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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Entdeckung und Herkunft von HIV

Im Jahre 1981 wurde erstmalig in New York City und Kalifornien von ungewdhnlichen
vermehrten Krankheitsfallen berichtet. Es handelte sich um homosexuelle Mé&nner, die an
Lungenentziindungen (Pneumocystis carinii) in Kombination mit anderen lebensbedrohlichen
opportunistischen Erkrankungen und der selten auftretenden malignen Tumorart Kaposi-
Sarkom erkrankten (1). Diese Krankheitssymptome wurden spater aufgrund eines ge-
schwéchten Immunsystems als erworbenes Immundefektsyndrom (acquired immuno-
deficiency syndrome, AIDS) zusammengefasst (1). Das verursachende Retrovirus wurde
1983 von den Wissenschaftlern Luc Montagnier, Francoise Barré-Sinoussi und Robert Gallo
aus den Lymphknoten von AIDS-Patienten isoliert und als lymphadenopathy associated virus
(LAV) oder zunéachst auch als humanes T-lymphotropes Virus 3 (HTLV-IIl) bezeichnet (2).
1986 wurde das Virus vom Internationalen Komitee fur Virus-Taxonomie als HIV (human
immundeficiency virus, humanes Immundefizienzvirus) benannt (3). Im gleichen Jahr wurde
aus westafrikanischen AIDS-Patienten ein weiterer HIV-Typ isoliert, der als HIV-2 bezeichnet
wurde. Demnach wurde der zuerst entdeckte HIV-Typ als HIV-1 benannt. Trotz der
ahnlichen Genomorganisation und Transmissionswege der beiden HIV-Typen, spielen HIV-
2-Infektionen in der HIV-Epidemie eine untergeordnete Rolle, da sie vorwiegend auf West-
Afrika begrenzt sind (4). Dagegen breitete sich HIV-1 pandemisch aus und ist das
atiologische Agens fiir AIDS (4). Der Erreger kann Uber Korperfliissigkeiten wie Blut, Mutter-
milch, Scheidensekret und Sperma ubertragen werden (5, 6).

Der Ursprung von HIV-1 geht auf West- und Zentralafrika zurtick. Nach dem derzeitigen
Kenntnisstand geht man davon aus, dass die Immunschwacheviren der Affen (simian
immunodeficiency virus, SIV) durch die Jagd und den Verzehr von nicht-humanen Primaten,
in den frGhen 1900er Jahren durch unabhéngige zoonotische Transmissionen auf den
Menschen Ubertragen wurden (7, 8). Durch vier unabhéngige Transmissionsereignisse sind
innerhalb der menschlichen Population vier genetische Gruppen von HIV-1 entstanden: M,
N, O und P, deren Ursprung in Kamerun liegen (9). Die HIV-1 Gruppen M und N stammen
direkt aber unabhangig von SIVcpz aus dem Schimpansen Pan troglodytes troglodytes ab.
Die HIV-1 Gruppe O und die neu entdeckte Gruppe P gingen aus SlVgor aus Gorillas
(Gorilla gorilla gorilla) hervor (10). HIV-2 ist dagegen phylogenetisch eng verwandt mit

SIVsm der Rauchmangaben (Cerocebus atys) (7).
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1.2 Morphologie und Genomstruktur von HIV-1

HIV-1 ist morphologisch ein spherisch geformtes und membranumhilltes Virus mit einem
Durchmesser von ca. 100-120 nm, das zwei Molekille einzelstrangiger RNA als Genom
enthalt (11, 12). Da das RNA-Genom in DNA revers transkribiert wird, gehért HIV-1 zur
Familie der Retroviren und wird dem Genus der Lentiviren zugeordnet (13). Das RNA-
Genom von HIV-1 ist ca. 10 Kilobasen (kb) groR und wird an beiden Enden von LTR-
Elementen (long terminal repeat) flankiert (12, 13). Essentiell fur den Aufbau des retroviralen
Partikels sind die viralen Strukturproteine, die von den Genomregionen gag (group-specific
antigen) und env (envelope) kodiert werden sowie die viralen Enzyme, die in der pol
(polymerase)-Genomregion kodiert sind (14). Die Morphologie und die Genomstruktur von
HIV-1 sind in Abbildung 1 schematisch dargestellt.

Der gag-Genombereich kodiert die Matrixproteine (MA) pl17, das Capsidprotein (CA) p24,
das Nukleocapsid (NC) p7 und die Linkproteine (LI) p6, die aus dem myristoylierten
Vorlauferprotein p55 durch proteolytische Spaltungen der viralen Protease hervorgehen (15).
Die Matrixproteine p17 bilden die symmetrisch aufgebaute duf3ere Matrix, die sich unter der
Virushille befindet und das innere konische Capsid wird aus den Capsidproteinen p24
gebildet (12). Darin enthalten sind das virale RNA-Genom und Enzyme, die mit den
Nukleocapsidproteinen p7 einen Komplex bilden kénnen.

Die Genomregion pol kodiert die viralen Enzyme Protease (PR, p12), Reverse Transkriptase
mit RNase H (RT/RH, p51/15) und Integrase (INT, p31) (12, 15). Diese Enzyme werden als
Gag-Pol Vorlaufer-Polyprotein durch eine ribosomale Leserasterverschiebung (Frameshift)
am 3’ Ende von Gag generiert und in funktionale Enzyme durch die Protease prozessiert
(16). Die Reverse Transkriptase schreibt das virale RNA-Genom in DNA um, wobei durch die
integrale RNase H-Aktivitdt der Reversen Transkriptase die RNA des RNA-DNA-Hybrides
abgebaut wird (13, 17). Die generierte doppelstrangige DNA-Kopie wird anschlieRend von
der Integrase in das Wirtsgenom integriert und wird dann als Provirus bezeichnet (18, 19).
Die env-Genomregion kodiert die HUll-Glykoproteine, die sich aus einer Ectodoméane gp120
(SU) und einer transmembranen Doméane gp41 (TM) zusammensetzen (15). Die Domanen
werden proteolytisch aus dem generierten Vorlauferprotein gpl160 prozessiert und werden
als Trimere an die Hiullmembran transportiert (12). Sie sind verantwortlich fur die rezeptor-
vermittelte Fusion von viraler und zellularer Membranen, um eine Infektion auszulésen (12,
20, 21).

Das HIV-1 RNA-Genom kodiert zudem mehrere regulatorische und akzessorische Proteine.
Die regulatorischen Proteine Tat (transactivator of transcription) und Rev (regulator of
expression of virion proteins) setzen sich jeweils aus zwei Exons zusammen und sind
essentiell fur die Replikation von HIV (12, 15). Die Proteine Vif (viral infectivity factor), Vpr

(viral protein r) Vpu (viral protein u) und Nef (negative regulatory factor) werden als
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akzessorische Proteine bezeichnet, da sie fur die virale Replikation nicht zwingend
notwendig sind (15). Sie erhdhen die Infektiositat der Viruspartikel und/ oder unterstitzen die
HIV-Freisetzung und -Ubertragung (12).

A
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Abbildung 1: Morphologie und Genomstruktur von Hiv-1

A: Schematischer Aufbau eines HIV-1 Partikels. Hillmembran mit externen (SU, gp120) und transmembranen
(TM, gp4l) Glykoproteinen, Matrixproteine (MA, pl7), konisches Capsid aus Capsidproteinen (CA, p24),
Linkproteine (LI, p6), zwei virale RNA-Genome im Komplex mit Nukleocapsidproteinen (NC, p7) und die Enzyme
Reverse Transkriptase/ RnaseH (RT/RH, p51/15), Protease (PR, p12) und Integrase (INT, p31)

B: Genomstruktur von HIV-1. Das HIV-1 RNA-Genom mit ca. 10 kb kann in drei Leserahmen translatiert
werden. Es wird am 5'- und 3‘-Ende von den LTR-Elementen (long terminal repeat) flankiert. Die Farben der
dargestellten offenen Leserahmen (ORF, open reading frame) entsprechen den Farben der Proteine im HIV-1
Partikel (A). Orange: ORF gag (group specific antigen), Griin: ORF env (envelope), Blau: ORF fiir die Enzyme der
pol (polymerase)-Region, Grau: ORF fur die akzessorischen Gene vif (virion infectivity factor), vpr (viral protein r),
vpu (viral protein u), nef (negative regulatory factor) und fur die regulatorischen Gene tat (transactivator of
transcription) und rev (regulator of expression of virion proteins). Die Exons der ORFs tat (tatl, tat2) und rev
(revl, rev2) sind symbolisch jeweils durch Striche miteinander verbunden.
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1.3 Genetische Diversitat von HIV-1

Zu Beginn einer HIV-Infektion befindet sich im infizierten Organismus eine relativ homogene
virale Population (22). Erst im Verlauf einer typischen HIV-Infektion entwickelt sich ein
breites Spektrum von unterschiedlichen Virusvarianten innerhalb eines Individuums (22). So
kénnen die Nukleotidsequenzen im env-Genombereich innerhalb eines HIV-Infizierten um
mehr als 10 % voneinander abweichen (23). HIV ist demnach eine Quasispezies, die die
Gesamtpopulation von Virusvarianten in einem HIV-Infizierten umfasst (23, 24). Die
Diversitat der Virusvarianten in einer Quasispezies entwickelt sich durch einen natirlichen
Selektionsdruck, der zu einer schnellen Anpassung einer Viruspopulation an den speziellen
immunologischen Aktivitdten des Wirts fuhrt sowie zur Entwicklung von Impfstoffversagen
und Resistenzen gegenulber antiretroviralen Medikamenten (25).

Das Ausmall der Sequenzvarianz von HIV ist dabei abhangig von der untersuchten
Genomregion. Hochkonservierte Genomregionen sind zum Beispiel Teile der LTR-Region,
das aktive Zentrum der Reversen Transkriptase und Integrase sowie das p24 Protein,
wohingegen der env-Genombereich hypervariable Abschnitte tragt (26, 27). Innerhalb eines
HIV-1 Subtyps kénnen sich Aminosauresequenzen im env-Genombereich durchschnittlich
um 17 % und im gag-Genombereich um 8 % voneinander unterscheiden (23). Zwischen
verschiedenen HIV-1 Subtypen, zum Beispiel zwischen Subtyp A und B, kénnen die
Aminosauresequenzen im env-Gen um 20-36 % und im gag-Gen um 15-22 % voneinander
abweichen (23). In der konserviertesten Genomregion pol kann der Aminosauresequenz-
unterschied zwischen den Subtypen 9-11 % betragen (28).

Durch die sehr schnelle und enorme virale Partikelproduktion (10 HIV-1 Viruspartikel/ Tag)
werden Millionen von Virusvarianten in einem infizierten Individuum an einem einzigen Tag
generiert (29). Diese charakteristische genetische Diversitat des HIV-RNA-Genoms wird vor
allem durch die hohe Replikationsrate der fehleranfélligen Reverse Transkriptase verursacht
(24, 30). Aufgrund der fehlenden Korrekturfunktion der Reversen Transkriptase werden sehr
haufig Basensubstitutionen, Rekombinationsereignisse sowie Insertionen und Deletionen
(indels) von Genomabschnitten erzeugt, was zu einem schnellen Anstieg von divergenten
Virusvarianten fiihrt (23). Die Rate fir eine Nukleotid-Substitution betragt etwa 10 pro
Nukleotid pro Replikationszyklus, was ca. einer Nukleotid-Substitution pro Genom wahrend
eines einzigen Replikationszyklus entspricht (31, 32). Charakteristisch fur das Reverse
Transkriptase-Enzym ist die geringe Bindungsaffinitdt zum RNA-Template, weshalb das
intra- und intermolekulare “Springen” der Reversen Transkriptase bei der Genomreplikation
maoglich ist, was auch als ,,Template switching“ bezeichnet wird (33, 34). Schatzungsweise
kénnen 3-12 Template-Wechsel pro Genom pro Replikationszyklus stattfinden (35). Das
intramolekulare Template switching der Reversen Transkriptase auf einem RNA-Molekil

verursacht Mutationen wie Insertionen, Deletionen und Duplikationen von Genomabschnitten
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(34, 35). Da jedes retrovirale Partikel zwei Kopien einzelstrangiger RNA enthdlt, ist das
intermolekulare ,Springen“ der Reversen Transkriptase zwischen den beiden RNA-
Templates moglich (34). Bei einem co-infizierten Individuum, zum Beispiel mit zwei unter-
schiedlichen HIV-1 Subtypen kodnnen im Organismus heterozygote RNA-Virenpartikel
generiert werden (35). Durch das intermolekulare Template switching zwischen mindestens
zwei unterschiedlichen RNA-Genotypen konnen neue rekombinante Virenvarianten
entstehen, die sehr komplex aus mehreren Subtypanteilen aufgebaut sein kénnen (31, 34,
35).

1.4 Genetische Klassifizierung von HIV-1

Wie zuvor beschrieben sind die hohe Fehlerrate und die Rekombinationseigenschaften
verbunden mit einer hohen Replikationsrate der Reversen Transkriptase die Ursache fir die
stark ausgepragte genetische Variabilitat von HIV-1 (36, 37). Basierend auf phylogen-
etischen Analysen wird HIV-1 in vier genetische Gruppen eingeteilt: Hauptgruppe M (major),
Gruppe N, Gruppe O und die Gruppe P, die durch vier unabhangige Transmissions-
ereignisse von Primaten auf den Menschen entstanden sind (9, 31). Durch die HIV-1
Ubertragung von Mensch zu Mensch wurden innerhalb der Gruppe M-Viren verschiedene
Subtypen und Mosaikviren generiert, die sich phylogenetisch voneinander unterscheiden
(38).

1.4.1 Subtypeneinteilung von HIV-1 Gruppe M

Die pandemisch relevante HIV-1 Gruppe M in der ~ 95 % der weltweiten HIV-1 Infektionen
vertreten sind, wird in neun Subtypen (A-D, F-H, J, K) unterteilt (38, 39). Die Subtypen A und
F werden weiterhin in die Sub-Subtypen Al bis A4 und F1 bis F2 differenziert (40).
Anfanglich wurden ausschlie3lich basierend auf env-Sequenzen die Subtypen E und |
klassifiziert, die allerdings nach der Analyse des Komplettgenoms als Mosaikviren
identifiziert wurden, weshalb man diese spater in CRF01_AE und CRF04_cpx umbenannte
(38, 40-42). Die jeweiligen HIV-1 Subtypen bilden in Stammbaumanalysen eine monophy-

letische Gruppe (Clade), in der Viren mit ahnlicher genetischer Distanz lokalisiert sind (40).
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1.4.2 Rekombinante Formen in der HIV-1 Gruppe M

Vor allem in Regionen, in denen mehrere HIV-1 Varianten co-zirkulieren, ist die
Wahrscheinlichkeit erhoht, dass sich Menschen mit mehreren verschiedenen HIV-1
Subtypen infizieren (43). Demnach koénnen in dual infizierten Zellen Rekombinations-
ereignisse zwischen HIV-1 Gruppe M Subtypen auftreten, wodurch inter-Subtyp-
rekombinante HIV-1 Varianten generiert werden (40). Der Grofteil dieser erzeugten inter-
Subtyp-Rekombinanten sind in ihrer rekombinanten Genomstruktur einzigartig und werden
als singulare rekombinante Formen (unique recombinant form, URF) bezeichnet (38). Wird in
der Bevolkerung eine solche singulare Form in unabhéngigen Infektionen identifiziert, kann
sie als zirkulierende rekombinante Variante in der HIV-Epidemie etabliert werden. Aktuell
kann eine neue CRF definiert werden, wenn sie in mindestens drei unabhangig voneinander
infizierten Individuen nachgewiesen wird. Nach der Analyse von mindestens zwei
vollstdndigen HIV-Genomen und einer partiellen Genomsequenz kann sie als zirkulierende
rekombinante Form (circulating recombinant form, CRF) definiert und registriert werden (38).
Nach Angaben der Los Alamos HIV Datenbank sind derzeit 72 CRFs klassifiziert ((44),
13.08.2014). Neu identifizierte CRFs werden nach der Reihenfolge ihrer Entdeckung
fortlaufend nummeriert (CRF01-CRF72) (38, 44). Besteht eine CRF aus zwei Subtypen
werden diese an den CRF-Namen angeflgt (44). So setzt sich beispielsweise die zweite
entdeckte zirkulierende rekombinante Form CRF02_AG aus den reinen Subtypen A und G
zusammen (45). Aber auch die Rekombination zwischen Subtypen und CRFs ist mdglich, so
besteht zum Beispiel die CRF15_01B aus Genomabschnitten der CRF01 und des Subtyps B
(46). Setzt sich dagegen eine CRF aus mehr als zwei Subtypen und/oder CRFs zusammen,
wird anstelle der Subtypen die Abkurzung ,cpx“ (complex) an den CRF-Namen geflgt, wie
zum Beispiel bei der rekombinanten Form CRF06 cpx, die aus Genomabschnitten der
Subtypen A, G, J und K aufgebaut ist oder CRF36_cpx, die sich aus Genomabschnitten der
CRF01, CRFO02 und der Subtypen A und G zusammensetzt (44, 47, 48).

Wie oben schon beschrieben, missen mehrere Kriterien erfillt werden, um letztendlich eine

URF als neue CRF definieren zu kénnen (38):

1. Die rekombinante Variante muss in mindestens drei Infizierten nachgewiesen
werden, deren Infektionen nicht epidemisch miteinander verknipft sind,

2. Die Analyse von mindestens zwei Komplettgenomsequenzen sowie einer partiellen
Genomsequenz mit jeweils dargestellter Rekombinationsstruktur der rekombinanten
Variante von epidemisch unabhéangig tbertragener Infektionen missen vorliegen

3. Die genetische Distanz zu anderen Subtypen muss signifikant sein (signifikanter
Bootstrap-Wert der Clade). (38)
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1.5 Epidemiologie von HIV-1

Seit seiner Entdeckung hat sich HIV pandemisch ausgebreitet. Nach Angaben des jlngsten
UNAIDS Global Reports lebten 2012 weltweit ca. 35,3 Millionen Menschen mit HIV, von
denen 2,3 Millionen Menschen neu infiziert wurden (49). Im gleichen Jahr starben an den
AIDS-Folgen 1,6 Millionen Menschen (49). Insgesamt ist weltweit die Anzahl an Neuinfekt-
ionen und AIDS-Toten aufgrund der verstarkten Behandlung mit antiretroviralen Medika-
menten und HIV-SchutzmalBnhahmen gesunken (49, 50). Die meisten HIV-Infizierten mit 25
Millionen leben in Sub-Sahara Afrika mit der héchsten Pravalenz von 4,7 % (49). Die HIV-1
Gruppe M qilt hierbei als pandemische Form mit ~33 Millionen von ~35 Millionen Infizierten
weltweit (9, 51). Die Gruppe O mit weniger als 1% der globalen HIV-1-Infektionen ist sehr
viel weniger pravalent und ist weitgehend begrenzt auf Kamerun, Gabun und benachbarte
Lander (49, 51). HIV-1 Gruppe N-Infektionen wurden bisher in nur 13 Patienten aus
Kamerun identifiziert (50) und die erst kirzlich 2009 entdeckte Gruppe P wurde bisher nur in
2 Personen aus Kamerun nachgewiesen (52).

1.5.1 Geographische Verteilung der Subtypen und Mosaikviren der HIV-1 Gruppe M

Die weltweite geographische Verteilung von verschiedenen Subtypen und Mosaikviren ist
sehr heterogen und aufgrund der ansteigenden Mobilitdt und Migration von Menschen ein
dynamischer Prozess (53). Im Zeitraum von 2004-2007 dominiert in der weltweiten Epidemie
der HIV-1 Gruppe M Infektionen mit 48 % Subtyp C, gefolgt von Subtyp A (12 %), Subtyp B
(11 %), die zirkulierenden rekombinanten Formen CRF02_AG (8 %), CRF01_AE (5 %),
Subtyp G (5 %) und Subtyp D (2 %) (8). Die Subtypen F, H, J und K betragen zusammen
weniger als 1 % und andere zirkulierende rekombinante Formen nehmen 4 % der weltweiten
Infektionen ein (8). Insgesamt reprasentieren Mosaikviren 20 % der globalen HIV-1
Infektionen (8).

Die Demokratische Republik Kongo zeigt die hochste genetische Diversitat bezogen auf co-
zirkulierende Subtypen und rekombinante Formen von HIV und gilt als Epicenter von HIV-1
Gruppe M Varianten, die sich von dort aus pandemisch ausgebreitet haben (54, 55). Die
globale Verteilung der Subtypen und Mosaikviren von HIV-1 ist in Abbildung 2 graphisch
dargestellt. Demnach dominiert der weltweit am haufigsten vorkommende Subtyp C mit fast
100 % in Siidafrika, Athiopien und in Indien (8, 53). In Westafrika gehen 50-80 % der HIV-
Infektionen auf CRF02_AG zurlick und in Ostafrika leben mehrheitlich Subtyp A infizierte
Menschen (8, 53). Subtyp B dominiert in Nordamerika, in der Karibik und Lateinamerika
sowie in West- und Zentraleuropa einschlief3lich Deutschland und in Australien (8). Die
Epidemie in Osteuropa und Zentralasien wird von Subtyp A dominiert (8, 53). In Stidostasien
co-zirkulieren vorwiegend CRF01_AE und Subtyp B (53).
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1.5.2 Die HIV-1 Epidemie in der MENA-Region

Die Regionen des mittleren Osten und Nordafrika werden von UNAIDS zur MENA-Region
(Middle East and North Africa) zusammengefasst und weist als einzige Region sehr limitierte
epidemiologische HIV-Daten auf (Abbildung 2). In den MENA-Staaten lebten 2012 ca.
260.000 HIV-infizierte Patienten (56) . Die Pravalenz von 0,1 % ist sehr gering, allerdings ist
fur die MENA-Region ein kontinuierlicher Anstieg an Neuinfektionen zu verzeichnen (56). Die
Anzahl an Neuinfektionen stieg vom Jahr 2001 bis 2010 um 36 % an (56). Die HIV-Epidemie
in den MENA-Staaten ist in Populationen mit hohem HIV-Risiko wie homosexuelle Manner,
intravendsen Drogenkonsumenten und Sexarbeiter konzentriert. In der allgemeinen

Bevolkerung bleibt die HIV-Ausbreitung jedoch limitiert (57).

1.5.3 Eckdaten zur HIV-Epidemie in Oman

Die HIV-Situation in Oman, als Teil der MENA-Region, ist durch eine geringe Préavalenz
charakterisiert (58). Seit der Registrierung des ersten HIV-Patienten in Oman im Jahr 1984
stieg die Anzahl an HIV-Infektionen bis Ende 2012 auf schatzungsweise 2800-5700 Falle an
(56, 58). Die HIV-1 Subtypenverteilung in Oman ist bisher unbekannt (Abbildung 2).
Bezugnehmend auf noch nicht veroffentlichte Daten (Robert Koch-Institut, Berlin) dominiert
in Oman Subtyp C, gefolgt von Subtyp Al und der zirkulierenden rekombinanten Form
CRFO1_AE. Ein grofBer Anteil der untersuchten Patientenisolate (47 %) konnten keinem
bekannten Subtypen oder CRF zugeordnet werden.

Subtyp B ‘ o,
Subtyp C o e AT
Subtyp D

Subtyp F

CRFO01_AE
CRF02_AG
CRF11_cpx

Subtypenverteilung nicht bekannt

F.C c
CRF25 BF, CRFZS BF o
CRF33_BF, CRF33_BF

O00R0REm

Abbildung 2: weltweite geographische Verteilung der Subtypen und Mosaikviren von HIV-1 (Quelle: (28),
modifiziert). Der am héaufigsten vertretende Subtyp oder CRF einer Region ist entsprechend der Legende
farblich dargestellt. Die schwarz umrandete Region umfasst die Lander des mittleren Osten und Nordafrika
(MENA-Region, Middle East and Nord Africa): Afghanistan, Agypten, Algerien, Bahrain, Irak, Iran, Israel, Jemen,
Jordanien, Katar, Kuwait, Libanon, Libyen, Marokko, Mauretanien, Oman, Pakistan, Palastinensische
Autonomiegebiete, Saudi Arabien, Sudan, Syrien, Tunesien, Vereinigte Arabische Emirate.
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1.6 Zielsetzung

Das HIV-Studienlabor im Fachgebiet ,HIV und andere Retroviren“ des Robert Koch Instituts
hat seit 2010 eine Kooperation mit dem “Ministry of Health, Central Public Health
Laboratories”, in Muscat, Sultanat Oman. In dieser Kooperation wurden Mitarbeiter des
Omanischen Zentrallabors in der genotypischen Resistenzbestimmung von HIV-1 geschult.
Im Rahmen der Resistenzbestimmung von Omanischen HIV-Patienten, die dort in
Krankenhausern in Behandlung sind, sollten epidemisch relevante HIV-1 Subtypen und
CRFs im Oman identifiziert werden. In vorangegangenen Arbeiten wurden 48 Patienten-
proben in der HIV-1 pol-Region (PR/RT) und Uberwiegend auch zuséatzlich in der INT-Region
subtypisiert (n = 40). 47 % (19/40) der pol-Sequenzen (PR/RT/INT) konnten keinem
bekannten Subtyp oder CRF zugeordnet werden und wurden daher zunachst als URF
(unique recombinant form, singulare rekombinante Form) klassifiziert. Sechs dieser Isolate
bildeten in der phylogenetischen Analyse eine eigenstédndige monophyletische Gruppe
(Clade), die sich signifikant von allen global bekannten Subtypen und CRFs (pol-Sequenz)
der HIV-Datenbank unterschied, weshalb sie zunachst als ,URF-new clade“ bezeichnet
wurde. Die paarweise Divergenz der pol-Sequenzen ergab keinen Hinweis auf eine
epidemische Verknupfung dieser Isolate (Infektketten), sondern sprach dafir, dass es sich
bei diesen identifizierten Isolaten um epidemisch unabhangige Infektionen mit einer putativen
neuen rekombinanten Form handelt.

Um diese als neue CRF definieren zu kénnen, missen insgesamt zwei komplette
Genomsequenzen dieser URF-new clade aus Oman untersucht werden sowie von einer
dritten Probe partielle Sequenzen vorliegen, die einen Vergleich der rekombinanten
Genomstruktur erlauben. Die Amplifikation des Komplettgenoms aus viraler RNA wurde in
der Arbeitsgruppe mit einer full-length cDNA-Synthese und anschlieRender Amplifikation in
Form von vier Uberlappenden PCR-Fragmenten (,vier-Amplikon-Strategie“) etabliert, um die
komplette Genomsequenz daraus ermitteln und zusammensetzen zu kénnen. Die etablierten
Methoden wurden erfolgreich fur die Amplifikation von viraler RNA aus einem angezichteten
Virusisolat der URF-new clade (13-0346) eingesetzt (59). Die Sequenz des 5-Genombereich
(URF-full-1 und URF-full-2, gag ORF bis Ende pol ORF) dieses Virusisolats (13-0346)
konnte bereits ermittelt werden (59). Eine weitere Virusanzucht aus Plasma schlug fehl,
daher wurde versucht, die Uberlappenden PCR-Fragmente aus Plasmaproben (EDTA-
Plasma) mit ausreichender Viruslast direkt (ohne Viruskultivierung zur Anreicherung) zu

amplifizieren.



Einleitung 10

Das Ziel dieser Masterarbeit war daher die Sequenz- und Genomstrukturanalyse von

Komplettgenomen der URF-new clade zu vervollstandigen, um sie als neue zirkulierende

rekombinante Form (CRF) klassifizieren zu kdnnen.

Folgende Arbeitsschritte waren dazu geplant:

1.

Amplifikation des 3‘ Genombereichs (URF-full-3 und URF-full-4) aus RNA des

angezlchteten Virusisolates (13-0346),

Amplifikation des Komplettgenoms in Form von vier Uberlappenden Fragmenten
(URF-full-1, -2, -3, -4) der viralen RNA aus EDTA-Plasma (13-5995, 14-0875),

Direktsequenzierung von zwei Amplifikaten (13-0346) bzw. vier Amplifikaten (13-
05995) nach Sanger inklusive Sequenzanalyse und Assemblierung zur Komplett-

genomsequenz,

Phylogenetische Analysen der ,URF-new clade“ Isolate mit aktuellen Referenzse-
quenzen aus der HIV-Datenbank von Komplettgenomen zur genetischen Klassi-
fizierung,

Analyse der rekombinanten HIV-Genomstruktur der ,URF-new clade“ Isolate zur

Identifikation von Rekombinationsstellen bzw. -bereiche
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2 Material

2.1 Untersuchungsmaterialien und Patientenproben

In dieser Arbeit wurden eine Verlaufsprobe (VP) eines Patienten aus einem friheren
Pilotprojekt und Erstproben (EP) von zwei Patienten des aktuellen Pilotprojektes aus Oman
verwendet (Tabelle 1). Bei der Verlaufsprobe 13-0346 handelt es sich um angezichtetes
Virusisolat (aus PBMC einer EDTA-Blutprobe in Co-Kultur angeziichtet) und bei den beiden
Erstproben (13-05995, 14-0875) um Plasma aus EDTA-Blut (EDTA-Plasma). Von diesen
beiden Erstproben stand nur begrenzt Probenmaterial (ca. 1 ml) zur Verfigung. Der
Transport der Patientenproben aus Oman erfolgte mit ,FEDEX" als diagnostisches Material
UN 3373 (Ansteckungsgefahrliche Stoffe der Kategorie B, 27).

Tabelle 1: HIV-1 Virusisolate, Patientenproben, PCR-Produkte und Sequenzen

Proben-Nr.  Material Probe? VL [Kopien/ml] Sequenzen PCR-Produkte
13-0346 Virusisolat* VP 5,51 x 10°* URF-full-1, -2 URF-full-3, -4
13-05995  EDTA-Plasma EP 9,43 x 10** - -

14-0875 EDTA-Plasma EP 2,72 x 10°* - -

! Tag der Abnahme: Tag 14 (am 31.01.2013)
2 VP: Verlaufsprobe, EP: Erstprobe

* viruslast (VL) des Virusisolates

# Viruslast (VL) der Patientenprobe

2.2 Referenzmaterialien

Positivkontrolle HIV-Laborstamm HTLV,;s (6,1 x 10°% 6,1 x
10°% 6,1 x 10* Kopien/ml) aus Virusstock
in H-9 Zellen vermehrt; Tag der Abnahme:
Tag 21 (am 19.03.2010), bei -70 °C in
Aliquots gelagert

Negativkontrolle HIV-negatives humanes Plasma, Pool aus
26 Einzelspenden, Paul-Ehrlich-Institut
(Frankfurt/Main)
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Referenzpanel fir phylogenetische Analysen

2.3 Reagenzien

2.3.1 Chemikalien

Agarose (Ultra Pure™)
Bromphenolblau 1 %
dNTP-Mix (10 mM)

EDTA (Titriplex I11)
Essigsaure 100 %

Ethanol 99,8 %
Ethidiumbromid (10 mg/ ml)
Ficoll 400

Gene Ruler™ 1kb DNA-Ladder
NaOH-Plattchen

Salzséure 1 M

Tris Base

Sequenzen des Subtypenreferenzpanel,
der Los Alamos Datenbank 2010 (n =
170) (60)

http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/
NEWALIGN/align.html
Zugriff: 19.05.2014 14:22

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

VWR International GmbH, Darmstadt
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

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

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

2.3.2 Puffer fur die Agarose-Gelelektrophorese

0,5M EDTA pH 8,0

186,1 g EDTA (Titriplex III)

20 g NaOH-Plattchen

I6sen in 800 ml Aqua Bidest

mit NaOH (1M) auf pH 8,0 nachjustieren

ad auf 1 | mit Aqua Bidest


http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html

Material

13

1 M Tris-HCI pH 8,0

50x TAE Puffer

1 % Agarosegele

Laufpuffer

6x Ladepuffer

121,1 g Tris Base
562 ml 1 M HCI

ad auf 1 | mit Aqua Bidest

242 g Tris Base
57,1 ml 100 % Essigsaure
100 ml EDTA 0,5 M pH 8,0

ad auf 1 | mit Aqua Bidest

1x TAE Puffer
1 % Agarose
0,5 pg/ml Ethidiumbromid

Aqua Bidest

1x TAE Puffer
0,5 pg/ml Ethidiumbromid

Aqua Bidest

0,25 % Bromphenolblau
15 % Ficoll 400
10 mM Tris-HCI pH 8,0

1 mM EDTA pH 8,0
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2.4 Kommerzielle Kits

BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Mix
GeneJET™ Gel Extraction Kit

Long PCR Enzyme Mix Kit

MSB Spin PCRapace

QiAmp Viral RNA Mini Kit

Superscript Il First-Strand Synthesis Kit

2.5 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Analysenwaage L610 D
Becherglaser

Clean Bench Hera Save
Electrophoresis Power supply ST 305
Eppendorf 5417R Zentrifuge
Erlenmeyerkolben
Geldokumentationssystem E.A.S.Y. Win32
Gelelektrophoresekammer Horizon58
Heizblock

Heraeus Multifuge X3FR Zentrifuge
Heraeus Pico 17 Zentrifuge
Magnetrihrer mit Heizfunktion
Magnetrihrstabchen

Messzylinder

Mikropipetten

Mikrowelle

Mikrozentrifuge
PCR-Reaktionsgefal3e (0,2 ml)
pH-Meter QpH 70

Reaktionsgefalie (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Applied Biosystems, Weiterstadt
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Invitek GmbH, Berlin

Qiagen GmbH, Hilden

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sartorius AG, Gottingen

DURAN Group GmbH, Wertheim/ Main
Thermo Fisher Scientific, MA, USA
Gibco BRL, Eggstein

Eppendorf, Hamburg

DURAN Group GmbH, Wertheim/ Main
Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch
Biometra, Gottingen

Biometra, Géttingen

Thermo Fisher Scientific, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, MA, USA
Stuart GmbH, Wuppertal

VWR International GmbH, Darmstadt
DURAN Group GmbH, Wertheim/ Main
Eppendorf, Hamburg

Robert Bosch GmbH, Stuttgart

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Rapidozym, Luckenwalde

VWR International GmbH, Darmstadt

Sarstedt, Numbrecht
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Skalpell, Spatel, Loffel
ThermoCycler (Mastercycler pro S)
Thermocycler T3000

UV Transilluminator

Vortex Mixer

2.6 Software

BioEdit 7.0.9.

CorelDRAW Graphics Suite 12
Videodokumentation E.A.S.Y. Win32-System
DNASTAR-Lasergene 10, Version 10.0.1
Geneious 7.1.4

jpHMM

Los Alamos HIV-Datenbank

PHYLIP package 3.6

RIP 3.0

TreeView 1.6.6.

2.7 Oligonukleotide

VWR International GmbH, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

Biometra, Géttingen

Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch

VWR International GmbH, Darmstadt

Ibis Biosciences, CA, USA

Corel Corporation 2010, USA

Herolab GmbH Laborgerate, Wiesloch
DNASTAR, Madison, Winconsin, USA
Biomatters Ltd

(61, 62)

(44)

Joseph Felsenstein

(44, 63)

Roderik D.M. Page, UK

Die fur die Amplifikation und Sequenzierung eingesetzten Primer fur URF-full-1 bis URF-full-

4 sind in Tabelle 2 aufgelistet.
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Tabelle 2: Primer fur die Amplifikation und Sequenzierung des HIV-1 Komplettgenoms.

URF-full-1-4 N
Primer PCR Sequenz- Quelle’ Sequenz (5 - 39) (ITq(:)sLtlon

ierung

Pan-HIV-1_1F 1 1 (64) AGCCYGGGAGCTCTCTG 480 - 496
URF_full_5'LTRs 1 diese Arbeit CTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGGACT 629 - 648
URF G20as 1 FG18 TTCTAGCTCCCTGCTTGCCCATAC 915 - 892
Gag 1259as 1 FG18 TTTACCCATGCATTYAAAGTTCTAGGTGA 1259 - 1231
Gag 1322s 1 FG18 ATACCCATGTTTTCAGCATTATCAGAAGG 1294 - 1322
Pol 2001s 2 1,2 FG18 CTAGRAAAARGGGCTGTT 2012 - 2029
Pol 2036s 1,2 FG18 GTGGAAAGGAAGGACACCAAATGAAAG 2036 - 2062
Pol 2322s 1,2 FG18 TTAGATACAGGAGCAGATGA 2322 - 2341
Pol 2402as 1,2 FG18 AATTCCCCCTATCATTTTTGG 2402 - 2382
Pol 2696s 1,2 FG18 ATTGGGCCTGAAAATCCATA 2697 - 2716
Pol 3034s 1,2 FG18 GTAGCATGACAAAAATCTTAGAG 3034 - 3056
Pol 3454as 1,2 FG18 TCTGCTTCTTYTGTTAGTGGTA 3448 - 3427
Pol 3532as 1 1,2 FG18 TTCTGCTATTAAGTCTTTTGATGGGTCA 3533 - 3506
URF-pol 3626s 2 FG18 TGCCCACACTAATGATGT 3626 - 3643
5’INTs 2 FG18 ATTGGAGGAAATGAACAAGT 4173 - 4192
URF-pol 4303as 2 FG18 TCACTAGCCATTGCTCTCCA 4303 - 4284
URF-pol 4560as 2 FG18 TTACTGGCATCTTCCTGC 4560 - 4542
Pan-HIV-1_3F 3 2,3 (64) TTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGG 4783 - 4805
URF 3p31s 3 diese Arbeit  TTGTGTGGCAYGTAGACAGGAT 5066 - 5087
3p3las 2 2,3 FG18 ATCCTGTCTACYTGCCACACAA 5087 - 5066
URF 5435s 3 FG18 GGTGTGAATATCAAGCAGGACA 5435 - 5456
URF 5435as 3 FG18 TGTCCTGCTTGATATTCACACC 5456 - 5435
ENVoutF1 3 FG18 AGARGAYAGATGGAACAAGCCCCAG 5550 - 5574
Pan-HIV-1_4F 4 3,4 (64) CCTATGGCAGGAAGAAGCG 5967 - 5985
URF 6229as 3 FG18 CTCATTGCCACTGTCTTCTGCT 6229 - 6208
Env 5901s 3 FG18 ATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCT 6323 - 6353
URF 6543s 3,4 FG18 ACATGGTAGAACAGATGCATGAGG 6520 - 6543
URF 6881las 3,4 FG18 GGCACAATAATGTATGGGAATTGG 6881 - 6858
Env 6537s 3,4 FG18 AATGTCAGCACAGTACAATGTACAC 6945 - 6969
Env 5as 3,4 FG18 TCCTTSGATGGGAGGGGCATACATTGC 7547 - 7521
URF-env 7618s 3,4 diese Arbeit TGAGACCTTCAGACCTATAGGAGGAG 7619 - 7644
Env 7254asc 3,4 FG18 TCATATCTCCTCCTCCAGGTCTGAA 7650 - 7626
Env 7407asc 3,4 FG18 CATAGTGCTTCCTGCTGCTCCYAAGAACC 7814 - 7786
Pan-HIV-1_3R 3 3,4 (64) TGGCYTGTACCGTCAGCG 7848 - 7831
Gp46 F2 FG18 ACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAACAGCA 7850 - 7879
E180s_SF7 4 FG18 GTCTGGTATAGTGCAACAGCA 7859 - 7879
URF-env 8015as 4 diese Arbeit GCCCCAAATCCCCAGGAGCTGT 8015 - 7994
URF-env 8177s 4 FG18 CCAGCARGAAAAGAATGAACAAG 8177 - 8199
Gp4l R1 4 FG18 AACGACAAAGGTGAGTATCCCTGCCTAA 8374 - 8347
URF-env 8520s 4 FG18 TTCAGCTACCACCGCTTGAGAGA 8520 - 8542
URF-env 8719as 4 FG18 ACTTCTATAACCCTATCTGTCC 8719 - 8698
URF_full_3'LTRas 4 diese Arbeit  GTCATTGGTCTYAAAGGTACYTGTGGTCTGA 9035 - 9005
URF Mlu 13s 4 FG18 TCAGGTACCTTTAAGACCAATGAC 9012 - 9035
URF-nef 9104as 4 FG18 GAGTGAATTAGCCCTTCCAGTCCC 9104 - 9081
Pan-HIV-1_4R 4 (64) CTTWTATGCAGCWTCTGAGGG 9517 - 9497
LTR-fulllength-as 4 4 FG18 AGCACTCAAGGCAAGCTTTATTGAGGC 9633 - 9607

* Koordinaten entsprechen der Lokalisation in der Referenzsequenz HXB2 (AccNo.: KO3455) (44)

! Primer aus der Literatur, aus der Primerdatenbank des HIV-Studienlabors (FG18: Fachgebiet 18, HIV und andere

Retroviren, Robert Koch-Institut, Berlin)
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3 Methoden

3.1 Extraktion viraler RNA aus EDTA-Plasma

Die Extraktion viraler RNA aus Blutplasma erfolgte mit dem QiAmp Viral RNA Mini Kit der
Firma Qiagen, das die selektiven Bindungseigenschaften einer Kieselgel-Membran mit der
Geschwindigkeit von MicroSpintechnik kombiniert. Als Positivkontrolle wurde der
Laborstamm HTLV)g (1x106 Kopien/ml) und als Negativkontrolle HIV-negatives Plasma
verwendet (Material, 2.2).

Zur Entfernung von Kryoprazipitaten wurden nach Auftauen 500 pl der Probe fiir 10 min bei 4
°C und 5.300 rpm zentrifugiert. FUr die anschlieRende Viruspelletierung wurden 450 ul des
Uberstandes fiir 90 min bei 4 °C und 14.000 rpm zentrifugiert und 310 pul vom Virustiberstand
abgenommen. Das verbleibende Viruspellet mit 140 pl restlichen Plasmaiberstand wurde
mit 560 ul Lysepuffer inklusive tRNA [10 ul tRNA (1 mg/ml) pro ml Lysepuffer] versetzt und
fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 560 ul
Ethanol (99,8 %, v/w). Die weitere Extraktion wurde nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt.
Die Elution der RNA erfolgte mit 60 pl Elutionspuffer. Die extrahierte RNA wurde zu je 10 ul
aliquotiert und mit einem Tropfen Mineral6l Uberschichtet. Die Lagerung der RNA erfolgt bei

-70 °C fur maximal 6 Monate.

3.2 Full-length cDNA-Synthese von HIV-1

Die Methode zur full-length cDNA-Synthese wurde in der Arbeitsgruppe etabliert (59). Diese
erfolgte in einem Thermocycler T3000 (Biometra) mit dem Superscript Il First-Strand
Synthesis Kit (Invitrogen). Hierfir wurde zunéchst ein Pre-Annealing Mix hergestellt, der

anschlieRend mit der extrahierten RNA versetzt wurde:

Pre-Annealing Mix

Reagenz Konz. Stock Konz. final x1
Primer: LTR-fulllength-as 2 uM 0,2 uM 1l
dNTP Mix 2,5mM 1 mM 4 ul
Preannealing-Mix 5ul

+ 5 ul RNA

Gesamtvolumen 10 pl RNA/ Primer Mix
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AnschlieBend wurde der RNA-Primer-Mix fur 5 min bei 65 °C denaturiert, um RNA-
Sekundarstrukturen aufzulésen und damit die optimale Primerbindung bzw. cDNA-Synthese
zu gewdhrleisten.

Nach dem Denaturierungsschritt wurde dem Ansatz sofort RT-Mix hinzugegeben, der sich

wie folgt zusammensetzt:

RT-Mix

Reagenz Konz. Stock Konz. final x1

10x RT Puffer 10x 1x 2.ul

MgCl, 25 mM 4,76 mM 4 pl

DTT 0,1M 10 mM 2 pl

RNaseOUT 40 U/ul 1,9 U/ul 1l

SuperScript Il RT 200 U/ul 19 U/l 2 ul

11 pl RT Mix
+ 10 pl RNA/ Primer Mix

Gesamtvolumen 21 pl

Die Reverse Transkription erfolgte anschliel3end mit folgendem Zyklerprogramm:

PCR-Schritt Temperatur [°C]  Dauer Zyklen
Reverse Transkription 50 2h 1
Termination 85 5 min 1

Hold 4 o

Nach erfolgter cDNA-Synthese wurde das RNA-Template des cDNA-RNA Hybrides durch
Zugabe von 2 pl E. coli RNase H abgebaut. Dafir wurde der Ansatz fir 20 min bei 37 °C und
abschliel3end fir 15 min bei 70 °C inkubiert.

Um aus einem cDNA-Ansatz die Amplifikation der vier Fragmente zu gewahrleisten, wurde
fur alle Schritte der doppelte Ansatz (2x) hergestellt, sodass man letztendlich einen cDNA-

Gesamtansatz von 42 pl erhielt.
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3.3 Amplifikation des Komplettgenoms von HIV-1 (,,vier-Amplikon-
PCR")

Die Amplifikation des kompletten HIV-Genoms der URF-new clade Isolate erfolgte in
Anlehnung an die Literatur in Form von vier Uberlappenden PCR-Fragmenten (URF-full-1 bis
URF-full-4) (64). Die vier subtypgenerischen PCRs waren in einer vorangegangen
Diplomarbeit unabhangig voneinander etabliert worden (59). Die verwendeten Primerpaare
fur die Amplifikation von URF-full-1 bis -4 sind in Tabelle 2 (Material, 2.7) sowie in Tabelle 3
aufgelistet. In Abbildung 3 sind die Uberlappenden vier Fragmente (URF-full-1 bis -4) und die

dazugehorigen Primerpaare bezogen auf das HIV-Genom HXB2 graphisch dargestellit.

|57R | [o17] p2e foribd vif o 1

p2 p1

— - BE 0

rev

(el esrmr oo | [} [ [ ot ]

pol env
Pan-HIV-1_1F pol 3523as
pol 2001s 3p31as
Pan-HIV-1_3F Pan-HIV-1_3R
Pl h
) L
Pan-HIV-1_4F LTR-fulllength-as
I } } } } t } t } t {
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 9719

Position entspricht der Lokalisation in der Referenzsequenz HXB2 (AccNo.: K03455)

Abbildung 3: Graphisch sind die vier Uberlappenden PCR-Fragmente (URF-full-1 bis -4) bezogen auf die HXB2-
Genomstruktur dargestellt. Die Primerpaare fur URF-full-1 bis -4 sind am jeweiligen Fragment gezeigt.

Tabelle 3: Primerpaare fur die vier PCR-Amplikons URF-full-1 bis URF-full-4 und die jeweiligen
FragmentgroRen

Fragment PCR-Name Primerpaare Fragmentgrof3en

1 URF-full-1 Pan-HIV-1_1F / pol 3532as 3053 bp

pol 2001s / 3p31las 3062 bp
Pan-HIV-1_3F/ Pan-HIV-1_3R 3066 bp

4 URF-full-4 Pan-HIV-1_4F / LTR-fulllength-as 3666 bp
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Fur einen PCR-Ansatz wurden 9 pul der full-length cDNA und 41 pl des PCR-Mix (Long PCR

Enzym Mix, Fermentas) eingesetzt, der sich wie folgt zusammensetzt:

Mastermix

Reagenz Konz. Stock Konz. final x1
PCR-Puffer ohne MgCl, 10x 1x 5ul

dNTP Mix 2,5mM 0,2 mM 4 ul
MgCl, 25 mM 1,2mM 2,4 pl
Primer (sense) 25 uM 0,5 uM 1l
Primer (antisense) 25 uM 0,5 uM 1l
DMSO 100 % 2% 1l

Long PCR Enzym Mix 5 U/l 0,04 U/ul 0,4 ul
Nuklease freies H,O 26,2 pl

41 ul Mastermix
+ 9 ul cDNA

Gesamtvolumen 50 pl

Da die Lange der jeweiligen vier Amplikons sehr ahnlich ist (zwischen 3053 und 3666 bp),

konnten alle vier PCR-Ansétze mit gleichen Zyklereinstellungen amplifiziert werden:

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer Zyklen
Denaturierung 96 5 min 1
Denaturierung 96 20 sec

Annealing 58 30 sec 10
Elongation 68 4 min

Denaturierung 96 20 sec

Annealing 58 30 sec 25
Elongation 68 4 min (+10 sec/Zyklus)

Finale Elongation 68 10 min 1

Hold 4 0
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3.4 Agarose-Gelelektrophorese zur Qualifizierung und Quantifizierung
von DNA

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese werden Nukleinsauren im elektrischen Feld nach
ihrer Grol3e aufgetrennt, um die Fragmentgrof3e zu bestimmen oder um die PCR-Produkte
quantifizieren zu kénnen. Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte mit
1 % Agarosegelen, die mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml), einer DNA-interkalierenden Substanz
zur Anfarbung, versetzt wurden. Die fluoreszierenden Eigenschaften von Ethidiumbromid
ermoglichen die Detektion der DNA-Fragmente durch UV-Bestrahlung (254 nm - 300 nm) mit
einem Transilluminator (Herolab).

Um die Qualitat der PCR-Produkte (~ 3000 bp) zu tberprifen, wurden 3 pl der PCR-Anséatze
mit 2 pl H,O und 1 pl 6x Ladepuffer versetzt und auf das Agarosegel aufgetragen. Fir die
Bestimmung der Fragmentgrofien wurden 3 ul des Grolenstandards (GeneRuler™ 1kB
DNA-Ladder, 100 ng/ul) mitgefuihrt. Nach der Produktaufreinigung (Methode 3.5) erfolgte die
Quantifizierung der PCR-Produkte ebenfalls mit 1 % Agarosegel. Dazu wurden 2 pl der DNA-
Probe mit 2 ul H,O und 1 pl 6x Ladepuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. 5 ul des
Grolenstandards (GeneRuler™ 1kB DNA-Ladder, 100 ng/ul) wurden fir die Quantifizierung
eingesetzt. Nach der Auftrennung der PCR-Fragmente fir 120 Minuten bei 70 Volt wurde die
DNA anhand einer Eichkurve des Konzentrationsstandards quantifiziert. Die Auswertung der
gualitativen sowie quantitativen Gele erfolgte mit dem System E.A.S.Y. RH-3 und der
dazugehorigen Software EASY Win32-System.

3.5 Aufreinigung der PCR-Produkte

Bei guter Qualitat der aufgetrennten PCR-Fragmente auf dem Agarosegel wurden die PCR-
Fragmente direkt aus dem restlichen Volumen (47 pl) der PCR-Reaktion mit Hilfe des MSB
Spin PCRapace Kit aufgereinigt. Dabei werden fiir die Sequenzierung stérende Substanzen
wie Uberschissige Nukleotide, PCR-Primer, Polymerasen und Salze entfernt. Die
Aufreinigung wurde nach dem Herstellerprotokoll durchgefuhrt.

Eine weitere Reinigungsmethode ist die Praparation von DNA-Fragmenten aus dem
Agarosegel, um DNA-Fragmente aus einem Gemisch unterschiedlich groRer Fragmente zu
isolieren und aufzureinigen. Dazu wurde nach qualitativer Auswertung der gesamte PCR-
Ansatz von 47 pl mit 8 pl 6x Ladepuffer versetzt und gelelektrophoretisch aufgetrennt.
AnschlieBend wurde das Zielfragment (~3000 bp) unter langwelliger UV-Bestrahlung aus
dem Gel geschnitten, das Gelstiick gewogen und nach dem Protokoll GeneJET™ Gel

Extraction Kit aufgereinigt.
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Die DNA wurde in beiden Reinigungsmethoden mit 50 ul Elutionspuffer in ein neues Gefaf
eluiert. Die aufgereinigte DNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese quantifiziert und bei
-20 °C gelagert.

3.6 Sequenzierung der PCR-Produkte

Die Sequenzierung der Populationssequenzen erfolgte mithilfe der Sanger-Methode. In
Tabelle 2 (Material, 2.7) sind die Sequenzierungsprimer fur das jeweilige Amplifikat
aufgelistet und die Darstellung der Lokalisationen der Sequenzierungsprimer bezogen auf
das HXB2-Genom befindet sich im Anhang (8.1). Dabei handelt es sich um Primer aus der
Primerdatenbank des HIV-Studienlabors, aus der Literatur (64) sowie in dieser Arbeit neu
designte Primer. Bei dem Primerdesign mit der Software Geneious wurde auf den Guanin-
und Cytosin-Gehalt (40 % bis 60 %) sowie auf die Schmelztemperatur (55 °C - 70 °C)
geachtet. Es sollten zudem moglichst keine Wiederholungen von mehr als drei aufeinander
folgenden identischen Nukleotiden auftreten, keine Dimerbildung von Primern mit sich selbst
und ein Guanin oder ein Cytosin am 3' Ende vorhanden sein. Die Synthese aller Primer
erfolgte durch die Firma Metabion, Martinsried, Deutschland.

Der Sequenzierungsansatz (10 pl) enthielt ~40 ng aufgereinigtes PCR-Produkt, 1 pl 5x
Puffer (4 °C), 2 pl BigDye Mix 3.1, 1 pl Primer (5 uM) und Wasser (ultrapur, fluorophorfreies
Wasser). Fir die Sequenzierung wurde folgendes PCR-Programm verwendet:

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer Zyklen
Denaturierung 96 2 min 1
Denaturierung 96 10 sec

Annealing 55 5 sec 25
Elongation 60 4 min

Hold 4 =

Nach der Sequenzierungsreaktion wurden die Proben vom internen Sequenzierungsservice
des Robert Koch Instituts Gber Gelfiltration aufgereinigt und mittels Polyacrylamid-
Kapillarelektrophorese aufgetrennt. Die Sequenzrohdaten wurden mit dem Programm
Sequence Analysis Program (ABI) analysiert und dem Anwender wieder zur Verfigung

gestellt.
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3.7 Ermittlung der Komplettgenomsequenz

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit dem SeqMan-Modul des DNASTAR
Lasergene Programms (Version 10.0.1). Die einzelnen Primersequenzfiles wurden fur jedes
Amplifikat assembliert und nach manueller Sequenzauswertung eine Konsensussequenz in
Form eines fasta-Formats erzeugt. Anschlielend wurden die Konsensussequenzen von
URF-full-1 bis URF-full-4 mit dem SegMan-Programm zu einer HIV-1 Komplettgenom-
sequenz assembliert und als fasta-Format exportiert.

Die Qualitat der Komplettgenomsequenzen der URF-new clade Isolate wurde mithilfe des
Quality Control Tools der HIV-Sequenz-Datenbank Uberprift (44), um fehlerhafte Stop-
Codons oder Leserahmenwechsel in der Sequenz auszuschlielen. Nach positivem Ergebnis
der Qualitatskontrolle wurden die Komplettgenomsequenzen der URF-new clade Viren fir
phylogenetische Analysen und fur die Analyse der rekombinanten Genomstruktur verwendet.

3.8 Phylogenetische Analysen

Mit Hilfe der Phylogenie (Stammesgeschichte) lassen sich Verwandtschaftsbeziehungen
zwischen Populationen oder Individuen, bei denen man einen gemeinsamen Vorfahren
vermutet, feststellen. Man spricht von molekularer Phylogenie, wenn molekulare Merkmale
(z.B. DNA-Sequenzen, Proteinsequenzen usw.) fur Stammbaumanalysen verwendet
werden. Phylogenetische Analysen basieren auf der Annahme, dass alle Spezies von einem
gemeinsamen Vorfahren abstammen, Veranderungen in der DNA-Sequenz zufallig auftreten
und ein Teil davon dauerhaft in den Molekilen erhalten bleibt (65). Anhand phylogenetischer
Analysen von partiellen (PR/RT- und INT-Region) oder HIV-Komplettgenomsequenzen kann
der Subtyp von HIV-1 Isolaten im Vergleich zu HIV-Subtyp-Referenzsequenzen bestimmt
werden.

In dieser Arbeit wurde die genetische Charakterisierung der URF-new clade Isolate aus
Oman mittels phylogenetischer Analysen der Sequenzen der Isolate im Vergleich mit
Referenzsequenzen durchgefuhrt. Dazu wurden die Nukleotidsequenzen der URF-new clade
Isolate mit Referenzsequenzen aus dem aktuellen Subtypreferenzpanel der Los Alamos
Datenbank verglichen (60) und ein Alignment der Populationssequenz mit der ClustalW-
Anwendung im Programm BioEdit erstellt. Im Alignment stehen untereinander in Spalten
(Position) homologe Merkmale von Sequenzen, die in Zeilen ausgefihrt sind. Das Alignment
wurde mit Hilfe der Software BioEdit manuell editiert. Als phylogenetische Methode wurde
das distanzbasierte Neighbor-Joining-Verfahren gewahlt. Hierbei wird zunachst tber das
Dnadist-Programm der PHYLIP-Software nach dem Kimura-2-Parameter-Algorithmus als
Nukleotidsubstitutionsmodell eine Distanzmatrix erstellt, in der alle Positionen im Alignment

paarweise verglichen werden. Auf dieser Distanzmatrix basierend wurde mit dem Neighbor-
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Joining-Algorithmus eine phylogenetische Baumstruktur errechnet, um die Verwandtschaft
der Sequenzen abzubilden. Die Topologie des Stammbaumes wurde mit dem Programm
TreeView 1.6.6 dargestellt.

Ein Stammbaum ist aus Asten und Knoten (Verzweigungspunkten) zusammengesetzt. Die
Knoten reprdsentieren den letzten gemeinsamen Vorfahren von mindestens zwei sich
voneinander abspaltenden Sequenzen. Die Astldngen sind ein Mal3 fir Mutationen, die sich
im Verlauf dieser Auftrennung ereignet haben. Je langer ein Ast, desto mehr Mutations-
ereignisse haben stattgefunden und desto groRer ist die evolutionare Distanz. Um die
Richtung der Merkmalsaustausche sowie die Position der Baumwurzel zu erhalten, wird eine
AulRengruppe, eine homologe Spezies oder Gruppe von Sequenzen benétigt. Mit Hilfe der
AuRengruppe wird die Wurzel des Baums erstellt, die durch den ersten Knoten, den
gemeinsamen Vorfahren der AuRengruppe und der zu analysierenden Spezies reprasentiert
wird. Von dieser Wurzel zweigen alle anderen Sequenzen ab.

Um Aussagen uber die statistische Signifikanz der Baumtopologie (Verzweigungsstruktur) zu
treffen, ist eine Bootstrap-Analyse erforderlich. Dabei werden Pseudodaten erzeugt, indem
die Positionen (Spalten) im Alignment hinsichtlich ihrer Anordnung vertauscht werden. Aus
diesen Pseudodaten entstehen entsprechend der Anzahl der Wiederholungen unterschied-
liche Baume, aus denen ein Konsensus-Baum erstellt wird. Die Pseudodaten werden mit der
Software Segboot des PHYLIP-Paketes erzeugt (erstellt 1000 Pseudoalignments). Mit
diesen wird erneut die phylogenetische Analyse durchgefihrt (1000 Distanzmatrizes, 1000
Neighbor-Joining Baume). Die ermittelten Bootstrap-Werte im Konsensus-Baum zeigen an,
wie stabil die ermittelte Baumtopologie ist und wie signifikant damit die Bildung einer
dargestellten monophyletischen Gruppe. Wird zum Beispiel eine monophyletische Gruppe in
allen 1000 Pseudodatensatzen gebildet, entspricht dies einem Bootstrap-Wert von 100 %.
Die Uber 70 % liegenden Bootstrap-Werte werden als signifikant gewertet und an die
Knotenpunkte des originalen Neighbor-Joining Baums Ubertragen.

3.9 Analyse der rekombinanten Genomstruktur

Die rekombinante Genomstruktur der URF-new clade Isolate aus Oman wurde mit den
beiden online verfiigbaren Computerprogrammen RIP (Recombinant Identification Program)
der Los Alamos HIV-Sequenzdatenbank (44, 63) und mithilfe von GOBICS (Gottingen
Bioinformatics Compute Server) auf Grundlage des jpHMM (jumping profile Hidden Markov
Model) (61, 62) bestimmt. Beide Programme dienen der ldentifikation von HIV-Rekombi-
nanten und erstellen dafir ein multiples Alignment aus eingeladener Nukleotidsequenz mit

einem HIV-Referenzsequenzset.
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3.9.1 RIP (Recombination Identification Program)

RIP ist ein tool zur ersten Identifizierung von HIV-Rekombinanten, das hierfir ein
bestehendes Alignment aus 12 Referenzsequenzen verwendet, die jeweils einen Subtypen
(Al, A2, B-D, F1, F2, G-H, J-K) und die CRF01_AE reprasentieren und vergleicht dieses
Alignment mit der eingeladenen zu analysierenden Populationssequenz (Indexsequenz).
Ausgehend von Distanzmessungen zwischen den einzelnen Subtyp-Referenzsequenzen
und der Indexsequenz wird ein Ahnlichkeits- (s, similarity)-Distanzplot erstellt, der die beste
Ubereinstimmung der einzelnen Genomregionen der Indexsequenz mit den Referenz-
sequenzen wiedergibt. Das Prinzip von RIP beruht auf einem ,gleitenden Fenster®, das sich
positionsweise von einer Stelle von links nach rechts im Alignment bewegt. Die Wahl der
FenstergrofRe (100-400 Stellen) bestimmt die Sensitivitdt der Identifikation von Rekombi-
nanten. Fir jedes Fenster im Alignment wird eine Hamming-Distanz (p-Distanz) berechnet
und davon ausgehend ein Distanzplot erstellt, der zudem die signifikante beste Uberein-
stimmung innerhalb eines Fensters durch die Wahl eines Konfidenzschwellenwertes (90-95
%) anzeigt. Abhangig davon wie signifikant besser die beste Ubereinstimmung zu einer
Referenzsequenz gegenuber der zweiten besten Ubereinstimmung ist, kénnen auch

unbestimmbare Genombereiche in der Rekombinationsanalyse definiert werden.

3.9.2 Springendes Profil-Hidden-Markov-Modell (jumping profile Hidden Markov
Model, jpHMM)

Auch mit dem jpHMM-Algorithmus koénnen rekombinante Genomstrukturen detektiert
werden. Das Prinzip des Models ist die Bestimmung der Ahnlichkeit einer Anfangssequenz
(Indexsequenz) zu der Sequenzfamilie bzw. einzelnen Subtypen mittels eines Alignments
der Indexsequenz zu einem multiplen Sequenzalignment der verfiigbaren Subtypen. Ein
Vorteil dieser Anwendung ist, dass die phylogenetischen Rekombinationsstellen (Break-
points), also die Positionen, an denen die Mosaikstruktur des Genoms von einem Subtyp zu
einem anderen wechselt, relativ genau lokalisiert werden koénnen. Die Rekombinations-
vorhersage von jpHMM basiert auf einem vorkalkulierten multiplen Sequenzalignment aus
309 HIV-Sequenzen aus der HIV-Sequenzdatenbank, das die neun Subtypen (A1, A2, B-D,
F1, F2, G-H, J-K) und die CRFO1_AE einschlie3t (61). Jeder Subtyp im Alignment ist als
profile HMM modelliert und innerhalb dieser profile HMMs sind ,Springe“ zwischen den
verschiedenen profile HMMs an fast jeder Position im Alignment erlaubt (66). Das Model
kann also demnach zwischen den verschiedenen Subtypen springen, abhangig davon
welcher Subtyp in den unterschiedlichen Genombereichen der Populationssequenz am
ahnlichsten ist. Spriinge zwischen verschiedenen Subtypen werden als Rekombinations-

Breakpoints definiert (66). jpHMM ist allgemein ein statistischer Algorithmus, der statistisch
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signifikant falsch vorhergesagte Subtypbereiche in der Populationssequenz als unbestimm-
bare Regionen definiert und der Breakpoint-Intervalle zwischen zwei Subtypen statistisch
bestimmt (66). Als Schwellenwert fur unbestimmbare Regionen und Breakpoint Intervalle
wird der Wert 0,99 verwendet (66). Als Ergebnis fir die eingeladene Populationssequenz
erhalt man die vorhergesagte Rekombinationsstruktur mit genauen Breakpoint Positionen
und Breakpoint Intervallen sowie Positionen von undefinierbaren Genomregionen. Zudem
wird die Rekombinationsstruktur der Populationssequenz bezogen auf die HXB2-Referenz-

sequenz graphisch dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Amplifikation des Komplettgenoms einer neuen rekombinanten
Form (URF-new clade) von HIV-1 aus Oman (,,vier-Amplikon-PCR*)

Das Komplettgenom von Vertretern der URF-new clade wurde nach erfolgter Extraktion der
viralen RNA und der full-length cDNA-Synthese in Form von vier Uberlappenden Fragmenten
(vier-Amplikon-PCR) amplifiziert (Methoden, 3.3).

4.1.1 Amplifikation des 3‘-Genombereichs (URF-full-3 und URF-full-4) von URF-new
clade HIV-1 aus Virusisolat

Fur die Amplifikation des Komplettgenoms aus viraler RNA waren die Methoden zur full-
length cDNA-Synthese und zur vier-Amplikon-PCR anhand des Referenzmaterials HTLV,5
und anhand des Vektors pNL4.3 (Acc. Nr. M19921), der ein full-length HIV-Genom kodiert, in
der Arbeitsgruppe etabliert worden. Die Methode wurde erfolgreich fir die Amplifikation
viraler genomischer RNA aus dem Virusisolat von Primarprobenmaterial (frisches EDTA-
Blut) eines URF-new clade-infizierten omanischen Patienten (13-0346) mit Spender PBMC
eingesetzt (Ko-Kultur). Der 5-Genombereich (URF-full-1 und -2, 480-5087 bp bzgl. HXB2,
5LTR/ gag bis pol-Ende/vif-Start) des Isolates war zuvor bereits sequenziert worden (59).

Zur Vervollstandigung der Komplettgenomsequenz von 13-0346 erfolgte in dieser Arbeit die
Amplifikation und Sequenzierung des 3‘-Genombereichs (URF-full-3 und -4, 4783-9633 bp
bzgl. HXB2, Ende von pol bis 3'LTR einschlieBlich env- und nef-Genombereich). In
Abbildung 4 sind die amplifizierten PCR-Produkte fur URF-full-3 (3066 bp, 4783-7848 bp
bzgl. HXB2) und URF-full-4 (3666 bp, 5967-9633 bp bzgl. HXB2) anhand eines qualitativen
Agarosegels dargestellt. Fir die Amplifikation wurde die virale RNA aus dem Primarisolat
(13-0346) isoliert. Als Positivkontrolle wurde das Referenzvirus HTLV,z mit 6,1x10° und
6,1x10* Kopien/ml und als Negativkontrolle HIV-1 negatives Plasma eingesetzt. Beide PCRs
verliefen erfolgreich und zeigen eindeutige Produktbanden fir das Virusisolat. Mit der PCR

URF-full-3 und URF-full-4 wurden spezifische Produkte ohne Nebenprodukte amplifiziert.
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HIV-1 URF-new clade aus primarer Virusanzucht: Patient 13-0346

A URF-full-3 B URF-full-4

M 130346 P; P, N M 130346 P, P, N

4000 bp 4000
3500 bp 3500 bp 6
3000 bp o000
2500 bp 2500 bp
1000 bp
1000 bp

Abbildung 4: Qualitative Auswertung der Amplifikation des 3‘-Genombereichs (URF-full-3 und URF-full-4)
von URF-new clade HIV-1 aus Virusisolat (13-0346). Agarose-Gelelektrophorese zur Darstellung des PCR-
Produkts von Fragment 3 (URF-full-3) mit einer GréRe von 3066 bp (A) sowie des PCR-Produkts von Fragment 4
(URF-full-4) mit einer Grofe von 3666 bp (B). Agarosegele sind 1 %ig und mit Ethidiumbromid gefarbt.
Aufgetragen sind der Marker (M): GeneRuler 1 kb DNA Ladder, das Virusisolat: 13-0346 mit 5,51x10° Kopien/ml,
die erste Positivkontrolle (P1): HTLVye mit 6,1x10° Kopien/ml, die zweite Positivkontrolle (P2): HTLVyg mit
6,1x10" Kopien/ml und eine Negativkontrolle (N): HIV-negatives Blutplasma.

4.1.2 Amplifikation des Komplettgenoms (URF-full-1 bis URF-full-4) von URF-new
clade HIV-1 aus EDTA-Plasma

Das HIV-1 Komplettgenom von zwei weiteren Patientenproben der URF-new clade (13-
05995 und 14-0875) wurde aus dem Primérprobenmaterial (EDTA-Plasma) amplifiziert
(Abbildung 5, Abbildung 6), d.h. fur die Amplifikation wurde die virale RNA direkt aus dem
EDTA-Plasma der Patienten extrahiert. Fir beide Patientenproben konnten die vier PCR-
Produkte (URF-full-1 bis -4) erfolgreich amplifiziert werden. Die Qualitat der vier Amplifikate
fur die Patientenprobe 14-0875 ist sehr gut (Abbildung 6), wohingegen bei der Patienten-
probe 13-05995 zusatzlich unspezifische Banden bei der Amplifikation der PCR Produkte
von URF-full-3 und -4 generiert wurden (Abbildung 5, C+D). Deshalb erfolgte die Aufrein-
igung der Amplikons URF-full-3 und URF-full-4 fiir 13-05995 Uber ein praparatives Agarose-
gel mit Extraktion der DNA aus Agarosegel (Methoden, 3.5) fur die anschlieiende Sequenz-

ierung der Fragmente.
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HIV-1 URF-new clade aus Primarmaterial: Patient 13-05995
A URF-full-1 B URF-full-2
M 130595 P N M 130s9es P N
4000 bp 4000 bp
3500 bp 3500 bp
3000 bp <— 3053 bp 3000 bp
2500 bp 2500 bp
1000 bp
1000 bp
URF-full-3 URF-full-4
C D
M 130595 P N M 13.059es P N
4000 bp 4000bp
3500 bp 3500 bp 3666 bp
3000 bp 3000 bp Unspezifische
2500 bp 2500 bp Bande
€— Unspezifische
Banden
Unspezifische
Banden
1000 bp 1000 bp
Unspezifische
Bande

Abbildung 5: Qualitative Auswertung der Amplifikation des Komplettgenoms (URF-full-1 bis URF-full-4)
von URF-new clade HIV-1 aus EDTA-Plasma (13-05995). Agarose-Gelelektrophorese zur Darstellung des
PCR-Produkts von Fragment 1 (URF-full-1) mit einer GréRe von 3053 bp (A), des PCR-Produkts von Fragment 2
(URF-full-2) mit einer Grol3e von 3062 bp (B), des PCR-Produkts von Fragment 3 (URF-full-3) mit einer Grol3e
von 3066 bp (C) sowie des PCR-Produkts von Fragment 4 (URF-full-4) mit einer Grof3e von 3666 bp (D).
Agarosegele sind 1 %ig und mit Ethidiumbromid gefarbt. Aufgetragen sind der Marker (M): GeneRuler 1 kb DNA
Ladder, die Patientenprobe: 13-05995 mit 9,43x104 Kopien/ml, eine Positivkontrolle (P): HTLVjg mit 6,1x106

Kopien/ml und eine Negativkontrolle (N): HIV-negatives Blutplasma.
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HIV-1 URF-new clade aus Primarmaterial: Patient 14-0875
A URF-full-1 B URF-full-2
M 140875 P N M 140875 PN
4000bp 4000 bp
3500 bp 3500 bp
3000 bp b 3000 bp
2500 bp 2500 bp
1000 bp 1000bp
C URF-full-3 D URF-full-4
M 140875 P N M 140875 P N
4000 bp 4000 bp
3500 bp 3500 bp
3000 bp <— 3066t 3000 bp
2500 bp 2500 bp
1000 bp 1000 bp

Abbildung 6: Qualitative Auswertung der Amplifikation des Komplettgenoms (URF-full-1 bis URF-full-4)
von URF-new clade HIV-1 aus EDTA-Plasma (14-0875). Agarose-Gelelektrophorese zur Darstellung des PCR-
Produkts von Fragment 1 (URF-full-1) mit einer Grof3e von 3053 bp (A), des PCR-Produkts von Fragment 2
(URF-full-2) mit einer Gréf3e von 3062 bp (B), des PCR-Produkts von Fragment 3 (URF-full-3) mit einer Grol3e
von 3066 bp (C) sowie des PCR-Produkts von Fragment 4 (URF-full-4) mit einer Grof3e von 3666 bp (D).
Agarosegele sind 1 %ig und mit Ethidiumbromid geféarbt. Aufgetragen sind der Marker (M): GeneRuler 1 kb DNA
Ladder, die Patientenprobe: 14-0875 mit 2,72x10° Kopien/ml, eine Positivkontrolle (P): HTLVye mit 6,1x10°
Kopien/ml und eine Negativkontrolle (N): HIV-negatives Blutplasma.



Ergebnisse 31

4.2 Direktsequenzierung der PCR-Fragmente (URF-full-1 bis URF-full-4)
von URF-new clade HIV-1 Isolaten aus Oman

Die Populationssequenzen der Fragmente URF-full-1 bis -4 der putativen URF-new clade
Isolate wurden durch Sanger-Sequenzierung ermittelt. Alle verwendeten Sequenzierungs-
primer sind in Tabelle 2 (Material, 2.7) zusammengefasst. Die schematische Darstellung der
Lokalisation aller eingesetzten Sequenzierungsprimer auf dem gesamten HIV-1 Genom zeigt
Abbildung 7. In der Abbildung sind zudem die in dieser Arbeit neu designten Primer fur die
Sequenzierung des Komplettgenoms in rot dargestellt. Die Lokalisation der Primer bezogen
auf die Referenzsequenz HXB2 befindet sich im Anhang 8.1. und in Tabelle 2. Die Primer-
lokalisationen wurden dabei so gewahlt, dass eine mdglichst doppelstrangige Sequenz-
information Uber die gesamte Lange der Fragmente erhalten wurde (Abbildung 8 und
Abbildung 9).
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Lokalisation der verwendeten Sequenzierungsprimer

bezogen auf das HIV-1 Genom. Griin markierte Primer sind aus der Literatur oder aus der Primerdatenbank des

HIV-Studienlabors. Rot markierte Primer wurden fiir die Sequenzierung in dieser Arbeit neu designt:

Abbildung 7: Schematische Darstellung der

'LTRs, URF 3p31s, URF-env 7618s, URF-env 8015as, URF_full_3’LTRas.

URF_full_5



Ergebnisse 33

4.2.1 Direktsequenzierung des 3‘-Genombereichs (URF-full-3 und URF-full-4) von
URF-new clade HIV-1 aus Virusisolat

Die zwei Fragmente URF-full-3 und -4 des Virusisolates 13-0346 (Abbildung 8) konnten
erfolgreich doppelstréangig sequenziert werden, wobei fiir das Fragment URF-full-4 erst nach
Nachsequenzierungen und nach dem Design eines neuen Primers (URF_full_3'LTRas) ein
vollstandiges Contig erzeugt werden konnte (Abbildung 7, Tabelle 2). Das Fragment URF-
full-3 wurde mit sieben sense-Primern und sechs antisense-Primern sequenziert, wahrend
die Sequenzierung des Fragments URF-full-4 mit sieben sense-Primern und mit neun
antisense-Primern erfolgte (Abbildung 8). Nach der Assemblierung der Primersequenzfiles
fur das jeweilige Amplikon und der Sequenzauswertung wurde eine URF-full-3 und URF-full-
4 Konsensussequenz erzeugt und diese zusammen mit den Konsensussequenzen von URF-
full-1 und URF-full-2 (59) zu einer Komplettgenomsequenz assembliert. Insgesamt wurde
damit eine Komplettgenomsequenz fir das URF-new clade Isolat 13-0346 von 9113 bp
(TAR-Element der 5’LTR bis Poly-A-Signal der 3'LTR, 495-9621 bp bzgl. HXB2) erhalten.

A 13-0346 B 13-0346
URF-full-3 mit 2992 bp URF-full-4 mit 3656 bp

3p3fas URF 6229as
URF 5435as Pan-HIV-1_4F
Pan-HIV-1_3F URF 6881as
URF 3p31s URF 6543s
URF 6228as

Env Sas
URF 5435s

Pan-HIV-1_3R

ENVoutF1
URF 6881as Env 6537s

Pan-HIV-1_4F Gpd1R1

Env 5801s URF-env 8718as

Env Sas Gp46 F2

Pan-HIV-1_3R URF-env 8177s

Env 6537s URF_full_3'LTRas
URF-env 8520s
Pan-HIV-1_4R
LTR-fulllength-as
URF Miu 13s

Abbildung 8: Schema zur doppelstrédngigen Sequenzierung der Amplikons URF-full-3 und -4 des URF-new
clade Virusisolates 13-0346. (A) URF-full-3 von 13-0346, (B) URF-full-4 von 13-0346. Die gelesenen
Sequenzen der eingesetzten Sequenzierungsprimer sind graphisch dargestellt.

4.2.2 Direktsequenzierung des Komplettgenoms (URF-full-1 bis URF-full-4) von URF-
new clade HIV-1 aus EDTA-Plasma

Auch aus dem EDTA-Plasma (13-05995) konnte im Rahmen dieser Masterarbeit die
Komplettgenomsequenz ermittelt werden (Abbildung 9). Die Sequenzierung der Fragmente
URF-full-1 bis -4 aus dem EDTA-Plasma 13-05995 erwies sich als problematischer als fur
das Virusisolat 13-0346, da die einzelnen Sequenzen teilweise nicht auswertbar waren
aufgrund von starkeren Sequenziberlagerungen oder Hintergrundrauschen. Durch die
Erganzung des Primersets mit neu entwickelten Primern konnten die Amplikons URF-full-1

bis -4 Uber die jeweils gesamte Lange doppelstréngig sequenziert werden.
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Fur das URF-full-1 Fragment aus 13-05995 war zunéchst eine einzelstrangige Sequenz im
Bereich 1205-1350 bp bezogen auf die HXB2-Referenzsequenz verblieben, die mit dem neu
designten Primer URF_full_ 5’LTRs als Doppelstrang nachsequenziert werden konnte
(Abbildung 9, A). Unter Verwendung von acht sense-Primern und finf antisense-Primern
wurde eine doppelstrangige URF-full-1 Sequenz erhalten (Abbildung 9, A). Dagegen konnte
das URF-full-2 Fragment aus dieser Probe problemlos doppelstrangig mit acht sense-
Primern und funf antisense-Primern sequenziert werden (Abbildung 9, B). Fur die URF-full-3
Sequenzierung wurden sieben sense-Primer und sechs antisense-Primer eingesetzt, von
denen ein sense-Primer URF 3p31s neu designt wurde. Die Sequenzierung von URF-full-3
war aufwendig und ergab letztendlich keine durchgangig doppelstrangige Sequenz-
information am 3'-Ende von URF-full-3 (Abbildung 9, C). Diese einzelstrangige Sequenz im
Bereich ~6880-7480 bp bezogen auf die HXB2-Referenzsequenz liegt im env-Genombereich
und wird jedoch vom 5‘-Ende des URF-full-4 Fragments abgedeckt, sodass auch fiir diesen
Bereich letztendlich eine doppelstrangige Sequenzinformation vorliegt. Fur die
Sequenzierung des Fragmentes URF-full-4 wurden acht sense-Primer und 13 antisense-
Primer verwendet (Abbildung 9, D), die zum Teil in der Arbeitsgruppe zur Verfligung
standen. Zuséatzlich wurden zwei neue Primer (URF-env 7618s und URF-env 8015as)
designt, um eine doppelstrangige Sequenzinformation sowie ein vollstandiges Contig zu
erhalten. Nach der Assemblierung der einzelnen Primersequenzfiles und der erfolgten
manuellen Sequenzanalyse (DNASTAR-Lasergene 10, Version 10.0.1) fir jedes einzelne
Fragment wurden die jeweiligen Konsensussequenzen (URF-full-1 bis URF-full-4) zu einer
Komplettgenomsequenz von 9019 bp (Poly-A-Signal der 5’LTR bis zum TAR-Element der
JLTR; 530-9582 bp bzgl. HXB2) assembliert.

Die beiden ermittelten Komplettgenomsequenzen (13-0346, 13-05995) sind in der Form
eines Alignments mit der Referenzsequenz HXB2 in Abbildung 14 (siehe Anhang 8.1)
dargestellt. Der Anteil an Ambiguitéaten in der proteinkodierenden Sequenz ist fur das Virus
aus EDTA-Plasma (13-05995) mit 0,64 % groRRer als fur das Virusisolat (13-0346) mit 0,51
%. FUr das dritte Isolat der URF-new clade (14-0875) wurden bereits alle vier Amplikons aus
EDTA-Plasma erzeugt (Abbildung 6). Im Rahmen dieser Arbeit konnte flr das Plasma-Virus
(14-0875) beziiglich der doppelstrédngigen Sequenzinformation nur eine partielle Genom-
sequenz von 5309 bp (gag p24 bis env gp120/V1-Loop, 1329-6638 bp bzgl. HXB2) ermittelt
werden (Ergebnisse nicht gezeigt). In weiterfihrenden Arbeiten wird die Ermittlung der

Komplettgenomsequenz erfolgen.
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A 13-05995 B 13-05995
URF-full-1 mit 2995 bp URF-full-2 mit 3069 bp
Gag 1259as Pol 2402as
G20as Pol 2001s
Pan-HIV-1_1F Pol 2036s
Pol 2036s Pol 2322s
URF_full_5LTRs Pal 3454as
Gag 1322s Pol 2696s
Pol 2402as Pol 3034s
Pol 2001s URF-pol 4303as
Pol 2322s URF-pol 4560as
Pol 3454as URF-pol 3626s
Pol 3532as 3p31as
Pol 2696s 5INTs
Pol 3034s Pan-HIV-1_3F
C 13-05995 D 13-05995
URF-full-3 mit 2968 bp URF-full-4 mit 3575 bp
URF 5435as URF 6229as
3p31as Pan-HIV-1_4F
Pan-HIV-1_3F URF 6881as
URF 3p31s URF 6543s
URF 6229as Env 5as
URF 54355 Env 7254asc
ENVoutF1 Env 6537s
Pan-HIV-1_4F Pan-HIV-1_3R
URF 6881as Env 7407as.
Env 5901s URF-env 8015as
Env 6537s Gp41R1
Env 7407as URF-env 7618s
Pan-HIV-1_3R E180s_SF7
Gp46 F2
URF-env 871%as
URF_full_3'LTRas
URF-nef 9104as
URF-env 8520s
Pan-HIV-1_4R
LTR-fulllength-as
URF Miu 13s

Abbildung 9: Schema zur doppelstrangigen Sequenzierung der Amplikons URF-full-1 bis -4 des URF-new
clade aus EDTA-Plasma (13-05995). (A) URF-full-1 von 13-05995, (B) URF-full-2 von 13-05995, (C) URF-full-3
von 13-05995, (D) URF-full-4 von 13-05995. Die gelesenen Sequenzen der eingesetzten Sequenzierungsprimer
sind graphisch dargestellt.

4.2.3 Sequenzvergleich der Uberlappenden Regionen zwischen URF-full-1/URF-full-2,
URF-full-2/URF-full-3 und URF-full-3/URF-full-4

Es werden die Uberlappenden Regionen der vier Einzelsequenzen hinsichtlich ihrer
Ubereinstimmung geprift, da aufgrund der Quasispeziesnatur von HIV mittels der ,vier-
Amplikon-PCR*“ unterschiedliche Varianten der Quasispezies in jedem PCR-Amplikon
vorliegen koénnen. Dazu wurden die Konsensussequenzen der einzeln ausgewerteten
Amplikonsequenzen assembliert (DNASTAR Lasergene 10, Version 10.0.1) und die
Uberlappenden Bereiche der vier Amplikons verglichen (Abbildung 10). Die Uberlappende
Region von URF-full-1 und URF-full-2 (ca. 1500 bp, Lokalisation: 2012-3533 bp bzgl. HXB2)
schliel3t das 5°-Ende der gag-Genomregion sowie Teile der pol-Genomregion (Protease und
Reverse Transkriptase) ein. Der Uberlapp zwischen URF-full-2 und URF-full-3 (ca. 300 bp,
Lokalisation: 4783-5087 bp bzgl. HXB2) deckt den 3‘-Genombereich der Integrase ab und
der Uberlappende Bereich zwischen URF-full-3 und URF-full-4 (ca. 1800 bp, Lokalisation:
5967-7848 bp bzgl. HXB2) umfasst das erste Exon von rev, Teile des tat-Exons 1, das vpu-
Gen, sowie gp120 und den 5'-Bereich von gp41 der env-Genomregion (Abbildung 10).
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Uberlapp Uberlapp Uberlapp
URF-full-1 / URF-full-2  URF-full-2 / URF-full-3  URF-full-3 / URF-full-4

2012bp 3533bp 4783bp 5087bp 5967 bp 7848 bp
> >
[ « |
1z (1 [sus
rev
‘ PRI pSIRT | P15} pat|T ] | gp120 IR |
pol env
URF-full-1 <€
URF-full-2
URF-full-3 <€
URF-full-4 >
[ t } t t t } t t t |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 8000 9719

Position entspricht der Lokalisation in der Referenzsequenz HXB2 (AccNo.: K03455)

Abbildung 10: Uberlappende Bereiche zwischen den Amplikons URF-full-1 und URF-full-2, URF-full-2 und
URF-full-3 und zwischen URF-full-3 und URF-full-4 (rot dargestellt). Die vier Amplikons URF-full-1 bis -4 sind
bezogen auf das HXB2-Genom graphisch dargestellt und zeigen die Uberlappenden Bereiche auf dem Genom
an. Der Uberlapp zwischen URF-full-1 und URF-full-2 liegt zwischen 2012 bp und 3533 bp, der Uberlapp
zwischen URF-full-2 und URF-full-3 zwischen 4783 bp und 5087 bp und der Uberlapp zwischen URF-full-3 und
URF-full-4 zwischen 5967 bp und 7848 bp bezogen auf HXB2.

Bei Virusisolat 13-0346 traten im Uberlappenden Bereich zwischen URF-full-1 und URF-full-2
mit 1502 bp insgesamt sieben Sequenzunterschiede (0,47 %) auf, von denen sechs
Ambiguitaten darstellen, weshalb sich die Uberlappende Sequenz von Amplikon 1 und 2
letztendlich nur an einer Position (2004 bp bzgl. HXB2) in der Konsensussequenz
unterschied. An dieser Position wurde die Nukleotidbase T in URF-full-1 und die Nukleotid-
base C in URF-full-2 detektiert, weshalb diese Position in der Konsensussequenz als
Ambiguitat Y (T oder C) erscheint. Dieser Sequenzunterschied fihrt aber letztendlich nicht
zum Aminosaurewechsel, da an dieser Stelle beide mdglichen Codons TGC und TGT fiir die
Aminosaure Cystein codieren. Alle anderen Sequenzunterschiede, die auf Ambiguitaten
zurdckzufuhren sind und nicht in der Konsensussequenz auftreten, sind beispielsweise
solche, bei denen in URF-full-1 an einer Position die Ambiguitdt R (A oder G) und in URF-
full-2 an gleicher Position die Nukleotidbase A auftritt. In diesem Fall erscheint in der
Konsensussequenz an dieser Stelle die Nukleotidbase A. In dem uberlappenden Bereich
zwischen URF-full-2 und URF-full-3 mit 292 bp zeigt sich nur ein Sequenzunterschied (0,34
%) und im Uberlappenden Bereich zwischen URF-full-3 und URF-full-4 mit 1808 bp

insgesamt sechs Sequenzunterschiede (0,33 %), die ausschlie3lich Ambiguitaten darstellen
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und in der Konsensussequenz nicht als Unterschied gewertet werden. Werden die
prozentualen Anteile der Sequenzunterschiede von jedem Uberlapp zusammengefasst,
betragt insgesamt der Anteil fr das Virusisolat 1,7 %.

Fur das Virus aus EDTA-Plasma (13-05995) gibt es im Uberlapp zwischen URF-full-1 und
URF-full-2 (1514 bp) insgesamt 29 Sequenzunterschiede (1,9 %), von denen drei in der
Konsensussequenz auftreten, 26 Sequenzunterschiede sind auf Ambiguitaten zuriickzu-
fuhren und werden in der Konsensussequenz nicht gewertet. Die drei eindeutig gewerteten
Sequenzunterschiede (Position: 1481 bp, 1490 bp und 1496 bp bzgl. HXB2) stellen in ihren
Codons die dritte Base (Wobble-Basen) dar, weshalb die Sequenzunterschiede letztendlich
keinen Einfluss auf die Aminoséauresequenz haben. Zwischen den Amplikons URF-full-2 und
URF-full-3 mit einem Uberlapp von 290 bp wurden gar keine Sequenzunterschiede
identifiziert. Zwischen URF-full-3 und URF-full-4 mit 1786 bp wurden insgesamt 108
Sequenzunterschiede (6 %) gezahlt, von denen 100 Ambiguitaten darstellen und somit acht
echte Sequenzunterschiede in der Konsensussequenz identifiziert wurden. Diese acht
Sequenzunterschiede liegen im Bereich 6840-7410 bp bezogen auf HXB2 (C2 bis V4-Loop
von gpl20), von denen sieben zu einem Wechsel der Aminosaure fuhren. Bei dem
Sequenzvergleich zwischen URF-full-3 und URF-full-4 fallt auf, dass im Bereich zwischen
7410 und 7650 bp bezogen auf HXB2 (Bereich von 240 bp, V4-Loop bis V5-Loop von gp120)
insgesamt 47 Ambiguitdten (ca. 20 %) in der Konsensussequenz auftreten, die nicht auf
Sequenzunterschiede zuruckzufihren sind, sondern in beiden Amplikons (URF-full-3 und
URF-full-4) an gleicher Position detektiert worden sind. Prozentual betrdgt der Anteil an
Basenheterogenitaten der einzelnen Uberlapps zusammen genommen 7,9 % und ist damit
fur das EDTA-Plasma-Virus hoher als fur das Virusisolat (13-346) mit 1,7 %. Allgemein
bedeutet bei der Sequenzanalyse das Auftreten einer Ambiguitat in einer Nukleotidsequenz,
dass in der untersuchten Patientenprobe mehrere Virusvarianten (Quasispezies) vorliegen.
Zusammenfassend wurde im URF-full-1 und URF-full-2 Uberlapp (gag-Ende bis PR, RT) fir
das Virusisolat 13-0346 ein Sequenzunterschied gewertet und fir das Virus aus EDTA-
Plasma 13-05995 drei Sequenzunterschiede, die aber aufgrund der Wobble-Paosition (3.
Nukleotidbase im Codon) letztendlich keinen Einfluss auf die Aminoséduresequenz haben. Im
URF-full-2 und URF-full-3 Uberlapp wurden fiir beide Isolate keine Sequenzunterschiede
identifiziert und innerhalb des URF-full-3 und URF-full-4 Uberlapps wurden ausschlieRlich fiir
13-05995 acht Sequenzunterschiede im hypervariablen gpl20 (env)-Genombereich

detektiert, von denen sieben zu einem Wechsel der kodierenden Aminoséaure fuhren.
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4.3 Genetische Klassifizierung von URF-new clade Isolaten von HIV-1
aus Oman anhand der Komplettgenomsequenz

In vorangegangenen Arbeiten wurde anhand phylogenetischer Analysen von partiellen
Genomsequenzen dieser URF-new clade Viren gezeigt, dass diese in der Baumtopologie
eine eigene monophyletische Gruppe bilden. In dieser Arbeit wurden phylogenetische
Stammbaumanalysen mit zwei HIV-1 Komplettgenomsequenzen der URF-new clade Isolate
aus Oman durchgefihrt, um zu tberprufen, ob auch die Sequenz des Komplettgenoms als
eigenstandige monophyletische Gruppe in der Baumtopologie lokalisiert ist und sich damit
die Annahme bestétigt, dass es sich bei den neu identifizierten URFs aus Oman um eine
neue zirkulierende rekombinante Form von HIV-1 handelt.

Die genetische Klassifizierung der URF-new clade Isolate erfolgte anhand phylogenetischer
Analysen mit 170 vollstandig subtypisierten HIV-1 Referenzsequenzen aus dem Subtypen-
Panel der HIV-Datenbank. Die verwendeten Referenzsequenzen sind in Tabelle 7 (siehe
Anhang 8.2) aufgelistet und der erstellte Stammbaum ist in Abbildung 15 (siehe Anhang 8.3).
dargestellt. Fir eine bessere Darstellung der Baumtopologie wurde die phylogenetische
Analyse zusatzlich mit einem reduzierten Referenzsequenzset von 118 Sequenzen (in
Tabelle 7 mit Index versehen) durchgefuhrt (Abbildung 11). Fur die Erstellung der
Baumtopologie wurde die Sequenz eines Isolates der Gruppe O (Acc.No.: L20571) als
AuBengruppe gesetzt (Abbildung 11).

Die zwei URF-new clade Isolate aus Oman sind in der Clade der G-Subtypen und G-
Rekombinanten lokalisiert. Innerhalb dieser G-Subtypen und G-Rekombinanten Clade
spalten sich die URF-new clade Isolate signifikant von den reinen G-Subtyp-Isolaten und G-
Rekombinanten ab und bilden damit eine eigene monophyletische Gruppe. Der Bootstrap-
Wert von 100 % am Knotenpunkt der beiden Isolate der URF-new clade stiitzt die Annahme,
dass beide Patientenisolate nicht epidemisch miteinander verkniupft sind und es sich damit
nicht um eine Infektkette handelt. Diese Tatsachen lassen die Interpretation zu, dass es sich
bei den URF-new clade Isolaten um eine neue zirkulierende rekombinante Form handelt
(nicht unter CRFO1 bis CRF49, die in der Analyse enthalten waren). Die phylogenetische
Analyse wird mit der Komplettgenomsequenz des dritten Vertreters (14-0875) in

weiterfuhrenden Arbeiten wiederholt werden.
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Abbildung 11: Phylogenetischer Neighbor-Joining Stammbaum zur Klassifizierung der URF-new clade
Isolate aus Oman. Phylogenetische Analyse mit Komplettgenomsequenzen von Referenzsequenzen
(n=118/170) des HIV-Subtypen-Panels der HIV-Datenbank und von zwei HIV-1 Patientenproben der URF-new
clade Variante (13-0346, 13-05995). Die Sequenz O.CM.91 (Acc.No.: L20571) wurde als Aul3engruppe fir die
Erstellung der Baumtopologie benutzt und deren Astlange fir eine bessere Darstellung der Baumtopologie
gekirzt (gekennzeichnet durch zwei Striche). Der Distanzbalken (scale bar) mit dem Wert 0,1 zeigt die Astlange
an, die einem Nukleotidaustausch von 10 % pro Position im Alignment entspricht. Die Bootstrap-Analyse wurde
mit 1000 Replikaten durchgefuhrt. Signifikante Knotenpunkte (Bootstrap-Wert: >70 %) fur die Einteilung der
Clades sind rot gekennzeichnet. In Klammern sind die Subtypen und die dazugehorigen rekombinanten Formen
zusammengefasst. Die URF-new clade Isolate sind blau hervorgehoben.

4.4 Analyse der rekombinanten Genomstruktur der URF-new clade
Isolate aus Oman

Nachdem die phylogenetische Analyse gezeigt hat, dass die zwei full-length Sequenzen in
einer monophyletischen Gruppe innerhalb der G/ G-Rekombinanten lokalisiert sind, wurde
die rekombinante Genomstruktur analysiert. Zur Identifikation der rekombinanten Genom-
struktur der URF-new clade Viren wurde das Recombinant Identification Program (RIP), das
von der HIV-Datenbank zur Verfugung gestellt wird, angewendet. Das Programm erstellt
zunéachst ein Alignment aus der eingeladenen Komplettgenomsequenz der URF-new clade
mit 12 Referenzsequenzen, die in Form von Konsensussequenzen jeweils einen Subtypen
und die CRFO1_AE reprasentieren. Die 12 Referenzsequenzen sind farbig unterschiedlich
gekennzeichnet (Abbildung 12, C). Mithilfe von Distanzmessungen zwischen den Referenz-
sequenzen und der Komplettgenomsequenz der URF-new clade Isolate wurde ein
Ahnlichkeits-Distanzplot (similarity-Distanzplot, s-Distanzplot) erstellt (Abbildung 12, A+B).
Die zwei Balken tber dem Plot zeigen an, mit welcher Referenzsequenz die Komplettgenom-
sequenz der URF-new clade Isolate die gréf3te Sequenzadhnlichkeit zeigt (,best match®,
unterer Balken). Der obere Balken ist an den Positionen farbig markiert, an denen die
hochste Ahnlichkeit signifikant besser ist als die zweithéchste Ahnlichkeit (Abbildung 12,
A+B). Das Genom der URF-new clade setzt sich demnach hauptséchlich aus dem Subtyp G
(dunkelblau) mit drei Anteilen von Subtyp D (hellblau) zusammen. Positionen, an denen eine
Farbliicke besteht, zeigen an, dass hier eine gleichwertig hohe Signifikanz fur die Ahnlichkeit
mit zwei Referenzen besteht, also keine eindeutige Zuordnung getroffen werden konnte. Die
Positionen, an denen im unteren Balken die Farbe wechselt, zeigen an, dass hier die
hochste Ahnlichkeit zu einer anderen Referenzsequenz wechselt. Die Lokalisationen der
einzelnen Subtypanteile bezogen auf die jeweilige Komplettgenomsequenz der URF-new
clade Isolate beruht in diesen Distanzplots nur auf Sequenzéhnlichkeiten und stellt damit

eine Rekombinationsstruktur auf Grundlage einer geschatzten Wahrscheinlichkeit dar.
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Abbildung 12: Plot der s-Distanz als Ergebnis der RIP-Analyse. Dargestellt sind die Ahnlichkeitsdistanz-Plots
(s-Distanzplots) von (A) Virusisolat (13-0346) und (B) full-length Sequenz vom EDTA-Plasma (13-05995) und die
dafir verwendeten Referenzsequenzen, die jeweils einen Subtypen und die CRFO1_AE darstellen (C). Fir die
FenstergroRe wurde der Wert 400, fir den Konfidenzschwellenwert 90 % (significance threshold 0,9) gewabhlt. Die
x-Achse (k) reprasentiert die Sequenzposition der URF-new clade Isolate im Zentrum des Fensters (also Beginn
des Plots bei 200). Die y-Achse s(k) zeigt die Ahnlichkeit (similarity) zwischen dem Fenster der URF-new clade
Sequenzen mit jeder Referenzsequenz an. Die zwei Balken uber dem Plot représentieren die rekombinante
Genomstruktur der URF-new clade Viren. Der untere Balken gibt die beste Ubereinstimmung der URF-new clade
Komplettgenomsequenz mit den Referenzsequenzen wieder und der obere Balken die signifikante Uberein-
stimmung.

Die genaue Bestimmung der phylogenetischen Rekombinationsstellen (Breakpoints,
Positionen, an denen die Genomstruktur von einem Subtyp zu einem anderen wechselt)
erfolgte mithilfe von GOBICS auf Grundlage des jumping profile Hidden Markov Model
(ipHMM). Dieses Model ermoglicht das ,Springen der Populationssequenz zwischen den
Subtypreferenzsequenzen des vorkalkulierten Alignments und z&hlt die Springe zwischen
verschiedenen Subtypen als Breakpoint. Auf Basis des statistischen Logarithmus werden
zudem Breakpoint-Intervalle zwischen zwei Subtypen bestimmt. Die ermittelten Werte fur die
Positionen der Breakpoints bzw. Breakpoint-Intervalle sowie die Angaben der Subtypen fir
die Fragmente zwischen zwei Breakpoints sind in Tabelle 4 fir das Virusisolat (13-0346) und
in Tabelle 5 fur das Virus aus EDTA-Plasma (13-05995) zusammengefasst. Die
Rekombinationsanalyse mit jpHMM wurde auch mit der partiellen Genomsequenz des Virus
aus EDTA-Plasma (14-0875) durchgefiihrt (Tabelle 6). In den Tabellen sind zudem die

jeweiligen Breakpoint-Positionen bezogen auf die HXB2-Referenzsequenz angegeben.
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Tabelle 4: Ergebnisse der jpHMM-Analyse fir das URF-new clade Isolat 13-0346.

Fragment Start- und Breakpoint Intervall Fragment Subtyp
Endposition (Breakpoints) Start - Ende

1-315 - N/A
316 -2774 2748 - 2785 G
Positionen in der 2775 - 3701 3621 - 3724 D
Populationssequenz 3702 - 4612 4576 - 4613 G
13-0346 4613 - 4878 4862 - 4910 D
4879 - 8901 - G
8902 - 9113 - N/A
495 - 789 i N/A
Positionen der 790 - 3281 3255 - 3292 G
Populationssequenz 3282 - 4208 4128 - 4231 D
13-0346 bezogen auf 4209 - 5119 5083 - 5120 G
die HXB2- 5120 - 5385 5369 - 5417 D
Genomsequenz 5386 - 9411 - G
9412 - 9621 i N/A

Tabelle 5: Ergebnisse der jpHMM-Analyse fur das URF-new clade Isolat 13-05995.

Fragment Start- und Breakpoint Intervall Fragment Subtyp
Endposition (Breakpoint) Start - Ende

Positionen in der
Populationssequenz
13-05995

1-278

279 - 2760
2761 - 3708
3709 - 4601
4602 - 4873
4874 - 6854
6855 - 7078
7079 - 8862
8863 - 9019

2753 - 2798
3602 - 3741
4555 - 4611
4864 - 4893

ZOWOUOUOZ
>

>

Positionen der
Populationssequenz
13-05995 bezogen
auf die HXB2-
Genomsequenz

530 - 789
790 - 3283
3284 - 4231
4232 - 5124
5125 - 5396
5397 - 7409
7410 - 7651
7652 - 9409
9409 - 9560

3276 - 3321
4125 - 4264
5078 - 5134
5387 - 5416

ZOWQOUOUOZ
>

>
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Tabelle 6: Ergebnisse der jpHMM-Analyse fir das URF-new clade Isolat 14-0875.

Fragment Start- und Breakpoint Intervall Fragment Subtyp
Endposition (Breakpoints) Start - Ende

1-1946 1936 — 1974 G
Positionen in der 1947 — 2814 2807 — 2900 D
Populationssequenz 2815 —3790 3744 - 3801 G
14-0875 3791 — 4062 4053 — 4069 D

4063 — 5313 - G
Positionen der 1329 - 3281 3271 -3309 G
Populationssequenz ~ 3282 — 4148 4141 - 4234 D
14-0875 bezogen auf 4149 —5124 5078 — 5135 G
die HXB2- 5125 - 5396 5387 — 5403 D

5394 - 6638 - G

Genomsequenz

Die Ermittlung der Breakpoints einer rekombinanten Populationssequenz bezogen auf die
HXB2-Referenzsequenz ist notwendig, um alle rekombinante Formen einheitlich anhand der
HXB2-Genommappe darstellen zu kdnnen. In Abbildung 13 ist die rekombinante Genom-
struktur der URF-new clade Viren basierend auf der HXB2-Referenzsequenz gezeigt. Alle
drei URF-new clade Viren zeigen eine sehr ahnliche rekombinante Genomstruktur, die
hauptséchlich aus Subtyp G besteht und mit zwei Fragmentbereichen in der pol- und vif-
Genomregion, die dem Subtyp D zugeordnet werden, kombiniert ist. Das URF-new clade
Isolat 13-05995 zeigt zusatzlich in der env-Genomregion (7410-7651 bp, HXB2) einen
Fragmentabschnitt, der dem Subtyp B zugeordnet wird (Abbildung 13, B). Das Programm
jpHMM weist aber darauf hin, dass die Detektion von Subtyp B im 3'-Genombereich haufig
auf einen technischen Fehler zurtickzufihren ist. Die grau hinterlegten Enden der 5'- und
3LTR der Komplettgenomsequenzen (13-0346, 13-05995) konnten keinem bekannten
Subtypen zugeordnet werden (N/A) und stellen den Anfang und das Ende der originalen
Populationssequenzen dar. Die partielle Genomsequenz von 14-0875 weist die gleiche
rekombinante Genomstruktur auf, bestehend aus Subtyp G und D, wie sie fir die Komplett-
genomsequenzen ermittelt wurde (Abbildung 13, C). Die jpHMM-Analyse sollte mit der

fehlenden env-Sequenz von 14-0875 in weiteren Arbeiten wiederholt werden.
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Abbildung 13: jpHMM Analysen der zwei Komplettgenomsequenzen (13-0346 und 13-05995) und der
partiellen Genomsequenz (14-0875) der URF-new clade Viren. Gezeigt ist die rekombinante Genomstruktur
der URF-new clade HIV-1 Viren (A) 13-0346, (B) 13-05995 und (C) 14-0875. Die Subtypen G (gruin), D (rosa), B
(blau) und nicht definierbare Regionen (grau) sind farbig hinterlegt. Die farblos dargestellten 5°- und 3'-
Genomenden sind nicht sequenzierte Bereiche der URF-new clade. Die HIV-1 Sequenzen wurden in die online-
Anwendung von jpHMM im GOBICS-Server eingeladen. Das Programm nutzt das eigene Subtypen-
Referenzalignment und den statistischen jpHMM-Algorithmus fiir die Bestimmung der Subtypen, Breakpoints und
Breakpoint-Intervalle mit einem Signifikanzwert von 99 %. Die Lokalisationen der Breakpoints und Breakpoint-
Intervalle sind als Zahlenwerte angegeben und entsprechen den Lokalisationen im HXB2-Genom.
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5 Diskussion

Im Rahmen der genotypischen Resistenzanalyse bei therapierten und therapienaiven HIV-1
Patienten aus Oman wurde auch der Subtyp der ermittelten HIV-1 pol Sequenzen (PR/RT
und INT) analysiert. Ein hoher Anteil von ca. 47 % der pol-Sequenzen konnte keinem
bekannten Subtyp oder CRF zugeordnet werden und wurden als URF (singulare
rekombinante Form) klassifiziert. Sechs dieser URF-Stamme bildeten in der phylogen-
etischen Analyse der pol-Sequenzen eine eigene monophyletische Gruppe, die sich
signifikant von allen global bekannten Subtypen und CRFs der HIV-Datenbank unterschied,
weshalb diese zunachst als URF-new clade bezeichnet wurden. Anhand phylogenetischer
Analysen der Komplettgenomsequenzen der neuen URF-Variante mit aktuellen Referenz-
sequenzen soll geklart werden, ob es sich hierbei um eine neue zirkulierende Rekombinante
(CRF) handelt. Damit ware die Bestatigung erbracht, dass es sich bei den neu identifizierten
Isolaten um HIV-1 Stamme handelt, die fur die HIV-Epidemiologie in Oman relevant sind.

Fir die Amplifikation des HIV-1 Komplettgenoms waren in der Arbeitsgruppe die Methoden
zur full-length cDNA-Synthese und Amplifikation des Komplettgenoms in Form von vier
Uberlappenden Fragmenten (,vier-Amplikon-PCR") etabliert worden. Von einem Virusisolat
der URF-new clade war der 5-Genombereich bereits sequenziert worden.

Um die Komplettgenomsequenz zu erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit der 3'-
Genombereich dieses Isolates amplifiziert und sequenziert. Zwei weitere Vertreter dieser
neuen URF-Variante konnten vollstéandig direkt aus Plasma ohne vorherige Virusanzucht
amplifiziert werden und eine weitere vollstdndige Populationssequenz sowie partielle
Sequenzen des dritten Vertreters im Rahmen dieser Arbeit ermittelt werden. Mit den beiden
Komplettgenomsequenzen der URF-new clade Viren konnten diese genetisch (ber
phylogenetische Analysen klassifiziert und ihre rekombinante Genomstruktur analysiert

werden.

5.1 Amplifikation und Sequenzierung des HIV-1 Komplettgenoms einer
neuen URF-Variante aus Oman

Die Komplettgenomsequenzen der URF-new clade Viren wurden durch PCR-Amplifikation
und Sequenzierung direkt aus genomischer viraler RNA von freien Viruspartikeln infizierter
Patienten erzeugt und reprasentieren damit die zum Zeitpunkt der Blutenthahme
zirkulierende und replizierende Viruspopulation im Patienten. Ermittelte Sequenzen aus

viraler RNA haben demnach eine hdhere pathogene Signifikanz als die Sequenzen, die
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durch co-Kultivierung von infizierten Zellen von den integrierten Proviren in Spender-PBMCs
vermehrt wurden (67).

Die Amplifikation des Komplettgenoms der URF-new clade Viren aus viraler RNA basierte
auf der Synthese einer full-length cDNA. Die effiziente Synthese von vollstandigen cDNA-
Molekdilen ist eine Herausforderung, da es aufgrund von ausgepragten Sekundarstrukturen
der viralen RNA, wie z.B. dem Rev-Responsive Element im env-kodierenden ORF, zu
Syntheseabbriichen der Reversen Transkriptase kommen kann (68-70). Aufgrund dessen
beruhen viele in der Literatur beschriebenen Methoden zur Komplettgenomsequenzierung
auf einer cDNA-Synthese in Form von Uberlappenden Fragmenten (64). Dadurch wird zwar
in der Regel eine hohere cDNA-Ausbeute erzielt, fur das Design der anschlielRenden
Amplifikation ist man jedoch auf die einzelnen cDNA-Fragmente beschrénkt. Durch die
Etablierung eines Protokolls zur effizienten Synthese einer full-length cDNA konnte das
Design zur Amplifikation des Komplettgenoms flexibel gestaltet werden und verschiedene
sequenzspezifische PCR-Systeme konnten von der gleichen cDNA ausgehend verwendet
werden. Die effiziente Aufreinigung von intakten RNA-Templates ist die Voraussetzung fir
die effiziente full-length cDNA-Synthese, was wiederum Voraussetzung fir die erfolgreiche
Amplifikation des Komplettgenoms von HIV ist. Auch die Wahl geeigneter Enzyme ist
essentiell. Das fur die Reverse Transkription verwendete Enzym Superscript Ill ist genetisch
so modifiziert, dass es eine erhthte Thermostabilitdt und keine RNase H-Aktivitat aufweist
(67). Laut Literatur wird durch die fehlende RNase H-Aktivitat die Ausbeute an vollstandig
synthetisierten cDNA-Molekiilen erhdht (71), da die RNA-Molekile nicht wahrend der cDNA-
Synthese bereits abgebaut werden, sondern erst nach erfolgter Reversen Transkription
durch nachtraglicher Zugabe eines RNase H-Enzyms. Zudem ist bekannt, dass genetisch
veranderte Reverse Transkriptase Enzyme ohne RNase H-Aktivitat die Wahrscheinlichkeit
eines Abbruchs der Reversen Transkriptase durch RNA-Sekundarstrukturen verringert (72).
Vermutlich trégt auch die erhthte Thermostabilitit der Reversen Transkriptase zur
effizienten Reverse Transkription bei, da das Enzym auch bei sehr hohen Temperaturen wie
beim Denaturierungsschritt bei 65 °C und auch wahrend der zweistiindigen Inkubationszeit
bei 50 °C aktiv bleibt (73). Des Weiteren kann die Ausbeute an spezifischen full-length
cDNA-Molekiilen unter Verwendung von sequenzspezifischen Primern erhéht werden (67),
weshalb auch in der etablierten full-length cDNA-Synthese ein sequenzspezifischer
antisense Primer (LTR-fulllength-as), der in der 3‘-LTR bindet, verwendet wurde. Es ist
bekannt, dass die Rate an in vitro-Rekombinationsereignissen bei langen cDNA-Synthesen
hoch ist, wenn vorwiegend partielle cDNA-Molekile synthetisiert werden aufgrund bereits
degradierter RNA-Molektle oder durch nicht optimale Reaktionsbedingungen der Reversen
Transkription (74, 75). In der Literatur ist beschrieben, dass die Rekombinationsrate bei

langen cDNA-Synthesen minimiert werden kann, wenn die Inkubationszeit erhéht wird (74,
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75). Eine 120 mindtige Inkubationszeit wird dabei als geeignet angesehen (75), die auch fir
die cDNA-Synthese der URF-new clade Viren eingesetzt wurde.

Die Amplifikation des HIV-1 Genoms der URF-new clade Viren auf der Grundlage von full-
length cDNA erfolgte in Form von vier Uberlappenden Fragmenten (,vier-Amplikon-PCR).
Amplifikationsstrategien Gber mehrere Uberlappende PCR-Amplikons (bis zu 10
Uberlappende Fragmente) ist fur virale Genome eine gangige Methode, wie sie auch in
mehreren Publikationen beschrieben sind (76-79). Meist wurden sie spezifisch fir die
untersuchten Isolate etabliert und kdnnen nicht immer universell fir unterschiedliche HIV-1
Subtypen eingesetzt werden (80). Gall und Kollegen etablierten deshalb eine subtyp-
generische vier-Amplikon-PCR, die auch im HIV-Studienlabor fir die Amplifikation der
rekombinanten HIV-1 Variante aus Oman getestet wurde (59, 64). Mit dieser Methode
wurden jedoch entweder gar keine Amplifikate generiert oder zusatzlich unspezifische PCR-
Produkte amplifiziert (59). Daraufhin wurden die Amplifikationsprimer fur drei Fragmente
(URF-full-1, URF-full-2 und URF-full-4) subtypgenerisch optimiert und konnten erfolgreich fir
die Amplifikation der Patientenproben aus Oman eingesetzt werden (59, 64). Lediglich das
Fragment URF-full-3 wird mit Primern aus der Literatur generiert (64). Die Sensitivitat dieser
neu etablierten vier-Amplikon-PCR ist jedoch relativ gering, weshalb diese Methode fir
klinisches Material mit sehr niedrigen Viruslasten nicht geeignet ist. Bei Isolaten mit einer
Viruslast unter 10* Kopien/ml konnten keine PCR-Amplifikate erzeugt werden. Die vier PCRs
des Virusisolates (13-0346) (59) und des Virus aus EDTA-Plasma (14-0875) generierten
ausschlie3lich spezifische PCR-Produkte, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass
mit der etablierten cDNA-Synthese effizient full-length cDNA-Molekiile erzeugt worden
waren. Fir den Vertreter der URF-new clade aus EDTA-Plasma (13-05995) wurden bei der
URF-full-3 und -4 Amplifikation zusatzlich unspezifische PCR-Produkte detektiert, da dieser
Bereich zum einen den hypervariablen env-Genombereich umfasst und der Grad der
Diversitat der Quasispezies im Primarmaterial (EDTA-Plasma) grolRer ist als im
angezichteten Virusisolat. So ist es mdglich, dass speziell in dieser Probe die
Amplifikationsprimer an genetisch unterschiedliche Varianten der HIV-Quasispezies
hybridisieren und so genetisch unterschiedliche Amplifikationsprodukte generiert wurden. Bei
der Amplifikation in mehreren Fragmenten besteht deshalb auch die Gefahr, dass bei co-
zirkulierenden Subtypen im Patienten, Amplifikate von mehreren reinen Subtypvarianten
generiert und zusammengesetzt werden, was wie bei einer partiellen cDNA-Synthese zu
falschen Interpretationen beziiglich inter-Subtyp-Rekombinanten fihren kann. Da die
Moglichkeit von dualen Infektionen mit mehreren HIV-1 Subtypen besteht, ist es
wuinschenswert die Anzahl der PCR-Amplikons fir die Komplettgenom-Amplifikation so
gering wie méglich zu halten bzw. sogar eine full-length-Amplifikationsmethode zu etablieren,

die es ermoglicht, ein einziges Amplikon Uber das gesamte HIV-1 Genom zu generieren.
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Damit wird die Wahrscheinlichkeit erhdht, dass ein Komplettgenom einer HIV-1 Spezies
amplifiziert wird. Ein Nachteil kdnnte sein, dass die Ausbeute an full-length-Amplifikaten
gering ausfallt, was nachteilig fir die anschlielende Sequenzierung des Komplettgenoms
sein kann. Die Etablierung einer effizienten full-length Amplifikationsmethode erweist sich
vermutlich als auf3erst schwierig, da in der Literatur nur wenige full-length Amplifikations-
methoden beschrieben sind, die zudem subtyp-spezifisch (B, C) etabliert worden sind (81-
83).

Die Sequenzauswertung der URF-new clade Viren war fir das Virusisolat (13-0346)
einfacher als fur das Primarmaterial (13-05995) aufgrund der erhdhten Variabilitat der HIV-
Varianten aus EDTA-Plasma. Vor allem die Auswertung des hypervariablen env-
Genombereichs erwies sich durch das Auftreten von Sequenzmischungen teilweise
schwierig. Bei dem Virusisolat aus Virusanzucht war die Sequenzanalyse unproblematischer,
da die Viren des Patienten (13-0346) mit PBMCs co-kultiviert wurden und die replizierende
Hauptvariante der HIV-Quasispezies mit der hdchsten viralen Fitness und evolutionaren
Vorteilen dadurch selektiert wurde, was zu einer weniger divergenten Quasispezies fuhrt. Fir
beide URF-new clade Viren war jedoch die anschlieBende Assemblierung der vier
Einzelsequenzen zu einer Komplettgenomsequenz problemlos. Diese generierten Komplett-
genomsequenzen der beiden URF-new clade Viren zeigten vereinzelte heterogene
Basensubstitutionen. Der Anteil an Ambiguitaten, der zum Wechsel der kodierenden
Aminosaure fuhrt, fallt fir die Populationssequenz aus EDTA-Plasma-Virus mit 0,64 %
grolBer aus als fur die Populationssequenz des Virusisolates mit 0,51 %. Dies liegt wie
bereits zuvor erlautert vor allem in der hoheren Diversitat der Quasispezies aus EDTA-
Plasma begriindet.

Die Anteile an Sequenzunterschieden in den Uberlappenden Bereichen der zusammen-
gesetzten Fragmente fallt insgesamt fur das (nicht kultivierte) Virus aus EDTA-Plasma mit
7,9 % sehr viel groRer aus im Vergleich zum angezichteten Virusisolat mit 1,7 %. Da
insgesamt die Basenheterogenitat im Virus aus EDTA-Plasma sehr viel héher ausfallt als im
angezichteten Virusisolat, kann darauf geschlossen werden, dass der Grofdteil der
ambiguitaren Sequenzbereiche zwischen den PCR-Amplikons auf die heterogene
Quasispezies zurtickzufuihren ist. Sequenzunterschiede kénnen auch zum Beispiel wahrend
der Reversen Transkription durch die fehleranféllige Reverse Transkriptase aufgrund der
fehlenden 3'-5' Exonukleaseaktivitat (Korrekturfunktion) entstehen (73). Die Fehlerrate der
verwendeten SuperScriptlll ist allerdings nicht bekannt (67). Die Mutationsrate wahrend der
Amplifikation kann als &ufRerst gering betrachtet werden, da fur die Amplifikation ein
kommerzieller Mix aus Polymerasen (Tag-DNA-Polymerase und eine High Fidelity-DNA-

Polymerase) eingesetzt wurde. Die High Fidelity DNA Polymerase besitzt eine Korrektur-
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funktion und kann falsch eingebaute Nukleotidbasen durch die korrekt komplementéaren
Basen ersetzen.

Die einzelnen Schritte zur Analyse des Komplettgenoms von HIV-1 bauen somit aufeinander
auf. Die verwendeten zum Teil in Vorarbeiten etablierten Protokolle sind spezifisch aufein-
ander abgestimmt und ermdglichen eine ausreichende Ausbeute vollstandig synthetisierter
cDNA-Produkte fir eine erfolgreiche Amplifikation und Sequenzierung vollstandiger HIV-1
Genome unterschiedlicher Subtypen und Mosaikviren.

5.2 Genetische Klassifikation einer neu identifizierten URF-Variante aus
Oman

Von den weltweit sequenzierten HIV-1 Isolaten entsprechen mindestens 20 % inter-Subtyp-
Rekombinanten (8). Man geht davon aus, dass die HIV-Pandemie vermutlich immer starker
von der Ausbreitung rekombinanter Formen beeinflusst wird, da bereits in bestimmten
Regionen (z.B. in Malaysia, Brasilien und Westafrika) die HIV-1 Epidemie durch eine
graduelle Verdrangung der dominierenden HIV-1 Subtypen aufgrund der ansteigenden
Zahlen der epidemiologisch bedeutenden CRFs gekennzeichnet ist (84). Die Identifizierung
neuer zirkulierender rekombinanter Formen (CRFs) in der HIV-Epidemie ist essentiell, um
Informationen bezlglich der Pravalenz sowie der Verbreitung in einer Population und
eventuell in bestimmten Risikogruppen zu erhalten. Zudem konnen diese rekombinanten
Viren, die sich evolutionar in der Bevodlkerung etabliert haben, spezielle Eigenschaften
bezlglich der Transmissionseffizienz und Pathogenese haben (85). Zudem wird ein Einfluss
auf die Virusdiagnostik, Therapiemaflinahmen sowie Impfstoffentwicklung diskutiert (85). Die
Identifizierung neuer Mosaikviren und deren genetische Charakterisierung durch
Bestimmung der Subtypanteile sowie der Rekombinationsstellen sind essentiell fur die
molekulare Epidemiologie von HIV-1.

Die phylogenetische Analyse (distanzbasiertes Neighbor-Joining-Verfahren) der beiden
kompletten Populationssequenzen der URF-new clade bestitigt das Ergebnis
vorangegangener phylogenetischer Analysen der pol-Sequenzen, namlich dass diese HIV-1
Viren eine eigene monophyletische Gruppe bilden, die sich signifikant von den
Subtypreferenzsequenzen (beinhalten alle Subtypen, sowie CRF01-CRF49) abspalten. Die
Baumtopologie zeigt eine genetische Verwandtschaft der URF-new clade zu Subtyp G und
G-Rekombinanten Referenzsequenzen. Die mittlere paarweise genetische Distanz der
beiden URF-new clade Sequenzen nach der vorliegenden Datenlage und der Bootstrap-Wert
von 100 % am Kontenpunkt beider Isolate sprechen daftir, dass es sich um epidemisch nicht
verkniipfte HIV-1 Isolate handelt. Das verwendete HIV-Subtypreferenzpanel der Los Alamos

Datenbank reprasentiert aber nicht alle bereits registrierten CRFs (bis CRF72, aber nicht alle
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Sequenzen sind 6ffentlich verfigbar) und URF-Sequenzen sind gar nicht im Referenzpanel
enthalten. Um die Moglichkeit auszuschlie3en, dass bereits &hnliche Sequenzen von CRFs
und URFs in der HIV-Sequenzdatenbank vorliegen, wurden die beiden ersten Komplett-
genomsequenzen der URF-new clade der Datenbank zur Sequenzuberprifung zur
Verfiigung gestellt. Die Sequenziberprifung der Administratoren ergab letztendlich keine
signifikante Ubereinstimmung mit bereits registrierten CRFs oder URFs in der HIV-
Sequenzdatenbank, was darauf hinweist, dass es sich bei den identifizieren URF-new clade
Viren, um eine neue zirkulierende rekombinante Form handelt.

Um die rekombinante Genomstruktur von Mosaikviren zu bestimmen, werden in der Literatur
zahlreiche Rekombinationsidentifizierungs-Programme beschrieben (63, 66, 86, 87). Die hier
verwendete und von der HIV-Sequenzdatenbank dafiir angebotene Anwendung RIP basiert
auf der Bestimmung der besten Sequenzadhnlichkeit zu den jeweiligen Subtyp-
Referenzsequenzen (63). Diese wird durch abschnittsweise Analyse des Sequenzalignments
in Uberlappenden gleitenden Fenstern (sliding window) festgestellt (63). Mit diesem
Programm kann eine erste Vorhersage der Rekombinationsstruktur getroffen werden, die
sich bei den Populationssequenzen der URF-new clade hauptséchlich aus Anteilen von
Subtyp G und Anteilen von Subtyp D im Bereich der pol- und vif-Genomregion
zusammensetzt. Mit dem jpHMM-Programm kann die rekombinante Genomstruktur mit einer
relativ exakten Bestimmung der phylogenetischen Breakpoints untersucht werden (62, 66).
Dieses Programm ist vor allem sensitiver und genauer, da es ein relativ grof3es Referenz-
alignment von 309 Sequenzen verwendet im Vergleich zu RIP, das die Ahnlichkeit zu jeweils
nur einer Referenzsequenz jeden Subtyps bestimmt (62, 66). Laut Literatur ist das
entwickelte jpHMM tool in der Bestimmung der Breakpoints effizienter als Methoden, die
Breakpoints phylogenetisch detektieren wie z.B. das REGA HIV-1 Subtypisierungs-tool (66).
Zudem bestimmt jpHMM sehr signifikant (p = 0,99) nicht eindeutig subtypisierbare Regionen
und gibt wahrscheinlichkeitskalkulierte Breakpoint-Intervalle an. Dies tragt wesentlich dazu
bei, dass keine falschen Schliisse auf vorhergesagte Subtypanteile gezogen werden (66).
Die Ergebnisse der jpHMM-Analyse fir die Populationssequenzen der URF-new clade sind
ahnlich der Ergebnisse mit der RIP-Analyse. Anzumerken ist, dass bei der jpHMM-Analyse
bei dem Primarmaterial 13-05995 ein kurzer Genomabschnitt im env-Genombereich dem
Subtyp B zugeordnet wurde. Auf der Website von GOBICS wird jedoch angegeben, dass
detektierte Subtyp B Anteile im 3‘-Genombereich methodisch bedingt nicht immer korrekt
sind und eine Limitierung des jpHMM tools darstellen (88). Ebenso kdnnen die selten
vorkommenden Subtypen J, K und H oft nicht effizient genug aufgrund der geringen Anzahl
vorhandener Komplettgenomsequenzen detektiert werden (66, 88). Der detektierte Subtyp
B-Bereich in env kann auch auf die Populationssequenz von 13-05995 zurickgefihrt

werden, da genau in diesem bestimmten Genomabschnitt die Sequenz auffallig viele
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Ambiguitaten (~20 %) aufzeigt, die auf beiden Sequenzen von URF-full-3 und URF-full-4
detektiert wurden und damit echte Ambiguitdten aus der HIV-Quasispezies des Patienten
reprasentieren. Vermutlich bertcksichtigt das jpHMM-Programm diese ambiguitaren Stellen,
was eventuell zum ,Sprung® in den Subtyp B fihrt. Eine weitere Ursache fir die
Sequenzambiguitaten kénnen in vitro Rekombinationsereignisse sein, die entweder wahrend
der cDNA-Synthese oder wahrend der PCR stattgefunden haben.

Insgesamt kann aufgrund der Ergebnisse der RIP und jpHMM-Analyse davon ausgegangen
werden, dass es sich bei den URF-new clade Viren um G/D-Rekombinante handelt,
hauptsachlich bestehend aus Subtyp G mit kleineren Anteilen von Subtyp D in der pol- und
vif-Region des HIV-1 Genoms. Die bestimmten Subtypbereiche im Genom sollten in
weiterfihrenden Arbeiten durch phylogenetische Analysen der einzelnen Bereiche mit
Referenzsequenzen verifiziert werden, ebenso der durch jpHMM detektierte B-Subtyp
Bereich in env, um eindeutig sagen zu kénnen, ob es sich dabei um ein Artefakt handelt, wie
es in der Programmdokumentation beschrieben ist.

In der HIV-Sequenzdatenbank gibt es bisher keine publizierten CRFs, die ausschliel3lich aus
Subtyp G und D bestehen, sondern nur in Kombination mit anderen Subtypen wie zum
Beispiel CRF02_AG, CRF05_DF, CRF10_CD, CRF14_BG und CRF16_A2D (44, 45, 89-92).
Nur eine in Cuba identifizierte komplex aufgebaute CRF19 cpx hat eine rekombinante
Genomstruktur aus den Subtypen Al, D und G, die aber keine Ahnlichkeit beziiglich der
Genomstruktur der identifizierten G/D-Rekombinanten aus Oman zeigt (93).

Bei der Subtypisierung der pol-Sequenzen der untersuchten Patientenkohorte aus Oman (n
= 105) wurden keine Isolate identifiziert, die ausschlief3lich dem reinen Subtyp G oder D HIV-
1 zuzuordnen sind (unveroffentlichte Daten, RKI). Dies kdnnte bedeuten, dass die Anzahl an
Subtyp G und D Infektionen in Oman gering ist und Rekombination zwischen beiden
Subtypen nicht in Oman, sondern auf3erhalb in einer Region stattfand, in der diese beiden
Subtypen co-zirkulieren. Hinzu kommt, dass die ermittelten Rekombinationsstellen und
Rekombinationsintervalle zwischen Subtyp G und D der drei Isolate aus Oman nahezu
identisch sind, was eher fur Intra-Subtyp-Rekombinationen charakteristisch ist. Die
evolutiondre Distanz der analysierten full-length-Sequenzen ist relativ hoch und entspricht
eher der Distanz wie man sie zwischen Vertretern innerhalb eines Subtyps findet. In
Regionen, in denen eine breite Subtypverteilung vorherrscht, ist die Wahrscheinlichkeit
erhoht, dass durch Rekombinationsereignisse zwischen verschieden Subtypen neue CRFs
in der Bevolkerung etabliert werden (43). Bei neu entstandenen CRFs sind die Breakpoint-
Positionen und-Verteilungen (Intervalle) zwischen mehreren Isolaten dieser CRF unter-
schiedlicher und damit auch die Anordnung der Subtypanteile im Genom (94, 95).

All diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die neu identifizierte G/D-Rekombinante nicht

erst kurzlich durch Rekombinationsereignisse in Oman entstanden ist, sondern schon sehr
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viel langer in der humanen Population zirkuliert und bisher unentdeckt blieb. Allgemein liegt
der Anteil an Subtyp G Infektionen mit 5 % und Subtyp D Infektionen mit 2 % weltweit niedrig
(9). Die hochste Subtyp G Présenz ist in west- und zentralafrikanischen Landern (35 % und
11 %), wo auch die CRF02_AG dominiert. Subtyp D Infektionen sind mit 50 % in Sudan sehr
dominant (96, 97). Als Ursprung der neu identifizierten G/D-Rekombinante aus Oman kommt
deshalb Westafrika in Betracht. Infektionen mit Subtyp G und D sind auch in den benach-
barten Landern des Omans vertreten. So sind 16 % einer Kohorte von HIV-Patienten aus
Jemen mit Subtyp D HIV-1 infiziert und in einer Studie mit HIV-Patienten aus Saudi Arabien
sind 25 % der untersuchten Isolate Subtyp G zuzuordnen (77, 97). Hinweise auf G/D-
Rekombinanten aus diesen Landern gibt es bislang jedoch nicht (77, 97). Um den Ursprung
der einzelnen Subtypanteile der hier untersuchten omanischen Isolate zu untersuchen,
sollten kinftig mit diesen einzelnen Bereichen phylogenetische Analysen mit existierenden
G- und D- Sequenzen der HIV-Datenbank durchgefihrt werden. Allerdings existieren nicht
viele vollstandig subtypisierte G- und D-Isolate aus jeder Region (z.B. Isolate aus Sudan, wo
50 % Subtyp D-Infektionen vorliegen) in der Sequenzdatenbank (44), weshalb der Ursprung
der einzelnen Subtypanteile der URF-new clade vermutlich nicht eindeutig bestimmt werden
kann.

Die Resultate der hier vorgelegten Arbeit, sowohl der phylogenetischen Analyse als auch der
Rekombinationsstrukturanalysen der URF-new clade Isolate aus Oman lassen den Schluss
zu, dass es sich bei diesen Viren um eine neue CRF handelt. Die Kriterien zur Definition
einer CRF sind erfullt.

5.3 Ausblick

In der Zukunft sollte fir die Verifizierung des Ergebnisses, dass es sich bei den URF-new
clade Viren um eine neue CRF handelt, die ermittelte partielle Genomsequenz des dritten
Vertreters zu einer Komplettgenomsequenz vervollstandigt werden, um damit phylo-
genetische Untersuchungen und Analysen der kompletten rekombinanten Genomstruktur
durchfiihren zu kénnen. Die bereits identifizierten Subtypanteile in der Genomstruktur der
URF-new clade sollten durch phylogenetische Analysen mit Referenzsequenzen der
einzelnen Bereiche bestétigt werden. Daruber hinaus konnen dann auch Rickschlusse auf
den Ursprung der neuen CRF gezogen werden.

Fur eine weitere methodische Optimierung soll in weiterfihrenden Arbeiten die ,vier-
Amplikon-PCR® bezlglich der Sensitivitat noch verbessert werden und die Effizienz der
etablierten subtypgenerischen Amplifikation bei anderen HIV-1 Subtypen Uberprift werden,
um sie moglichst als universelle Amplifikationsmethode von HIV-1 Komplettgenomen

verwenden zu kénnen. Diese Methode kdnnte auch zu einer effektiven Identifikation und
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genetischen Charakterisierung von rekombinanten HIV-1 Varianten, die in Deutschland
zirkulieren, eingesetzt werden, was zu einer ldentifikation von weiteren rekombinanten HIV-1
Varianten in der Welt beitragen wirde. Zudem waére eine Etablierung einer subtyp-
generischen full-length Amplifikationsmethode von Vorteil, um die in vitro Rekombinations-
rate bei Amplifikationen von Genomen in mehreren Fragmenten zu minimieren.

Durch die Sanger-Sequenzierung koénnen vor allem bei hoher Diversitdt der HIV-
Quasispezies in Patienten Konsensussequenzen mit vielen ambiguitdren Nukleotiden
erzeugt werden, was zu Problemen bei der Untersuchung der rekombinanten Genomstruktur
fuhrt. Mit Sequenzierungsmethoden basierend auf Next Generation Sequencing (NGS) kann
die gesamte HIV-Quasispezies eines Patienten sequenziert werden, wodurch auch
Varianten detektiert werden, die nur zu geringen Anteilen in der Quasispezies vorhanden
sind. Demzufolge kann auch das Vorhandensein mehrerer HIV-1 Subtypen in einem
Patienten identifiziert werden. So kann genauer eingeschatzt werden, ob die identifizierte
rekombinante Genomstruktur auf in vitro Rekombinationsereignissen beruht oder wirklich der

untersuchten Probe entspricht.
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6 Zusammenfassung

Die globale HIV-1 Epidemie ist durch die unterschiedliche geographische Verteilung
verschiedener HIV-1 Subtypen (A-D, F-H, J, K) und derzeit 72 zirkulierender rekombinanter
Formen (CRF) charakterisiert. Um eine neue CRF zu definieren, muss diese in mindestens
drei epidemisch nicht verknipften Infektionen identifiziert werden; zwei Komplettgenom-
sequenzen sowie eine dritte partielle Genomsequenz, mit der die Rekombinationsstruktur
bestatigt werden kann, missen fur die Klassifikation einer CRF vorliegen. Bei omanischen
HIV-1 infizierten Patienten mit Therapieversagen wurden im Rahmen der Resistenz-
bestimmung singulare rekombinante pol-Sequenzen (URFs) identifiziert, die eine eigene
monophyletische Gruppe in der Stammbaumanalyse bildeten und zunéchst als ,URF-new
clade“ benannt wurden. Ziel der vorliegenden Arbeit war, das vollstandige Genom von
mindestens zwei inklusive eines partiellen Genoms der putativ neuen Virusvarianten zu
analysieren und die phylogenetische Sequenzanalyse dieser HIV-Varianten durchzufiihren,

um damit eine Klassifikation als neue CRF zu ermdglichen.

Das Komplettgenom der putativ neuen HIV-Variante wurde in einer ,vier-Amplikon-PCR* mit
vier Uberlappenden Fragmenten amplifiziert und sequenziert (Sanger). In dieser Arbeit
konnte von einem Isolat mit bereits bekannter 5-Genomsequenz die 3‘-Genomsequenz zur
Komplettgenomsequenz vervollstéandigt werden. Zusatzlich konnten von zwei weiteren
Isolaten alle vier Fragmente amplifiziert werden. Von diesen wurde eine weitere Komplett-
genomsequenz und eine partielle Genomsequenz bestimmt. Die Komplettgenomsequenzen
bildeten in der Neighbor Joining Stammbaumanalyse wiederum eine eigenstandige mono-
phyletische Gruppe. Die relativ hohe paarweise genetische Distanz (> 2,5 %) der viralen
Sequenzen bestatigte die epidemiologische Unabhéngigkeit der Infektionen. Die Analysen
der Genomstruktur zeigen fur alle drei Isolate eine sehr ahnliche Rekombinationsstruktur, die
sich Uberwiegend aus Subtyp G und geringen Anteilen an Subtyp D zusammensetzt (pol-
und vif-Region).

Die Ergebnisse der Stammbaumanalyse und der Analyse der Rekombinationsstruktur dieser
neu identifizierten omanischen Isolate lassen den Schluss zu, dass es sich bei diesen Viren
um eine neue CRF handelt. Die Kriterien zu ihrer Definition sind mit Abschluss dieser
Masterarbeit erfullt. Die offizielle Klassifizierung durch HIV Taxonomie-Experten ist aktuell in

Bearbeitung.
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7 Summary

The global HIV-1 epidemic is characterized by the different geographic spread of diverse
HIV-1 subtypes (A-D, F-H, J, K) and currently 72 circulating recombinant forms (CRF). To
define a new CRF the same virus variant needs to be identified in at least three epidemically
unlinked infections; two full-length genome sequences and a third partial genome sequence
which confirms the recombination structure of the two full-length genomes have to be
presented to classify a CRF. In Omani patients with treatment failure unique recombinant
forms (URFs) of pol-sequences were identified during resistance testing. These sequences
were localized in a distinct clade of the phylogenetic tree (neighbor joining method) and were
first named URF-new clade. The aim of this study was the analysis of at least two full-length
HIV genomes including one partial genome and phylogenetic sequence analysis of the new

clade strains to finally enable their future classification as new CRF.

The full-length genome of the putative new HIV variant was amplified with a "four-amplicon-
PCR" with four overlapping PCR fragments and sequenced (Sanger method). During this
thesis the 3’-genome sequence of a viral isolate of which the 5-genome was already
analyzed was determined and a full-length sequence was produced. In addition, all four PCR
fragments could be amplified from two other candidate isolates. Of those, one full-length
sequence and one partial genome sequence was determined. In the neighbor joining
phylogenetic tree the full-length sequences co-localized in a distinct clade confirming the
results obtained with the pol-subsequences. The relatively high pairwise genetic distance (>
2,5 %) of the viral sequences confirmed that unlinked HIV infections were identified.
Analyses of the recombinant genome structure of all three isolates revealed a very similar
pattern of recombination mainly composed of subtype G combined with small parts of

subtype D (pol and vif region).

The results of the phylogenetic analysis and the analysis of the pattern of recombination of
these isolates support the view that the newly identified Omani HIV isolates represent indeed
a new CRF. The criteria to define a new CRF are full-filled by finalizing this Master thesis.

The official classification by HIV taxonomy experts is currently in progress.



Anhang

8 Anhang

8.1 Alignment der Komplettgenomsequenzen der URF-new clade mit der

Referenzsequenz HXB2 (K03455)
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GCAGAGTGGGACAGGTTACATCCACCACAGGCAGGGCCTATTCCACCAGGCCAAATAAGAGAACCAAGGGGAAGTGATATAGCAGGAAGTACTAGTACCCTACAGGAACAAATAACATGG
GCAGAVTGGGACAGGMTACATCCACCACAGGCAGGGCCTATTCCACCAGGCCAGATAAGAGAACCAAGGGGAAGT! AGGAACTACTAGTAACCTGCAGGAACAAATAAGATGG
GCAGAATGGGATAGAGTGCATCCAGTGCATGCAGGGCCTATTGCACCAGGCCAGATGAGAGAACCAAGGGGAAGTGACATAGCAGGAACTACTAGTACCCTTCAGGAACAAATAGGATGG

1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
I N I I I el F N O T o e T I I I |
ATGACCAGTAAYCCACCTATCC 'AARTCCTGGGATT] CAAAATAGTAAGAATGTATAGCCCTGTTAGCATTTTGGACATAAGACAAGGGCCA
ATGACCAGCRATCCACCTATCCC: AATT AR ATCC AACAAAATAGTAAGA CC ATCTTGGACATARAACAAGGGCCA
ATGACAAATAATCCACCTATCCC: AATT AR ATCC AATAAAATAGTAAGAATGTATAGCCCTACCAGCATTCTGGACATAAGACAAGGACCA

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
F T e T e e O T I I I I e |
ARAGAACCCTT TATGT AGGTTCTTTAAAACCCTAAGAGCTGAGCAAGCTACACAA( GTAAAAAATTGGATGACAGACACCTTGTTAGTCCAAAATGCAAACCCAGAT
AAAGAACCCTT TAT AGGTTCTTTAAAACCTTAAGAGCTGAGCAAGCTACAC, AAAAACTGGAT AGACACCTTGTTAGTCCAAAATGCAAACCCAGAT
AAGGAACCCTT 'CGGTTCTATAAAACTCTAAGAGCCGAGCAAGCTTCACAGGAGGTAAAARATTGGATGACAGAAACCTTGTTGGTCCAAAATGCGAACCCAGAT

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920
F T e T O L O e e I I e |
TGCAAGAATATCTTAAGAGCATTAGGGCCAGGAGCTACACTA( AR AGCATGTC:. 'CCAGYCATAAAGCAAGAGTGTTAGCTGAAGCAATGAGTCAG
TGTAAGACCATTTTAAGAGCATTAGGGCCAGGAGCTACAC! A AGCATGTC. 'CCAGCCATAAAGCA. 'TAGCTGAAGCAATGAGTCAG
TGTAAGAC! TTTAAAAGC, CAGCGGCTACACTAGAAGAAATGATGACAGCATGTC: 'CCGGCCATAAGGCA. 'TTTGGCTGAAGCAATGAGCCAA

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040
F T e T O L O e e I I e |
GCAACAGGGGCAGCAGC CATAATGATGCAAAAAAGCAACTTTAAGGGCCCAAGAAAAATTATCAAGTGTTTCAAY TGTGGCAAAGAAGGACACCTAGCCAGGAATTGYAGGGCCCCT
GCATCAGGTGCAGCAGCAACCATAATGATGCAGAAAAGCAACTTTAAGGGTCCAAGAAAAATGATCA. 'TTCAACTGTGGCAA ACTTAGCCAGAAAYTGCAGGGCYCCT
GTAACAAATTCAGCTAC CATA. AATTT ACCAAAGAA TGT TTCAAT AAGAAGGGCACACAGCCAGAAATTGCAGGGCCCCT

gag-pol -1 ribosomal slip site
pol-Start

2050 2060 2070 2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160
F e e e T L O e I I e |
AGAAARAAGGGCTGTTGGARATGTGG! GGACGGACATCAAA' GACTGCACAGAAAGACAGGCTAATTTTT ARATCTGGCCTTCCAGCAA 'CAGGGAATTTT
AGRAARAA A ATCAAATGAAAGACTGCACAGAAAGACAGGCTAATTTTT AAATTTGGCCTTCCAACAA 'CAGGGAATTTT
AGGAAAAAGGGCTGTTGGAAATGTGGAAAGGAAGGACACCAAATGAAAGAT AGGCTAATTTTT" AGATCTGGCCTTCCTACAAGGGAAGGCCAGGGAATTTT

Pol 2001s Pol 2036s

2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280
S e e e L S O e e I I I e |
CTTCAGAACAGACCAGAACCAACAGCCCCACCTGCCGAG GGTAGC CCCCTCCCTGAAGCAGGAAGAGAAGAAGGAGGAGCTATATCCTTTAGCTTCC
CTCCAGAACAGACTAGAGCCAACAGCCCCACCGGC:! CTCGGGGTC CCCCTCCCTGAAGCAGGAACCGAAGGARAAGGAGCTATATCCCTTAGCCTCC
CTTCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCCCACCAGAAGAGAGCTTCAGGTC! AACAACTCCCCCTCAGAAGCAGGAGCCGATAGACAAGGAACTGTATCCTTTAACTTCC

gag-frame Ende

2290 2300 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
T e I I e |
CTCAAATCACTCTTTGGCAGCGACCCATAATCAATGTAAGAATAGGGGGACAGCTAATRI GCACTA ACAGGAGC: Al T AGAAATAAATTTACCAGGAA
CTCARATCACTCTTTGGCAGCGACCCCTAGTCACAGTAAGAATAGGGGGACAGCTAATAGAAGCACTA ACAGGAGC: T AGACATAAATTTACCAGGGA
CTCAGGTCACTCTTTGGCAACGACCCCTCGTCACAATAA. AACTAAAGGAAGCTCTAT AGGAGC! AGAA T CAGGAA

Pol 2322s

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520
T e e T T e e S I I e |
AATGGAAACCAAAAATAATAGGGGGAATTGGAGGTCTTGTCAGAGTAAGA( ACATAC AATTGAAGGAAAAA. 'CAGTAT CTACAC
AATGGAAACCAAAAATGATAGGGGGAA! TT ARAGTAAGAC: AGATAC AATTGAAGGAARAAAGGCC:! 'GT CTACAC
GATGGAAACCAAAA. TT AAAGTAAGAC: AGATACTCATAGAAATC ATAAAGC! CTACAC

Pol 2402as

2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640

CTACCAACGTAATTGGAAGAAATGTGTTAACTCAAATTGGTTGTACTTTAAATTTTCCAATCAGTCCTATTGAAACTGTGCCAGTAAAATTAAAGCCAGGAATGGATGGACCAAAGGTTA
CTATCAACATAATTGGAAGGAATATGTTGACTCAAATTGGTTGTACTTTAAATTTTCCAATTAGTCCTAT" 'TGTACCAGTAAAATTAAGGCCAGGA. 'CAAAGGTTA
CTGTCAACATAATTGGAAGAAATCTGTTGACTCAGATTGGTTGCACTTTAAATTTTCCCATTAGCCCTATTGAGACTGTACCAGTAAAATTAAAGCCAGGAATGGATGGCCCAAAAGTTA

2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730 2740 2750 2760
O I I I S A N A O I [PPSO (SR (PR [P BN (|
CAATGGCCATTGACAGAAGAAAAAATAAAAGCATTAACAGAAATTTGTACAGAGCTGGAAAAGGAAGGAAAAATTTCAAAAATTGGGCCTGAAAATCCATACAATACTCCAATATTTG
AACAATGGCCATTGACAGAAGAAAAAATAAAAGCGTTAACAGAAATTTGTACAGAAATGGAAAAGGAAGGAAAAATTTCAAAAAT! 'CTGAAAATCCATACAATACTCCA! TTG
AACAATGGCCATTGACAGAAGAAAAAATAAAAGCA! AATT AAAGGAAGGGAAAATTTCAAAAAT 'CTGAAAATCCATACAATACTCC: TTG

Pol 2696s



Anhang

58

Pol

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

2227
2211
2734

2347
2331
2854

2467
2451
2974

2587
2571
3094

2707
2691
3214

2827
2811
3334

2947
2931
3454

3067
3051
3574

3187
3171
3694

3307
3291
3814

3427
3411
3934

3547
3531
4054

2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880
L L e L e I I |
CCATAAA( GAARAACAGCGATAGGT AAA TTT ACTTAATAAGAGAACTCAAGACTTTTGGGAAGTTCAACTAGGAATACCTCATCCCGCAGGGATARAAA
CCATAAAGAAAAAAGACAGTACTAAGT! AR T 'TTAATAAAAGAACCCAAGACTTTTGGGAAGTTCAACTAGGAATACCCCATCCCGCAGGGTTAAAAA
CCATAAAGAAAAAAGACAGTACTAAATGGAGAAAATTAGTAGATTTCAGAGAACTTAATAAGAGAACTCAAGACTTCTGGGAAGTTCAAT ATACCACATCCCGCAGGGTTAAAAA

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000

L L L e e I I |
AGAACAAATCAGTAACAGTACTAGATGTGGGGGATGCATATTTTTCAGTTCCCTTATAT! GAATTTA( TATACTGCATTCACTATACCTAGTACAAATAATGAGACACCA(

AGAAAAAATCAGTAACAGTAC 'GC. TTCTCAGTTCCCTTATATGAAGACTTTAGAAAATATACTGCATTCACTATACCTAGTACAAATAATGAGACACCAGGAC
AGAAAAAATCAGTAACAGTAC 'GCATATTTTTCAGTTCCCTTAGATGAAGACTTCAGGAAGTATACTGCATTTACCATACC! AACA, ACCAGGGA
3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120

B I B B I e e B P I (R R I | P e I I |
TGTGTTACCACI TG GGATCACCAGCAATATTCCAAAGTAGCATGACAAAAATCTTAGAGCCCTTTAGAGCAAAARAATCCAGAAATAGTGATCTATC

T AGTATAATGTGCTGCCAC! AAGGATCACCAGCAATATTCCAATATAGCATGACAAAAATCTTAGAGCCCTTTAGAAYAAAAAATCCAGAAATAGTGATTTACC
T AGTACAATGTGCTTCCAC AAGGATCACCAGCAATATTCCAAAGTAGCATGACAAAAATCTTAGAGCCTTTTAGAAAACAAAATCCAGACATAGTTATCTATC
Pol 3034s
3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240
L L T e I I |
AATATGTGGATGAC TCTGACTTAG. AGC. AAAAAT TAAGAGAACATCTATTAAGATGGGGATTTTTCACACCAGATCAAAAACATC
Al 'CTGACTTAGAAATAGGGCAGCACAGAGCAAAAATAGAGGAATTAAGAGAACACTTATTGAAATGGGGACTTACCACACCAGATAAAARACATC
AATAC: T 'CTGACTTAGAAATAGGGCAGCATAGAACAAAAATAGAGGAGCTGAGACAACATCTGTTGAGGTGGGGACTTACCACACCAGACAAAAAACATC
3250 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
L L e T e O I I |
AGAAAGAACCCCCATTCCATTGGATGGGATATGAGCTCCATCCTGACAAATGGACAGTACAACCTATAAAGT TGCCA( GAAAGCTGGACTGTCAATGATATACAGAAGTTAGTAG
AGAAAGAGCCTCCATTCCAT TCCATCCTGACAAATGGACGGTACAACCTATACATCTGCCAGAARAGGAAAGCTGGACTGTCAATGATATACAGAAGTTAGTGG

AGAAAGAACCTCCATTCCTTTGGATGGGTTATGAACTCCATCCTGATARATGGACAGTACAGCCTATAGTGCTGCCAGAARAAGACAGCTGGACTGTCAATGACATACAGAAGTTAGTGG

3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480

.. P .. T e I I B

GAARATTAAATTGGGCAAGTCAGATTTATCCAGGAATTAAAGTAAAGCAATTATGTAAATGTCTTAGGGGAACCAAAGCATTGACAGAAGTAATACCACTGACAGAAGAA GAATTAG

GAAAATTAAATTGGGCAAGCCAGATTTATCCAGGAATTAAAGTAAGACAATTATGCAAATGTC! 'CAAAGCACTGACAGA. 'TCCACTAACAGAAGAAGCAGAATTAG

GGAAATTGAAT AAGTC; T 'CC. AAGTAAGGCAATTATGTAAACTCCTTAGAGGAACCAAAGCACTAACAGAAGTAATACCACTAACAGAAGAAGCAGAGCTAG
Pol 3454as

3490 3500 3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
ARCTGGCAGAAAACAGAGARATTCTAARAGAGCCAGTACATGGAGTGTATTATGACCCATCAAAAGACTTAATAC GAAATACAGAAACAAGGGCAAGAC TGGACATATCAAATTT
AACTGGCAGAAAACAGGGAAATTTTAAAAGAGCCAGTAC: 'CCATCAAA ATAGCAGAAATACAGAAACAAGGGCAAGACCAATGGACATATCAAATTT
AACTGGCAGAAAACAGAGAGATTCTAAAAGAACCAGTACATGGAGTGTATTATGACCCATCAAAAGACTTAATAGCAGAAATACAGAAGCAGGGGCAAGGCCAATGGACATATCAAATTT

Pol 3532as

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710 3720
ATCAAGAACAGTATAAAATTCTGAAAACAGGAA AAAATC 'CCACACTAATGAT! CAATTAACAGAGGCAGTACAAAAAATATCCCACGAATGTATAGTGA
ATCAAGAACAGTATAAAAATCTGAAAACAGGAAAATATGCAAAATCAAGGGGTACCCACACTAATGATGTAAAACAATTAACAGAGGCAGTGCAAAAAATAGCTCAGGAAAGTATAGTAA
ATCAAGAGCCATTTAAAAATCTGAAAACAGGAAAATATGCAAGA. AAACAATTAACAGAGGCAGTGCAAAAAATAACCACAGAAAGCATAGTAA

CCACAC
URF-pol 3626s

3730 3740 3750 3760 3770 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840
e e O T S I R I I I e |
TATGGGGAAAAATTCCTAAATTCAGATTACCCATACAAAAGGAGACATGGGAAC! AGA. AAGCCACC! TCC TTGTCAATACCCCTCCTT

AAGACTCCTAAATTTAGATTACCCATACAAAAGGARACATGGGAA. AAGCCACC! TCC T AATACCCCTCCTT
TATGGGGAAAGACTCCTAAATTTAAACTGCCCATACAAAAGGAAACATGGGAAAC AAGCCACC! TCC TTGTTAATACCCCTCCCT

3850 3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920 3930 394 3950 3960
e e O T I T R I I I e |
TAGTTAAATTATGGTATCAGTTAGAAAAAGAACCCATAATAGGGGCAGAAACTTTCTATGTAGAT AGCTA. TAA, AGGGC! 'GTTACTGACAGAG
TAGTTAAATTATGGTACCAGTTAGAAAAAGAACCCATA. AGAAACTTTC AGCTA. TAA AAAGC! 'GTTACTGACAGAG
TAGTGAA. C. AAGAACCC; 'AGAAACCTTC AGCTAAC TAA. AAAGC 'GTTACTAATAGAG

3970 3980 3990 4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080

GAAGACAAAAAGTTGTCTCTTTAGCTGACACAACAAATCAGAAGACTGAATTACAAGCCATTAATCTAGCTTTGCAGGATTCAGGATCAGAAGTAAACATAGTAACAGACTCCCAATATG

GAAGACAAAAAGCTATCACTCTAACTGACACAACAAATCAGAAGACTGAATTACAAGCCATTAATCTAGCTTTGC: 'TCGGGATCAGAAGTAAAC AGACTCACAATATG
GAAGACAAAAAGTTGTCACCCTAACTGACACAACAAATCAGAAGAC AAGCAATTTATCTAGCTTTGC TCGGGAT AGTAAACATAGTAACAGACTCACAATATG
4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200

CATTAG( TCATTCAAGCACAACCAGATAAGAGTGAGTCAGAGTTAGTCAATCAAATAATAGAGCAGTTAATAAAAAAGGAAAAGGTCTACCTATCATGGGTACCAGCACACAAA(
CCTTAGGAATCATTCAAGCACAACCAGATAAGAGTGAATCAGAATTAGTCAATCAAATAATAGAACAGTTAATAAAAAAGGAAAAGGTCTACCTATCATGGGTACCAGCACACAAAGGGA
CATTAGGAATCATTCAAGCACAACCAGATCAAAGTGAATCAGAGTTAGTCAATCAAATAATAGAGCAGTTAATAAAAAAGGAAAAGGTCTATCTGGCATGGGTACCAGCACACAAAGGAA



Anhang

Pol

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Pol
Vif

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Vif
Vpr

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

3667
3651
4174

3787
3771
4294

3907
3891
4414

4027
4011
4534

4147
4131
4654

4267
4251
4774

4387
4371
4894

4507
4491
5014

4627
4611
5134

4747
4731
5254

4867
4851
5374

4987
4971
5494

4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320
e L L [ I |
T AATGAACAAGT AAATTAGTCAG! AATCAGGAAAGTACTATTTTTAGATGGCATAGATAAAGCTCAAGAAGAGCATGAAAGATATCACAACAATTGGAGAGCAA
T AATGAACA. AAATTAGT ATCAGGAAAATACTATTTTTAGATGGCATAGATAAGGCACAAGAAGAACATGAA. ACAGCAATT AR
T AATGAACA. AATTAGTCAGTGCTGGAATCAGGAAAGTACTATTTTTAGATGGAATAGATAAGGCCCAAGATGAACATGAGAAATATCACAGTAATTGGAGAGCAA
5’ INTs URF-pol

4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410 4420 4430 4440

e el .
TAGTH 'CAGCTGTGATAAATGCCAGY TARAAGGRGAAGCCATGCATGGCCAAGTAGACTGTAGTCCAGGAATATGGC

. . . Al
TGRCTAGTGATTTTAATATACCATCTATAGT!

TGGCTAGTGATTTTAATCTGCCACCTGTAATAGCAAAGGAGATAGTGGCCAGCTGTGATARATGTCAGCTAAAAGGGGAAGCCATGCATGGCCA. TGTAGCCCAGGA. 'GGC
TGGC! TTTAACCTGCCACC! AAAAGAA 'CAGC AATGTCAGCTAAAAGGAGAAGCCATGCATGGACAAGTAGACTGTAGTCCAGGAATATGGC
4303as

4450 4460 4470 4480 4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560

B e e B R B R R I I I R R R I I (PP B I I I P R I |
AATTAGATTGTACACATTTAGAAGGAAAAGTTATCCTGGTAGCAGTACATGTAGCCAGTGGCTATATAGAAG(‘J\GAAGTTATCCCAGCAGAAACAGGACAGGAAACAGCATACTTTATAT

AATTAGAT' ACACATT AGGAAA 'TATCCT 'CAGTGGC AGCAGA. TATTCCAGCAGAGACAGGACAGGAAACAGCATTCTTTATAT
AAC ACATT' AGGAAA. TATCCT nr"rTr C. AGCAGA. TATTCCAGCAGAAACAGGGCAGGAAACAGCATATTTTCTTT
4570 4580 4590 4600 4610 4620 4630 4640 4650 4660 4670 4680

L L e T e e I I |

TRAARATTAGCAGGAAGATGGCCAGTGAAAGTAATACATACAGACAATGGTGGCAATTTCATTAGTGCTGCAGTARAGGCAGCATGTTGGTGGGCARATATCACACAAGAATTTGGAATTC

TAAAATTAGCAGGAAGATGGCCAGTGAGAATAATACATACAGACAATGGTGGCAATTTCATTAGTGCTGCAGTARAGGCAGCATGTTGGTGGGCARATATTACACAAGAATTTGGAATTC

TAAAATTAGCAGGAAGATGGCCAGTAAAAACAATACATACTGACAATGGCAGCAATTTCACCGGTGCTAC! CGCC' T 'GGGAATCAAGCAGGAATTTGGAATTC
URF-pol 4560as

4690 4700 4710 4720 4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800
L L L e e S e o I I |
CCTACAATCCYCAAAGCCAAGGAGTAGTAGAATCCATGAATAAAGAATTAAAGAARATCATTGGGCAGGTCAGAGATCAAGCTGAACACCTTAAGACAGCAGTACAAATGGCAGTATTCA
CCTACAATCCCCAAAGCCAAGGAGTAGTGGAATCTATGAATAAGGAACTAAAGAAAATCATTGGGCAAGTCAGAGATCAAGCTGAACACCTTAAGACAGCAGTACAAATGGCAGTATTCA
CCTACAATCCCCAAAGTCAAGGAGTAGTAGAATCTATGAATAAAGAATTAAAGAAAATTATAGGACAGGTAAGAGATCAGGCTGAACATCTTAAGACAGCAGTACAAATGGCAGTATTCA

4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880 4890 4900 4910 4920
P R e \....\....\....\.. B I O I o I B B e B L B R E Rl P ey |
'I'TCACAAT'I‘T'I"’A AAAGAAA Af‘TGCAGGGGAAAGAATAATAGACATAATAGCATCAGACATACAAACTAGAGAACTACAAAAACAAATTTCAAAAATTCAAA
TCCACAATTTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAATAGACATAATAGCATCAGACATACAAACTAAAGAACTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAA
TCCACAATTTTAAAAGAAA AGTGCAGGGGAAAGA ATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAA

Pan-HIV-1_3F

4930 4940 4950 4960 4970 4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040
L L T Y Y I |
ATTTTCGGGTTTATTTCAGGGACAGCAGAGACCCCATTTGGAAAGGACCAGCARAACTACTCTGGAAAGGTGAAGGGGCAGTAGTAATAMAAGACAATAACGAAATAAARGTAGTACCAA
ATTTTCGGGTTTATTTCAGGGACAGCAGAGACCCCATTTGGAAAGGACCAGCAAAACTACTCTGGARAGGTGAAGGGGCAGTAGTAATACAAGACAATAATGAAATAAAAGTAGTACCAA
ATTTTCGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAAATCCACTTTGGAAAGGACCAGCAAAGCTCCTCTGGARAGGTGAAGGGGCAGTAGTAATACAAGATAATAGTGACATAAAAGTAGTGCCAA

pol frame Ende

vif Start
5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110 5120 5130 5140 5150 5160
T e I e |
GAAGAAAAGCAA TAT TAT AAAC 'GATGAT ACATGGAAC: T AAACACC; 'GTATGTT
GAAGAAAAGCAAAGATC, AAAC. ACATGGAAC; T AAACATC. 'GTT
GAAGAAAAGCAAAGATC] AAAC. A ACATGGAAA. T AAACACC, 'GTATGTT
3p31 s/as
5170 5180 5190 5200 5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280
e e T I I e |
TCAAAGAAAGCTCAAGGATGGGTATACAGACACCATTATGAATGCCTAAACCCCAGAGTAAGTTCAGAAGTACACATCCCAC! AGATAAGC' 'AAC TGGGGT
TCAAAGAAAGCCCA ATCAT TGCCTAAATCCAAAAATAAGTTCAGAAGTACACATCCCAT TAGAC AGAAC! 'TGGGGT
TCAGGGAAAGC! 'TT' ATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAGAAGTACACATCCCAC ATAACAAC 'TGGGGT
5290 5300 5310 5320 5330 5340 5350 5360 5370 5380 5390 5400
e S I
CTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCATCTGGGTC 'CTCCATAGA. AAGAAA. ACACA. CCTGACCTGGCAGACCAACTAATTCATATATATTAT
CTGCATAC! ATGGCATCTGGGTC 'CTCCATAGA. ACACACA. CCTGACCTGGCAGACCAACTAATTCATACATATTAT
CTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCATTTGGGT! 'CTCCATAGA. AAA ACACA. CCTGAACTAGCAGACCAACTAATTCATCTGTATTAC
5410 5420 5430 5440 5450 5460 5470 5480 5490 5500 5510 5520

. . . e
TTTGATTGTTTTRCAGAATCTGCCATAAGGAAAGCC,

. el [ P I I
C! AAGCAGGACAYACYAAGGYAGGATCTCTACA 'TTRGCACTGAAR

TTTGATTGTTTTGCAGAATCTGCCATAAGGAAAGCCATA. A C’ ATACCAAACAGGACATAATA. 'CTCTACAATATCTGGCACTARAA
TTTGAC TTTTCAGACTCTGCTATAAGAAA( CTTAT ACA' 'CC! ATATCAAGCAGGACATAACA. 'CTCTACAATACTTGGCACTAGCA

URF 5435 s/as

vpr Start
5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600 5610 5620 5630 5640
F I e B T N I T I I L I TR IR I I I I I IR [ I R e |
GCATTAGTAAAGCCARARAGGACAACACCACCTTTGCCTAGTGTTAAGAAACTAACAGAAGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAAACCAGGGGCCACAGAGAGAGCCATACGCTGACTGGA
GCATTAGTAAAACCAAAAAAGACAAAGCCACCTTTGCC AATTAACAGA ACAAGTCCCAGAAAACCAGGGGCCACAGAGAGAGCCATACAATGAATGGA
GCATTAATAACACCAAAAAAGATAAAGCCACCTTTGCC! ‘GAAACTGAC. ACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGA
ENVoutF1




Anhang

60

Vif
Vpr

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Vpr
Tat exon 1

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Tat exon 1
Rev exon 1

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Tat exon 1
Rev exon 1
Vpu

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Vpu
Env

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

5107
5091
5614

5227
5211
5734

5346
5330
5854

5466
5450
5974

5583
5568
6084

5703
5688
6204

5820
5805
6324

5940
5925
6444

6060
6045
6564

6171
6132
6684

6291
6240
6792

6411
6360
6912

vif frame Ende

5650 5660 5670 5680 5690 5700 5710 5720 5730 5740 5750 5760
[EERS RERRY FEERS PETR PRER PRRRY PR PERES PEEES PEPES PRPRE PR PEEE) PRRE PRER PERES PEPEY PEPEY PEEES PEPEY PRl PRSI PR PEey |
CATTGGAACTGTTAGRAGAGCTTAAAAATGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGCCCTGGCTCYATGGYT! TATAACACTTAT T TGAAG
CATTAGAACTGTTAGRAGAGCTTAAAAATGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGCCCTGGCTCCATGGCT TATAACACTTAT T TGAAG

CACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAAGAATGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATTTGGCTCCATGGCTTAGGGCAACATATCTATGAAACTTATGGGGATACTTGGGCAGGAGTGGAAG

vpr Ende
tat 1 Start
5770 5780 5790 5800 5810 5820 5830 5840 5850 5860 5870 5880
[EERS RERRS PRPRE PETE PREEY PEREY PRREY PERES PR PRPRY PP PRERY PRERY PRREY PRPES PERR PR PR PR PR PR PEPEE PP PP
CAATAATAAGAATACTACAACAGCTACTGTTTATCCATTT CAGAATTGGGTGCCAACATAGCAGAATAGGCATTACTCCACAGAGAAGAGTAAGGAATGGATCCAGTAGATCCTAACCT
CAATAATAAGAATACTACAACAGTTATTGTTTATCCATTT CAGAATTGGGTGCCAACATAGCAGAATAGGCATTATTCCACAGAGAAGAGTAAGAAATGGACGTGGTAGATCCTAACTT

CCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGAATAGGCGTTACTCGAC: AAGAA 'CCTAGACT
rev 1
Start
5890 5900 5910 5920 5930 5940 5950 5960 5970 5980 5990 6000
[EEE PERE FEERS PP R PEERY PERRY PR PEREY PEEES PEPRY PEPRE PRl PRSP PRREY PREEY PERR PERES PR PR PEPEl PEErl PERE PRy PErey |
AGAGCCCTGGAATCATCC AGCCTAAAACTGCTTGTAACAACTGC AAGTGTGTTGCTGGCATTGTCAAGTTTGCTTTCTGAACAAAGGCTTAGGCATCTCCTATGG
AGAGCCCTGGAATCATCC: AGCCTAAAACTGCTTGTAACAACTGC! AAAAGTGCTGCTGGCATTGCCA TTGCTTTCTGAACAAAGGCTTAGGCATCTCCTATGG

AGAGCCCTGGAAGCATCCAGGAAGTCAGCCTARAACTGCTTGTACCAATTGCTATTGTAAAAAGTGTTGCTTTCATTGCCAAGTTTGTTTCATAACARAAGCCTTAGGCATCTCCTATGG

tat 1 Ende
rev 1 Ende
vpu Start
6010 6020 6030 6040 6050 6060 6070 6080 6090 6100 6110 6120
R R i D P DRl PR PRl PRl EEERl PRl Pl PR PRl PRl PR PR PRl PRl Rl PRl R EEPRl R
CAGGAAGAAGCGGRAG CGACGAGGAACTCCTCAGGACGGTGAGGATCATCAARATCCTGTACCAAAGCAGTA, ATAATTAGTGTAT! 'TTTAGAA TWT
CAGGAAGAAGCGGAAGCGCCGACGAGGAACTCCTCAGAGCAGTAAGGATCATCAAGATCCTGTACCAAAGCAGTAAGTAGTAA - ATKTATATATGAAATGCAAACATTAGAAATATTTG
CAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGARGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTA CATGTAACGCAACCTATACCAATAGTAG
Pan-HIV-1_4F
6130 6140 6150 6160 6170 6180 6190 6200 6210 6220 6230 6240
I I I I I I I I I T T T T P Y PR PRy PR DY PEETY EER Y FRRRy Papey
CAATAGTAGGGCTAGTAGTAGCATTCTTAGCAGCTATA. AATATAAGGAAATAAGAAAACAGAAAAAAATAGACAATTTACTTAAGAAAATAAGAG
CAATA. AGGCCTAGCAGCTATAAC TTATACTATATAAAGAAATAAGAAAACAGAAAAAAATAGAAAAGTTACTTAATAGAATAAGAG
CA. AATAATAATAGCA, 'TGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTGATAGACTAATAG
vpu Ende

env Start
6250 6260 6270 6280 6290 6300 6310 6320 6330 6340 6350 6360
J e P T B I O I e B o I I R R R R R I L I [ (PP [ I |
AAAGAGCAGAAGACAGTGGAAATGARAGCGAGGGAGACACAGACGAATTGGCAGCACTGG TGGATGTGGARGATTTTGATCTTTGGGTTGGTGATAATTTGTARAGCCTCTAATAAC
AAAGAGCAGAAGACAGTGGAARATGAGAGCGAAGGGGATACAGAGGAACTGGCAGCACTGG TGGAAATGGGGAACTTTGATCCTTGGATTGGTGATAATTTGTAGTGCTTCAAATGAC
ARAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAATATCAGCAC! ACCATGCTCCTTGGGATGTTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAA

URF 6229as

6370 6380 6390 6400 6410 6420 6430 6440 6450 6460 6470 6480
R R R R T o I e o I e I I B Y N E T TR T EE T EET T ERTTY Ry e
T ACAGTCC o} AGATGCAGATACCCCTC TT" ATCTGATGCTAAAGCAACTAGTACTGAAAGCCATAATGTCTGGGCTACACATGCC
T CAC: C AGATGCAGATACTCCTCTCTTTTGTGCATCTGATGCTCAAGCATATAGTACTGAAAGCCATAATATCTGGGCTACACATGCC
TTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTGCATCAGATGCTAAAGC. ATAATGTTT 'CACACATGCC

Env 5901s

6490 6500 6510 6520 6530 6540 6550 6560 6570 6580 6590 6600
I R T T I I e L L L e I L L B T e e T Ty |
TGTGTACCCACAGACCCCAACCCACAAGARATACCTCTGGAAAATGTAACAGAAAACTTTAAC AAAATAAC ACARATGC! YATAATTAGTTTATGGGAT
TGTGTACCCACAGACCCCAGCCCACAAGAGATAGATCTGRAAAATGTAACAGAAAACTTTAAC! AAAATAAC ACAGATGC! TTAGTTTATGGGAT
TGTGTACCCACAGACCCCAACCCACAAGAAGTAGTATTGGTAAATGTGACAGAAAATTTTAACATGTGGAAAAATGAC ACAGATGC! ATCAGTTTATGGGAT

URF 6543s

6610 6620 6630 6640 6650 6660 6670 6680 6690 6700 6710 6720
P P o L O R R R o T o L e e e [ ) [P [ IR R [y e |
GAAAGCCTAAAGCCATGTGTAAAGTTAACCCCTCTCTGTGTTACTTTACA. ATATAAGC. ATAATGGAAGC. TAGTAATGCAACAAGG GAC
GAAAGCTTAAAGCC. AAGCTAACCCCTCTCTGTGTTACTTTAAACTGTACTAATGT TACTGTAGGCAACAATAC TRRT GAA
CAAAGCCTAAAGCCATGTGTARAATTAACCCCACTCTGTGTTAGTTTAAAGTGCACTGATT! AGA 'TAATACCA. ATGATAAT A

6730 6740 6750 6760 6770 6780 6790 6800 6810 6820 6830 6840
T B O r R B I e O L O R I R L T E T F T TN Uy D [ e |
ATGAAAAACTGCTCTTTCAATGTAACCACAGAAATAAGAGATAAAAAGAAGCAAGAATATGCGCTTTTCTATAAAAT! CAATT ATAATAATAATAGTA. 2
ATGAAAAACTGCTCTTTCAATACAACCACAGAAGTAAGAGATAAACAGAAGCAGGAATATGCGCTTTTC! CA, AGT
ATAAAAAACTGCTCTTTCAATATCAGCACAAGCATAAGAGGTAAGGTGCAGAAAGAATATGCATTTTTT AAC ATACCA. 'TACC

6850 6860 6870 6880 6890 6900 6910 6920 6930 6940 6950 6960

GATTATAGGCTAATAAATTGTAATGTCTCAACAATTAAACAGGCTTGTCCAAAGGTATCTTTTGAACCAATTCCTATACATTATTGTGCTCCAGCTGGTTTTGCGATTTTAAAGTGTAGG

GATTATAGGCTAATAAATTGTAATGTCTCAACCATTAAACAGGCTTGTCCAAAGGKATCTTTTGAACCAATTCCCATACATTAT TCCAKC TTTGCGATTT AGTGTAAG
AGCTATAAGTTGACAAGTTGTAACACCTCAGTCATTACACAGGCCTGTCCAA. CTTT 'CAATTCCCATACATTATTGTGCCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAATGTAAT
URF 688las
6970 6980 6990 7000 7010 7020 7030 7040 7050 7060 7070 7080
L e e I I |
GATAAGGAGTTCAATGGAACAGGACCATGTCACAATGTCAGTACAGTACAATGTACAC! CJ AACTCAGTTACTGCTGAATGGC! AGAAG
GATAAGAAGTTCAATGGAACARGACCATGTCRCAATGTCAGTACAGTACAATGTACACATGGAATTAAACCI AACTCAATTACTGCTGAATGGC! AGAAGCAGAA
AATAAGACGTTCAATGGAACAGGACCATGTACAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGA. CJ AACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAG

Env 6537s
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61

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Env
Rev exon 2
Tat exon 2

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

6525
6480
7026

6645
6600
7146

6759
6711
7263

6873
6828
7383

6966
6924
7503

7080
7044
7617

7200
7164
7737

7320
7284
7857

7440
7404
7977

7560
7524
8097

7680
7644
8217

7800
7764
8337

7090 7100 7110 7120 7130 7140 7150 7160 7170 7180 7190 7200
L L L e e I I |
GAGGAATAATAGTTAGATCTGAAAACATYACAGACAATGCCAAAACCATAATAGTGCAGCTTAACAAGACTGTAGAAATTAATTGTACCAGACCCAACAACAATACAAGAAAAAGTATA
GAAGGAATAATACTTAGATCTGAAAACCTCACAGACAATACCAAAGACATAATAGTGCAGTTTAACCAAACTGTAGACATTAATTGCACCAGACCCAACAACAATACAAGAAGAAGTATA
ARGAGGTAGTAATTAGATCTGTCAATTTCACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACACATCTGTAGAAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAATACAAGAAAAAGAATC

7220 7230 7240 7250 7260 7270 7280 7290 7300 7310 7320
Sl P ol ool

AGAATT GGACCAGGACAAACA; TTTAT 'ATAAGAGAAGCACATTGTAMTGTTAACAAAACAGCWTGGGGAGTCATACTACAACAGGTARAA

AGRATT GGACCAGGACAAGTGTTTTATGCAACAG ACATA. AGACAAGCACATTGTA TTCCAGAGAAAAGTGGAATGACATAATGGGAAAAGTAGAA
CGTATCC: TTGT AATAG GAAAAATAGGAAATATGAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAATGGAATAACACTTTAAAACAGATAGCT
7330 7340 7350 7360 7370 7380 7390 7400 7410 7420 7430 7440

D e B B R B I T I e e B B o IRl i B I I R I I N
GCAAAACTAAATGAAACCTTT ARC AAAACTATMTCYTTTAAACCACCTGCAGGAGGAGAYCTAGAAATTA('J\ACACATAGCTTTATTTGTCATGGAGAATTTTTCTATTGCAAT

ACAAAACTAAAAGAAGTCTTT - - AACAACAAGAGTATCTACTTTGAACCATCTTC TTTTAACTGTC TTTTCTATTGTAAC
AGCAAATTAAGAGAACAATTTGGAAATAATAAAACAATAATCTTTAAGCAATCCTC (‘PA(‘AAA’FTGTAACGCAP TTTAAT TTTTCTACTGTAAT
7450 7460 7470 7480 7490 7500 7510 7520 7530 7540 7550 7560
F T O I I I I e |
ACATCAGGACTGTTTAATGATAGTAAT ARTGGTACTGGTACTA AAAATGAGAC('J\TCACAATCCCATGCAGAATAAGACAGATTGTGAGAATG
ACATCAGRACTGTTTAATRGTAGTTATCTGAATAGGARTGAGRAGA ATCGTGCTCCCATKCMAA. AR, ATG
TCAACACAACTGTTT TGGTT TGAAGGGTCAAATAACACTGAAGGAAGTGACACAATCACCCTCCCATGCAGAATAAAACARATTATAAACATG
7570 7580 7590 7600 7610 7620 7630 7640 7650 7660 7670 7680
F T e T O L O e e I I e |
TGGC: ARGCAATGTATGCCCCKCCC T AACTTAAGTGTAGATCAAACATTACAGGACTACTGTTAACAAGAGATGGTGGGAGTAATG GAAATACC
WGGC AAGCA. CCCCTCCCATY AAYATY WAACWTTACAK: YATCAAK GCTARCAATRAS
TGGCAGAA. AAAGCA. CCCTCCCATC. AR TCATCAA. AGGGCTGCTATTAACA. ATAGCA ACAATGAG
Env 5Sas
7690 7700 7710 7720 7730 7740 7750 7760 7770 7780 7790 7800
e e e T T L I I I e |
ACTGAGACCTTCAGACC! AGAACAATT AGTGAAT AGTATAAA, AAATCAAACCACTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAGAAGAAGA
CTTCAGACCC. AACA. AGTGA. AGTATAA. AAAATTAAATCACTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAGGAGAAGA
TCCGAGATCTTCAGACC! A AGTGA. AATATAA AAAATTGAACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGA

URF-env 7618s
Env 7254asc

7810 7820 7830 7840 7850 7860 7870 7880 7890 7900 7910 7920
e I I P e [ (P [P
GTGGT AGAGAAAAAAGAG! TGGCC TGTCCTCTTTGGATTCTTAGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAATAACGCTGACGGTACAGGTCAGACAATTA
AAARAGAGC] C TGTCCTCTTTGGATTCT AGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAATCACGCTGACGGTACAGGTCAGACAACTC
AAAAAGAGC TTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCCTCAATGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTA
Env 7407asc Pan-HIV-1_3R
7930 7940 7950 7960 7970 7980 7990 8000 8010 8020 8030 8040

TTGTCTGGCATAGTGCAACAGCAAAGCAATTTGCTGAGAGCTATAGAAGCACAGCAACATCTGTTGCAGCTCACAGTCTGGGGCATTAAACAGCTCCAGGCGAGAGTCCTGGCTCTAGAA
TTGTCTGGCATAGTGCAGCAGCAAAGTAATTTGCTGAGAGCTATAGAAGCGCAGCAGCATCTGTTGCAGCTCACAGTCTGGGGCATTAAACAGCTCCAGGCAAGACTCCTAGCTGTAGAR

TTGTC AGCAGCAGAACAATTTGC GCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAAGCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAR
Gp46 F2
E180s_SE7
8050 8060 8070 8080 8090 8100 8110 8120 8130 8140 8150 8160
e e O T S I R I I I e |
AGATTCCTAAAGGATCAACAGCTCCTAGGGCTT TGCTC GAATCATCTGCAACACTAATGTGCCCTGGAACATTAGT ATAAATCCTAT TTGGAAT
AGATTCCTA. ARCAGCTCC T TGCTCT AAACTCATCTGCACCACTAATGTGCCCTGGAATGC ATAAATCCTTT TTGGGGT
AGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTGGGGATTTGGGGTTGCTCTGGARAACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAATGC! ATAAATCTCTGGAAC: TTGGAAT

URF-env 8015as

8170 8180 8190 8200 8210 8220 8230 8240 8250 8260 8270 8280
N L e e S e I I |
AACATGACC! Al ACAATTACACACAACAAATATACAATTTAATTGAAGAATCRCAGAYCCAGCAGGAGAAAAATGAACAAGAYTTATTGGCATTGRAY
AACATGACC! A AATTACACACAACAAATATACRACTTAATTGAAGAATCGCAGATCCAGCAAGAGAAAAATGAGCAAGACTTATTGGCATTGGAC

CACACGACCTGGATGGAGTGGGACAGAGAAATTAACAATTACACAAGCTTAATACACTCCTTAATTGAAGAATCGCAAAACCAGCAAGAAAAGAATGAACAAGAATTATTGGAATTAGAT
URF-env 8177s

8290 8300 8310 8320 8330 8340 8350 8360 8370 8380 8390 8400
| e el B B .

RAGTGGGCAAGTCTGTGGAATTGGTTT ATATCAAAATGGC'

T AGA. TTTTGCTGTGCTTTCTTTA
A AAGTC TGGTT ATATCAAATTGGCTA' T T TTAAGA. TTT TGTGCTTTCTTTA
AAATGGGCAAGTTTGTGGAATTGGTTTAACATAACAAATTGGC TATTCATA, TTAAGA. TTT TGTACTTTCTATA
rev 2 Start
tat 2 Start
8410 8420 8430 8440 8450 8460 8470 8480 8490 8500 8510 8520
I P I IO I U A A A O N S (PPN (SO (PR [P PN IO
GTGA TCACCTYTGTCTTTCCAGACCCTTACCCMCCACCAGAGGGAACCCGACAGGCCCGAARGAATCGAAGGAGAAGGTGGAGAGCAAGACARAGACAGA
GTAAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCCTTATCTTTCCAGACCCTTACCCACCACCAGAGGGAACCCGACAGGCCCGAAAGAATCGAAGGAGAAGGTGGAGAGCAAGACAAAGACAGA
GTGA. ACCATTATCGTTTCAGACCCACCTCCCAACCCCH 'CCGACAGGCCC! AGGAATAGAAGAAGA AGAGACAGA

Gp4l R1
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Env
Rev exon 2
Tat exon 2

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Env
Rev exon 2

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Nef

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Nef

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Nef

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Nef

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

Nef

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

13-0346
13-5995
HXB2 (K03455)

7920
7884
8457

8040
8004
8577

8160
8124
8676

8280
8244
8796

8400
8361
8913

8520
8481
9030

8640
8601
9150

8760
8721
9270

8880
8841
9390

8993
8960
9501

9113
9019
9621

tat 2 Ende
8530 8540 8560 8570 8580 8590 8600 8640
I R B B B B B B N R B R P . . el
TCCATTCGATTAGTGAGCGGATTCTTAGCACTTTTCTGGGACGACCTGCGG! CTGTGCCTCTTCAGCTACCACCGC! GACTTCGCATTGATTGCGGCGAGGRCAGCGGAACTT

TCCATTCGATTAGTGAGCGGGTTCTTAGCACTTGTCTGGGACGACCTGCGGAGCCTGTGCCTCTTCTGCTACCACCGCTT! TTAGCCTTGATTGCAGCGAGGACAGCGGAACTT

TCCATTCGAT ACGGATCCTTGGCACTTATCTGGGACGATCTGCGGAGCCTGTGCCTCTTCAGCTACCACCGC! TTACTCTTGATTH AC 'TGTGGAACTT
URF-env 8520s
rev 2 Ende
8650 8660 8670 8680 8690 8700 8710 8720 8730 8740 8750 8760
F T e O I T I e e e I I IS I RTTIr [Pi I I e |
CTGGGACACAGCAGCCTCAAGGGACTGAGACTGGGGTGGG! ,CCTCAAATATCTGGGGAATCTCCTGYTGTATTGGGGTCGGGAGCTAAARA. 'GCTATTMATT A
CTGGGACGCAGCAGCCTCAAGGGACTGAGACTGGGGT ACGCCTCAAATATCTGTGGAATCTTCTGTTGTATT! GGGAACTAAAGAATAGTGCTATTAATTTGTTTGATACA

CTGGGACGCAG GGGGT! AGCCCTCAA. T ATCTCCTAC: TGGAGTCAGGAACTAAAGAATAGTGCTGTTAGCTTGCTCAATGCC
env
Ende
8770 8780 8790 8800 8810 8820 8830 8840 8850 8860 8870 8880
e e e I
ACAGCAATAGC! AYTGGAC: TTATAGAAATAGTGCAAATAACTGGTAGAGCTATTCTTCACATACCCAGAAGAATAAGACAGGGGCTTGARAGGGCTTTGCTATAA

ACAGCAATAGCAGTAGCTAACGGGACAGATAGGATTATAGAAGTAMYACAAATAATTGGTAGAGCTATCCTTAACATACCCAGAAGAATAAGACAAGGCTTGGAAAGGGCTTTACAATAA

ACAGCCATAGCAGTAGC' TACAAGGAGCTT TATTCGCCACATACCTAGAAGAATAAGACAGGGCTTGGAAAGGATTTTGCTATAA
URF-env 8719as
nef Start
8890 8900 8910 8920 8930 8940 8950 8960 8970 8980 8990 9000

. Sl |
CAGCAGT: ATA CCCTCCAGCAGCAGCAGA AGCATCTCAAGATT TAG
TGGATGGCCAGCARYAAGGGAAAGAATAAGACGCACCCCTCCAGCAGCAG Al TGCATCTCA T A
'CTACTGTAAGGGAAAGAATGAGACGAGCTGAGCCAGCAGCAG ATAGGGTGGGAGCAGCATCTCGAGACCTGGAARA

P e I R R RN R I
AATGGGTAACAAATGGTCAAAAAGTAGC.
A AAATGGTCAAAA,

GATGGGT! A AAA

A

9010 9020 9030 9040
e e I IR D L T Y |
GCATGGGGCACTCACAACCAGCAATACAGCAAGTAATAATCCTGATTGTGCCTGGCTGGAAGCAC CAA( GAATCAGAAGTAGGCTTTCCAGTCAGACCGCAGGTACCTTTGAGACC
GCATGGGGCACTCACAAGCAGCAATACAGCAAGCAATAATCCTGCTTGTGCCTGGCTGGAAGCACAACA TCAGA. TTTCCAGTCAGGCCACAGGTACCTTTGAGACC
ACATGGAGCAATCACAAGTAGCAATACAGCAGCTACCAATGCTGCTTGTGCCTGGCTAGAAGCACA 'TTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACC
URF_Full 3’LTRas

URF-Mlu 13s

9050 9060 9070 9080 9090 9100 9110 9120

9130 9140 9150 9160 9170 9180 9190 9200 9210 9220 9230 9240
e e [ IO
CATGACTTATA TTGATCTCAGCTTCTTTTTAAAAGAAA 'GGATGGGCTAATTTACTCCAA( GACAAGACATCCTTGATCTGTGGSTCTATAACACACA
CATGACTTTTA. TTTGATCTCAGCTTCTTTTTAAAAGAAA 'GGATGGGTTAATTTACTCCAAGCAAAGACAAGACATCCTTGATCTGTGGGTCTATAACACGCA

AATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAARGAAGACAAGATATCCTTGATCTGTGGATCTACCACACACA
URF-nef 9104as

9250 9260 9270 9280 9290 9300 9310 9320 9330 9340 9350 9360

. F I P o e I I e T P |
AGGAATCTTCCCRGAYTGGCAGTGCTACACWCCAGGGCCAGGGACTAGACTCCCACTGACCTTTGGGTGGTTATTCAAGCTAGTAC! 'CCATCAGC: GCTAMYCA
AGGATACTTCCCAGACTGGCAGAATTACACACCAGGGCCAGGGACTAGACTCCCACTGACCTTTGGGTGGTGTTTCAAGCTAGTACCAGTGGACCCARCAGAWGTAGAGGAAGCTAMTCA

AGGCTACTTCCCTGATTAGCAGAACTACACACCAGGGCC: CTGACCTT TACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGATAGAAGAGGCCAATAA
9370 9380 9390 9400 9410 9420 9430 9440 9450 9460 9470 9480
T e I I e |
AGGAGAGAACAACAGTYTATTACACCCCATCWGCCTTCATGG! GAGCACARRGAAGTGYTGCAGT T 'AGYAGCCTAGCACGGAGACACCTAGCCCGAGAGCT
AGGAGAGAACAACAGTCTATTACACCCCATCTGCCAGCATGGA AAGAAGTGCTGAA. TTGACAGTAGCCTAGCACGGAGACACCTAGCCCGAGAGCT
ACACCAGCTTGT ACCC CTGC 'GGAT CC T AGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCT
nef Ende
9490 9500 9510 9520 9530 9540 9550 9560 9570 9580 9590 9600
S e e e T e S I I I e |
GCATCCGGAGTACTACARAGAC TGCTGACAC TGCTGACA TTTCCGTCTGGGACTTTCC GCGGCC TAACCCT
GCATCCGGAGTGGTACAAAGACTARAGACTGCTGACACAGAAGTTGCTGACAAGGG ACTTTCCGCCTGGGACTTTCC GCGGCC TAACCCT
GCATCCGGAGTACTTCAAGAAC TGCTGACATCGAGCTTGCT ACAAGGG ACTTTCCGCT TTTCC GTGGCCTGGGCGGGAC' 'GAGCCCT
9610 9620 9630 9640 9650 9660 9670 9680 9690 9700 9710 9720
T e T I I e |
CAGAWGCTGCATATARGCAGCCGCTTCTCGCCTGTACTGGGTCTCTCTTGT C. TT 'CCGGGAGCTCTCTGGCTAGC:! ACCCACTGCTTAAGCCTCAATARAGCT
CAGAAGCTGCATATAAGCAGCCGCTTTTCGCCTGTACTGGGTCTCTTT CAGA
CAGATCCTGCATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGGGTCTCTCTGGT! CAGATCTGAGCCT TCTCTGGCTAACT. ACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCT
Pan-HIV-1_4R LTR-full-
9730 9740 9750 9760 9770 9780 9790 9800 9810
EEE R TN I I I I I | | | | | | | | | | | | |
T
TGCCT TTCA CCGTC TGTGTGACTCTGGTAAC 'CCTCAGACCCTTTTAGT AAATCTCTAGCA
length-as

Abbildung 14: Alignment der beiden Komplettgenomsequenzen von 13-0346 und 13-05995 der
URF-new clade mit der Referenzsequenz HXB2 (Acc.No.: K03455). Zudem sind die Lokalisationen
der verwendeten Sequenzierungsprimer dargestellt, die Positionsangaben stimmen aufgrund der
Sequenzverschiebungen im Alignment nicht mit den Positionen bezogen auf die HXB2-Referenzsequenz

Uiberein.
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8.2 HIV-1 Referenzsequenzen aus der Los Alamos HIV

Sequenzdatenbank, Ausgabe 2010

Tabelle 7: Referenzsequenzen des Subtypenpanels der Los Alamos Dantenbank, Ausgabe 2010 (n=170)

Referenz-Bezeich-

Isolat Acc. No. nung im NJ-Baum Herkunftsland
HIV-1 Gruppe M
Subtypen
Al PS1044_Day0 DQ676872* A1.AU.03 Australien
Al 92RW008 AB253421* A1.RW.92 Rwanda
Al 92UG037 AB253429* A1.UG.92 Uganda
A2 97CDKTB48 AF286238* A2.CD.97 Dem. Republik Kongo
A2 01CM_1445MV GU201516* A2.CM.01 Kamerun
A2 94CY017_41 AF286237* A2.CY.94 Zypern
B HXB2_LAI_llIB_BRU K03455* B.FR.83 Frankreich
B 671_00T36 AY423387* B.NL.OO Niederlande
B BK132 AY173951* B.TH.90 Thailand
B 1058_11 AY331295* B.US.98 USA
C BR025_d U52953* C.BR.92 Brasilien
C ETH2220 U46016* C.ET.86 Athiopien
C 95IN21068 AF067155* C.IN.95 Indien
C 04ZASK146 AY772699* C.ZA.04 Sudafrika
D ELI K03454* D.CD.83 Dem. Republik Kongo
D 01CM_4412HAL AY371157* D.CM.01 Kamerun
D A280 AY253311* D.TZ.01 Tansania
D 94UG114 u88824* D.UG.94 Uganda
F1 VI850 AF077336* F1.BE.93 Belgien
F1 93BR020_1 AF005494* F1.BR.93 Brasilien
F1 FIN9363 AF075703* F1.F1.93 Finnland
F1 96FR_MP411 AJ249238* F1.FR.96 Frankreich
F2 02CM_0016BBY AY371158* F2.CM.02 Kamerun
F2 95CM_MP255 AJ249236* F2.CM.95a Kamerun
F2 95CM_MP257 AJ249237* F2.CM.95b Kamerun
F2 CM53657 AF377956 F2.CM.97 Kamerun
G DRCBL AF084936* G.BE.96 Belgien
G HH8793_ 12 1 AF061641* G.KE.93 Kenia
G 92NG083 u88826* G.NG.92 Nigeria
G PT2695 AY612637* G.PT.x.PT2 Portugal
H VI991 AF190127* H.BE.93.91 Belgien
H VI997 AF190128* H.BE.93.97 Belgien
H 056 AF005496 H.CF.90 Zentralafrikanische Republik
H 00GBAC4001 FJ711703* H.GB.00 Grof3britannien
J J_97DC_KTB147 EF614151* J.CD.97 Dem. Republik Kongo
J 04CMU11421 GU237072* J.CM.04 Kamerun
J SE9280_7887 AF082394 J.SE.93 Schweden
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K

K
CRFO1_AE
CRFO1_AE
CRFO1_AE
CRF02_AG
CRF02_AG
CRF02_AG
CRFO03_AB
CRF04_cpx
CRF04_cpx
CRF04_cpx
CRFO5_DF
CRFO5_DF
CRFO05_DF
CRFO06_cpx
CRF06_cpx
CRFO06_cpx
CRF07_BC
CRFO7_BC
CRF07_BC
CRFO08_BC
CRF08_BC
CRF09_cpx
CRF09_cpx
CRF09_cpx
CRF09_cpx
CRF10_CD
CRF10_CD
CRF10_CD
CRF11_cpx
CRF11_cpx
CRF11_cpx
CRF12_BF
CRF12_BF
CRF12_BF
CRF13_cpx
CRF13_cpx
CRF13_cpx
CRF14_BG
CRF14_BG
CRF14_BG
CRF15_01B
CRF15_01B
CRF15_01B
CRF16_A2D
CRF16_A2D

97ZR_EQTB11
96CM_MP535
569M
05GX001
CM240
pBD6_15
POC44951
IBNG
KAL153 2
94CY032_3
GR11_97PVCH
GR84_97PVMY
V1961

VI1310

X492

BFP90
EE0359
03GH173_06
XJDC6431_2
XJDC6441
98CNO009

nx2
97CNGX_6F
00IC_10092
96GH2911
95SN1795
99DE4057
96TZ_BF061
96TZ_BF071
96TZ_BF110
95CM_1816
96CM_4496
MP818
A32879
A32989
ARMA159
02CM_A1394
04CM_632_28
96CM_1849
X605

X623
OOPTHDE10
M169
99TH_MU2079
99TH_R2399
KNH1271
97KR004

AJ249235*
AJ249239*
GQ477441*
GU564221*
U54771*
AY271690*
AB485636*
139106*
AF193276*
AF049337*
AF119820
AF119819*
AF076998
AF193253*
AY227107*
AF064699
AY535659*
AB286851*
EF368372*
EF368370*
AF286230
HMO067748
AY008715
AJ866553*
AY093605*
AY093603
AY093607*
AF289548
AF289549*
AF289550*
AF492624*
AF492623
AJ291718*
AF408629*
AF408630
AF385936*
DQ845388*
DQ845387*
AF460972
AF450096*
AF450097*
GU230137
DQ354120*
AF516184*
AF530576*
AY945736
AF286239*

K.CD.97
K.CM.96
01_AE.AF07
01_AE.CNO5
01_AE.TH90
02_AG.CM99
02_AG.LR
02_AG.NG
03_AB.RU97
04_cpxCY94
04_cpxGR91
04_cpxGR97
05_DF.BE93
05_DFBE310
05_DF.ES99
06_cpxAU96
06_cpxEEO1
06_cpxGHO03
07_BCCNO5a
07_BCCNO5b
07_BC.CN98
08_BC.CNO06
08_BC.CN97
09_cpxCl00
09_cpxGH96
09_cpxSN95
09_cpxuUSs99
10_CDTZ96a
10_CDTZ96b
10_CDTZ96c¢
11_cpxCM95
11_cpxCM96
11_cpxCM97
12_BFAR97a
12_BFAR97b
12_BF.AR99
13_cpxCM02
13_cpxCMO04
13_cpxCM96
14 BGESO00a
14 BGESO00b
14 BG.PTOO
15_01BTH96
15_01BTHa
15_01BTHb
16_A2DKE91
16_A2DKR97

Dem. Republik Kongo

Kamerun
Afghanistan
China
Thailand
Kamerun
Liberia
Nigeria
Russland
Zypern
Griechenland
Griechenland
Belgien
Belgien
Spanien
Australien
Estland
Ghana
China
China
China
China
China
Elfenbeinkiste
Ghana
Senegal
USA
Tansania
Tansania
Tansania
Kamerun
Kamerun
Kamerun
Argentinien
Argentinien
Argentinien
Kamerun
Kamerun
Kamerun
Spanien
Spanien
Portugal
Thailand
Thailand
Thailand
Kenia
Sudkorea
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CRF17_BF AR02_ARG1139 EU581825* 17_BF.AR02 Argentinien
CRF17_BF BO02_BOL119 EU581827* 17_BF.BO02 Bolivien
CRF17_BF PEO2_PCRO0155 EU581828 17_BF.PEOQ2 Peru
CRF18_cpx CM53379 AF377959* 18_cpxCM97 Kamerun
CRF18_cpx Cu14 AY586541 18cpxCU99%a Kuba
CRF18_cpx Ccue68 AY894993* 18cpxCU99b Kuba
CRF19_cpx CuU29 AY588971* 19cpxCU99%a Kuba
CRF19_cpx Cu38 AY588970* 19cpxCU99b Kuba
CRF19_cpx Cu7 AY894994 19cpxCU99c Kuba
CRF20_BG Cul03 AY586545* 20_BG.CU99 Kuba
CRF21_A2D KNH1254 AY945737* 21 _A2DKE91 Kenia
CRF21_A2D KER2003 AF457051* 21_A2D.KEa Kenia
CRF21_A2D KSM4001 AF457072* 21_A2D.KEb Kenia
CRF22_01A1 01CM_0001BBY AY371159* 22_01A1CMa Kamerun
CRF22_01A1 02CM_3097MN GQ229529 22_01A1CMb Kamerun
CRF23_BG CB118 AY900571* 23_BGCUO03a Kuba
CRF23_BG CB347 AY900572 23_BGCUO03b Kuba
CRF24_BG CB378 AY900574 24 _BGCUO3a Kuba
CRF24_BG CB471 AY900575* 24_BGCUO03b Kuba
CRF24_BG X2456_2 FJ670526* 24 _BG.ES08 Spanien
CRF25_cpx 06CM_BA_040 EU693240* 25_cpxCMO06 Kamerun
CRF25_cpx J11233 EU697906* 25_cpxSAa Saudi-Arabien
CRF25_cpx J11451 EU697908 25_cpxSAb Saudi-Arabien
CRF26_AU 02CD_KS069 FM877780* 26_AUCDO02a Dem. Republik Kongo
CRF26_AU 02CD_MBTB047 FM877782* 26_AUCDO02b Dem. Republik Kongo
CRF26_AU 97CD_KTB119 FM877777 26_AU.CD97 Dem. Republik Kongo
CRF27_cpx 97CDKTB49 AJ404325 27_cpxCD97 Dem. Republik Kongo
CRF27_cpx 04CD_FR_KZS AM851091* 27_cpxFRO0O4 Frankreich
CRF28_BF BREPM12313 DQ085872* 28 BFBR99a Brasilien
CRF28_BF BREPM12609 DQO085873 28_BFBR99b Brasilien
CRF28_BF BREPM12817 DQ085874* 28 BFBR99c Brasilien
CRF29_BF BREPM16704 DQO085876* 29 BF.BRO1 Brasilien
CRF29_BF BREPM119 AY771590* 29 BF.BR02 Brasilien
CRF29_BF BREPM11948 DQO085871 29 BF.BR99 Brasilien
CRF31_BC 110PA EF091932 31 _BC.BRO2 Brasilien
CRF31_BC 04BR137 AY727526* 31_BCBRO04a Brasilien
CRF31_BC 04BR142 AY727527* 31_BCBRO04b Brasilien
CRF32_06A1 EE0369 AY535660* 32_06A1.EE Estland
CRF33_01B JKT194_C AB547464* 33_01BIDO7 Indonesien
CRF33_01B 05MYKLO007_1 DQ366659 33_01B.MYa Malaysia
CRF33_01B 05MYKL045_1 DQ366662* 33_01B.MYb Malaysia
CRF34_01B OUR2478P EF165541* 34_01BTH99 Thailand
CRF35_AD 05AF026 EF158043 35_ADAF05a Afghanistan
CRF35_AD 05AF094 EF158040* 35_ADAFO05b Afghanistan
CRF35_AD 05AF095 EF158041* 35_ADAF05c Afghanistan
CRF36_cpx 00CMNYU1162 EF087995 36_cpxCMa Kamerun
CRF36_cpx 00CMNYU830 EF087994* 36_cpxCMb Kamerun
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CRF37_cpx 00CMNYU926 EF116594* 37_cpxCM00 Kamerun
CRF37_cpx CM53392 AF377957 37_cpxCM97 Kamerun
CRF38_BF1 uY04_3987 FJ213781* 38 BFl.UYa Uruguay
CRF38_BF1 uY04_4022 FJ213782 38 BF1.UYb Uruguay
CRF38_BF1 UY05_4752 FJ213780* 38_BF1UY05 Uruguay
CRF39_BF 03BRRJ103 EU735534* 39_BF.BRa Brasilien
CRF39_BF 03BRRJ327 EU735536 39_BF.BRb Brasilien
CRF39_BF 04BRRJ179 EU735535* 39_BF.BR04 Brasilien
CRF40_BF 04BRRJ115 EU735538* 40_BF.BRa Brasilien
CRF40_BF 04BRSQ46 EU735540* 40_BF.BRb Brasilien
CRF40_BF 05BRRJ200 EU735539 40_BF.BRO5 Brasilien
CRF42_BF luBF_05_03 EU170155 42_BF-LUO3 Luxemburg
CRF43_02G J11223 EU697904* 43_02G.SAa Saudi-Arabien
CRF43_02G J11243 EU697907 43_02G.SAb Saudi-Arabien
CRF43_02G J11456 EU697909* 43_02G.SAc Saudi-Arabien
CRF44_BF CH80 FJ358521* 44_BF.CLOO Chile
CRF45_cpx 97CD_MBFE185 FN392874* 45_cpxCD97 Dem. Republik Kongo
CRF45_cpx 97CM_MP814 FN392876 45_cpxCM97 Kamerun
CRF45_cpx 97GA_TB45 FN392877* 45_cpxGA97 Gabun
CRF46_BF 01BR087 DQ358801* 46_BFBRO1la Brasilien
CRF46_BF 01BR125 DQ358802 46_BFBRO1b Brasilien
CRF46_BF 07BR_FPS625 HM026456* 46_BF.BRO7 Brasilien
CRF47_BF P1942 GQ372987 47_BFES08a Spanien
CRF47_BF X2457_2 FJ670529* 47_BFES08b Spanien
CRF49_cpx N18380 HQ385477* 49_cpxGM02 Gambia
CRF49_cpx N26677 HQ385479* 49_cpxGMO03 Gambia
CRF49_cpx N28353 HQ385478 49 cpxGM97 Gambia
HIV-1 Gruppe O
¢} ANT70 L20587 O.BE.87 Belgien
o] MVP5180 L20571* 0.CM.91 Kamerun
O 98CMU2901 AY169812 0.CM.98 Kamerun
o] 99SE_MP1300 AJ302647 0O.SN.99 Senegal
HIV-1 Gruppe N
N DJO0131 AY532635 N.CM.02 Kamerun
N YBF30 AJ006022 N.CM.95 Kamerun
N YBF106 AJ271370 N.CM.97 Kamerun
HIV-1 Gruppe P
P u14788 HQ179987 P.CM.06 Kamerun
P RBF168 GU111555 P.FR.09 Frankreich
SIV-CPZ
CpPz ANT u42720 CPZ.CD.90 Dem. Republik Kongo
CPz SIVcpzMT145 DQ373066 CPZ.CM.05 Kamerun
CPz US_Marilyn AF103818 CPZ.US.85 USA

* ausgewahlte Isolate fiir eine veranschauliche Darstellung der phylogenetischen Analyse der URF-new clade Viren (13-0346,

13-05995)
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8.3 Stammbaum der Komplettgenomsequenzen von URF-new clade HIV-
1 aus Oman mit 170 Referenzsequenzen

100

98,

6,

N.CM.95

N.CMS7

oMoz

'ZUS.85

99,

9100

-CPZ.CM.05

=

8100

0.CM91

100

scale bar

27 cpeFRO4

URF-new clade

PZ.CDS0O

F1-Subtyp +
F1-Rekombinante

F2-Subtyp
K-Subtyp

C-Subtyp +
C-Rekombinante

H-Subtyp

A1-Subtyp +
A1-Rekombinante

A2-Subtyp +
A2-Rekombinante

J-Subtyp +
J-Rekombinante

G-Subtyp +
G-Rekombinante

Gruppe N

Gruppe O
Gruppe P

Gruppe M



Anhang 68

Abbildung 15: Phylogenetischer Neighbor-Joining Stammbaum zur Klassifizierung der URF-new clade
Isolate aus Oman. Phylogenetische Analyse mit Komplettgenomsequenzen von 170 Referenzsequenzen des
HIV-Subtypen-Panels der HIV-Sequenzdatenbank und von zwei HIV-1 Patientenproben der URF-new clade
Variante (13-0346, 13-05995). Die Sequenz CPZ.US.85 (Acc.No.: AF103818) wurde als AuRengruppe fir die
Erstellung der Baumtopologie benutzt. Der Distanzbalken (scale bar) mit dem Wert 0,1 zeigt die Astlange an, die
einem Nukleotidaustausch von 10 % pro Position im Alignment entspricht. Die Bootstrap-Analyse wurde mit 1000
Replikaten durchgefihrt. Signifikante Knotenpunkte (Bootstrap-Wert: >70 %) fir die Einteilung der Clades sind rot
gekennzeichnet. In Klammern sind die Subtypen und die dazugehérigen rekombinanten Formen zusammen-
gefasst. Die URF-new clade Isolate sind blau hervorgehoben.
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