucht werden, ob die humanen Zellen in den Mausthymi Uberlebten. Dazu
wurden CD34-positive Zellen vor dem Einwandern in die Thymi mit dem
Membranfarbstoff PKH-26 markiert. Die Rotfluoreszenz der Zellen sollte das
Wiederfinden der humanen Zellen in der chimaren Organkultur erleichtern und

eine bessere Beobachtung ihrer Entwicklung ermdglichen. Wie in Abb. 3.26 zu
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Abb. 3.26: Verlust humaner Thymozyten in der chimaren Organkultur

CD34-positive Zellen wurden vor dem Einwandern in die murinen Thymi mit PKH-26 markiert.
Die Abbildung zeigt die FACS-Analysen an Tag 0, 4 und 7 nach Einwandern der Zellen: Spalte
A zeigt die Gesamtpopulation der Zellen und die als Thymozyten defunierte Population (R1). In
Spalte B sind die PKH-26-positiven, rotfluoreszierenden Zellen dargestellt (mit Prozentangabe).

sehen ist, waren die eingewanderten humanen Zellen an Tag Null deutlich als
rotgefarbte Population zu erkennen, wodurch 77,19% der Zellen in der
Thymozytenpopulation als humane Zellen beurteilt werden konnten. Bereits am
vierten Tag der chiméren Organkultur war ein deutlicher Verlust dieser Zellen zu
erkennen. Nur noch die Halfte (52,4%) der untersuchten Zellen wies den roten
Farbstoff in der Membran auf. Nach weiteren drei Tagen wurde ein fast

vollstandiger Verlust der humanen Zellen beobachtet: der Anteil an
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rotfluoreszierenden humanen Zellen war auf 10,19% gesunken. Wie schon im
vorhergehenden Experiment (3.12.5) konnte also ein Verlust an humanen
Zellen in den chimaren Kulturen beobachtet werden. Es konnte also
geschlossen werden, dal3 humane CD34-positive haematopoetische Zellen
zwar in den murinen Thymus einwanderten, jedoch keine Proliferation und
Differenzierung dieser Zellen stattfand; vielmehr muf3 aus dem Verlust der PHK-
26-markierten Population gefolgert werden, dass die humanen Zellen in der

chiméren Organkultur abstarben.

3.12.7 Ausblick

Wie in den Abschnitten 3.12.1 bis 3.12.6 gezeigt wurde, war es gelungen, ein
chimares FTOC-System soweit zu etablieren, dass eine Einwanderung CD34-
positiver Zellen in die murinen Thymi erreicht werden konnte. Genauer heif3t
dies, dass geeignete Bedingungen fir die Kultur funktioneller muriner Thymi
etabliert wurden, unter denen die murinen Thymozyten proliferieren und
differenzieren konnten. Des weiteren war es gelungen, die murinen Thymozyten
durch Behandlung mit 2-desoxy-Guanosin aus den Thymi zu depletieren. Die
von murinen Thymozyten depletierten Organe wurden anschlielend mit
humanen CD34-positiven haematopoetischen Stammzellen in sogenannten
.hanging drop“-Kulturen kultiviert. Dies filhrte zum Einwandern der humanen
Zellen in die murinen Thymi, wie durch Markierung der Zellen mit Antikdrpern
gegen CD34 oder durch Membranfarbung der Zellen mit PKH-26 nachgewiesen
werden konnte. Weitere Kultur dieser chimaren Organe fuhrte jedoch zum
Verlust der humanen Thymozyten. Demnach sind die Bedingungen, die fur die
chimare Organkultur etabliert wurden, noch nicht ideal. An dieser Stelle soll in

zukUnftigen Versuchen weiter gearbeitet werden.
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4 Diskussion

4.1 Herstellung replikationskompetenter HIV-1-Klone durch long-range
PCR

HIV-1 weist wie viele Lentiviren, einen hohen Grad an Sequenzvariabilitat
zwischen Isolaten aus unterschiedlichen Patienten auf (Shaw et al.,, 1984;
Wain- Hobson et al., 1985). Diese Variabilitat ist hauptsachlich auf die hohe
Fehlerrate bei der Reversen Transkription zurtickzufiihren (Preston et al., 1988;
Roberts et al., 1988). Die hohe Mutationsrate erlaubt es dem Virus sich
kontinuierlich vor der Immunreaktion der Korpers zu schitzen bzw. Resistenzen
gegen Therapeutika zu entwickeln, weshalb es im Verlauf einer HIV-Infektion
meistens zu einer Veranderung der genetischen Zusammensetzung der
vorherrschenden Virustypen kommt, die sich im Phanotyp wiederspiegelt
(Tersmette et al., 1988; 1989a; 1989b).

Um dieses Phanomen nadher zu untersuchen, sollten im ersten Teil der
vorliegenden Arbeit Virusklone aus den PBMC von HIV-Patienten hergestellt
und charakterisiert werden. Der Schwerpunkt der Untersuchungen sollte dabei
auf der Variabilitdt und der Veranderung des env-Gens liegen. Dazu wurde
Lymphozyten-DNA aus HIV-1-infizierten Patienten, die sich in unterschiedlichen
Stadien der Erkrankung befanden, isoliert. Wenn mdglich sollten sequentielle
Blutproben eingesetzt werden, um die Verdnderung des Hullproteins im Verlauf
der Erkrankung zu charakterisieren. Mit Hilfe zweier Primer-Paare wurde aus
der Lymphozyten-DNA in einer long-range-nested PCR ein 3kb langes
Fragment amplifiziert, das dem vollstandigen Gen fiur das HIV-1-Hullprotein
entsprach. Alle Patienten standen unter HAART-Therapie, wodurch die
Virustiter entsprechend niedrig waren. Obwohl die Sensitivitat der PCR-
Methode einen limitierenden Faktor darstellte (Dittmar et al. 1997), konnte aus
insgesamt zehn Blutproben das env-Gen amplifiziert werden, wobei bei drei
Patienten die Ampifikation aus sequenzielle Blutproben erfolgreich war. Die
Amplifikate wurden anschlie3end in den proviralen Klon NL4-3 kloniert, indem
das env-Gen von NL4-3 durch das der Patienten ersetzt wurde. Auf diese
Weise wurden rekombinante Virusklone aus neun Blutproben generiert (das

Amplifikat aus der zweiten Blutprobe von Patient U7 konnte nicht kloniert
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werden). Transfektion der Virusklone in HelaP4/CCR5 und anschlieRende
Infektion dieser Zellen mit Transfektionsiberstand zeigte, dass 12 von 20
Klonen replikationskompetent waren. Die Tatsache, dass bei acht Klonen bei
der Reinfektion keine infektiosen Viren produziert wurden, kann méglicherweise
darauf zurtickgefuhrt werden, dass in PBMC viele defekte Proviren vorliegen.
Eine weitere Erklarungsmoglichkeit ware das Auftreten von Rekombinations-
ereignissen wahrend der PCR-Reaktion (Delwart et al. 1992, Little et al. 1994).
Insgesamt wurden zwolf replikationskompetente rekombinante HIV-1-Klone
hergestellt, die sich in ausschlief3lich in ihrem patientenspezifischen Hullprotein
unterschieden. Derartige rekombinante Viren sind gut geeignet env-spezifische

Effekte, wie zum Beispiel env-abhangigen Wirtszelltropismus, zu untersuchen.

4.2 in vitro Variabilitat der gp120-Regionen V1-2 und V3

Die hohe Sequenzvariabilitdt zwischen den HIV-1-Isolaten aus verschiedenen
Patienten ist zu einem grol3en Teil auf die hohe Varianz des env-Gens
zurlckzufuihren. Das Oberflachenprotein gpl120 von HIV-1 weist viele Epitope
auf, die sowohl die humorale als auch die zellulare Immunantwort des Wirtes
induzieren konnen (Haigwood et al., 1990; Clerici et al., 1989; 1991, Ho et al.,
1991; Fung et al., 1992). Die groRe Anzahl an Sequenzabweichungen, die in
gp120 und insbesondere in den variablen Regionen (V1-V5) gefunden werden,
verleihen dem Virus wahrscheinlich die Fahigkeit die Immunantwort zu
umgehen (McKeating et al., 1989).

In der vorliegenden Arbeit sollte zur genotypischen Charakterisierung der
hergestellten Virusklone, die alle dem Subtyp B zugeordnet wurden, die
Variabilitdit der Regionen V3 und V1-V2 untersucht werden. Gemal3 der
Definition von Modrow et al. zeigen variable Sequenzabschnitte nicht mehr als
25% konservierte Aminosaurenreste. Die Variabilitdt der Nukleotidsequenz der
V3-Region ist demnach mit 37,1% gering. Aul3erdem zeigte sich, dass die V3-
Region mit 37,1% gegenuber der V1-V2-Schleife (66,4%) wenig variabel war.
Eine im Vergleich zu anderen Bereichen des env-Gens geringe Variabilitat der
V3-Region wurde auch von anderen Autoren gefunden (Kusumi et al., 1992:
Antonioli et al., 1995).
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Mit Ausnahme der Klone A1-A6 zeigten die V3-Sequenzen einen relativ
einheitlichen Genotyp mit intraindividuellen Abweichungen von maximal 2,9%
(H9-H13). Die rekombinanten Viren A1-A6 zeigten hingegen eine Varianz von
18,9%. Dies ist darauf zurickzufiuhren, dass Klon A5 eine gegenuber den
anderen vier Klonen stark veranderte Nukleotidsequenz zeigte. Zu diesem
Zeitpunkt konnten in Patient H6 demnach zwei deutlich verschiedene
Viruspopulationen gefunden werden: Al, A2, A3 und A6 bildeten die Population
P2 wahrend A5 zu einer Population P3 geh6éren mul3. Das parallele Auftreten
verschiedener Viruspopulationen in einem Patienten wurde schon friher
beschrieben. Es war in diesem Fall trotzdem Uberraschend, da der Patient als
asymptomatisch galt (siehe 3.1) und das Auftreten eines heterogen
Virusschwarms wurde bislang mit dem Ausbruch der AIDS-Erkrankung in
Verbindung gebracht wurde (Simmonds et al., 1990). Betrachtet man die
Aminosaurensequenzen, so fallt auf, dass A5 eine groRe Ahnlichkeit zu den
Klonen aus Patient D5 (C21-24 und H9-13) zeigt. Eine Kontamination mit
Proben von Patient D5 kann nicht absolut ausgeschlossen werden, obwohl die
PCR zur Amplifikation der env-Gene flr alle Patienten separat durchgefihrt
wurde. Andererseits mul3 bertcksichtigt werden, dass die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten env-Gene aus Lymphozyten-DNA von Patienten gewonnen
wurden, die unter HAART-Therapie standen. In gut kontrollierten Patienten
findet man wenig replizierendes Virus, sondern vielmehr ein latentes Virus-
reservoir in den Zellen. Dies konnte zur Folge haben, dass aus der
Lymphozyten-DNA von Patienten, bei denen die Virusreplikation stark
unterdrickt war, vorwiegend archivierte env-Sequenzen amplifiziert wurden,
und nur wenige env-Gene aus aktuell replizierenden Viren. Replizierende Viren
sind unter HAART-Therapie einem hohen selektiven Druck ausgesetzt, der in
einer deutlichen Evolution der env-Quasispezies resultieren kann (Gunthard et
al.,, 1999). Ibanez et al. (2000) beobachteten, dass gerade bei Patienten, in
denen die Virusreplikation durch HAART-Therapie gut unterdriickt werden
konnte, eine besonders deutliche genetische Veranderung der env-Gene
stattfand. Es ware also denkbar, dass die env-Klone Al, A2, A3 und A6 eine
archivierte Sequenz aus einer friheren virdmischen Phase reprasentieren,
wahrend es sich bei A5 um das env-Gen der replizierenden Virusvariante
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handelt, deren Sequenz sich aufgrund des selektiven Drucks aus der HAART-
Therapie stark verandert hat.

Fur alle anderen Klone waren die intraindividuellen Abweichungen in der
Aminosaurensequenz noch geringer als in der Nukleotidsequenz. Mit
Ausnahme von H11l (eine Aminosauren-substitution) zeigten alle Klone aus
einer Blutprobe die gleiche Aminosdurensequenz. Demnach waren die
Basenpaaraustausche stille Mutationen. Die intraindividuelle Homogenitat liel3
darauf schlief3en, dass jeweils das vorherrschende env-Gen kloniert wurde. Bei
der Ausnahme der Klone A1-A6 sollte bei weiteren Versuchen nach Moglichkeit
mit beiden Populationen gearbeitet werden.

Von den Patienten H6, U7 und D5 konnten die V3-Regionen aus sequenziellen
Blutproben analysiert werden, wobei es zwischen der ersten (P1) und der
zweiten Blutentnahme (P2) jeweils zu einer Veranderung in der V3-Sequenz
gekommen war. Wieder zeigte sich Patient H6 als besonders auffallig, da
Population P2 (Al, A2, A3, A6) gegenuber der Sequenz aus der ersten
Blutprobe (P1: 12-2, 12-7) kaum verandert war (1%), wahrend A5 (Population
P3) um 18,9% abwich. Bei den sequenziellen Klonen spiegelte sich die

Veranderung auch in der Aminosaurensequenz wider.

Wie bereits erwéhnt, zeigte die V1-V2-Region der rekombinanten Virusklone mit
66,4% eine deutlich hohere Variabilitat als die V3-Sequenz (37,1%), die sich
neben Nukleotidsubstitutionen auf viele Deletionen zurlckfihren lief3.
Entsprechend variierte die Sequenzlange des V1-V2-Bereiches: es wurden
Langen zwischen 61 und 74 Aminosauren gefunden. Diese Variabilitat
entspricht den Befunden anderer Arbeitsgruppen (Palmer et al., 1996).

Innerhalb dieser Region zeigte sich ein grof3er Unterschied zwischen der V1-
und der V2-Schleife: wahrend die Gesamtpopulation im V2-Bereich um 66,4 %
variierte, wurde fir die V1-Sequenz eine Varianz von 90,7% gefunden. Diese
unterschiedliche Variabilitét spiegelte sich vor allem in der Sequenzlange wider.
Die V1-Region zeigte eine Differenz in der Sequenzlange von 11 Aminosauren
(18-29 Aminoséauren). Die Lange des V2-Bereichs unterschied sich nur um
maximal sieben Aminosauren (36-43 Aminosauren). Die gegeniber V1 sowohl

in Sequenzlange als auch Anzahl der Substitutionen geringere Variabilitat der
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V2-Schleife ist ein verbreitetes Phanomen (Wang et al., 1995; Palmer et al.
1996).

Eine weitere Auffalligkeit war, dass einige Klone, die aus der selben Blutprobe
hergestellt worden waren intraindividuelle Unterschiede in einzelnen variablen
Regionen aufwiesen. Zum Beispiel waren bei Patient H6 in Population P1 die
V1-V2 und die V3-Sequenzen fur beide Klone (12-6, 12-7) identisch, wahrend
12-7 in der V3-Schleife eine Deletion von sieben Aminosauren aufwies. Ein
weiteres Beispiel stellen die aus Patient J5 klonierten env-Gene G17-G24 dar,
die in der V3- und V1-Region variierten (1 bzw. 4,2%), jedoch im V2-Bereich
identisch waren. Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang die
Population P1 aus Patient D5 (Klone C21-C24), die einmal eine Mutation im
V1-Bereich aufwies (C24) und fur einen weiteren Klon (C22) eine Verénderung
im V2-Vereich. Diese Beobachtungen lassen darauf schlieRen, dass die drei

Bereiche unabhangig voneinander mutieren (Palmer et al., 1996).

4.3 Die rekombinanten Virusklone zeigten einen sehr variablen Phanotyp

T-Lymphozyten und Makrophagen stellen die hauptsachlichen Wirtszellen von
HIV-1 dar, aber auch dendritische Zellen und Microglia des zentralen
Nervensystems wurden als Zielzellen beschrieben (Gartner et al., 1986, Koenig
et al., 1986; Pope et al., 1994; Weissman et al., 1995). Diese Zelltypen tragen
alle das CD4-Molekil an ihrer Oberflache, das als Rezeptor fur den ersten
Bindungsschritt von HIV-1 an die Wirtszelle dient. Durch die Bindung von HIV
an den CD4-Rezeptor werden Konformationsanderungen im Hullprotein des
Virus ausgelost. Dabei wird die Bindungstasche fur den Korezeptor
freigegeben, die vorher durch die V3-Schleife des Env verdeckt wurde. Dieses
zweite Bindungsereignis fuhrt zur Fusion von Virus und Wirtszellmembran und
schlie3lich zum Eintritt des Viruspartikels in die Zelle. Als HIV-Korezeptor wurde
zundchst CXCR4 und etwas spater CCR5 beschrieben. Alle bisher in der
Literatur beschriebenen HIV-1-Isolate nutzen entweder CCR5, oder CXCR4
oder beide Rezeptoren um in die Wirtszelle zu gelangen. Nach und nach
wurden weitere mdgliche Korezeptoren entdeckt, die alle zu der Familie der
Sieben-Transmembran-Domanen-Rezeptoren gehodren, wie zum Beispiel
CCR1, CCR2b, CCR3, CCR4, CCRS8, BOB (GPR15), Bonzo (STRL33) und V28
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(Alkhatib et al., 1997 ; Berger et al., 1997 ; Choe et al., 1996, 1998 ; Doranz et
al., 1996 ; Rucker et al., 1997 ; Owen et al., 1998 ; Liao et al., 1997, Deng et al.,
1997, Farzan et al., 1997). Auch wenn diese Korezeptoren in vivo eine
untergeordnete Rolle spielen, so erweitert ihre Nutzung dennoch das Spektrum
maoglicher Wirtszellen (Weiss et al., 1996). Aus diesem Grund konnte der
Viruseintritt durch alternative Rezeptoren (andere als CCR5 oder CXCR4) eine
Rolle in der fortschreitenden Erkrankung und in der Effizienz der
Virustransmission spielen. Die Nutzung verschiedener Korezeptoren ist
dementsprechend ein wichtiges Kriterium zur ph&anotypischen Charakterisierung
von HIV-1-Isolaten und -Klonen. Um die Spezifitat der Virusklone flr bestimmte
Chemokinrezeptoren zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Arbeit
spezielle Indikatorzelllinien benutzt: humane Osteosarkomzelllinien (GHOST),
die neben CD4 jeweils einen der genannten Chemokinrezeptoren exprimieren.
Die in dieser Arbeit hergestellten rekombinanten Klone waren alle in der Lage
GHOST-Zellen uber CCRS5 zu infizieren, wobei funf Klone (G17, G19, 12-6, 12-
7, K5-4, KN3-2) ausschlie3lich diesen Korezeptor nutzen konnten. B2 konnte
zusatzlich CXCR4 nutzen und wurde als dualtropes Virus charakterisiert. Die
Ubrigen Virusklone erwiesen sich als sehr interessant, da sie neben CCR5 und
CXCR4 bis zu sieben alternative Korezeptoren nutzen konnten, um in die
Indikatorzellinie zu gelangen (C22: CCR3, CCR5, CCR8, CXCR4, BOB, V28;
A5, H9, H10, H11: zuséatzlich CCR1, CCR2b, Bonzo). Die Klone wiesen damit
ein auffallend breites Spektrum an moglichen Korezeptoren auf. Interessant war
jedoch nicht nur die Vielzahl an genutzten Korezeptoren, sondern auch die
Rezeptoren selbst. Vier der Klone (A5, H9, H10, H11l) waren in der Lage
GHOST-Zellen tber Bonzo und CCR1 zu infizieren. Bonzo wurde zwar bereits
als moglicher Korezeptor fir HIV-1 beschrieben (Deng et al., 1997), bisher
wurden aber nur sehr wenige Isolate gefunden, die in der Lage waren diesen
Rezeptor zur Infektion zu nutzen (P6himann et al.,, 1999). CCR1-vermittelter
Viruseintritt wurde bislang vor allem fir HIV-2 beschrieben wurde (Guillon et
al., 1998; McKnight et al., 1998).

Abgesehen von einer hohen Variabilitat des Phanotyps innerhalb der
Patientengruppe konnte auch eine Veranderung der Korezeptornutzung im
Verlauf der Infektion festgestellt werden. Bei Patient H6 wurden aus der ersten

Blutprobe Virusklone generiert, die ausschlieBlich CCR5 nutzen konnten,
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wahrend der Klon aus der zweiten Blutprobe (A5) als multitrop charakterisiert
wurde. An dieser Stelle muss jedoch erneut darauf hingewiesen werden, dass
eine Kontaminantion der Proben nicht vollstandig ausgeschlossen werden
kann. Auch bei Patient D5 konnte eine Verbreiterung des Spektrums an
maoglichen Korezeptoren festgestellt werden. Wahrend der Klon C22 GHOST-
Zellen uber CCR5, CXCR4, CCR3, CCRS8, BOB und V28 infizieren konnte,
herrschte vier Jahre spéater ein Virustyp vor (H9, H10, H11), der in der Lage war
zuséatzlich auch noch CCR1 und Bonzo zu nutzen. Eine Veranderung im
Tropismus der vorherrschenden Virusvariante wurde auch von anderen

Arbeitsgruppen erwahnt (Connor et al., 1997; van’'t Wout et al., 1998).

Die Ermittlung der Korezeptornutzung von Virusklonen stellt eine gute Methode
zur Phanotypisierung dar. Um die Situation in vivo besser wiederzugeben,
wurden auch Infektionsstudien auf Primarzellen durchgefuhrt. Zunachst wurden
Periphere Blutlymphozyten (engl.: peripheral blood monocytes; PBMC) infiziert,
da CD4-positive Lymphozyten die Hauptzielzellen einer HIV-Infektion
darstellen. Die in vitro Infektion von PBMC zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den 12 Virusklonen. Allein wahrend der ersten sechs
Tage nach Infektion war fur die multitropen Viren (A5, C22, H9, H10, H11) und
den dualtropen Klon (B2) ein schnellerer Anstieg der p24-Konzentration zu
beobachten als fur die CCR5-nutzenden Viren. Dies kann darauf zurtickgefihrt
werden, dass fur die dual- und multitropen Viren eine grél3ere Anzahl an
Zielzellen vorhanden war. Obwohl die multitropen Klone (A5, C22, H9, H10,
H11) in vitro weit mehr verschiedene Korezeptoren nutzen konnten als das
dualtrope Virus B2, konnte kein Unterschied in der Effizienz der Infektion von
PBMC festgestellt werden. Dieser Befund spiegelt die Tatsache wider, dass die
alternativen Korezeptoren in vivo eine untergeordnete Rolle beim Eintritt in die

Wirtszelle spielen.

Neben PBMC spielen auch Makrophagen eine wichtige Rolle als Wirtszelle flr
HIV-1. Die meisten HIV-1-Isolate sind in der Lage, Makrophagen zu infizieren,
wobei groRe Unterschiede in der Infektiositdt verschiedener Virusisolate
beschrieben wurden (Valentin et al.,, 1994). Diese Unterschiede wurden

zunachst auf eine generelle Korrelation zwischen Zelltropismus und der
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Fahigkeit in T-Zelllinien Syncytien induzieren zu konnen zurlckgefuhrt.
Unterschieden wurden dabei sogenannte NSI-Viren (nicht-Syncytium-
induzierend; heute mit CCRb5-Viren gleichgesetzt), denen ein erhohter
Makrophagentropismus zugeordnet wurde (Collmann et al, 1989;
Schuitemaker et al., 1991) und SI-Viren (Syncytium-induzierende Viren;
CXCR4-Viren und dual- und multitrope Viren, die CXCR4 nutzen), die in
Makrophagen nur ineffizient oder gar nicht replizieren konnten (Collin et al.,
1994). In der Zwischenzeit weild man, dass vor allem T-Zell-adaptierte
Laborstdmme nicht in der Lagen sind Makrophagen zu infizieren, wéhrend viele
primare Sl-Viren einen Makrophagentropismus zeigen (Simmons, et al., 1996;
Simmons et al., 1998; Tokunaga et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit
wurden Infektionsversuche auf Makrophagen mit exemplarisch ausgewahlten
Virusklonen durchgefiihrt. Alle untersuchten Klone waren in der Lage,
Makrophagen produktiv zu infizieren. Fur die Klone G17, G19, 12-6 und KN3-2,
die vorher als CCR5-Viren (NSI-Viren) charakterisiert wurden, war der
Makrophagentropismus zu erwarten. Uberraschender war, dass sich auch die
dual- und multitropen Viren (Sl-Viren; B2, A5, H9, H10 und H11) als
makrophagentrop erwiesen. Wie bereits erwéhnt wird der Makrophagen-
tropismus von Sl-Viren kontrovers diskutiert. Wahrend erste Untersuchungen
mit primaren Sl-Isolaten zeigten, dass diese nicht in der Lage waren
Makrophagen zu infizieren (Schuitemaker et al., 1991; Karita et al., 1997),
wurde spater ein molekularer Klon eines primaren Sl-Isolates, 89.6,
beschrieben, der sowohl Makrophagen als auch T-Zelllinien effizient infizieren
konnte (Collmann et al., 1992). Dieses Virus wurde als multitropes Virus
(CCR5, CXCR4, CCR3, CCR2b, CCRS8, V28) charakterisiert (Los Alamos
Datenbank), was zu der Hypothese fiihrte, dass dual- und multitrope SlI-
Stdmme als Zwischenstadium zwischen reinen CCR5- und CXCRA4-Viren
existieren kénnten (Schuitemaker et al., 1992; Connor et al.,, 1997). Die
Ergebnisse aus der Makrophageninfektion in dieser Arbeit unterstitzen diese
Hypothese. Die untersuchten SI-Viren waren alle als dual- oder multitrop
charakterisiert worden, kdnnten also dem intermediaren Virustyp zwischen
reinen CCR5- und CXCR4-Viren zugeordnet werden und zeigen
dementsprechend Makrophagen-tropismus. In der Zwischenzeit weil3 man,
dass auch CCR3 (Alali et al., 1999) und CXCR4 (Verani et al., 1998; Yi et al.,
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1999; Valentin et al., 2000) effektiv als Korezeptoren fur die Infektion von
Makrophagen genutzt werden konnen. Moglicherweise  wird  der
Markophagentropismus der dual- und multitropen Klone auch durch die
Nutzung dieser alternativen Korezeptoren beeinflusst.

Quantitativ . waren nach drei Wochen kaum Unterschiede zwischen den
untersuchten Virusklonen zu finden. Allein der Virusklon A5 schien in
Makrophagen besser zu replizieren als die tbrigen Klone. Dies war vor allem
deswegen uberraschend, weil die Aminosaurensequenz der V3- und der V1-V2-
Region dieses Virus mit den entsprechenden Sequenzen der Klone H10 und
H11 weitgehend Ubereinstimmt. Eine Erklarung fir diese Beobachtung ist, dass
der Makrophagentropismus nicht allein durch die variablen Regionen des
Hullproteins determiniert ist. Auch die Transmembraneinheit des Hullproteins,
gp41 spielt eine Rolle beim Viruseintritt, so dass auch nach der Bindung an die
Zelle oder nach dem Eintritt in die Zelle die Infektion teilweise oder ganz
blockiert werden kdnnte (Davis et al., 1997; Weissmann et al., 1997; Gosling et
al., 1997)

4.4 Korreliert der Phanotyp mit dem Krankheitsstatus der Patienten?

Wie im vorherigen Abschnitt bereits diskutiert wurde, existieren viele
verschiedene Quasispezies von HIV-1, die sich in ihrem Zelltropismus und in
der Nutzung von Korezeptoren unterscheiden. Dabei werden die Hauptgruppen
der NSI-Viren und der SI-Viren unterschieden. In vielen Patienten wurde
festgestellt, dass zum Zeitpunkt der Serokonversion vor allem CCR5-nutzende
NSI-Viren gefunden werden. Dieser Virustyp scheint auch die Hauptrolle bei der
Ubertragung von HIV-1 zu spielen (Zhu et al., 1993; van’'t Wout et al., 1994). In
spateren Stadien der Infektion treten vermehrt Sl-Viren auf. Diese CXCR4-
nutzenden Viren zeigen in Zellkultur einen starkeren zytopathischen Effekt
(Glushakova et al., 1995; Glushakova et al., 1997; Glushakova et al., 1998;
Penn et al., 1999; Grivel et al., 1999; Grivel et al., 2000) und werden mit dem
Ausbruch und schnellerem Fortschreiten von AIDS in Verbindung gebracht
(Koot et al.,1993; Richman et al., 1994; Connor et al., 1997). Es wurde
postuliert, dass ein Zusammenhang zwischen dem Phanotyp der
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vorherrschenden Virusvariante und dem Krankheitsstatus des Patienten besteht
(Connor et al., 1997).

Diese Hypothese sollte anhand der in der vorliegenden Arbeit hergestellten und
charakterisierten Viren uberprift werden. Dazu wurden die Patienten anhand
der Klinischen Daten in verschiedene Krankheitsstadien eingeteilt und der
Phanotyp (im Bezug auf Korezeptornutzung) der vorherrschenden Virusvariante
mit diesem Befund verglichen.

Bei der Analyse der Klone aus den sequenziellen Blutproben der Patienten H6
und D5 wurde eine Veranderung des Phéanotyps der vorherrschenden
Virusvariante festgestellt. Dabei handelte es sich bei den Virusklonen aus
Patient D5 zu beiden Zeitpunkten um SI-Viren, wobei sich das Spektrum der in
vitro genutzen Korezeptoren verbreiterte, in dem zwei zusatzliche
Chemokinrezeptoren (Bonzo und CCR1) genutzt werden konnten. Deutlicher
war die Veranderung bei Patient H6, wo aus der ersten Blutprobe reine CCR5-
Viren kloniert wurden, wahrend der Virusklon aus der zweiten Blutprobe (A5)
als multitropes SI-Virus charakterisiert wurde. Hier hatte also im Verlauf der
Infektion ein Wechsel von CCR5-nutzenden NSI-Viren zu multitropen SlI-Viren
stattgefunden. Dieser Befund passt gut zu der Hypothese, dass es im Verlauf
einer HIV-1-Infektion zu einer Entwicklung von NSI- zu SI-Viren kommt
(Schuitemaker et al., 1992).

Ordnet man jedoch die Virusklone den Krankheitsstadien der Patienten zum
Zeitpunkt der Blutentnahme zu, so ergibt sich ein kontroverses Bild. Die
Patienten D5 und H4 befanden sich bereits zu Beginn der HAART-Therapie in
einem schlechten Zustand und wurden entsprechend ihrer klinischen Daten in
das spate Krankheitsstadium (C3) eingeordnet. Die Klone, die aus den
Blutproben dieser Patienten hergestellt wurden, erwiesen sich als dualtrope
(B2; Patient H4) bzw. multitrope (C22, H9, H10, H11; Patient D5) Sl-Viren. In
den asymptomatischen Patienten K1 und H6 (erste Blutentnahme) wurden
CCRS5-nutzende NSI-Viren (KN3-2, 12-6 und 12-7) gefunden. In diesen Fallen
wurde aus Patienten in fortgeschrittenem Stadium der AIDS-Erkrankung SI-
Varianten kloniert, wahrend die vorherrschende Virusvariante in den
asymptomatischen Patienten NSI-Phanotyp zeigten, was der postulierten
Korrelation  Krankheitsstatus und Virusphéanotyp (Connor et al., 1997)

entspricht. Analysiert man jedoch die Ubrigen Klone aus der Patientengruppe,
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so kann diese Hypothese nicht gehalten werden. Die Patienten U7 und J5
wurden gemal ihrer klinischen Daten einem sehr fortgeschrittenen
Krankheitsstadium (B3) zugeordnet. Dennoch wurden aus ihren Blutproben
CCR5-Viren (NSI) kloniert. Dieser Befund entspricht den Ergebnissen von Li et
al. (1999), die ebenfalls Patienten beschrieben, in denen trotz fortgeschrittener
AIDS-Erkrankung nur NSI-Isolate gefunden wurden. Das Auftreten von CCR5-
Viren in einem spaten Krankheitsstadium steht im Widerspruch zu der
postulierten Korrelation, der ausbrechenden und fortschreitenden AIDS-
Erkrankung mit dem Auftreten von Sl-Viren. Besonders deutlich wird dieser
Widerspruch bei der Analyse der Daten von Patient H6. Dieser Patient war zu
Beginn der HAART-Therapie asymptomatisch und war deshalb in das
Krankheitsstadium Al eingestuft worden. Aus den klinischen Daten war auch
zum Zeitpunkt der zweiten Blutentnahme keine Verschlechterung des
Gesundheitszustandes zu erkennen. Trotzdem konnte zu diesem Zeitpunkt ein
Virusklon hergestellt werden (A5), der sich in Genotyp und Phanotyp deutlich
von den Klonen aus der ersten Blutprobe (12-6, 12-7) unterschied und als
multitropes SI-Virus charakterisiert wurde. Es muss jedoch erneut darauf
hingewiesen werden, dass A5 in der V3-Region eine Sequenz aufwies, die von
den anderen Klonen, die aus dieser Blutprobe hergestellt wurden, stark abwich.
In der untersuchten Patientengruppe konnten Sl- und NSI-Varianten sowohl in
der asymptomatischen Phase als auch nach Ausbruch von AIDS gefunden
werden. DarUber hinaus wurde gezeigt, dass die Entstehung genotypisch und
phanotypisch veranderter Quasispezies auch in Patienten beobachtet werden
kann, deren Gesundheitszustand sich nicht verschlechterte. Es liegt also keine
zwingende Korrelation von Virusphanotyp und Krankheitsstatus des Patienten
vor. Dieser Befund wird durch die Ergebnisse anderere Arbeitsgruppen gestitzt
(Lietal. 1999)

45 Der Phéanotyp von HIV-1-Isolaten kann anhand der Aminosauren-

sequenz des V3-loop vorhergesagt werden

Die Behandlung von AIDS-Patienten erfolgte bislang vor allem mit
Medikamenten, die die viralen Enzyme Reverse Transkriptase und Protease

inhibieren. Dabei kam es bereits zur Entwicklung vieler resistenter
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Virusstamme, weshalb nach neuen Therapeutika gesucht wird. Ein
interessanter Angriffspunkt ware dabei der Viruseintritt in die Wirtszelle. Es
wurde gezeigt, dal3 die naturlichen Liganden der Chemokin-Rezeptoren in der
Lage sind virale Infektion zu hemmen (Paxton et al., 1996; Dean et al., 1996;
Samson et al., 1996) und erste modifizierte Chemokine erwiesen sich in vitro
und in vivo als effektive Inhibitoren (Simmons et al., 1997; Mack et al., 1998;
Lusso et al., 2000). Dariiber hinaus werden synthetischen Antagonisten wie
AMD3100 und T-22, die die Interaktion zwischen Chemokinenrezeptoren und
ihren Liganden nachahmen in klinischen Studien getestet (D’Souza et al.,
2000). Eine weitere Stelle die einen Eingriff in den Prozess des Viruseintritts
erlaubt, stellt die Fusion der viralen und der zellularen Membranen dar. Das 36-
Aminosaurenpeptid T20 kann diesen Schritt hemmen, indem es an die zweite
helikale Region des gp4l1l Transmembranproteins bindet (Chan et al., 1998;
Kilby et al., 1998; Eckert et al., 1999). Um Therapeutika, die den Viruseintritt
hemmen gezielt einsetzen zu kdnnen, ist es notwendig, dass der Phé&notyp der
im Patienten vorherrschenden Virusvariante bekannt ist. Die Isolation von Viren
aus dem Patientenmaterial und anschlieBende Charakterisierung ist mit grof3em
Zeitaufwand verbunden, weshalb dieser Weg zur Bestimmung der geeigneten
Therapie in der Praxis kaum durchfuhrbar ist. Um die Phanotypisierung der
vorherrschenden Virusvariante eines Patienten zu erleichtern, wurde in unserer
Arbeitsgruppe ein rekombinanter Virusassay entwickelt, bei dem das
vollstandige env-Gen aus Patientenmaterial amplifiziert und dazu eingesetzt
wird, einen rekombinanten Virusschwarm herzustellen (Dittmar et al. 2001), mit
dessen Hilfe der Phanotyp der vorherrschenden Virusvariante eines Patienten
ermittelt werden kann. Noch einfacher wéare es jedoch fir die Praxis, wenn
direkt aus der Sequenz des vorherrschenden Virustyps eine Aussage uber den
Phanotyp gemacht und anhand dieser Information  geeignete
Chemokinrezeptor-Antagonisten gewahlt werden kénnten.

Das Hiullprotein von HIV interagiert bei der Infektion einer Wirtszelle mit den
beiden Rezeptoren. Aus diesem Grund wird der Wirtszelltropismus (Nutzung
bestimmter Korezeptoren) vor allem lber die Zusammensetzung des Gens fur
das Oberflachenprotein gp120 determiniert. Studien mit chimaren Virushillen
zeigten, dass sich der Bereich, durch den der Tropismus determiniert wird, im

Wesentlichen auf die V3-Region eingrenzen lasst (Shioda et al., 1992; de Jong
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et al., 1992; Grimaila et al., 1992; Ebenbichler et al., 1993). Donaldson et al.
beschrieben 1994 eine Methode zur genotypischen Differenzierung zwischen
NSI- und SlI-Viren. Die Arbeitsgruppe ordnete verschiedene Virusisolate in zwei
Phanotyp-Gruppen (NSI- und SI-Viren) ein. Die Isolate wurden sequenziert und
ihre V3-loop-Sequenzen mit der Konsensussequenz (Los Alamos Datenbank)
fur NSI- bzw. SI-Viren verglichen. FUr jedes Virus wurde die Anzahl, der von der
jeweiligen Konsensussequenz abweichenden Aminosduren ermittelt. Diese
wurde in einem Plot gegen die Nettoladung der V3-loop-Sequenz aufgetragen.
Dabei ergab sich eine klare Trennung zwischen beiden Virusgruppen, wobei die
NSI-Viren durchgehend niedrigere Nettoladungen und geringere Anzahl an
Abweichungen von der Konsensussequenz aufwiesen. Diese Methode wurde
auch fur die in der vorliegenden Arbeit untersuchten HIV-1-Klone angewandt.
Um eine gréRere Gruppe von Virusklonen bzw. —Isolaten untersuchen zu
kénnen, wurden der Analyse verschiedene publizierte HIV-1-Isolate (Los
Alamos Datenbank) hinzugefiigt. Dabei ergab sich wie von Donaldson et al.
(1994) publiziert eine klare Trennung zwischen NSI- und SI-Viren, wobei die
NSI-Viren wie in der Publikation durchgehend geringere Nettoladungen und
weniger Abweichungen von der Konsensussequenz aufwiesen als die Sl-Viren.
Bei naherer Analyse des aus den Sequenzdaten entstandenen Plots, konnte
eine weitere Auffalligkeit festgestellt werden. Es war nicht nur die erwartete
Trennung zwischen NSI- und SI-Viren zu sehen, sondern eine weitere
Auftrennung der Sl-Isolate: in dieser Virusgruppe waren distinkte
Ansammlungen von reinen CXCR4-nutzenden Viren mit sehr hohen
Nettoladungen bzw. von dual- und multitropen Viren, die sich im Bezug auf
Nettoladung und Aminosauresubstitutionen in der V3-Schleife einem mittleren
Bereich zuordnen lassen. Aus diesem Ergebnis kann geschlossen werden,
dass die V3-loop-Sequenz nicht nur, wie von Donaldson et al. (1994) publiziert,
ausreicht um einen NSI- oder SI-Phanotyp vorauszusagen. Dartber hinaus
kann anhand dieser Information vorausgesagt werden, ob es sich um dual-
bzw. multitrope SI-Viren oder reine CXCR4-nutzende Viren handelt.

In der Praxis wirde dies bedeuten, dass der behandelnde Arzt anhand der V3-
Sequenz erkennen konnte, welche Korezeptoren von der vorherrschenden

Virusvariante genutzt werden. Gemass dieser Information kdnnte dann eine
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Antagonist fur die jeweiligen Korezeptoren gewdahlt werden, um so den Eintritt

des Virus in die Wirtszelle zu verhindern.

Die durchgefuihrte Analyse der V3-Sequenzen erdffnet neben der Mdglichkeit,
den Virus-Phanotyp vorherzusagen noch einen weiteren interessanten Aspekt.
In 4.3 wurde bereits diskutiert, dass bei vielen Patienten im Verlauf der Infektion
eine Veranderung des Virusphanotyps von CCR5 zu CXCR4-Viren stattfindet.
Dies geschieht wahrscheinlich nicht in einem Schritt, sondern uber die
Zwischenstufe von dual- und multitropen Viren (Connor et al., 1997). Die
Aufteilung der HIV-Klone und —Isolate in die drei distinkten Gruppen von CCR5-
CXCR4- und dual bzw. multitropen Viren (Abb.3.9) unterstitzt diese Hypothese.
Die Populationen der CCR5 und der reinen CXCR4-nutzenden Isolate liegen im
Plot sehr weit voneinander entfernt, d.h. die Aminosauresequenzen und die
daraus resultierenden Nettoladungen der V3-Region sind sehr unterschiedlich.
Es ist demnach kaum zu erwarten, dass durch den Austausch einzelner
Aminosauren ein direkter Korezeptorwechsel von CCR5 zu CXCR4 erfolgt. Die
Population der dual- und multitropen Viren ist im Plot zwischen den Extremen
CCRS5 (niedrige Nettoladung) und CXCR4 (hohe Nettoladung) zu finden. Dies
zeigt sich vor allem darin, dass die Nettoladung in einem mittleren Bereich liegt.
Anhand dieser Analyse kann man sich sehr gut vorstellen, dass es durch
Substitution von Aminosauren zur Erhéhung der Nettoladung kommt, was dem
Virus die Fahigkeit verleiht, neben CCR5 auch CXCR4 und evtl. weitere
Korezeptoren zu nutzen. Werden weitere Mutationen eingefuihrt, so erhoht sich
die Nettoladung weiter, was dazu fuhrt, dass das Virus nicht mehr in der Lage

ist, CCR5 zu nutzen, wodurch ein reines CXCR4-Virus entsteht.

4.6 Etablierung eines in vitro T-Zell-Differenzierungssystems

In 4.5 wurde diskutiert, dass eine gut charakterisierte Viruspopulation wie sie in
der vorliegenden Arbeit hergestellt wurde, zum Beispiel fur Analysen zur
Vorhersage des Virusphénotyps eingesetzt werden kann. Eine weitere
Anwendungsmaoglichkeit ist die gezielte Infektion bestimmter Zelltypen, um auf
diese Weise mehr Uber die Pathogenese einer HIV-1-Infektion zu lernen. Das

Hauptproblem in der HIV-Pathogenese stellen Depletion und Dysfunktion der
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CD4-positiven T-Zellen dar, was zum Zusammenbruch des Immunsystems und
zur Ausbildung des Krankheitsbildes AIDS fuhrt. Bis heute ist noch nicht
vollstandig geklart, wodurch es zu diesem massiven Verlust an T-Zellen
kommt. Vermutlich spielt eine gestorte oder gar vollstandig blockierte
Produktion von CD4-positiven T-Zellen die Hauptrolle bei ihrer fortschreitenden
Depletion (Fleury et al., 1998; Hellerstein et al., 1999). Dabei ist es sehr
wahrscheinlich, dass die Differenzierung im Thymus gestort ist, da in allen
Stadien der  Erkrankung Infektion im  Thymus  (Stroma  und
Thymozytenpopulation) gezeigt werden konnte und auf3erdem die Architektur
des Thymus bei HIV-Patienten zerstort ist (Rosenzweig et al., 1993).
AulRerdem wurde bei HIV-1-infizierten Kindern eine Thymus-Dysfunktion
festgestellt (Kourtis et al., 1996). Um die pathogenen Mechanismen im Thymus
naher untersuchen zu konnen, wéare es interessant, die Thymuspathogenese in
vitro untersuchen zu konnen. Aus diesem Grund sollte im zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit versucht werden, ein in-vitro T-Zell-Differenzierungssystem
zu etablieren. Dieses System konnte dann spéater dazu eingesetzt werden, den
EinfluR einer HIV-Infektion auf die T-Zell-Differenzierung zu untersuchen, indem
Zellen aus definierten Differenzierungsstadien mit verschiedenen Viren infiziert

werden.

Bevor mit der Etablierung eines derartigen Differenzierungssystems begonnen
werden konnte, musste die Qualitat der Ausgangsmaterials, der CD34-positiven
haematopoetischen Stammzellen Gberprift werden. Die CD34-positiven Zellen
wurden mit Hilfe von magnetischen Kigelchen (MACS-System) aus
Nabelschnurblut isoliert. FACS-Analysen zeigten, dass die so isolierte
Zellpopulation zu 94,52 bis 97,2 % rein war. Dies entspricht den Angaben des
Herstellers. Eine weitere Vorraussetzung fir eine erfolgreiche in vitro-
Differenzierung ist die vollstdndige Funktionsfahigkeit der haematopoetischen
Stammzellen, d.h. die Zellen muissen sich zur Proliferation und zur
Differenzierung anregen lassen. Zur Uberpriifung der Proliferationsfahigkeit
wurde ein relativ einfaches System zur Expansion von Stammzellen eingesetzt.
Gemal der von Laer et al. (2000) publizierten Methode, wurden die CD34-
positiven Zellen in Medium Kkultiviert, dem die Zytokine FIt3, IL3 und SCF
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zugesetzt wurden. Dabei ergab sich nach zwei Tagen eine zwei- bis dreifache
Expansion der Zellen und nach weiteren acht Tagen konnte sogar eine
zehnfache Expansion beobachtet werden. Dies entspricht der unter diesen
Kulturbedingungen publizierten Expansion und kann als Beweis fir die
Proliferationsfahigkeit der CD34-positiven Zellen gelten. In der Expansionskultur
konnte neben der Proliferation der Zellen noch ein weiteres Phanomen
beobachtet werden: die Zellen veradnderten im Verlauf der Expansionskultur
ihren Phéanotyp. Wahrend am zweiten Tag noch alle Zellen CD34-positiv waren,
konnten nach zehn Tagen Kultur kaum noch CD34-positive Zellen in der FACS-
Analyse nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass wéahrend der
Expansionskultur neben der Proliferation der Zellen auch eine gewisse
Differenzierung stattgefunden hat. Dieser Befund schliel3t aus, dass eine
derartige Expansionskultur zur Vermehrung des Ausgangsmaterials eingesetzt
werden kann, da ausschliel3lich CD34-positive Zellen fir die in vitro
Differenzierung eingesetzt werden sollten. Gleichzeitig kann die Veranderung
des Phanotyps der haematopoetischen Stammzellen in der Expansionskultur
als erster Hinweis auf ihr Differenzierungspotential interpretiert werden. Dieser
Hinweis sollte durch weitere Untersuchungen bestatigt werden. Pluripotente
haematopoetische Stammzellen exprimieren neben CD34 einen weiteren
charakteristischen Marker auf ihrer Zellmembran, der als AC133 bezeichnet
wird und ausschlief3lich auf diesem Zelltyp gefunden wird (Yin et al., 1997). Die
Expression von AC133 auf der Oberflache einer Stammzelle gilt demnach als
Hinweis auf vollstdndiges Differenzierungspotential. Aus diesem Grund wurde
eine FACS-Analyse mit Antikorpern gegen AC133 durchgefiihrt. Die
untersuchten Stammzellen waren zu 92-94,2% CD34/AC133-doppelpositiv,
woraus geschlossen werden kann, dass durchschnittich 93% der
aufgereinigten Zellen ein vollstandiges Differenzierungspotential besitzen. Die
Féahigkeit zur gezielten Differenzierung sollte in einem weiteren Versuch
bestatigt werden. Caux et al. beschrieben 1996 ein in vitro
Differenzierungssystem fiir Makrophagen, bei dem die CD34-positiven
Stammzellen zunachst mit Hilfe der Zytokine GM-CSF, SCF und TNFa
expandiert und anschlieBend durch Kultivierung mit M-CSF zu Makrophagen
differenziert wurden. Dieses System sollte als Beweis fur die

Differenzierungsfahigkeit der aus Nabelschnurblut isolierten haematopoetischen
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Stammzellen dienen. Wie von Caux et al. publiziert, wurde nach sechs Tagen
Kultur mit GM-CSF, SCF und TNFa eine bis zu 20-fache Expansion der Zellen
festgestellt. AuRBerdem ergaben FACS-Analysen, dass die Zellen, wie erwartet,
auf ihrer Oberflache kein CD34 mehr exprimierten, wohingegen CD1la und
CD14 auf der Zelloberflache nachgewiesen werden konnten. Nach weitern
sechs Tagen Kultur mit M-CSF-supplementiertem Medium war der Grol3teil der
Zellen CD14-positiv, wahrend nur noch auf wenigen Zellen CDla
nachgewiesen werden konnte. Im Lichtmikroskop zeigten die Zellen einen
makrophagenéhnlichen Phanotyp, was zusammen mit den FACS-Daten auf
eine erfolgreiche Makrophagendifferenzierung schlie3en lasst und als Beweis
fur das Differenzierungspotential der CD34-positiven Zellen qilt.
Zusammenfassend zeigten diese Vorversuche neben der hohen Reinheit der
isolierten haematopoetischen Stammzellen ihre Fahigkeit zur Proliferation und
zur Differenzierung. Die mit Hilfe des MACS-System gewonnenen CD34-
positiven Zellen waren also fur die Etablierung eines Systems zur in vitro T-Zell-

Differenzierung geeignet.

Wahrend  Differenzierung von  haematopoetischen  Stammzellen zu
Makrophagen oder dendritischen Zellen (Caux et al., 1996) relativ einfach durch
gezielte Stimulation mit Zytokinen erreicht werden kann, wird zur T-Zell-
Differenzierung immer der direkte Kontakt zu Stromazellen bendétigt. Die
Stomazellen bilden die fir die Differenzierung notwendigen Zytokine ( Lee et
al., 1987; Kaushansky et al., 1988; Fibbe et al. 1988). Dartber hinaus verfligen
Stromazellen Uber eine komplexe extrazellulare Matrix, die den direkten
Zellkontakt zwischen Stroma und Progenitorzellen unterstitzt (Bentley et al.,
1982; Verfaillie et al., 1990; Liesveld et al., 1991). Aufgrund der heterogenen
Zusammensetzung des Stroma, ist es schwierig den verschiedenen Zelltypen
ihre konkrete Rolle in der Differenzierung von haematopoetischen Stammzellen
zuzuordnen (Allen et al., 1984).

Thalmeier et al., etablierten 1994 eine Feeder-Zellinie fir haematopoetische
Stammzellen aus Knochenmarkstroma (L88). PCR-Analysen zeigten, dass
diese Zellinie eine groRe Anzahl von haematopoetischen Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren produziert, wie zum Beispiel IL6, IL7, IL8, IL10, IL11,
kit-Ligand, GM-CSF, G-CSF und M-CSF. Diese Vielzahl von Zytokinen lasst
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darauf schlieBen, dass die Zellinie zur Differenzierung haematopoetischer
Zellen geeignet sein konnte. Aus diesem Grund wurde die L88-Zellinie flr einen
ersten Versuch zur in vitro T-Zell-Differenzierung gewahlt. Daflr wurden CD34-
positive Zellen mit der Stromazelline, die zuvor mit ?-Strahlen bestrahlt wurde,
in Kokultur genommen. Zur besseren Unterscheidung der beiden Zelltypen, in
der FACS-Analyse, wurden die Stammzellen vor der Kokultur mit einem
rotfluoreszierenden Membranfarbstoff (PKH-26) gefarbt. Die Kokulturansatze
wurden im Verlauf von drei Wochen regelmaRig geerntet und
durchflul3zytometrisch analysiert. Dabei sollte versucht werden, verschiedene
Oberflachenmarker nachzuweisen, die flr die Differenzierung von Thymozyten
charakteristisch sind (CD34, CD1a, CD69). Keiner dieser
Differenzierungsmarker konnte in den Kokulturen nachgewiesen werden. Es
wurde jedoch ein Verlust an CD34-positiven Zellen beobachtet, obwohl die
Membranfarbung der Zellen zeigte, dass die urspringlich eingesetzten
haematopoetischen Stammzellen noch in den Kokulturen vorhanden waren.
Dieser Befund deutete darauf hin, dass eine Differenzierung zu einem anderen
Zelltyp als T-Zellen stattgefunden hat. Aus diesem Grund wurden erneut
Kokulturen angesetzt, wobei in diesem neuen Ansatz gezeigt werden konnte,
dass nach zehn Tagen Kokultur nicht nur ein Verlust von CD34 auf der
Zelloberflache zu beobachten war, sondern auch eine Expression von CD14,
einem charakteristischen Marker fur Makrophagen. In Kokultur mit der L88-
Zellinie scheinen sich CD34-positive haematopoetische Stammzellen also in die
Makrophagenrichtung zu differenzieren. Dieser Befund lasst sich gut damit
vereinbaren, dass von der Stromazelllinie unter anderem der
Makrophagendifferenzierungsfaktor M-CSF produziert wird (Thalmeier et al.
1994).

Der zweite Versuch, ein in vitro T-Zell-Differenzierungssystem zu etablieren,
basierte auf einer von Merkenschlager und Fisher (1992a, 1992b, 1993)
beschriebenen Methode, mit der humane Thymozyten in murinem Thymus
ausdifferenziert werden. Jenkinson et al., beschrieben 1992 eine Methode, mit
der die Thymozyten mit Hilfe von 2-desoxy-Guanosin aus dem fotalen Thymus
depletiert werden, und die so entstandenen Thymusrudimente mit Thymozyten-

Vorlauferzellen rekonstituiert werden. Auf diese Weise war es mdglich, die
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Differenzierung von T-Lymphozyten in vitro zu untersuchen (Jenkinson und
Owen 1990). Merkenschlager und Fisher (1992a, 1992b, 1993) gelang es,
dieses System weiterzuentwickeln, indem sie die murinen Thymusrudimente mit
humanen Thymozyten (aus Nabelschnurblut isoliert) rekonstituierten. Die
Umgebung des murinen Thymusstroma war ausreichend, um zur
Differenzierung der humanen Thymozyten zu fuhren. In der vorliegenden Arbeit
sollte ein &hnliches System etabliert werden, bei dem allerdings nicht die
gesamte Lymphozyten-Population aus Nabelschnurblut eingesetzt werden
sollte, sondern ausschlie3lich die CD34-positiven haematopoetischen
Stammzellen. Auf diese Weise soll eine parallele Differenzierung aller
Thymozyten erreicht werden, die es ermoglicht, in zukunftigen Versuchen
gezielt bestimmte Differenzierungsstadien zu infizieren.

Zunachst mussten geeignete Bedingungen fur die Kultur des murinen Thymus
gefunden werden. Das von Merkenschlager und Fisher publizierte Medium, das
mit Mercaptoethanol supplementiert wurde, erwies sich als ungeeignet, da die
Organe unter diesen Bedingungen nach wenigen Tagen abstarben. In Medium
mit 10% humanem AB-Serum ohne Zusatz von Mercaptoethanol (Clark et al.,
1999) konnte der murine Thymus zwar etwas langer in Kultur gehalten werden,
doch erst der Zusatz von 20% humanem AB-Serum fuhrte dazu, dass eine
Differenzierung der murinen Thymozyten stattfand. Auf3erdem wurden
verschiedene Filtersysteme getestet. Am besten eigneten sich die Nucleopore-
Filter, die direkt auf der Mediumoberflache schwammen, wodurch die Organe
nur von einer dannen Mediumschicht umgeben waren, was einen idealen
Gasaustausch ermdglicht.

Nachdem die Kulturbedingungen etabliert waren, konnte mit den Versuchen zur
T-Zelldifferenzierung begonnen werden. Dazu wurden die murinen Thymi
zunachst fur vier Tage mit 2-desoxy-Guanosin behandelt, was zu einer
annahernd vollstdndigen Depletion der murinen Thymozyten fihrte, wie durch
Bestimmung der Zellzahl gezeigt wurde. Der nachste Schritt war es nun,
humane CD34-positive Zellen in den murinen Thymus einwandern zu lassen.
Dazu wurden 1x10* Stammzellen in Tropfen von je 20ul in Terazaki-Platten
ausgesat. In jeden dieser Tropfen wurde ein von murinen Thymozyten
depletierter und anschliel3end gewaschener Thymus gelegt. Die Platten wurden

Uber Kopf (,hanging drops”) fur 24 bzw. 48 Stunden inkubiert. Wurden die
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Thymi anschlieBend gewaschen und in Suspension gebracht, so konnte im
Vergleich zu unbehandelten Organen, eine erhdhte Zellzahl festgestellt werden:
wahrend in den Thymi ohne humane CD34-Zellen nur 0,45-0,4 x 103
thymozytenahnliche Zellen gezahlt wurden, waren nach 24 Stunden ,hanging
drops* 5-6 x 10° und nach 48 Stunden 7,5-8 x 10® Zellen zu finden. FACS-
Analysen dieser suspendierten Thymi zeigten, dass sich in der
Thymozytenpopulation CD34-positive Zellen befanden. Die erhdhte Zellzahl
und der Nachweis CD34-positiver Zellen im FACS wurde als Hinweis dafur
gesehen, dass humane haematopoetische Stammzellen in die murinen Thymi
eingewandert waren. Dieses Ergebnis konnte dadurch bestétigt werden, dass
die humanen Zellen, bevor sie zusammen mit dem murinen Thymus inkubiert
wurden, mit dem rotfluoreszierenden Membranfarbstoff PKH26 markiert
wurden. FACS-Analysen dieser Ansétze zeigten eine deutliche Rotfluoreszenz
in der Thymozytenpopulation, was als weiterer Beweis fir das Einwandern der
humanen CD34-positiven Zellen gesehen wurde. Dabei war auffallig, dass nach
PKH26-Farbung 77% der Zellen in der Thymuspopulation eine Rotfluoreszenz
zeigten, wahrend in dem vorangegangenen Experiment nur 55-59% der
Thymozyten CD34-positiv waren. Dies ist erstaunlich, da man aufgrund der
hohen Reinheit der Praparationen in beiden Versuchen eine vergleichbare
Anzahl positiver Zellen erwarten wuirde. Moglicherweise, kam es bereits
wéahrend dem Einwandern der humanen Zellen in den murinen Thymus
(,hanging drop“-Kultur) zu einem Herunterregulieren von CD34 auf der
Zelloberflache.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass haematopoetische Stammzellen in die
murinen Thymi einwanderten, sollte untersucht werden, ob eine Differenzierung
dieser Zellen stattfinden wirde. Dazu wurden die Thymi im Anschlufl3 an das
Einwandern der humanen Zellen erneut auf schwimmenden Filtern in Kultur
genommen. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Organkulturen geerntet und
durchfluRzytometrisch analysiert. Dabei sollte untersucht werden, ob auf den
eingewanderten Zellen nach einigen Tagen CD1a als Marker fiir einen ersten
Differenzierungsschritt zu T-Lymphozyten gefunden werden kann. Dies gelang
zu keinem Zeitpunkt nach Einwandern der Zellen. Es fand also keine
Differenzierung der humanen Zellen statt. Gleichzeitig wurde festgestellt, dass

der Anteil CD34-positiver Zellen abnahm. Dies konnte moglicherweise
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bedeuten, dass die humanen Zellen in den Mausthymi nicht Gberleben konnten.
Um dies zu Uberprifen wurden humane Zellen vor dem Einwandern in die
Thymi mit dem Membranfarbstoff PKH26 markiert. FACS-Analysen zeigten
direkt nach den ,hanging drops“ eine deutliche Rotfluoreszenz in der
Thymoztenpopulation. Bereits vier Tage nach dem Einwandern der Zellen
wiesen jedoch nur noch ca 50% der Zellen in der Thymozytenpopulation den
roten Farbstoff auf, wahrend nach weiteren drei Tagen ein fast vollstandiger
Verlust der rotfluoreszierenden Zellen beobachtet wurde. Daraus wurde
geschlossen, dass die eingewanderten humanen Zellen nach einigen Tagen
Kultur abstarben.

In einem komplexen System, wie dem der chiméren FTOC gibt es viele
kritische Komponenten, die dafir verantwortlich sein konnten, dass die in die
Mausthymi eingewanderten Zellen nicht differenzieren, sondern wahrscheinlich
absterben. Zunéchst konnte die Qualitdt der eingesetzten CD34-positiven
Stammzellen eine Rolle spielen. Die ausfiihrlichen Vorversuche zeigten jedoch,
dass die aus Nabelschnurblut aufgereinigten Zellen sehr rein waren und
aulRerdem sowohl Uber Proliferationsfahigkeit  als auch Uber
Differenzierungspotential verfigten. Mangelnde Qualitat der humanen Zellen
kann also als Ursache fiur die nicht erfolgte Differenzierung ausgeschlossen
werden. Auch die fuar die Organkultur etablierten Kultubedingungen sind
wahrscheinlich nicht fir das Absterben der CD34-positiven Zellen
verantwortlich, da unter diesen Bedingungen eine Differenzierung der murinen
Thymozyten méglich war.

Ein kritischer Schritt in diesem chimaren FTOC-System ist die Depletion der
murinen Thymozyten duch 2-desoxy-Guanosin. Sollte dieses Zellgift nicht
ausreichend aus den Thymi herausgewaschen worden sein, so konnte
verbleibendes 2-desoxy-Guanosin dazu fihren, dass die eingewanderten
humanen Zellen ebenfalls depletiert werden. Sollte dies die Ursache fiir den
Verlust der eingewanderten Zellen sein, so musste der Waschschritt nach der
Behandlung mit 2-deaoxy-Guanosin optimiert werden. Es ware aber auch
denkbar, dass die Dosierung des 2-desoxy-Guanosin zu hoch ist. Dies kdnnte
dazu fuhren, dass durch die Droge neben der Depletion der Thymozyten auch
eine nachhaltige Schadigung des Thymusstroma bewirkt wird. Die Schéadigng

des Stroma koénnte sich auf Zytokinproduktion und extrazellulare Matrix
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auswirken, wodurch die Stromazellen mdglicherweise nicht mehr in der Lage
waren, die fur das Uberleben und die Differenzierung der humanen Zellen
notwendige Mikroumgebung zu schaffen. In zukinftigen Versuchen soll also
ermittelt werden, ob es moglich ist, eine niedrigere Konzentration von 2-desoxy-
Guanosin einzusetzen um eine eventuelle Schadigung des Thymusstroma
auszuschlieRen. Eine weitere Moglichkeit die Probleme zu umgehen, die mit
dem Einsatz von 2-desoxy-Guanosin verbunden sein konnten, ist die
Praparation von Thymus aus sogenannten SCID-Mausen. Da bei diesen
immundefizienten Ma&ausen keine haematopoetischen Stammzellen in den
Thymus einwandern, konnte der kritische Schritt der Thymozytendepletion
umgangen werden. Derzeit steht unserer Arbeitsgruppe jedoch keine SCID-
Zucht zur Verflugung.

Der néchste Schritt im Protokoll fur chiméare FTOC, der problematisch sein
koénnte, ist die Kultur der Organe in den ,hanging drops” (M. Merkenschlager,
personliche Kommunikation), da die Thymi zusammen mit den humanen CD34-
positiven Zellen in nur 20ul Medium kultiviert werden. Durch Versuche mit
Thymuskulturen ohne 2-desoxy-Guanosin-Behandlung konnte gezeigt werden,
dass bei erneuter Kultivierung auf Filtern nach der Uberkopfkultur, eine normale
Differenzierung der murinen Thymozyten stattfand. Aus diesem Grund kann
ausgeschlossen werden, dass sich die ,hanging drop“-Kultur schadlich auf die
Organe auswirkt.

Schliel3lich wéare es auch denkbar, dass der kritische Faktor in dem in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen System darin liegt, dass versucht wird,
ausschlief3lich CD34-positive Zellen in den murinen Thymus einwandern zu
lassen. Merkenschlager und Fisher setzten jeweils die gesamte
Lymphozytenpopulation aus Nabelschnurblut ein. Dadurch waren direkt nach
dem Einwandern der humanen Zellen Thymozyten in verschiedenen
Differenzierungsstadien zu finden (Merkenschlager und Fisher 1992a, 1992b,
1993). Thymozyten in unterschiedlichen Differenzierungsstadien produzieren
ein charakteristisches Repertoire an Zytokinen, wodurch eine andere
Mikroumgebung entsteht, als wenn man nur CD34-positive Zellen in den
Thymus einwandern la3t. Um diesen moglichen Effekt zu untersuchen, ware es
hilfreich zunachst Versuche mit gesamt-PBMC durchzufihren. Sollten diese

Ansatze zu einer erfolgreichen T-Zell-Differenzierung fuhren, wirde dies
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bedeuten, dass die Kulturbedingungen die fur die chiméren FTOC etabliert
wurden prinzipiell ausreichend sind. Gleichzeitig kdnnte daraus gefolgert
werden, dass die CD34-positiven haematopoetischen Stammzellen zuséatzlich
stimuliert werden mussten, um eine erfolgreiche Differenzierung zu erreichen.
Verhasselt et al. publizierten 1999 ein System, in dem CD34-positive Zellen vor
dem Einwandern in den Thymus mit TPO (Thrombopoietin), SCF
(Stammzellfaktor; engl.: stem cell factor) und flt3/flt2-Ligand stimuliert wurden.
Diese in der T-Zell-Differenzierung friih agierenden Zytokine dienten nicht nur
zur Expansion der haematopoetischen Stammzellen, sondern erleichterten
auch die Repopulation des murinen Thymus. Méglicherweise ist eine derartige
Stimulation unumganglich, wenn ausschlie3lich CD34-positive Zellen in den

chimaren FTOC ausdifferenziert werden sollen.
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5 Zusammenfassung

Das humane Immundefizienzvirus HIV-1 zeichnet sich durch eine hohe
Variabilitaét zwischen den Virusisolaten aus verschiedenen Patienten aus, aber
auch durch die Fahigkeit, sich innerhalb eines Patienten im Verlauf der Infektion
zu verandern und sogenannte Quasispezies zu bilden. Die genetische
Variabilitat ist im Hallprotein von HIV-1 besonders stark ausgepragt und spiegelt
sich im Wirtszelltropismus wider.

Um die Zusammenhange zwischen genotypischer und phanotypischer
Verédnderung der vorherrschenden Virusvariante in HIV-1-Patienten naher zu
untersuchen, wurde im ersten Teil der vorliegenden Arbeit das env-Gen aus
dem Blut HIV-1 infizierter Patienten amplifiziert und charakterisiert. Obwohl alle
Patienten unter HAART-Therapie standen, war es mdglich, das Gen fir das
Hullprotein aus insgesamt sechs Patienten zu klonieren. Bei zwei Patienten (H6,
D5) war die env-Klonierung aus sequenziellen Blutproben erfolgreich. Die so
erhaltenen rekombinanten HIV-1-Klone wurden zundchst genotypisch
charakterisiert. Sequenzanalysen zeigten, dass die V3-Schleife im Vergleich zur
V1-V2-Region wenig variabel war. Klone, die aus der selben Blutprobe eines
Patienten stammten, wiesen in ihrer Aminosauresequenz keine, bzw. nur
geringe Abweichungen auf. Eine Analyse der Gesamtpopulation zeigte, dass
deutliche Sequenzunterschiede zwischen den Klonen der einzelnen Patienten
bestehen. Neben Abweichungen in der Aminosduresequenz zwischen
unterschiedlichen Patienten konnten auch Substitutionen in den env-Genen
beobachtet werden, die aus sequentiellen Blutproben amplifiziert wurden
(Patienten H6, U7 und D5).

Die genetische Variabilitat spiegelte sich im Ph&notyp der Virusklone wider.
Korezeptorstudien mit GHOST-Zellen ergaben, dass ein breites Spektrum an
unterschiedlichen Korezeptoren genutzt werden konnte: neben CCR5
nutzenden Viren (G17, G19, 12-6,12-7, K5-4, KN3-2) wurde ein dualtroper
(CCR5/CXCRA4) Virusklon (B2) gefunden und aufRerdem Viren (A5, C22, H9,
H10, H11), die bis zu neun verschiedene Korezeptoren nutzten. Ferner konnte
eine Veranderung der genutzten Korezeptoren bei Klonen festgestellt werden,
die aus sequenziellen Blutproben eines Patienten stammten (Patienten H6 und

D5). Trotz grofRer Unterschiede bei den in vitro genutzten Korezeptoren, zeigte
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die Infektion primarer Zellen keine entsprechenden Differenzen zwischen den
Virusklonen. Eine Korrelation zwischen dem Phanotyp der rekombinanten Viren
und dem Krankheitsstatus der Patienten war nicht erkennbar.

Eine weitergehende Analyse der Zusammenhange zwischen Genotyp und
Phanotyp der Virusklone zeigte, dass anhand der Information der V3-Sequenz
nicht nur wie erwartet zwischen NSI oder SI-Viren unterschieden, sondern
dariiber hinaus eine Voraussage gemacht werden kann, ob es sich um dual-
bzw. multitrope oder reine CXCR4 nutzende SI-Viren handelt. Diese
Vorhersagemethode bietet einen wichtigen Aspekt fur die HIV-1 Therapie, da
sie es dem behandelnden Arzt ermoéglicht, auf einfache Weise, Chemokin-

Antagonisten zur Hemmung des Viruseintritts in die Zelle gezielt auszuwahlen.

Gut charakterisierte rekombinante Virusklone stellen die Basis flr verschiedene
in vitro Infektionsversuche dar. Besonders interessant sind Studien zur
Infizierbarkeit von Thymozyten in verschiedenen Differenzierungsstadien von
der haematopoetischen Stammzelle zur reifen T-Zelle, um auf diese Weise
mehr Uber die HIV-1-Pathogenese zu lernen. Aus diesem Grund sollte im
zweiten Teil der Arbeit versucht werden, ein in vitro Differenzierungssystem fir
T-Zellen zu etablieren.

Vorversuche  zeigten, dass das Ausgangsmaterial, = CD34-positive
haematopoetische Stammzellen, fir die Differenzierungsversuche geeignet war.
Die Praparation der Zellen aus Nabelschnurblut wies eine hohe Reinheit (95-
97%) auf. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die Stammzellen sowohl
uber die Fahigkeit zur Proliferation als auch zur Differenzierung verftigten.

Der erste Versuch zur T-Zell-Differenzierung wurde in Kokultur mit der
Knochenmarkszelllinie L88 durchgefiuhrt. In den Kokulturen konnte die
Entwicklung CD14-positiver, makrophagenahnlicher Zellen beobachtet werden.
Es kam jedoch nicht zur Differenzierung von reifen T-Zellen.

In einem zweiten Ansatz sollte versucht werden, ein chiméres FTOC-(fetal
thymus organ culture)-System zu etablieren. Zunachst wurden die Kultur-
bedingungen fur die fotalen Organe optimiert. Es gelang dann, die murinen
Thymozyten aus den Thymi zu depletieren und humane CD34-positive Zellen
einwandern zu lassen. Allerdings wurde nach wenigen Tagen chimarer
Organkultur ein  Verlust der Stammzellen beobachtet. In zukinftigen

Experimenten soll ermittelt werden, weshalb es nicht zur Proliferation und
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Differenzierung der humanen Zellen kommt, um auf dieser Grundlage die

Bedingungen optimieren zu kénnen.
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7 Anhang

7.1 AbklUrzungsverzeichnis

A Adenin

Abb. Abbildung

AIDS engl.: aquired immunodeficiency syndrome; erworbenes
Immunschwéachesyndrom

Amp. Ampicillin

ARV engl.: AIDS related virus

AS Aminosaure

a anti

bp Basenpaar

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

C Cytosin

CA Capsidprotein

ca. circa

CD engl.: cluster of differentiation; Oberflachenprotein/-marker

CLP engl.. common lyphoid progenitors; gemeinsame lymphoide
Vorlauferzelle

d.h. das heif3t

DMEM Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsaure

Dnase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleosidtrophosphat

FACS Engl.: fluorescence adsorbed cell sorting

FCS Fotales Kélberserum

FITC Fluoresceinisothiozyanat

FTOC engl.: fetal thymus organ culture; Organkultur fotaler Thymi

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

engl. englisch

Env, env engl: envelope; Hullprotein; Gen fur das Hullprotein

EtOH Ethanol

g Gramm
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Gag; gag

NacCl
NC

Nef, nef
NSI

ORF

p.a.
PBMC

PBS

Engl.: gravitation; Mal3 fur die Erdanziehungskraft
Guanin

engl.: group specific antigen; virale Strukturproteine / Gen flr
die viralen Strukturproteine

Glycoprotein

Grey

Stunde

engl.: HEPES buffered saline; HEPES gepufferte Salzlésung
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsaure
Humanes Immundeffizienz Virus

Humanes T-Zell Leuk&amievirus

Interleukin

Integrase

engl.: immature singlepositive; unreif einfachpositiv
Liter

Luria-Bertani-Medium

engl.: long terminal repeat

mikro

milli

molar

Matrix

engl.: magnetic antibody cell sorting

Minute

engl.: messenger RNA; Boten-RNA

nano

Natriumacetat

Natriumchlorid

Nukleokapsid

Nef-Protein; Gen fur das Nef-Protein

nicht syncytium induzierend

Oligo

engl.: open reading frame; offener Leserahmen
Plasmid

pro analysi

engl.: peripheral blood monocytes ; periphere Blutlymphozyten

engl.: phosphate buffered saline ; Phosphat-gepufferte Salz-
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PCR engl.: polymerase chain reaction ; Polymerase Kettenreaktion

PE Phycoeithrin

PHA Phytohaematglutinin

PIC Praintegrationskomplex

pNL4.3 proviraler Klon von NL4.3

Pol, pol Polymeraseproteine: PR, RT, IN; Gen fir die Polymerase-
proteine

PR Protease

p24 Kapsid-Protein

?; psi engl.: packaging signal ; Verpackungssignal von HIV

RNA Ribonukleinsaure

RNAse Ribonuklease

RPMI Rosewell Park Memorial Institute Meduim

RT Reverse Transkriptase

sec. Sekunde

SIivV engl.: simian immunodeficiency virus; Affen-Immundefizienz
Virus

sog. sogenannt

SU Oberflachenglykoprotein (gp120)

T Thymin

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

Tat, tat virales Transaktivatorprotein; Gen fur das virale Trans-
aktivatorprotein

TE Tris/EDTA

™ Transmembranglykoprotein (gp41)

TMB Tetramethylbenzidin

7TM GPCR engl.: seven transmembrane G protein coupled receptor ; G-
Protein verbundener Rezeptor mit sieben Transmembran-
domanen.

U engl.: unit; Einheit

uv ultraviolett

V1-V5 variable Regionen im Hullprotein (1-5)

Viv engl.: viral infectivity faktor; ein akzessorisches HIV-1-Protein

Vpr engl.: viral protein R; ein akzessorisches HIV-1-Protein

Vpu

engl.: viral protein U; ein akzessorisches HIV-1-Protein
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wiv Gewichts-/Volumenverhaltnis

wi/w Gewichts-/Gewichtsverhéaltnis

z.B. zum Beispiel

7.2 Aminosauren

Ala

Cys
Asp
Glu

Phe
Gly

His

lle

I o T m oo >»

x —

Lys
L Leu

Alanin

Cystein
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin

Histidin
Isoleucin

Lysin

Leucin

< s <4 ®»w®mmO T ZZ

Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin
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