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Einleitung

1 Einleitung

1.1 HIV und AIDS

Im Jahre 1981 kam es in den USA zu einer ungewdhnlichen Haufung von opportunistischen
Lungeninfektionen und malignen Hauttumoren (Karposi-Sarkome) bei jungen homosex-
uellen Mannern [1]. Die Besonderheit lag darin, dass die Patienten zuvor als gesund einge-
stuft wurden und diese Krankheiten im Normalfall nur bei immunsupprimierten Menschen
auftraten. Als Ursache konnte eine bis dahin unbekannte Immunschwiche ausgemacht
werden, die 1982 unter dem Begriff ,Acquired Immunodeficiency Syndrome“ (AIDS) be-

schrieben wurde.

Die Arbeitsgruppe um Luc Montagnier des Institut Pasteur in Paris isolierte 1983 erstmals
ein unbekanntes Retrovirus aus Blutproben eines AIDS-Patienten [2]. Der Erreger wurde
1984 von Robert Gallo als Ausloser der Krankheit beschrieben und erhielt im Jahre 1986
den Namen Humanes Immundefizienzvirus (HIV) [3]. Im gleichen Jahr wurde in Westafrika

ein weiteres AIDS-auslosendes Virus entdeckt, welches den Namen HIV-2 erhielt [4].

30 Jahre spater leiden nach Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation circa 36,7 Milli-
onen Menschen an einer Infektion mit HIV [5]. Die Rate der Neuinfektionen lag im Jahr
2015 bei 2,1 Millionen Menschen und die Zahl der AIDS-assoziierten Todesfille bei
1,1 Millionen. Somit stellen HIV und AIDS eines der gréfdten Gesundheitsprobleme unserer

Zeit dar.

Seit der Entdeckung sind die weltweiten Bemiihungen zur Bekdmpfung des Virus enorm.
Bis zum heutigen Zeitpunkt ist eine HIV-Infektion jedoch unheilbar und mit einer lebens-
langen Therapie verbunden. Mit der Entwicklung von antiretroviralen Medikamenten kam
es zu einer drastischen Abnahme der Morbiditat und Mortalitdt infizierter Patienten. Mit
einer erfolgreichen Therapie kann die virale Replikation gehemmt und das Fortschreiten
der Erkrankung hinausgezogert werden. HIV ist somit als eine chronische Erkrankung an-
zusehen und kein Todesurteil mehr. Jedoch bleibt auf Grund der Verfiigbarkeit und den

hohen Kosten vielen Menschen der Zugang zu Medikamenten verwehrt.
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1.1.1 Die taxonomische Einteilung von HIV

HIV gehort zur Familie der Retroviren (Retroviridae) und ist der einzig humanpathogene
Vertreter der Gattung Lentiviren [6]. Die taxonomische Einteilung kann der Abbildung 1
entnommen werden.

Bei den Retroviren handelt es sich um eine Virusfamilie von membranumbhiillten Viren mit
einem Genom aus zwei einzelstrangigen Ribonukleinsdauren (RNA) positiver Polaritat [7].
Die charakteristische Eigenschaft der Vertreter dieser Familie ist die reverse Transkription.
Bei dieser wird das RNA-Genom in doppelstrdangige Desoxyribonukleinsdaure (DNA) umge-
schrieben und im Anschluss in das Wirtsgenom integriert. Der Name der Retroviren leitet
sich von dieser Eigenschaft ab.

Man unterscheidet zwischen exogenen und endogenen Retroviren, wobei erstere durch
ihre Infektiositat von Individuum zu Individuum tibertragen werden kénnen. Die endoge-
nen Retroviren werden in der Regel vertikal iber die Keimbahn vererbt [8]. Aufgrund des
Genomaufbaus unterscheidet man zusatzlich zwischen einfachen und komplexen Retrovi-
ren [7]. Das Genom eines einfachen Retrovirus ist aus den drei Genen gag, pol und env auf-
gebaut. Die komplexen Retroviren, wie HIV, besitzen aufierdem weitere Gene fiir regulato-

rische und akzessorische Proteine.

e-Retroviren 6-Retroviren

Lentiviren
y-Retroviren

a-Retroviren

[ FFV /( )\ [ JRsv
' BFV SFVepz /

) HERV-K SRV
Spumaviren SFVagﬁr;nf_// MMTV B-Retroviren

Abbildung 1: Taxonomie der Retroviren
Das International Commitee on Taxonomy of Viruses teilt die Retroviren in die Unterfamilien Orthoretrovirinae und
Spumavirinae ein. Die Spumaviren beinhalten nur den Genus der Spumaviren, die Orthoretrovirinae werden in a-,

8-, y-, 6- und e-Retroviren, sowie Lentiviren eingeteilt [6]. Grafik modifiziert nach [9].
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1.1.2 Der Ursprung von HIV

HIV-1 und HIV-2 sind auf die in Primaten endemischen Simianen Immundefizienz-Viren
(SIV) zurtickzufiihren. Durch verschiedene Urspriinge weisen sie je nach Gen eine Se-
quenzhomologie zwischen 35% und 60% auf [10, 11]. Durch unabhédngige zoonotische
Transmissionen entstanden verschiedene HIV Linien, die nach dem heutigen Kenntnis-
stand HIV-1 in die Gruppen M (major), O (outlier), N (non-M/non-0) und P einteilen [12].
Wahrend die Gruppen M und N offenbar von dem aus Schimpansen (Pan troglotydes) iso-
lierten SIVcpz abstammen, liegt der Ursprung der Gruppen O und P in einem Retrovirus
des Gorillas (Gorilla gorilla), dem SIVgor [13, 14]. Eine Einteilung von HIV-2 wird in die
Gruppen A-H vorgenommen. Durch Sequenzvergleiche konnte das aus Rufdmangaben (Cer-
cocebus atys) isolierte SIVsm als die Quelle ausgemacht werden [15].

90% aller HIV-infizierten Individuen leiden an einer Infektion mit einem HIV-1 Virus der
Gruppe M, somit kann dieses fiir die globale HIV-Epidemie verantwortlich gemacht wer-
den. Innerhalb dieser Gruppe sind die neun Subtypen A, B, C, D, F, G, H, ] und K, sowie zu-

satzliche zirkulierende rekombinante Formen bekannt [12].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Fokus auf HIV-1 Gruppe M Subtyp B gesetzt, da es sich

um den vorherrschenden Subtyp innerhalb Nordamerikas und Europas handelt.

1.1.3 Virusmorphologie

Die HIV Virionen sind von spharischer Geometrie mit einem Durchmesser von ca. 100 - 120
nm. Der Aufbau eines HIV-1 Partikels ist in Abbildung 2 dargestellt. Die duf3ere Hiille be-
steht aus einer Lipid-Doppelschicht, die bei der Knospung neuer Virionen von der Cyto-
plasmamembran der Wirtszelle abgeleitet wird [16].

Die Hillmembran ist mit dem transmembranen Glykoprotein gp41 (TM, 41 kDa) assoziiert,
welches Uber nicht-kovalente Bindungen ein weiteres Glykoprotein, das gp120 (SU, 120
kDa), bindet [17]. Jeweils drei Molekiile TM und SU bilden sogenannte ,Spikes“ [18]. Diese
sind essentiell fiir die Initiation der Infektion einer Wirtszelle. Die Innenseite ist mit einer
netzdhnlichen Schicht aus dem Matrixprotein p17 (MA, 17 kDa) ausgekleidet, diese liegen
als Trimere vor und verleihen den Virionen ihre Struktur [8].

Im Inneren befinden sich Lateralkérper und das Viruskapsid, welches bei HIV eine ko-
nische Form aufweist. Es ist liber die Linkerproteine p6 (LI, 6 kDa) mit den Matrixprote-

inen verbunden. Das Kapsid besteht aus den Kapsidproteinen p24 (CA, 24 kDa) und bein-
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haltet zwei einzelstrangige Nukleinsdauren, welche mit den Nukleokapsidproteinen p7 (NC,
7 kDa) assoziiert sind und einen Komplex bilden. Im Inneren befinden sich zusatzlich die

Enzyme Reverse Transkriptase/RNaseH (RT/RH), Integrase (IN) und Protease (PR).

A
gp120 (SU)
gp4l (TM)
p6 (LI) ‘ W\ —— Hiillmembran
Lateralkorper p17 (MA)
p32(IN) p24 (CA)

p51/66 (RT/RH)
p12 (PR)

p7 (NC)

RNA

Abbildung 2: Morphologie des HIV-1 Viruspartikels

A) Hillmembran mit Glykoproteinen gp41 (TM) und gp120 (SU), ausgekleidet mit Matrixprotein p17 (MA). Kapsid
bestehend aus Kapsidsprotein p24 (CA). Im Inneren zwei ssRNA komplexiert mit Nukleokapsidprotein p7 (NC),
Lateralkorper, Linkerprotein p6 (LI), Integrase p32 (IN), Reverse Transkriptase p51 (RT) bzw. RNaseH p66 (RH) und
Protease p12 (PR). Modifiziert nach [8]

B) Elektronenmikroskopische Aufnahme von HIV-1, Quelle: Hans R. Gelderblom/RKI

1.1.4 Genomaufbau und virale Proteine

Das Genom von HIV-1 besteht aus zwei einzelstrangigen RNA-Molekiilen positiver Polaritat
mit einer Lange von circa 10 kB. Der Aufbau des Genoms ist in Abbildung 3 dargestellt. Die
RNA weist durch eine 5-Cap-Struktur und ein polyadenyliertes 3‘-Ende die typischen Cha-
rakteristika einer eukaryotischen mRNA auf. Das Genom besteht aus neun offenen Lese-
rahmen (ORF) und codiert fiir insgesamt 15 Proteine [19]. Zusatzlich zu den fiir Retrovirus
typischen Produkten Gag (gruppenspezifische Antigene), Pol (Polymerase, Reverse Tran-
skriptase, Protease, Integrase) und Env (Glykoproteine) werden die regulatorischen Pro-
teine Rev (regulator of virion proteins), Tat (transactivator of transcription) und die ak-
zessorische Proteine Nef (negative factor), Vif (viral infectivity factor), Vpr (viral protein
out), sowie Vpu (viral protein rapid) codiert.

gag codiert fur das Polyprotein pr55 (55 kDa), das durch die virale Protease in die Proteine
MA, CA, NC und LI prozessiert wird [20]. Auch die Proteine des pol-Gens werden aus einem
Vorlauferprotein prozessiert, dem prl160 (160 kDa). Es handelt sich hierbei um ein

Gag/Pol-Fusionsprotein, dessen Synthese durch eine Verschiebung des ribosomalen Lese-
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rasters der mRNA erreicht wird [21]. Dies ist in etwa 5% aller Translationen der Fall, so
dass mehr Gag- als Gag/Pol-Proteine gebildet werden. So wird neben den Produkten des
gag-Gens die gleichzeitige Translation der RT, IN und PR realisiert. Die viralen Glykopro-
teine werden durch das Gen env codiert, auch hier findet zunachst die Translation eines
Vorlauferproteins statt, dem gp160 (160 kDa).

Die Synthese der regulatorischen und akzessorischen Proteine wird durch alternative Le-
serahmen und Splicing ermoglicht. Die Proteine Tat und Rev spielen eine essentielle Rolle
bei der Regulation der Genexpression [22]. Nef, Vif, Vpr und Vpu sind nicht essentiell, stei-

gern jedoch die Infektidsitdt von HIV und unterstiitzen die Freilassung neuer Virionen [23].

Die Strukturgene werden von Wiederholungssequenzen, den sogenannten Long-Terminal-
Repeats (LTRs) flankiert. Diese bestehen aus den Regionen U3 (unique), R (redundant) und
U5. Der 5-LTR beinhaltet den viralen Promotor, die Terminationssequenz der Polymerase

ist innerhalb der 3‘-LTR lokalisiert [8].
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Abbildung 3: HIV-1 Genomorganisation

Die Long Terminal Repeats (LTR, weiR), bestehend aus U3/U5 und R, flankieren die Enden des Genoms. In Grau:
ORF fir Strukturgene gag (group specific antigen) mit Matrixprotein (MA), Capsidprotein (CA), Nukleokapsidpro-
tein (NC) und Linkerprotein (p6, Ll). Enzyme werden durch pol (Polymerase) codiert, mit Protease (PR), Reverse
Transkriptase (RT), RNase und Integrase (IN). Gen fiir die Hullproteine env mit gp120 und gp41. Leserahmen der
Proteine Vif (virion infectivity factor), Vpr (viral protein R), Vpu (virale protein u), Nef (negative factor), Tat
(transactivator of transcription) und Rev (regulator of expression) sind ebenfalls dargestellt. Start- und Stoppregi-

onen der Gene sind gekennzeichnet. Grafik modifiziert nach [24].
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1.1.5 Replikationszyklus

Eine Ubersicht des HIV Replikationszyklus ist in Abbildung 4 dargestellt. Die Infektion der
Wirtszelle beginnt mit der Adsorption des Viruspartikels an spezifische zelluldre Rezep-
toren. HIV nutzt das CD4-Protein als Hauptrezeptor, welches auf der Oberflache verschie-
dener Immunzellen wie T-Helferzellen, Makrophagen, Monozyten und dendritischen Zellen
vorkommt. Es erfolgt zunachst eine Bindung des Glykoproteins SU an CD4, welche in einer
Konformationsdanderung des viralen Proteins resultiert und eine Interaktion mit einem
Corezeptor ermoglicht. HIV bindet zusatzlich an den Chemokinrezeptor CXCR4 oder CCR5.
Es kommt nach der Bindung zu weiteren Umlagerungen der Proteinstruktur, die es dem
Virus ermoéglichen mit der Zytoplasmamembran der Zielzelle zu fusionieren. Dabei wird
das HIV-Kapsid in das Zytoplasma entlassen. Es kommt im Anschluss zu einem Abbau der

Kapsidstruktur (Uncoating) und der Bildung des Reversen-Transkriptase-Komplexes [25].

Im nachsten Schritt schreibt die RT die virale RNA in doppelstrangige DNA um. Die RNA
dient dabei zundchst als Matrize fiir einen Minusstrang und wird im Anschluss durch die
RNase-H Aktivitat des Enzyms verdaut. Es kommt nun zur Bildung des sogenannten Prain-
tegrationskomplexes (PIC), dieser besteht aus der viralen DNA, MA, der IN und dem Pro-
tein Vpr. Der PIC wird mit Hilfe von Vpr, den MA und zelluldren Faktoren durch die Kern-
poren in den Zellkern transportiert. Dies ermoglicht auch die Infektion von ruhenden Zel-
len, eine Besonderheit der Lentiviren gegeniiber anderen Retroviren [26]. Im Zellkern ka-
talysiert die IN eine Integration der viralen DNA in das Wirtsgenom. Dazu wird die humane
DNA geodffnet und mit dem Virusgenom verkniipft, dies wird durch die Endonuklease- und
Ligaseaktivitit des Enzyms ermoglicht. HIV-1 liegt nun als Provirus vor. Eine Integration

findet vorwiegend in transkriptionsaktiven Regionen statt [27].

Abhangig von der Aktivitat der Wirtszelle kommt es zu einer latenten Infektion oder zur
Produktion neuer Virionen. Die Transkriptionsmaschinerie der Zelle tibersetzt die provir-
ale DNA in RNAs und die verschiedenen mRNAs zur Translation der viralen Proteine. In der
frithen Expressionsphase werden vorwiegend mehrfach gespleifste mRNAs gebildet. Diese
codieren beispielsweise fiir die regulatorischen Proteine Tat und Rev. In der spiten Phase
kommt es zur Expression von Volllangetranskripten [8]. Diese dienen zur Translation der
benotigten Strukturproteine und als virale RNA in neuen Partikeln. Die Synthese der Env-
Proteine findet am Endoplasmatischen Retikulum statt, die restlichen Virusproteine wer-

den an freien Ribosomen im Cytoplasma translatiert.
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Die Assemblierung der Virionen erfolgt an der Zytoplasmamembran der Wirtszelle und
wird durch Gag-Proteine vermittelt [28]. Die Env-Proteine werden nach der Translation
iiber den Golgi-Apparat zur Zelloberflache transportiert. Gag- und Gag-Pol-Vorlduferpro-
teine rekrutieren die virale RNA und akkumulieren an speziellen Mikrodomédnen der
Membran. Durch eine Interaktion mit der ESCRT-Maschinerie (endosomal sorting complex
required for transport) kommt es zu einer Abschniirung unreifer Virionen (Budding) [29].

Durch die proteolytische Spaltung der Vorlauferproteine und der Ausbildung des koni-

schen Kapsids kommt es zu einer Maturation zu infektiosen Partikeln.
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Abbildung 4: HIV Replikationszyklus

Bindung des Virus an CD4 und den Corezeptor. Anschliefend Fusion des Viruspartikels mit der Wirtsmembran und
Uncoating des viralen Kapsids. Im nachsten Schritt ist die reverse Transkription der viralen RNA dargestellt und der
Transport in den Zellkern. Dort kommt es zur Integration der proviralen DNA in das Wirtsgenom. AnschlieBend
Transkription, sowie Translation zur Erzeugung neuer Virionen, die von der Wirtsmembran abknospen. Abbildung

nach [30].
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1.1.6 Pathogenese

Eine Infektion mit HIV ist durch den Kontakt von infektioser Korperfliissigkeit wie Blut,
Sperma und Vaginalsekret mit offenen Wunden oder mukosalem Gewebe mdoglich. Dadurch
bilden ungeschiitzter Sexualverkehr und die gemeinsame Nutzung von Spritzen beim Dro-
genkonsum die grofdten Risiken. Eine infizierte Mutter kann das Virus vor oder wahrend
der Geburt auf ihre Nachkommen tibertragen, eine Infektion durch das Stillen eines Kindes

ist ebenfalls moglich.

Die Zielzellen des Virus exprimieren das Glykoprotein CD4, sowie den Chemokinrezeptor
CCR5 oder CXCR4. Somit stellen die CD4* T-Lymphozyten die wichtigsten Ziele von HIV
dar. Bei der Ubertragung iiber mukosales Gewebe stellen auch Makrophagen und dendriti-
sche Zellen erste Ziele dar [31]. Die Zellen transportieren das Virus zu den Lymphknoten,

von dort aus kann es sich iiber den gesamten Organismus ausbreiten.

Der typische Verlauf einer HIV-Infektion ohne medikamentose Therapie kann aus der Ab-
bildung 5 entnommen werden. Die Pathogenese wird dabei in drei Phasen eingeteilt, die
Primarinfektion, die klinische Latenz und AIDS. Die ersten Symptome der Primarinfekti-
onsphase konnen schon wenige Tage bis sechs Wochen nach dem Risikokontakt auftreten.
Diese Phase dauert in der Regel nicht langer als drei Monate an und ist durch eine sehr ho-
he Viruslast von bis zu 5x10° Kopien RNA/ml Blut gekennzeichnet, sowie einer Verminder-
ung der CD4+* Zellen [32]. Patienten klagen haufig iiber das Krankheitsbild eines viralen
Infekts, mit Symptomen wie Fieber, Schwitzen, Kopfschmerzen, Lymphknotenschwel-
lungen [33]. Haufig verlauft die Priméarinfektion aber auch asymptomatisch.

Das Immunsystem beendet die primare Infektionsphase durch eine drastische Senkung der
Viruslast. Es folgt eine symptomfreie Phase, die klinische Latenz, die mehrere Jahre andau-
ern kann. Die Anzahl der Viren im Blut ist im Vergleich zur Priméarinfektion reduziert. Es
kommt jedoch zu einer kontinuierlichen Virusproduktion, vor allem in den lymphatischen
Organen [34]. Eine Hyperaktivierung des Immunsystems und die standige Zerstérung von
Zellen durch das Virus, resultiert in einem erhohten Umsatz von CD4+ Zellen und einer re-
duzierten Halbwertszeit von wenigen Tagen [35, 36]. Die Gesamtanzahl an CD4* Zellen
sinkt wahrend dieser Phase kontinuierlich ab, zunachst kann der Organismus die Zerstor-
ung der CD4* Zellen noch kompensieren. Diese Fahigkeit nimmt jedoch im Laufe der Zeit

ab. Es kommt zu einer langsam voranschreitenden Schadigung des Immunsystems.
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In der dritten Phase kommt es zu einer rapiden Abnahme der CD4+ Zellen und einer star-
ken Virusreplikation. Diese Phase ist oft durch Viren mit einem verdnderten Rezeptortro-
pismus von CCR5 zu CXCR4 gekennzeichnet [37]. Dadurch ist HIV in der Lage ein breiteres
Spektrum an Zielzellen zu infizieren. Bei Patienten in dieser Phase der HIV-Infektion treten
gehduft opportunistische Infektionskrankheiten oder maligne Tumore wie Karposi-
Sarkome auf. Der starke Abfall der CD4+ T-Zellen und das gehéufte Auftreten von Krankhei-
ten, stellen die typischen Kriterien von AIDS dar. Der Tod tritt meist durch eine opportunis-

tische Infektion ein.

Verlauf der HIV-Infektion
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Abbildung 5: Verlauf einer HIV-Infektion ohne antiretrovirale Therapie
Anzahl an CD4"-Zellen pro Mikroliter Blut im zeitlichen Verlauf einer Infektion (schwarz) und Anzahl der Kopien

Virus-RNA pro ml Blut (rot). Die Infektion wird in die Stadien Primarinfektion, klinische Latenz und AIDS eingeteilt.

Abbildung nach [2].
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1.1.7 HIV-Therapie

Eine bestehende HIV-Infektion wird mit einer Kombination verschiedener Wirkstoffe be-
handelt, die eine Hemmung der viralen Replikation bewirken. Dies flihrt zu einer vermin-
derten Infektiositat, zur Verzogerung der Krankheitsprogression und bei vielen Patienten
auch zu einer Erholung des bereits geschadigten Immunsystems. Neben Inhibitoren der
Reversen Transkriptase auf nukleosidischer (NRTI) oder nicht-nukleosidischer Basis
(NNRTI), stehen auch Inhibitoren der Integrase (INI) und viralen Protease (PI) zur Verfiig-
ung [38]. Die NRTI werden neben den natiirlichen Nukleotiden in den DNA-Strang einge-
baut, was zu einer Kettenabbruchreaktion fithrt. NNRTI, INI und PI hemmen die Funktion
des jeweiligen Enzyms. Bei der hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART) werden
mindestens zwei verschiedene Hemmstoffe der Reversen Transkriptase mit einem Pro-
tease- oder Integrase-Inhibitor kombiniert. Dies verlangsamt die Entstehung von Resisten-
zen. Eine Therapie sollte laut Empfehlung der International AIDS-Society-USA bei allen
Personen mit einer nachweisbaren Viruslast, unabhdngig von der CD4-Zellzahl begonnen
werden [39]. Eine erfolgreiche HAART resultiert bei vielen Patienten in der Verringerung
der Viruslast unter 50 Kopien RNA/ml Blut, so dass diese mit den gangigen klinischen Me-

thoden nicht mehr nachgewiesen werden kann [40].

1.1.8 Latente Virusreservoire

Eine vollstiandige Eradikation von HIV ist mit den heutigen Therapiekonzepten nicht mog-
lich [41]. Eine grof3e Barriere stellen latente Virusreservoire dar. Dabei handelt es sich um
Zellen, die replikationskompetente Proviren beinhalten, jedoch keine aktive Virusproduk-
tion vorweisen [42]. Diese infizierten Zellen werden somit weder von dem Immunsystem
eliminiert, noch existiert ein Angriffsziel fiir antiretrovirale Medikamente. Bei einer Unter-
brechung einer erfolgreichen HAART kann es auf Grund der Reaktivierung dieser Zellen zu
einem Virusrebound kommen [43].

HIV Reservoire entstehen bereits in der primaren Infektionsphase und kénnen nach weni-
gen Tagen nachgewiesen werden [44]. Eine friih eingesetzte Behandlung kann die Entsteh-
ung nicht verhindern, wird jedoch assoziiert mit reduzierten Reservoir-Gréfien [45]. Das
Reservoir mit der grofdten klinischen Relevanz stellen ruhende CD4* T-Gedachtniszellen
dar, deren Halbwertszeit zwischen 6 und 44 Monaten geschatzt wird [46, 47]. Somit wiirde

eine Eradikation unter einer optimalen Langzeittherapie iiber 60 Jahre dauern.
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1.2 T-Lymphozyten

Bei den T-Lymphozyten handelt es sich um antigen-erkennende Zellen des adaptiven Im-
munsystems. Sie sind ein essentieller Bestandteil der zelluliren Immunantwort und maf3-

geblich an der Regulation der humoralen Immunreaktion beteiligt.

T-Zellen werden im Knochenmark gebildet und durchlaufen im Thymus verschiedene Sta-
dien der Reifung. Dabei entstehen zwei Arten, die sich anhand ihres T-Zell-Rezeptors un-
terscheiden. Dieses Oberflachenprotein erkennt Antigene, die iiber Haupthistokompatibili-
tatskomplexe (MHC) prasentiert werden. Man unterscheidet zwischen CD8* cytotoxischen
T-Zellen und CD4+ T-Helferzellen.

Die cytotoxischen T-Zellen erkennen iiber den CD8 Rezeptor solche Antigene, die iliber
MHC-Klasse-I-Molekiile prasentiert werden. Diese befinden sich auf der Oberfliche der
meisten kernhaltigen Zellen [48]. Die T-Helferzellen hingegen, erkennen durch den CD4
Rezeptor Antigene liber MHC-Klasse-II-Molekiile. Diese werden von antigenreprasentier-
enden Zellen wie dendritischen Zellen, Makrophagen, Monozyten und B-Zellen exprimiert
[49].

Nach der Reifung wandern die T-Lymphozyten als naive T-Zellen (Tn) in das lymphatische
Gewebe. Durch Kontakt mit einem Antigen, kommt es zur Proliferation und Differenzierung
zu T-Effektorzellen (Tg) [50]. Die Hauptaufgabe der CD8* Tk ist die Einleitung der Apoptose
infizierter Zellen. Die CD4+ T-Zellen differenzieren sich in verschiedene Tg, die auf Grund-
lage ihres Cytokinmusters unterschieden werden [51]. Diese haben unterschiedliche Funk-
tionen, wie die Aktivierung von B-Zellen und Makrophagen, die Rekrutierung von neutro-
philen Granulozyten, die Kontrolle der Autoimmunitdt oder auch die Immunsuppression
[52]. Durch die Sezernierung verschiedener Cytokine, wird die Immunantwort auf unter-
schiedliche Weise beeinflusst. Die Aktivierung von B-Zellen sorgt zudem fiir eine Pro-

duktion Antikérper.

Nach Eliminierung der Antigene sterben circa 95% der T-Effektorzellen ab, wahrend sich
die librig gebliebenen zu langlebigen ruhenden T-Gedachtniszellen entwickeln [53]. Diese
sind, durch den bereits erfolgten Kontakt, auf ein bestimmtes Antigen spezialisiert. So wird

eine schnelle Immunreaktion bei erneuter Exposition gewahrleistet.
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1.2.1 Subtypen von T-Geddchtniszellen

T-Gedachtniszellen konnen aufgrund verschiedener Expressionsmuster von Oberfldchen-
molekiilen in Subtypen eingeteilt werden [54]. Diese unterscheiden sich neben den phano-
typischen Eigenschaften, auch im Differenzierungsgrad und funktional. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde die Klassifizierung nach Mahnke et al. verwendet [55]. Diese sieht eine
Einteilung in fiinf Subtypen vor, welche in Abbildung 6 dargestellt ist. Weniger erforschte
Subtypen, werden nicht berticksichtigt.

Nach Mahnke folgt die Differenzierung der Gedachtniszellen einer linearen Progression, die
mit dem stufenweisen Verlust oder der Erlangung von Funktionen einhergeht. Die Prolife-
rationsfahigkeit nimmt mit dem Differenzierungsgrad ab. Die Expressionsmuster der fiir

diese Arbeit relevante Subtypen und Oberflaichenmolekiile, werden in Tabelle 1 dargestellt.

Memory compartment: progressive differentiation

Activated
—_— —_— —_— —_—
effector

/ N/ N/ N/ \/ \
Quiescent Ty Tscu/ Tem Trm y Ty

Abbildung 6: Subtypen der T-Gedachtniszellen und naive T-Zellen

T (naive T-cells), Tsem (stem cell memory T cells), Tey (central memory T cells), Try (transitional memory T cell), Tey
(effector memory T cells), Tz (terminal effector memory T cell). Die Differenzierung folgt einem linearen Modell.
Durch die Exposition mit einem Antigen kommt es zur Entwicklung von Effektorzellen. Nach Antigenklarung gehen

die Uberlebenden Zellen in einen ruhenden Status Uber. Grafik aus [55].

Tabelle 1: Expression Oberflaichenmarker durch naive T-Zellen und T-Gedéachtniszellen, basierend auf
Mahnke et al., Jaafoura et al. [55, 56]

Antigen Funktion Tn Tsam Tov  Tm Tem
CD4 Bindung an Antigene lGber MHC-Klasse-ll + o+ + + +
CD45RA  Isoform von CD45, Tyrosin-Phosphatase + o+ - - -
CD45R0O  Isoform von CD45, Tyrosin-Phosphatase - - + + +
CCR7 Homing — Lymphknoten, Stimulation B- und T-Zellen + o+ + - -
CD95 Auslésung der Apoptose - + + + +
CD62L Homing - sekundaren lymphatischen Organen + + + -
CD27 Kostimulierung + / / /

12



Einleitung

Die Ty sind die Vorlaufer der Gedachtniszellen, sie sind wenig ausdifferenziert und prolife-
rieren in hohem Maf3e. Ein Unterschied zwischen Ty und dem Grof3teil der Subtypen von
Gedéachtniszellen ist die fehlende Expression von CD95. Erst nach der Aktivierung durch
ein Antigen kommt es zur Hochregulation der Expression dieses Oberflachenproteins [57].
Tn exprimieren grofde Mengen des CD62L Antigens (L-Selektin) sowie CCR7, welche fiir die
Wanderung dieser Lymphozyten in sekundare lymphatische Organe zustiandig sind
(Homing) [58]. Gedachtniszellen kénnen in CD62L* oder CD62L-, sowie CCR7* oder CCR7-
eingeteilt werden. Auf Grundlage dieser Heterogenitat, wurden die Gedachtniszellen zu-
nachst in zentrale T-Gedachtniszellen (central memory T cells, Tcm) und Effektor T-Ge-
dachtniszellen (effector memory T cell, Tem) eingeteilt [59]. Die Tcm wurden aufgrund der
Lokalisierung in den sekunddren lymphatischen Organen benannt. Eigenschaften dieser
Zellen sind die Sezernierung grofder Mengen an IL-2 und eine dufierst hohe Langlebigkeit
[60]. Die Benennung der Tgm erfolgte aufgrund der Eigenschaft, eine rasche Effektorfunk-
tion ex-vivo auszuldsen [60]. Sie sezernieren hohe Mengen an Cytokinen, die einen raschen
Einfluss auf das Immunsystem haben. Durch die fehlende Expression von CD62L und CCR7
kann eine Migration in peripheres Gewebe erfolgen. Untersuchungen der Telomere sugge-
rieren, dass es sich bei Tcy um Vorgangerzellen von Tem handelt [59]. Tem sind im Vergleich
kurzlebiger und exprimieren das CD27 Antigen.

Die stammzelldhnlichen T-Gedachtniszellen (stem cell memory T cell, Tscm) sind wenig aus-
differenziert und besitzen dieselben phanotypischen Eigenschaften wie Ty, exprimieren
jedoch zusatzlich das CD95 Antigen. Sie sind der einzige Subtyp neben den Ty, der CD45RA
statt CD45R0 exprimiert. Tscm sind in der Lage sich selbst zu erneuern und alle anderen
Subtypen zu generieren [61]. Aus diesem Grund werden sie als stammzelldhnliche T-
Gedachtniszellen bezeichnet.

Die transistorischen T-Gedachtniszellen (transitional memory T cells, Ttm), werden von
Mahnke et al. als ein weiterer Subtyp definiert [55]. Diese zeigen einen leicht h6heren Dif-
ferenzierungsgrad als Tcm und exprimieren weder CCR7, noch CD62L [62].

Die terminalen Effektor T-Gedachtniszellen (terminal effector memory T cell, Ttg) sind in
hohem Mafie ausdifferenziert und haben eine niedrige Proliferationskapazitat. Sie besitzen
die kiirzesten Telomere unter allen Subtypen und zeigen eine Expression von CD45RA statt

CD45RO [63, 64]. Tte gehoren hauptsachlich der CD8* Fraktion der T-Lymphozyten an.
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1.2.2 CD4+* T-Geddchtniszellen als latentes HIV-Reservoir

Aufgrund des Zelltropismus von HIV wird sich im Rahmen dieser Arbeit ausschliefilich auf

CD4+* T-Lymphozyten beschrankt.

Die latent infizierten CD4+ T-Gedachtniszellen stellen das am besten charakterisierte und
wichtigste HIV-Reservoir bei therapierten HIV-Patienten dar. Es wurde erstmals 1995 von
Chun et al. beschrieben [65].

Nach der Einfiihrung der ersten antiretroviralen Medikamente, war die Hoffnung auf eine
Heilung von HIV sehr grofi. Diese wurde sehr schnell durch die Entdeckung der Existenz
von latent infizierten, ruhenden CD4+* T-Zellen zerschlagen [66-68]. Denn trotz einer relativ
geringen Grof3e, ist die klinische Relevanz dieses Reservoirs enorm, da es hochst stabil und
sehr langlebig ist [69]. Eine Halbwertszeit von bis zu 44 Monaten, ermdglicht eine lebens-
lange Persistenz von HIV in einem infizierten Patienten unter HAART.

Eine latente Infektion kann in einer aktiven oder bereits ruhenden Zelle etabliert werden.
Die Praintegrationslatenz ist jedoch auf Grund vieler Faktoren sehr ineffizient und fiihrt
meist nicht zu einer Integration des Virus in das Wirtsgenom [70]. Eine Postintegrationsla-
tenz wird bereits in einer aktiven Zelle etabliert, welche im Anschluss in einen ruhenden
Status ubergeht [71]. Dies flihrt zu einer stabilen Integration der Provirus DNA in das Ge-
nom der Zelle.

Provirale HIV DNA konnten sowohl in Gedachtniszellen als auch in naiven T-Zellen nach-
gewiesen werden [72]. Die verschiedenen Eigenschaften der Subtypen der Gedachtniszel-
len konnten einen wesentlichen Einfluss auf die Persistenz von HIV haben. Aus diesem
Grund ist die Charakterisierung des HIV-Reservoirs und das Verstandnis von Mechanis-
men, die zur viralen Persistenz beitragen, essentiell fiir die Entwicklung von neuen Thera-
pien und Eradikationsstrategien. Die Idee der Zerstorung des latenten Reservoirs ist langst
Bestandteil neuer Therapiekonzepte. Der Nachweis proviraler DNA bietet zudem eine wei-
tere Moglichkeit zur Kontrolle des Infektionsstatus, da diese auch bei einer nicht detektier-
baren Plasmaviramie, nachgewiesen werden kénnen. Die Beobachtung des Reservoirs un-
ter einer langanhaltenden antiretroviralen Therapie ermoglicht das Verstandnis persistie-

render HIV-Infektionen.
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Einleitung

1.3 Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit liegt in der Optimierung und Etablierung geeigneter PCR-Methoden
zur hochsensitiven Quantifizierung und Charakterisierung des proviralen HIV-1 Reservoirs
in langzeitinfizierten Patienten unter HAART, sowie eine darauffolgende Analyse von Pati-
entenmaterial.

Aus Vollblutproben sollen zundchst die CD4*+ T-Gedachtniszellen isoliert und mittels
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) in die Subpopulationen T, Tscm, Tcm, Ttv und Tem
sortiert werden. Innerhalb dieser Subpopulationen soll die HIV-1 DNA mittels PCR-
basierter Methoden quantifiziert werden, um eine Aussage liber das provirale Reservoir
treffen zu konnen.

Im Zuge dieser Arbeit sollen zunachst einzelne Schritte der Probenvorbereitung optimiert
werden.

Durch die niedrige Frequenz proviraler HIV-1 DNA in CD4+ T-Gedachtniszellen, spielt die
Sensitivitat der Quantifizierungsmethode eine iiberaus wichtige Rolle. Aus diesem Grund
soll die Detektionsgrenze der genutzten quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion
(qPCR) moglichst genau bestimmt werden, um auch eine Detektion weniger HIV-1 Kopien
in einem hohen Hintergrund von genomischer DNA garantieren zu kénnen.

Zusatzlich soll zur Erhohung der Spezifitit und Sensitivitat eine HIV-1 spezifische nested-
PCR zum hochsensitiven Nachweis von HIV-1 DNA etabliert und in den Workflow integriert
werden. Vor der Analyse der eigentlichen Patientenproben soll dann der veranderte Ablauf
mit in vitro infizierten PBMCs ausgetestet werden. Dies erlaubt zudem einen Vergleich mit
dem bekannten Wissen tiber die Infektion von CD4* T-Gedachtniszellen in vivo.

Im Anschluss soll eine Analyse von Vollblutproben aus langzeitinfizierten HIV-1 Patienten
erfolgen.

Eine vielversprechende Methode zur Quantifizierung sehr niedriger Konzentrationen von
DNA ist die digitale PCR. Da diese Methode keine Standardkurve erfordert, soll die Droplet
Digital PCR (ddPCR) im Rahmen dieser Arbeit auf Eignung zur Quantifizierung von HIV-

Proviren evaluiert werden.
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2 Material

2.1 Antikorper und Mikrobeads

Tabelle 2: Antikorper und Mikrobeads mit Bezugsquelle

Material

Bezugsquelle

AG 3.0 Monoklonaler Antikérper
Anti-Human CCR7 PE-CF594
Anti-Human CD14

Anti-Human CD19

Anti-Human CD25 Alexa Flour 488
Anti-Human CD27

Anti-Human CD4 BV605
Anti-Human CD45RA PE-Cyanine7
Anti-Human CD45RO eFlour 450
Anti-Human CD62 L

Anti-Human CD69 FITC
Anti-Human CD8a FITC
Anti-Human CD95 APC
Anti-Human HLA-DR FITC
Anti-Human IgG HRP

CD4" T-cell antibody cocktail
CD4" T-cell microbead cocktail
HIV-1 Poolserum

UltraComp eBeads®

Dr. Norley, RKI

BD Bioscience, San Jose, USA

eBioscience®, San Diego, USA

eBioscience®, San Diego, USA

eBioscience®, San Diego, USA

eBioscience®, San Diego, USA

BioLegend®, San Diego, USA

eBioscience®, San Diego, USA

eBioscience®, San Diego, USA

eBioscience®, San Diego, USA

eBioscience, San Diego, USA

eBioscience®, San Diego, USA

eBioscience®, San Diego, USA

eBioscience®, San Diego, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Dr. Norley, RKI

eBioscience®, San Diego, USA

2.2 Biologisches Material

Tabelle 3: Biologisches Material mit Bezugsquelle

Material Bezugsquelle

ACH-2 Zellen NIH Aids Reagent Program , Germantown, USA
Buffy Coat (PBMCs) DRK-Blutspendedienst, Berlin, Deutschland
C8166 Zellen HPA Culture Collections, Salisbury, England
CCR5 Plasmid Dr. Hohn, RKI

Cf2TH Zellen ATCC ® CRL-1430™, Manassas, USA

CrFK Zellen ATCC® CCL-94™, Manassas, USA

EL-2 Zellen ATCC® TIB-39™, Manassas, USA

HIV-1g, (TCID50/ml: 1,3x10°)
Inaktiviertes HIV-1
Patientenproben, Vollblut
pNL4-3 Plasmid

NIH Aids Reagent Program, Germantown, USA
Dr. Norley, RKI

Dr. Steinbeck-Klose, Berlin, Deutschland

Dr. Hohn, RKI
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2.3 Chemikalien, Losungen

Tabelle 4: Chemikalien und Lésungen mit Bezugsquelle

Material

Bezugsquelle

Ammoniumchlorid, NH,Cl (0.84%)
Coulter Isoton Il Diluent

Ethanol (99.99%)
Ethidiumbromid (0.5ug/ml)
Histopaque-1077

Milchpulver
Ortho-Phenylendamin (OPD, 5 mg)
Paraformaldehyd (2%)

PeqGold Universal-Agarose
Schwefelsadure, H,S0,(25%)
Trypan Blue Solution (0,4%)
Tween-20

Wasserstoffperoxid, H,0, (30%)

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth® GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth® GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth ® GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth® GmbH, Karlsruhe, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

2.4 Kommerzielle Kits

Tabelle 5: Kommerzielle Kits mit Bezugsquelle

Material

Bezugsquelle

QlAamp DNA Mini Kit
Qubit® dsDNA BR Assay Kit

QIAGEN, Hilden, Deutschland
Thermo Scientific™, Waltham, USA

2.5 Medien und Zusatze

Tabelle 6: Medien und Zusatze mit Bezugsquelle

Material

Hersteller

DMEM

Fetales Kalberserum

Rekombinantes Interleukin-2 (5x10* Units/ml)
Hyclone™ Penicillin/Streptomycin
Phytohemagglutinin (PHA, 5 mg/ml)
RPMI-1640

Trypsin/EDTA Lésung

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
PreproTech® GmbH, Hamburg, Deutschland
GE Healthcare, Logan, USA

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
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2.6 Puffer, Enzyme und Grofdenstandards

Tabelle 7: Puffer, Enzyme und GréBenstandards mit Bezugsquelle oder Zusammensetzung

Material

Bezugsquelle/Zusammensetzung

6x Ladepuffer

GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder
GeneRuler™ 50bp DNA Ladder
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Proteinase K (20 mg/ml)

ELISA Assaypuffer

ELISA Substratpuffer

ELISA Waschpuffer

FACS-Puffer

ICS-Fixierungspuffer

Lysepuffer

MACS®-Puffer
Phosphat-Citrat-Puffer
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE, 50x)

Thermo Scientific™, Waltham, USA

Thermo Scientific™, Waltham, USA

Thermo Scientific™, Waltham, USA

10mM NaH,P0O,4, 138mM NaCl, 2,7mM KClI
Thermo Scientific™, Waltham, USA

50 ml PBS, 2% Milchpulver, 0,5% Tween-20

12,5 ml Phosphat-Citrat-Puffer, 12 ul H,0,, 5 mg OPD
1,51 PBS (1x), 0,05% Tween-20

eBioscience®, San Diego, USA

eBioscience®, San Diego, USA

200 mM Tris-HCl, 200 mM KCl, 50 mM (NH,4),SO,
PBS (1x), 0,5% BSA, 2mM EDTA

PeproTech® GmbH, Hamburg, Deutschland

Carl Roth® GmbH, Karlsruhe, Deutschland

2.7 PCR Komponenten

Alle innerhalb dieser Arbeit genutzten Primer wurden von Invitrogen bezogen. Die genutz-

ten Sonden wurden von TIBMolBio hergestellt.

Tabelle 8: PCR Komponenten mit Bezugsquelle, Primer/Sonden mit Sequenz

Material

Bezugsquelle/Zusammensetzung

ddPCR™ Supermix for Probes (2x)
ddPCR™ Droplet Generation Oil

dNTPs (25mM)

Maxima' Hot Start Tag DNA Polymerase
MgCI** (25mM)

PCR-Puffer (10x)

TagMan® Universal Master Mix Il (2x)

BioRad, Hercules, USA

BioRad, Hercules, USA

Thermo Scientific™, Waltham, USA
Thermo Scientific™, Waltham, USA
Thermo Scientific™, Waltham, USA
Thermo Scientific™, Waltham, USA
Applied Biosystem, Waltham, USA

Primer/Sonde

Sequenz 5’-3’

CCR5 forward (Malnati et al., [73])
CCR5 reverse (Malnati et al., [73])
CCR5 Sonde (Malnati et al., [73])
Gag 84 reverse (Palmer et al., [74]
HIV-1 forward (Malnati et al., [73])
HIV-1 reverse (Malnati et al., [73])
HIV-1 Sonde (Malnati et al., [73])
LTR 625 forward (RKI)

ATGATTCCTGGGAGAGACGC
AGCCAGGACGGTCACCTT
HEX-AACACAGCCACCACCCAAGTGATCA-BHQ1
TGCTTGATGTCCCCCCACT
TACTGACGCTCTCGCACC
TCTCGACGCAAGGACTCG
FAM-CTCTCTCCTTCTAGCCTC-MGB
ATCTCTAGCAGTGGCGC
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2.8 Gerate

Tabelle 9: Gerdte mit Hersteller

Material

Hersteller

15-R Zentrifuge

4K15 Zentrifuge

5424 Zentrifuge

Bright—LineWI Hamozytometer
CoulterCounter® Z2 Partikelzahler
DG8™ Cartridge Holder

DNAEngine® Thermozykler

Eppendorf Research Pipetten

FACSAria II™
Geldokumentationssystem

Heizblock

HeraCell™ 240 Zellinkubator

IKAMAG® RCT Magnetriihrer

LSR Il Flow Cytometer

MACS® Midi

Mikroskop

Nanodrop® 1000 Spektrophotometer
Nunc Flow AURA PCR (Sterilbank)

PG 5002-S Delta Range (Waage)
Pipettboy 2

PowerPac™ Basic (Strom, Gelelektrophorese)
Plate Sealer

QX200 Droplet Generator

QX200 Droplet Reader

Qubit™ 3.0 Fluorometer

Sprout Tischzentrifuge

Safe 2020 Class Il Biological Safety Cabinet
Stratagene MX3005P qPCR System
Sub-Cell® Model 192 (Gelelektrophorese)
TecanReader Sunrise™ Plattenlesegerat
Thermo HeraSafe™ Sterilbank
Thermomixer® Compact

Vacusafe™

VortexGenie® 2

Wasserbad

Thermo Scientific™, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

BD Bioscience, San Jose, USA

PHASE GmbH, Liibeck, Deutschland
Haep Labor Consult, Bovenden, Deutschland
Thermo Scientific™, Waltham, USA
IKA®, Staufen, Deutschland

BD Bioscience, San José, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Zeiss, Oberkochem, Deutschland
Thermo Scientific™, Waltham, USA
Nunc, Langenselbold, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH, Wien, Osterreich
Integra Bioscience, Hudson, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Thermo Scientific™, Waltham, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Thermo Scientific™, Waltham, USA
Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA
Thermo Scientific™, Waltham, USA
Stratagene, San Diego, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Thermo Scientific™, Waltham, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Integra Bioscience, Hudson, USA
Scientific Industries Inc., Bohemia, USA
Kottermann, Uetze, Deutschland
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2.9 Software

Tabelle 10: Software mit Hersteller

Material Hersteller
DNASTAR® Lasergene Suite DNASTAR Inc., Madison, USA
EasyReader (ELISA Auswertung) Dr. Norley, RKI

FireCam Control
FlowJo®

Geneious
Microsoft®Office
MxPro ET Software
NanoDrop ©® ND-1000
Quantasoft™
RStudio

AmplifX

PHASE GmbH, Liibeck, Deutschland

FlowlJo LLC, Ashland, USA

Biomatters, San Francisco, USA

Microsoft, Redmond, USA

Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Molecular Dynamics/ Amersham Bioscience
Bio-Rad, Hercules, USA

RStudio Inc, Boston, USA

Nicolas Jullien
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden
3.1.1 Konventionelle Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine Methode zur exponenti-

ellen Vervielfaltigung spezifischer DNA-Sequenzen [75].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine PCR mit den in der Tabelle 11 aufgelisteten Kompo-
nenten durchgefiihrt. Diese PCR amplifiziert eine Sequenz innerhalb des 5-LTR bezie-

hungsweise 5-UTR gag und der gag-Region von HIV-1.

Tabelle 11: Komponenten der HIV-1 spezifischen PCR

Komponente Menge Konzentration
pro Reaktion final

10x Hot Start PCR Puffer (ohne MgCl,) 2,5 ul 1x

Maxima™ Hot Start Tagq DNA Polymerase (5 Units/pl) 0,2 ul 1 Unit

dNTP Mix (2,5mM pro dNTP) 0,2 pl 0,02 mM

Forward Primer (10 uM) 1ul 400 nM

Reverse Primer (10 uM) 1l 400 nM

MgCl, (20 mM) 2 ul 2mM

H,O0 bidest. add 25 pl -

Template DNA bis 10 pl 50 bis 660 ng

Die PCR erfolgte in der DNAEngine von Bio-Rad mit dem in Tabelle 12 dargestellten Ver-

lauf.
Tabelle 12: Ablauf der HIV-1 spezifischen PCR

Schritt Phase Temperatur Dauer

1 Initiale Denaturierung 95 °C 4 Minuten

2 Denaturierung 95 °C 30 Sekunden
3 Annealing 57 °C 30 Sekunden
4 Elongation 72 °C 1 Minute

5 gehe zu Schritt 2, 19x — 35x - -

6 Finale Elongation 72 °C 5 Minuten

7 Ende 4°C oo
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3.1.2 Quantitative Echtzeit-PCR

Die qPCR fundiert auf dem gleichen Prinzip wie eine konventionelle PCR, erlaubt jedoch
zusatzlich die Quantifizierung der vervielfaltigten DNA. Diese erfolgt durch den Einsatz von
sequenzspezifischen fluoreszenz-markierten DNA-Sonden, die sich wiahrend der Annealin-
gphase zusatzlich zu den Primern an die Einzelstrange anlagern. In dieser Arbeit wurden
sogenannte TagMan® Sonden genutzt, die am 3‘-Ende mit einem Quencher und am 5'-Ende
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein (FAM) oder Hexachlorfluorescein (HEX)
versehen sind. Bei einer intakten Sonde, wird die Fluoreszenz auf den Quencher iibertra-
gen und somit eine Emission verhindert. Wahrend der Elongationsphase werden sowohl
Quencher als auch der fluorige Farbstoff durch die 5‘-3‘ Exonuklease-Aktivitat der Tagq-
Polymerase von der Sonde entfernt, wodurch die Fluoreszenz der Probe proportional zur
Menge der DNA ansteigt [76]. Die emittierte Fluoreszenz wird nach jeder Elongationsphase
ermittelt. Mit Hilfe eines passiven Referenzfarbstoffes, hier X-Rhodamin (ROX), wird das

Signal normalisiert.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde eine Duplex-qPCR genutzt, die eine parallele
Quantifizierung des Gens fiir den CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 5 (CCR5) und der DNA von
HIV-1 Gruppe M Subtyp B erlaubt. CCR5 wird durch ein Single-Copy Gen codiert, welches
die Quantifizierung der in der Probe vorliegenden Genomaquivalente erlaubt. Die HIV-
1/CCR5 gPCR wurde im Rahmen einer vorhergehenden Arbeit etabliert und stellt einen
Zusammenschluss zweier Singleplex-qPCR zur Quantifizierung von HIV-1 und CCR5 nach
dem Protokoll von Malnati et al. dar [73]. Fiir die Analysen wurde der in Tabelle 13 darge-

stellte Ansatz genutzt.

Tabelle 13: Komponenten der HIV-1/CCR5 qPCR

Komponente Menge Konzentration
pro Reaktion final
TagMan® Universal Master Mix Il (2x) 12,5 ul 1x
CCR5 Forward Primer (10 uM) 0,5 ul 200 nM
CCR5 Reverse Primer (10 uM) 0,5 ul 200 nM
CCRS5 Sonde (10 uM) 0,5 ul 200 nM
HIV-1 Forward Primer (10 uM) 0,75 ul 300 nM
HIV-1 Reverse Primer (10 uM) 0,75 pl 300 nM
HIV-1 Sonde (10 uM) 0,3 ul 120 nM
H,0 bidest. add 25 pl -
Template DNA bis 8 pl 1 bis 660 ng
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Innerhalb dieser Arbeit wurde zudem ein Ansatz zur alleinigen Quantifizierung von CCR5
genutzt. Dieser ergibt sich durch den Ersatz der HIV-1 Primer und Sonde mit H;0 bidest.
Alle anderen Komponenten, sowie der Ablauf sind identisch mit der HIV-1/CCR5 qPCR.

Die qPCR erfolgten im Stratagene Mx3005P System von Agilent Technologies, nach dem in
Tabelle 14 dargestellten Verlauf.

Tabelle 14: Ablauf der HIV-1/CCR5 qPCR

Schritt Phase Temperatur Dauer

1 Initiale Denaturierung 95 °C 10 Minuten
2 Denaturierung 95 °C 30 Sekunden
3 Annealing und Elongation 60 °C 1 Minute

5 gehe zu Schritt 2, 45x - -

Die Quantifizierung erfolgte mit einer Referenzstandardkurve, die zwei Plasmide mit den
Sequenzen fiir CCR5 und HIV-1 enthielt (5x10° bis 5x10-1 Kopien/ul, zehnfach Verdiin-
nungsschritte). Fiir die alleinige Quantifizierung von CCR5 stand eine Referenzstandard-
kurve zur Verfiigung, die ausschliefllich das CCR5 Plasmid enthielt (2x105 bis 2x10 Ko-
pien/ul). Zur Analyse wurde fiir jede Probe ein Wert ermittelt, an dem das Fluoreszenzsig-
nal einen festgelegten Schwellenwert, den Cycle Treshold (Cr), Uiberschreitet. Mit den Crt-
Werten der Standardkurve und der in jedem Verdiinnungsschritt eingesetzten Menge,
wurde eine Geradengleichung erstellt, mit deren Hilfe die initial eingesetzte Kopienzahl der
Proben ermittelt wurde. In jedem qPCR Ansatz wurden zusatzlich mehrere Negativ- und
Positivkontrollen mitgefiihrt. Die Analyse erfolgte mit der MxPro Software von Agilent

Technologies. Alle Analysen wurden in mindestens zwei Replikaten durchgefiihrt.
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3.1.3 Nested Polymerase-Kettenreaktion

Bei der nested-PCR handelt es sich um zwei ineinander verschachtelte PCR-Laufe. Wahrend
der ersten PCR (out-PCR) wird ein Fragment mit einem dufderen Primer-Paar amplifiziert.
Das Produkt der out-PCR dient der nachgeschalteten zweiten PCR (in-PCR) als Template.

Die Bindungsstellen der Primer liegen dabei innerhalb des ersten Amplikons.

In dieser Arbeit wurde die in Abschnitt 2.2.1 geschilderte konventionelle PCR mit der in

Abschnitt 2.2.2 geschilderten qPCR zu einer nested-PCR vereint.

Fiir die in-PCR wurden 2,5 pl des Produktes der out-PCR als Template eingesetzt. Die out-

PCR wurde mit 19 Zyklen angesetzt.

3.1.4 Digitale Polymerase-Kettenreaktion

Bei der digitalen PCR handelt es sich um eine Methode zur absoluten Quantifizierung von
DNA. Bei dieser wird die DNA vor der Amplifikation in viele, kleine Kompartimente aufge-
teilt. Eine Strategie ist die Erzeugung von winzigen Ol-Tropfen, welche die DNA einschlie-
f3en und als Raum fiir die Reaktion dienen. Dabei werden sowohl Tropfen erzeugt, die kein
Template beinhalten, als auch solche, die eins oder mehrere Molekiile einschlief3en. Die
anschliefende Amplifikation findet nur in solchen Kompartimenten statt, die auch Ziel-
DNA beinhalten. Die Zugabe der in Abschnitt 3.1.4 beschriebenen fluoreszenz-markierten
DNA-Sonden erlaubt eine Fluoreszenzentwicklung in den Tropfchen, die amplifizierbare
DNA enthalten. Die Analyse erfolgt durch eine Endpunktbestimmung, bei welcher positive
und negative Tropfen quantifiziert werden. Die Quantitat der initial eingesetzten DNA-Ko-

pien, kann durch die in Gleichung (1) beschriebene Poisson-Statistik ermittelt werden [77].

A=—-In(1-p) (1)

A — Mittelwert Kopien per Reaktion, p — positive Reaktionen/Anzahl Reaktionen

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde die ddPCR Technologie von Bio-Rad genutzt. Der
in 3.1.4 vorgestellte Assay zur parallelen Quantifizierung von CCR5 und HIV-1 wurde auf
die ddPCR angepasst. Die Verteilung der DNA erfolgte durch die Erzeugung einer Wasser-
Ol-Emulsion in bis zu 2x104 Tropfen mit einem Volumen von 1 nl, mit dem QX200 Droplet

Generator von Bio-Rad. Es wurde der in Tabelle 15 dargestellte Ansatz genutzt.

24



Methoden

Tabelle 15: Komponenten der HIV-1/CCR5 ddPCR

Komponente Menge Konzentration
pro Reaktion final
ddPCR™ Supermix (2x) 11,25 1x
CCR5 Forward Primer (20 uM) 1 900 nM
CCRS5 Reverse Primer (20 uM) 1 900 nM
CCR5 Sonde (10 uM) 0,45 200 nM
HIV-1 Forward Primer (20 uM) 1 900 nM
HIV-1 Reverse Primer (20 uM) 1 900 nM
HIV-1 Sonde (10 uM) 0,45 200 nM
H,0 bidest. add 22,5 -
Template DNA bis 6,35 pl 1-330ng
Droplet Generation Oil 70 -

Nach der Erzeugung der Tropfchen wurden pro Probe 40 pl der Emulsion in eine 96-Well
Platte transferiert. Die PCR erfolgte mit der DNAEngine von Bio-Rad mit dem in Tabelle 16

dargestellten Verlauf.

Tabelle 16: Ablauf der HIV-1/CCR5 ddPCR

Schritt Phase Temperatur Dauer

1 Initiale Denaturierung 95 °C 10 Minuten
2 Denaturierung 95°C 30 Sekunden
3 Annealing und Elongation 60 °C 1 Minute

5 gehe zu Schritt 2, 40x 2 °C/sec -

6 Stabilisierung der Droplets 98 °C 10 Minuten

Die Auslese der Droplets erfolgte mit dem QX200 Droplet Reader und die Analyse der Er-
gebnisse mit der QuantaSoft Software von BioRad. Alle Analysen wurden in Duplikaten

durchgefiihrt.
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3.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

Bei einer Agarose-Gelelektrophorese handelt es sich um ein analytisches Trennverfahren
fir Nukleinsduren. Dabei wandern die negativ geladenen Molekiile unter Einfluss eines
elektrischen Feldes durch ein Agarosegel, wodurch sie der Grofde nach aufgetrennt werden.
Durch diese Methode kann eine Grofdenbestimmung von DNA-Sequenzen realisiert wer-

den.

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Auswertung von kon-
ventionellen PCRs genutzt. Um ein 1% Agarosegel herzustellen, wurden 1 g Agarosepulver
in 100 ml 1x TAE-Puffer fiir einige Sekunden aufgekocht. Zur Anfarbung der DNA wurden 4
ul Ethidiumbromid hinzugefiigt. Das Gel wurde anschlief3end in eine Gelkammer gegossen
und abgekiihlt. Jeweils 20 pl der zu analysierenden DNA wurden mit 5 pl Ladepuffer ver-
setzt. Nach Aushdrtung wurden ein Gréflenstandard und die Proben in die geformten Gel-
taschen pippetiert. Die Auftrennung erfolgte in 1x TAE-Puffer bei einer Spannung von 85V
fiir 60 Minuten.

Die Analyse erfolgte in einer Geldokumentationsanlage mit Hilfe von UV-Licht.

3.1.6 Herstellung von Plasmidstandardreihen

Die Herstellung von Plasmidstandardreihen erfolgte nach dem Protokoll von Malnati et al
[73]. Alle hergestellten Standardreihen basierten auf zehnfachen Verdiinnungen der Plas-
mide pNL4-3 und pCR-4 mit CCR5 Insert. Die Konzentration der aufgereinigten Plasmide
wurde zundchst mit einem Qubit 2.0 Fluorometer oder einem Nanodrop gemessen. Mittels
Gleichung (2) wurde die Teilchendichte ausgerechnet. Die Plasmide wurden im Anschluss
auf die gewlinschte Anfangskonzentration fiir die Herstellung der Standardreihe verdiinnt.

N g*cC
M

n; =

(2)

n; — Teilchendichte [Molekule/ul], No— Avogardo-Konstante (6x mol "), ¢ — Konzentration [g/ul],
Teilchendichte [Molekiile/ul], Na— A do-K (6x10” mol™), c = K [g/ul]

M — Molekulargewicht [g/mol]

Um eine Duplex-Standardreihe herzustellen, wurde fiir jede gewiinschte Verdiinnungsstufe
900 ul H20 bidest. in 1,5 ml Mikroreaktionsgefafde vorgelegt. Fiir die erste Verdiinnungs-
stufe wurde ein Volumen von 800 pl bendétigt, da jeweils 100 pl beider Plasmidlésungen
uberfiihrt wurden. Das Gefafd wurde im Anschluss 30 Mal invertiert und zunachst 5 Minu-

ten bei 56 °C inkubiert, danach erfolgte eine Abkiihlung fiir 1 Minute auf Eis. Fiir jeden wei-
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teren Verdiinnungsschritt wurden 100 pl der vorherigen Lésung in 900 pl H20 bidest.
tiberfiihrt und das oben geschilderte Prozedere wiederholt.
Die Effizienz E einer Standardreihe kann mittels Gleichung (3) berechnet werden.

-1

E = 10Steigung — 1 (3)

3.1.7 DNA-Isolationsmethoden

Fiir die normale Isolation und Aufreinigung von DNA aus Zellen wurde das QlAamp DNA
Mini Kit genutzt. Die Extraktion erfolgte dabei nach dem Herstellerprotokoll fiir kultivierte

Zellen.

Dazu wurden zundchst pro Ansatz maximal 5x10¢ Zellen mit 20 pl Proteinase K und 200 pl
des beigefiigten Lysepuffers fiir 10 Minuten bei 56 °C inkubiert. Dies diente dem Aufschluss
der Zellen. Im Anschluss wurde die DNA zur Fallung mit 200 pl Ethanol (96%) versetzt. Die
Losung wurde dann in ein Zentrifugationsgefafl mit DNA-absorbierender Silica-Gel-Memb-
ran Uberfiihrt. Es folgten drei Zentrifugations- und zwei Waschschritte mit beigefiigten
Waschpuffern. Im Anschluss wurde die DNA mit 200 pl H20 bidest. eluiert und bei -20 °C
gelagert.

Zur Lyse von fixierten Zellen, wurde eine direkte Lysemethode als Alternative genutzt. Die-
se Methode erfolgte nach einem angepassten Protokoll von Behrendt et al, welches aus
Tabelle 17 entnommen werden kann [78]. Zum Proteinase K Verdau wurden die Zellen in

40 pl Lysepuffer mit 0,2 mg/ml Proteinase K resuspendiert.

Tabelle 17: Protokoll direkte Lyse

Schritt Temperatur Zeit

Frieren -80 °C 20 Minuten
Tauen 60 °C 5 Minuten
3 Wiederholungen

Proteinase K Verdau 55°C 3 Stunden
Proteinase K Inaktivierung 95 °C 30 Minuten

[solierte DNA wurde, falls nicht anders angegeben, mittels Nanodrop quantifiziert.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultur

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in Tabelle 18 aufgelisteten Zellen in Kultur genom-
men. Die Kultivierung erfolgte stets in einem Heracell™ 240 CO:-Inkubator von Thermo
Fisher Scientific, bei einer Temperatur von 37 °C und einem CO2-Gehalt von 5 %, sowie ei-
ner relativen Luftfeuchtigkeit bis 95 %. Als Kulturgefafde dienten TPP Zellkulturflaschen

mit einer Oberfliche von 25 bis 150 cm?.

Je nach Zellart fand die Kultivierung in Roswell Park Memorial Institute Medium 1640
(RPMI-1640) oder Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) statt. Die Medien wurden
zusatzlich mit 10-20 % fotalem Kalberserum (FKS) und 1 % Penicillin/Streptomycin
(Pen/Strep) versetzt. Das Medium zur Kultur von PBMCs wurde zusatzlich mit rekombi-

nantem IL-2 versetzt.

Da das Wachstum von immortalisierten Zelllinien von Platz und Angebot der Nahrstoffe
abhangt, mussten diese zweimal wochentlich verdiinnt und mit neuem Medium versorgt
werden. Vor jeder Subkultur wurde die Population mit einem Auflichtmikroskop auf Kon-

taminationen iiberprift.

Subkultur Suspensionszellen

Zur Subkultur von Suspensionszellen wurden zundchst mogliche Aggregate durch auf- und
abpippetieren aufgeldst. Im Anschluss wurde ein Grofdteil des Mediums mit einer Pipette
abgenommen und verworfen. Die Flasche wurde dann mit frischem Medium auf ein Volu-

men von 30 ml aufgefiillt.

Subkultur adharente Zellen

Adharente Zellen wurden zunachst durch einen proteolytischen Verdau der Adhéasionspro-
teine vom Flaschenboden gelost. Dazu wurden diese zunachst zweimal mit 10 ml PBS ge-
waschen. Im Anschluss wurden die Zellen mit 5 ml Trypsin tibernetzt und 5 Minuten bei 37
°C inkubiert. Die abgeldsten Zellen konnten in 5 ml Medium aufgenommen werden. Davon

wurden 9 ml verworfen, der Rest wurde bis auf 20 ml aufgefiillt.

Die Zellkulturversuche wurden im S3** Labor unter sterilen Bedingungen in geeigneten

Sterilbanken mit laminarer Luftstromung durchgefiihrt.

28



Methoden

Tabelle 18: Kultivierte Zellarten und deren Eigenschaften

Zellen Zelltyp Medium Wachstums- Subkultur Relevante
charakteristik Besonderheit
ACH-2 Immortalisierte hu- RPMI-1640 Suspension 1:8 1 Kopie HIV-1
mane T-Zelllinie 10 % FKS pro Zelle
1 % Pen/Strep
C8166 Immortalisierte hu- RPMI-1640 Suspension, in  1:6 -
mane T-Zelllinie 10 % FKS Aggregaten
1 % Pen/Strep
Cf2TH Immortalisierte DMEM Adharent 1:6 -
Canine Thymuszellen 10 % FKS
1 % Pen/Strep
CrFK Immortalisierte feline DMEM Adharent 1:10 -
Nierenzellen 10 % FKS
1 % Pen/Strep
EL-4 Immortalisierte muri- RPMI-1640 Suspension 1.6
ne T-Zelllinie 10 % FKS
1 % Pen/Strep
PBMCs  Humane mononukle- RPMI-1640 Suspension - -
are Zellen des peri- 20 % FKS
pheren Blutes (Lym- IL-2

phozyten, Monozy-
ten)

3.2.2 Herstellung von Zellpellets

Zur Herstellung von Zellpellets wurden die Kulturen abgeerntet, gegebenenfalls fixiert und
mittels Coulter Counter gezahlt. Im Anschluss wurde die Suspension auf die gewiinschte
Menge verdiinnt und aliquotiert. Zum Pelletieren wurde die Suspension bei 300g fiir 5 Mi-

nuten abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Eine Lagerung erfolgte bei -80 °C.

3.2.3 Ficoll-Hypaque Zentrifugation

Zur Isolierung von PBMCs aus Vollblutproben wurde eine Dichtegradientenzentrifugation
mit Ficoll-Hypaque durchgefiihrt. Zur Aufreinigung wurden 15 ml Ficoll-Hypaque in 50 ml
Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und dann vorsichtig mit dem Blut iiberschichtet. Es folgte
eine Zentrifugation bei 1400g fiir 25 Minuten ohne Bremse. Ficoll-Hypaque ist ein stark
verzweigtes Copolymer aus Saccharose und Epichlorhydrin mit einer Dichte von 1,077
g/ml. Demnach hat es eine niedrigere Dichte als Erythrozyten und Granulozyten, jedoch

eine hohere als PBMCs und Thrombozyten. Somit bildete das Plasma nach der Zentrifuga-
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tion die oberste Schicht und die PBMCs die Interphase zwischen Plasma und Ficoll. Diese
Schicht wurde vorsichtig aufgenommen und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt.
Im Anschluss wurden die gewonnenen Zellen mit 50 ml PBS gewaschen und erneut fiir 10
Minuten bei 800g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 20 ml
0.84 % NH4CI resuspendiert. Eine 20-minttige Inkubation bei 37 °C im Wasserbad diente
der Lyse der restlichen Erythrozyten. Darauf folgte ein erneuter Waschschritt mit den zu-
vor genannten Schritten. Das gewonnene Pellet wurde in 50 ml PBS resuspendiert und fiir
12 Minuten bei 200g zentrifugiert, dieser letzte Zentrifugationsschritt separiert die restli-
chen Thrombozyten von den PBMCs. Nach Verwurf des Uberstandes wurden die aufgerei-

nigten Zellen in 10 ml PBS aufgenommen und durch einen 40 pm Filter gefiltert.

3.2.4 Infektion von PBMCs mit HIV-1

Zundchst wurden 1x108 PBMCs in PBS fiir 10 Minuten bei 300g abzentrifugiert. Das Pellet
wurde im Anschluss in 10 ml RPMI-1640 mit 20% FKS (R20) resuspendiert. Zur Aktivie-
rung der Zellen wurden dem Medium 10 ul PHA beigefligt und vermischt, es folgte eine
Inkubation fiir 1 Stunde bei 37 °C Grad im Wasserbad unter gelegentlichem Schwenken.
Die PBMCs wurden dann in zwei Zellkulturflaschen mit 45 ml R20 tiberfiihrt und fiir 4 Tage
unter den in Punkt 3.2.1 geschilderten Konditionen kultiviert.

Die Infektion erfolgte mit dem primaren HIV-1 Isolat HIV-1pa1. Die Zellen aus beiden Kul-
turflaschen wurden zunachst in ein 50 ml Zentrifugationsréhrchen tiberfiihrt und fiir 10
Minuten bei 300g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die PBMCs in
300 pl Medium resuspendiert. Zur weiteren Kultivierung wurden zwei Zellkulturflaschen
mit [L-2 versetztem R20 vorbereitet. Ein Teil der Zellen wurde direkt in eine der Flaschen
uberfiihrt.

Der zweite Teil wurde mit 500 pl der Virussuspension versetzt und fiir 1 Stunde bei 37 °C
unter gelegentlichem Schwenken inkubiert. Nachfolgend wurde zweimal mit 20 ml Me-
dium gewaschen und dann 10 Minuten bei 300g abzentrifugiert. Die infizierten PBMCs

wurden anschliefdend in die zweite Kulturflasche tiberfiihrt und fiir 3 Tage inkubiert.

Fir jeden Tag der Infektion wurde eine 250 pl Probe des Mediums abgenommen. Diese
wurde bei 2500g fiir 5 Minuten zentrifugiert und 200 pl des Uberstandes fiir ein p24-ELISA

bei -20 °C eingefroren.
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3.2.5 Zellfixierung

Die Zellen wurden zunachst bei 300g fiir 5 Minuten zentrifugiert und zweimal mit PBS ge-
waschen. Die gewonnenen Pellets wurden dann in 500 pl PFA (2 %) resuspendiert und fiir
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das PFA wurde durch zwei Waschschritte mit
10 ml PBS und anschliefRender Zentrifugation ausgewaschen. Die Zellen wurden dann zur

weiteren Verarbeitung in PBS aufgenommen.

3.2.6 p24 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Der p24 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (p24 ELISA) ist ein antikorperbasiertes Ver-
fahren zum Nachweis von HIV-1 Kapsidproteinen. Freies Antigen bindet sich dabei an eine
mit Antikérpern beschichtete Platte. Das gebundene Antigen wird durch einen Pri-
marantikdrper detektiert, welcher wiederum mit einem enzymgekoppelten Sekundaranti-
korper markiert wird. Durch eine Reaktion des Enzyms (Meerrettichperoxidase) mit Was-
serstoffperoxid und Orthophenylendamin kann die Prasenz der Antigene kolorimetrisch

detektiert werden.

Zunachst wurde eine 96-well Mikrotiterplatte mit dem in der Abreitsgruppe etablierten
monoklonalen Fangerantikorper AG 3.0 beschichtet. Dieser wurde dazu in einem Verhalt-
nis von 1:1000 mit Bicarbonatpuffer verdiinnt und dann zu je 50 pl in die Wells pippetiert.
Im Anschluss wurde tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Platte zu-
nachst in einem Becherglas mit Waschpuffer dreimal gewaschen. Zur Vermeidung von un-
spezifischen Bindungen wurden im Anschluss freie Proteinbindungsstellen mit PBS-Milch
(2% Milchpulver in 1x PBS) abgeblockt. Dazu wurden je 200 pl in die Wells pippetiert und
dann fiir 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Proben mit
Tween versetzt (Endkonzentration 0.2 %) und fiir 10 Minuten bei 25 °C inaktiviert. Es folg-
te ein weiterer Waschschritt der Platte. Zur Titration der Proben und einer Standardkurve,
wurde zundchst 50 ul Assaypuffer pro Well vorgelegt. Die inaktivierten Proben wurden
nun sechsfach, der p24 Standard zehnfach in einem Verhaltnis von 1:2 titriert. Die an-
schliefdende Inkubation erfolgte fiir 60 Minuten bei 37 °C. Es folgten drei weitere Wasch-
schritte der Platte. Der primdre Antikérper (HIV Pool Serum) wurde vor dem Auftragen
1:10000 mit Assaypuffer verdiinnt und dann zu je 50 pl in die Kavitaten pippetiert. Im An-
schluss folgte eine Inkubation fiir 30 Minuten bei 37 °C. Auch der sekundare Antikérper

(Sigma Anti-Human IgG mit Meerrettichperoxidase) musste zunachst 1:1000 mit Assay-
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puffer verdiinnt werden. Nach drei Waschschritten wurde dieser zu je 50 pl in die Wells
pippetiert. Eine Inkubation wurde fiir 30 Minuten bei 37 °C vorgenommen. In der Zwi-
schenzeit wurde ein Substratpuffer vorbereitet, welcher nach drei Waschschritten der Plat-
te zu je 50 pl in die Wells pippetiert wurde. Nach einer Inkubation von 10 Minuten bei
Raumtemperatur und einem sichtbaren Farbumschlag, wurde die Reaktion mit 25 pl
Schwefelsdaure (25 %) gestoppt. Die Platte wurde im Anschluss in einem Tecan-Reader
(Wellenldnge von 492 nm, Referenzwellenldnge von 620 nm) ausgelesen. Eine Quantifizie-

rung von p24 erfolgte anhand einer Standardkurve.

3.2.7 Magnetic Activated Cell sorting

Bei Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) handelt es sich um ein Zellseparationsverfah-
ren mittels MicroBead gekoppelter Antikérper. Zur Durchfiihrung wurde die zu untersu-
chende Zellsuspension zundchst bei 300g fiir 10 Minuten abzentrifugiert und dann in
MACS-Puffer (40 ul pro 107 Zellen) resuspendiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit ei-
nem Mix aus verschiedenen Antikérpern (Miltenyi Biotec CD4* T Cell Isolation Kit, 10 pl
pro 107 Zellen) fiir 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. Dieser Mix enthielt alle nétigen Antikor-
per (CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR y/§, und CD235a) fiir eine
negative Selektion von CD4* Zellen. Nach einer weiteren Zugabe von MACS-Puffer (30 pl
pro 107 Zellen) wurde die Suspension mit einem MicroBead Cocktail (20 pl pro 107 Zellen)
fiir 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die MicroBeads binden spezifisch an die Antikorper. In
der Zwischenzeit wurde eine LS Sdule in einem starken Magnetfeld platziert und mit 3 ml
MACS-Puffer kalibriert. Die markierte Zellsuspension wurde dann auf die LS Saule iibertra-
gen und die durchflief}ende Fliissigkeit in einem 15 ml Zentrifugenrohrchen gesammelt.
Die mit Antikérpern und MicroBeads markierten Zellen bleiben auf Grund des Magnetfel-
des in der Saule zuriick. Es kommt somit zu einer Anreicherung von CD4+* Zellen im Durch-
fluss. Die Saule wurde anschliefdend mit 3 ml MACS-Puffer gewaschen, welcher ebenfalls

aufgefangen wurde.

3.2.8 Fluorescence Activated Cell Sorting

Beim FACS handelt es sich um eine durchflusszytometrische Methode zur Charakterisie-
rung von Zellen anhand verschiedener Eigenschaften wie Grofe, Struktur und Zusammen-
setzung der Oberflichenmolekiile. Dabei werden Fluoreszenz-markierte Zellen innerhalb

eines laminaren Stroms einzeln an einem Laser vorbeigefiihrt. Durch die Lichtstreuung und
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das emittierte Licht der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe, konnen die Zellen charakte-

risiert und zusatzlich mit Hilfe von elektrostatischer Ladung sortiert werden.

Zur Farbung wurden die Zellen zunachst bei 300g fiir 10 Minuten abzentrifugiert und in
4 ml FACS-Puffer resuspendiert. Im Anschluss wurde die bendtigte Anzahl an 1,2 ml-Réhr-
chen vorbereitet. Neun Rohrchen wurden dafiir zunachst mit einem Tropfen Ultracomp-
Beads befiillt. Diese dienen als Kompensationskontrolle fiir einzelne Farbstoffe. Die Zell-
probe wurde dann erneut abzentrifugiert, in 500 pl FACS-Puffer resuspendiert und in ein
leeres 1,2 ml-Rohrchen tuiberfiihrt. Fiir die Farbung wurden zwei Antikérpermischungen
vorbereitet, die Tabelle 19 entnommen werden konnen. Nach der Zugabe der Mischungen
oder einzelnen Antikérpern fiir die Beads, wurde fiir 45 Minuten bei 4 °C in Dunkelheit in-
kubiert. Es folgten drei Waschschritte, durch die Zugabe von 1 ml eiskaltem PBS und einer
Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 300g.

Zur Verhinderung einer Kontamination des Gerdtes und einer moglichen Infektion des Be-
nutzers, wurden die Proben in 50 pl paraformaldehydhaltigem IC Fixierungspuffer fir 15
Minuten bei 4 °C in Dunkelheit fixiert. Danach folgte ein zusatzlicher Waschschritt. Im An-
schluss wurden die Zellen in 50 pl PBS resuspendiert und bis zur Sortierung bei 4 °C in

Dunkelheit gelagert.

Die Sortierung erfolgte im FACSAria, die Analyse erfolgte mit der Software Flow]o.

Tabelle 19: Antikorpermischungen und Anfarbung fiir eine Probe

Antikorper Mischung 1 Mischung2  Anfirbung

[ul] [ul] [ul]
Anti-Human CD8a FITC 8
Anti-Human CD14 FITC 40
Anti-Human CD19 FITC 8
Anti-Human CD25 Alexa Flour 488 16
Anti-Human 69 FITC 16
Anti-Human HLA-DR FITC 16
Mischung 1 65 7 - fur die Beads
Anti-Human CD4 BV605 25 5 - fiir die Beads
Anti-Human CD27 Alexa Flour 700 5 1 - fur die Beads
Anti-Human CD45RA PE-Cyanine?7 10 2 - fiir die Beads
Anti-Human CD45RO eFlour 450 10 2 - fiir die Beads
Anti-Human CD62L APC-eFlour780 5 2 - fiir die Beads
Anti-Human CD95 APC 10 2 - fiir die Beads
Anti-Human CCR7 PE-CF594 25 5 - fiir die Beads
Mischung 2 150 - fir die Probe
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4 Ergebnisse

4.1 Ablauf zur Quantifizierung proviraler HIV-1 DNA

Der in Abbildung 7 dargestellte Ablauf wurde vor Beginn dieser Arbeit am RKI etabliert
und dient der parallelen Quantifizierung von HIV-1 und CCR5 DNA in sortierten CD4*
T-Gedachtniszellen. In der vorliegenden Arbeit wurden Teile dieses Ablaufs modifiziert,
sowie eine HIV-1 spezifische nested-PCR etabliert. Vor der Analyse von fiinf Vollblutproben
von langzeitinfizierten HIV-1 Patienten, wurde der gesamte Ablauf, sowie einzelne Schritte,

anhand verschiedener Proben getestet.

( Blutprobe eines HIV-1 infizierten Patienten

Isolation der PBMCs mittels
Dichtegradientenzentrifugation

aufgereinigte PBMCs

mittels MACS

CD4* Zellen

T-Gedéachtniszellen mittels FACS

+ Anreicherung von CD4* Zellen

Subpopulation der CD4" T-Gedichtniszellen

Zelllyse/DNA-Extraktion

DNA der verschiedenen Subpopulationen

N (Y N M)
N A U e

Sortierung in Subpopulationen der CD4* +

+ HIV-1/CCR5 gPCR/ddPCR

HIV-1/CCR5 Quantifizierung

+ HIV-1 spezifische nested PCR +
Hochsensitiver HIV-1 Nachweis

Abbildung 7: Workflow zur Quantifizierung von HIV-1 in Subpopulationen von CD4" T-Gedichtniszellen

Aus Vollblut werden zunichst die PBMCs isoliert, die CD4" Zellen angereichert und dann in die verschiedenen Sub-
populationen CD4" T-Gedachtniszellen sortiert. Nach Aufbereitung der Zellproben durch Zelllyse oder DNA-Extrak-
tion wird eine PCR zur parallelen Quantifizierung von HIV-1 und CCR5 durchgefiihrt, im Anschluss folgt gegebe-

nenfalls eine nested-PCR.
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4.2 Optimierung der Zelllysebedingungen
4.2.1 CCRS5 Standardreihe

Zum Vergleich verschiedener Lysebedingungen mittels qPCR wurde eine Standardreihe
mit dem CCR5-Plasmid hergestellt. Die DNA wurde zunachst mit einem Nanodrop dreimal
quantifiziert. Zur Berechnung der gewtinschten Konzentration wurde der Mittelwert gebil-

det und die Teilchendichte anhand Gleichung (2) (siehe Abschnitt 3.1.6) berechnet.

Tabelle 20: Messung des CCR5 Plasmids mittels Nanodrop

Plasmid Konzentration Stoffmenge
ng/ul Molekiile/ul
CCR5 1374 3,33x10"

Im Anschluss wurde die die DNA auf die gewiinschten Konzentrationen von 2x100 bis
2x105 Kopien CCR5/ul verdiinnt. Eine nachfolgende Analyse der Standardreihe mittels
gPCR ermittelte eine Effizienz von 99,6 % und ein R2-Wert von 0,9994 (Abbildung 8). Die
Effizienz einer Standardkurve wird mittels Gleichung (3) (siehe Abschnitt 3.1.6) berechnet.

A B
40 0,8 - 7
y =-3,3309x + 40,298 s
1 R? = 0,9994 = o | ,rff??fﬁi" =
i ! P /
30 ~ / /
S § 0,4 ;
7.3
25 : y
§ 02
20 [y
0 : -
15 . . . . . ; : ;
Z Z Z 2 Z Z 20 30 40
e, B, %, %y g, O
% T % % 0 0 Zyklen

Initiale Quantitdit [Kopien/Reaktion]

Abbildung 8: CCR5 Plasmidstandardreihe
A) Trendlinie der CCR5 Standardreihe. Der C; (Treshold Cycle) stellt die Zyklenzahl dar, bei der das Fluoreszenz-
signal der jeweiligen Verdiinnungsstufe einen festgelegten Schwellenwert tiberschreitet.

B) Amplifikationskurven der CCR5 Standardreihe. dRn stellt die normalisierte Fluoreszenzemission dar.
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4.2.2 Verringerung des Lysevolumens

Um DNA aus fixierten Zellproben zu gewinnen, wurde die in Abschnitt 3.1.7 beschriebene
direkte Lyse durchgefiihrt. Um die Menge der DNA und damit die mogliche Kopienzahl von
HIV-1 innerhalb eines PCR Replikates zu erh6hen, sollte das Volumen des Lysepuffers ver-
ringert werden. Urspriinglich wurden die Zellpellets in 70 pl Lysepuffer resuspendiert, die-

ses Volumen wurde auf 40 pl verringert.

Es wurde getestet, ob die Verringerung des Volumens einen Einfluss auf die Lyseeffizienz
hat. Dazu wurden Zellpellets von 104 C8166 Zellen in 70 pl oder 40 pl Lysepuffer lysiert
und die Ergebnisse mittels einer CCR5 qPCR ermittelt.

In Abbildung 9 ist dargestellt, dass die Verringerung des Lysevolumens keinen signifi-
kanten Einfluss auf die Lyseeffizienz hatte. Die Wiederfindungsrate von CCR5 lag im Mittel
fir 70 pl bei 53,5% und fiir 40 pl bei 50,9%. Diese errechnet sich aus dem prozentualen
Anteil der gemessenen CCR5 Kopien an der theoretisch eingesetzten Kopienzahl, die sich

durch die Anzahl der eingesetzten Zellen ergibt.
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Abbildung 9: Einfluss des Lysevolumens auf CCR5 Wiederfindungsrate
Vergleich der CCR5 Wiederfindungsrate von 10* C8166 Zellen lysiert in 70 ul oder 40 pl Lysepuffer. Die Wiederfin-
dungsrate wurde aus den Mittelwerten der gPCR Replikate berechnet. Durchgefiihrt wurde ein Student’s t-Test

(ns (nicht signifikant) = P>0,05).
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4.2.3 Anpassung der Zellzahl

Nach der Sortierung der CD4+ T-Gedachtniszellen, kann die Anzahl an Zellen pro Subtyp
stark schwanken. Um einen Verlust von Zellen beziehungsweise DNA bei einer geringen
Zellzahl zu vermeiden und gleiche Bedingungen in jeder Probe zu erzeugen, sollten diese
mit weiteren Zellen auf die gleiche Anzahl aufgefiillt werden. Dafiir eignen sich ausschlief3-
lich solche Zellen, die weder das Fluoreszenzsignal in der qPCR noch die Lyseeffizienz be-
eintrachtigen.

Zundchst wurden die caninen Cf2Th, felinen CrFK und murinen EL-4 Zellen in Kultur ge-
nommen. Um herauszufinden, ob das Gen fiir CCR5 dieser Spezies in der qPCR detektierbar
ist, wurden von jeder Kultur Zellpellets hergestellt, lysiert und mittels CCR5 qPCR
analysiert. Dabei wurde Zelllysat von jeweils 5x105 Cf2Th, CrFK und EL-4 Zellen
untersucht. Ein Zellpellet mit 104 C8166 Zellen diente der Positivkontrolle. Aus Teil A der
Abbildung 10 ist zu entnehmen, dass ausschliefdlich fiir die C8166 Kontrolle ein
Fluoreszenzsignal detektierbar war. Somit eigneten sich jede der untersuchten Zelllinien.
Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden ausschlief3lich CrFK Zellen genutzt, die zusatzlich
auf unspezifische Amplifikation mit allen genutzten Primern untersucht wurden. Dazu
wurde Zelllysat von 5x105 CrFK Zellen mittels konventioneller PCR untersucht, 104 Kopien
des pNL4-3 oder CCR5 Plasmids diente der Kontrolle (Abbildung 10, Teil B). Es zeigte sich
bei den CCR5 Primern eine leichte unspezifische Amplifikation, die jedoch nicht zu einem

Fluoreszenzsignal in der qPCR fiihrte.

A B HIV-1 CCR5  LTR625
30 for & rev for & rev & Gag 84
) = 723 123 123
1] 1000
20 800
9 600
S 15 4 400
S
10 1 200
54— 100
0

C8166 EL-4 Cf2Th CrFK

Abbildung 10: CCR5 qPCR mit verschiedenen Zelllysaten, konventionelle PCR mit CrFK Zellen

A) Ci-Werte der CCR5 qPCR mit Zelllysat verschiedener Zelllinien

B) Konventionelle PCR mit CrFK Zelllysat. 1 — Wasserkontrolle, 2 — CrFK Zelllysat, 3 — Positivkontrolle. Getestet
wurden die Malnati HIV-1 und CCR5 Primer, sowie LTR 625 forward und Gag 84 reverse.
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Um sicher zu stellen, dass die CrFK Zellen keinen Einfluss auf die Lyseeffizienz oder das
HIV-1 beziehungsweise CCR5 Signal der HIV-1/CCR5 qPCR haben, wurde ein Vergleich ver-
schiedener Zellpellets vorgenommen. Dazu wurden Pellets von 104 ACH-2 Zellen herge-
stellt, diese wurden entweder mit CrFK Zellen auf eine Gesamtzellzahl von 5x105 Zellen
aufgefiillt oder ohne CrFK lysiert.

Aus Abbildung 11 ist zu entnehmen, dass die CrFK Zellen keinen signifikanten Einfluss auf
die Lyseeffizienz oder das HIV-1/CCR5 Fluoreszenzsignal hatten. Es zeigt sich bei beiden

Proben fur CCR5 ein Ct-Wert von circa 29 und fir HIV-1 ein Cr-Wert von circa 31.

O ohne CrFK @ mit CrFK

40

30

<G 20
10

0

CCR5 HIV-1

Abbildung 11: Einfluss von CrFK Zellen auf die Lyseeffizienz und das HIV-1/CCRS5 Signal der qPCR
HIV-1/CCR5 gPCR C-Werte fiir ACH-2 Zelllysat ohne CrFK Zellen (hellgrau) und mit CrFK Zellen (dunkelgrau).

Durchgefiihrt wurde ein Student’s t-Test (ns (nicht signifikant) — P>0,05).

38



Ergebnisse

4.2.4 Test der neuen Lysebedingungen mit Patientenproben

Zum Testen der verdanderten Lysebedingungen an Patientenproben, wurden Aliquots von
sortierten CD4+* T-Gedachtniszellen des ,Diisseldorf Patienten“ (DiiPa) bereitgestellt [79].
Die Proben hatten eine Grofde von 104 Zellen pro Subtyp und wurden mit CrFK Zellen auf
eine Gesamtzellzahl von 5x10> Zellen aufgefiillt. Die Lyse wurde mit dem verringerten Vo-
lumen von 40 pl durchgefiihrt. Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse der HIV-1/CCR5 qPCR im
Vergleich mit Ergebnissen einer vorherigen Analyse dieser Proben mit den alten Lysebe-
dingungen. Das Experiment mit den neuen Lysebedingungen wies im Vergleich eine hohere
CCR5 Wiederfindungsrate auf. Beide qPCRs wurden unter gleichen Bedingungen durchge-
fihrt, zur Quantifizierung wurden Aliquots derselben HIV-1/CCR5 Standardreihe verwen-

det. HIV-1 konnte nicht detektiert werden.
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Abbildung 12: Analyse der ,DiiPa“ Proben mit unterschiedlichen Lysebedingungen

Ergebnisse qPCR mit neuen Lysebedingungen (40 ul Lysepuffer, CrFK Zellen, dunkelgraue Balken) und alten
Lysebedingungen (70 pul Lysepuffer, keine CrFK-Zellen, hellgraue Balken) Untersucht wurden die Ty, Tsem, Tem und
Tem Subpopulationen der CD4* T-Gedéchtniszellen. Students t-Test (**- P<0,005)
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4.3 HIV-1/CCRS5 gPCR

4.3.1 HIV-1/CCR5 Standardreihe

Um eine moglichst verlassliche Standardreihe fiir eine qPCR herzustellen, wurde zur Quan-

tifizierung der Plasmid DNA eine fluorometrische Messung mittels Qubit durchgefiihrt.

Tabelle 21: Messung der Plasmid DNA mittels Qubit

Plasmid Konzentration Teilchendichte
ng/ul Molekiile/ul

CCR5 6,27 1,52x10°

pNL4-3 432 2,84x10"

Die DNA wurde im Anschluss verdiinnt und eine HIV-1/CCR5 Standardreihe hergestellt.
Diese deckte einen Bereich von 5x10-2 bis 5x10> Kopien/ul ab. Der Standard erreichte fiir
CCRS5 eine Effizienz von 103,2 %, da die Steigung einen Wert von 3,3 liberschritt, und fir
HIV-1 eine Effizienz von 98,9 %. Die R2 Werte betrugen 0,9925 und 0,9985 (Abbildung 13).
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Abbildung 13: HIV-1/CCR5 Plasmidstandardreihe
A) und C) Trendlinie der HIV-1/CCR5 Standardreihe. Der C; (Treshold Cycle) stellt die Zyklenzahl dar, bei der das
Fluoreszenzsignal der jeweiligen Verdiinnungsstufe einen festgelegten Schwellenwert (iberschreitet.

B) Amplifikationskurven der HIV-1/CCR5 Standardreihe. dRn stellt die normalisierte Fluoreszenzemission dar.
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4.3.2 Sensitivitdt der HIV-1/CCR5 qPCR

Aufgrund einer niedrigen Frequenz von HIV-1 Proviren in Immunzellen des peripheren

Blutes ist es wichtig, eine hochsensitive Methode zur Quantifizierung zu nutzen.

Um die Verldsslichkeit einer Detektion in der niedrigsten Verdiinnungsstufe der Standard-
reihe zu tiberpriifen und herauszufinden, ob die qPCR eine einzelne Kopie HIV-1 in einem
PCR-Replikat detektieren kann, wurde die niedrigste Stufe von 5x10-2 Kopien HIV-1/CCR5
pro ul in insgesamt 26 Replikaten mittels HIV-1/CCR5 qPCR getestet. Es wurden 8 pl dieser
Stufe pro Replikat eingesetzt. Dies entspricht einem Mittelwert von 0,4 Kopien HIV-1 pro
Replikat. Das Ergebnis dieser qPCR entspricht fiir HIV-1 den Wahrscheinlichkeiten der
Poisson-Verteilung mit A = 0,48 (siehe Gleichung (1), Abschnitt 3.1.4), fiir CCR5 ergab sich
eine minimale Abweichung mit A = 0,55 (Abbildung 14).
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HIV-1 Kopien pro Reaktion

Abbildung 14: qPCR der untersten Stufe der Standardreihe und passende Poisson-Verteilung

A) Prozentualer Anteil an positiven (hellgrau) und negativen Wells (dunkelgrau) der gPCR mit einem theoretischen
Mittelwert von 0,4 Kopien HIV-1 pro Replikat.

B) Poisson-Verteilung mit A = 0,48. Gezeigt wird die theoretische Wahrscheinlichkeit fiir O bis 4 HIV-1 Kopien pro
Replikat, bei einem Mittelwert von 0,48 Kopien HIV-1.

Bei der Untersuchung von Patientenproben miissen niedrige Kopienzahlen HIV-1 in einem
hohen genomischen Hintergrund detektiert werden. Um die qPCR diesbeziiglich zu testen,
wurden niedrige Verdiinnungen von ACH-2 DNA in einem genomischen Hintergrund von je
660 ng C8166 DNA hergestellt. Fiir eine moglichst genaue Verdiinnungsreihe wurde die

HIV-1 DNA zuvor fluorometrisch mit einem Qubit quantifiziert. Im Anschluss wurde die
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DNA so verdiinnt, dass sie bei einem Einsatz von 8 ul einem Mittelwert von 0,5 bis 20 Ko-

pien HIV-1 in 660 ng C8166 DNA pro Reaktion entspricht.

Tabelle 22: Messung von genomischer DNA mittels Qubit

Ursprung gDNA Konzentration
pg/ml
ACH-2 66,6

In jeder Verdiinnungsstufe konnte ein HIV-1 Signal ermittelt werden (Abbildung 15). Die

Messungen von CCR5 blieben konstant, der Cr-Wert lag im Schnitt bei circa 22,5.
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Abbildung 15: Sensitivitat HIV-1/CCR5 qPCR mit ACH-2 in C8166 DNA
Mittelwerte der C;-Werte von HIV-1 und CCR5 der qPCR Replikate von einzelnen Kopien ACH-2 DNA in 660 ng
C8166 DNA.

Da es sich bei den zu messenden Patientenproben um Zelllysat von fixierten PBMCs han-
delt, wurde die Sensitivitat der HIV-1/CCR5 qPCR auch mit Lysat getestet. Dazu wurde eine
Verdiinnungsreihe von 10% bis 10° fixierten ACH-2 Zellen in 105 fixierten C8166 Zellen an-
gelegt. Die Proben wurden zusatzlich mit CrFK Zellen auf eine Anzahl an 5x10° Zellen auf-
gefiillt. Die Abbildung 16 zeigt, dass auch hier einzelne Kopien HIV-1 detektiert werden
konnten. Fiir 2x100 bis 2x103 HIV-1 Kopien pro Reaktion konnte ein Signal detektiert wer-
den. Bei 2 theoretischen Kopien HIV-1 pro Reaktion wurden nur zwei von drei Replikaten

positiv fiir HIV-1. Der Cr-Wert von CCR5 schwankte bei einem Mittelwert von 24.
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—&— HIV-1 —@— CCR5
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Abbildung 16: Sensitivitat HIV-1/CCR5 qPCR mit einer Verdiinnungsreihe aus ACH-2 Zellen
Mittelwerte der C;-Werte von HIV-1 und CCR5 der qPCR Replikate von ACH-2 Zellen in einem konstanten Hinter-
grund von C8166 und CrFK Zellen.
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4.4 Etablierung einer nested-PCR

Da die qPCR bei sehr niedrigen Kopienzahlen von HIV-1 hohe Cr-Werte annimmt und
dadurch falsch-positive Messungen nicht ausgeschlossen werden kénnen, wurde zur Erho-
hung der Spezifitit eine HIV-1 spezifische nested-PCR etabliert. Diese vereint eine konven-
tionelle PCR und die HIV-1/CCR5 qPCR und dient der Verifizierung der mittels qPCR ge-

wonnenen Daten.

4.4.1 Optimierung der dufSeren PCR

Zur Ermittlung optimaler Konditionen der out-PCR, wurde zunachst der Einfluss verschie-
dener Primer- oder MgCl?*-Konzentrationen auf die nested-PCR untersucht. Dieser wurde
im Hinblick auf die Amplifikation innerhalb der dufderen und inneren PCR analysiert. Als
Template dienten circa 40 Kopien HIV-1 (pNL4-3) in 380 ng 293T DNA.

Aus Abbildung 17 kann entnommen werden, dass die verschiedenen Konzentrationen der
Primer und des MgCI?+ keinen Einfluss auf die CCR5 Amplifikation haben, der Cr-Wert lag
im Mittel bei circa 27. Fiir HIV-1 ergab sich bei einer Primerkonzentration von 100 nM ein
Cr-Wert von 28,94, welcher mit steigender Konzentration bis auf einen Wert von 20,15
sank. Eine effiziente Amplifikation ergab sich ab einer Primerkonzentration von 300 nM.
Hohe MgCl2*-Konzentrationen von 1,5 bis 2,5 mM hatten keinen Einfluss auf den Cr-Wert
von HIV-1, es zeigte sich eine effiziente Amplifikation. Ab einer Konzentration von 1 mM,
verschlechterte sich das Signal um 2 Zyklen. Fiir den weiteren Verlauf wurde eine Primer-

konzentration von 400 nM, sowie eine MgCl?* Konzentration von 2 mM gewadhlt.

A —8— HIV-1 —@— CCR5 B —8— HIV-1 —@— CCR5
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Abbildung 17: Einfluss verschiedener Primer- oder MgCIZ+-Konzentrationen auf die nested-PCR
A) Ci-Werte fiir HIV-1 und CCRS5 bei verschiedenen Primerkonzentrationen.

B) Ci-Werte fiir HIV-1 und CCR5 bei verschiedenen MgCI2+-Konzentrationen
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Im Anschluss wurde die optimale Annealing-Temperatur der out-PCR ermittelt. Dazu wur-
de zunidchst die Schmelztemperatur der Primer mittels AmplifX berechnet, diese betrug
57 °C fiir den Gag 84 Reverse Primer und 53 °C fiir den LTR_625 Forward Primer. Dann
wurde eine PCR mit Temperaturgradienten von 54 °C bis 58 °C angesetzt und mittels Gel-
elektrophorese ausgewertet. Es wurden pro Ansatz 104 Kopien HIV-1 (pNL4-3 Plasmid) mit
oder ohne 380 ng 293T DNA eingesetzt.

In Abbildung 18 ist zu erkennen, dass bei einer Temperatur unter 57 °C eine unspezifische
Amplifikation stattfand. Bei der genomischen DNA ist eine deutliche Gelbande von circa
800 bp zu erkennen, die ab einer Temperatur von 57 °C verschwindet. Das spezifische Pro-
dukt der out-PCR hat eine Gréfde von 752 bp, welches deutlich beim Einsatz von HIV-1 er-
kennbar ist. Ab 58 °C werden alle Gelbanden schwacher. Fiir den weiteren Verlauf der Ar-

beit, wurde eine Annealing-Temperatur von 57 °C verwendet.

54 °C 55°C 56 °C 57°C 58 °C

l1 2 3 4allt 2 3 4allh 2 3 4011 2 3 4111 2 3 4l

Abbildung 18: Agarosegelelektrophorese der Gradienten-PCR
Am linken Rand befindet sich der DNA-Standard. Von rechts nach links, Gradient von 54 °C bis 58 °C, eingeteilt in 1
— Plasmid-DNA und genomische DNA, 2 — Plasmid-DNA, 3 — genomische DNA, 4 — Wasserkontrolle. * - spezifisches

Produkt, ** - unspezifisches Produkt.

4.4.2 Sensitivitdt der nested-PCR

Um die Funktion und Sensitivitidt der nested-PCR zu testen, wurde die HIV-1/CCR5 Plas-
midstandardreihe als Template genutzt. Dazu wurden je 10 pl der Stufen 5x10-2 Kopien/ul
bis 5x103 Kopien/ul als Probe eingesetzt. Von der out-PCR wurden 2,5 ul des Amplikons in
die in-PCR tbertragen. Die Abbildung 19 zeigt eine deutliche Verschiebung des Cr-Wertes
von HIV-1 im Vergleich zur normalen HIV-1/CCR5 qPCR, diese betragt bei jeder Stufe zwi-
schen 12 und 13 Zyklen. Die Plasmid-DNA konnte bis zu einer Stufe von 5x10-1 Kopien/ul
(5 Kopien/Reaktion) detektiert werden.
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Abbildung 19: Vergleich qPCR und nested-PCR mit der HIV-1/CCR5 Standardreihe
Mittelwerte der C;-Werte flr HIV-1 der einzelnen Stufen der Standardreihe fiir die gPCR (rot) und die nested-PCR

(blau) im Vergleich.

Zur weiteren Analyse der Sensitivitat wurden die in Abschnitt 4.3.2 erwahnten niedrigen
Verdiinnungen von extrahierter ACH-2 DNA mit einem genomischen Hintergrund von
660 ng C8166 DNA in der nested-PCR getestet. Abbildung 20 zeigt eine Detektion von
HIV-1 bis zu einer Kopienzahl von 0,5 Kopien/Reaktion. Fiir CCR5 zeigt sich ein Anstieg des
Cr-Wertes. Je niedriger der Cr-Wert von HIV-1 desto hoher der Cr-Wert von CCR5. Aus die-
sem Grund ist keine verlassliche Quantifizierung von CCR5 mit der nested-PCR moglich.
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Abbildung 20: Sensitivitidt der nested-PCR mit ACH-2 DNA in C8166 DNA
Darstellung des Mittelwertes der qPCR Replikate und deren Standardabweichung. C;-Werte von HIV-1 (rot) und
CCRS5 (blau) bei der Analyse von niedrigen Verdiinnungen ACH-2 DNA in einem hohen genomischen Hintergrund
von 660 ng C8166 DNA. Fir 0,5 Kopien/Reaktion wurde nur ein Replikat positiv getestet, fiir 1 Kopie/Reaktion

wurde kein Replikat positiv getestet.
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Auch die nested-PCR wurde mit der in Abschnitt 4.3.2 genannten Verdiinnungsreihe mit
ACH-2 Zellen getestet. In Abbildung 21 ist zu erkennen, dass eine Detektion bis 2 Kopien
HIV-1 pro Reaktion moglich war. Der Cr-Wert ist im Vergleich zur qPCR um mindestens
12 Zyklen verschoben. Das HIV-1 Signal hat einen deutlichen Einfluss auf das CCR5 Signal,
je niedriger der Cr-Wert fiir HIV-1, umso héher der Cr-Wert fiir CCR5.
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Abbildung 21: nested-PCR mit Verdiinnungsreihe aus ACH-2 Zellen
Mittelwerte der C;-Werte von HIV-1 und CCR5 der nested-PCR Replikate von ACH-2 Zellen in einem konstanten

Hintergrund von C8166 und CrFK Zellen.
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4.5 In vitro Infektion von PBMCs

Um einen Test des Ablaufs zur Quantifizierung von HIV-1 in sortierten CD4* T-Gedachtnis-
zellen durchzufiihren, wurde eine in vitro Infektion von PBMCs mit HIV-1ga vorgenommen.
Die Infektion erfolgte nach dem in Abschnitt 3.2.4 beschriebenen Protokoll. Um eine hohe
Infektionsrate zu vermeiden, wurde eine Inkubationszeit von drei Tagen ausgewahlt. Wah-
renddessen wurden téglich Proben des Mediums fiir einen p24 ELISA entnommen. Die infi-

zierten Zellen wurden nach der Ernte fixiert.

Vor der Sortierung der Zellen sollte mittels HIV-1/CCR5 qPCR und ELISA festgestellt wer-
den, ob die Infektion erfolgreich war. In Abbildung 22 wird ein Anstieg des p24 Antigens ab
dem zweiten Tag der Inkubation deutlich. Mit der HIV-1/CCR5 qPCR konnte ein Mittelwert
von 170 HIV-1 Kopien pro 103 Zellen nachgewiesen werden, nicht infizierte Zellen dienten

der Kontrolle.
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Abbildung 22: In vitro Infektion von PBMCs mit HIV-1;,,

A) p24 ELISA, die Menge des gemessenen p24 Antigens an den verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation. Dar-
stellung des Mittelwertes von Duplikaten.

B) HIV-1/CCR5 gPCR mit in vitro infizierten PBMCs. Die gemessenen Kopien von HIV-1 (dunkelgrau) und CCR5 (hell-
grau) der infizierten PBMCs und der Kontrolle von nicht-infizierten PBMCs. Darstellung des Mittelwertes der PCR-

Replikate und deren Standardabweichung.
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4.5.1 Sortierung der in vitro infizierten PBMCs mittels FACS

Die infizierten und nicht-infizierten PBMCs wurden fiir den weiteren Verlauf vereint und
im Anschluss mit den in Tabelle 19 aufgefiihrten Antikérpern markiert. Die Sortierung
wurde im FACSAria II durchgefiihrt. Mit dem Vorwarts- und Seitwartsstreulicht wurden
zunachst die Lymphozyten anhand von Groéfde und Granularitdt von anderen Zellen ge-
trennt. Solche Zellen, die nicht den CD4 Rezeptor expremieren, wurden aussortiert. Zur
Identifikation der Subpopulationen von CD4* Gedachtniszellen wurde eine spezielle Ga-
ting-Strategie angewandt, welche auf der Expression verschiedener Oberflichenantigene
beruht. Die Antikérperkombinationen zur Sortierung der verschiedenen Subtypen von
CD4+ T-Gedachtniszellen sind in Tabelle 19 dargestellt. Nach der Sortierung erfolgte eine

Analyse mittels Flow]o Software.

Flir die in vitro infizierten PBMCs wurden die Subpopulationen Ty und Ttm wahrend der
Sortierung vereint (Tabelle 23). Eine Strategie, um Verlust bei einer niedrigen Anzahl von
Zellen zu vermeiden, da diese die kleinsten Populationen aufwiesen. Die grofdte Subpopula-

tion reprasentierten die Tcwm.

Tabelle 23: Zellzahlen der verschiedenen Subpopulationen nach Sortierung mittels FACS

Tn+Tm Tsem Tem Tem
1204 156281 892885 28358

4.5.2 HIV-1/CCR5 qPCR von in vitro infizierten PBMCs

Nach der Sortierung wurde mit Hilfe der HIV-1/CCR5 qPCR die Anzahl an HIV-1 Proviren
pro Subpopulation quantifiziert. Die Ergebnisse der gPCR sind in Abbildung 23 dargestellt.
Die Wiederfindungsrate betrug fiir die Tgm, Ty und Ttwm circa 50 %, wahrend fiir die Tscm die
hochste Rate von circa 80 % ausgemacht werden konnte. Von den Tcm konnten nur 38 %
der initial eingesetzten Genomaquivalente gemessen werden. In allen untersuchten Subpo-

pulationen konnte HIV-1 DNA detektiert werden.
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Abbildung 23: Quantifizierung von CCR5 und HIV-1 in in vitro infizierten PBMCs
Darstellung der gemessenen Genomaquivalente (hellgrau) und der HIV-1 Kopien (dunkelgrau) pro Subpopulation
der CD4" T-Gedichtniszellen. Angabe des Mittelwerts der qPCR Replikate, sowie deren Standardabweichung. Der

theoretische Input pro Replikat (weiB) ist ebenfalls dargestellt.

Der prozentuale Anteil jeder Subpopulation an der gemessenen Gesamtzellzahl, ist in Teil A
der Abbildung 24 dargestellt. Den geringsten Anteil mit 0,12% machten die Tn/Ttm aus.
Die Tcum stellten mit 71,04% die grofite Subpopulation. Die Frequenz an HIV-1 Kopien
schwankte zwischen den einzelnen Subpopulationen sehr stark. In Teil B der Abbildung 24
ist die Anzahl an gemessenen HIV-1 Kopien pro103 Zellen je Subpopulation dargestellt. Die
hochste Frequenz an HIV-1 DNA konnte in den Tgm ausgemacht werden. Hier konnte ein
Mittelwert von 126,56 HIV-1 Kopien pro 103 Zellen ermittelt werden. Die niedrigste Fre-

quenz konnte mit 9,94 HIV-1 Kopien bei den Tscm gemessen werden.
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Abbildung 24: Anteil der Subpopulationen an der Gesamtzellzahl und Frequenz der HIV-1 Kopien
A) Prozentualer Anteil der Subpopulationen an der Gesamtzellzahl in Prozent.

B) HIV-1 Kopien pro 10° Zellen je Subpopulation. Darstellung des Mittelwerts der gPCR Replikate.
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4.6 Messung von Patientenproben

4.6.1 HIV-1 Serokonverterstudie

Im Rahmen der am RKI durchgefiihrten HIV-1 Serokonverterstudie konnten DNA-Proben
von zwei HIV-1 Patienten zur Verfligung gestellt werden. Es handelte sich dabei um extra-
hierte DNA aus PBMCs. So konnte die Tauglichkeit dieser beiden Assays mit Proben von
HIV-1-infizierten Patienten getestet werden, welche zu dem Zeitpunkt der Entnahme eine
Viruslast nachzuweisen hatten. Die Proben wurden so gewahlt, dass es sich dabei um einen
Patienten mit einer niedrigen Viruslast und einen Patienten mit einer sehr hohen Viruslast

handelte (Tabelle 24).

Tabelle 24: DNA-Proben der Serokonverterstudie des RKI

Patienten ID RNA-Viruslast DNA-Konzentration
Kopien/ml ng/ul

16-1972 2,9x10° 357

16-1436 1x10’ 119

Beide Proben wurden sowohl mit der CCR5/HIV-1 gPCR als auch mit der HIV-1 spezifi-
schen nested-PCR getestet. Bei Patient 16-1436 konnte mit beiden Assays HIV-1 DNA
nachgewiesen werden, wahrend bei Patient 16-1972 nur die nested-PCR ein positives
HIV-1 Signal zeigte (Abbildung 25). Fiir Patient 16-1436 konnten im Schnitt 11 HIV-1 Ko-

pien in 1x105> Zellen quantifiziert werden.
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Abbildung 25: Analyse Serokonverter Proben
A) HIV-1/CCR5 gPCR der Serokonverter Proben. Darstellung des theoretischen Input an Zellen (weiR), Genomaqui-
valente (hellgrau) und HIV-1 Kopien (dunkelgrau).

B) Ergebnis der nested-PCR. C-Wert von HIV-1 der nested-PCR (hellgrau) im Vergleich mit der gPCR (dunkelgrau).
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4.6.2 Langzeitinfizierte HIV-1 Patienten

Zur Messung der Proviruslast in CD4+ Gedachtniszellen, wurden fiinf anonyme Blutproben

von langzeitinfizierten HIV-1 Patienten aus der Praxis Dr. Steinbeck-Klose zur Verfligung

gestellt. Es handelte sich dabei um Vollblut mit einem Volumen zwischen 35 ml und 90 ml.

Die Proben wurden nach dem in Abschnitt 4.1 skizzierten Ablauf zur Quantifizierung von

HIV-1 Proviren in CD4* T-Gedachtniszellen behandelt. Abbildung 26 zeigt den Ablauf der

Sortierung mittels FACS am Beispiel des Patienten 2.
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Abbildung 26: Sortierung der Patientenprobe 2 mittels FACS
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Gating-Strategie zur Sortierung von CD4-angereicherten PBMCs in die Subpopulationen Ty Tscm, Tem, Trm und Ty

der CD4" T-Gedichtniszellen. Beispiel eines Ergebnisses einer Sortierung anhand des Patienten 2. Zunichst Aus-

wahl der Lymphozyten anhand Vorwarts- (SSC) und Seitwartsstreulicht (FSC). AnschlieBend Gating einzelner Zellen

und Ausschluss aktivierter, sowie CD4 Zellen. Dann Sortierung in die einzelnen Subpopulationen anhand des

Phanotyps.
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Die Ergebnisse der Sortierung sind in Tabelle 25 dargestellt. Da das FACSAria II nur vier
Subpopulationen parallel sortieren kann, wurden entweder in insgesamt zwei Durchlaufen
die Populationen mit der grofiten Anzahl an Zellen zu 50% gesammelt oder zwei Subpo-
pulationen vereint, um einen Zellverlust bei niedrigen Zellzahlen zu vermeiden. Fiir Patient
1 konnte mit Abstand die hochste Zellzahl sortiert werden, gefolgt von Patient 3 und 5. Fiir

die Patienten 2 und 4 konnten nur wenige Zellen analysiert werden.

Tabelle 25: Zellzahlen der einzelnen Subpopulationen pro Patient

Patienten Tn Tsem Tem Tem Tm Besonderheit

ID

1 732616 334141 515679 24302 5174 Tem/Tm gepoolt

2 3113 2749 8294 2382 643 Tem/Tem zu 50 % gesammelt
3 19761 339 5908 1875 125 Tem/Tm gepoolt

4 5875 1203 - 130271 137 Keine T¢p

5 166531 58223 304529 191192 136526 Tcw/Tem zu 50 % gesammelt

Die sortierten Zellpopulationen wurden im Anschluss zu maximal 1x10> aliquotiert und
gegebenenfalls mit CrFK Zellen aufgefiillt. Nach der Lyse der Zellen wurden diese mittels
HIV-1/CCR5 gPCR analysiert. Die Ergebnisse der CCR5 Quantifizierung kénnen der Abbil-
dung 27 entnommen werden. Die Wiederfindungsrate fiir CCR5 schwankte sehr stark zwi-
schen 0 % und 140 %. Wobei die Proben mit einer niedrigen Zellzahl die schlechtesten

Werte aufwiesen.
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Abbildung 27: Ergebnisse der CCR5 Quantifizierung von Patientenproben mittels gPCR

Fir die Patienten wurden die verschiedenen CD4* Gedéachtniszell Subpopulationen mittels HIV-1/CCR5 gPCR unter-

sucht (T, Tsem, Tems Tems Ttm)- Angabe des theoretischen Inputs an Zellen in Weil3.

Bei den Patienten 3 und 4 konnten in verschiedenen Subpopulationen HIV-1 nachgewiesen

werden (Abbildung 28). In jeder untersuchten Subpopulation von CD4+ Gedachtniszellen

des Patienten 4 konnten geringe Mengen an HIV-1 detektiert werden, diese lagen jedoch

unter der Quantifizierungsgrenze der qPCR. Fiir Patient 5 konnten in den Ttm im Mittel 17

Kopien HIV-1 pro Replikat gemessen werden.
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Abbildung 28: Ergebnisse der HIV-1 Quantifizierung von Patientenproben mittels gPCR

Darstellung des Mittelwerts der qPCR Replikate sowie deren Standardabweichung.
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Die qPCR Ergebnisse wurden zuséatzlich mittels nested-PCR tiberpriift. In Abbildung 29
veranschaulicht, dass die HIV-1 Messungen fiir Patient 3 und 4 bestatigt werden konnten,

wahrend die anderen Proben negativ verblieben.
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Abbildung 29: Ergebnisse der nested-CR mit sortierten CD4" T-Gedichtniszellen von HIV-1 Langzeitpatienten
Es ist jeweils der Mittelwert des Cr-Wertes von HIV-1 der qPCR Replikate dargestellt, sowie die zugehorige Stan-

dardabweichung.
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4.7 ddPCR als alternative Quantifizierungsmethode

4.7.1 Ubertragung des HIV-1/CCR5 qPCR Assays auf ddPCR

Die ddPCR stellt eine alternative Quantifizierungsmethode zur qPCR dar. Es sollte zundchst
getestet werden, ob der HIV-1/CCR5 qPCR Assay auf die ddPCR iibertragbar ist. Die eigent-
liche Amplifikation der Ziel-DNA findet bei dieser Methode in Ol-Tropfchen mit einem Vo-
lumen von 1 nl statt. Genutzt wird eine neuartige Chemie, die diese Tropfchenbildung und
deren Stabilitdt garantiert. Aufgrund dieser veranderten Bedingungen muss gegebenenfalls
das Temperaturprotokoll und die Konzentration von Primern und Sonden verandert wer-
den.

Die Konzentration der Primer und Sonden wurde nach Herstellerempfehlung angepasst.
Um die optimale Annealing-Temperatur fiir die genutzten Primer zu ermitteln, wurde eine
Temperaturgradienten-PCR durchgefiihrt. Es wurden je 330 ng PBMC DNA mit 50 Kopien
des pNL4-3 Plasmids getestet. Der Temperaturgradient wurde von 58 °C bis 62 °C ange-
setzt. Abbildung 30 lasst erkennen, dass die Temperaturveranderungen keinen Einfluss auf
die Quantifizierung von CCR5 hatten, jedoch auf HIV-1. Bei 58 °C wurden circa 65 Kopien
HIV-1 gemessen, wahrend die 59 °C bis 62 °C nur zu einer Quantifizierung von ca. 18 Ko-

pien fiihrten.
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Abbildung 30: Temperaturgradienten-PCR mit PBMC DNA und pNL4-3 Plasmid-DNA
Darstellung des Mittelwerts der PCR Replikate und deren Standardabweichung. Gemessen wurde die Kopienzahl

an HIV-1 (hellgrau) und CCR5 (dunkelgrau) mittels ddPCR.
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Um die Genauigkeit der ddPCR Quantifizierung zu analysieren, sowie einen Testlauf mit
Zelllysat durchzufiihren, wurden 330 ng extrahierte ACH-2 DNA in Wasser und in Zelllysat
von 5x10° CrFK Zellen gemischt. Die Proben wurden dann mittels ddPCR analysiert. Abbil-
dung 31 zeigt die erfolgreiche Quantifizierung der ACH-2 DNA in Wasser. ACH-2 Zellen be-
inhalten laut Literatur genau eine Kopie HIV-1, dies konnte anhand dieser Messung nach-
vollzogen werden. Die Probe mit dem Zelllysat konnte aufgrund einer niedrigen Droplet-
zahl nicht ausgewertet werden (Abbildung 31, Teil B). Fir ein auswertbares Ergebnis,

miissen mindestens 1x104 Droplets analysiert werden kénnen.
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Abbildung 31: ddPCR mit ACH-2 DNA in H,0 bidest. und in Zelllysat

A) Quantifizierung von CCR5 (dunkelgrau) und HIV-1 (hellgrau) mittels ddPCR. Darstellung des Mittelwerts der
Replikate, sowie deren Standardabweichung.

B) Anzahl akzeptierter Droplets fiir die Proben mit ACH-2 DNA in H,0 bidest. und ACH-2 DNA in CrFK Zelllysat.

Mittelwert der akzeptierten Droplets pro Replikat und deren Standardabweichung.

4.7.2 Vergleich qPCR und ddPCR

Um einen Vergleich zwischen der qPCR und der ddPCR herstellen zu kénnen, wurde eine
Verdiinnungsreihe von ACH-2 DNA in C8166 DNA hergestellt und aliquotiert. Die Verdiin-
nungsreihe reichte von 1x100 bis 1x103 Kopien HIV-1/pul in 66 ng C8166 DNA/ul. Die Er-
gebnisse konnen der Abbildung 32 entnommen werden. Fiir jede Verdiinnungsstufe konnte
mit beiden Gerdten HIV-1 gemessen werden. Die qPCR detektierte im Vergleich mit der
ddPCR sowohl fiir HIV-1 als auch fiir CCR5 eine héhere Anzahl an Kopien pro Verdiin-

nungsstufe.
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Abbildung 32: Vergleich ddPCR und qPCR
A) Quantifizierung von HIV-1 mittels ddPCR (hellgrau) und gPCR (dunkelgrau). Dargestellt ist der Mittelwert zweier
Messungen und deren Standardabweichung.

B) Quantifizierung der Genoméaquivalente mittels ddPCR (hellgrau) und qPCR (dunkelgrau).
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5 Diskussion

Eine effektive HAART fiihrt bei vielen HIV-infizierten Patienten zu einer Reduzierung der
Plasmaviramie bis unter die Nachweisgrenze, kann jedoch keine Eradikation des Virus er-
wirken. Die latente Infektion von ruhenden CD4* T-Gedachtniszellen ermoglicht dem HI-
Virus eine lebenslange Persistenz in infizierten Individuen. Dieses dufierst stabile Virusre-
servoir wird als eine der grofdten Hiirden bei der Eradikation von HIV angesehen. Aus die-
sem Grund hat die Entwicklung eines geeigneten Assays zum Nachweis und zur Charakte-
risierung des proviralen Reservoirs eine hohe Prioritdt in der HIV-Forschung [41]. Eine
effiziente Messung von HIV-1 DNA innerhalb verschiedener Subpopulationen von CD4+ T-
Gedéachtniszellen ist notig, um diese zu ermdglichen. Dartiber hinaus kdnnen wichtige In-
formationen tiber den proviralen Status einzelner Patienten gesammelt werden.

Innerhalb dieser Arbeit wurden Methoden zur Realisierung eines Ablaufs zur Quantifizie-
rung von Proviren in Subpopulationen von CD4+ T-Gedachtniszellen optimiert oder etab-
liert und zu einem zusammenhdngenden Workflow vereint. Anhand DNA-Proben und in
vitro infizierten Zellen konnten Teile oder der gesamte Ablauf getestet werden. Desweite-
ren wurden Vollblutproben von sechs langzeitinfizierten HIV-1 Patienten zur Charakteri-

sierung des proviralen HIV-1 Reservoirs analysiert.

5.1 Verbesserte Probenvorbereitung durch Anpassung der Lysebedin-
gungen

Die direkte Lysemethode nach Behrend et al. stellte sich in vorausgegangenen Arbeiten als
einzig taugliche Methode zur Extraktion von DNA aus PFA fixierten Zellen heraus [78]. Auf-
grund des grofden Lysevolumens ergibt sich jedoch ein hoher Verdiinnungseffekt der Pro-
be. Dies bedingt den Einsatz grof3er PCR-Ansitze mit gleichzeitig niedriger Konzentration
an Ziel-DNA pro Reaktion. Eine Reduzierung des Lysevolumens zeigte keinen signifikanten
Einfluss auf die Lyseeffizienz und konnte somit erfolgreich realisiert werden (Abbildung 9).
Eine Angleichung der Zellzahl in jeder Probe hat gleich mehrere positive Effekte. Zum einen
kann die Lyse immer unter gleichen Bedingungen ablaufen, zum anderen kann der Einsatz
grofderer Mengen Zellen mogliche Verluste von genetischem Material vermeiden. So kon-
nen Effekte wie die enzymatische Degradierung oder Adsorption von DNA an Polypropylen
bei geringen Zellzahlen beziehungsweise DNA Mengen vermindert werden [80]. Es eignen
sich jedoch nur solche Zellen als ,Fiillmaterial“, die das Ergebnis der nachfolgenden Analy-

sen nicht verfalschen. Der Einsatz von CrFK Zellen zeigte keinen signifikanten Einfluss auf
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die Lyseeffizienz oder das Fluoreszenzsignal von HIV-1 oder CCR5 in der gPCR (Abbildung
11). Eine Erprobung der neuen Lysebedingungen konnte mit einer bereits getesteten Pati-
entenprobe erfolgreich durchgefiihrt werden (Abbildung 12). Bei diesen Proben ergab sich
im Vergleich mit einer vorherigen Analyse eine erhohte Wiederfindungsrate, was fiir den
Einsatz der neuen Lysebedingungen spricht.

Die direkte Lysemethode ermdoglicht die Extraktion von genetischem Material aus PFA fi-
xierten Zellen. Die Fixierung ist notig, da eine Sortierung von lebenden HIV-infizierten Zel-
len aufgrund einer Infektionsgefahr durch Aerosolbildung auf Labore mit der Sicherheits-
stufe 3 beschrankt ist [81]. Innerhalb dieser Arbeit schwankt die Wiederfindungsrate sehr
stark und erreicht selten einen Wert tiber 60%. Die giangigen sdulenbasierten Kits zeigten
bei vorausgegangenen Arbeiten eine noch schlechtere DNA-Ausbeute mit fixiertem Mate-
rial. Aufgrund der niedrigen Frequenz von Proviren in CD4+ T-Gedachtniszellen und der
Untersuchung von geringen Probenmengen kénnte dieser Verlust zu einer verringerten
Detektionsrate fithren. Der Grund fiir diese schlechte Ausbeute scheint in der Fixierung der
Zellen zu liegen. Es ist weitreichend bekannt, dass Formaldehyd-Fixierung die Struktur,
sowie die Integritat von DNA verandert und die Extraktion erschwert [82, 83]. So zeigten
Russell et al. in einem Vergleich von fixierten und unfixierten simianen PBMCs eine ten-
denziell schlechtere DNA-Ausbeute fiir die fixierten Zellen [84]. Im Vergleich mit dieser
Arbeit wurde eine geringere PFA Konzentration und eine kiirzere Inkubationszeit ange-
wandt. Alternative Fixierungsmethoden kénnten zu einer hoheren DNA Ausbeute fiihren,
so wies in einem ersten Vergleich eine Methanolfixierung bessere Werte auf (Daten nicht
gezeigt). Eine Sortierung von lebenden Zellen wiirde den Vorteil einer simpleren und effi-
zienteren DNA-Extraktion mit sich ziehen. Hier ware ein kommerzielles Extraktionskit die
Methode der Wahl, da diese laut Hersteller eine hohe Ausbeute von bis zu 90% verspre-

chen.

5.2 qPCR zur Quantifizierung von HIV-1 und CCRS5 in einem Ansatz

Der qPCR Assay zur Quantifizierung von HIV-1 und CCR5 in einer Reaktion erlaubt die
Messung von HIV-1 Proviren und die gleichzeitige Normalisierung der Probe beziiglich der
Zellzahl [73]. Der Vorteil einer Duplex-qPCR ergibt sich nicht nur durch eine erleichterte
Probenvorbereitung und Kosteneinsparungen, sondern auch daraus, dass nun die gesamte
Probe auf HIV-1 Proviren untersucht werden kann. Dies zahlt sich vor allem bei geringen

Probenmengen aus.
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Flir eine absolute Quantifizierung mittels qPCR ist eine akkurate Standardreihe essentiell.
Bei zehnfach Verdiinnungen von Plasmid-DNA liegen die Cr-Werte optimalerweise 3,3 Zyk-
len auseinander. Dies wiirde einer Effizienz von 100% entsprechen. Werte zwischen 90%
und 110% gelten jedoch als ausreichend. Ein weiterer nicht zu vernachldssigender Parame-
ter ist das Bestimmtheitsmafd (R2), welches gegen 1 strebt und einen Wert von 0,98 nicht
unterschreiten sollte. Alle in dieser Arbeit hergestellten Standardreihen wiesen optimale
Werte fiir die Messungen auf (Abbildung 8 und 13). Bei sehr niedrigen Kopienzahlen muss
jedoch eine hohe Varianz zwischen den Replikaten aufgrund der Poisson-Verteilung be-

dacht werden.

Fiir die Messung proviraler HIV-1 DNA in Patientenproben ist die Sensitivitdt der qPCR ein
entscheidender Punkt. Ein guter Assay muss eine einzelne Kopie HIV-1 detektieren konnen.
Eine Analyse der niedrigsten Verdinnungsstufe des Standards mit einer theoretischen
mittleren Kopienzahl von 0,4 HIV-1/CCR5 Kopien zeigte eine Ubereinstimmung mit der
Poisson-Verteilung (A = 0,48 bzw. 0,55, siehe Abbildung 14). Dies zeigt, dass das Detekti-
onslimit dieses Assays bei einer einzelnen Kopie HIV-1/CCRS5 liegt und es sich um einen
akkuraten Standard zur Quantifizierung handelt. Fiir weitere Analysen der Sensitivitat
wurden ACH-2 Zellen genutzt, die sich durch ein integriertes Provirus pro Genom als Mo-
dell eignen [85]. Sowohl mit extrahierter DNA, als auch mit einer Verdiinnungsreihe von
fixierten Zellen zeigte sich, dass eine Detektion von einzelnen Kopien HIV-1 méglich ist
(Abbildung 15 und 16). Der Nachweis einer einzelnen Zelle mit einem Provirus in Patien-
tenmaterial wiirde jedoch voraussetzen, dass das gesamte genetische Material ohne Verlust
in die qPCR tberfiihrt werden kann und, dass es in den Kontrollen zu keiner falsch-positi-

ven Detektion kommt

Die qPCR ist eine haufig genutzte Methode zur Quantifizierung proviraler DNA. Desire et al.
publizierten eine TagMan qPCR fiir HIV-1 Subtyp B, die eine konservierte Region im pol-
Gen amplifiziert [86]. Auch mit dieser PCR konnte eine Sensitivitdt von einer einzelnen Ko-
pie HIV-1 pro Ansatz gezeigt werden. Ometto et al. nutzen ebenfalls Primer, die eine Se-
quenz des gag- Gens amplifizieren, hier konnte eine Sensitivitat von 1,2 Kopien HIV-1 pro
Ansatz gezeigt werden [87]. Als Standard wurde eine serielle Verdiinnung extrahierter ge-
nomischer DNA verwendet. Die innerhalb dieser Arbeit erzeugten Ergebnisse und die oben
genannten Beispiele zeigen, dass sich die qPCR als sensitive Methode zur Quantifizierung
geringer Mengen HIV-1 Kopien und somit zur Charakterisierung des proviralen Reservoirs

eignet.
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Der in dieser Arbeit genutzte Assay quantifiziert die totale HIV-1 DNA. Es wird keine Un-
terscheidung zwischen integrierten und nicht-integrierten Proviren vorgenommen, was zu
einer Uberquantifizierung des Reservoirs fiihren kann [88]. Aus diesem Grund wird haufig
ein Assay genutzt, dass nur integrierte Proviren quantifiziert [89-91]. Eine Moglichkeit ist
die Etablierung der von Liszewski et al. entwickelten Alu-gag nested-PCR, die eine Sensiti-
vitat von 0,5 Proviren pro 1x10% Zellen untersuchte Zellen aufweist [91]. Der grofdte Nach-
teil jeder PCR-basierten Detektionsmethode ist die fehlende Unterscheidung zwischen rep-
likationskompetenten Proviren und defekten Proviren [92]. Ein grof3er Teil der Zellen tragt
defekte Proviren, die nicht mehr zu einer aktiven Virusreplikation fahig sind [93, 94]. Gene-
rell stehen zur Quantifizierung der HIV-1 Persistenz sowohl PCR-basierte Methoden als
auch das Quantitative Viral Outgrowth Assay (Q-VOA) zur Verfiigung [95, 96]. Diese Me-
thode detektiert ausschliefilich replikationskompetente Proviren. Eriksson et al. zeigten
einen Unterschied von bis zu 2 log-Stufen zwischen dem Q-VOA und PCR-basierten Metho-
den [92]. Der Vorteil einer qPCR ergibt sich neben einem geringeren Arbeitsaufwand auch

durch die mégliche Untersuchung kleiner Mengen Blut und auch fixierter Zellen.

5.3 Etablierung einer nested-PCR zum hochsensitiven Nachweis von
HIV-1

Die HIV-1/CCR5 qPCR zeigte zwar bei den Analysen eine dufderst hohe Sensitivitat, die Cr-
Werte lagen bei den niedrigsten Verdiinnungsstufen jedoch meist tiber 40 Zyklen (Ver-
gleich Abbildung 15 und 16). Bei solch hohen Cr-Werten konnen falsch-positive Signale
nicht ausgeschlossen werden, die durch unspezifische Amplifikationen oder Primer-Dimer
entstehen. Aus diesem Grund wird sogar haufig ein Cut-Off Wert gewahlt, ab welchem die
Messung als negativ gewertet wird. Bei der Verwendung von krudem Zelllysat konnte die
empfindliche Reaktion dartiber hinaus in ihrer Effizienz gestort sein. Um eine hohe Spezifi-
tat bei Patientenproben zu garantieren wurde eine nested-PCR etabliert. Diese kann zur
Verifizierung von qPCR Daten eingesetzt werden. Einer nested-PCR wird eine sehr hohe
Sensitivitat und Spezifitit zugeschrieben, daher handelt es sich um eine oft genutze Me-
thode zur Detektion proviraler HIV-1 DNA [89, 97]. Pasternak et al. etablierten beispiels-
weise eine seminested-PCR, da eine qPCR keine zufriedenstellende Sensitivitat zur Quanti-
fizierung von HIV-1 RNA und DNA erreichte [97]. Da die in dieser Arbeit genutzte HIV-
1/CCR5 gPCR jedoch eine ausreichende Sensitivitat aufweist, wird die nested-PCR aus-

schlief’lich zur Validierung der Daten genutzt.
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Die Voramplifikation der Ziel-DNA durch eine konventionelle PCR erzeugt eine Verstar-
kung des Fluoreszenzsignales in der qPCR. Bei dem Einsatz der HIV-1/CCR5 Standardreihe
in der nested-PCR zeigt sich eine erfolgreiche Verschiebung des Cr-Wertes um 12 - 13 Zyk-
len (Abbildung 19). Es kommt daher durch die out-PCR zu einer Vervielfaltigung der DNA
von ungefahr 4-log Stufen. Die Analyse von niedrigen Kopienzahlen HIV-1 mit extrahierter
DNA zeigte zudem eine dufderst hohe Sensitivitdt (Abbildung 20). Auch bei zehnfachen
Verdiinnungen von ACH-2 Zellen konnte in jeder Stufe erfolgreich ein Signal erzeugt wer-
den, welches im Vergleich mit der qPCR eine deutliche Verschiebung zu einem niedrigeren
Cr-Wert aufzeigte (Abbildung 21). Es war jedoch keine akkurate Quantifizierung der CCR5
DNA mehr moglich, da die Voramplifikation der HIV-1 DNA die Effizienz der CCR5 Amplifi-
kation stark beeintrachtigt. Die nested-PCR eignet sich sehr gut, um gewonnene Ergebnisse
zu verifizieren. Durch die hohe Senstivitiat wird sie hdufig auch zur Quantifizierung einge-
setzt. So entwickelten beispielsweise Vandergeeten et al. verschiedene nested-qPCRs zur
Messung der totalen, integrierten DNA und 2-LTR Zyklen [98]. Die Quantifizierung wird
durch eine serielle Verdiinnung von ACH-2 Zellen realisiert. Auch bei der hier eingesetzten
nested-PCR kann eine Quantifizierung durch die Nutzung eines Standards erreicht werden.
Ein haufiger Kritikpunkt der nested-PCR ist die hohe Kontaminationsgefahr. Durch ein sehr

prazises Handling und eine strenge Routine konnen Kontaminationen verhindert werden.

5.4 Quantifizierung von HIV-1 Proviren in infizierten PBMCs

Die in vitro Infektion von PBMCs wurde im Rahmen dieser Arbeit genutzt, um den gesam-
ten Ablauf zur Quantifizierung von HIV-1 Proviren in Subpopulationen von CD4* T-Ge-
dachtniszellen zu erproben. Aufderdem erlaubt es einen Vergleich der in vitro Infektion mit
dem bekannten Wissen tber die Infektion von CD4* T-Gedachtniszellen in vivo. Um eine
aktive Replikation von HIV-1 zu ermoéglichen, miissen die Zellen stimuliert werden. Die
Nutzung von PHA und IL-2 fiihrt zu einer Aktivierung, Proliferation und Hochregulation
der zur Infektion bendtigten Rezeptoren, sowie Transkriptions- und Replikationsfaktoren
[99, 100]. Mittels qPCR und p24 ELISA konnte die erfolgreiche Infektion der Zellen besta-
tigt werden (Abbildung 22). Eine Sortierung der Zellen ergab einen deutlichen Uberschuss
an Tcm, wahrend die kleinste Population die Ty und Ttm darstellten, die aufgrund ihrer nied-
rigen Zellzahl vereint wurden (Tabelle 23). Bei der Sortierung einer Patientenprobe wiirde
man einen weit hoheren Anteil an Ty erwarten, der hier aufgrund der Stimulation nicht

mehr gegeben ist. In den sortierten Zellen konnte in jeder Subpopulation HIV-1 mittels
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HIV-1/CCR5 qPCR quantifiziert werden (Abbildung 23). Dabei ergaben sich teilweise dras-
tische Unterschiede der Frequenz der HIV-1 DNA von Subpopulation zu Subpopulation
(Abbildung 24). In den Tscm konnte die mit Abstand niedrigste Frequenz von HIV-1 DNA
gemessen werden. In einer Studie von Holl et al, bei der ebenfalls PHA und IL-2 genutzt
wurde, zeigte sich, dass zum grofden Teil die CD45R0* Zellen mit HIV infiziert waren [101].
Tscm gehoren neben den Ty zu den CD45RA* Zellen. Hier wurde jedoch eine Infektionszeit
von 24 Stunden angesetzt und keine Unterscheidung zwischen Tn und Tscm vorgenommen.
Tabler et al. zeigten eine signifikant niedrigere Infektionsrate bei infizierten Tscu gegen-
iiber den anderen Subpopulationen von Gedachtniszellen, im Vergleich mit den Tn zeigte
sich eine hohere Infektionsrate [102]. Mogliche Erklarungen liefern ein niedrigeres Level
an CCR5 Expression und eine Restriktion der Infektion durch SAMHD1. Auch in vivo Stu-
dien zeigen, dass die Anzahl an gemessenen Proviren in den CD45R0* Zellen die Anzahl in
den CD45RA* Zellen um ein Vielfaches ilibersteigt [65, 103-105]. Schnittman et al. konnte
diese Erkenntnis sowohl fiir eine in vitro Infektion, als auch fiir die in vivo Situation bestati-
gen [105]. Hier muss jedoch auch wieder bedacht werden, dass keine Unterscheidung zwi-
schen Ty und Tscm vorgenommen wurde.

Der Ablauf zur Quantifizierung von HIV-1 Proviren in CD4+* T-Gedachtniszellen konnte er-
folgreich erprobt werden. Auch in Proben mit niedrigen Zellzahlen konnte eine erfolgrei-
che Quantifizierung durchgefiihrt werden. Durch die Tatsache, dass es sich hier um eine
direkte Infektion von aktivierten PBMCs handelt, eignet sich diese Methode gut um den
Ablauf zu erproben, stellt jedoch kein Modell zur Untersuchung der HIV Latenz in ruhen-

den CD4* T-Gedachtniszellen dar.

5.5 Quantifizierung von HIV-1 Proviren in Patientenproben

Die Quantifizierung von HIV-1 und CCR5 wurde exemplarisch an zwei Patienten der HIV-1
Serokonverterstudie ausgetestet. Dabei handelt es sich um eine Studie des RKIs die Lang-
zeitbeobachtungen des Verlaufes von HIV-Infektionen mit Patienten durchfiihrt, deren In-
fektionszeitpunkt bekannt ist. Flir den ersten Patienten mit einer relativ niedrigen Virus-
last konnte nur mittels nested-PCR HIV-1 DNA nachgewiesen werden (Abbildung 25). Fir
den zweiten Patienten mit einer hohen Viruslast konnte schon in der qPCR HIV-1 DNA de-
tektiert werden. Die gemessenen HIV-1 Kopien korrelieren mit der RNA-Viruslast der Pati-

enten.
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Flinf Vollblutproben von langzeitinfizierten HIV-1 Patienten konnten auf die Proviruslast in
Subpopulationen der CD4+ T-Gedachtniszellen untersucht werden. Die Sortierung der Zel-
len zeigte keine Ubereinstimmenden Mengenverhaltnisse der verschiedenen Subpopulati-
onen von Patient zu Patient, sondern sogar relativ grofde Schwankungen (Tabelle 25). Diese
Beobachtung findet sich auch in der Literatur wieder. So zeigt Chomont et al. bei der Unter-
suchung von 31 HIV-1 Patienten, dass sich der Anteil der Ty zwischen 5 - 40% bewegt, der
Tem 15 - 65%, den Ttm wiederrum wurden 15 - 45% und den Tem 1 - 45% zugeschrieben
[106]. Der genaue Grund fiir diese Schwankungen ist ungeklart.

Bei der qPCR zeigten sich ebenfalls grofde Schwankungen in der Wiederfindungsrate von
CCRS5 (Abbildung 27). Generell konnte beobachtet werden, dass sich bei niedrigen Zellzah-
len eine schlechtere Rate ergab. Dies kann durch einen Zellverlust wahrend der Proben-
vorbereitung oder die PFA Fixierung erkldrt werden, ein Verlust an genetischem Material

fallt bei niedrigen Zellzahlen mehr ins Gewicht.

Fir den Grofdteil der Patienten konnte sowohl per qPCR als auch mit nested-PCR keine
provirale HIV-1 DNA gemessen werden (Abbildung 28 und 29). Die Frequenz an HIV-1
Proviren in den CD4* T-Gedachtniszellen kann sehr niedrig sein und von Patient zu Patient
stark schwanken, so dass es durchaus moglich ist, dass kein HIV-1 detektiert werden kann,
obwohl der Patient latent-infizierte Zellen in sich tragt. In der Studie von Chomont et al.
zeigte sich eine Frequenz von 0 bis 1x10# Proviren pro 10° Zellen innerhalb der Subpopula-
tionen, wobei eine Anzahl ab 103 Proviren relativ selten vorkam [106]. Buzon et al. zeigte
ahnliche Ergebnisse, hier schwankte die Zahl an HIV-1 DNA jedoch zwischen 10! und 105
pro 10° Zellen [107]. Kambaba-Mukadi et al. konnten in 106 der CD4+ T-Zellen von 45 Pati-
enten zwischen 6 und 4x104 Kopien HIV-1 messen, wobei 23 Patienten unter der Quan-
tifizierungsgrenze von 5 Kopien/PCR Reaktion lagen [108]. Die Grofde des Reservoirs in
HIV-infizierten Patienten hingt von vielen verschiedenen Faktoren ab. So wird zum Bei-
spiel dem Startzeitpunkt der antiretroviralen Therapie eine wichtige Rolle zugeschrieben
[109-111]. Unter erfolgreicher Langzeittherapie spielt vermutlich die homeostatische und
antigen-gesteuerte Proliferation der latent-infizierten CD4* T-Gedachtniszellen eine Haupt-
rolle bei der Aufrechterhaltung, sowie der Grof3e des Reservoirs [106, 112, 113].

Flr zwei Patienten konnte provirale HIV-1 DNA nachgewiesen werden (Abbildung 28).
Dies zeigt die Anwendbarkeit der Methode fiir weitere Untersuchungen. In jeder unter-
suchten Subpopulation des Patienten 3 konnten kleine Mengen an Proviren quantifiziert

werden, wobei sich keine grofden Unterschiede in den Mengenverhéltnissen ergaben. Fiir
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den Patienten 4 hingegen konnte ausschlief3lich in den Ttm eine sehr hohe Menge an HIV-1
DNA gemessen werden. In den Studien von Buzon, Chomont und Jaafoura et al. konnten
ebenfalls in allen untersuchten Subpopulationen Proviren detektiert werden [56, 106,
107]. Chomont et al. zeigte zusatzlich, dass die Tcm, bei Patienten mit einer hohen Zahl an
CD4+ T-Zellen und einem frithen Start der HAART, das Hauptreservoir darstellen [106].
Diese Zellen gelten als sehr langlebig und stabil. Bei Patienten mit geringen CD4+ Zellzah-
len, ergaben sich die Ttm als Hauptreservoir. Diese Zellen proliferieren stdndig in einem
geringen Mafe, dies fiihrt zu einer stabilen Persistenz von HIV. Bei Buzon stellten sich die
Tscum als das stabilste Reservoir heraus, im Vergleich von Patienten die im Schnitt erst 9
Monate therapiert wurden und Langzeitpatienten (Median: 9 Jahre) [107]. Jaafoura et al
erzielten dhnliche Ergebnisse und kamen zu dem Schluss, dass sich das virale Reservoir im
Laufe der Zeit auf die wenig differenzierten, dufderst langlebigen Tscv und Tem reduziert
[56]. Fiir den Patienten 3 kann keine Aussage dariiber getroffen werden, welche Subpopu-
lation zum grofdten Teil zum latenten HIV-Reservoir beitragt. Bei dem Patienten 4 kann
man den Ttm die grofite Rolle zuweisen, was sich mit den Erkenntnissen von Chomont et al.
deckt [106]. Die Ergebnisse konnten zusatzlich mittels nested-PCR verifiziert werden (Ab-
bildung 29).

5.6 ddPCR als alternative Quantifizierungsmethode

Eine alternative Methode zur absoluten Quantifizierung von DNA mittels qPCR bietet die
digitale PCR. So konnte im Rahmen dieser Arbeit die ddPCR von Bio-Rad getestet werden.
Der Assay zur Quantifizierung von HIV-1 und CCR5 konnte mit einigen Modifizierungen auf
das neue System iibertragen werden. Die Ubertragbarkeit von qPCR Assays ist ein haufig
genannter positiver Aspekt der ddPCR. Eine Analyse mit extrahierter ACH-2 DNA zeigte die
erfolgreiche Quantifizierung von HIV-1 und CCR5, wobei ein 1:2 Verhaltnis detektiert wer-
den konnte (Abbildung 31). Dieses Ergebnis stimmt mit der in der Literatur beschriebenen
Eigenschaft einer integrierten HIV-1 Kopie im ACH-2 Genom tberein [85]. Eine Analyse mit
krudem Zelllysat erbrachte leider kein Ergebnis, da nur eine niedrige Droplet Anzahl ge-
messen werden konnte. Zelllysat stort scheinbar die Generierung der Droplets oder deren
Stabilitdt, der Grund dafiir kdnnten beispielsweise Zellbestandteile sein, die im Lysat zu-
riickbleiben. In der Literatur finden sich keine vergleichbaren Versuche mit Zelllysat, von
Herstellerseite wird die Nutzung nicht empfohlen. Bei der Einfithrung der ddPCR ist es da-

her essentiell, eine alternative Methode zur Extrahierung der DNA in den Workflow zur
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Quantifizierung von HIV-1 Proviren zu integrieren. Ein Vergleich von qPCR und ddPCR mit
verschiedenen Konzentrationen HIV-1 DNA in einem hohen genomischen Hintergrund
zeigte flir beide Methoden dhnliche Ergebnisse (Abbildung 32). Unterschiede in hohen
Verdiinnungssstufen von HIV-1 (103 bis 101 HIV-1 Kopien/pl) waren minimal. Die ddPCR
zeigte jedoch eine deutliche Uberquantifzierung in der niedrigsten Verdiinnungsstufe (10°
HIV-1 Kopien/pl). Bosman et al. zeigen bei einem Vergleich der ddPCR mit einer semi-nes-
ted qPCR zur Messung des HIV Reservoirs ebenfalls eine Uberquantifizierung der ddPCR
bei niedrigen Kopienzahlen [114]. Eine mdgliche Begriindung konnte die Detektion von
falsch-positiven Droplets sein, die bei einigen Arbeitsgruppen zur Kritik fiihrte [115-117].
Auch Kontaminationen konnen prinzipiell nicht ausgeschlossen werden, da die ddPCR ei-
nes aufderst prazisen Handlings bedarf. Bei der Analyse der CCR5 Messdaten zeigte die
ddPCR eine niedrigere Varianz im Vergleich mit der qPCR (Abbildung 32). Hindson et al.
bestatigen diese Beobachtung [118]. Viele Arbeitsgruppen konnten zudem zeigen, dass es
sich um eine Methode mit einer sehr hohen Prazision, Genauigkeit und Sensitivitdt handelt
[114, 116, 119]. Kiselinova et al. beschrieb eine vergleichbare Sensitivitat mit der qPCR,
wahrend sich bei den Versuchen von Strain et al. eine hohere Sensitivtat zeigte [116, 120].
Ein grofder Vorteil ist die absolute Quantifizierung ohne den Gebrauch einer Standard-
kurve, wodurch Ungenauigkeiten aufgrund eines schlechten Standards ausgeschlossen
werden [121]. Arbeitsgruppen wie Strain et al. und Henrich et al. etablierten bereits erfolg-
reich Assays zur hochsensitiven Analyse des HIV-1 Reservoirs [116, 122]. Bioinformatische
Tools wie ,definetherain“ konzentrieren sich dariiber hinaus speziell auf die Detektion von
niedrigen Kopienzahlen [123]. Die Methode gilt als vielversprechend vor allem zur Quanti-
fizierung von sehr niedrigen Kopienzahlen und steht deshalb im Interesse der Erforschung

des HIV-1 Reservoirs [122].
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6 Zusammenfassung

Die hochaktive antiretrovirale Therapie (HAART) ermdoglicht die Suppression der Plasma-
virdmie eines HIV-1 Patienten bis unter die Nachweisgrenze. Eine vollstandige Eradikation
des Virus ist jedoch mit antiretroviralen Medikamenten alleine nicht mdglich. Die grofite
Barriere stellen die latent infizierten, ruhenden CD4+* T-Gedachtniszellen dar, welche ein
aufierst stabiles Reservoir bilden. Durch die Erkenntnis, dass sich die Gedachtniszellen in
verschiedene Subpopulationen mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad, Phanotyp und
Funktionsumfang unterscheiden lassen, ist das Interesse an einer genauen Charakterisie-
rung dieses viralen Reservoirs grof3.

Das Ziel dieser Arbeit war die Optimierung und Etablierung geeigneter PCR-Methoden zur
Charakterisierung des proviralen HIV-1 Reservoirs, sowie eine darauffolgenden Analyse
von Patientenmaterial. Fiir die genutzte direkte Lyse Methode wurde das Lysevolumen im
Hinblick auf die weitere Verarbeitung der Proben angepasst und eine Angleichung der Zell-
zahl fiir jede Probe etabliert. Die HIV-1/CCR5 qPCR zur Quantifizierung der proviralen HIV-
1 DNA zeigte fiir Plasmid- und genomische DNA eine Detektionsgrenze von einer einzigen
Kopie HIV-1. Zur Erh6hung der Spezifitat und Validierung der mittels qPCR gewonnen Da-
ten, wurde eine HIV-1 spezifische nested-PCR etabliert, die ebenfalls ein Detektionslimit
von einer einzelnen HIV-1 Kopie aufzeigte.

Anhand in vitro infizierter PBMCs konnte ein Probelauf des Workflows zur Charakterisie-
rung des proviralen Reservoirs durchgefiihrt werden. Die Zellen wurden mittels FACS in
die Subpopulationen Ty, Tscm, Tem, Ttv und Tgm sortiert und die HIV-1 DNA mittels qPCR
quantifiziert.

Im Rahmen der weiteren Evaluierung wurden DNA-Proben von zwei HIV-1 Patienten zur
Verfligung gestellt, deren proviraler Status mittels qPCR und nested-PCR getestet wurde.
Die hier erzielten Ergebnisse erganzen stimmig die bereits bekannten Daten zur Viruslast
im Plasma der Patienten. Zudem wurden sechs Vollblutproben von langzeitinfizierten
HIV-1 Patienten aufbereitet, mittels FACS in die verschiedenen Subpopulationen sortiert
und eine Quantifizierung der proviralen HIV-1 DNA mit der qPCR durchgefiihrt. Fiir zwei
Patienten konnte in verschiedenen Subpopulationen virale DNA nachgewiesen werden,
wahrend die restlichen Patienten sowohl in der qPCR, als auch in der nested-PCR negativ
getestet wurden. Fiir die ddPCR konnten erste Schritte zur Ubertragung des Assays zur
gleichzeitigen Quantifizierung von HIV-1 und CCR5 DNA durchgefiihrt werden. Die in die-
ser Arbeit optimierten und etablierten Methoden sind geeignet zur hochsensitven Quantifi-
zierung von HIV-1 Proviren in Patientenmaterial und kénnen zukiinftig zur Charakterisie-

rung des proviralen Reservoirs eingesetzt werden.
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7 Abstract

The development of highly active antiretroviral therapy (HAART) for the treatment of HIV-
1 infection was a major victory in the fight against HIV/AIDS, as it transformed a fatal dis-
ease into a controllable chronic infection. Despite this remarkable success, HAART alone
cannot cure HIV infection and infected patients must continue taking antiviral drugs for the
rest of their lives. The major barrier to eradicating HIV from the body is the persistence of
latent HIV in resting CD4+ T memory cells. This small pool of latently infected cells remains
extraordinarily stable despite successful long-term treatment. CD4+ T memory cells can be
divided into different subpopulations with various stages of differentiation, phenotypes
and functions. The particular properties of the subpopulations could play a significant role
in maintaining the viral persistence and a precise characterization of the reservoir is there-

fore of major interest.

The aim of this thesis was the optimization and establishment of PCR-methods for the
characterization of the proviral HIV-1 reservoir, as well as the analysis of patient samples.
The direct lysis method used for the extraction of genetic material from fixed cells was
modified to improve subsequent steps in the analysis. The HIV-1/CCR5 gPCR assay to
quantify proviral HIV-1 DNA demonstrated extraordinary sensitivity, being able to detect a
single copy of the viral genome. An HIV-1 specific nested-PCR was also established to fur-
ther increase the specificity of the assay and was also shown to be capable of detecting a
single copy of HIV-1 DNA. This facilitates the reliable detection of HIV-1 in patient samples
and can be utilized to validate qPCR results. As a 'proof of principle' an in vitro infection of
PBMCs with HIV-1ga was performed and the cells sorted by FACS into the subpopulations
TN, Tscm, Tem, Tt and Tem before quantifying the proviral HIV-1 DNA using the HIV-1/CCR5
gPCR. Samples from different HIV-infected patients were examined. First, DNA samples
from two patients with known levels of viremia involved in the RKI HIV-1 seroconverter
study were successfully tested with the HIV-1/CCR5 qPCR and the nested-PCR. A further
six blood samples from long-term infected HIV-1 patients under therapy were processed
and sorted by FACS into the different subpopulations and their proviral DNA quantified
with the HIV-1/CCR5 qPCR. Two of the patients tested positive for HIV-1, whereas the oth-
ers remained negative with both the qPCR and the nested-PCR. The introduction of ddPCR
at the RKI offered the opportunity to test this assay and to establish it as an alternative

quantification method to be incorporated into the workflow.
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8 Ausblick

Der hier etablierte Ablauf zur Quantifizierung von proviraler HIV-1 DNA in Subpopulatio-
nen von CD4* T-Geddchtniszellen soll in Zukunft genutzt werden, um weitere Patienten-
proben zu untersuchen. So kann eine moéglichst genaue Aussage dariiber getroffen werden,
welche Subpopulationen zum Langzeitreservoir von HIV-1 beitragen. Auch ein Vergleich
von kurzzeitinfizierten und langzeitinfizierten Patienten kann neue Erkenntnisse zur Cha-
rakterisierung des viralen Reservoirs beitragen. Der verladssliche Nachweis von HIV-1 DNA
kann zudem infizierten Patienten, deren Plasmavirdmie unter der Nachweisgrenze liegt,
Informationen Uiber den Verbleib des Virus im Korper liefern. Patientenproben, die bisher
mit der qPCR als negativ bewertet wurden, kdnnen nun mit der nested-PCR erneut getestet

werden.

Zukinftig kann die ddPCR als alternative Quantifizierungsmethode genutzt werden. Dazu
sollte aber eine alternative DNA-Extraktionsmethode etabliert werden und weitere Opti-

mierungsschritte erfolgen.

Eine Moglichkeit, lebende Zellen zu sortieren, wiirde einige Verbesserungen des Workflows
nach sich ziehen. Zum einen koénnte ein einfaches DNA-Extraktionskit genutzt werden, was
die Wiederfindungsrate erhohen und den Arbeitsaufwand der direkten Lyse ersparen
wirden. Zum anderen sollte dann ein Q-VOA durchgefiihrt werden, welches die Quantifi-
zierung von replikationskompetenten Proviren und den Vergleich mit den Daten aus der

gPCR zulief3e.

Durch die Etablierung einer Alu-gag PCR kann ferner die Unterscheidung zwischen inte-

grierten und nicht-integrierten Proviren vorgenommen werden.

Die genaue Charakterisierung der HIV Reservoire kann in Zukunft zur Kontrolle und Ent-
wicklung neuer Medikamente im Rahmen der Eradikationsstrategien beitragen. So ist bei-
spielsweise filir Strategien wie die ,Shock-and-Kill“-Methode, die eine Reduzierung latent

infizierter Zellen ermdglichen soll, eine genaue Identifizierung des Reservoirs essentiell.
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