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1. Einleitung

1.1. Humanes Immundefizienz Virus (HIV)

Das humane Immundefizienz-Virus gehdrt zur Gattung der Retroviren. Es wird
der Subgruppe der Lentiviren zugeordnet,
die der Gruppe der Retroviren

N untergeordnet ist. Aufgrund

rambrn unterschiedlicher Charakterisierung
entstanden die Subfamilien der
Oncoviridae, Spumaviridae und

Lentiviridae (Fanales-Belasio et al. 2010).

gp120 g T N Der Begriff ,Retrovirus“ umfasst alle Viren,

Transkriptase
Abbildung 1.1: Struktur von HN:((@ mitschrift.  01€ die Moglichkeit haben ihr Genom in eine
licher Genehmigung des ABW Wissenschafts- DNA-Kopie umzuwandeln. Hinsichtlich
verlags) dessen hat man Retroviren in sieben groRe
Subfamilien unterteilt. Fir den Menschen sind hiervon zwei Gruppen pathogen:
Deltaretroviren (HTL-1) und Lentiviren (HIV) (Virologisches Institut Klinische
Chemie und Molekulare Virologie Universitatsklinikum Erlangen 2012). Der
Genomaufbau der Lentiviren ist sehr komplex. Das humane Immundefizienz-

Virus wird in zwei Typen unterteilt HIV-1 und HIV-2, beide sind Erreger des
erworbenen Immundefizienz Syndroms (AIDS). Niemand hatte Anfang der 80er

Jahre geglaubt, dass diese Krankheit eines der globalsten Probleme unserer
Erde sein wirde. Die beiden Typen von HI-Viren haben sich unterschiedlich
durch die Evolution entwickelt. HIV-1, der Gruppe M und N, entstammt aus einem
Lentivirus (Maes et al. 2019). HIV-2 wurde erstmalig 1986 isoliert und war primar
als Zoonose beschrieben, das von einem Rufmangaben auf den Menschen
Ubertragen wurde (Gao et al. 1999a). Die Unterschiede zwischen den beiden
HIV-Typen werden folgend aufgelistet. Das HIV-1 untergliedert sich in vier

Gruppen: M, N, O, P. Aus diesen Gruppen tritt insbesondere die Gruppe M
heraus. Diese wird wiederum in die Subtypen A-F eingeteilt. Das Giberwiegende

Vorkommen des Subtyps C ist West-/Zentralafrika, hingegen kommt der Subtyp

B weltweit vor. HIV-2 weist einen leicht veranderten Genomaufbau auf im



Vergleich zu HIV-1. Dieser Typ tritt Gberwiegend in Westafrika auf und hat nicht
die gleiche Infektiositat wie HIV-1 (Nyamweya et al. 2013; 227:240, 222:240).

1.2.Epidemiologie

Als 1983 HIV in Paris identifiziert wurde, hatte man nicht geglaubt, dass das Virus
ein bis heute globales Problem bleiben wirde. Bis zur Entdeckung in den USA
im Jahr 1981, bestand zuvor sicherlich eine jahrzehntelange Verbreitung in den
afrikanischen Landern (Worobey et al. 2008; 2:12). Zuerst wurde das akute
Immundefizienz-Syndrom  bei  homosexuellen  Mannern  festgestellt.
Phylogenetische Studien zeigten, dass das Virus bereits zu Beginn des 20.
Jahrhunderts in afrikanischen L&ndern nachzuweisen war. Verschiedene Studien
bestétigen eine zoonotische Transmission zu den Menschen (Heeney et al. 2006,
313:462; Gao et al. 1999b, 397:436). Hierunter verzeichnen verschiedene
Ansatze Gemeinsamkeiten zwischen SIV und HIV, die geographische Korrelation
zwischen dem Reservoir dieser Tiere und dem Auftreten der Krankheit beim
Menschen als auch simpel gesagt eine ,plausible Transmissionsroute® (Thomas
C. Quinn 2016). Im Vergleich zu 1981 hat sich heute die Krankheit weltweit
ausgebreitet. Inzwischen wird AIDS in jeder Population, in jedem Land und in
jeder Kultur beschrieben. Zum Ende des Jahres 2015 wiesen 36,7 Millionen
Menschen auf der Erde eine Infektion mit HIV auf oder litten an AIDS. Im selben
Jahr gab es 2,1 Millionen Neuinfizierte und 1,1 Millionen Menschen starben an
den Folgen dieser Erkrankung. Aufgrund der antiretroviralen Therapie scheint
sich die Pravalenz von HIV Uber die Jahre stabilisiert zu haben. Die Inzidenz im
Jahr 2015 weist eine Reduktion von 38 % im Vergleich zu 2001 auf, hier gab es
3,6 Millionen AIDS-Todesfélle. Geschatzt drei Viertel der weltweiten HIV-
infizierten Menschen leben in Subsahara-Afrika. Im Jahr 2013 lag die Pravalenz
in Nord- und Mittelafrika bei < 0,1 Prozent im Vergleich zu 4,7 Prozent in
Schwarzafrika. HIV/AIDS war 2013 eine der zehn haufigsten Todesursachen auf
der Welt (Thomas C. Quinn 2016).
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Abbildung 1.2: Infektionen der einzelnen HIV-1 Subtypen in Korrelation zur Gesamtzahl der HIV-1 Infizierten

zwischen 2004 und 2007 (Angaben in Prozent)

1.2.1. Subsahara-Afrika

Wie oben schon beschrieben leben drei Viertel der weltweiten HIV-Infizierten

oder an AIDS-Leidenden in diesem Gebiet. Uber das letzte Jahr verzeichnet sich
hier eine Stabilisierung oder gar Reduktion der Epidemie. Zudem zeigen Daten
hier einen zunehmenden Zugang von HIV-infizierten Menschen in dieser Region
zu medikamentoser Therapie mit gleichzeitigem Rickgang der AIDS-Todesfalle
um 39% in einem Zeitraum zwischen 2005 und 2013. In dieser Region spielt die
heterosexuelle Transmission eine wichtige Rolle. Statistiken zeigen, dass
Méadchen im Alter zwischen 15 und 19 Jahren eine finfmal hohere Pravalenz
aufweisen als Jungen des gleichen Alters. Zur Prostitution gezwungene Frauen
reprasentieren in diesen Gebieten eine Hochrisikogruppe. In einer
systematischen Studie zeigten letztere eine Pravalenz von 11,8 % im Vergleich
zur Ubrigen Frauenpopulation (Baral et al. 2012, 12:538).

1.2.2. Lateinamerika und Karibik

Nach Subsahara-Afrika weist die Karibik die global zweithdchste HIV-Préavalenz
auf. Uber 50% der HIV-Infizierten leben auf Haiti. Von den geschatzten zwei
Millionen Infizierten in Lateinamerika leben ungefahr drei Viertel in Brasilien,

Kolumbien, Mexiko und Venezuela. Im Vergleich zu Subsahara-Afrika erfolgt die



Ubertragung in diesem Gebiet tiberwiegend iiber den homosexuellen Kontakt

zwischen Mannern.

1.2.3. Asien
Die Pravalenz in Asien ist gering, jedoch weist sie hier mit 0,6 % einen erhghten
Stellenwert auf, da die Halfte der Weltpopulation in dieser Region lebt. Ungefahr
die Halfte der 5,1 Millionen Infizierten in Asien leben in Indien (The Global
HIV/AIDS pandemic, 2006 2006, 55:841; UNAIDS 2014). Der sexuelle
Ubertragungsweg ist mit 85% die Hauptursache fur die Ausbreitung der Krankheit
in Indien. Eine soziale Abneigung gegenuber Verhitungsmitteln, wie z.B.
Kondomen, und Gesetze, die die Homosexualitéat verbieten, sind ursachlich fur
die Ausbreitung. In China betragt die Pravalenz nur 0,05 %. In finf Provinzen
(Guangdong, Guangpxi, Xinjiang, Yunnan und Henan) sind Félle beschrieben,
bei denen sich die Menschen an einer Plasmaspende infizierten. Eine hohe Rate
an Neuinfizierten wird via Drogenkonsum (49%) und Geschlechtsverkehr (50%)

verzeichnet.

1.2.4. Vereinigte Staaten von Amerika

Zum Ende des Jahres 2014 wiesen ca. 1,2 Millionen Menschen in den USA eine
HIV-Infektion auf (CDC 2014). Mitte der 90er Jahre konnte durch antivirale
Medikamente der Progress der HIV-Infektion zur Entwicklung eines akuten
Immundefizienz-Syndroms dramatisch gebremst werden. Von 2009 bis 2014
sank die Zahl der neuinfizierten Personen von 10,2 auf 8,4 pro 100.000
Einwohner. Bestimmte ethnische Minderheiten in den USA weisen paradox eine
ungewohnlich hohe Rate an HIV-Infektionen auf. Im Jahr 2014 lag die Rate an
neuinfizierten Personen bei Schwarzafrikanern, Latinos und Individuen anderer
Volksgruppen hoher als der Durchschnitt (CDC 2014). Ebenso zeigen Daten in
den USA, dass ungefahr 80% der neuinfizierten Personen im Jahr 2014 Manner
waren. Davon sind 70% als homosexuell verzeichnet. Diese Korrelation weist in
Vergleich zu den letzten Jahren einen kontinuierlichen Anstieg auf (Centers for
Disease Control and Prevention 2012, 61:962). Dagegen liegt der Prozentsatz

neuinfizierter heterosexueller Personen bei 24.



1.2.5. Europa
In Europa zéhlte die WHO European Region zum Ende des Jahres 2015 ca. 1,7

Millionen HIV-Infizierte (HIV/AIDS surveillance in Europe 2013 2014). 2015
wurden in Europa 190.000 Neuinfizierte verzeichnet. Dies ist ein Anstieg von 57
% im Vergleich zu 2010. Zuriickzufuhren ist das auf eine dramatische Erhéhung
der Neuinfektionen in Osteuropa. Die héchsten Pravalenzen wurden in Russland,
der Ukraine und Estland festgestellt. In dieser Region (Osteuropa) werden nur
ca. 21% der HIV-infizierten mit antiviraler Therapie behandelt. Die Todesrate in
diesen Landern ist im Vergleich zu 2010 um 22% gestiegen. Der
Ubertragungsweg in Europa unterscheidet sich von Region zu Region. In West-
und Mitteleuropa ist der sexuelle Kontakt zwischen homosexuellen M&nnern die
Hauptursache der Ausbreitung, dagegen sind in Osteuropa der heterosexuelle

Kontakt und der intraventse Drogenabusus Uberwiegend ursachlich.

1.3. Morphologie und Genom von HIV

Im Elektronenmikroskop weist das humane Immundefizienz-Virus die Form eines
Ikosaeders auf. Es zeigen sich zahlreiche Fortsatze an der Aul3enseite, die aus
den hauptséachlichen Hillproteinen des Virus bestehen, das gp120 und gp41. Die
HIV-Hulle liegt als trimeres Heterodimer vor (Ward und Wilson 2015). Die
Hullproteine des Virus haben spezifische Eigenschaften. Das gp120 kooperiert
mit den zellularen Rezeptoren fiur HIV und das gp4l vollbringt nach
Konformationsanderung und Expression der Korezeptoren schlief3lich die
Verschmelzung der Membranen zwischen HI-Virus und Zielzelle (Garg und
Blumenthal 2008, 1:17). Im Inneren des Virus gibt es Gene, die die
Strukturproteine kodieren. Hierzu zahlen das gag, das Proteine fur den Kern des
Virus verschlisselt. Mithilfe des pol-Gens werden Proteine gebildet wie die
Protease, die Reverse Transkriptase und die Integrase. Schlie3lich verschlisselt
das Env-Gen die Glykoproteine der Virusmembran. Aul3er diesen drei wichtigen
Genen beinhaltet HIV-1 weitere Gene wie Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr und Vpu. Diese
verschlisseln Proteine, die die Destabilisierung der Wirtszelle und somit die
virale Genexpression dort verstarken. In diesen Genen liegt ebenfalls der grol3e
Unterschied zwischen dem Genom von HIV-1 und HIV-2. Im Genom von HIV-2
befindet sich statt dem Vpu-Gen ein Vpx-Gen (Nyamweya et al. 2013; 231:240).
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Im Vergleich zu HIV-1 kann HIV-2, dank des vpx Proteins, einen Inhibitionsfaktor
der Makrophagen, den sogenannten SAMHD1, effizient abbauen/inaktivieren, so
dass eine Infektion myeloischer Zellen moglich gemacht werden kann (Hrecka et
al. 2011). Zu Beginn produzieren die Gene unreife Viruspartikel, die zu reifen,
infektibsen Virionen heranwachsen durch Trennung der Gag- und Gag-Pol
Vorlauferproteine. Dieser Schritt wird durch die virale Protease unterstitzt. Im
Inneren eines reifen Virions befindet sich das pl7-Matrixprotein, das mit dem
gp4l und dem Kapsid reagiert. Letztlich besteht das sich im Kern befindende
Kapsid aus dem p24-Core Antigen, das diploide virale RNA-Genom, die Enzyme
Reverse Transkriptase, Integrase und Protease, sowie einer bestimmten tRNA,
die als Primer dient (Lingappa et al. 2014, 2:46, 9:46).

1.3.1. Replikation von HIV
Eine der bedeutenden Haupteigenschaften des Virus ist die Umwandlung von
RNA in DNA durch das Enzym Reverse Transkriptase. Sowohl HIV-1 und HIV-2

nutzen das CD4-Molekiil auf der Zelloberflache zur Bindung und Ubermittlung

des Zellinhaltes. Hierbei dient ein CD4-Molekll als ,primarer Rezeptor®. Dieses
Molekul befindet sich hauptséchlich auf T-Helferzellen, dendritischen Zellen,
MHC-Klasse lI- restringierten T-Effektorzellen und selten B-Zellen. Es kommt zur
Konformationsanderung im gp120, so dass dieses einen sekundéaren Rezeptor
zum Vorschein bringt (Garg und Blumenthal 2008). Hierbei handelt es sich um
die beiden Korezeptoren CCR5 und CXCR4, die zur Familie der G-Protein-
assoziierten Zellrezeptoren mit 7 Transmembranen-Domanen gehdren. Dieser
Schritt spielt eine wichtige Rolle fur die Fusion in die Zelle und den weitern
morphologischen Veranderungen, denen das Virus unterzogen wird (Pancera et
al. 2010; 1166:1171). Durch die Konformationsanderung des gp120 kommt es
zur Bindung der Zellmembran der Wirtszelle mit der Plasmazellmembran durch
das gp4l. Das gp4l besitzt zwei helikale Bereiche, die zu einem 6-Helix Blindel
fungieren und die beiden Zellmembranen zueinander fiihren (Garg und
Blumenthal 2008). Nach der Vereinigung werden die Kapsidhillproteine
freigesetzt. Der Praintegrationskomplex, bestehend aus RNS, Enzymen und
akzessorischen Proteinen des Virus, passiert die Zellmembran in Richtung Virus.

Auf dem Weg wird die RNA durch das Enzym Reverse Transkriptase in eine
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doppelstrangige, provirale DNS umgewandelt. In dieser Phase konnte ein Faktor
namens TRIM5-a, ein Hemmfaktor, die Replikation des Virus in der Wirtszelle
unterbinden (Ganser-Pornillos und Pornillos 2019). Ein Proteinkomplex namens
APOBEC kann im Allgemeinen die Infektion durch das Virus beim Eindringen in
den Zellkern stoppen. Jedoch férdert das vif-Protein von HIV den proteasomalen
Abbau des Proteinkomplexes, sodass dieser machtlos bleibt. Im Zellkern kommt
die Integrase zum Einsatz, die aus dem HIV-pol Gen kodiert wird. Vor der
Bindung viraler DNA mit Wirts-DNA erfolgt die Bildung eines
,Praintegrationskomplexes®. Dieser wird zum Zellkern transportiert, sodass die
Fusion der beiden DNA-Strange durch Integrase vollzogen werden kann (Craigie
2012, 1-2:14).Das Besondere an der Integration ist zum einen die Aufnahme als
Bestandteil des Wirtsgenoms, was zur langfristigen Persistenz fuhrt, und zum
anderen die Integration meistens im Bereich ,aktiver Gene, sodass das Virus
eine Latenz bis hin zur manifesten Genexpression aufweisen kann. Im
Wirtsgenom befindet sich das HIV Gen meistens im Latenzstadium. Mit dem
Einschluss des HIV-Genoms in das Wirtsgenom ist die Infektion vollendet. Um
die Entstehung neuer Virionen zu erméglichen, wird die DNS transkribiert in HIV-
RNS. Fur diesen Schritt ist das Protein tat wichtig (Humanes
Immunschwachevirus (HIV) 2004; 85:95). Der Nucleus des Virus besteht aus
HIV-Proteinen, Enzymen und viraler RNS und empfangt seine Auf3enhille erst
beim Austreten aus der Wirtszelle. Dieser Prozess wird als ,Aussprossen“ oder
,obudding“ bezeichnet. Wahrend dieser Phase spaltet die virale Protease das gag-
pol Vorlaufermolekiil, sodass ein reifes Virus entstehen und neue Zellen befallen
kann (Sundquist und Krausslich 2012; 1:24).

1.4.HIV-Pathophysiologie

Hauptangriffspunkt der HIV-Infektion sind die T-Helferzellen, eine Gruppe der T-
Lymphozyten. Diese Subgruppe besitzt als Charakteristikum ein CD4-Molekdil
auf der Oberflache und wird durch dies im Phanotyp definiert. Wie oben
beschrieben, ist CD4 der ,primare Rezeptor” fur HIV (Freeman et al. 2010, 2:19).
Man hat mehrere Immundefekte durch HIV in der Vergangenheit erkannt. Hierzu

zéhlen die direkte Zerstérung der Zelle durch HIV, indirekte Zerstérung mittels
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Immun-Clearance, Apoptose nach fehlerhafter Aktivierung der Zelle durch das
Immunsystem oder letztlich Ermidung des Immunsystems nach wiederholter
Aktivierung mit Funktionsstorungen der Zelle. Durch die fortschreitende und
zunehmende Zerstérung der CD4-Zellen und die Reduktion unter einer
quantitativ kritischen Grenze, kommt es zur Entstehung opportunistischer

Krankheiten beim Patienten.

1.4.1. Primarinfektion und Virusausbreitung

Schon bei Eintritt des Virus durch die Mukosa kann es durch Langerhans-Zellen
zur Durchquerung dieser Schicht kommen. Verletzungen der Schleimhaut oder
ulzerése Genitalerkrankungen erleichtern die Penetranz des Virus. Nach dem
Eindringen sucht das Virus CD4-Zellen, die sich sowohl im aktivierten als auch
inaktiven Zustand befinden. Hierbei spielt es eine wichtige Rolle, dass aktivierte
CD4-Zellen eine weitaus hohere Virusvermehrung vollbringen als erstmalig
inaktiv infizierte Zellen. Ruhende CD4-Zellen bilden in diesem Zusammenhang
ein grol3es Virusreservoir (Chun et al. 1997). Ist die Infektion vollbracht, fihrt das
Virus seine Replikation und Vermehrung in lymphoiden Zellen der
Mukosa/Submukosa und auch im lymphoretikularen Gewebe des Darms durch.
Die Zeit, in der die Virusvermehrung vonstattengeht, ohne Nachweis einer
Infektion, wird als Eklipse bezeichnet. In dieser Zeit erfolgt auch der Versuch der
Elimination des Virus durch den menschlichen Organismus, hierbei wird dieses
in die lymphatischen Organe (Lymphknoten) transportiert, bei denen sich
zahlreiche CD4-Zellen befinden. Es kommt zum rapiden Fortschreiten der
Viruslast mit nachweisbarer Viramie im Plasma und letztlich zum akuten HIV-
Syndrom, das sich beim Patienten z.B. mit grippeahnlichen Symptomen
ausdruckt. In welcher Schnelligkeit der Progress der HIV-Infektion voranschreitet,
entscheidet nicht die primare Viruslast, sondern der Stand der Viruslast nach
einem Jahr (setpoint). Dieser Faktor spielt eine wichtige Rolle fir die Prognose
der HIV-Infektion. Hierbei entwickeln Infizierte mit einem hohen setpoint viel
schneller AIDS als Infizierte mit einem niedrigeren setpoint (Huang et al. 2012,
2:12).



1.4.2. Chronische Infektion

Trotz verstarkter Immunantwort kann sich das Virus im menschlichen Korper

weiter entfalten und scheint nie aus dem Korper eliminiert werden zu kdnnen.
Beim nicht behandelten Patienten kommt es zur chronischen Infektion tUber eine
Zeitspanne von ca. 10 Jahren. Bei anderen Viren kommt es mittels
medikamentdser Therapie oder Immunantwort letztlich zur Elimination und
Entstehung spezifischer Antikorper zur Vorbeugung neuer Infektionen. HIV
dagegen zeigt sich, trotz antiretroviraler Therapie und fehlender Viruslast im
Plasma, weiterhin replikationsfahig. In dieser Phase, die auch als Latenzphase
genannt wird, ist der Patient asymptomatisch, jedoch befasst sich sein
Immunsystem tagtéaglich mit der Viruspersistenz bis es schlief3lich erschopft ist.
Mit den Jahren kommt es zum Verlust der CD4-Zellzahl. Die immunologischen
Veranderungen filhren zu Manifestationen wie einer reduzierten Reaktion vom
verzogerten Typ, reduzierten spezifischen Antikérperantworten, reduzierter
Interferon- und Lymphokinbildung, reduzierter Proliferation von T- und B-
Lymphozyten und unter anderem der reduzierten Funktion von natirlichen
Killerzellen (Moir et al. 2001; Moir et al. 2004). Durch die langfristige Zerstérung
der CD4-Zellen kommt es zur Entstehung opportunistischer Krankheiten und

letztlich zur AIDS assoziierten Erkrankung.

1.4.3. Escape
Es ist bewiesen, dass HIV sein Genom in das Genom der Wirtszelle

implementieren kann. In diesem Zustand kann das Virus uber Jahre ,latent®
persistieren. In dieser Phase gibt es zum aktuellen Zeitpunkt keine
medikamentdse Therapie, die diesen Zustand angreifen kann. Hierbei ist es
moglich, dass das Virus im Verlauf erneut in einen replikationsfahigen Zustand
kommen kann. Dies ist die Hauptursache, weshalb HIV heutzutage nicht aus dem
Korper eliminiert werden kann. In diesem Zusammenhang besteht auch die
Voraussetzung zur chronischen Infektion. Trotz starker humoraler und zelluléarer
Immunantwort schafft es das Virus, im Korper durch verschiedene Mechanismen
zu Uberleben. Als erster Punkt wird die Entstehung neuer ,Quasispezies®
genannt, die im Grunde genommen auf neuen Virusvarianten basiert. Gerade

HIV besitzt eine sehr hohe Replikationsrate, die in Kombination mit einer
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erhohten Fehlerrate der Reversen Transkriptase zu einer hohen Variabilitat fuhrt.
Diese neuen Partikel kdnnen von neutralisierenden Antikbrpern oder
zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) nicht erkannt werden. Der zweite
Mechanismus besteht in der Fahigkeit der Hullproteine ihre potenziellen
Angriffspunkte zu maskieren. Dies verringert die Wirkung der neutralisierenden
Antikdrper. Durch gezielte Strategie kann HIV sich den neutralisierenden
Antikdrpern widersetzen. Es versucht, eine Hypervariabilitat der ersten Sequenz
des Envelope-Proteins zu entwickeln.

Ein weiterer Mechanismus ist, dass HIV mithilfe der Proteine nef, tat und vpu,
Rezeptoren von der Zelloberflache entfernt, durch die diese von zytotoxischen T-
Zellen erkannt und im Anschluss zerstort werden. Somit erkennen T-Helferzellen
infizierte Zellen schlechter und bleiben somit verschont. In einem weiteren
Prozess kommt es zur Liquidierung der CD4-Zellen, die eine wichtige Rolle in der
antiviralen Immunantwort spielen, so dass weniger T-Helferzellen oder CTLs
aktiviert werden. Als letzter Schritt gilt der ,Ruckzug® von HIV in Zellen des
zentralen Nervensystems, in die Immunzellen oder antiretrovirale Medikamente
schwer Zugang haben (Bailey et al. 2004, 471-473:476). Bezuglich der
Entstehung neuer Virusmutanten, kommt es zu einer Erschopfung der CD8-
Zellen in der prolongierten Immunaktivierung. Diese Phase ist verbunden mit der
Entwicklung inhibitorischer Rezeptoren auch Virusepitope genannt (Porichis und
Kaufmann 2012). Durch die anhaltende Viramie kommt es auch zur Erschépfung

der B-Zellen und somit zu einer Lahmung der humoralen Immunantwort auf HIV.

1.5.Die Rolle der lymphatischen Organe bei der HIV-Pathogenese

,immunis“ bedeutet im Lateinischen ,frei von®. Unser Immunsystem untergliedert
sich in seiner Abwehr in die spezifische und in die unspezifische Abwehr. Als
ersten anatomischen Anlaufpunkt fur die HIV-Infektion spielt das lymphatische
Gewebe eine wichtige Rolle. Unabhangig von der Eintrittspforte besitzt unser
Korper lymphatisches Gewebe zur Erstregulierung dieser Bedrohungen. Im
Nahrungstrakt kann durch den Waldeyer-Rachenring oder im Darm durch die
Tela submucosa eine Vielzahl von Erregern eliminiert werden. Weiter distal
befindet sich durch den Appendix vermiformis, der zusammen mit den

Peyer'schen Plaques und den zahlreichen Lymphfollikeln, das darmassoziierte

10



lymphatische Gewebe (GALT) bilden, einen weiteren Eliminationsfaktor. In
anderen Korperbereichen wie dem Respirations- und Urogenitaltrakt bilden die
verschiedenen Lymphgewebe das mucosassoziierte lymphatische System
(Bobat 2020, 134:322). Gerade fur die HIV-Infektion sind Lymphknoten ein
essenzieller Faktor. Schon im Frihstadium der Infektion bilden Infizierte
Lymphknotenschwellungen. Lymphknoten sind kleine rundliche Formationen, die
sich im ganzen Koérper befinden und die Lymphe der jeweiligen Organe ins
Blutsystem drainieren. Anatomisch gesehen, befinden sich die B-Zellen im
Cortex des Lymphknotens und die T-Lymphozyten im Paracortex. Hingegen
weist ein anderes wichtiges Organ der Kérperabwehr, die Milz, die Aufteilung der
B- und T-Zellen fast parallel. Dort befinden sich die Zellen in der periarteriolaren
Scheide mit zentral gelegenen T-Zellen und peripher angeordneten B-Zellen auf.
Schliel3lich besitzt der menschliche Korper durch das Knochenmark und den
Thymus zwei weitere wichtige lymphatische Organe. Ersteres ist der
Produktionsort aller blutbildenden Zellen, somit der Zellen der Immunabwehr,
und zweiteres spielt fur die Filtration und Ausprdgung neuer T-Zellen eine
entscheidende Rolle (Hof und Dorries 2017). Zu Beginn der HIV-Infektion erkennt
man eine Zunahme der Replikationsrate von den Lymphzellen in Richtung
drainierendem Lymphgewebe. Es kommt zur erhéhten Plasmaviramie. Beim
GALT kommt es zu einer Progression der Replikation mit anschlieender
Verteilung des Virus in das periphere Lymphgewebe. Dies fuhrt zur Hyperplasie
der Lymphknoten mit vorheriger zellularer Aktivierung. Viren binden mit
verschiedenen Rezeptoren an den dendritischen Zellen. Neben CCR5 und
CXCR4, gibt es auf der Oberflache dieser Zellen C-Typ Lektinrezeptoren. Hierbei
zeigt sich, dass im Ubergang einer akuten in eine chronische HIV-Infektion das
gebundene Virus in den dendritischen Zellen durch Produktion von neuem
Virusmaterial, standig eine Aktivierung der CD4-Zellen hervorruft mit
konsekutiver neuer Virusreplikation (Manches et al. 2014, 2:12). In der
Frihphase der Infektion bleibt die Struktur des lymphatischen Gewebes trotz
Hyperplasie erhalten. Durch die Bindung neuer Viren an die Zellen des
lymphatischen Gewebes kommt es stadndig zu neuer Immunantwort mit

Ausscheidung proinflammatorischer Zytokine, wie Interleukin 18, TNF-a, INF-y
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oder IL-6 (Norris et al. 2006; 1:12). Dies fuhrt zur Produktion neuer Viren
(Replikation) mit der Folge einer reduzierten Immunantwort auf das Virus. Somit
treibt die Immunaktivierung die Replikation voran. Das Voranschreiten der
Infektion fuhrt letztlich zu Briichen der lymphatischen Struktur. Es kommt zur
lymphoiden Fibrosierung mit Reduktion der CD4-Zellen. Zudem kommt es zur
Minderproduktion neuer Zytokine durch die B-Zellen wie IL-7 und Lymphotoxin-
a, die malgeblich zur Stabilisierung des lymphatischen Systems beitragen.
Letztlich kommt es zur vollkommenen Zerstérung des lymphatischen Systems
mit rasantem Abfall der dendritischen Zellen. Hierin liegt die Erklarung fur die
Entstehung der Immundefizienz des Virus und schlief3lich fur die Schwierigkeit,
im Verlauf gegen opportunistische Erreger eine zielgerichtete Immunantwort zu
bilden (Furler et al. 2019).

1.5.1. Bedeutende Rezeptoren bei der HIV-Pathogenese

Meist beféllt das HIV nach seinem Eintritt in den menschlichen Organismus
Langerhans’sche Zellen, dendritische Zellen oder Makrophagen. Wie
vorbeschrieben interagiert die Oberflache des Virus mit der Zelle. Hierbei spielen
zwei wichtige Rezeptoren, der CD4 und der CCR5, eine wichtige Rolle (Wilen et
al. 2012). CCR5 gilt neben CXCR4 als wichtiger Korezeptor zur Aktivierung
verschiedener Zytokine. Viren, die hauptsachlich CCR5 an ihrer Oberflache
produzieren, werden R5-Viren und diejenigen, die vorwiegend CXCR4
exprimieren werden als X4-Viren genannt. Durch dualen Tropismus entstehen
jedoch Viren, die beide Korezeptoren besitzen, diese werden als R5X4-Viren
bezeichnet (Loftin et al. 2011, 2:9). Fur Menschen, die eine homozygote Deletion
Uber 32 Basenpaare in dem fur CCR5 kodierendem Gen besitzen, wurde
bewiesen, dass die Wahrscheinlichkeit einer sexuellen Ubertragung der HIV
Infektion sehr gering ist (Martinson et al. 1997).

Es gibt Chemokinliganden, die die Wechselwirkung der Korezeptoren mit der
Zielzelle beenden und somit einen Eintritt des HIV in die Zelle verhindern. Fir
CCRS5 sind die Liganden RANTES, MIP-1a und MIP-1[3. Fir CCR4 ist das SDF-
1 der natirliche Ligand. Meistens ist das Virus zu Beginn der Infektion ein R5-
Virus, das sich im Verlauf durch verschiedene Mutationen zu einem X4-Virus

umwandelt. Diese Umwandelung ist parallel zu einer raschen Progredienz der
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Infektion (Weinberger und Perelson 2011). So wie es zu einer Veranderung der
Dominanz der Korezeptoren kommen kann, besitzen auch die Hullglykoproteine
einen Tropismus, der auf der dritten variablen Region (V3-Schleife) beruht. Bei
der Wechselwirkung von gp120 mit CD4 kommt es zur Konformationsanderung,
die Affinitat von CCR5 steigt. Hingegen wird die Wechselwirkung von CXCR4 mit
gp120 weniger davon berlhrt. Hierbei zeigt sich, dass eine Wechselwirkung von
CD4 mit gp120 eine starkere Konformationsanderung herbeifiihrt als die von
gp120 mit CXCR4 (geringere Affinitat bei X4-Vieren) (Lin et al. 2003). Ein weiterer
wichtiger Korezeptor wird zumeist als ,akzessorischer Korezeptor® bezeichnet
und spielt keine Rolle in der Interaktion des Virus mit der Zelle. Integrin a4B7
dient als Hilfe zur Virusausbreitung Uber Schleimhautoberflachen. Es wurde
erkannt, dass dieser Rezeptor ein Darmrezeptor fur periphere T-Zellen ist und an
ein Tripeptid der V2-Schleife des Virus bindet. Somit kommt es zur Aktivierung
von Leukocyte Function-associated Antigen 1 (LFA-1) und zu einer
Vereinfachung der Ubertragung des Virus von Zelle zu Zelle. Die CD4-Zellen, die
aulderordentlich viel a47 enthalten und produzieren, sind anfalliger fur das Virus
und befinden sich hauptséachlich im Gastrointestinal- und Genitaltrakt (Arthos et
al. 2018, 128:135).

1.5.2. Die Zielzellen von HIV
Primére Zielzellen des HIV sind hauptséchlich CD4-T-Zellen oder Zellen, die den

CD4 Rezeptor an ihrer Oberflache aufweisen kénnen (z.B. dendritische Zellen)
(Bour et al. 1995, 65:93). Die T-Zellen erfahren ihre Reifung im Thymus und ihre
Wirkung wird als ,zellulare Immunitat* zusammengefasst. Diese Lymphozyten
besitzen auf ihrer Oberflache das CD3-Molekil als Charakteristikum. Es
Uubernimmt als Hauptaufgabe die antigenspezifische T-Zellaktivierung. Die reifen
CD3-Leukozyten werden in zwei Subgruppen unterteilt. Die erste sind die CD4-
T-Lymphozyten und die zweite Gruppe die CD8-T-Lymphozyten. Erstere
besitzen eher eine supportive Rolle, letztere haben eine zytolytische Funktion.
Diese beiden Populationen binden an bestimmte Bereiche des MHC Klasse |
bzw. II. Antigene, die mit CD4-Molekilen in Verbindung kommen, mussen einen
Bezug zu MHC Klasse Il haben und Antigene, die von CD8-Molekilen erkannt
werden, eine Verbindung zu Klasse | (Burt und Verda 2004, 745:761). Bei der
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fortgeschrittenen HIV-Infektion fihrt der quantitative und qualitative Verlust der
CD4-Zellen zu multiplen Stérungen des Immunsystems. Es kommt zu
verschiedenen Defekten in Bereichen, in den CD4-Zellen stark vertreten sind. Im
GALT-System kommt es zur Zerstérung des follikular dendritischen Netzwerks;
die Schadigung der Gedachtniszellen ist ebenfalls ein Hauptbestandteil der HIV-
Pathogenese. Die Hullglykoproteine gp120 und gpl160 weisen eine hohe Affinitat
zu CDA4-Zellen auf und fuhren zu immunologischer Dysregulation und Verlust
derer Immunkompetenz (Bour et al. 1995, 64:95).

Fur die CD8-Zellen, besteht wie vorbeschrieben die Eigenschaft des Abtétens
der infizierten Zelle nur, wenn auf der Oberflaiche Proteine des MHC Klasse |
erzeugt werden (Cresswell et al. 2005; 151:157). Besteht eine hohe Virdmie des
HIV, ist zu Beginn auch eine CD8-T-Lymphozytose zu erkennen. Dies
wiederspiegelt die hohe Immunaktivierung. Das Auftreten der CD8-T-
Lymphozyten wahrend der Primarinfektion korreliert zu Beginn mit einer
Reduktion der Viruslast. Es kommt zu einer primaren Kontrolle der Infektion, die
im Verlauf durch Escape-Mutationen ,au’er Kontrolle® gerat. Wie spater
beschrieben wird, spielen CD8-Zellen eine wichtige Funktion bei Elite Controller
(EC).

Mit dem Progress der Infektion kommt es auch zur Erschopfung der B-Zellen,
zunehmender Apoptose und erhdhter Produktion von unspezifischen
Immunglobulinen. Durch die erhéhte Onkogenese wéahrend der HIV Infektion
kénnen sich im Verlauf EBV assoziierte B-Zelllymphome bilden (Bibas und
Antinori 2009).

Wie bei fast jeder Infektion kommt es auch bei HIV zu einer Aktivierung von
Makrophagen und Monozyten. So wurde eine hohe Menge von
Lipopolysaccharid bei HIV-infizierten festgestellt. Ebenso bilden Monozyten
durch die Expression von CCR5, CXCR4 und CCR3 eine Angriffsoberflache fir
die Infektion mit HIV, sind jedoch auch wegen ihrer monozytéaren Struktur ein
schlecht replizierbares Medium fur das Virus selbst. Insgesamt tragen diese
Zellen viel zum Uberleben von HIV bei und bilden auch eine Herausforderung fur

antiretrovirale Medikamente.
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Dendritische Zellen spielen schon zu Beginn der Infektion eine wichtige Rolle.
HIV kann sich Uber bestimmte Rezeptoren (C-Typ Lektin) an diese Zellen binden
und wiederum wird dieses den CD4-Zellen prasentiert. Somit kommt es zur
Infektion der CD4-Zellen. Naturliche Killerzellen und dendritische Zellen zahlen
zum angeborenen Immunsystem. Durch deren Aktivierung werden weitere Zellen
angetrieben und Zytokine wie IFN-a oder explizit B- und T-Zellen dazu angeregt
IL-2, IL-15 und IL-18 zu produzieren (Turville et al. 2003). In bestimmten
genetischen Zusammenhangen tragen naturliche Killerzellen zur temporéren
Kontrolle der HIV-Infektion bei (s. unten). Sowohl dendritische als auch natirliche
Killerzellen agieren miteinander, sodass bei der HIV-Infektion diese Interaktionen

stark beeintrachtigt sind.

1.5.3. Reaktion des Immunsystems auf die HIV-Infektion

Die Antwort des Immunsystems auf die Erkennung fremder Antigene basiert auf
zwei Saulen: Die humorale und die zellulare Antwort. Die erste basiert auf
plasmal6slichen Stoffe und die zweite auf Immunzellen. Beide Sé&ulen
segmentieren sich jeweils in einen angeborenen und erworbenen Teil. Ebenso
interagieren die zwei Systeme miteinander hinsichtlich der Antigenprasentation
und der Produktion unspezifischer Abwehrmechanismen. Die antigenspezifische
Abwehrreaktion unterstiitzt das angeborene System mit Hilfe des Aufbaus von
Gedéachtniszellen als auch durch die Stimulation zu gezielteren
Abwehrmechanismen. Gerade bei HIV richtet sich die humorale und zellulare
Immunantwort in Zusammenarbeit mit der erworbenen und angeborenen
Immunitat gegen verschiedene Proteine und Bestandteile des Virus (Parkin und
Cohen 2001).

1.5.4. Humorale Antwort

Erste Antikdrper konnen bei der Primarinfektion nach ca. drei Wochen festgestellt
werden. Innerhalb der ersten drei Wochen sind schon CD8-zytotoxische T-Zellen
nachweisbar, die zu Beginn die Replikation des Virus abschwachen. Hieran
erkennt man die Akutphase der Infektion, bei dem das Anschwellen der
Lymphknoten des Patienten als Zeichen einer erhéhten Antwort der T-Zellen zu
sehen ist, mit daraus folgender Reduktion der Viruslast (Chadburn et al. 2013,
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361:370). Zu den Antikorpern, die zuerst produziert werden, gehdren in erster
Linie Antikdrper gegen gag wie p24 und p55. Im Westernblot sind die am
haufigsten aufgetretenen Zielstrukturen p17, p24 und Antikorper gegen pol. Erst
spater bilden sich Antikdrper gegen das env-Protein (Gallerano et al. 2015,
234:241; Interpretation and use of the western blot assay for serodiagnosis of
human immunodeficiency virus type 1 infections 1989).

Mit dem Abklingen der Viruslast entstehen ab ca. der 12. Woche neutralisierende
Antikorper. Im Prinzip handelt es sich um spezifische Antikorper, die das Virus
angreifen, sodass es nicht mehr infizieren kann (Immuno-Inaktivierung). Diese
Antikdrper bleiben zumeist viele Jahre bestehen. Bei HIV werden diese explizit
aus dem Antigen gp41 und gpl120 exprimiert. Diese haben eine protektive und
als auch schéadliche Funktion (Gallerano et al. 2015, 224-227:241). Das Virus
kann sich jedoch gegen diese Antikérper schitzen, indem es durch
Glykosylierung (N-glykosylierte Reste) die Angriffsstellen dieser Antikorper an
den Zellen blockiert. In vitro Studien konnten diese Epitope né&her lokalisieren
und erkannten funf Hauptangfriffsstellen fur breitneutralisierende Antikorper, wie
die CD4 Bindungsstelle, V3 Region, V1/V2 Region, membrannahe Region von
gp41 und gpl120/gp41l Interaktionsflache (Wibmer et al. 2015, 3:16).

1.5.5. Zelluldre Antwort

Bei dieser Art der Immunantwort spielen T-Zellen eine wichtige Rolle. Im
Vergleich zur humoralen Antwort, in der Antikbrper zumeist durch B-Zellen
produziert wurden und das Antigen bekampft haben, greifen hier die T-Zellen
dieses selbst an (Parkin und Cohen 2001; 1781:1789). Bei der HIV-Infektion
ragen die CD4-T-Helferzellen und die CD8-zytotoxischen T-Zellen hervor.
CD4-T-Zellen wirken als Unterstutzerpotential, indem sie HIV-spezifischen B-
Zellen und CD8-Zellen zur Hilfe kommen. Ebenso kdnnen sie selbst von HIV
infiziert werden, aber auch selbst HIV-infizierte Zellen abt6ten. Ein Uberleben
gelingt diesen Zellen, indem sie sich auf das HIV-Antigen klonal modifizieren und
ausbreiten. Ein Zusammenhang zwischen HIV-Viruslast und Anzahl der CD4-T-
Zellen besteht nicht (Shah 2006).

Schon im Thymus zeichnet sich die Gliederung der T-Zellen ab. Eine dieser

Populationen sind die CD8-Zellen. Letztere besteht aus zwei Ketten mit einer
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Lange jeweils von 214 Aminosauren. Eigenschaften der zytotoxischen CD8-T-
Zellen bestehen darin nach Kontakt mit HIV, Perforine und weitere Zytokine wie
IFN-y, IL-2, MIP-13 und TNF-a zu produzieren. CD8-T-Zellen binden via HIV-
spezifischen Antigen-Rezeptorkomplex an die Zielzelle und leiten deren
Auflésung ein (Sande und Volberding 2012, 52:580). Nach aktueller Forschung
(s. unten) weisen diese Zellen eine hohe Effektivitat auf, durch erhdhte
Immunantwort die HIV-Viruslast einzudammen und ggf. die Infektion kontrollieren
zu kénnen. Weitere zellulare Immunantworten konnten erkannt werden, wie die
nicht zytolytische Eigenschaft von CD8-T-Zellen die Virusreplikation zu hemmen
und Uber Antikorper-abhangige Zytotoxizitat (ADCC) NK-Zellen zu aktivieren
(Migueles und Connors 2002).

1.6.Diagnose der HIV-Infektion

Die frihe Diagnosestellung einer HIV-Infektion sowie die Entwicklung
verbesserter Algorithmen konnte zu einer signifikanten Friherkennung der
Krankheit fuhren und zu einer frihzeitigen Vorbeugung der Ausbreitung von HIV.
Aktuell laufen Studien zum einmaligen Screening von Patienten im Alter
zwischen 13 und 75 Jahren, die einem niedrigen Risiko ausgesetzt sind. Im
Allgemeinen besteht weiterhin, fir Patienten mit hohem Risiko fur eine HIV-
Infektion die Empfehlung zur HIV-Testung. Zu dieser Gruppe gehéren Manner,
die gleichgeschlechtlichen Geschlechtsverkehr betreiben, deren Partner an HIV
infiziert sind oder die einen unklaren Serostatus haben (Centers for Disease
Control and Prevention 2011; DiNenno 2017). Ebenso Personen mit
intravenbésem Drogenabusus, Personen, die fur Geld oder Drogen
Geschlechtsverkehr anbieten und Sex-Partner von HIV-Infizierten. In dieser
Gruppe besteht die dringende Empfehlung zu wiederholten HIV Tests (Centers
for Disease Control and Prevention 2011). Obwohl Friiherkennungsmal3nahmen
und sensitive Tests weit verbreitet sind, konnte 2015 herausgefunden werden,
dass nur 54% der HIV infizierten Uber ihre Infektion Bescheid wussten
(Consolidated guidelines on HIV testing services 2015).

Aktuell wird zur Feststellung einer HIV-Infektion ein Immun Assay der vierten
Generation sowie ein HIV1/2 Immun Assay als Bestéatigungstest verwendet. Der

Vorteil dieses Tests liegt in der Detektion von HIV-1 und 2 als auch des p24
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Antigens und kann, im Vergleich zu den Tests der dritten Generation, Patienten
in der Frihphase einer Infektion (Fenster-Periode) selektieren. Diese Tests
weisen eine nahezu 100%ige Sensitivitat und Spezifitat beim Nachweis von
chronisch Infizierten auf und kdnnen bis zu 80% der Patienten mit akuter Infektion
detektieren. Letzteres hat mit der Bestimmung der HIV-RNA eine hohere
Sensitivitat. Ist ein Test der vierten Generation negativ, ist der Patient nicht
infiziert. Kommt es zu einem positiven Ergebnis, folgt der Bestatigungstest, der
uber die Infektion mit HIV-1, -2 oder beiden Viren Aufschluss gibt. Zusatzlich
werden die Kopien der HIV-RNA gemessen, falls der Immun Assay positiv ist,
jedoch der Bestatigungstest negativ oder kein klares Ergebnis entsteht. (Branson
et al. 2014).

Eine alternative Methode besteht in den Tests der dritten Generation. Hierbei
wird ein Immun Assay (ELISA) durchgefuhrt, der nur Antikérper detektiert. Im
Anschluss erfolgt der Bestatigungstest via Westernblot. Dieser Test weist eine
hohe Spezifitdt und Sensitivitat bei chronisch Infizierten auf, jedoch kann er keine
Diagnose einer akuten Infektion liefern. Ebenso besteht durch diesen Test eine
hohe Rate an falsch-positiven HIV-2 Infektionen, ,fast 60% der HIV-2 Infektionen
werden als HIV-1 falsch klassifiziert® (HIV-2 Infection Surveillance --- United
States, 1987--2009 2011). Falsch negative Ergebnisse sind, aufgrund des
diagnostischen Fensters, mit hoher Wahrscheinlichkeit bei den Tests der dritten
Generation zu erwarten. (Peters et al. 2016). Aul3erdem detektieren die meisten
Antikdrpertests in Europa und den Vereinigten Staaten von Amerika nur HIV der
Gruppe M (Schable et al. 1994). Wie oben beschrieben dient bei der dritten
Generation von Tests der Westernblot als Bestatigung. Als Nachteil erweist sich
dieser bei HIV-1 Westernblots, da er die Subgruppe O nicht detektiert (Loussert-
Ajaka et al. 1994). Fir HIV-2 ben6tigt man einen speziellen Westernblot, speziell
ausgerichtet auf dieses Virus. Die Grinde fur ein unklares/unbestimmtes
Ergebnis, das bedeutet, dass der Test weder positiv noch negativ ist, ist meistens
eine erst kurzliche Infektion (< 2 Wochen). In diesen Fallen sollte der Spiegel der
HIV-RNA im Plasma kontrolliert werden. Bei einem niedrigen Spiegel (< 1000
Kopien/ml) muss von einem falsch-positivem Ergebnis ausgegangen werden,

sodass der Test wiederholt werden sollte.
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Verschiedene Faktoren kénnen diese Tests beeinflussen, die in keiner Relation
zu HIV stehen. So kann durch Kreuzreaktionen von Alloantikérper wahrend der
Schwangerschaft, Autoantikbrpern oder nach einer ,Influenza-Impfung“ ein
positives Ergebnis zustande kommen (Erickson et al. 2006).

Die Diagnose der HIV-Infektion gestaltet sich, insbesondere in
Entwicklungslandern aufgrund der limitierten Ressourcen schwierig. Hierzu
dienen Schnelltests oder Selbsttests, die ein Ergebnis innerhalb von 20 Minuten
liefern. Es kann eine Speichelprobe oder eine Blutprobe aus dem Finger zur
Testung dienen. Naturlich zeigen diese Tests keine vergleichbare Sensitivitat und
Spezifitat, bilden aber eine unkomplizierte und kostengunstige Grundlage. (Cock
et al. 2006).

1.7.Langzeitstabile

Eine seltene Gruppe von Patienten sind mit HIV infiziert, weisen jedoch, in
Abwesenheit von antiretroviraler Therapie, Uber einen Zeitraum von mehr als
sieben Jahren eine stabile Anzahl von CD4-Zellen (> 500/pl) auf (Saez-Cirion et
al. 2014). Diese spezielle Gruppe wird als langzeitstabil bezeichnet und unterteilt
sich in zwei Subgruppen. In der einen weisen die Patienten einen niedrigen
Plasma HIV-RNA Spiegel (< 5000 Kopien/ml) auf. Hierzu zéhlen die ,wahren
Langzeitstabilen® (long term non progressors, LNTPs). Der zweiten gehoren
Patienten an, die eine noch niedrigere Anzahl an HIV-RNA Kopien aufweist (<50
Kopien/ml). Diese Patienten werden als ,Elite® oder ,Natural Controller*
bezeichnet (Kumar 2013).

Patienten, die als langzeitstabil eingestuft werden, haben keinen permanenten
Status. Nach Jahren eines stabilen Infektionsverlaufs, kbnnen sie letztlich AIDS
entwickeln. Diese Patienten, die weniger als zehn Prozent der HIV-Infizierten
ausmachen, bilden seit langem eine Basis fir die Forschung sowohl genetischer,
viraler Faktoren als auch deren des Wirtes, zur Erlangung neuer Erkenntnisse
uber die Krankheitsprogression.

Es konnte festgestellt werden, dass viele LNTPs mit einem HIV-Stamm infiziert
sind, der eine nef/LTR Deletion aufweist (Zaunders und van Bockel 2013). Durch
verschiedene Studien konnte gezeigt werden, dass das Protein Nef einen

Funktionsverlust aufweist (Mwimanzi et al. 2013). Resistente HIV-1 Stamme
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weisen meistens eine geringe Vermehrung auf, sodass man zur Annahme
kommt, dass HIV-1 mit geringer ,Replikationsfitness* eine geringere Viruslast bei
den Betroffenen erzeugen konnte.

Eine weitere Gruppe bilden die sogenannten Post-treatment Controller (PTC).
Diese Patienten begannen eine antiretrovirale Therapie zu Beginn der
nachgewiesenen HIV-Infektion, die im Verlauf abgebrochen/gestoppt wurde. Ein
Teil von diesen Patienten entwickelten sich zu Progressoren, ein anderer Teil
konnte ohne Therapie die Viruslast kontrollieren. Vergleicht man ECs mit PTCs
besteht kein genetischer Zusammenhang zwischen beiden Parteien, das HIV-1
der PTC weist eine ,normale Fitness“ auf und in der Haufigkeit treten PTC

haufiger auf als EC.

Elite Controller (EC) Post-treatment Controller (PTC)

Spontane Kontrolle der VL durch Therapie induzierte VL-Kontrolle

Haufigkeit 0,5% Haufigkeit nach cART in PHI: 10-20%
Haufigkeit nach cART in CHI: ca. 1 %

HLA: B27, B57, A32-CCR5 Kein genetischer Zusammenhang
Virus: geringere Fitness Viren mit normaler Fitness

Abbildung 1.7: Vergleich Elite Controller vs. Post-treatment Controller

1.7.1. Viruslast bei Langzeitstabilen

In dieser Abschrift wird die geringe Viruslast bei Langzeitstabilen naher
interpretiert. Wahre Langzeitstabile unterscheiden sich von ECs dadurch, dass
bei Letzteren fast Uberhaupt keine Viruslast detektiert werden kann. Es wird
geglaubt, dass die HIV-RNA-Replikation hauptsachlich im lymphatischen
Gewebe stattfindet (Zaunders und van Bockel 2013). Ein anderer Faktor ist, dass
ECs weniger HIV-DNA beinhalten im Vergleich zu anderen Patienten. Hierbei
konnte in mehreren Studien eine sehr geringe Menge an HIV-DNA aus PBMC
von wahren Langzeitstabilen und ECs gewonnen werden (Julg et al. 2010). Viele
Studien sehen bei der primaren HIV-Infektion, in ihrem Anfangsstadium, als
maoglichen Beginn eine starke Immunabwehr mit Auswirkung im Verlauf auf die

Viruslast. Hierbei gilt fur jedes Individuum, dass der héchste Punkt der Viruslast,
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die Schwankungen im weiteren Verlauf und letztlich der sogenannte ,Set Point*
fur jeden unterschiedlich sind, sodass ECs ihren Ursprung in dieser Phase haben
konnten. Diese Phase der primaren Infektion markiert eine erhohte
Immunaktivierung im Korper mit Anstieg der CD4- und CD8-Zellen. Insbesondere
konnte gezeigt werden, dass sich auch HIV DNA in den CD4-Gedé&achtniszellen
eingliedert, die IL-7 produzieren, anstatt in den HIV CD4-Zellen wahrend der
akuten Infektion (Zaunders et al. 2006; Zaunders et al. 2005). Hiermit zeigt sich,
dass die HIV-CD4-Zellen der akuten Infektion, die nach der akuten Phase
reduziert sind, das Reservoir fur den Verbleib der proviralen HVI-DNA in deren
Genom bilden koénnen. Vielmehr ist die direkte Infektion von CDA4-
Gedéachtniszellen, die IL7 exprimieren und im lymphatischen Gewebe angehauft
sind, plausibel (Hirbod und Broliden 2007). Insgesamt kann angenommen
werden, dass eine geringe Konzentration an HIV-DNA in CD4-Zellen zu Beginn
der Infektion, zu einer langsameren Progression der Erkrankung fuihrt (Ganesan
et al. 2010). Das bedeutet, dass ECs wahrend der primaren HIV-Infektion eine
gering chronische HIV-Replikation entwickeln und eine geringe Anzahl an CD4-

Gedachtniszellen besitzen, die mit HIV-1 infiziert sind.

1.7.2. Langzeitstabile und CD4-Zellen

Es konnte nachgewiesen werden, dass viele wahre Langzeitstabile und ECs

sowohl eine niedrigere Viruslast wahrend der primaren Infektion aufweisen als
auch im Verlauf einen niedrigeren ,setpoint®. Viele Studien erwiesen, dass eine
Mutation am CCR5 Korezeptor, die sogenannte CCR5 A32 Mutation, einen
verzogerten Progress bis hin zu AIDS aufweist (loannidis et al. 2001). Hierbei
besteht die Uberzeugung, dass eine kleine Expression von CCR5 an der
Zelloberflache, weniger Virus in die Zelle eindringen lasst. Zudem zeigt sich, dass
eine hohe Pravalenz an ECs diese Mutation aufweist (Pereyra et al. 2010).

Eine weitere Uberlegung ist die CD4-Aktivierung bei Langzeitstabilen. Hierbei
erkennt man im Vergleich zu Progressoren, dass diese Gruppe eine niedrigere
Aktivierung aufweist und damit einhergehend eine héhere Anzahl an ruhenden
CD4-Zellen. Impfstudien konnten bestatigen, dass aktivierte HIV spezifische
CD4-Zellen mit einem hdheren Risiko fur eine HIV-Infektion einhergehen und es

zu einem hoheren Reboundeffekt der Viruslast kommt (Benlahrech et al. 2009).
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In anderen Studien wurde nachgewiesen, dass bestimmte HIV spezifische CD4-
Zellen mit Hilfe von Granzyme A zytolytische Eigenschaften entwickeln kénnen
(Zheng et al. 2009). Diese Zellen sind in der Lage infizierte Makrophagen zu
zerstoren und bewirken eine geringere Aktivierung der CD4-Zellen.

Andererseits konnten Resistenzfaktoren wie SAMDH1, eine Hydrolase, die die
Replikation von HIV-1 in verschiedenen Zellen hemmt, oder TRIM5a keinen
sicheren Aufschluss Uber einen Zusammenhang mit ECs oder LNTPs zeigen.
Insgesamt kann nicht von einer Resistenz der CDA4-Zellen gegen HIV-1
gesprochen werden. Vielmehr besteht eine erschwerte Infektiositat dieser Zellen
im Ruhestadium als bei erhdhter Aktivierung (Zaunders und van Bockel 2013).
Wabhre Langzeitstabile und ECs weisen, trotz Infektion, eine Regulierung ihrer T-
Zellen auf, dass eine gesunde und robuste Immunantwort aufrechterhalten
werden kann, die jedoch mit einer erhéhten Immunaktivierung auf Dauer

einhergeht.

1.7.3. Immunantwort bei Langzeitstabilen

Wahrend der primaren HIV-Infektion besteht eine erhohte Aktivierung und
Proliferation der CD4-Zellen, die zu einem Wachstum von CD38high, CCR5+,
Ki67+ und CD127low fuhrt, ideale Zielzellen fur HIV-1. Insgesamt fihrt die
Infektion zu einer Ausschittung von Antikérpern gegen das Envelope Protein.
Hierbei handelt es sich in der Friihphase nicht um neutralisierende Antikorper,
diese entstehen erst Monate nach der Priméarinfektion. In dieser Hinsicht weisen
ECs eine erhthte Anzahl an 1gG2 Antikbrper gegen gp4l auf, die eine
neutralisierende Wirkung aufzeigen und mit einem langsameren Progress der
Infektion einhergehen (Ngo-Giang-Huong et al. 2001).

Generell bei Langzeitstabilen (LNTPs und ECs) wird geglaubt, dass eine
verminderte Immunantwort und somit eine geringere Anzahl an Zielzellen eine
grol3e Rolle spielen (Zaunders und van Bockel 2013). Ganesan et al. konnte
herausfinden, dass eine geringe Aktivierung von CD4-Zellen zu einer kleineren
Menge an HIV DNA in den Zielzellen fihrt, zu einer geringeren Viruslast im
Plasma wund zu einem besseren Langzeitergebnis hinsichtlich des

Krankheitsverlaufs (Ganesan et al. 2010).
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Weitere Studien verbinden die reduzierte IL-2 Produktion mit einer erhohten
Infektion der CD4-Zellen mit HIV, was zu einer geringeren Proliferation in
Immunantworten zu Antigenen und eben auch HIV-Antigen fihrt. Leider konnte
gezeigt werden, dass die Gabe von IL-2 subkutan bei Patienten mit HIV zu keiner
klinischen Besserung gefihrt hat (Abrams et al. 2009). In vitro Studien konnten
zeigen, dass CD4-Zellen von PBMC Zellen aus ECs eine starke Zunahme
aufwiesen in Verbindung mit HIV-Antigen. Hierbei kann davon ausgegangen
werden, dass ECs HIV spezifische CD4-Gedéachtniszellen besitzen mit einer
starken Aviditat ihres T-Zell Rezeptors (Vingert et al. 2010). Bei einem
langzeitstabilen Patienten konnte Zaunders et al. herausfinden, dass bestimmte
CD4-Zellen, genannt VB17+ CDA4-Zellen, eine lytische Funktion auf B-Zellen
ausuben kodnnen, die ein stammverwandtes Peptid zum Gag-Protein aufweisen.
Solche zytotoxischen Zellen spielen bei ECs eine signifikante Rolle. Dieses Gag-
Peptid konnte viel einfacher von den CD4-Zellen erkannt werden und somit eine
erhdhte Immunantwort mittels CD8 vermitteln.

Sowohl CD4-Zellen mit zytotoxischem Phanotyp als auch HIV-spezifische CD4-
Zellen mit einem hohen Gehalt an Granzyme A+ korrelieren, wahrend der
primaren HIV-Infektion, mit einem langsameren Progress der Infektion. Somit
muss es CD4-Zellen geben mit einem zytotoxischen Phanotyp, die die
Virusreplikation bei diesen Individuen kontrollieren (Soghoian et al. 2012). Eine
weitere Studie beschreibt, dass bei Langzeitstabilen die CD4-Zellen gegen Gag-
Peptide eine Immunantwort geben, bei Progressoren jedoch eine Immunantwort
gegen Peptide des Env-Proteins. Nach Sallusto et al besteht bei Langzeitstabilen
eine geringere CCR5 Expression gegeniiber CD4-Zellen, sodass eine geringere
Infektionsrate dieser Zellen und deren spateren Verminderung entsteht (Sallusto
et al. 2004).

1.7.4. Histokompatibilititsantigen bei Langzeitstabilen

Eine multizentrische Studie, die Daten fur Langzeitstabile aus vielen
verschiedenen Léandern erforscht, zeigt eine immunogenetische Korrelation
zwischen den einzelnen Ethnien. Fur Europder liegt die odds-ratio innerhalb der
HLA Allele: HLA-B*5701/B*5201 und HLA B*2705 (Pereyra et al. 2010). Migueles
et al konnten 2010 herausfinden, dass ungefahr die Halfte der ECs HLA B57
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positiv sind. Andere Studien assoziieren diese Individuen aber auch mit HLA B27
und B58 (Bailey et al. 2006). Eine Heterozygositat bei HLA der Klasse |,
insbesondere HLA B27 und B57, wirkt sich mit einer gewissen Protektion und
Resistenz gegeniiber dem Fortschreiten zur Krankheit AIDS (Chatterjee 2010)
aus. In diesen Fallen weisen CD8-T-Zellen eine hohere Potenz und Proliferation
auf, sodass vermehrt zytolytische Proteine (Perforin und Granzyme B) als auch
proinflammatorische Zytokine (Interleukin-2 und Interferon y) ausgestol3en
werden (Betts et al. 2006).

Diese Patienten weisen eine starke Immunantwort gegen das HIV Gag-Protein
auf. Hierbei wird den Allelen nachgesagt, dass sie zu einer raschen Anzahl der
CD8-T-Zellen fuhren, die sehr effektiv unterschiedliche Ziele von HIV-1
angreifen. Das Gag-Protein besitzt zwei helikale Strukturen, die C-terminale und
N-terminale Domane. Verschiedene Mutationen an den verschiedenen Epitopen
kénnen zur Abschwachung des Virus fuhren und es fir das Immunsystem zu
einem einfacheren Ziel machen (Goulder und Watkins 2004). In Zusammenhang
mit dem Subtyp HLA B*2705 wurden die Mutationen L268M und R264K
beschrieben, beide schitzen den Wirt vor der Escape-Eigenschaft des Virus in
verschiedenster Weise (Lichterfeld et al. 2007; Schneidewind et al. 2007). In
Zusammenhang mit diesen Allelen, geht ein Escape-Phanomen fur den Virus mit

einer stark reduzierten Virusresistenz einher.

1.7.5. Bedeutunqg der CD8-Zellen bei Langzeitstabilen

Die Effektivitat der CDB8-Zellen gegenuber HIV wurde schon angedeutet,
insbesondere deren Rolle bei der zytotoxischen Aktivitdt gegenuber den
Zielzellen. Die Funktion der Zellzerstorung bei HIV-1 ist sehr wichtig, da das Virus
sich in den Zielzellen integriert und Uberleben kann. Die Lyse von HIV CD4-Zellen
durch zytotoxische CD8-Zellen ist unverzichtbar, flhrt sie doch zur Reduktion der
Virusreplikation und proviralen HIV-DNA. Diese Theorie fihrte, durch viele
Studien, zu der Annahme, dass die Toxizitat von CD8-gegenuber HIV CDA4-
Zellen der einzig effektive Immunmechanismus ist, der zur Kontrolle der HIV
Infektion fuhrt (McMichael et al. 2010). In vitro Studien wie Walker et al. oder
Yang et al. konnten bei Langzeitstabilen zeigen, dass weniger die Zytotoxizitat

von CD8 entscheidend ist, sondern es vielmehr etwas anderes geben muss, das
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eine Unterdrickung der HIV-Replikation bewirkt. Der Gedanke der zytotoxischen
Wirkung von CD8 konnte sich schlieRlich durchsetzen, sodass es doch eine
Toxizitat gebe muss. Migueles et al. konnte bei HLA B57 positiven LNTPs
feststellen, dass deren Gag-spezifischen CD8-Zellen bei Kontakt mit Antigen zur
Vermehrung und Erhéhung der Konzentration von Perforin fihren (Migueles et
al. 2002). Dies festigt wiederum die Theorie der Zytotoxizitat.

Bei Langzeitstabilen, die HLA B27 positiv waren, konnten bei deren CD8-Zellen
aul3er der Zytotoxizitat auch weitere Funktionen erkannt werden. Hierzu zéhlen
die Produktion von ,TNF-a, IL-2, IFNg, MIP1b, und Hochregulierung von
CD107a“ (Almeida et al. 2009). Eine grof3e afrikanische Studie konnte zeigen,
dass CD8-Zellen, die sich gegen das Env-Protein wenden, mit einer héheren
Viruslast einhergehen. (Kiepiela et al. 2007). Dies kann durch Escape-
Mutationen am Gag-Protein bestatigt werden, die zu einer Einschrankung der
viralen Resistenz (Fitness) fuhren. Zudem wird nahegelegt, dass sich Epitope
des Gag-Proteins nach dem viralen Eintritt in die Zielzelle sehr friih an der
Oberflache prasentieren, sodass CD8-Zellen aufmerksam gemacht werden,
bevor sich HIV-1 in das Genom integriert (Sacha et al. 2007).

Insgesamt korreliert die Zytotoxizitat der CD8-Zellen mit der niedrigen
Virusreplikation von HIV-1. Hierzu ist wichtig, dass CD8-Zellen als Ziel das Gag-

Protein haben missen.

1.7.6. CD8-T-Zell Rezeptor bei Langzeitstabilen

Schon manche sprechen von einer Immunodominanz gegenuber HIV-1 Antigen.
Hierbei wird auf den T-Zell Rezeptor verwiesen, dessen Aviditat zur Regulierung
der Infektion eine wesentliche Rolle spielt. Lichterfeld et al konnte zeigen, dass
bei der fruihen HIV-Infektion T-Zellen mit einer hohen Aviditat rekrutiert werden
und eine Viramie gebremst werden konnte (Lichterfeld et al. 2007). Demzufolge
kann eine geringe Menge an Antigen hochsensitive CD8-T Zellen zur Expansion
fuhren. Bei LNTPs, die HLA B27 positiv waren, wiesen diese in deren PBMC die
niedrigste Konzentration an HIV-DNA und Viruslast auf. CD8-T-Zellen mit hoher
Aviditat korrelieren auch in vitro mit geringer HIV-Replikationsrate und haben
eine protektive Wirkung. Experimente mit diesen Zellen wiesen einen erhthten

PD-1 und CD57-Marker auf, als Zeichen einer erhdhten Apoptose (Vigano et al.
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2012). Schlussfolgernd fihren CD8-Zellen mit hoher Aviditat nicht automatisch
zum Status eines Langzeitstabilen, sondern negative Marker beeinflussen das
Uberleben und die Weiterentwicklung dieser Zellen (Zaunders und van Bockel
2013; Youngblood et al. 2012). Eine Kontrolle der HIV-Infektion durch CD8 kann
somit nur temporar entstehen. Die chronische Infektion flhrt zur
Uberarbeitung/Abschwachung der CD8-Zellen und schlieBlich zu deren

Reduktion in Anzahl und Funktionalitat.

1.7.7. TCR-Klonotypen von CD8

Die Immunantwort von CD8-Zellen schon bei geringster Menge eines Antigens,

zeigt sich ergebnisreich in der Virusreplikation. Jedoch weisen CD8-Zellen von
ECs Unterschiede zu Progressoren auf (Lécuroux et al. 2013). Hierbei spielt das
mit der Virusreplikation verbundene Epitop KK10 eine wichtige Rolle. Klonotypen
des T-Zell-Rezeptors von CD8 verursachen bei HLA B27/57 Patienten, anhand
dieses Epitops eine immense Immunantwort. Es kommt zur Up-Regulierung des
Inhibitors CD57. Studien, wie van Bockel et al. sahen die Persistenz der
immunodominanten CD8-Klonotypen durch dieses Epitop im Rahmen der
Ausscheidung von IL-7R und Bcl-2 (van Bockel et al. 2011). Diese Klonotypen
fuhren insgesamt zu einer erweiterten Erkennung von Epitopvarianten mit
schnellerem Entfachen einer zytolytischen Wirkung und unterscheiden
Langzeitstabile von Progressoren, die gemeinsam die gleichen HLA Allele der
Klasse | aufwiesen (Chen et al. 2012). Es wurde vermutet, dass durch die
Diversitat des MHC eine weite Breite an Epitopvarianten durch Kreuzreaktionen
des T-Zell Rezeptors erkannt werden konnten. Hierzu dienen Beweise durch
CD8-Zellen speziell fir das KK10 Epitop. Zuvor muss gesagt sein, dass der T-
Zell-Rezeptor speziell fur dieses Epitop bei HLA B27 positiven Patienten die
Féahigkeit besitzt, sowohl an das Tetramer des Wildtyps als auch an den Mutant
L268M zu binden. Dies dient der Immunodominaz gegeniuber auch
Epitopvarianten (van Bockel et al. 2011). Hiermit haben Langzeitstabile, die HLA
B27 positiv sind, gegenlber Progressoren, einen wesentlichen Vorteil, die HIV-1
Replikation zu unterdricken, deren (Progressor) KK10 spezifischer T-Zell-
Rezeptor nur an den Wildtyp des viralen Stranges binden kann. Chen et al.

konnte diesen Vergleich mit der Produktion von Perforin bei LNTPs beweisen.
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1.7.8. Natirliche Killerzellen und deren Rolle in der HIV-Infektion

Die angeborene Immunitat ist ein wesentlicher Faktor, bevor die adaptive
Immunantwort entstehen kann. Bei der ersten Unterdrickung der Infektion
zéhlen naturliche Killerzellen zu einem wesentlichen Bestandteil. Das HI-Virus
weist jedoch durch das Nef-Protein eine spezielle Funktion zur Unterdriickung
der HLA Klasse | Molekiile auf. Cohen et al. konnte zeigen, dass das Nef-Protein
selektiv HLA-A und -B unterdriicken kann, weniger effektiv -C und -E (Cohen et
al. 1999). Manche Langzeitstabile, infiziert mit einem Nef-deletierten HI-Virus,
konnten eine Reduktion der viralen Fitness (Virusresistenz) aufweisen.
Genetische Polymorphismen zeigen, dass Molekile der HLA Klasse | mit
Rezeptoren (KIR) binden kénnen, die an der Oberflache der natirlichen
Killerzellen exprimiert werden. Ein natirlicher Ligand fir diesen Rezeptor,
speziell KIR3DS1 und KIR3DL1, ist das Bw4 Allel, das der Gruppe der HLA B27
und B57 untergeordnet ist. Diese Kombination weist eine insgesamt langsamere
Progression zu AIDS auf (Cockerham und Hatano 2015).

Hierzu dient das Beispiel von Langzeitstabilen, die grof3tenteils HLA B27 oder
B57 aufwiesen. Deren HLA Molekilen gehoért die Gruppe der Bw4-Motife an,
sodass davon auszugehen ist, dass naturliche Killerzellen durch verschiedene
Methoden, wie Prasentation der CD8-T-Zellen oder zytolytische Funktion, zu

einer Kontrolle des Virus beitragen (Flores-Villanueva et al. 2001).

1.7.9. Neutralisierende Antikdrper bei Langzeitstabilen

Diese Art von Antikoérper binden am Envelope-Protein und inhibieren das
Eindringen des Virus in die Zelle, sie werden als breitneutralisierende Antikorper
bezeichnet. Ihre Erforschung gilt seit langer Zeit der Erschaffung eines
Impfstoffes gegen das Virus. Bei ECs ist deren Konzentration meistens gleich
derer mit einer Progression der Infektion (Lambotte et al. 2009). Der erste
breitneutralisierende Antikérper war Mab b12, der aus dem Knochenmark eines
asymptomatischen HIV-Infizierten gewonnen werden konnte (Euler und
Schuitemaker 2012). Im Verlauf konnten weitere breitneutralisierende Antikérper
entdeckt werden, keines davon mit der Effizienz das Virus fur immer
auszuschalten. Vulnerable Regionen des Virus an denen diese Antikdrper binden
kénnen sind gp120 mit V1V2, V3, CD4 binding site (CD4bs) und gp41 mit MPER
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(membrane proximal external region). Im Hinblick auf eine Besserung der
Effizienz konzentrierte sich sie Forschung ebenfalls auf kreuzreaktive
neutralisierende Antikorper. Diese Antikdrper entstehen erst zwei bis vier Jahre
nach der Infektion (Kwong und Mascola 2012). Vergleiche dieser Art von
Antikdrpern mit wahren Langzeitstabilen, ECs und Progressoren zeigten keinen
Vorteil im Hinblick auf das Fortschreiten der Erkrankung. Euler und Schuitemaker
kommen zu dem Schluss, dass die Prasenz dieser Antikdrper zu Beginn der
Erkrankung zu einem komplett anderen Ausgang kommt, ehe sich das Virus
etablieren kann (Euler und Schuitemaker 2012).
© " HI-Virion
,'/F-\\:__
Externe Region in - diia
Nachbarschaft zur Virusmembran
auBeren Membran

(membrane-proximal ——3
external region, MPER)

Briicke von
gp120 zu gp41
Bindungsstelle

fur CD4

C— V3-Glykan

V1-/V2-Glykan

Abbildung 1.7.9: Env-Protein mit Bindungsstellen fiir neutralisierende Antikérper (© mit schriftlicher Genehmigung

des ABW Wissenschaftsverlags)

Autologe neutralisierende Antikorper finden sich in héherer Konzentration in
wahren Langzeitstabilen als bei ECs. Es ist davon auszugehen, dass eine
geringe Viruslast, die bei Langzeitstabilen bestehen konnte, die Produktion
autologer neutralisierender Antikorper von B-Zellen begunstigt (van Gulck et al.
2012).

IgA neutralisierende Antikorper konnten in der cervikalen Mucosa von HIV-
negativen Frauen festgestellt werden als auch generell bei ECs und assoziieren
eine langsamen Progress der Erkrankung (Hirbod und Broliden 2007). Im
Allgemeinen spielen neutralisierende Antikdrper zur Erlangung des Status

Langzeitstabilen, keine bedeutende Rolle (Zaunders und van Bockel 2013). Die
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Kontrolle der Viramie und des Fortschreitens der Erkrankung werden bei diesen

Individuen eher durch andere Mechanismen hervorgerufen (s. oben).

1.8. Allgemeines zur Therapie der HIV-Infektion

Durch die Erforschung der antiretroviralen Therapie kam es zur dramatischen
Reduktion der Mortalitdt und Morbiditat der HIV-Infizierten. 1987 kam mit
Azidothymidin, einen nukleosidischen Reverse-Transkriptase Inhibitor, das erste
Medikament auf die Welt. Durch Resistenzentwicklung des Virus war das
Medikament im Verlauf jedoch nicht mehr effizient als Monotherapie (Arion und
Parniak 1999).

Heutzutage gibt es sechs verschiedene Gruppen von Medikamenten mit jeweils
differenzierter antiretroviraler Wirkung. Fur die meisten Individuen besteht die
Therapie in einer Kombination von zwei nukleosidischen Medikamenten und
einem dritten Medikament einer anderen Klassifikation. Zu den wichtigsten
Medikamentengruppen zéhlen Entry-Inhibitoren, nukleosidische Reverse-
Transkriptase Inhibitoren (NRTIs), nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase
Inhibitoren (NNRTIs), Integrase-Inhibitoren (INIs) und Protease-Inhibitoren (PIs).
Zu den neuesten Medikamenten zahlt Ibalizumab, ein monoklonaler Antikorper
der Gruppe der Entry-Inhibitoren, der bei Multiresistenz eingesetzt wird, wenn
das vorherige Therapieregime keine Wirkung gezeigt hat (Emu et al. 2018).

Bis auf nicht-nukleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren sind alle
Medikamentengruppen gleichermaf3en gegen HIV-1 und -2 wirksam (HIV-2 ist
resistent gegenuber NNRTIS). Fur alle therapienaiven Patienten werden
Integrase-Inhibitoren als bevorzugtes drittes Medikament neben nukleosidischen
Reverse Transkriptase Inhibitoren empfohlen. Nach amerikanischen Leitlinien
werden aktuell Integrase-Inhibitoren als Basis zur Erstlinien- und
Kombinationstherapie stark bevorzugt (Saag et al. 2018).

Mittlerweile sollte eine antiretrovirale Therapie, unabhangig der CD4-Zellzahl,
begonnen werden, insbesondere in den ersten sechs Monaten der Infektion. In
diesem Zeitraum konnte bewiesen werden, dass es zu einer Verbesserung der
CD4-Zellzahl, einer signifikanten Reduktion der Viruslast und geringerer HIV
Ubertragung (Cohen et al. 2011) kommen kann. Ebenso gelingt durch

rechtzeitigen Beginn mit der Therapie die Reduktion des viralen Reservoirs als
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auch die funktionelle Verbesserung von Zellen des Immunsystems (Jain et al.
2013).

Die verbesserten Daten aus neuen Studien, neue Therapiestrategien und somit
iImmer weiter entwickelter antiretroviraler Therapie mit frihzeitigen Beginn beim
HIV-Infizierten, haben es mittlerweile schon geschafft eine Metamorphose

herbeizufihren, von einer tddlichen in eine chronische Krankheit.

2. Zielsetzung
Ziel dieser Arbeit war den Einfluss der N-Glykosylierungen von Bindungsstellen

des gp41l- und gpl20-Proteins von HIV-1 bei Progressoren und ECs zu
untersuchen und zu vergleichen und hiernach pradiktive Aussagen Uber die
Entstehung von ECs zu stellen.

Grundlage der Forschung war es, den Zusammenhang zwischen PNLG
(predicted N-linked glycosylation) und ECs zu untersuchen. Daflr sollten
Datenbanksequenzen von Progressoren und ECs, die beide mit HIV-1 infiziert
sind, statistisch bearbeitet werden. Mit dem N-Glycosite Tool der Los Alamos
Datenbank wurde die Glykosylierungsdichte aller Sequenzen untersucht und
verglichen zwischen Patienten mit normaler Progression und ECs. Dabei wurde
insbesondere der Schwerpunkt auf die Analyse der fur die Neutralisation
relevanten Domanen V1V2, V3, CD4bs und MPER gelegt. Zudem wurden
Glykosylierungslicken oder fehlende Glykosylierungen mit dem Glycan Shield
mapping Tool der Los Alamos Datenbank fir Progressoren und ECs bestimmt
und statistisch verglichen.

Einleitend zu dieser Analyse sollte in dieser Arbeit auch ein Fallbeispiel mit
klinischen Daten einer Patientin aus Wurzburg erstellt werden, die mit HIV-1
infiziert ist. Ihr Immunsystem ist in der Lage, die Viruslast seit Beginn der Infektion
selbst zu kontrollieren. Sie ist damit als Elite Controller (EC) zu klassifizieren.
Hierzu wurden Daten aus HIV-Westernblot, HIV-RTPCR und CD4-Zellzahl als
auch CD4/CD8-Quotient der Patientin benutzt. Zur Verfestigung/Bestatigung des
EC-Status wurde noch eine HLA-Typisierung durchgefuhrt als auch ein
Neutralisationstest zur Prifung, ob die Patientin diese produziert. Fur diese
Untersuchungen bedurfte es, laut Kommission, keiner Ethik-Nummer zur

Durchfiihrung der Experimente.
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3. Material und Methoden

3.1.Patientendaten
Die Daten der HIV-Westernblots, High Line Immunoassays, HIV-1 RTPCRs,

Lymphozytendifferentialanalysen und HIV-Suchteste fur die Analyse des
Fallbeispiels wurden mit freundlicher Genehmigung des Instituts fur Virologie und
Immunologie, Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg, sowie der Medizinischen
Klinik und Poliklinik 1l des Universitatsklinikums Wurzburg zur Verfiigung gestelit.
Insgesamt handelt es sich um 22 Westernblots, 15 HIV Suchtests, einen High
Line Immunoassay und 35 HIV-1 RTPCRs (Plasma). Die Daten sind jeweils mit
einem Untersuchungsdatum verzeichnet. Die Westernblots und HIV Suchtests
stammen aus einem Zeitraum vom 25.10.1993 bis 29.11.2019, die HIV-1
RTPCRs vom 5.11.1993 bis 29.11.2019. Die Ergebnisse der einzelnen
Untersuchungen wurden in einem Kurvendiagramm schematisch abgebildet. Als
x-Achse wurde der zeitliche Verlauf und als y-Achse die Ergebnisse der Daten
genutzt. Hierbei wurden die Ergebnisse, ob Positivitdit oder Negativitdt zur
besseren Veranschaulichung als Zahlen angegeben (0 = negativ, 1 =
grenzwertig, 2 = positiv). Hinzufligend wurde noch die absolute CD4-Zellzahl und
der CD4/CD8-Quotient der Patientin vom 17.06.1998 bis 29.11.2019 graphisch

dargestellt.

3.1.1 HLA Typisierung
Am 29.11.2019 wurde die Patientin in der Ambulanz fur Infektiologie des

Universitatsklinikums Woirzburg zur Blutentnahme einbestellt. Hierbei wurde
nach schriftlicher Einwilligung der Patientin eine Blutprobe zur HLA-Typisierung
ins Institut fur Transfusionsmedizin und Hamotherapie verschickt. Es sollte
explizit nach HLA B57:01, B52:01 und B27:05 gesucht werden, die haufigsten
HLA Typen eines Langzeitstabilen HIV-Infizierten. Das Verfahren erfolgte mittels
der SSP Methode. Hierbei werden in der PCR Allel-spezifische Primer angesetzt.
Somit werden Merkmale der HLA Klasse | und Il in der DNA gesucht. Durch die
komplementare Form der Primer auf die Zielsequenz entstehen Amplifikate.

31



3.1.2 Titertest/Neutralisationstest

Fur die Durchfihrung eines Neutralisationstests bedarf es, aufgrund der
Infektiositat des Materials, des Arbeitens in einem BSL3-Labor. Vor dem
eigentlichen Testverfahren wurde ein Titertest vollzogen zur Erstellung der
Testreihen. Primar benétigt man eine Lochplatte, in der 12 Vertiefungen angelegt
werden. Die erste und letzte Vertiefung dient jeweils zur Positiv- und
Negativkontrolle. Von der 2. bis 12. Vertiefung wurden jeweils 50 ul
Zellkulturmedium zugefugt, bestehend aus RPMI und 10%-igem fetalem
Kalberserum (FCS).

Vor der Hinzugabe des Serums in jede Vertiefung muss das Serum inaktiviert
werden. Hierzu wurde ein Heizblock verwendet, sodass das Serum bei 56°C fur
30 Minuten inkubiert wurde. AnschlieRend wird 100 pl Serum in die erste
Vertiefung verabreicht und von dieser 50 pl entnommen und in die nachste
Vertiefung verabreicht. Somit resuspendiert man dem erstem Well 50 pl und
verteilt es in das nachste Well und fort folgend. Es entsteht somit eine
Verdunnungsreihe von 1:1 bis 1:1024 (Vertiefung eins bis elf). Es ist zu beachten,
dass in der zwolften Vertiefung kein Serum verabreicht wird, da diese zur
Negativkontrolle dient. Letztlich wurden 50 pl HIV der Patientin aus dem
Fallbeispiel in jede Vertiefung pipettiert und mit 100 ul A3.01 Zellen aufgefulit,
sodass ein Gesamtvolumen von 200 pl entsteht.

Das bendtigte Volumen von A3.01 wurde vorher aus der Zellzdhlung mittels
Neubauerkammer bestimmt. Hierzu wurde diese Formel benutzt:

3x10°
x x 106

x = gezéhlte Zelldichte in Millionen

Die gezéahlten Zellen wurden zentrifugiert (1200 rpm, 3 Min) und in 1,5 ml R10
aufgenommen.
Nach der Gabe von A3.01 in jede Vertiefung lasst man die Lochplatte bei 37°C

fur drei Tage inkubieren.
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3.1.3 p24-Farbung
Primar wurden im BSL3-Labor zwolf Rundboden-R6hrchen mit den Zahlen eins

bis zwolf beschriftet. In diesen wurde jeweils 1 ml 4% Formalinlosung
hinzugefugt. Im Anschluss erfolgte die Gabe der zu farbenden Zellen
(Fallbeispiel) aus den jeweiligen Vertiefungen. Es wurde mehrmals resuspendiert
und darauf geachtet, dass der obere Rand der Rohrchen keine Berthrung mit
HIV-infizierten Zellen hat.

Die Rohrchen wurden mit Plastikstopfen verschlossen und kurz geschuttelt. Im
Anschluss wurden sie fir 20 Minuten in Raumtemperatur inkubiert und nach
Passieren dieser Zeit mit 2 ml Waschpuffer (PBS/0,1% BSA/0,5% Saponin)
gewaschen. Es folgte die Zentrifugation bei 1800 rpm fir 2 Minuten. Nach
insgesamt 25 Minuten ab Anfang wurde erneut der Wasch- und
Zentrifugationsschritt vollzogen. Ebenso nach insgesamt 30 Minuten ab Beginn.
Nachdem angenommen werden konnte, dass nach 3 Waschschritten das
Formalin (4%) weitestgehend ausgewaschen wurde, mussten die Réhrchen (mit
Stopfen bis zum zweiten Ring verschlossen) und der Stander intensiv mit Ethanol
(70%) eingespruht und dekontaminiert werden. Im Anschluss konnte das S3-
Labor verlassen und im S2-Labor weitergearbeitet werden.

Hier wurden in jedes Rohrchen 100 pl des primaren Antikérpers zum Farben
verabreicht (ap24). Jedes Rohrchen wurde im Anschluss geschuttelt und bei 4°C
fur 30 Minuten inkubiert. Im Anschluss erfolgten zwei Waschschritte mit jeweils 2
ml Waschpuffer und ein Zentrifugationsschritt bei 1200 rpm fur 3 Minuten.

Nach dem Zentrifugieren wurden 50 ul des zweiten Antikérpers (© ab6785; LOT:
GR247029-24; Abcam) in jedes Rohrchen verabreicht und erneut bei 4°C fur 30
Minuten belassen zum Inkubieren. Nach einmaligem Waschschritt mit 2 ml
Waschpuffer erfolgte eine erneute Zentrifugation (1200 rpm, 3 Minuten). Letztlich
wurden zu jedem Roéhrchen 50 pl Formalin/PBS 2% verabreicht und es erfolgte

die Darstellung des Ergebnisses an der Durchflusszytometrie.

3.2 Env-Sequenzen

In dieser Arbeit wurden 60 Env-Sequenzen von ECs aus der Veroffentlichung
Pernas M. et al. (Prevalence of HIV-1 dual infection in long-term nonprogressor-
elite controllers, JOURNAL J. Acquir. Immune Defic. Syndr. 64 (3), 225-231
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(2013)) genommen. Die Genbank Accession numbers lauten KC595150-175;
KC595177-18; KC595186; KC595191-197; KC595199; KC595201-205;
KC595208; KC595210, KC595214-220; KC595222-224.

101

Krankheitsprogression aus der Veroffentlichung (Seaman et al. 2010), Tiered

Ebenso wurden Env-Sequenzen von Patienten mit normaler

Categorization of a Diverse Panel of HIV-1 Env Pseudoviruses for Assessment
of Neutralizing Antibodies. In: Journal of virology 84 (3) 2010), verwendet. Die
Genbank Accession numbers lauten hier U08455, EU123924, AF063223,

EF117265, AY713411, DQ318211, EU51319/7, EU513188, EF117271,
EF210734, AY835438, AY835442, DQ388515, EF210726, EU289184,
EF210732, AF004885, AY173956, EF117272, AY424138, EF117273,
EU289186, EF117269, DQ411852, AY835445, EF117274, AY835441,
AY835451, EF117267, AY835449, AY424079 EU289193, DQ411850,
DQ388514, EU513193, EF117270, AF407160, EU289200, EU289197,
AF407152, EU513184, EF210725, AF407158, EU289183, EU513183
DQ435683, EU289202, EUS513182, AY835446, EU289190, EU513190,
EF117257, EU289191, AF407148, EUS513195, EU289189, AY835452,
EF210735, DQ411853, DQ411851, DQ388517, DQ435682, DQ388516,
EUS513194, EU289196, EF210727, EU683891, AY835439, AY835448,
AY423984, EU289185, EF117268, AY835447, EF117259, EU513189,
EF117266, DQ411854, EF117254, EF210728, EF117258, EF117261,
AF407156, EU513187, EF117262, EF210729, EU513199, EF117255,
EF042692, EF117264, EF210730, EUS5S13191, EUS513185, AY835444,
AY835450, EF210733, EU513198, EF210731, EF117263, EUS513186,

EF117260, EU513196.

3.3 Protein Alignment

Die einzelnen Env-Sequenzen (ECs und Progressoren) wurden Uber ein Protein-
Alignment des NCBI (,National Center for Biotechnology Information®) analysiert
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=Blast
Search&LINK _LOC=blasthome) mit dem Algorithmus Protein-Protein BLAST.

Als Referenzsequenz wurde das Env-Protein von HXB2 (Genbank accession
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number K03455) verwendet. Fiur das HXB2-Env Gen sind die Proteindoménen
V1V2, V3, CD4bs und MPER in der folgenden Abbildung charakterisiert:

K03455.1

Reference strain HXB2

> K03455.1_full_length_Env

MRVKEKYQHLWRWGWRWGTMLLGMLMICSATEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWATHACVPTDPNPQEVVLVN
VTENENMWKNDMVEQMHEDI I SLWDQSLKPCVKLTPLCVSLKCTDLKNDTNTNS SSGRMIMEKGEIKNCSENISTS IRGKVOKEYAFE
YKLDIIPIDNDTTSYKLTSCNTSVITQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNNKTFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGS
LAEEEVVIRSVNFTDNAKTIIVQLNTSVEINCTRPNNNTRKRIRIQRGPGRAFVTIGKIGNMRQAHCNISRAKWNNTLKQIASKLREQ

FGNNKTTTFKQSSGGDPEIVTHSFNCGGEFFYCNS TQLFNS THENS THSTEGSNNTEGS DT ITLPCRIKQT INMHQKVGKAMYAPPTS
EOTRESSNITCILITRDGCNSNNESE L FRPGGGDMRDNWR SE LYK YKVVKIEPLGVAPTKAKRRVVQREKRAVGI GALFLGFLGAAGS

TMGAASMTLTVQARQLLSGIVQQONNLLRAIEAQQHLLOLTVWGIKQLOARI LAVERY LKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWSN
KSLEQIWNHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESONQQEKNEQEL LE SR . = T I VGGLVGLRIVFAVLS T
VNRVRQGYSPLSFQTHLPTPRGPDRPEGIEEEGGERDRDRS IRLVNGSLALIWDDLRSLCLFSYHRLRDLLLIVTRIVELLGRRGWEA
LKYWWNLLQYWSQELKNSAVSLLNATAIAVAEGTDRVIEVVQGACRAIRHI PRRIRQGLERILL

V1V2-loop
> K03455.1_V1V2loop
CVKLTPLCVSLKCTDLKNDTNTNSSSGRMIMEKGEIKNCSFNISTSIRGKVQKEYAFFYKLDIIPIDNDTTSYKLTSCNTSVITQAC

Glycan-V3-site

> K03455.1_GlycV3site
VNFTDNAKTIIVQLNTSVEINCTRPNNNTRKRIRIQRGPGRAFVTIGKIGNMRQAHCNISRAKWNNTLKQIASKLREQFGNN
KTIIFKQ

MPER

> K03455.1_MPER

LDKWASLWNWENTTNWLWYTK
CD4-binding site

> K03455.1_CD4BS

Abbildung 3.3: HXB2-Gen mit Proteindomanen der einzelnen zu untersuchten Regionen

Durch den Protein-Blast konnten diese sites auch in den anderen Env-
Sequenzen identifiziert werden. Hierbei wurden die einzelnen Regionen der
Bindungsstellen jeweils allein verglichen. Es konnte somit die zugehérige Region
aus den einzelnen Sequenzen herausfiltriert werden. Die entnommenen
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Regionen wurden in einem Dokument untereinander aufgeschrieben und auf
Referenzlange geklrzt. Mit den gekirzten Regionen in Textdatei (.txt) wurde
erneut ein Protein-Alignment durchgefuhrt. Aus diesem Alignment wurde ein
FASTA-file generiert.

3.4 Analyse der N-linked Glykosylierung

Das FASTA-file mit den Protein-Alignments wurde mit Hilfe des N-GlycoSite tools
der Los Alamos HIV sequence database auf N-linked Glykosylierung untersucht
(https:/lwww.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYCOSITE/glycosite.html). In den
Einstellungen der Seite wurden ausgewahlt: exclude NP[ST] patters, First
position asparagine (N) in NN[ST][ST] pattern (include the second N), reference
coordinates HXB2 (HIV-1).

Die einzelnen Daten mit den dazugehdrigen Anfangssequenzen wurden in eine
Tabelle eingefuigt. Hierbei wurde fur jede Bindungsregion jeweils die Lange der
Region (Anzahl der Aminosauren), die Anzahl der Glykosylierungen sowie die

Glykosylierungsdichte (Anzahl der Glykosylierungen/aa * 100) bestimmit.

3.5 Statistische Untersuchungen

Die Daten wurden mit statistischen Methoden analysiert. Hierbei wurden die
Glykosylierungsdichten von V1V3, V3, CD4bs, MPER und Gesamt-Env von
Progressoren und ECs jeweils miteinander verglichen. Priméar wurden die Daten
auf Normalverteilung gepruft. Waren die Zahlen normal verteilt, so konnte ein
einfacher t-Test durchgefihrt werden. Waren die Zahlen nicht normal verteilt, so
wurde der Mann-Whitney Test angewendet. Im Folgenden werden die einzelnen

statistischen Verfahren naher beschrieben.

3.5.1. D’Agostino & Pearson Test
Diese statistische Methode befasst sich mit der Normalverteilung von Daten. Der

Test basiert auf die Untersuchung von Schiefe und Kurtosis und erkennt, wie weit
bestimmte Daten von einer Normalverteilung oder Gaul3schen Distribution
entfernt sind. Aus diesen Diskrepanzen wird ein p-value errechnet, das die
Signifikanz der Ergebnisse zeigt. Primar wurden unsere Daten durch diesen Test
auf Normalverteilung verglichen. Hierbei wurden die Glykosylierungsdichten aus

den gewonnenen Ergebnissen genommen und fur jede Bindungsstelle einzeln
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verglichen. Dies wurde sowohl fur die Sequenzen von ECs und Progressoren
durchgefuhrt.

Der D’Agostino & Pearson Test empfiehlt sich ab einer Datenlage von 20 zu
vergleichenden Daten aufwéarts, da ansonsten keine sinnvollen Ergebnisse
anhand des Mittelwertes errechnet werden kénnen. Ist das p value tber 0.05 so
kann von einer Normalverteilung der Daten ausgegangen werden. Die ldee
dieses Tests entspricht diesem das unabhangig voneinander gewonnene Daten
verglichen werden und einem Mittelwert zugeordnet werden. Das bedeutet, dass
selbst ,Messfehler® in der Gesamtheit normalverteilt sein kdnnen.

Speziell wird die Probe Schiefe und Wélbung, in unserem Beispiel Vx1 und x2, in
diesem Testverfahren getrennt voneinander untersucht, ob zuféllig genommene
Proben aus einer ,normalen® Population enthommen wurden. Im Wesentlichen
besteht die mathematische Formel aus,

A2 (\x1) + A2 (x2)

wobei A2 (\x1) und A? (x2) eine Annéherung beschreiben sollen. Dieser Test wird
oft auch als ,omnibus® Test genannt, da er Abweichungen von der Normalitat

erkennen kann mithilfe der Schiefe und der Wolbung (Yap und Sim 2011).

3.5.2. Standard t-Test

Sofern unsere Daten normalverteilt waren, wurden die einzelnen Regionen mit

Hilfe des einfachen t-Test auf Unterschiede geprift. Dieser Test ist ein
Hypothesentest, der zwei normalverteilte Datensatze anhand des Mittelwertes
auf eine statistische Signifikanz untersucht. In diesem Verfahren muss es
ebenfalls eine hohe Datenlage geben, damit der ,zentrale Grenzwertsatz®
gegeben ist. Im Grunde genommen werden zwei Mittelwerte miteinander
verglichen. Zuvor sollte die Differenz beider Mittelwerte ermittelt werden, diese
bildet den Grundsatz des Verfahrens. Ein weiterer wichtiger Faktor ist die
Varianz. Dies bedeutet, dass die Daten, die weiter entfernt vom Mittelwert sind,
starker bertcksichtigt werden.

In unserem Beispiel wurden die Mittelwerte aus einer Bindungsregion von ECs
mit der gleichen Bindungsregion von Progressoren verglichen. Beim t-Test muss
man zwischen der Nullhypothese und der Alternativhypothese unterscheiden. Bei

ersterer besteht keine Differenz zwischen den Mittelwerten, im Vergleich zur
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letzteren. Da in unseren Daten Proben von zwei verschiedenen Populationen
verglichen werden, muss von einer Differenz der Mittelwerte ausgegangen

werden.

3.5.3. Mann-Whitney Test

Ein weiterer Test, der in dieser Arbeit verwendet wurde, ist der Mann-Whitney
Test oder Mann-Whitney U-Test. Waren die zu vergleichenden Daten in der
Arbeit nicht normal verteilt und waren die Gegebenheiten fiir die Durchfihrung
eines einfachen t-Test nicht erfullt, so wurde dieses Testverfahren benutzt. Er
dient zum Vergleich zweier unabhangiger Proben miteinander. Im Vergleich zu
den vorherigen Tests kbnnen bei diesem auch eine kleine Anzahl an Daten
verwendet werden. Ein weiterer Aspekt dieses Verfahrens ist die
Ordinalskalierung, die der abhangigen Variablen unterstellt ist.

Die Proben werden miteinander nicht berechnet, wie in den vorherigen
Testverfahren, sondern primar rangiert. Das bedeutet, dass keine Messungen
mit diesen Daten durchgefuhrt werden, im Gegenteil werden sie in Range
eingeteilt. Die Abstande (absolut) zwischen den Daten werden nicht
bertcksichtigt. Es findet primér eine Skalierung der Daten anhand deren Grél3e
und unabhéangig deren Gruppe statt. Im Anschluss werden die einzelnen Daten,
vom kleinsten ausgehend, rangiert und in der jeweiligen Gruppe eingeteilt.
Letztlich werden die einzelnen Zahlen der einzelnen R&nge zusammengezahlt
und es bildet sich eine Rangsumme. Fir die endgiltige Berechnung des
Testwerts U wird die groRere Rangsumme benutzt. Die verwendete Formel
lautet:

U = x1*x2 + [x1*(x1+1)/2] - V

U = Testsignifikanz

x1 = Proben mit gré3erer Rangsumme

x2 = Proben mit kleinerer Rangsumme

V = grof3ere Rangsumme

Besteht eine grol3e Anzahl an Proben (x > 30) kann die Signifikanz errechnet
werden. Hierbei wird der gewonnen U-Wert standardisiert mithilfe einer weiteren

Formel:
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A = U-tv/rv = (U-(x1*x2/2))/(Nx1*x2(x1+x2+1)/12)

tY = mittlerer Wert der Streuung des U-Wertes
r' = Standardfehler von U
x1 = Proben mit grél3erer Rangsumme

x2 = Proben mit kleinerer Rangsumme

Eine Signifikanz liegt vor, wenn der U-Wert hoher als der ,kritische Wert der
Standardverteilung® ist. Das bedeutet, dass sich die ,zentralen Tendenzen“ der

zwei Gruppen signifikant unterscheiden (Nachar 2008).

3.5.4. Einfaktorielle Varianzanalyse

In unserer Datenverarbeitung wurde neben dem t-Test auch die Varianzanalyse
(ANOVA) benutzt zum Vergleich abhéangiger Daten/Gruppen miteinander.
Hierbei wird der mittlere Wert jeder Datenlage/Gruppe untereinander verglichen.
Wir benutzten diesen Test zum Vergleich mehrere Gruppen, im Gegensatz zum
t-Test, der immer zum Vergleich von zwei Datensatzen bei uns benutzt wurde.
Das Prinzip basiert im Vergleichen abhangiger Daten/Proben. In diesem Sinne
waren unsere Proben durch die ,naturliche Paarung® miteinander verbunden, das
bedeutet, dass die Messwerte der einen Bindungsstelle die Messwerte der
anderen Bindungsstelle beeinflussen. Unsere Messwerte stammen von
verschiedenen Bindungsstellen, haben jedoch einen Zusammenhang. Mit
diesem Verfahren wird keine mathematische Differenz zwischen den Daten
gemessen, sondern ein signifikanter Unterschied. Wirde man in diesem
Testverfahren zwei Gruppen nur untersuchen, ist dieses dem t-Test
gleichgestellt.

In unserem Datensatz wurde der mittlere Wert einer unabhangigen Gro3e auf
Unterschiede zwischen den abh&ngigen Gruppen miteinander verglichen. Zuerst
wurden die Mittelwerte der einzelnen Datengruppen berechnet. Nun sollten diese
auf Signifikanz untereinander Uberprift werden. Auch die einfaktorielle
Varianzanalyse versucht gré3ere Messunterschiede (Abweichungen) innerhalb
der einzelnen Gruppen zu beriicksichtigen und aufzuklaren. Die Basis dieses

Verfahren ist die Erstellung einer ,Gesamtquadratsumme® (Kyun Kim 2017).

39



Diese bildet sich aus der Quadratsumme zwischen den Datengruppen und der

Quadratsumme innerhalb der jeweiligen Datengruppe:

Gesamtquadratsumme = Quadratsumme2Wwischen Datengruppen 4

Quad ratsum meinnerhalbd der Gruppe

Zu ersterem, hierbei wird der mittlere Wert der gesamten Datengruppe vom
mittleren Wert einer Probe (der jeweiligen Datengruppe) unterschieden. Bei der
Quadratsumme innerhalb der jeweiligen Datengruppe werden die gemessenen
Abweichungen untersucht und verglichen vom mittleren Wert der jeweiligen
Probe. Am Ende wird die Signifikanz anhand des Unterschiedes mit der
sogenannten ,F-Statistik® untersucht. Hierbei handelt es sich um eine
,Prufgroke“. Falls diese Uber dem kritischen Wert liegt besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen mindestens zwei der zu untersuchenden Datengruppen.
Diese ,F-Statistik wird aus dem Median der Abweichungsquadrate und der
Division dieser durch deren Freiheitsgrade bestimmt. In weiteren Tests kann
dann errechnet werden, zwischen welchen Gruppen es genau einen Unterschied
gibt (Wahid et al.).

3.5.5. Balkendiagramm/Substraktions-Balkendiagramm

Zur Veranschaulichung wurden die relativen Glykosylierungshaufigkeiten jeder
Bindungsregion, die verglichen wurde, und des Gesamt-Envs in einem
Balkendiagramm abgebildet. Neben der statistischen Signifikanz wurde in der
Graphik die Quartile aus 25%-, 50%- (Median) und 75%-Perzentil abgebildet.

Zusatzlich wurde die relative Glykosilierungshaufigkeit in den einzelnen
Aminosaurepositionen des Blasts (Tool:  https://www.hiv.lanl.gov/cgi-
bin/GLYCOSITE/glycosite_main.cgi) mit der Option: “Number of N-linked
glycosylation sites by position” ermittelt. Aus diesen Daten wurde aul3erdem ein
Substraktions-Balkendiagramm erstellt, dass die Unterschiede in der
Glykosylierungshaufigkeit in den einzelnen Aminoséurepositionen des Blasts
zwischen ECs und Progressoren zeigt. Daflr wurden die relativen Haufigkeiten

pro Aminosaureposition der ECs von denen der Progressoren subtrahiert.

40



3.6. Glycan Shield mapping
Nach der Publikation von (Wagh et al. 2018) (Completeness of HIV-1 Envelope

Glycan Shield at Transmission Determines Neutralization Breadth, 2018) haben
HIV-infizierte Patienten eine hohere Breite der neutralisierenden Antikorper je
dichter oder kompletter die Glykosylierungen um das Env sind als bei Patienten,
deren Env-Protein, Licken im Glykosylierungsschild aufweist. Durch ein online-
Tool konnen fehlende Glykosylierungen (PNGSs) als auch die Grél3e der Leckage
aufgezeigt werden (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/GLYSHIELDMAP/glyshieldmap.html).
Hierzu wurden die zu untersuchten Env-Sequenzen in das Feld ,Paste amino
acid alignment® hinzugefugt. Bei ,Is HXB2 in the alignment?“ sollte ,No*
ausgewahlt werden. Nachdem man ,submit® betatigt, werden die einzelnen

Sequenzen analysiert.

4. Ergebnisse

4.1. Zeitlicher Verlauf der laborchemischen Ergebnisse des Fallbeispiels

Man erkennt in den untenstehenden Grafiken den zeitlichen Ergebnisverlauf
verschiedener laborchemischer Untersuchungen bei der Patientin. Es ergibt sich
zu jederzeit ein positiver HIV-Suchtest. Der HIV-Westernblot ist zu Beginn bis
zum 128. Tag als ,grenzwertig“ beschrieben und wird in weiteren Bluttests der
Patientin bis zum 5513. Tag als ,positiv* bewertet. Der durchgefiihrte HIV-Line-
Immunoassay am 27.7.2018 ergibt ebenfalls ein positives Ergebnis. HIV-PCRs
des Plasmas vom 11. bis zum 9041. Tag waren zu jedem Zeitpunkt negativ,
ebenso eine HIV-PCR der Leukozyten vom 107., HIV-PCRs der Lymphozyten
vom 1799. bis 3005. Tag sowie eine HIV-PCR von CD4-Lymphozyten vom 1932.
Tag.

Die einzelnen Proteinbanden des Westernblots wurden getrennt grafisch
aufgezeigt. Bei gpl60 (Env) erkennt man, bis auf einen Abschwung zwischen
dem 11. Und 44. Tag, einen durchgehenden Nachweis dieser Proteinbande bis
zum 5513. Tag. Dagegen weist gp120 (Env) Fluktuationen auf mit zun&chst
keinem Nachweis und zwischenzeitlicher Positivitat bis zum 378. Tag. Letztlich

ist diese Proteinbande ab dem 4202. Tag nicht mehr bei der Patientin
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nachweisbar. Bei p68 (Pol) besteht ebenfalls eine Fluktuation mit nachweisbaren
und nicht nachweisbaren Banden Uber den zeitlichen Verlauf hinweg. Dagegen
ist bei p55 (Pol) wie bei gp160 (Env) ein anfanglicher Abschwung zu verzeichnen
sowie ein durchgehender Nachweis bis zum letzten Tag. Ebenfalls
Schwankungen Uber den zeitlichen Verlauf hinweg weisen die Banden p52 (Pol),
gp41 (Env), p40 (Gag), p34 (Pol) und p18 (Gag) auf. Sie alle sind, bis auf gp41
(Env), zum Ende der Grafik hin negativ. Letztlich zeigen p25 (Gag) wie auch
gp160 (Env) und p55 (Pol) eine Uberwiegend durchgehende Nachweisbarkeit im
Westernblot auf.

Bezlglich der absoluten CD4-Zellzahl kann man Uber die Jahre einen stetigen
Anstieg dieser verzeichnen. Ebenso ergibt sich parallel ein Anstieg des
CD4/CD8-Quotienten.

Interessant ist, dass die Immunantwort der Patientin Gber den
Beobachtungszeitraum hinweg nicht konstant ist, sondern fluktuiert. Es ist offen,
ob dieses Phanomen durch Schwankungen des Immunsystems hervorgerufen
wird oder ob es auf eine geringe Hintergrundreplikation des Virus hindeuten
kénnte. Dennoch deutet sich durch die steigende CD4-Zellzahl Gber die Jahre,
eine Verbesserung der Immunitat der Patientin an, trotz weiterhin positiver HIV-

Infektion.
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Abbildung 4.1a: Zeitliche Verlaufsgrafik der Ergebnisse immunologischer Untersuchungen des Fallbeispiels. Daten
als Punktdiagramm mit Verbindungslinien. Fir die Bezeichnungen der Kurven, siehe Legende. X-Achse: Zeit in Tagen;

Y-Achse: Semiquantitativ (0= negativ; 0,5 = grenzwertig;1 = positiv; 2 = positiv)
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Abbildung 4.1b: Darstellung des Westernblots mit zeitlichem Verlauf der einzelnen Banden (A-C). Man erkennt eine
durchgehende Positivitat bei gp160. Hingegen wird gp120 ab ca. dem 4000. Tag negativ, gp41 fluktuiert mit z. T. Re-

/Aktivierung. 0 = negativ/nicht nachweisbar, 1 = grenzwertige Reaktion, 2 = positiv
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Abbildung 4.1c: Darstellung des Westernblots mit zeitlichem Verlauf der einzelnen Banden (D-G). Man erkennt eine
durchgehende Positivitdt von p55 und p25. Hingegen weisen p18 und p40 eine Re-/Aktivierung auf und sind

schliellich zum Ende hin aktuell negativ. 0 = negativ, 1 = grenzwertig, 2 = positiv
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Abbildung 4.1d: Darstellung des Westernblots mit zeitlichem Verlauf der einzelnen Banden (H-J). Man erkennt eine

Reaktivierung des Immunsystems bei p52, p68 und p34. 0 = negativ/nicht nachweisbar, 1 = grenzwertig, 2 = positiv
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Abbildung 4.1e: Darstellung der absoluten CD4-Zellzahl (n/pl) und des CD4/CD8-Quotienten im zeitlichen Verlauf
der Patientin (K-L). Man erkennt Gber die Jahre einen deutlichen Anstieg der CD4-Zellzahl mit parallelem Anstieg des

Quotienten aus CD4/CDS8.

4.1.1. HLA-Typisierung
Die Patientin ist negativ fur die HLA Typen B57:01, B52:01 und B27:05. Ihr HLA
Ergebnis lautet nach der SSP Methode HLA B57:02. Aus Archivdaten erkennt
man, dass die Patientin bereits im Jahr 2006 ein negatives Testergebnis fur HLA

B27 hatte. In der Literatur wurde das Allel B57:02 als protektiv beziiglich
virAmischer Kontrolle bei HIV-1 Infektionen erkannt (Salgado et al. 2014).
Insgesamt gilt HLA B57 als begunstigender Faktor in der Entstehung viramischer
Kontrolle (Ramirez de Arellano et al. 2019). In gleicher Publikation (Salgado et

al. 2014) konnte mit in vivo Kontrollen gezeigt werden, dass die Viruskontrolle bei
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HLA B57-positiven ECs nicht mit defekten Viren assoziiert ist, sondern offenbar

Uber immunologische Kontrolle erfolgt.

4.1.2. Ergebnis des Neutralisationstests/p24-Farbung

NT -test

p24-positive cells (%)
i
o

EC50 | 1.236
20 T T

| | ]
8 -7 6 5 -4 -3 -2 -1
dilution plasma

Ow

Abbildung 4.1.2: Neutralisationstest des Fallbeispiels. Der Neutralisationswert in der hochsten Verdiinnung betragt

46,67%. Der EC50 liegt bei 1.236.

Man erkennt keine relevante Neutralisierung des Virus. Neutralisierende
Antikdrper sind kaum vorhanden. Der Neutralisationswert bei maximaler
Verdinnung betragt 46,67%. Anhand der Ergebnisse muss man das Medium um
den Faktor 1012636 verdiinnen, um eine 50%-ige Inhibition zu erzielen. Es wird
deutlich, dass die Viruskontrolle der Patientin aktuell nicht durch

neutralisierenden Antikrperm vonstattengeht.

4.2. Vergleich der Glykosylierungsdichte von V1V2 bei ECs und

Progressoren

Die Glykosylierungsdichte von jeder Bindungsstelle wurde zwischen Sequenzen
von Progressoren (,HIV-1%) und von ECs verglichen (,HIV-1 ECs®). Man erkennt
eine mittlere Glykosylierungsdichte von ca. 8% in der untersuchten Region (d.h.
jede 12. Aminosaure tragt eine Glykosylierung). Die 25% und 75% Perzentile
betragt jeweils ca. 7 und 9 %. Nach dem D'Agostino & Pearson omnibus normality

test besteht eine Normalverteilung der Daten (p value > 0,05). Es lasst sich kein
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statistisch signifikanter Unterschied der PNG der V1V2-Region zwischen
Patienten mit normaler Krankheitsprogression und ECs feststellen (p = 0.4051,
Standard t-Test).

V1V2

N-linked glycosylation (%)
g

4
2=
0 T T
& &
Q}

Abbildung 4.2: Vergleich der Glykosylierungsdichte zwischen Progressoren (HIV-1) und von ECs (HIV-1 ECs) der
Bindungsregion V1V2. Daten als Scatter dot plot mit mean und SD. Unterschiede zwischen beiden Gruppen wurden

mit dem Students t-Test flir normalverteilte Werte analysiert (p = 0.2457).

4.3. Vergleich der Glykosylierungsdichte von V3 bei ECs und Progressoren

Man erkennt eine mittlere Glykosylierungsdichte von ca. 7 % in der untersuchten
Region (d.h. jede 11. Aminosaure tragt eine Glykosylierung). Die 25% und 75%
Perzentile betragt jeweils ca. 6 und 8 %. Nach dem D'Agostino & Pearson
omnibus normality test besteht eine Normalverteilung der Daten (p value > 0,05).
Es lasst sich kein statistisch signifikanter Unterschied in der PNG der V3-Region

zwischen Progressoren und ECs feststellen (p = 0.5831, Standard t-Test).
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Abbildung 4.3: Vergleich der Glykosylierungsdichte zwischen Progressoren (HIV-1) und von ECs (HIV-1 ECs) der
Bindungsregion V3. Daten als Scatter dot plot mit mean und SD. Unterschiede zwischen beiden Gruppen wurden mit

dem Standard T-test flr normalverteilte Werte analysiert (p = 0.5831).

4.4. Vergleich der Glykosylierungsdichte von CD4 bei ECs und

Progressoren

Man erkennt eine mittlere Glykosylierungsdichte von ca. 6 % in der untersuchten
Region (d.h. jede 10. Aminosaure tragt eine Glykosylierung). Die 25% und 75%
Perzentile betragt jeweils ca. 5 und 7 %. Nach dem D'Agostino & Pearson
omnibus normality test besteht eine Normalverteilung der Daten (p value > 0,05).
Es lasst sich ein deutlich statistisch signifikanter Unterschied in der PNG der
CD4-Region zwischen Progressoren und ECs feststellen (p = 0.0001***
Standard t-Test).
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Abbildung 4.4: Vergleich der Glykosylierungsdichte zwischen Progressoren (HIV-1) und von ECs (HIV-1 ECs) der
Bindungsregion CD4. Daten als Scatter dot plot mit mean und SD. Unterschiede zwischen beiden Gruppen wurden

mit dem Standard T-test fiir normalverteilte Werte analysiert (p = 0.0001***).

45. Vergleich der Glykosylierungsdichte von CD4bs bei ECs und

Progressoren

Man erkennt eine mittlere Glykosylierungsdichte von < 1% in der untersuchten
Region (d.h. fast keine Aminosaure tragt eine Glykosylierung). Die 25% und 75%
Perzentile betragt bei beiden < 1%. Nach dem D'Agostino & Pearson omnibus
normality test besteht keine Normalverteilung der Daten (p value < 0,0001). Es
lasst sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der PNG der CD4-Region
zwischen Progressoren und ECs feststellen (p = 0.0104*, Standard t-Test).
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Abbildung 4.5: Vergleich der Glykosylierungsdichte zwischen Progressoren (HIV-1) und von ECs (HIV-1 ECs) der
Bindungsregion MPER. Daten als Scatter dot plot mit mean und SD. Unterschiede zwischen beiden Gruppen wurden

mit dem Mann-Whitney U-Test fur nicht-normalverteilte Werte analysiert (p = 0.0104%).

4.6. Vergleich der Glykosylierungsdichte des gesamten ENVs bei ECs und

Progressoren

Man erkennt eine mittlere Glykosylierungsdichte von < 1% in der untersuchten
Region (d.h. grob es gibt fast keine Aminosaure, die eine Glykosylierung tragt).
Die 25% und 75% Perzentile betragt bei beiden < 1%. Nach dem D'Agostino &
Pearson omnibus normality test besteht keine Normalverteilung der Daten (p
value < 0,0001). Es lasst sich kein statistisch signifikanter Unterschied in der PNG
des Gesamt-ENVs zwischen Progressoren und ECs feststellen (p = 0.8134,
Standard t-Test).
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Abbildung 4.5: Vergleich der Glykosylierungsdichte zwischen Progressoren (HIV-1) und von ECs (HIV-1 ECs) des
gesamten ENVs. Daten als Scatter dot plot mit mean und SD. Unterschiede zwischen beiden Gruppen wurden mit

dem Mann-Whitney U-Test furr nicht-normalverteilte Werte analysiert (p = 0.8134).

4.7. Vergleich der drei auffalligen MPER Seguenzen miteinander

Des Weiteren wurden die drei auffalligen MPER-Sequenzen aus den Sequenzen
der ECs, die positiv fur Glykosylierungen waren, weiter untersucht. Deren Env-

Sequenzen entsprechen:

KC595175
MRVKGIRKNYQHLWRWGAMLLGLLMICSATDKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWA
THACVPTDPNPQEVGLENVTEDFNMWKNNMVEQMQEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTDLKNATDT
NSSTTEGGEMKNCSFNITTNIRDKVKKEYALFYKLDVVPIDNDDNSSYRLISCNTSVITQACPKVSFEPIPIH
YCAPAGFAILKCKDKKFSGKGQCKNVSTIQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFTDNAKTIIVQLN
ESIEINCTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGQIIGEIRQAHCNLSRARWENTLKQIATKLREQFKNKTIVENHSS
GGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNSTKLFNSTWDSNSTWNGTEGSNNTGGNDTLTLPCRIKQINMWQEVGK
AMYAPPIRGQIRCSSNITGLLLTRDGGNSSNETETFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPLGVAPTKAK
RRVVQREKRAVGIGAVFLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGI
KQLQARVLAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNVSWSNKSLNEIWDNMTWMQWEKEINNYTSLIY
TLIEESONQQEKNEQELLELDKWASLWTWFDITNWLWYIKIFIMVVGGLVGLRIVFTVLSIVNRVRQGYSPL
SFQTRLPTQRGPDRPEGIEEEGGERDRDRSGRLVGGFLALFWDDLWSLCLFSYRRLRDLLLIVTRIVELLG
RRGWEVLKYWWNLLQYWSQELKNSAVSLLNATAIAVAEGTDRVIEVLQRAYRAILHIPTRIRQGLERALL
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KC595194
MRVKGIRKNYQHLWRWGTMLLGLLMICSAAEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDTEVHNVWA
THACVPTDPNPQEVVLGNVTENFNMWKNNMVEQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTDWKNATN
TTTTNTTATNITGSSGKMWEKGEIKNCSFNVTTNIRDKIQREYGLFYKLDVVPIGNSNSSYRLINCNTSVITQ
ACPKVSFDPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEIVIRSAN
FTDNAKTIIVQLKEPITINCTRPSNNTRRSIHIGPGRAFYATEAITGDIRQAYCTLNGTKWNNTLQQIATKLRA
QLSNITTIVFNRSSGGDPEIVMHSFNCGGEFFYCNSTQLFNSVWKANSTWNSTEGSNNNAGNITLPCRIKQ
IINMWQEVGKAMYAPPIRGQISCSSNITGLLLTRDGGNITNGTEIFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPL
GIAPTKAKRRVVQREKRAVGIGAMFLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQHHL
LOLTVWGIKQLQARVLAVERYLKDQQLLGMWGCSGKLICTTTVPWNASWSNKSLNSIWDNMTWMEWEK
EINNYTGLIYTLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFENITEWLWYIKIFIMIVGGLVGLRIVFTVLSIVNR
VRQGYSPLSFQTHLPAPRGPDRPEGIGEEGGEGDRAKSSQLVGGFLALFWVDLRDLCLFSYHRLRDLLLI
VTRIVELLGRRGWEVLKYWWNLLQYWSQELKNSAISLLNATAIAVAEGTDRVIELVRRACRAILHIPTRIRQ
GLERALL

KC595197
MRVKGIMKNCQHLWRWGITLLGILMICSATEKLWVTVYYGVPVWKEATTTLFCASDAKAYDKEVHNVWAT
HACVPTDPNPQEVVLENVTEDFNVWKNDMVEQMHEDIISLWDQSLKPCVKLTPLCVTLNCTDYYNNATNA
NSSSVEKGEIQNCSFNITTNIKDKVQKTYALFYKLDVVPIDNASSYRLISCNTSVLTQACPKVSFEPIPIHFCA
PAGFAILKCRDTKFNGKGTCKNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSDNFTNNARTIIVQLEQS
VKINCTRPNNNTRKSIHIGPGKAFYAAREIIGDIRQAFCTINRTEWNNTLGQIVKKLREQFGNKTIIFNSSSGG
DPEIVMHSFNCGGEFFYCNTTQLFNSTWNSTTRNDTEGNITLPCRIKQINMWQEVGKAMYAPPISGQISC
SSNITGILLTRDGGNTNGNNTETFRPGGGDMRDNWRSELYKYKVVKIEPLGIAPTRAKRRVVQKEKRAVGI
GAVFLGFLGAAGSTMGAASMTLTVQARLLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVLAVERY
LODQQRLGIWGCSGKLICTTAVPWNTSWSNKSLKAIWDNMTWMQWEKEISNYTGLIYTLIEESQNQQEKN
EQELLELDKWESLWNWFNITNWLWYIKIFIMIVGGLVGLRIILAVLSIVNRVRKGYSPLSFQTHLPTPRGPDR
PEGTEEEGGERDRDRSERLVTGLLPLIWDDLRSLCLSSYHRLRDLILIVTRIVELLGRRGWEVLKYWWTLL
QYWSQELKNSAVSSFDAIAIAVAGGTDRIIEGLQRICRALLHIPVRIRQGLERALL

Die interessanten Regionen fur jede Env-Sequenz wurden auf Referenzlange
verkirzt und waren fur KC595175 LDKwDSLWSWFNITNWLWYIK, fur KC595194
LDKWASLWNWFNITEWLWYIK und fur KC595197 LDKWESLWNWFNITNWLWYIK. Versucht
man einen Vergleich zu ziehen zwischen den drei Sequenzen mit Glykosylierung
und den 57 Sequenzen ohne Glykosylierung, so kann man nach Anwendung des
Fisher's exact test eine entsprechende Wahrscheinlichkeitstheorie aufstellen. Es
ergibt sich primar ein Zusammenhang zwischen der N-Glykosylierung und der
Entstehung eines EC (p = 0,0062). Leider liegt die Sensitivitat beim Vergleich der
Daten nur bei 5% und die Spezifitat bei 79%. Nach den Ergebnissen besteht eine
ca. 60%ige Wahrscheinlichkeit, falls man keine Glykosylierung in der MPER-
Region aufweist, ein Progressor zu werden.
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4.8. Vergleich der Glykosylierungsdichten zwischen ECs und Progressoren

entlang der Aminosaurepositionen

Bisher wurde die Glykosylierungsdichte in einzelnen Regionen (V1V2, V3,
CD4bs, MPER) betrachtet. Im Folgenden soll die Glykosylierungsdichte in Bezug
auf einzelne Aminosaurepositionen des Env-Proteins untersucht werden. Dazu
wurden mit Hilfe des Glykosylierungs-Tools (s. Methodenteil) die relative
Haufigkeit der Glykosylierung in jeder einzelnen Aminosaureposition des
gemeinsamen Blasts von den Sequenzen von ECs und Progressoren bestimmt
und fur die beiden Gruppen angegeben (Abb. 4.8a und b). Man erkennt, dass in
bestimmten Positionen in nahezu 100% der untersuchten Sequenzen eine PNG
auftritt, wahrend in anderen Positionen in einem geringeren Anteil PNGs
auftreten. Es fallt auf, dass insbesondere das gp120 von Env (Blast-Position 1-
600) sowohl bei ECs als auch bei Progressoren sehr stark glykosyliert ist,
wahrend des gp41-Protein deutlich weniger PNGs aufweist. In der Abbildung sind
auch PNGs innerhalb der zytoplasmatischen Doméane von gp41l zu erkennen.
Diese werden in vivo jedoch nicht glykosyliert, weil sie im intrazellularen Bereich
des Proteins liegen. Um zu untersuchen, ob es Unterschiede in der PNG in den
einzelnen aa-Positionen zwischen ECs und Progressoren (NP) gibt, wurde die
Differenz der PNG-Haufigkeit (PNGec-PNGnp) ermittelt (Abb. 4.8c). Man erkennt,
dass es Unterschiede in der PNG zwischen ECs und Progressoren gibt
(andernfalls gabe es keine Balken in Abb. 4.8c). Man erkennt auch, dass in
Abhangigkeit von der Position ECs mal mehr PNG-sites und mal weniger als
Progressoren besitzen. Die grof3ten Unterschiede treten dabei in den Regionen
V1V2 und CD4bs auf. Auch die Hypoglykosylierung in der MPER-Region bei ECs
ist in Abb. 4.8c deutlich zu erkennen (hervorgehoben durch Pfeil).

Speziell werden drei der vier Regionen hier hervorgehoben. Man erkennt in der
V1V2 Region der Abbildung 4.8c eine insgesamt positiv ausgerichtete
Glykosylierungsdifferenz der gesamten PNGs. Die positive Differenz der
Glykosylierungen der ECs Uberwiegen in dieser Region. Das gleiche erkennt
man auch in der Region CD4bs. Hier sind deutlich positive
Glykosylierungsdifferenzen zu erkennen, d.h. der Gewinn durch die Differenz der

absoluten Zahlen der PNGs der ECs in diesem Bereich ist grof3er als der der
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Progressoren. Bei der Region MPER erkennt man einen Verlust fir die ECs in
der negativen Glykosylierungsdichte. Hier weisen prozentual gesehen ECs

geringere PNGs auf als Progressoren.
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Abbildung 4.8: Glykosylierungsdichte in relativen Zahlen mit Aminosdureposition im alignment bei ECs und

Progressoren. Unten erkennt man die bildmorphologische Differenz der beiden oberen Abbildungen mit ,,Gewinnen

und Verlusten®”.
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4.9. Glycan Shield Mapping — Vergleich der Progressoren und ECs

Durch das Tool (s. Methodenteil) konnten Ergebnisse uber die Glycan hole area
sowie den fehlenden PNGs gewonnen werden. Beide Gruppen der zu
untersuchenden Sequenzen (Progressoren und ECs), wurden auf diese
Parameter statistisch verglichen. Das Gebiet am Env, an dem Glykanen (Glycan
hole area) fehlen, ergibt keinen statistischen Unterschied zwischen ECs und
Progressoren (p = 0,2046; p < 0,05). Progressoren haben gré3ere Areale dieses
Gebiets im Vergleich zu ECs. Hieraus konnte man schlieRen, dass das
Glykosylierungsnetz der Elite Controller dichter ist oder weniger freien Raum hat
als bei den Progressoren. Hingegen zeigt sich ein deutlicher statistischer
Unterschied bei den fehlenden Glykosylierungsstellen (absent PNGS) zwischen
den beiden Parteien (p = 0,028; p < 0,05). Es scheint hier, als hatten ECs jedoch
insgesamt weniger ausbleibende Glykosylierungsstellen als Progressoren.

Man kénnte aus diesen Ergebnissen schliel3en, dass ECs ein dichteres Netz an
Glykosylierungen aufweisen und weniger Glykosylierungen fehlen als bei
Progressoren. Hinsichtlich der Literatur aus Wagh et al. wirden die zu
untersuchten ECs, neutralisierende Antikérper aufweisen mit einer viel grél3eren
Breite als die der Progressoren. Man muss bedenken, dass bei diesem Tool
fehlende Glykosylierungen in hypervariablen Regionen nicht in der Analyse
berticksichtigt wurden, da eine hohe strukturelle Flexibilitdt mit
Neusequenzierung und Langenvariationen der Sequenz in diesen Regionen die
Analyse durcheinanderbringen kdnnen.

Aus den Ergebnissen erkennt man, dass Elite Controller breiter aufgestellt
neutralisierende Antikorper aufweisen, die womdglich auch zur Kontrolle der
Viruslast beitragen und sich negativ auf die virale Fitness auswirken. Ebenso
fuhren schwer glykosylierte Proteine zu einer besseren Antwort von
neutralisierenden Antikdrpern bedingt durch eine effektivere Prasentation dieser

durch dendritische Zellen (Oligomannose Bindung) (Behrens und Crispin 2017).
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Abbildung 4.9: A. Vergleich der fehlenden Glykosylierungen bei ECs und Progressoren. Es ergibt sich ein statistisch
signifikanter Unterschied. Progressoren weisen mehr fehlende PNGs auf. B. Vergleich des freien/leeren Gebietes der
Glykosylierungsliicke zwischen ECs und Progressoren. Ein statistisch signifikanter Unterschied ergibt sich nicht. Aus
diesem Blickwinkel betrachtet, haben Progressoren ein gréReres Areal an Glykosylierungsliicken als ECs. C. Beispiel
eines Env-Proteins eines EC nach dem Tool (Glycan Shield Mapping) der Los Alamos database. Fehlende

Glykosyilierungsstellen sind nicht nachzuweisen.

61



5. Diskussion

Hinsichtlich des Einflusses von Glykosylierungen in der Krankheitsprogression
der HIV-Erkrankung schélen sich zwei Hypothesen aus den Ergebnissen heraus.
Elite Controller, ein Bruchteil der HIV-positiven Population, kdnnen selbst in
Abwesenheit antiretroviraler Therapie ihre Viruslast unter 50 Kopien/ml
kontrollieren und supprimieren (Morley et al. 2019). Hierzu als Beispiel diente die
Patientin aus dem Universitatsklinikum Wiurzburg. Diese schaffte es frih nach
der Primarinfektion ihre Viruslast zu kontrollieren. Ihr HLA Typ B57 begunstigt,
wie bei den meisten ECs, eine langsame Krankheitsprogression. Ein
Neutralisationstest ergab keine signifikante Neutralisation (IC50 < 50), da ihr
gp120 (Env) und gp41 (Env) seit 2005 bzw. 2004 nicht mehr nachweisbar sind.
Jedenfalls erkennt man deutliche Fluktuationen bis 2004/05 in verschiedenen
Proteinbanden (gp120, 41; p68, 52, 40, 34, 18) im Westerblot, als Hinweis auf
eine doch standige Immunreaktivierung, die jedoch letztlich, bis auf gp160, p55
und p25, aufhort. Dies konnte Uber die Jahre eine Art ,Elimination® des HI-Virus
durch den eigenen Organismus oder das Immunsystem bedeuten.

Bezlglich der Hypothese 1 stitzt sich diese darauf, dass ECs generell weniger
Glykosylierungen aufweisen als Progressoren (Abb. 4.5). Das gp120 Monomer
besitzt funf konstante Regionen (C1-5) sowie funf variable Regionen (V1-5).
Zudem ist gp120 schwer glykosyliert mit einer Glykosylierungsmasse, die zum
Teil 50% der Gesamtmasse des Monomers aufbringt (Wang et al. 2013). Nach
unseren Daten weisen die Regionen CD4bs (Teil von gp120) und MPER einen
statistisch signifikanten Unterschied in der Glykosylierungsdichte gegeniber den
Progressoren (Abb. 4.4/4.5) auf. Ebenso zeigen sich deutliche Unterschiede vor
allem in der MPER-Region im Substraktions-Balkendiagramm, aus dem
resultiert, dass die HI-Viren der ECs im Bereich MPER und z. T. CD4bs
hypoglykosyliert sind im Vergleich zu den Progressoren. Aus den Ergebnissen
lasst sich ableiten, dass es einen Einfluss der Glykosylierung auf den Status
eines HIV-Infizierten (Progressor oder Elite Controller) und dessen
Krankheitsprogression gibt. Dies kann durch mehrere Argumente auch gefestigt
werden. Erstens, der Escape Mechanismus ist assoziiert mit einer Zunahme der

Env-Lange als auch mit der Glykosylierungsdichte (van Gils et al. 2010; Bunnik
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et al. 2010). In unseren Ergebnissen weisen Progressoren eine hohere
Glykosylierungsdichte auf, sodass von einem erfolgreichen Escape
Mechanismus/Mutation des Virus auszugehen ist und somit eine hdhere virale
Fitness zu verzeichnen ist (van Gils et al. 2010). Der Selektionsdruck, den das
HI-Virus wahrend der Primarinfektion durch autologe Antikorper erfahrt, treibt die
Evolution der HIV Env-Sequenz an (Silver et al. 2019). Insbesondere zahlt hierzu
die CD4bs, die sich unter dem Selektionsdruck einer Konformationsanderung
unterzieht, sodass Glykosylierungen zuganglich werden, die vorher verhllt
waren. In diese Region kdnnen dann breitneutralisierende Antikorper speziell
gegen diese Region anbinden und neutralisieren, was auch zu einer
Viruskontrolle fahrt (Silver et al. 2019). Zudem zeigen Studien, dass die
kinstliche Entnahme von Glykosylierungen aus dem Env-Protein mit einer
Zunahme der Neutralisation einhergeht und somit eine bessere Kontrolle der
Viramie entsteht (Mayr und Zolla-Pazner 2015). Ein weiterer Hinweis darauf,
dass Glykosylierungen den Krankheitsverlauf beeinflussen, wére die Tatsache,
dass Virusvarianten mit geringeren PNGs einfacher fur
glykosylierungsabhangige, breit neutralisierende Antikdrper sind, so dass auch
hier eine bessere Viruskontrolle entstehen kann. Hinzufiigend weichen die
Ergebnisse der Abb. 4.9 von dieser Hypothese ab. ECs haben hier weniger
fehlende PNGs als Progressoren und weisen auch weniger leeres Areal der
Glykosylierungslicken auf. Nach unserer Hypothese misste es genau
andersherum sein. Limitiert ist dieses Tool durch eine Herangehensweise, die
auf Wahrscheinlichkeit beruht und die Glykosylierung in den variablen Regionen
nicht bertcksichtigt. Die Ergebnisse aus diesem Tool deuten darauf hin, dass
neutralisierende Antikorper von ECs eine grol3ere Breite aufweisen oder eine
breitere Antwort als die der Progressoren. Ein Anhaltspunkt jedoch, der sich mit
den bisherigen Ergebnissen nicht nachvollziehen l&sst.

Hypothese 2 stitzt sich auf das Glycan-Shield-Mapping tool. Demnach kénnten
ECs weniger Glykosysylierungslicken und somit ein dichteres Netz an
Zuckerresten aufweisen als normale Progressoren. Wenn schon
Glykosylierungen an der Oberflache des Env-Proteins ungefahr 50% des

Gesamtgewichts des Proteins ausmachen, gabe es mehr Angriffsstellen fur das
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Immunsystem. Nach Jan et al. 2019 gibt es ein sogenanntes C-typ Lectin typ 2
(DC-SIGN), das an Fucose- und Mannose-Zuckerresten (Glykanen) von Viren
bindet. Dieser dient als eine Art Rezeptor, den das angeborene Immunsystem
zur Prasentation der T-Zellen verwendet. Dies veranschaulicht die Wichtigkeit
des Immunsystems, mit dem das Virus degradiert wird und in Schach gehalten
werden kann, sodass auch hier eine Viruskontrolle wie bei ECs entstehen kann.
Voraussetzung fir diese Art der Elimination ist eine hohe Konzentration an
Glykanen vom Mannose-Typ. Diese Art von HI-Viren wird sehr effizient gefangen
und degradieren auch sehr schnell, sodass eine Ubertragung an CD4-Zellen zur
Transmission sehr gering ist. Diese Hypothese wird ebenfalls unterstitzt von der
Aussage, dass LNTPs  Dbreitere und potentere neutralisierende
Antikdrperantworten haben als Progressoren® (Bunnik et al. 2010). Somit kdnnte
doch das dichtere Netz an Glykanen bei ECs eine wichtige Rolle spielen in der
Prasentation an das humorale Immunsystem und damit verbunden einer
starkeren Immunantwort, der das Virus nicht entweichen kann und zur Kontrolle

gezwungen wird.

6. Fazit/Ausblick

Zwei Hypothesen stitzen mit verschiedenen Gewichtungen die Wichtigkeit von

Glykosylierungen am Env-Protein fur die Krankheitsprogression und
Viruskontrolle. In Anbetracht der Tatsache, dass das Tool, das zur Detektion von
Glykosylierungsliucken dient, sehr auf Wahrscheinlichkeit beruht und keine
tatsachlichen Aussagen Uber Glykosylierungsliicken macht, sollte dieses eher
mit Vorsicht betrachtet werden. Praferiert wird somit Hypothese 1, dass Elite
Controller generell hypoglykosyliert im Vergleich zu Progressoren sind.
Unterstutzt wird diese Aussage dadurch, dass gewisse Glykosylierungen
vonnoten sind, um die Env-Funktion aufrecht zu erhalten (Lumngwena et al.
2019). Ebenso zeigen die Ergebnisse, dass die Region CD4bs und MPER einen
signifikanten Unterschied in der Glykosylierung aufweisen und interessante
Regionen fur weitere Forschung sind. Abbildung 4.8 C macht nochmals deutlich,
dass sich ECs mit HI-Viren infizieren, die vor allem in der MPER Region

hypoglykosyliert sind. Verdeutlicht wird das auch, dass breitneutralisierende
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Antikdrper an Regionen besser angreifen kdnnen, die hypoglykosyliert sind
(Silver et al. 2019). Durch den selektiven Druck, den das HI-Virus erfahrt, kommt
es zu Glykosylierungen, um dem Immunsystem zu entweichen. Hierzu kdénnten
Hyperglykosylierungen an bestimmten Regionen (V1/2, Glycan V3) die virale
Fitness reduzieren, da es zum Beispiel weniger affin gegeniber CD4-Rezeptoren
wird und somit die Viruskontrolle steigt. Unsere Ergebnisse zusammen mit dem
Fallbeispiel der Elite Controllerin verdeutlichen, dass ein gunstiger HLA-Typ als
auch eine gunstige Glykosylierung des Virus benétigt wird. Mehrere Theorien
(Wang et al. 2013; Morley et al. 2019; Bunnik et al. 2010) basieren darauf, dass
sich das Fenster zum Elite Controller und somit zum Krankheitsverlauf sehr
schnell bei der Priméarinfektion schlief3t, da der Selektionsdruck zu Escape-
Glykosylierungen entweder die virale Fitness verstarkt oder zu einer schlechteren
Immunkontrolle fahrt. Hier wird auch die Wichtigkeit des Immunsystems wahrend
der Primarinfektion deutlich. Insbesondere die humorale Immunitat als auch der
genetische Hintergrund (HLA) sind Ausdruck, dass ECs eher eine Konsequenz
der Immunsurveillance sind (Bunnik et al. 2010).

Insgesamt wurde gezeigt, dass sowohl Glykosylierungen als auch das
Immunsystem den Krankheitsverlauf beeinflussen kdnnen, vor allem in der
frihen Phase der Infektion. In diesem Zusammenhang wére die Entwicklung von
Vakzinen, die Glykan-Peptide an der Oberflache des Env-Proteins erkennen und
eliminieren oder die T-Zell Antwort verstarken von grol3er Bedeutung fur weitere
Forschungen. Die Beobachtungen dieser Arbeit machen deutlich, wie viele
Faktoren zur Therapie der HIV-Erkrankung beitragen. Sicherlich gibt es nicht die
eine Losung, sondern diese wird viel mehr multi-, statt unifaktoriell sein.

Umso wichtiger ist es, so frih wie mdglich zu therapieren, im Sinne von so frih
wie moglich testen. Insbesondere Risikopopulationen sollten sich regelmafig
einem Routinescreen unterziehen, um das wichtige Fenster kurz nach Infektion

(window of opportunity) nicht zu verpassen.
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7. Zusammenfassung

7.1. Einleitung
N-Glykosylierungen spielen beim Env-Gen eine wichtige Rolle. Sie dienen nicht

nur als ,Escape-Phanomen® zur Verhinderung einer Elimination des Virus durch
neutralisierende Antikdrper. Es hat sich gezeigt, dass bestimmte Menschen sich
mit HIV infizieren kénnen, aber es zu keinem Zeitpunkt zu AIDS-typischen
Symptomen kommt, ohne die Einnahme antiretroviraler Therapie (ART). Solche
Menschen werden als Elite Controller bezeichnet. Ihr Organismus kann selbst
die Viruslast in sehr geringen Grenzen halten (< 50 Kopien/ml). Ziel dieser Arbeit
ist es, den Einfluss von N-Glykosylierungen in der Entstehung von Elite Controller
zu untersuchen und prozentuell eine Tendenz zu schaffen, inwieweit die
Glykosylierungsdichte des Env-Proteins entscheidend ist. Hierzu wird eine
Patientin aus dem Universitatsklinikum Wdirzburg als Einleitungsbeispiel
vorgefihrt, die mit HIV infiziert ist, bei der aber keine Viruslast mehr nachweisbar

ist, ohne dass sie jemals eine ART eingenommen hatte.

7.2. Material und Methoden

Primar werden schematisch die laborchemischen Ergebnisse der Patientin in
zeitlicher Relevanz aufgezeigt. Hierzu zahlen die Ergebnisse der Westernblots,
HIV-Suchteste, HIV-Line-Immunoassays, HIV-RTPCRs des Plasmas, der
Leukozyten, der Lymphozyten und der CD4- und CD8-Zellen. Hinzugenommen
wird die CD4/CD8-Quotient als auch die HLA Typisierung. Im Anschluss erfolgt
die Auswertung von 60 Env-Sequenzen von Elite Controller und 101 Env-
Sequenzen von jeweiligen  Verdffentlichungen. Hierbei wird die
Glykosylierungsdichte der V1V2, Glykan V3, CD4bs und MPER Region jeder
Sequenz errechnet. Diese werden, via statistischen Methoden nach Prifung der
Normalverteilung, zwischen den Regionen der ECs und der Progressoren
verglichen und die Ergebnisse auf statistische Relevanz gepruift. Zuletzt werden
die Positionen der jeweiligen Glykosylierungen im alignment gefunden und die
Differenzen zwischen ECs und Progressoren in einem Substraktions-

Balkendiagramm dargestellt.
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7.3. Ergebnisse und Diskussion

Es zeigt sich, dass die Auswertung der Patientendaten einen HLA Typ B27
aufweist, der laut Studien die Entstehung eines Elite Controller begunstigt.
Zudem weist diese Patientin eine geringe Neutralisierung auf, was fur eine
entsprechende ,Elimination/Auswaschung“ ihres Virus spricht. Interessant ist,
dass die Immunantwort der Patientin Uber den Beobachtungszeitraum hinweg
nicht konstant ist, sondern fluktuiert. Es ist offen, ob dieses Phdnomen durch
Schwankungen des Immunsystems hervorgerufen wird oder ob es auf eine
geringe Hintergrundreplikation des Virus hindeuten kénnte.

Des Weiteren zeigt der Vergleich der ECs und Progressoren einen signifikanten
Unterschied der Glykosylierung in der MPER und CD4bs Region als auch
Regionen, die generell bei ECs hyper- oder hypoglykosyliert sind (Abb. 4.8 C).
Ein Tool zur Auswertung von Glykosylierungslicken ergab einen diskrepanten
Ansatz zu den bisherigen Theorien. Nichtsdestotrotz wurden zwei Hypothesen
entwickelt, die Glykosylierungen/Glykane im Einfluss der Krankheitsprogression
bewerten. Letztlich sind fir die Kontrolle der Viruslast und einen gunstigen
Krankheitsverlauf ein hypoglykosyliertes HI-Virus, ein HLA-Typ B57 als auch eine
starke Immunantwort vonnéten. Alles in allem spielen diese Faktoren wahrend
der Primarinfektion eine wichtige Rolle, damit das ,window of opportunity“ nicht

verpasst wird.
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8.2. Abbildungsverzeichnis/Bildrechte

Abbildung 1.1: Struktur von HIV-1; mit schriftlicher Genehmigung des ABW Wissenschaftsverlags (Harrisons Innere
Medizin 2016; Teil 8, Die HIV-Erkrankung: AIDS und verwandte Krankheitshilder; Abb. 226-2 B; ISBN: 9783940615503)

Abbildung 1.2: Infektionen der einzelnen HIV-1 Subtypen in Korrelation zur Gesamtzahl der HIV-1 Infizierten zwischen
2004 und 2007 in relativen Zahlen, modifiziert (Hemelaar, Joris; Gouws, Eleanor; Ghys, Peter D.; Osmanov, Saladin
(2011): Global trends in molecular epidemiology of HIV-1 during 2000-2007. In: AIDS (London, England) 25 (5), S. 679—
689. DOI: 10.1097/QAD.0b013e328342ff93)

Abbildung 1.7: Vergleich Elite Controller vs Post-treatment Controller; mit freundlicher Genehmigung der Arbeitsgruppe

Scheller des Instituts fir Virologie und Immunologie, Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg
Abbildung 1.7.9: Env-Protein mit Bindungsstellen fur neutralisierende Antikorper; mit schriftlicher Genehmigung des ABW
Wissenschaftsverlags (Harrisons Innere Medizin 2016; Teil 8, Die HIV-Erkrankung: AIDS und verwandte Krankheitsbilder;

Abb. 226-28; ISBN: 9783940615503)

Abbildung 3.3: HXB2 Gen mit Proteindoméanen der einzelnen zu untersuchten Regionen, mit freundlicher Genehmigung

der Arbeitsgruppe Scheller des Instituts fur Virologie und Immunologie, Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

Abbildung 4.1a: Zeitliche Verlaufsgrafik der Ergebnisse immunologischer Untersuchungen des Fallbeispiels; nach eigener
Erstellung mittels GraphPad PRISM ©

Abbildung 4.1b: Abbildung 4.1b: Darstellung des Westernblots mit zeitlichem Verlauf der einzelnen Banden (A-C). Nach
eigener Erstellung mittels GraphPad PRISM ©

Abbildung 4.1c: Darstellung des Westernblots mit zeitlichem Verlauf der einzelnen Banden (D-G). Nach eigener Erstellung
mittels GraphPad PRISM ©

Abbildung 4.1d: Darstellung des Westernblots mit zeitlichem Verlauf der einzelnen Banden (H-J). Nach eigener Erstellung
mittels GraphPad PRISM ©

Abbildung 4.1e: Darstellung der absoluten CD4-Zellzahl und CD4/CD8-Quotienten im zeitlichen Verlauf der Patientin (K-
L). Nach eigener Erstellung mittels GraphPad PRISM ©

Abbildung 4.1.2: Neutralisationstest des Fallbeispiels. Nach eigener Erstellung mittels GraphPad PRISM ©

Abbildung 4.2: Vergleich der Glykosylierungsdichte zwischen HIV-Patienten mit normaler Krankheitsprogression (HIV-1)
und von Elite Controller (HIV-1 ECs) der Bindungsregion V1V2. Nach eigener Erstellung mittels GraphPad PRISM ©

Abbildung 4.3: Vergleich der Glykosylierungsdichte zwischen HIV-Patienten mit normaler Krankheitsprogression (HIV-1)
und von Elite Controller (HIV-1 ECs) der Bindungsregion V3. Nach eigener Erstellung mittels GraphPad PRISM ©

Abbildung 4.4: Vergleich der Glykosylierungsdichte zwischen HIV-Patienten mit normaler Krankheitsprogression (HIV-1)
und von Elite Controller (HIV-1 ECs) der Bindungsregion CD4. Nach eigener Erstellung mittels GraphPad PRISM ©

Abbildung 4.5: Vergleich der Glykosylierungsdichte zwischen HIV-Patienten mit normaler Krankheitsprogression (HIV-1)
und von Elite Controller (HIV-1 ECs) der Bindungsregion MPER. Nach eigener Erstellung mittels GraphPad PRISM ©
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Abbildung 4.5: Vergleich der Glykosylierungsdichte zwischen HIV-Patienten mit normaler Krankheitsprogression (HIV-1)
und von Elite Controller (HIV-1 ECs) des gesamten ENVs. Nach eigener Erstellung mittels GraphPad PRISM ©

Abbildung 4.8: Glykosilierungsidchte in relativen Zahlen mit Aminoséaureposition im alignment bei Elite Controller und

Progressoren. Nach eigener Erstellung mittels GraphPad PRISM ©

Abbildung 4.9 A: Vergleich der fehelenden Glykosylierungen bei Elite Controller und Progressoren. Nach eigener
Erstellung mittels GraphPad PRISM ©

Abbildung 4.9 B: Vergleich des freien/leeren Gebietes der Glykosylierungslicke zwischen Elite Controller und

Progressoren. Nach eigener Erstellung mittels GraphPad PRISM ©
Abbildung 4.9 C: Beispiel eines Env-Proteins eines Elite Controller nach dem Tool (Glycan Shield Mapping) der Los

Alamos database. Aus dem Tool ,Glycan Shield Mapping* der Los Alamos database, © Copyright Triad National Security,
LLC. All Rights Reserved
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