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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeine Einleitung

Infektionen mit dem humanen Immundefizienz-Virud\(Hengl.: humanimmunodeficiency
virus) — auch Menschliches Immunschwache-Virus +diitbei den betroffenen Patienten zu
AIDS (acquiredimmunodeficiencgyndrome) Diese Epidemie verbreitet sich weltweit, meist
durch heterosexuelle Kontakte, besonders in Landerrritten Welt. HIV ist ein umhdlltes
Retrovirus, das sich in Zellen des Immunsystemseért. Das Eindringen in die Zielzelle
bendtigt das Oberflachenmolekil CD4 und einen demekeptoren CCR5 bzw. CXCRA4. Die
Replikation erfordert dann zusatzliche Transkripsiaktoren, die in aktivierten T-Zellen
exprimiert werden. Die Infektion mit dem HI-VirugiHrt langfristig zu einem massiven
Verlust der CDZ T-Zellen. Mit schwindender CD4T-Zellzahl wird der Wirt immer
anfalliger flr opportunistische Infektionen und Taren, die letztendlich zum Tode des
infizierten Patienten flihren.

Die Einfiuhrung der hochaktiven antiretroviralen fdme (HAART) 1996 hat die
Entwicklung und den natirlichen Verlauf der HIVkfion stark verandert. Besseres
Uberleben der HIV-Infizierten auf Grund des Riickgas der Morbiditat und Mortalitat
durch opportunistische Infektionen hat in den veggamen Jahren andere Komplikationen,
insbesondere die Koinfektion mit dem Flavivirus Hijs C (HCV), in den Vordergrund
treten lassen.

Auf der Basis von Genom- und Sequenz-Vergleichemteein enger Verwandter von HCV,
GB Virus-C im Serum eines Patienten mit unklareonlscher Hepatitis identifiziert werden
(Linnen et al. 1996). Im Gegensatz zu HCV ist GBVeh lymphotrophes Virus und
repliziert vor allem in Zellen des Knochenmarks udér Milz, darunter auch in
mononukledren Zellen des peripheren Blutes, z.Bh @en CD4 positiven T-Zellen (Xiang et
al. 2000). GBV-C konnte bis heute nicht mit irgeinée spezifischen Erkrankung assoziiert
werden und scheint fir seinen Wirt nicht pathogesean (Polgreen et al. 2003).

Besondere Aufmerksamkeit erfuhr das GBV-C Virus, e@lkannt wurde, dass eine GBV-C
Koinfektion zu einer verlangsamten Progression kdv und einer besseren Prognose von
Patienten im Stadium AIDS fihrt.
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Hierbei scheint das GBV-C Virus einen Einfluss aig Oberflachenexpression der HIV
Korezeptoren CCR5 und CXCR4, das Zytokinprofil Hikfizierter Patienten und die
Replikation von HIVin vivo undin vitro zu haben (Heringlake et al. 1998; Tillmann et al.
2001a; Xiang et al. 2001; Nattermann et al. 2004lidfns et al. 2004). Im Rahmen dieser
Dissertation wird untersucht, inwieweit die GBV-@fdktion bei Patienten der HIV Kohorten
aus Bonn und Barcelona zu Veranderungen der Obkdiiezeptoren und Immunregulation
fuhrt. Im Rahmen Studie soll der Einfluss von GBVaGf die Oberflachenexpression von
CCR5 und CXCR4 und das Zytokinprofil von HIV/GBV-Koinfizierten Patienten im
Vergleich zu HIV monoinfizierten Patienten untedsuoverden. Weiterhin sollen die
Auswirkungen einer Bindung des GBV-C-Hdillproteins (22) auf die Expression von
RANTES, die Struktur des GBV-C-E2 Proteins und gemetische Diversitat von GBV-C
charakterisiert werden.

Vor dem Hintergrund, dass eine GBV-C Koinfektionnmehreren unabhangigen Studien mit
einem deutlichen Uberlebensvorteil bei HIV Infizear assoziiert war, ware die Aufklarung
der moglicherweise zugrundeliegenden Mechanismerbedeutender Schritt, der auch zur

Entwicklung neuartiger HIV Therapieansatze beitrag@nnte.

1.1.1 Die HI-Virus Infektion

HIV-1 Viruspartikel sind ca. 100nm grof3 und werdaem einer Lipoproteinhille umgeben.
Die Virushulle enthalt 72 etwa 10nm groBevGlykoproteinkomplexe. Diese bestehen aus
einem externen Anteil (gp120) und einem Transmengein (gp41). Die Virushlle
enthalt aulRerdem verschiedene Proteine der WikkszeB. HLA Klasse I- und lI-Molekiile,
die beim Abschnlren des Virus ("budding") aus demsproduzierenden Zelle inkorporiert
werden. Zu diesen Wirtsproteinen gehdren auch Adhégroteine wie ICAM-1, welche das
Anheften an neue Zielzellen erleichtern. Das pliridarotein befindet sich auf der
Innenseite der Virushille. Das p24-Kapsid-Antigéoofe antigen”) ist von zylindrischer
Gestalt und enthalt zwei Kopien der HIV-RNS. Diéegt als Protein-Nukleinsaurekomplex,
gebunden an das Nukleoprotein p7 und die reversesKriptase p64 vor. Aulder der reversen
Transkriptase (RT) enthalt das Viruspartikel auahdeae Enzyme, die es flr seine

Vermehrung bendtigt, wie z.B. die Integrase p32 diedProtease pl10 (siehe Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1.: Elektronenmikroskopisches Bild von HIV-1 links ursghematischer Aufbau
rechts (modifiziert nach Janeway’s immunology 2008)

1.1.1.1Die Epidemiologie des HI-Virus

Die Verbreitung von HIV hat sich in den letzten ZAhren zu einer Pandemie entwickelt, an
der nach Schatzungen der Organisation UNAIDS bigitera 25 Millionen Menschen
gestorben sind. Zurzeit sind etwa 33,2 Millionenngiehen mit dem HI-Virus infiziert. In
Deutschland lebten Ende 2007 rund 59.000 MenschgnHlV, darunter etwa 47.000
Méanner, rund 8.500 Frauen und rund 400 Kinder. 800 Personen war AIDS bereits
ausgebrochen. Im Jahr 2006 kam es zu ungefahr 2N#&0Onfektionen. In der ersten
Jahreshéalfte 2007 wurden 1.334 Neuinfektionen tegis 9% mehr als im
Vorjahreszeitraum (1.224), wobei 64% der Neuinfak&n homosexuelle Manner betrafen.
Eine weltweite Ubersicht der Epidemiologie von Hi¥ch ,AIDS epidemic update” von
UNAIDS, Stand Dezember 2007 (Update 2008) gibt Taldel.
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Tabellel.1: Epidemiologie des HI-Virus nach UNAIDSStand 2007-2008

HIV Infektionen im Jahr 2007

Total 33,2 [30,6-36,1]Mio.
Erwachsene 30,8 [28,2-33,6]Mio.
Frauen 15,4 [13,9-16,6]Mio.

Kinder unter 15 Jahrep2,5 [2,2-2,6]Mio.

Neuinfektionen

Total 2,5 [1,8-4,1]Mio.
Erwachsene 2,1[1,4-3,6]Mio.
Kinder unter 15 Jahrep0,42 [0,35-0,54]Mio.

AIDS Tote im Jahr 2007

Total 2,1[1,9-2,4]Mio.
Erwachsene 1,7 [1,6-2,1]Mio.
Kinder unter 15 Jahrep0,33 [0,31-0,38]Mio.

Es sind folgende Infektionswege bekannt:

sexuelle Transmission: mit Uber 75% der Falle dexfigste Ubertragungsweg
parenterale Infektion: i.v.-Drogenabusus (ivdu), efipie mit infizierten
Blutprodukten (Hamophilie) oder BluttransfusionenDig letzten beiden
Transmissionswege sind seit Einfihrung von HIV-Adtper-Tests im Jahre 1985 in
Europa selten)

akzidentelle Verletzungen im medizinischen Bereich

vertikale Ubertragung von einer HIV infizierten Mert auf das Kind wahrend der

Schwangerschaft, bzw. unter der Geburt

AIDS (,acquired immunaleficiency syndrome®) stellt das am weitesten fortgeschrittene

Stadium der Infektion dar, bei der durch das Hhumanel mmundefizienzVirus), ein

Immundefekt hervorgerufen wird. Klinisch manifegtisich AIDS durch opportunistische

Infektionen Pneumocystis cariniiPneumonie, Toxoplasmose), sekundare Neoplasien

(Kaposi-Sarkom) und neurologische Erkrankungen (dldssoziierte Enzephalopathie) als

Folge der geschéadigten zellularen Immunitat.
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1.1.1.2mmunpathogenese der HI-Virus Infektion

Das CD4 Oberflachenprotein stellt den primaren Rexefir das HI-Virus dar. Dies erklart
die Spezifitdt des HI-Virus fur Zellen des Immumduzentralen Nervensystems (ZNS). CD4
ist ein 58 kDa schweres monomeres Glykoprotein hefthdet sich auf der Oberflache von
ca. 60% aller T-Lymphozyten, von T-Zellvorlaufeiteel in Knochenmark und Thymus, auf
Monozyten und Makrophagen, Eosinophilen, dendhgscZellen und Mikrogliazellen des
ZNS. Die Bindung des viralen Hullproteins gpl20 @4 ist allerdings noch nicht
ausreichend, um dem Virus das Eindringen in dietd&lle zu ermdglichen. Es mussen
aulBerdem noch Korezeptoren vorhanden sein. Esmiitbrmalfall die Chemokinrezeptoren
CCR5 und CXCR4. Danach unterscheidet man M-tropieKtion Gber CCR5) und T-trope
(Infektion Uber CXCR4) HI-Virusstamme. Im Detailufé die Infektion der Zielzelle nach
folgendem Schema ab:

Das virale Glykoprotein gp120 bindet an bestimmerehe des CD4 Rezeptors, was zu
einer Konformationsdnderung von gp120 ful8ctlHritt 1: Adsorption). Diese Bindung an
CD4 induziert eine Interaktion der V3-Schleife vgp120 mit dem jeweiligen Membran-
Korezeptor CCR5 oder CXCR4. Daraufhin kommt es in@reKonformationsanderung des
Glykoproteins gp41, das nicht-kovalent an gpl120ugeen ist $chritt 2: Penetration).
Gp41, der transmembrane Anteil des Virushillpratgpl60, spielt bei der Fusion der Virus-
Hulle mit der Wirtszellmembran eine zentrale Roldées fuhrt schlie3lich zur Insertion eines
Fusionspeptids am hydrophoben gp4l1-NH2-terminalendeEin die Zellmembran der
Zielzelle. Dadurch wird die Fusionierung des Vimg der Zelle eingeleitet. Das Virusgenom
wird in das Zytoplasma der Zelle eingeschleustigésetzt und die Replikation beginnt
(Schritt 3: Uncoating und Schritt 4: reverse Transkiiption). Zunachst wird das virale
Genom durch eine reverse Transkriptase in die mi@/DNS umgeschrieben. In ruhenden T-
Zellen verbleibt diese provirale DNS in linearerisgpnaler Form im Zytoplasma. In sich
teilenden T-Zellen geht die provirale DNS in eined®orm Uber, tritt in den Nukleus ein und
wird danach durch das virale Enzym Integrase inGkxsom der Wirtszelle integried¢hritt

5: Integration) (siehe Abbildung 1.2).
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{1)Adsorption: {2}Penetration{3ncoating: {4)Reverse Transkription:: {BYintegration:
Virus Partikel bindetan CD4 - Fusion der Virushialle mitder | | Umschreiben der viralen RNA - ke c-DNA integriertindas
und Korezeptor aufder T- Zellmembranund in c-DNA Wirtsgenom
Zelloberflache Einschieusen der viralen RNA

o Chmmosomale DNA

Abbildung 1.2.: Infektionszyklus des HI-Virus bis zur Integratioms Wirtsgenom (modifiziert

nach Janeway’s immunology 2008)

Nach der Integration kann das Provirus Uber Mowaker Jahre im Genom der Wirtszelle
bleiben und eine latente Infektion verursachenemktiv kann die provirale DNS nach T-
Zellaktivierung transkribiert chritt 6: Transkription, Schritt 7: Translation ) werden.
Hierbei werden die mRNS-Transkripte in die versdhieen Gene durch Spleissen getrennt.
Die friih exprimierten Gentat undrev kodieren hierbei fir den viralen Transaktivatot,Ta
der stabilisierende Wirkung auf die viralen RNS#Blaipte hat, und Rev, das einen
Transport von ungespleissten und gespleissten miRdéShnitten in das Zytosol ermdglicht.
Mit ansteigender Menge von Rev werden immer melpragessierte oder nur teilweise
prozessierte Transkripte aus dem Zellkern exportielie dann entweder zu den
Strukturproteinen gp160, Pol und Gag translatiderals ungespleisste RNS als neues virales
Genom dienen und zu vollstadndigen Viruspartikelsazamengesetzt werdesahritt 8:
Assembly). Die vollstandigen Viren verlassen durch Knospdreginfizierten Zellen $chritt

9: Budding (Knospung)) (siehe Abbildung 1.3).
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{6)Transkription: {F)Translation: {fiTranslation: {B)Azsembiyi9) Budding:
akfivierte T- Zellen erlauben RNA Transkripte werden Die spaten Proteine gp160, Zusammenseizung der
eine Transknplion der viralen prozessiertund eflauben die Pol und Gagwerden vollstandigen Viruspartikel
RNA Translation der fmihen Gene exprimiert und Verlassen der Wirtszelle
fat undrev durch Knospung
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Abbildung 1.3.: Infektionszyklus des HI-Virus bis zur Knospung (@hfiziert nach Janeway's

B

immunology 2008)

Die produktive Infektion in Verbindung mit extensivknospung fuhrt schliel3lich zum Tod
der infizierten Zelle. Wichtig ist dabei, dass ed# Aktivierung der CD4 T-Zelle nach
Eintritt von HIV die Integration der proviralen DN&mdglicht, was die Voraussetzung fur
die Synthese neuer Virionen ish vitro Untersuchungen zeigen zudem, das HIV-1 sich
bevorzugt in aktive Gene (sogenannte ,hot spotg8griert (Morrison et al. 2000; Zhuang et
al. 2002). In dieser Hinsicht bietet das Mikromilieles lymphatischen Gewebes ideale
Bedingungen fur die Replikation von HIV. Der engéaumliche Kontakt zwischen
antigenprasentierenden Zellen und CO4Zellen, die Anwesenheit infektidser Virionen im
Bereich der follikular dendritischen Zellen und deerhandensein proinflammatorischer
Zytokine, wie TNF oder IL-6, begunstigen die Induktion einer Virygieation in latent
infizierten Zellen und verstarken das Ausmall dewusdtiermehrung in bereits infizierten
Zellen. Zudem kommt es durch eine Freisetzung vikmamiellen Produkten, wahrscheinlich

aus dem Darm, zu einer systemischen Immunaktivig(Brenchley et al. 2006).

1.1.2 HGV/GB-Virus C

Das GB Virus C wurde erstmals 1995 durch W®fieus Discovery Groupn den Abbott

Laboratorien bei der Suche nach zusatzlichen Emeg@er Non-A-Non-B-Hepatitis bei
einem Chirurgen mit den Initialen GB in einer wé#anischen Population entdedl&imons

et al. 1995).
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Gleichzeitig wurde das HGV-Virus (Hepatitis-G-Vijuaus Plasma eines HCV infizierten
Patienten isoliert (Linnen et al. 199@equenzvergleiche beider Viren zeigten, dass és sic
um verschiedene Isolate ein und desselben Virusddii#n deren Nukleotid- bzw.
Aminosauresequenzen zu 86% bzw. 95% zueinanderlbgma@ren (Alter 1996; Polgreen et
al. 2003). Spatere Studien zeigten keinerlei Asdmn zwischen dem GBV-C Virus und der
Hepatitis des Chirurgen aus Chicago, anderen Hgmati oder irgendeiner anderen
Erkrankung (Rambusch et al. 1998; Stark et al. 1989 Folgenden wird fir das HGV/GBV-
C Virus einheitlich die Bezeichnung GBV-C verwendet

GBV-C ist ein Vertreter der Flaviviridae, dessenn@® aus einem einzelstrangigen RNS-
Molekul positiver Polaritat von ca. 9,4 Kb Langestadht. Wie bei allen Flaviviridae enthélt es
einen durchgehenden offenen Leserahmen, der fiR@yprotein kodiert (Smith et al. 2000).
Die Genomorganisation entspricht weitgehend der [HEY. Man unterscheidet Struktur
(core, E1, E2) und Nichtstrukturproteine (NS2—-NS5D)e kodierenden Sequenzen des
Genoms werden an beiden Enden von nicht-kodierei@#uenzen (UTR) flankiert. Die
5'UTR enthélt wie bei HCV eine interne Ribosomentditsstelle (IRES) fiur die
Proteinsynthese (siehe Abbildung 1.4) (Simons.€1396).

HCV-Genom

e |l . E2 |pp7|| NS2 || NS3 ||NS4a||NSab || NS5a || NS5b |L

L N l Ll L

Kapsid Hliproteine  Metallo/ NS3 RNS-abhangige
Cysleinprolease Kofaktor RNS-Polymerase
Protease Membran-
Helikase anker
Protease
Kapsid? Hiliproteine  Metallof Helikase NS3 RNS-abhangige
Cysteinprotease T Kofaktor RNS-Polymerase
r 1 1 1 [
¢ |l m || E2 [[NS2 NS3 NS4 || NSsa || Nssb
5 UTR ; ; /3 UTR
IRES
GBV-C-Genom

Abbildung 1.4: Vergleich der Genome von HCV und GBV-C
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Die Existenz eines Core (Kapsid)- Proteins am atammanalen Ende wurde urspringlich
bestritten, da der offene Leserahmen bei manchewGHBsolaten kurz oberhalb oder direkt
mit dem E1-Protein endet. Somit fehlten in diesasdrahmen die notwendigen, fir ein
Kapsid kodierenden Sequenzen. Zusatzlich wurde rawfly von  héaufigen
Nukleinsdurepolymorphismen am aminoterminalen Endes offenen Leserahmens
angenommen, dass es sich hierbei um keine kodier&adjion handelt (Okamoto et al.
1997). Mittels biophysikalischer und elektronenrogéopischer Untersuchungen konnte
jedoch die Existenz von Nukleokapsidpartikeln mitee Gréf3e von ca. 50nm im Plasma
eines GBV-C-infizierten Patienten nachgewiesen emrdEbenso gelang es, aus Isolaten
GBV-C-infizierter Personen Antikdrper gegen einamtbinantes Peptid der Kapsid-Region
zu erzeugen. (Xiang et al. 1998). Diesen Datenlgefwird heute davon ausgegangen, dass
GBV-C eine fir das Kapsid-Protein kodierende Regimsitzt und diese aucim vivo
exprimiert.

Die Virushille von GBV-C ist analog zu HCV aus zwérus-Hullproteinen E1 und E2
aufgebaut. Im Unterschied zum HCV-E2 besitzt dasv&BE2 aber keine hypervariable
Region (Zampino et al. 1999). Das NS3-Protein besihe Serinprotease-Domane, aber auch
NTPase- und Helikaseaktivitdt. NS4 dient bei deral®Bpg des Polyproteins in die
Nichtstrukturproteine als Kofaktor der NS3-Protead¢S2 ist eine Zink-abhangige
Metalloprotease und katalysiert die autoproteotytesSpaltung von NS2/NS3. NS5A enthélt
die Interferon-Sensitivitatsdeterminierende Reg{t8BDR). Das NS5B-Gen kodiert fur die
virale Replikase, eine RNS-abhangige RNS-Polymeréseary et al. 1996; Smith et al.
2000).

GBV-C hat dadurch besonderes klinisches Intereskerbmen, dass in einigen Studien bei
HIV-1 Infizierten eine Assoziation einer GBV-C Vimke mit einem langsameren
Fortschreiten der HIV-1 Erkrankung zum Stadium AIDSd reduzierter Mortalitat
nachgewiesen wurde (Xiang et al. 2001; WilliamaleR004). Dabei war der Nachweis einer
GBV-C Viramie ein pradiktiver Marker fir langeresbé&teben unabhingig von einer
vorangegangenen oder gerade erfolgenden HAART, @4" T-Zellzahl, dem Alter,
Geschlecht oder ethnischer Herkunft. Die molekwamad zellularen Mechanismen, die
diesen Effekt zu Grunde liegen, sind derzeit noctbekannt. Die Identifikation der
zugrundeliegenden Mechanismen mit deren GBV-C dagression der HI-Viren hemmt,
konnte helfen, neue Behandlungsmethoden zu findke, das Spektrum der derzeit
vorhandenen Therapiemoglichkeiten erweitern.
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1.1.2.1Epidemiologie des GBV-C-Virus

GB Virus C (GBV-C), ein Mitglied der Flaviviridaast einer der engsten Verwandten des
Hepatitis C Virus (HCV). Im Gegensatz zu HCV reg@it aber GBV-C nicht in Hepatozyten,
sondern in CD4 und CD8 T-Lymphozyten. GBV-C wird uber die gleichen
Transmissionswege wie HIV-1 und HCV (sexuell, ki und parenteral) Ubertragen.
Bislang gibt es keine Erkrankung, die mit einer GBMnfektion im Menschen assoziiert
werden konnte.

Die Infektion mit GBV-C ist eine relativ haufige fektion mit einem weltweiten
Vorkommen. Zwischen 1% und 4% der gesunden Blutigresind mit dem GBV-C Virus
infiziert und haben nachweisbare Mengen viraler RINSSerum (Moaven et al. 1996;
Stapleton 2003)In der Mehrheit der Félle wird die Infektion egotich vom Immunsystem
eliminiert, und das Verschwinden der viralen RN®itgenit der Entwicklung spezifischer
Antikdrper gegen das virale Hullprotein E2 von GB\Weinher.

Die Koinfektionsrate von HIV und GBV-C liegt, je cfavorliegender Studie, zwischen 14%-
55%, wobei die Pravalenz bei homosexuellen Patienied Patienten mit intravendsem

Drogenmissbrauch hoher ist (Tillmann et al. 2001b).

1.1.2.2Die verschiedenen Genotypen von GBV-C

Wie bei dem Hepatitis C Virus kdnnen GBV-C Genotypanterschieden werden, die

geographisch unterschiedlich verteilt sind. Phylegsche Analysen zeigen eine Verteilung
auf 5 Hauptgruppen: Genotyp 1 in West-Afrika, sedtein Nordamerika und Europa,

Genotyp 2 in Nordamerika und Europa, Genotyp 3sta€len und Stidamerika, Genotyp 4 in
Sudostasien und Genotyp 5 in Stdafrika (Muerho#il.€2003; Schleicher et al. 2003).

1.2 Die GBV-C und HIV-Koinfektion

Aufgrund der Gemeinsamkeiten bei der Transmissigistiert eine grof3ere Anzahl an
Patienten, die sowohl mit HIV, als auch mit dem GB\nfiziert sind. Im Unterschied zu
einer HCV Koinfektion, die sich nachteilig auf d&ferlauf der HIV-Infektion auswirkt,

mehren sich seit 1998 Berichte, die mit einer GBWX@nfektion eine reduzierte Morbiditat
und Mortalitat von HIV infizierten Patienten in \lBndung bringen. Toyoda et al.
untersuchten eine Gruppe von 41 Hamophilen (davlo@RBV-C-RNS positiv), die sich alle
1983 mit HIV infizierten.
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Es zeigte sich, dass die GBV-C positiven Patieeiae geringere mittlere Viruslast (3,53 x
10" Kopien/ml versus 5,76 x f@opien/ml) und einen verlangsamten Progress ihii&f-
Infektion aufwiesen (Toyoda et al. 1998).

Heringlake und Kollegen untersuchten den Krankkeitauf von 197 HIV-positiven
Patienten. Von diesen waren 33 (16,8%) GBV-C RNSitpp 112 (56,9%) wiesen
Antikdrper gegen das Hullprotein E2 auf, und be(32,4%) fanden sich keine Hinweise auf
eine GBV-C Infektion (Heringlake et al. 1998). E=gte sich, dass Patienten mit positivem
Nachweis von GBV-C RNS spater an AIDS erkranktemn wieutlich l&nger lebten als
Personen ohne Hinweise auf eine GBV-C InfektionesBi Assoziation blieb auch dann
bestehen, wenn die Analysen stratifiziert nach rAdiger Anzahl der CD4T-Lymphozyten
durchgefiihrt wurden. Ein Uberlebensvorteil fanchsselbst bei Patienten, die bereits eine
AIDS definierende Erkrankung erlitten hatten.

In einer Serokonverterstudie an 95 HIV infizierteatienten untersuchten Lefrere et al. die
Effekte einer GBV-C Koinfektion auf den Krankheislauf von HIV. In Abstanden von je
drei und funf Jahren nach der Entwicklung der dsetien Antikdrper gegen HIV wurde die
mittlere HI-Viruslast und die mittlere CD4'-Zellzahl bestimmt, und es wurde bei den GBV-
C koinfizierten Patienten zu beiden Zeitpunktereesignifikant niedrigere HI-Viruslast und
nach finf Jahren auch eine signifikant hohere TDDZellzahl beobachtet. Die GBV-C
koinfizierten Patienten unterschieden sich ebenfalihrem klinischen Verlauf von den HIV
monoinfizierten Patienten. So wiesen bei Studieee®@% der GBV-C koinfizierten
Patienten, jedoch nur 20% der HIV monoinfizierteati€énten, keine klinischen Symptome
einer HIV Infektion auf, und die Uberlebensrate @BV-C koinfizierten Patienten war mit
100% deutlich hoher, als die der HIV monoinfizierteatienten (47%) (Lefrere et al. 1999).
Signifikant héhere CD4T-Zellzahlen konnten Yeo et al. bei GBV-C koinéigien Patienten
in einer Studie mit 131 hamophilen HIV-Patienteolmchten. Diese Patienten hatten zudem
ein geringeres Risiko, an AIDS zu erkranken. (Yeal €2000).

Tillmann et al. fanden eine inverse Korrelation gotien der GBV-C und der HIV Viruslast;
keine Korrelation fand sich hingegen zwischen dénédider GBV-C Viruslast und der Menge
der CD4 T-Lymphozyten (Tillmann et al. 2001a).

In einer weiteren Arbeit waren von 362 HIV infizien Patienten 144 (39,8%) GBV-C RNS
positiv. Von diesen verstarben wahrend des Beobagstzeitraums 41 (28,5%) im Vergleich
zu 123 von 218 (56,4%) Patienten, die GBV-C RNSatiegvaren.

11
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In der Cox-Regressionsanalyse zeigte sich fur Ratie ohne GBV-C Infektion nach
Beriicksichtigung von Parametern wie antiretrovifBlerapie, initiale Anzahl der CDZ-
Zellen, Alter, Geschlecht, Rasse und Ubertragungsmain um den Faktor 3,7 (p<0,05)
erhohtes Risiko, an den Folgen der HIV Infektiorsizrben (Xiang et al. 2001).

Williams et al. konnten 2004 signifikant hohere CO4Zellzahlen bei GBV-C koinfizierten
Patienten in einer Studie an HIV infizierten Mammeeobachten. Zudem bestétigten sich die
besseren Uberlebensraten chronisch mit GBV-C koartier Patienten, wahrend eine
Ausheilung der GBV-C Koinfektion mit der schlechites Prognose assoziiert war (Williams
et al. 2004).

Diesen Untersuchungen stehen allerdings einige geetudien gegeniber, welche den
positiven Einfluss der GBV-C Infektion nicht begg@&h bzw. in denen sogar negative Effekte
der Koinfektion festgestellt wurden.

Die Arbeitsgruppe um Brust konnte in einer Studie 180 HIV-Patienten keinen positiven
Effekt des GB Virus C auf den Verlauf der HIV Infeln feststellen. So waren die HIV
Viruslasten zwischen GBV-C koinfizierten und HIV nwnfizierten Patienten nicht
signifikant unterschiedlich. Zudem zeigten GBV-Qrkzierte Patienten am Studienende ein
erhohtes Mortalitatsrisiko gegentber HIV monoirdizen Patienten (Brust et al., 2002).
Quiros et al. konnten keinerlei Unterschiede zweschGBV-C koinfizierten und HIV
monoinfizierten Patienten beziiglich der Anzahl Viamdesfallen, dem Auftreten von AIDS-
definierenden Erkrankungen und der CO4Zellzahl feststellen (Quiros-Roldan et al. 2002)
In einer neueren Studie von Van der Bji et. algta sich in der Gruppe mit GBV-C Viramie
zwei Jahre nach HIV Serokonversion niedrigere CD4ellzahlen und eine beschleunigte
Krankheitsprogression im Vergleich zu den GBV-C RiN&ativen Patienten. Dieser Effekt
kehrte sich allerdings im Verlauf der Studie umdwa. 8 Jahre nach Beobachtungsbeginn
zeigten die Patienten mit persistierender GBV-CaNiie ein geringeres Risiko, an AIDS zu
erkranken und eine geringere Mortalitat (Van dgreBal. 2005).

Ebenfalls keinen Effekt der GBV-C Koinfektion aufrksche Parameter wie HIV Viruslast
und CD4 T-Zellzahl und den klinischen Verlauf einer HIVfektion fand sich in drei
weiteren Studien von Birk, Bjorkmann und Kaye (Bekal. 2002; Bjorkman et al. 2004;
Kaye et al. 2005).

Interessanterweise wurden bei HIV/GBV-C Koinfektiomwischen Unterschiede in der
CD4" T-Zellzahl in Abhangigkeit vom GBV-C Genotyp bechtet.
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Muerhoff et al. berichteten, dass HIV/GBV-C postifatienten mit GBV-C Genotyp 2b
Koinfektion hohere CD4 T-Zellzahlen im Vergleich zur GBV-C Genotyp 2a Kfaktion
aufwiesen (Muerhoff et al. 2003).

Weiterhin wurde bei einem Kollektiv HIV-1/HCV koiizierter Patienten mit zusatzlicher
GBV-C Genotyp 2 Koinfektion eine signifikant hthe@D4™ T-Zellzahl im Vergleich zu
einer GBV-C Genotyp 1 Koinfektion nachgewiesen (&atze-Zander et al. 2006).
Insgesamt sprechen daher die Fakten dafir, dass Kainfektion mit GBV-C einen
unabhangigen prognostischen Faktor fur den Verkoer HIV Infektion darstellt. Die
Mechanismen, mit denen eine GBV-C Koinfektion dewprt$chreiten der HIV Infektion

entgegenwirkt, sind aber bisher nicht aufgeklart.

1.3 Hypothesen zur Interaktion von HIV und GBV-C
Da GBV-C und HIV-1in vitro in den gleichen Zielzellen replizieren (Georgeakt2003;

Xiang et al. 2005) wird angenommen, dass beidenvaachin vivo direkt miteinander
interagieren. Xiang et. al konnten anhand mehi@tadien belegen, dass eine 85 Aminosaure
gro3e Region des GBV-C-NS5a Abschnitts zu eineiblaiung der HIV-1 Replikation in
Zellkultursytemen fuhrt (Xiang et al. 2006; Changke 2007; Xiang et al. 2008). Bisher ist es
weder gelungen, diese Ergebnigsesivo zu bestatigen, noch den genauen Mechanismus zu
identifizieren. Alternativ zu der direkten intrakzeéiren Interaktion von GBV-C und HIV-1
werden folgende indirekte Interaktionen diskutielie hier kurz skizziert und im Weiteren
genauer besprochen werden:

« Es wird vermutet, dass GBV-C Einfluss auf die Pididun von Zytokinen der CD4
und CD8 T-Zellen hat. Lalle et al. zeigten, dass eineKtifa mit GBV-C den IFNy
Spiegel in HIV/GBV-C koinfizierten Patienten gegéeti HIV monoinfizierten
Patienten erhéhen kann (Lalle et al. 2008). DaPdagression zum Stadium AIDS mit
dem Verlust der Produktion von IFNund IL-2 bei HIV monoinfizierten Patienten
assoziiert ist, ware eine mogliche Erklarung fin geotektiven Effekt von GBV-C
auf die HIV-1 Erkrankung, dass GBV-C eine Stalelisng des Thl-Zytokinprofils
bewirkt.

» Eine Interaktion zwischen HIV-1 und GBV-C ist tUltke Chemokinrezeptoren CCR5
und CXCR4 denkbar, den beiden HIV-1 KorezeptoreBVE& induziert eine
Sekretion von RANTES, MIPd. und MIP-13, den natirlichen Liganden des

Chemokinrezeptors CCR5, sowie eine Bildung von SD&em natirlichen Liganden
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von CXCR4. Nach Bindung der Liganden an die Chemrekieptoren kommt es zur
Blockierung und nachfolgender Internalisierung @POR5 bzw. CXCRA4, die dann fur
eine HIV-Infektion nicht mehr verfiigbar sind. Diesultierende Herunterregulation
von CCR5 und CXCR4, konnte bei HIV-1 Infiziertemen wichtigen Mechanismus
darstellen, der die Ausbreitung von HIV-1 im Wigrhmt.

Es ist moglich, dass die Effekte von GBV-C auf Hi®/ Infektion je nach GBV-C
Genotyp variieren. Solche Genotyp-abhangigen Mdshan koénnten darauf
beruhen, dass GBV-C Viruspartikel je nach Genotypterschiedlich mit
Wirtsproteinen interagieren. Von besonderem Int&eist dabei das Tetraspanin
CD81, an das das Hullprotein GBV-C-E2 binden undludeh die CCR5- und
CXCR4-Expression regulieren kann. Ebenfalls ware esrstellbar, dass
unterschiedliche GBV-C Genotypen zu verschiedengprdssionsmustern der Thl
bzw. Th2 Zytokine fiihren. Diversitat in den biochsohen Eigenschaften der
verschiedenen GBV-C-E2 Proteine konnte Uber dienobkizzierten zellularen
Veranderungen auch die diskrepanten Ergebnissechilish der Auswirkung einer
GBV-C Koinfektion auf eine HIV Infektion erklaren.

Einen Uberblick tiber die moglichen Interaktionem\®BV-C und HIV gibt die Abbildung

1.5.
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Abbildung 1.5: Ubersicht tiber die mdglichen Interaktionen vorVGB mit HIV
a) Vermutet wird, dass GBV-C zu einer verstarkten Espron der Thl und verminderten
Expression der Th2 Zytokine flhrt,
b) dber eine erhdhte Expression der R-Chemokine unNTHZS eine Internalisierung der
Oberflachenrezeptoren CCR5 und CXCR4 bewirkt und
c) uUber bis dato nicht ndher beschriebene MechanisirerReplikation von HIV mittels

direkter Interaktion intrazellular zu hemmen vermag

1.3.1 Zytokine und ihre Rolle bei der HIV bzw. GBV-C/HIV- Koinfektion
Zytokine sind Glykoproteine, die Wachstum und D#fezierung von Korperzellen
regulieren. Einige Zytokine werden dementsprechalsd Wachstumsfaktoren bezeichnet.
Viele Zytokine spielen eine wichtige Rolle fir immalogische Reaktionen. Im Rahmen der
naturlichen Immunitat werden Zytokine hauptsachliebn mononukledren Phagozyten
produziert (Monokine). Wahrend der spezifischen lmimteraktion werden weitere Zytokine
von aktivierten T-Lymphozyten produziert (Lympho&jn Die Bezeichnung Interleukine

umfasst die von Leukozyten gebildeten Zytokine.
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Es gibt 4 Hauptgruppen von Zytokinen:

* Interferone (IFN)

* Interleukine (IL)

» Kolonie-Stimulierende-Faktoren, CSéolonystimulatingfactorg

* Tumor-Nekrose-Faktoren (TNF)
Oftmals wird ein Zytokin von unterschiedlichen Zgflen gebildet und wirkt auch auf
verschiedene Zelltypen. Teilweise werden auch éhalibiologische Wirkungen durch
mehrere Zytokine vermittelt. Diese Redundanz igtmedlich ein Mechanismus, der eine
effektive Signallibertragung sicherstellen soll.akyhe wirken autokrin oder parakrin durch
Bindung an hoch-affine Rezeptoren auf ihren Ziddrel Gegenwartig sind mehr als flnfzig
Zytokine bekannt. Zu ihren biologischen Funktiongehtren neben der Steuerung der
Leukozytenontogenese (beispielsweise GM-CSF, llag)h steuernde Funktionen bei der
Aktivierung, Regulation von Wachstum und Differerzing von Immunzellen nach
antigenspezifischer T-Lymphozyten-Aktivierung (IL.12-4). Sie spielen dariber hinaus eine
Rolle als Regulatoren von Entziindungsreaktion unohditieilungsprozessen. Eine Ubersicht
Uber die verschiedenen Zytokine ist im Anhang Ifizden.
T-Lymphozyten unterscheiden sich je nach Differenmg in ihrem Zytokinprofil. In
Abhangigkeit vom Zytokin-Sekretionsprofil kénnen ITkand Th2-Antworten unterschieden
werden. Thl CD% T-Lymphozyten sezernieren vornehmlich InterleukindL-2) und
Interferony und damit Zytokine, die die Effektorfunktionen desnunsystems (Zytotoxische
T-Zellen (ZTL), NK-Zellen, Makrophagen) unterstiize Th2-Zellen produzieren
vornehmlich IL-4, IL-10, IL-5 und IL-6, also Zytoke, die eher eine humorale Immunantwort
begiinstigen. Es wird diskutiert, dass eine HIV dg@ehe Thl-Antwort protektiv wirkt, da
Thl-Zytokine fur die Ausbildung. einer ZTL-Antwowesentlich sind. Untersuchungen an
HIV exponierten, nicht infizierten Personen habeszejgt, dass bei diesen Menschen T-
Zellen nach in vitro Stimulation mit HNénw+Antigenen (gp120/gp160) und HIV-Peptiden
IL-2 sezernieren, nicht aber die T-Zellen von necimionierten Kontrollpersonen (Clerici et al.
1992).
Auch Untersuchungen an medizinischem Personal mdatielstichverletzungen und an
Neugeborenen HIV infizierter Mitter legen nahe,sdage HIV spezifische Thl-Antwort
eine protektive Immunantwort reflektiert. StudientlV-Langzeitiberlebenden weisen auch
darauf hin, dass multispezifische CDZ-Lymphozyten, die IL-2 und/oder Interfergn-

produzieren, eine gunstige Immunantwort gegen Hikéebllen.
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Die Bedeutung der T-Helfer Zell-Antwort fur den \éaarf einer HIV-Infektion wird durch
Studien unterstitzt, in denen die Progression éiiiérinfektion zum Stadium AIDS mit dem
Verlust des Thl-Zytokinprofils korrelierte, wahregléichzeitig eine erhéhte Produktion von
Interleukin-4 (11-4) und Interleukin-10 (I-10), s Th2 typische Zytokine, beobachtet
wurden. Ebenso wurde von Kannanganat et. al betdtaatass eine Kontrolle der HIV
Infektion mit der CD2 T-Zell spezifischen Expression der Zytokine IFNH.-2 und TNFe,
also einem stabilen Thl1-Zytokinprofils, einhergékitnnanganat et al. 2007). Es gibt nun
Hinweise darauf, dass die Koinfektion mit GBV-C dagokin Profil eines HIV-Patienten
positiv beeinflussen kann:

Bei Koinfektion mit GBV-C zeigten HIV infizierte Rianten ein stabiles T-Helfer 1
Zytokinprofil (Thl), im Gegensatz zu HIV monoinfizie Patienten (Nunnari et al. 2003).
Zusatzlich konnte in dieser Studie gezeigt werdiass HIV infizierte Patienten ohne GBV-
C-Koinfektion mit der Zeit ein T-Helfer 2 (Th2) Zkin Profil entwickelten.

1.3.2 Chemokine und Chemokinrezeptoren

Chemokinrezeptoren gehéren zur Familie der G-Rrogekoppelten Rezeptoren (GPCRS)
und zeichnen sich aus durch einen einheitlicherbdwfaus sieben Transmembrandomanen,
die durch drei intrazellulare und drei extrazeltal&chleifen miteinander verbunden sind,
sowie einem extrazellularen N-Terminus und einenranellularen C-Terminus. Die
Transmembrandoménen sind aus 20-27 hydrophobeno&éuren aufgebaut, die eine
helikale Anordnung aufweisen (siehe Abbildung 1.6).

Aufgrund von Ahnlichkeiten der Aminosauresequenzdea GPCRs in mindestens sechs
Familien eingeteilt, wobei die meisten der Rezeptader ersten Familie angehdren. In der
Unterfamilie 1a, zu der Geruchsrezeptoren, diersdgen Rezeptoren und auch Rhodopsin
gehdoren, binden kleine Liganden innerhalb der Trreamsbrandoméanen. In der Unterfamilie
1b ist die Ligandenbindungsstelle primar in Bererthdes N-Terminus und der
extrazellularen Schleifen lokalisiert. Zu dieser mil@e gehoren unter anderem die
Chemokinrezeptoren (Bockaert et al. 1999).

Chemokinrezeptoren vermitteln die zielgerichtete gfdiion von Leukozyten zu
Entzindungsherden. Diese Rezeptoren werden aktiwen Chemtaxis induzierenden
Zytokinen die als Chemokine bezeichnet werden. Jedochdiewirkung der Chemokine tber

die Induktion von Migration hinaus.
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Chemokine spielen eine Rolle bei der Leukozytensidnd in der Hamatopoese und
Angiogenese, sowie bei der Pathophysiologie zatieziErkrankungen (Menten et al. 2004)
Chemokine sind kleine Proteine mit einem Molekutavight von 7-14 kDa, die eine
hochkonservierte Region mit 4 Cysteinen aufweis#in, durch Disulfidbriicken miteinander
verknupft sind (Baggiolini 1998; Sallusto et al.08). Anhand der Anordnung der beiden
aminoterminalen Cysteine werden Chemokine in vietetgruppen unterteilt. Bei den CC-
Chemokinen liegen die beiden Cysteine direkt nelpaneler, wahrend sie in CXC-Chemokinen
durch eine beliebige Aminosaure getrennt sind. Neliesen beiden Hauptgruppen gibt es noch
zwei kleine Chemokin-Untergruppen, die C-Chemokini¢ zwei Mitgliedern und die C(3C
Chemokine mit bisher einem identifizierten Vertrgi€ohen et al. 1996; Mackay 2001; Viola et
al. 2008).

Eine Ubersicht Uber die in dieser Arbeit behandefdemokine gibt die Tabelle 1.2. Eine

vollstandige Ubersicht ist in Anhang Il. zu finden.

Tabelle 1.2: Ubersicht Uber die in dieser Arbeit bbandelten oder beschriebenen

Chemokine und deren Rezeptoren

Chemokine und ihre Rezeptoren
Chemokine : : .
(systematischer Name) Chemokine (ordindarer Name) Spezifische(r) Rezeptor(en)
CXCL
CXCL8 IL-8 CXCR1,2
CXCL 10 IP-10 CXCR3Aund B
CXCL 12 SDF-1/p CXCR4/CXCR7
CCL
CCL3 MIP-1a CCR1,5
CCL4 MIP-1p CCR5, CCR1
CCL5 RANTES CCR1,3,5

CC-Chemokinrezeptoren (CCR) sind die Rezeptoren @€-Chemokine und anderer
CXC-Chemokinrezeptoren (CXCR) dbm ausschliel3lich CXC-

Chemokine. Dabei kann ein Rezeptor innerhalb eklasse mehrere Chemokine binden.

Chemokin-Klassen.

Andererseits kann ein Chemokin in der Regel meh@nremokinrezeptoren aktivieren
(Baggiolini 1998; Sallusto et al. 2008). Neben Héassifizierung Uber ihre Struktur kénnen
Chemokine und Chemokinrezeptoren auch nach furgdteam Gesichtspunkten in konstitutive

und inflammatorische Chemokine eingeteilt werden.
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Dabei regulieren konstitutive Chemokine die Leukemynigration unter physiologischen
Bedingungen, wahrend die Sekretion inflammatorisc@lgemokine durch inflammatorische

Zytokine induziert wird.

1.3.2.1Die Oberflachenrezeptoren CXCR4 und CCR5

Die Oberflachenrezeptoren CXCR4 und CCR5 werdereruahderem auf den meisten
hamatopoetischen Zellen sowie auf dendritischenledel vaskularen Endothelzellen,
Neuronen und Gliazellen exprimiert (Dragic 200hyelVerteilung und Dichte auf den Zellen
unterscheidet sich jedoch voneinander (Doms 2000).

CXCR4 (CD184) ist ein Glykoprotein von 352 Aminosgmu Lange (Murdoch 2000; Horuk
2001). Wie alle Chemokinrezeptoren gehdrt CXCR4 Guuppe der G-Protein-gekoppelten
7-Transmembran Rezeptoren (Feng et al. 1996). BeeRor verfugt Uber vier extrazellulare
Domanen (3 extrazellulare Schleifen und das N-teafei Ende, siehe auch Abbildung 1.6).
CXCR4 findet sich auf T- und B-Lymphozyten und mpytéren Zellen, nicht aber auf
Neutrophilen (Bleul et al. 1997).

Zwischen dem CXCR4-Rezeptor und seinem Liganden-Stromal-derived factor Y1
besteht eine ,monogame“ Beziehung, das heil3t, SO8&t1lder einzige Ligand dieses
Rezeptors. Dies wird durch einen identischen Ply@inedbn Méausen, bei denen entweder das
Gen fur SDF-1a oder CXCR4 deletiert wurde, nahegéMagasawa et al. 1996; Burger et al.
1999). Die Signaltransduktion des CXCR4-Rezeptard durch Bindung von SDF-1 an den
N-terminalen Rezeptoranteil, sowie die ersten zewdrazellularen Schleifen des CXCR4-
Rezeptors initiiert (Crump et al. 1997).

CCR5 (CD195) ist, wie CXCR4, ein G-Protein-gekopgrel Rezeptor mit sieben
Transmembran-Domanen. Auch CCR5 ist ein Glykopmnoteit 352 Aminosauren Lange und
verfugt ebenfalls tUber vier extrazellulare Domari@rextrazellulare Schleifen und das N-
terminale Ende) (Alkhatib et al. 1996b; Deng etl&96; Dragic et al. 1996).

Neben CD4- und CD8-positiven T-Zellen wird CCR5 lawuf Monozyten, Makrophagen,
dendritischen Zellen und CD56 positiven NK-Zelleqpemiert (Premack et al. 1996; Horuk
1999). Daruber hinaus wurde CCR5 auch auf FibrodtagssefaRendothelzellen, Astrozyten,
Thymozyten und CD34-positiven Knochenmarkszelleenidiziert (Menten et al. 2002).
CCRS5 wird fast ausschlie3lich auf Thl-Zellen expeirnund fehlt nahezu auf Th2-Zellen
(Qin et al. 1998).
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Die wichtigsten physiologischen Liganden von CCRAdsdie CC-Chemokine RANTES
(Regulated on Activation Normal T cell-Expressed &wutretel] MIP-1a (Macrophage
inflammatory protein &) und MIPP (Macrophage inflammatory protein LRRaport et al.
1996). Sechs weitere CC-Chemokine kdénnen ebeallSCR5 binden:

LDP783 (eine Isoform von MIP-d), MCP-1 (CCL2), MCP-2 (CCL8), MCP-3 (CCL7) und
MCP-4 (CCL13) sowie Eotaxin (CCL11l) (Menten et &002). Die CCR5-Liganden
unterscheiden sich im Hinblick auf ihre Affinitaegeniber dem Rezeptor und in ihrer
Potenz, eine HIV-Infektion zu inhibieren. MCP-3 @ials funktioneller Antagonist von
CCRS5 betrachtet, da dieses Chemokin zwar hochlifidet, aber kein intrazellulares Signal
zu induzieren scheint (Blanpain et al. 1999).

Die Aminosauresequenz und der Aufbau von CCR5/CXGiRd in der Abbildung 1.6.

dargestellt.
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exirazellular

Plasmamembran

intrazellular

Abbildung 1.6: Graphische Darstellung der Chemokinrezeptoen @XCR4 und B) CCRS.
Gezeigt ist die Aminosauresequenz der HIV-Korezepto Die Positionen wichtiger
Aminosaurereste sind angegeben. Die an der BildongDisulfidbriicken beteiligten Cysteinreste
(C) sind durch Strichstrukturen (1) dargestellt. eDiPositionen der potentiellerN-
Glykosylierungsstellen sind durch Baumstrukturergdstellit.

1.3.2.2Die Modulation von CCR5/CXCR4 durch HIV und HIV/GBYV -C-Koinfektion

Kurz nachdem CD4 als essentieller Oberflachenrezdjit die HIV-Infektion identifiziert
worden war (Dalgleish 1985), konnte gezeigt werdiass CD4 alleine fur eine Infektion mit
HIV nicht ausreicht. Die Expression von humanem GID#i Maus Zellen zeigte, dass neben
CD4 fur eine erfolgreiche Infektion von HIV weiterelamals unbekannte Faktoren - fir eine
Infektion notwendig sind (Tersmette et al. 198%jd&t al. 1991). 1995 konnten Cocchi et al.
zeigen, dass eine Zugabe von MiPMipl1p und RANTES die HIV-Infektion verhindern

konnte (Cocchi et al. 1995).
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Wenig spater konnten die Chemokin-Rezeptoren CGREGXCR4 als Korezeptoren fir die
HIV-Infektion identifiziert werden (Alkhatib et all996a; Deng et al. 1996) (siehe auch
Abbildung 1.7).

Patienten mit einem raschen Verlauf scheinen elitelsolaten infiziert zu sein, die CXCR4
als Korezeptor benutzen (T-trope Isolate). In déthphase der HIV-Erkrankung finden sich
dagegen meist M-trope Virusisolate, die CCR5 alseKeptor bendtigen. Die Expression
dieser Korezeptoren ist auRerdem vom Aktivierungsaul der CD4T-Zellen abhangig. So
findet man CXCR4 insbesondere auf naiven T-Zell@BR5 hingegen auf aktivierten bzw.
auf Effektor/Memory T-Zellen. Bei der Transmissioon HIV werden vornehmlich M-trope
Isolate weitergegeben, auch wenn im ,Donor* T-trdpelate Uberwiegen (Weber 1989;
Murakami et al. 2000; Clapham et al. 2001).

Warum M-trope Stamme effizienter bei der prim&reranEmission sind, ist bisher nicht
eindeutig geklart. Fakt ist, dass 95% aller HI-ginfektionen auf M-trope Virenstamme
zurtckzufiuihren sind. Es existieren dazu folgendeofien:

Langerhans-Zellen im Mukosaepithel exprimieren CCRBer kein CXCR4. Sie kdénnen
somit nicht durch T-trope Stdmme infiziert werd&am anderen bewirkt die Bindung von
M-tropen Stammen die Sekretion von chemotaktisdh@ktoren fir Makrophagen und T-
Zellen und erhoéht somit die Anzahl an potentiellérelzellen im Infektionsbereich.
(Schmidtmayerova et al. 1996; Izmailova et al. 20G@#e et al. 2003; Lee et al. 2003)
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Abbildung 1.7: Infektion durch M-tropesa) und T-tropeslf) HI-Virus und Blockade durch die
Liganden der Korezeptoren CCR5 und CXCR4 (modifiz:ach Luster 1998)

Die besondere Bedeutung von CCR5 fir die HIV-Infektwurde durch einen genetischen
Polymorphismus erkannt. Individuen, die homozygat éin CCR5A32-Defektallel sind,
kénnen nur einen trunkierten Rezeptor bilden, ddrtran der Zelloberflache exprimiert wird.
Diese Merkmalstrager sind fast vollstandig vor eiH#&/-1 Infektion geschitzt, da M-trope
Isolate, die hauptsachlich fur die Ubertragung \diess bei der Erstinfektion verantwortlich
sind, keine Korezeptoren auf den Zielzellen vorfindLiu et al. 1996; Samson et al. 1996;
Benkirane et al. 1997; Xiao et al. 2000). Der Szhuan Individuen vor einer HIV-Infektion,
die keinen funktionellen CCR5 exprimieren, hat CCRi5einem wichtigen Ansatzpunkt far
eine neue Klasse antiviraler Pharmaka, sogena@@&5 Antagonisten, gemacht (Nansen et
al. 2002). Analog zu CCR5 konnte die Herunterregutaoder Blockierung von CXCR4 die
Infektionsrate von T-tropen Stdmmen verringern godit T-Zellen vor Infektion mit T-
tropen HIV-Isolaten schitzen (Copeland 2006; Kdxetzal. 2008).

In einerin vitro Studie von Xiang et al. konnte gezeigt werdensddie experimentelle
Infektion von PBMCs mit GBV-C zu einer ReduktionrdReplikation von HIV-Isolaten
fuhrt, die CCR5 oder CXCR4 als Korezeptoren furldfektion von T-Zellen benutzen.
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Bei diesen Experimenten fiihrte GBV-C zu einer vémrte:n Expression von RANTES, MIP-
la, MIP1b, den natirlichen Liganden fir CCR5 und=9Ddem einzig bekannten Liganden
fur CXCR4. Die Bedeutung dieser Chemokinligandemdeuveiterhin dadurch belegt, dass
die Hemmung der HIV-Replikation durch GBV-C nachgdhe von Antikdrpern gegen die
Chemokine RANTES, MIPla, MIP1b und SDF-1 blockierden konnte (Xiang et al.
2004).

Analog konnte gezeigt werden, dass eine Infektiah dem Hepatitis-C-Virus zu einer
verminderten Oberflachenexpression der Chemokipteren CCR1 und CCRS5 fuhrt
(Lichterfeld et al. 2002). Fur das Hullprotein E@sdHepatitis-C-Virus konnte weiter gezeigt
werden, dass es an CD81 bindet und eine Vielzdhilder Funktionen beeinflusst (Pileri et
al. 1998; Wack et al. 2001; Crotta et al. 2002;nfset al. 2002). CD81 ist ein auf allen
Lymphozyten vorkommendes Trans-Membranprotein dausTetraspanin-Familie, das unter
anderem bei der Adhasion, Proliferation, Differemang, Degranulation und Aktivierung von
Immunzellen involviert ist (Maecker et al. 1997leiiet al. 1998; Crotta et al. 2002; Maecker
2003).

Die CD81/HCV-E2 Bindung induziert eine SekretiomvBANTES, einem der natirlichen
Liganden des Chemokinrezeptors CCR5. Durch die BBigdvon RANTES an CCRS5 wird
der Rezeptor blockiert und internalisiert (Nattenma&t al. 2004).

Analog zur CD81/HCV-E2 Bindung wurde auch eine dakéion zwischen CD81 und dem
GB-Virus-C gefunden. Auch hierbei fuhrt eine Bindudes GB-Virus C (GBV-C) E2
Hullproteins an CD81 zur Induktion von RANTES unttarenB-Chemokinen, wie MIP-d
und MIP-13, die dann an CCR5 binden und dadurch die Obe#l@ekpression von CCR5
reduzieren. Auch die Expression von SDF-1 war dabd@ht. Somit besteht die Mdglichkeit,
dass eine Infektion mit GBV-C zu einer reduzier@perflachenexpression von CCR5 und
CXCR4 fuhrt, die eine Infektion und die Progressieimer HIV-Infektion beeinflussen

kénnten (Nattermann et al. 2003).
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1.4 Ziele der Arbeit

Die Auswirkungen einer GBV-C-Koinfektion auf den dfkheitsverlauf HIV infizierter
Patienten wurden in den letzten Jahren kontrovesteutlert. Wahrend die meisten Studien
den protektiven Effekt einer GBV-C-Koinfektion b@sgien, konnte in einigen wenigen
Arbeiten eine positive Auswirkung der GBV-C-Koinfel auf den Krankheitsverlauf einer
HIV-Infektion nicht nachgewiesen werden.

Aufgrund der relativ geringen Gré3e bzw. der gegmgthnischen Diversitat der untersuchten
Kohorten konnten einige wichtige Aspekte, wie diégiithen Effekte der GBV-C-Viruslast,
das Auftreten von GBV-C-E2 Antikdrpern, einer Kakfion mit unterschiedlichen GBV-C-
Genotypen und die Auswirkungen der HAART-Therapieden bisherigen Arbeiten nur
eingeschréankt berticksichtigt werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, ameregro3en HIV-1 Population die
Hypothese zu prufen, dass eine GBV-C-Koinfektiameai positiven Effekt auf ausgesuchte
klinische Parameter unter besonderer Bertcksianggler HAART, der GBV-C-Viruslast,
dem Auftreten von GBV-C-E2 Antikdrpern und der ustdiedlichen GBV-C-Genotypen
hat.

Als erstes sollte eine epidemiologische Studieiaarggrol3en HIV-1 Population durchgefiihrt
werden, die sich aus zwei europaischen HIV-Koho#desammensetzt. Hierbei sollten bei
HIV infizierten Patienten mit GBV-C-Koinfektion Uatschiede im Verlauf zwischen
ausgeheilter und persistierender, replikativer Kiiée Gberprift und der Einfluss der
verschiedenen Genotypen auf die HIV-Viruslast,atisolute CD4T-Zellzahl, das Auftreten
opportunistischer Infektionen und die CDC-Stadiatetsucht werden.

Als néchstes Ziel dieser Arbeit sollten an einetidhi¢enstichprobe aus der Studienkohorte
molekulare Untersuchungen zur mdglichen Interakiton GBV-C mit HIV durchgefuhrt
werden, die zur Aufklarung maoglicher Effekte eir@BV-C-Koinfektion auf die klinischen
Parameter bei HIV-Infektion beitragen kénnen. Heerfollte die Oberflachenexpression der
HIV-Korezeptoren, CCR5 und CXCR4 und deren natfidit Liganden, sowie der
Serumspiegel verschiedener ausgesuchter Thl/Th@kidgt unter Berlcksichtigung der
GBV-C-Viruslast, dem Auftreten von GBV-C-E2 Antikiarn und den einzelnen GBV-C-

Genotypen untersucht werden.
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Abschlie3end sollte das fir die Virus-Zielzell-Irgtktion essentiell gehaltene GBV-C-E2
Protein auf Genotyp-abhangige Unterschiede in derind@sduresequenz hin analysiert
werden, um Hinweise fur die Erklarung moglicher Ggp-abhangiger Effekte der GBV-C-
Koinfektion zu finden.

Diese Untersuchungen sollen die Frage klaren, abinwiefern eine GBV-C-Koinfektion
Einfluss auf den klinischen Verlauf einer HIV-Intedn hat und ob sich dieser Einfluss auf
bestimmte Pathomechanismen zurlckfihren lasst. Aatlten der GBV-C-Genotyp, das
Vorhandensein von GBV-C-E2 Antikérpern und die GBWiruslast als maogliche
Einflussfaktoren gesondert betrachtet werden.
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2 Material

2.1 Reagenzien zur Extraktion

Nukleinsauren

QIAamp DNS Blood Mini Kit
QIAamp Viral RNS Mini Kit
RNeasy Mini Kit

QIAquick PCR Purification Kit
[3-Mercaptoethanol

Ethanol, absolut

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

und Aufreinigung von

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
MERCK, Darmstadt

Nukleasefreies, steriles Wasser (Ampuwzg. Fresenius AG, Bad Homburg

2.1.1 Reagenzien flr die Agarosegelelektrophorese

50 bp O’GeneRulét DNS Leiter

Fa.

50 x TAE (Tris Acetat EDTA) — Puffer

(pH = 8,5):

242 g TrisAminohydroxymethan
57,1 ml Eisessig

100 ml EDTA (0,5 M)

ad 1000 ml Aqua bidest
Gel-Ladepuffer (50 ml) :

12,5 ml Ficoll 400

5 ml Bromphenolblau-Lsg. (0,25%)
32,5 ml Aqua bidest

Agarose

Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml)

Fa.
Fa.
Fa.

Fa.

Fa.

Fa.
Fa.

Fermentas,

Sigma, Deisenhofen
MERCK, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Biochrom Seromed, Berlin
MERCK, Darmstadt

Gibco BRL, Eggenstein
Gibco BRL, Eggenstein
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2.2 Reagenzien fur den Nachweis von GBV-C

* RNase freies kD Fa. Qiagen, Hilden
e Quanti Tec RT Mix Fa. Qiagen, Hilden
« QuantiTec SYBR Green RT-PCR Kit  Fa. Qiagen, Hilden
* GBV-C Primer Fa. TIB Molbiol, Berlin

2.2.1 Primer fur die GBV-C RT-PCR und ,Nested“-PCR

Name Primersequenz Nukleotidposition in der
GBV-C 5'UTR
EP-1 5-ATG CCACCC GCC CTC ACCCGA A-3' -20 bis -41
EP-2 5-AAA GGTGGT GGA TGG GTATG-3' -447 bis -427
IP-3 5-“CCC CACTGG TCY TTG YCAACT C-3' -152 bis -173
IP-4 5-AAT CCC GGT CAY AYTGGT AGC CAC T-3 -407 bis -383

Die Positionen der Primer beziehen sich auf dieeReizsequenz mit dem Genbank-
Zugangscode: AY196904. Hierbei wird ausgehend venetsten Position des Startcodons
der GBV-C-Translation gezahlt (Position 514-516n{® et al. 1997). Die Primer EP-1 und
EP-2 werden in der ersten RT-PCR eingesetzt; dieren Primer IP-3 und IP-4 in der
anschlieBenden ,Nested“-PCR. Abbildung 2.1 zeigtldige der Primer in der 5'UTR.
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le
Kapsid? Hillproteine  Metallo/ Higltse: NS3 RNS-abhangige
Cysteinprotease T Kofakior RNS-Polymerase
som 1 L 1 1 | /- 1
IRES [ GBV-C Gesamtgenom
c E1 E2 || NS2 NS3 NS4 NS5a NS5b
| — . 73 UTR
GBV.C5 UTR\
516 -427bis 447 -407 bis 383 152bis 173 20bis 41 0
EP2 P4 IP3 EP-1
One Step RT-PCR™Amplifikat
\ 427 Basenpaare }
_Nested™ Amplifikat
256 Basenpaare

Abbildung 2.1: Lage der RT-PCR und Nested PCR Primer im GBV-@Qdse und die daraus
resultierenden Amplifikate. In der RT-PCR wird eih27 Basenpaar grol3e Sequenz der 5'UTR
und in der ,Nested“ PCR eine 256 Basenpaar groae®e der 5'UTR amplifiziert.

2.2.2 Primer fur die RT-Echtzeit-PCR zum Nachweis von GBVC

Name Primersequenz Nukleotidposition in der
GBV-C 5' UTR

374for 5-TAT CCG GCG AGT TGA CAA GG-3' -181 bis6a

486rev 5-CCG CCG CGG AGC TGG GTG G-3' -51 bis -69

Die Positionen der Primer beziehen sich auf dieeReizsequenz mit dem Genbank-
Zugangscode: AF12195. Hierbei wird ausgehend vanedsten Position des Startcodons
(Position 555-557) der GBV-C Translation gezéhlhbAdung 2.2 zeigt die Lage der Primer
in der GBV-C 5'UTR.
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Protease
Kapsid? Hillproteine  Mefallof Hel NS3 RNS-abhangige
Cysleinprotease Kofaktor RNS-Polymerase
som 111 1 | ] ]
IRES % :
GBVC om
C E1 E2 NS52 NS3 NS4 NSha NS5b Sesanmigen
: : "3 UTR
GBV.C5' \
L_P E_H
557 181 bis 162 SHibis 69 O
3idior 486rev
.One Step™HT Echizeit PCR Amplifikat
130 Basenpaare

Abbildung 2.2: Lage der RT-Echtzeit-PCR Primer im GBV-C-Genomdudas daraus
resultierenden Amplifikat. In der RT-Echtzeit-PCRrdveine 130 Basenpaar groRe Sequenz der
5'UTR amplifiziert.

2.3 Primer fur die Sequenzierung der GBV-C-E2 Region

Name Primersequenz Position im GBV-C-
E2-Gen
E2F1con 5-TGG GAAAGT GAG TTT TGG AGA TGG-3' 4184
E2-F3a  5-AAC CCA AAC GTC CCG GTG GGA GGC T-3' 136385
E2startF1  5-ATG GCG GGG ATG TCG CAA GGC G-3' 601-622
E2segAR 5-ACC AAA CTC CAC ACATCG ATC-3' 954-973
E2seqAF 5-GAT CGA TGT GTG GAG TTT GGT-3' 954-973
E2F2a 5-CCG ATC TTG GTC ATG GTG TAG GA-3' 1297-831
E2-F1 5-GGY AAY CCG GTG CGG TCV CCC YTG C-3 1261288
E2-R1 5-GCC TCH GCC AGC TTC ATC AGR TA-3’ 1669-169
E2-F2 5-TCC TAC RCC ATG ACC AAR ATC CG-3 1297-131
E2-R2 5-AAA YAC AAA RTC CAR VAG CAR CCA-3 1636-1%9
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Die Positionen der Primer beziehen sich auf dieeRsizsequenz mit dem Genbank-
Zugangscode: U36380. Hierbei wird ausgehend vonedsien Position des Startcodons
(Position 524-526) der GBV-C-Translation gezahlbbAdung 2.3 zeigt die Lage der Primer
im GBV-C-E2 Gen.

Prolease
Kapsid? Hillproteine  Melallo/ Helaze NS3 RNS-abhangige
Cysteinprotease T Kofaktor RNS-Polymerase
som |1 1 1 1 1
IRES T T T T T T ] T GBVLC
= Gesamtgel 10imM
c || E E2 || Ns2 NS3 NS4 || NSsa || Nssb [—
- | - /3 UTR
E1 GBV.C E2
S Sl T
—> > — —> — <— <
T ; Y o
418441 954 973 E2seqAF 1263.1288 13851361 1691-1669
E2F1con 973 954 EZsegA R E2F1 E2F1 E2R2
601 622 1297 1319E2 P2 1659 1636
E2start 1 13191297 E2F2a E2R1
RT1 Amplifikat 944 Basenpaare k )
| | | R'I'-ZAmpllﬁkat 428 Basenpaare
NE1 Amplifikat 372 Basenpaare NE-2Amplifikat 365 Basenpaare k }
NT-SAmpIiIikatYSSZ Basenpaare

Abbildung 2.3: Lage der RT-PCR und ,Nested* Primer fur die Sequerung des GBV-C-E2 Gen
im GBV-C-Genom und die daraus resultierenden Arilalié.

2.4 Reagenzien fur die CCR5-Genotypisierung

* Q-Solution Fa. Qiagen, Hilden

« LightCyclefd FastStart DNS Mastdf Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
SYBR® Green |

» LightCycler] Capillaries Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

* Primer Fa. TIB Molbiol, Berlin
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2.4.1 Primer fur die CCR5-Genotypisierung mit SYBR-Greenl

Name Primersequenz Position im CCR5 Gen
583for 5-ACC TCG AGC TCT CATTTT CC-3 602-583
664rev 5-CCA GCC CCAAGATGACTATC-3 645-664

2.4.2 Reagenzien flr die Separation von peripheren Blutimphozyten

« Ficoll (D=1,077 g/cm) Fa. PAA Laboratories, Pasching, Austria
* PBS (pH 7,4) Apotheke des UniversitatsklimkBonn
*  RPMI 1640 Medium+ Glutamin Fa. PAA LaboratoriBasching, Austria

2.4.3 Reagenzien fur die Kultivierung von peripheren Blutymphozyten

* RPMI 1640 Medium+Glutamin Fa. PAA LaboratoriBasching, Austria
* FCS (Fetales Kalberserum) Fa. PAA LaboratpRasching, Austria
« BSA Fa. Sigma, Deisenhofen

2.5 Reagenzien flr die Durchflusszytometrie

 AntiCD4 FITC Klon Sk3 Fa. BD Biosciences, Heiolig
* Anti CD8 PE Klon SK1 Fa. BD Biosciences, Heidethe
* Anti CD3 PerCP Klon SK7 Fa. BD Biosciences, Hédeg
* Anti CCR5 APC Klon 2D7 Fa. BD Biosciences, Helmkely
* Anti CXCR4 APC Klon 12-G5 Fa. BD PharMingen, Hdlubrg
» Isotypkontrolle PerCP  Mouse IgG Fa. BD Biosciences, Heidelberg
* Isotypkontrolle PE/APC Mouse Ig& Fa. BD Biosciences, Heidelberg
* Isotypkontrolle FITC Mouse IgG Fa. BD Biosciences, Heidelberg
» Waschpuffer (CellWash) Fa. BD Biosciences, Héiele
* Fixierlésung (CellFix) Fa. BD Biosciences, Hélmbrg
* Lysis Puffer (BD PharmLyse™) Fa. BD Bioscienddsidelberg
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2.6 Reagenzien fur die Stimulationsexperimente

« Rekombinantes GBV-C-E2-Protein

(aus CHO Zellen) Fa. Roche Diagnostics, Marmhei
* Anti-GBV-C-E2 monoklonal
vom Schaf Fa. Roche Diagnostics, Mannheim
* Anti-GBV-C-E2 polyklonal
aus GBV-C monoinfiziertem Serum Fa. Roche DiagossMannheim
* PBS (pH 7,4) Apotheke des UniversitatsklinikBonn
» Carbonat-Puffer (pH 9,6)
15 mM NaCQ0; Fa. MERCK, Darmstadt
35 mM NaHCQ Fa. MERCK, Darmstadt

2.7 Reagenzien zur quantitativen Bestimmung von MIP-@, MIP-

1B, IP-10, 1I-12 und IFN-y im Serum

* MIP-1a ELISA-Kit, Serie Quantikine Fa. R&D Systems, Wiesbaden
* MIP-1( ELISA-Kit, Serie Quantikine Fa. R&D Systems, Wiesbaden
« Human IFNy ELISA, Serie OptEIAY Fa. BD Biosciences, Heidelberg
« Human IP-10 ELISA, Serie OptEIX Fa. BD Biosciences, Heidelberg
« Human IL-12 ELISA, Serie OptEIA' Fa. BD Biosciences, Heidelberg

2.8 Reagenzien zur quantitativen Bestimmung VOrRANTES in

Zellkulturtiberstanden
* RANTES ELISA-Kit, Serie Quantikine Fa. R&D Systems, Wiesbaden

2.9 Reagenzien zur quantitativen Bestimmung von GBV-C-E

Antikorpern im Serum

* WPLATE Anti-HGenv Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
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2.10 Sonstige Labormaterialien

* S-Monovette fur EDTA Blut, 9ml Fa. Sarstedt, NUmbrecht

e S-Monovette zur Serum-Gewinnung, 9ml Fa. Sarstedt, Nimbrecht

» Polypropylen-Zentrifugenrdhrchen, Fa. Greiner, Frickenhausen
15ml und 50ml
* Polystyren-FACS-R6hrchen, 6ml Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
* Mikrotitterplatten (96 Vertiefungen) Fa. Nunc, Wiesbaden
» Auslaufpipetten (wattiert) 10ml, 25ml Fa. Sarstedt, Numbrecht
* Einweg-Pipettenspitzen Fa. Biozym, Oldendorf

(RNSase-frei, aerosolresistent) 10ul, 100ul,

200ul, 1000pl
* Neubauer-Zahlkammer improved Fa. Eich, Heidelberg
« Einweg-Handschuhe, Satin Plus Fa. Kimberly-Clark, Koblenz

« Eppendorf-ReaktionsgefaRe 0,5ml, 1,5ml Fa. Eppendorf, Hamburg

2.11 Gerate
LightCycler] -Instrument Fa. Roche, Mannheim
Thermocycler PTC 200 Fa. Biozym, Hess

GeneAmp 9600 Fa. Perkin Elmer, Waltham, USA
Biofuge Pico Fa. Haereus, Osterode
Elektrophoresekammer GNA 100 Fa. Pharmacia, Frgibu
Elektrophoresekammer GE-D3 16 Fa. Protrans, Ketsch
Electrophoresis Power Supply EPS 600 Fa. Pharmia@dyurg
Feinwaage BP61 Fa. Sartorius, Gottingen
Mikrowellenherd Fa. Bauknecht, Schorndorf
Heizblock Dri-Block DB-2A Fa. Techne, Wien
Photometer Gene Quant Fa. Pharmacia, Freiburg
Durchflusszytometer FACS-Calibur Fa. Becton Dickinson, San
mit CELL Quest Software Jose, USA
CO2-Inkubator Serie 300, 165 | Fa. Nunc GmbH, Waeksn
Sterilbank Gelaire Fa. Flow Laboratories,

Meckenheim
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Plattenschuttler
Invers-Lichtmikroskop
ELISA-Reader

Vortex

Pipetten

10ul, 100ul, 200ul, 1000ul
Stickstoff-Tank

Typ MTS 2 IKA-Labortechnik, Staufen

Typ DM IL Fa. Leica, Wetzlar

Tecan Spectra Mini Fa.TECAN/SLT, G&im
Genie 2 Fa. Scientific Industries, Wien

Fa. Eppendorf, Hamburg

Type 250 TEC-Lab, Kalamazoo, USA
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3 Methoden

3.1 Gewinnung von Nukleinsauren

3.1.1 RNS-Extraktion

Die RNS-Extraktion erfolgte mit Hilfe de®lAamp Viral RNA Kit™ Um RNasen zu
inaktivieren und die Isolierung intakter RNS zu géwleisten, wird die Probe zunachst unter
stark denaturierenden Bedingungen lysiert. Hiermmtdder speziell von der Firma Qiagen
entwickelte Puffer AVL. Das Verfahren der RNS-Ektran beruht auf der selektiven
Bindung von Nukleinsduren an eine Silicagel-MainxGegenwart von chaotropen Salzen.
Durch zwei nachfolgende Waschschritte mit den beida QlAamp Viral RNA Kit™
enthalten Waschpuffern AW1 und AW2 wird die RNSeayeigt und anschlieRend in RNase
freiem Wasser oder einem geeigneten Puffer, hierPddfer AVE, eluiert. Dieser Puffer
enthalt Natriumazid und verhindert somit mikrol@e¥erunreinigung. Im Anschluss wurde
die RNS bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gatftag

Durchfihrung:

* 560ul Puffer AVL in ein 1,5ml Reaktionsgefald vodeg

e 140ul Serum zupipettieren und 15 s vortexen

e 10 min Inkubation bei Raumtemperatur

* kurz anzentrifugieren

» 560ul Ethanol (96—-100%) zum Reaktionsansatz peyettiund 15 s vortexen

* kurz anzentrifugieren

e 630ul der Losung auf ein®@lAamp-Spinsduleauftragen und 1min bei 6.000g
zentrifugieren

* Filtrat verwerfen und restliche Losung auftragemn(h bei 6.000g zentrifugieren)

* Spinsaule in neues 2ml Auffanggefal® Uberfihrenaf@ul Puffer AW1 zupipettieren

* 1 min bei 6.000g zentrifugieren

» Spinsaule in neues 2ml Auffanggefal? Uberfihren50@il Puffer AW2 zupipettieren

* 3 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugieren

e Spinsaule in ein sauberes 2ml Auffanggefald Ubegfimd 1 min bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugieren
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* Spinsdule in ein sauberes 1,5ml-Reaktionsgefaflfliftben, 40ul Puffer AVE
zupipettieren und fir 1 min bei Raumtemperatur bi&ren

* 1 min bei 6.000g zentrifugieren

3.1.2 DNS-Extraktion

Die DNS-Extraktion erfolgte mit Hilfe deQiagen DNS Blood Mini Kit™Das Verfahren der
DNS-Extraktion beruht dabei auf der Denaturierung Yroteinen durch Detergenzien. Die
freiwerdende DNS wird mit Hilfe einer Saule (Silggd-Matrix, die als vernetztes Polymer in
einem Zentrifugenrohrchen angebracht ist) selektigt reversibel gebunden. Die bevorzugte
Isolierung chromosomaler DNS gegentber zellularsiSRyeschieht durch Einstellen von
speziellen Pufferbedingungen des hier verwendetsepuffers AL. Diese wurden von der
Firma Qiagen auf optimale Bindung der chromosom&&ls an die Saule eingestellt. Der
Salzgehalt und pH-Wert sind so gewéhlt, dass eimetddnination der gebundenen DNS mit
z.B. Proteinen unterbunden wird. Die gebundene DMN® mit den im Kit enthaltenen
Waschpuffern AW1 und AW2 gereinigt und anschlieRerittdem Eluationspuffer AE von
der Saule gelost. Der Puffer AE enthéalt EDTA zuwalisierung der eluierten DNS, die nun
bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert werkiinn.

Durchfihrung:
e 20ul Protease in ein 1,5ml Eppendorfgefald vorlegen
200u!l EDTA-Vollblut zupipettieren

200ul Puffer AL zupipettieren und 15 s vortexen

e 10 min Inkubation bei 56°C, nachfolgend 15 min 887C (um potentiell infektiose
Erreger zu inaktivieren)

e 200pI Ethanol hinzugeben und erneut vortexen

* Gemisch von Schritt 3 in eine Sau@lAamp-Spinsau)aiberfiihren und fir 1 min bei
6.000g zentrifugieren.

 Filtrat verwerfen

* 500ul Puffer AW1 hinzugeben und fir 1 min bei 6 @@entrifugieren.

» Filtrat verwerfen

* 500ul Puffer AW2 hinzugeben und fir 3 min bei 20@@entrifugieren.

e Saule in ein sauberes 1,5ml Eppendorf-Gefal3 Ubeniilund 50ul Puffer AE

hinzugeben
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* 5 min Inkubation bei Raumtemperatur

* 1 min bei 6.000g zentrifugieren.

3.2 Methoden zur Detektion des GBV-C-Virus
3.2.1 Die Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktionp@lymerase chain reaction=PCR) ermaoglicht es, eine
sequenzspezifische Amplifikation und Analyse vorkiinsauren durchzufihren (Mullis et
al. 1986; Mullis et al. 1987). Das Prinzip bestehtder enzymatischen Vermehrung eines
DNS-Abschnittes mittels einer Polymerase und zwefligonukleotid-Primer, die
gegenlaufig an komplementare DNS-Strdnge bindemmiDdéasst sich binnen weniger
Stunden eine grofRe Anzahl von Kopien eines bes@mrtNS-Abschnittes herstellen. Die

PCR-Reaktion besteht aus 3 Schritten, die als Zyklissammengefasst werden:

1. Denaturierung: Zur Erzeugung von Einzelstrangendeserdie DNS-Doppelstrédnge bei
95°C getrennt.

2. ,Annealing*: Unter Hybridisierungsbedingungen edgbl die Anlagerung der
Primermolekiile an die einzelstrangige Matrizen-DNlite dazu gewahlte Temperatur
(Annealingtemperatur) ist u.a. abhangig von La@;Gehalt und Sequenz des Primers.

3. Elongation: Die Synthese der Komplementéarstrange5in 3'-Richtung durch eine

hitzestabile DNS-Polymerase erfolgt bei 72°C.

Dieser Zyklus wird 30- bis 40-mal mittels eines ewgnnten Thermocycler, der die Proben in
einer programmierbaren Abfolge auf bestimmte Tempeen aufheizt bzw. kihlt,
wiederholt.

In der Regel wird fir die Anlagerung der Primer die Matrizen-DNS eine Temperatur
gewahlt, die 5°C unter der Schmelztemperatur desydPiMatrizen-Hybrids liegt. Eine
niedrigere Annealingtemperatur erh6ht zwar die Bgs¢rate, beeintrdchtigt aber die
Spezifitat des Vorgangs. Die Synthese des kompl&iram Strangs findet bei 72°C statt. Die
Dauer dieses Reaktionsschrittes wird abhangig wsrLédnge des zu amplifizierenden DNS-
Abschnittes gewahlt. Als Faustregel wird eine Sgadgeschwindigkeit von ca. 1000bp pro
Minute angenommen. Bei idealen Bedingungen (Ankatfonseffizienz E=1) fuhrt jeder
Reaktionszyklus zu einer Verdopplung der Ziel-DNS.
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Unter experimentellen Bedingungen sind far vershbne Ziel-DNSs

Amplifikationseffizienzen zwischen 0,46 und 0,9%nételt worden (Siebert et al. 1992). Die

Amplifikationseffizienz hangt unter anderem von d&marakteristika der zu amplifizierenden

Sequenz, insbesondere von den gewahlten Primerssgueab. Lange und Basen-

Zusammensetzung der Zielsequenz sind dem gegenubeweitrangig (Wang et al. 1989;

Siebert et al. 1992).

Nur wahrend der frihen PCR-Zyklen findet eine amnéth exponentielle Amplifikation statt,

in spateren Zyklen hingegen stellt sich der sogeteaRlateaueffekt ein. Dieser Effekt wird

auf folgende Faktoren zurtckgefuhrt:

1. Bei hohen Produktkonzentrationen konkurriert Bieassoziation der denaturierten
Strange mit dem Anlagern der Primer (Erlich etl@P1).

2. Das molare Verhaltnis zwischen DNS-Polymerasé diel-DNS fallt unter einen
kritischen Wert.

3. Inhibitoren wie Pyrophosphat, das beim Einbau déukleotide frei wird,
akkumulieren im Reaktionsgefal3.

4. Eine oder mehrere der bendtigten Reaktionskoemten werden limitierend.

3.2.2 RT-PCR

Mit Hilfe der Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCRyskn sich spezifisch RNS-Sequenzen
amplifizieren. Da die RNS nicht direkt als Templateeiner PCR eingesetzt werden kann,
muss sie zunachst in einen komplementaren DNSt(@@NS) umgeschrieben werden
(reverse Transkription). Fur diese Reaktion stekWermschiedene RNS-abhéngige DNS-
Polymerasen, die Reversen Transkriptasen, zur yenfg.

Bei der hier verwendeten RT-PCR finden die Reakfiinrdie c-DNS-Erststrangsynthese und
PCR in einem Reaktionsgefal3 statt. Da einer datebePrimer in der Reaktion fir die c-
DNS-Erststrangsynthese und fur die nachfolgendenR P@erwendet wird, sind
sequenzspezifische Primer eine unabdingbare Vartaussy flur den Erfolg der RT-PCR.
Vorteil der hier verwendeten RT-PCR ist die einfaddandhabung. Ein Umpipettieren
zwischen der reversen Transkription und PCR entféllas zudem ein vermindertes
Kontaminationsrisiko bedeutet. Durch optimal aufeider abgestimmte Komponenten

kbnnen weitere Pipettierschritte eingespart werden.

39



Methoden

So enthalt der in dieser Arbeit verwend€ire-Step-RT-PCR™Kit der Firma Qiagen eine

Enzymmischung bestehend aus zwei Reversen Tratesdeip (Omniscript und Sensiscript)
und einer speziell entwickelten Hot-Start-DNS-Podyase idotStarTad" DNS-Polymerase).

Die beiden RT-Enzyme erlauben aufgrund ihrer hoA&mitat zu RNS eine effiziente

reverse Transkription. Sie decken in der gemeinsaverwendung einen weiten Bereich an
RNS-Ausgangsmenge ab (von 1pg bis zu 2ug), da bditde unterschiedliche

Ausgangsmengen optimiert sind. Das dritte EnzymKiiss HotStarTaq™DNS-Polymerase,

ist eine chemisch modifizierte Tag-Polymerase, awhrend der relativ niedrigen
Reaktionstemperatur beim RT-Schritt vollkommen tnakist. Durch eine einfache

15mindtige Inkubation bei 95°C im Anschluss an deverse Transkription wird die

HotStartTaq™ DNS- Polymerase aktiviert und gleichzeitig die desi reversen

Transkriptasen inaktiviert.

Durchfihrung RT-PCR:
* Ansatz des Reaktionsgemisches auf Eis
10pl 5XxQIAGEN OneStep RT-PCR Buffer™
2ul - dNTPs (10mM)
0,6ul vorwarts Primer (EP1, 50uM)
0,6ul rackwarts Primer (EP2, 50uM)
2ul QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix™
31,3ul RNase freies 4@

* 46,5ul Reaktions-Mix in ein 200ul Eppendorf Reahksigefal3 pipettieren
» 3,5ul RNS zupipettieren (zur Negativkontrolle 3,5{20)
* Reaktionsgefale verschlielRen und 5 s bei 700gifzgeren

RT- PCR Program:

Reverse Transkription: 50°C fur 20 min

Initiale Denaturierung: 95°C fur 15 min

40 Zyklen: 94°C fur 30 s, 55°C fur 60 s, 72°C @lrs
Abkuhlen: 4°C bis Entnahme

Die Produkte der RT-PCR wurden bis zur weiterennégrdung bei -20° gelagert.
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3.2.3 ,Nested“-PCR

Um auch kleinste Mengen (bis zu 3 Kopien) viral&3Rnachzuweisen, ist es notig, an die
initialen Amplifikationsschritte der RT-PCR eine eite PCR anzuschlieRen. Dies erreicht
man mit dem Einsetzen eines zweiten Primer Paasssd entworfen und synthetisiert wird,
dass beide Primer innerhalb des gewilnschten  Seamjsoimittes  des
Amplifikationsproduktes aus der ersten Amplifikatibinden. Das zweite Primer-Paar sorgt
daflr, dass nur das gewunschte Amplifikat in hakiesbeute gebildet wird.

Durchfiihrung ,,Nested“-PCR:
* Ansatz des Reaktions-Mix auf Eis
5ul 10 xPfu Puffer mit MgSQ
1l dNTPs (10mM)
0,6ul vorwarts Primer (IP3, 50uM)
0,6ul rackwarts Primer (IP4, 50uM)
0,5ul  PfuDNS Polymerase
40,8l Ampuwa HO
» 48,5ul Reaktions-Mix in ein 200ul Eppendorf Reaksigefal3 pipettieren
* 1,5ul RT-PCR-Produkt zupipettieren (zur Negativkole 1,5ul HO)
» Reaktionsgefal3e verschlieRen und 5 s bei 700gifzgngren

PCR-Programm fir die zweite Stufe der ,Nested“-PCR:

Initiale Denaturierung: 95°C fur 2 min
34 Zyklen: 95°C fur 50 s, 55°C fr 30 s, 72°C 120 s
Abkuhlen: 4°C bis Entnahme

Die Amplifikationsprodukte wurden nach Durchfuhruter ,Nested“-PCR bei -20 °C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

3.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Das Prinzip der Agarose-Gelelektrophorese beruhtlauBewegung geladener Molekiile in
einem elektrischen Feld. DNS-Molekiile besitzen eimelLénge des Molekuls proportionale

negative Gesamtladung.
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Sie beruht in erster Linie auf den negativen Teéilgen der Phosphatgruppen der
Nukleinsauren und bewirkt, dass DNS sich im elsklen Feld in Richtung der Anode
bewegt. Die Agarosegelmatrix dient als Molekuldrsidurch das kleine DNS-Molekile
schneller wandern kénnen als gro3ere. Daruber sinand die Wanderungsgeschwindigkeit
von der angelegten Spannung, den PufferbedingurdganAgarosekonzentration und der
Konformation der DNS-Fragmente bestimmt. Die Vigiafung der DNS erfolgt mit Hilfe
von Ethidiumbromid. Dieses kann in die DNS-Doppg¥hénterkalieren und unter UV-
Strahlung zur Abgabe von Fluoreszenzlicht angexegtien.

Fur die Auftrennung der DNS-Fragmente wurden 29%igarosegele hergestellt.

Durchfihrung:

* 50ml TAE-Puffer in einen 100ml Erlenmeyerkolben geb

* 1g Agarose einwiegen und mit Magnetrthrer gut duisbhen

* im Mikrowellenherd mehrmals aufkochen, bis die Axgar vollstandig geldst ist

» Lo6sung auf etwa 45°C abkihlen lassen

o 2,5ul Ethidiumbromid-Losung (10ug/ul) zupipettieren

» vorsichtig durchmischen

* L&sung luftblasenfrei in den Geltrager giel3en

* je 8ul der DNS-Proben mit 2ul Laufpuffer versetzen

* nach Erstarren des Gels, Proben und Langensta(s2ogd-Leiter) auftragen

* die Auftrennung erfolgt 30-45 min bei 100mA (120Mn einer Mini-
Elektrophoresekammer

3.2.5 GBV-C-Status und Genotypisierung

Um den GBV-C-Infektionsstatus zu bestimmen, wur@ehnExtraktion viraler RNS aus
Patientenseren (siehe 3.1.1) und mittels der 22 und 3.2.3 beschrieben&T-PCR und
anschlielRender ,Nested“-PCR ein 255 Basenpaar gré8guenzabschnitt der 5UTR des
GBV-C-Virus amplifiziert (Muerhoff et al. 1996; Mueoff et al. 2003; Schwarze-Zander et
al. 2006) und mittels der unter 3.2.4 beschriebgbelelektrophorese auf das Vorhandensein
von GBV-C-RNS hin analysiert.
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Abbildung 3.1: Agarosegel einer ,Nested*-
PCR. (1) Marker, (2) negativ Kontrolle, (3, 4)
GBV-C positive Proben

<— Nested” Produkt

Hierbei wurden solche Proben als positiv definiglit eine Bande bei ca. 255 BP nach
erfolgter ,Nested“-PCR aufwiesen (siehe Abbildung)3Die positiven Proben wurden zur
Sequenzierung an die Firma Seqglab, Gottingen gadclidie Ergebnisse der Sequenzierung
wurden uns als Chromatogramme und SequenzfolgedPASTA-Format Gbergeben und mit

dem Sequenzanalyse-Programm Bideditalysiert.

3.3 Echtzeit-PCR

Die Echtzeit-PCR stellt eine Weiterentwicklung deerkémmlichen PCR dar, die es
ermdglicht, wahrend der Amplifikation die ZunahmesdProduktes zu detektieren. Die heute
erhaltlichen Systeme basieren in der Regel auf pleotometrischen Messung von
Fluoreszenz. Es gibt verschiedene Mdglichkeitektr@asabhéngig Fluoreszenz-Signale zu
erzeugen. Am einfachsten ist die Verwendung vorbstaffen wie SYBR-Green, die an
doppelstrangige DNS interkalieren und fluoreszieMschteilig ist hier, dass auf diese Weise
generierte Signale nicht sequenzspezifisch sind aamdit auch Primer-Dimere und falsche
Amplifikate detektiert werden. Eine andere Mdogliefikist z.B. die Verwendung von
Fluoreszenz markierten Sonden, die unter Ausnutaworg FRET FluoreszenzResonanz
EnergieTransfer) oder Quenching bei Vorliegen von kompletdiem DNS-Fragmenten ein

Fluoreszenzsignal erzeugen.

3.3.1 Echtzeit-PCR mit dem LightCycler-System

Die Abbildung 3.2 zeigt einen schematischen Quersicdurch das LightCycler-Gerat. Die
Reaktionskammer und das Probenkarussell sind aterilslaen mit geringer Warmekapazitat
gefertigt. Dadurch und durch das glnstige Verhgilron Oberflache zum Volumen der
Glaskapillaren kénnen Aufheiz- und Abkilhlraten viois zu 20°C pro Sekunde erreicht

werden.
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Die Temperaturregulierung erfolgt tber eine Heimdpi welche die Umgebungsluft auf die
entsprechende Temperatur aufheizt. Ein VentilatoBaden der Kammer saugt die Luft Uber
die Heizspirale an und sorgt fir eine homogene Beatprverteilung. Das Probenkarussell
bietet Platz fur 32 Kapillaren, welche durch eingohrittmotor tGber eine Optik bewegt
werden kénnen. Die Anregung der Fluoreszenzfarastafolgt durch eine lichtemittierende
Diode (470 nm) Uber die Spitze der Kapillare. Diasikt als optische Einheit und gibt die
emittierte Fluoreszenz gebindelt nach unten wiedér Eine Kombination von
halbdurchlassigen Spiegeln und wellenlangenspehdis Filtern leitet die emittierte
Fluoreszenzstrahlung zum Fluorimeter weiter. Diesasidelt das optische Signal in ein
elektrisches Signal um, welches sofort Gber dieberSchnittstelle zum PC Ubermittelt wird,
so dass der Verlauf der PCR in Echtzeit am Recheréolgt werden kann.

Der LightCycler besitzt drei Detektions-Kanale (F3), welche Fluoreszenzen mit
Wellenldangen von 530 nm (Fluorescein/SYBR-Greed)) Gm (LC-Red640) und 710 nm
(LC-Red705) messen konnen (Bellin et al. 2001).b&gline Fluorophore wie Fluorescein
oder SybrGreen konnen direkt durch die LightCytlED angeregt und ihre resultierende
Emissionsfluoreszenz im Kanal F1 gemessen werden.Gegensatz dazu kbénnen die
Fluorophore LC-Red 640 oder LC-Red 705 nur indirektuber

Fluoreszenzresonanzenergietransfer angeregt wésidre Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Schematische Ubersicht des LightCycler Gerates

3.3.2 Schmelzkurvenanalyse

Das LightCycler-System bietet die Mdglichkeit, ilngchluss an die Amplifikation eine
Schmelzkurvenanalyse durchzufihren. Die mittlere hn@dztemperatur () von
doppelstrangigen DNS-Molekilen hangt in ersteré.wvon ihrer Nukleotidzusammensetzung
ab. Da Guanin-Cytosin-Basenpaare Uber drei Was$irsicken miteinander verbunden
sind, bendtigt ihre Trennung gegeniber den Adehyiidin-Paaren, die nur zwel
Wasserstoffbriicken ausbilden, einen hoheren Ersrfyiand. Ebenfalls Einfluss auf die
Schmelztemperatur hat die Ldnge der DNS-Moleldgie die lonenzusammensetzung des

Puffers (Ririe et al. 1997).
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Zur Bestimmung der Schmelztemperatur wird bei kanérlicher Fluoreszenzmessung die
Temperatur beginnend bei einer Temperatur zwise®& und 70°C stetig um 0,1°C pro
Sekunde erhéht, bis zur vollstdndigen DenaturierdergDNS bei 95°C. Die Auswertung der
Schmelzkurve erfolgt mittels der ersten Ableitungr debildeten Fluoreszenzkurven. Die
lokalen Maxima dieser Ableitung geben die mittleBshmelztemperaturen der entstandenen

Produkte oder der verwendeten Sonden an.

3.3.3 Echtzeit-RT-PCR zum quantitativen Nachweis von GBWE

Fur die quantitative Bestimmung der GBV-C-RNS waetihe in unserem Labor etablierte
Methode angewandt (Nischalke et al. 2004). Die GBV-C-RNS positiv identifizierten
Proben konnten durch eine RT-Echtzeit-PCR quarditizverden.

Durchfihrung:

* Ansatz des Reaktions-Mix auf Eis

10ul 2x QuantiTeSYBR Green RT-PCR Master Mix™
2ul vorwarts Primer (374for, 10uM)
2ul rackwarts Primer (486rev, 10uM)

0,2ul QuantiTec RT Mix™

0,8ul HO

» 15ul Reaktions-Mix in die Kapillaren pipettieren

* 5ul RNS zupipettieren (zur Negativkontrolle 5y

» Kapillaren verschliel3en und 5 s bei 700g zentréuegn

Echtzeit-RT-PCR-Programm:

Reverse Transkription: 50°C fur 20 min

Initiale Denaturierung: 95°C fur 15 min

40 Zyklen: 94°C fur 15 s, 65°C fur 20 s, 72°C 3lrs

Detektion: am Ende der Elongation bei 85°C (Dideiskanal F1)

Schmelzkurvenanalyse:

Denaturierung: 95°C fur 20 s

Reassoziation: 65°C fur 20 s
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Schmelzkurve: 65°C-95°C (Heizrate 0,1°C/s) bei kaneérlicher Messung der

Fluoreszenz

3.4 Qualitativer Nachweis der GBV-C-E2 AntikOrper mittels
ELISA

ELISAs (,enzyme linked immuno sorbentassay”) dienen zum spezifischen Nachweis von
Proteinen durch Antikorper (Engvall et al. 1971agtall et al. 1971b). Bei der in dieser
Arbeit verwendeten Sandwich-ELISA Technik wird simgenannter Fangantikérper an einer
Mikrotiterplatte immobilisiert, der das entsprectlen Antigen selektiv in komplexen
Proteinlésungen binden kann (Yolken et al. 1977 Detektion erfolgt Gber einen direkt
oder indirekt markierten Sekundarantikbrper, delgege ein anderes Epitop als der
Fangantikoérper gerichtet ist. Der erste AntikorgpesatingAntikorper) wird an eine feste
Phase hier eine spezielle 96-well-Mikrotiterplatgeebunden. Die Probe mit dem
nachzuweisenden Antigen wird dann in die Vertieemgler Mikrotiterplatte gegeben und
Uber einen bestimmten Zeitraum inkubiert. Wahrerebat Zeit bindet der an die Platte
gebundene Antikorper das in der Probe vorhandendigéim Nach Ablauf der
Inkubationsphase wird die Platte gewaschen. Dieelungdenen Bestandteile der Probe
werden dadurch entfernt und zurtck bleibt nur sag-angantikorper gebundene Antigen. Im
nachsten Schritt wird ein Detektiondetection-Antikorper zugegeben, an dessen Ende ein
Enzym (meistens Meerrettichperoxidase (HRP, von l.erdwrseradish, Alkalische
Phosphatase (AP) oder seltener Glucoseoxidase (G@Xunden ist. Dieser zweite
Antikdrper bindet ebenfalls an das Antigen und edsteht der AntikGrper-Antigen-
Antikdrper Komplex). Durch erneutes Waschen dettt®lavird der tberschissige zweite
Antikdrper ausgewaschen und dann ein zum Enzymepdss SubstratChromogei
zugegeben. Dieses wird vom Enzym zu einem Realdiodskt umgesetzt, dessen Nachweis
durch Farbumschlag, Fluoreszenz oder Chemoluminesedolgen kann. Fur quantitative
Nachweise wird eine Serie mit bekannten Antigenkotrationen durchgefuhrt, um eine
Kalibrierungskurve fir das gemessene Signal (dpéigExtinktion, emittierte Intensitat) zu
erhalten.
Die Antikorper gegen das GBV-C-E2 Protein treteahn¥erlust der GBV-C-RNS im Serum
auf (Hassoba et al. 1997; Bourlet et al. 1999). GB¥2 Antikdrper kdonnen tber Jahre nach
abgelaufener GBV-C-Infektion persistieren und silaiinit ein Marker fir eine abgelaufene
GBV-C-Infektion.
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In Einzelfallen kénnen GBV-C-RNS und GBVHE2 Antikorper gleichzeitig gefunden
werden. Das Vorhandensein der GBV-C-E2 Antikorperde in allen Patientenseren mit
dem kommerziell erhaltlichepPLATE Anti-HGenv™ler Firma Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim Uberprift. Hierbei wird durch eine leiciM®difizierung des Sandwich ELISA
Prinzips der GBV-C-E2 Antikdrper in Seren nachgeeie

1. Immunreaktion:

Ein biotinylierter monoklonaler Anti-GBV-C-E2 Antikper aus der Maus wurde mit
rekombinant aus CHO-Zellen hergestellten GBV-C-E2ntigen gemischt
(Inkubationslosung 2a) und an eine Streptavidirchiebteten Oberflache (Vertiefung
einer 96-well Mikrotiterplatte) gebunden. An daspésentierte GBV-C-E2 Antigen
konnten nun die potentiell vorhandenen Antikorpergen GBV-C-E2 aus den
Patienten-Serumproben binden.

2. Immunreaktion:

Ein in Konjugatpuffer geltster anti-h-f-ePOD aus dem Schaf (Inkubationslésung 4a)
konnte nun an die Antikbrper gegen GBV-C-E2 aus @&atienten-Serumproben
binden.

3. Indikatorreaktion:

Je nach Menge des an den Komplex aus GBV-C-E2 é&m#c gebundenen anti-h-
Fcy~POD kann nach Zugabe einer Substrat-Chromogennigdgudsung 7a) eine

bestimmte Fluoreszenz mittels ELISA-Reader ausgerleserden.

Durchfiihrung des uPLATE Anti-HGenv™ ELISA

» vorbereiten aller Losungen nach Protokoll

* je 10ul der Negativ- und Positivkontrolle und der@nprobe mit 200ul Probenpuffer
verdinnen

e je 20ul fur jede der verdinnten Negativ- und Pasitntrolle und Serumproben in die
Vertiefungen des Mikrotiterstreifens geben

* je Probe und Standard 80ul Inkubationslésung 2elzem

« mit Abdeckfolie abkleben und auf einem SchuttlériBkubieren

* 5 x mit 300ul Waschlésung 9a waschen

* je Probe und Standard 100l Inkubationslésung galzen

» mit Abdeckfolie abkleben und auf einem SchuttlériBkubieren

* 5 x mit 300pul Waschlosung 9a waschen
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* je Probe und Standard 100ul Substrat-Chromogenrdgiga zugeben
* mit Abdeckfolie abkleben und auf einem Schiittléritn Dunkeln inkubieren

e Auswertung im ELISA-Reader bei 405nm

Funktionskontrolle und Grenzwert Bestimmung

Fur die Funktionskontrolle des ELISA wird aus desiiven und negativen Kontrolle der
Mittelwert der im ELISA-Reader gemessenen Extinkt{&) ermittelt. Fir die Gultigkeit des
Tests mussen folgende Bedingungen erfillt sein:

Der Mittelwert der Begativ kontroi&0,25 E und der Mittelwert derp&iiv kontrolle Enegativ Kontrolle
>0,5 E sein.

Der Grenzwert wird folgendermal3en bestimmt:

Ecrenzwe®0,2 X der Mittelwert von Esitiv kontrollst der Mittelwert von Regativ kontrolie

Somit sind die Proben negativ, beip&<Ecrenwert Und die Proben positiv, bei
Eprobe>Ecrenzwert

Bestatigungstest

Bei grenzwertigen Ergebnissen pffset 15% Esrenzwer) Wurde ein  Bestatigungstest
durchgefuhrt. Im Unterschied zum normalen Testdl#athalt die Inkubationslésung 2a kein
GBV-C-E2 Antigen, sondern es wird nur der Inkubasiouffer eingesetzt.

Auswertung:

Es wird ein Quotient aus den Signalen der Probederinormalen Testfihrung und mit dem
Bestatigungstest gebildet:

Eprobe normale TestfihrulgProbe Bestatigungstésd,D: Die Probe ist GBV-C-E2 AntikGrper negativ.
Eprobe normale TestfiihrubgProbe Bestatigungstedd,D: Die Probe ist Anti-GBV-C-E2 Antikorper positi

3.5 Sequenzierung des GBV-C-E2 Gens

Um sequenzspezifische Unterschiede zwischen vexdehen Isolaten und Genotypen der
GBV-C-E2 Region herauszuarbeiten, wurde mit Hiléx th 3.1.1 beschriebenen Methode
virale RNS aus Patientenseren mit bekanntem Gernstofiert und mit Hilfe einer RT-PCR

und nachfolgender ,Nested“-PCR amplifiziert. Hiermwrden die unter 2.3 angegebenen
Primer verwendet. Alle ,Nested“-PCR Amplifizierursg$ritte konnten aufgrund ahnlicher

Langen mit denselben PCR-Programmen gefahren werden
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Die Produkte wurden mittels der unter 3.2.4 bestimmen Gelelektrophorese auf einem

2%igen Agarosegel auf ihre Lange hin Uberprift mach Sequenzieren an die Firma Seglab,
Gottingen geschickt.

MNested" AmplifkatNT3 — >l B 5

Abbildung 3.3: Agarosegel einer ,Nested" zur Amplifikation des
NT3 Produktes. (1-3) NT3 Produkte, (4) Negativ Kole, (5)
positiv Kontrolle

Insgesamt wurden sechs Genotyp 1, finf Genotypa2j ienotyp 3 und vier Genotyp 5

Isolate, also insgesamt 17 Sequenzen, sequenziertmit 50 Referenzsequenzen der
Onlinedatenbank Genbank verglichen.

Durchfiihrung RT-PCR:
* Ansatz des Reaktions-Mix auf Eis
10pul  5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer™
2ul - dNTPs (10mM)
0,6ul vorwarts Primer (50uM, siehe 2.3)
0,6ul rickwarts Primer (50uM, siehe 2.3)
2ul QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix™
31,3ul RNase freies 40
* 46,5ul Reaktions-Mix in ein 200ul Eppendorf Reahksigefal3 pipettieren
* 3,5ul RNS zupipettieren (zur Negativkontrolle 3,5{20)
» Reaktionsgefal3e verschlieRen und 5 s bei 700gifzgngren

Eine Ubersicht tber die Lage der Primer im E2-Gewl weren Sequenz konnen der
Abbildung 2.3 entnommen werden.
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RT-PCRProgramm fir RT-1:

Reverse Transkription: 50°C fur 20 min

Initiale Denaturierung: 95°C fur 15 min

40 Zyklen: 94°C fur 60 s, 55°C fur 60 s, 72°C @lrs
Abkuhlen: 4°C bis Entnahme

RT-PCR-Programm fir RT-2:

Reverse Transkription: 50°C fur 20 min

Initiale Denaturierung: 95°C fur 15 min

40 Zyklen: 94°C fur 60 s, 55°C fur 60 s, 72°C 6lrs
Abkuhlen: 4°C bis Entnahme

Die Produkte der RT-PCR werden bis zur weiterermdadung bei -20° gelagert.

Durchfiihrung ,Nested“- PCR:
* Ansatz des Reaktionsgemisches auf Eis
5ul 10xPfu Puffer mit MgSQ
1l dNTPs (10mM)
0,6ul vorwarts Primer (50uM, siehe 2.3)
0,6ul rackwarts Primer (50uM, siehe 2.3)
0,5ul  PfuDNS Polymerase
40,8l Ampuwa HO

» 48,5ul Reaktions-Mix in ein 200ul Eppendorf Reahksigefal3 pipettieren
* 1,5ul RT-PCR Produkt zupipettieren (zur Negativkolfe 1,5ul HO)
* Reaktionsgefale verschlieRen und 5 s bei 700gifzgieren

PCR-Programm fir die zweite Stufe der ,Nested“-PCR:

Initiale Denaturierung: 95°C fur 2 min
34 Zyklen: 95°C fuir 60 s, 55°C fir 30 s, 72°C 120 s
Abkunhlen: 4°C bis Entnahme

Die ,Nested” Produkte werden bei -20°C bis zur es&ih Verwendung gelagert.
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3.6 Phylogenetische Analyse der 5° UTR und des GBV-C-E2

Gens

Alle phylogenetischen Analysen wurden mit dem Paiogn ClustalX (Version 2.0.11
(Higgins et al. 1992), das in das Sequenzanalygegmum Bioedit integriert ist, durchgefuhrt.
Dieses Programm erlaubt das Erstellen von Alignesemd phylogenetischen Baumen.
Hierbei beruht der Algorithmus des Programs Clustalf folgendem Verfahren:

Zuerst werden paarweise Alignements fiir alle Sergrerberechnet; Ubereinstimmungen
werden in einer Matrix gespeichert. Diese wird &lieBend in eine Distanzmatriditance
matrix) konvertiert, wobei der Distanzwert den evoluti@mm Abstand zwischen jedem
Sequenzpaar widerspiegelt.

Aus dieser Distanzmatrix wird anhand eines Neighdaining-Algorithmus zur
Clusterbildung Neighbor-joining clustering algorithin ein Guide Tree oder ein
phylogenetischer Baum konstruiert, der die Reihgefovorgibt, in der Sequenzpaare
angeordnet (,aliniiert*) und mit vorangegangenergA¢ments kombiniert werden sollen. Die
Sequenzen werden an jedem Zweigpunkt progressieocadget (,aliniiert), wobei mit
demjenigen Sequenzpaar begonnen wird, welchesaterggten Abstand aufweist.

Dieser Neighbour-Joining-Algorithmus wurde fir alie dieser Arbeit vorliegenden
phylogenetischen Analysen verwendet. Er ist einheraatisches Verfahren, um Datensatze
zu vergleichen und hierarchisch bifurcal (zweiga)ehnzuordnen. Dieses Verfahren wurde
1987 von Saitou und Nei vorgestellt und 1988 vamd&tr und Keppler weiterentwickelt und
vereinfacht. Neighbour-joining basiert auf dem "Miam Evolution Kriterium™ flr
phylogenetische Baume:

Ausgehend von einem zunachst sternformigen "Baum'dem alle Taxa mit einem
"Zentrum" verbunden sind, werden paarweise die DN&er Proteinsequenzen mit der
geringsten genetischen Distanz ausgewahlt und zenmeiAst des Baumes vereinigt. Die
genetischen Distanzen der Sequenzen werden nethhetaind wieder die nachstverwandten
zu einem Ast mit zwei Taxa zusammengeflgt. Dieslgtrfsolange, bis alle Taxa in dem
Baum eingefiigt wurden und die Sternstruktur desniu vollig aufgeldst wurde. Die
Ergebnisse wurden mit bis zu 1000 ,Bootstrap“ Asaly verifiziert.

Zur Ermittlung der Genotypen wurden die Sequenzen5dUTR mit nicht-rekombinanten
Referenzsequenzen aus der Online-Datenbank ,Gehbaekglichen. Die einzelnen
Referenzsequenzen sind im Anhang IV auf der beygeteCD-ROM zu finden.
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3.7 Bioinformatische Analyse der GBV-C-E2 Aminosauresegenz

Die bioinformatischen Analysen der GBV-C-E2 Aminosgsequenz wurden mit der
Onlinedatenbank http://www.predictprotein.org dwefiihrt. Diese Datenbank erkennt die
gangigen Proteinmotive, wie Glykosylierungsstell&hosphorylierungsstellen, Zinkfinger
und Proteinbindungsstellen. Um einen aussagekeéftigergleich der phylogenetischen und
bioinformatischen Analyse der Sequenzen zu ermdghcwurden nur solche Isolate in die
Analyse aufgenommen, die eine vollstdndige GBV-C&tjuenz und den vollstéandigen
GBV-C-5'UTR Abschnitt enthielten. Nach Alignemergrdl7 von uns sequenzierten GBV-C-
E2 mit den verbleibenden 50 GBV-C-E2 Referenzsergrenaus der Onlinedatenbank
,GenBank* konnte somit eine Analyse der GBV-C-E®tRinsequenz hinsichtlich bekannter
und mutmallicher Proteinmotive durchgefiihrt werdaeiterhin wurden die insgesamt 67

GBV-C-E2 Sequenzen auf distinkte, Genotyp-speziéddnterschiede untersucht.

3.8 Stimulation von RANTES mit rekombinantem GBV-C-E2
und GBV-C-Viruspartikeln unterschiedlicher Genotypen

Es konnte gezeigt werden, dass das Hullprotein €2 Hepatitis-C-Virus an CD81 bindet
(Pileri et al. 1998) und diese Bindung die Aussttmg des Zytokins RANTES stimuliert,
was wiederum in einer Internalisierung des HIV-Kamgtors CCRS5 resultiert (Nattermann et
al. 2004). Ebenfalls konnte die Bindung von GBV-Z-&nh CD81 und die Ausschittung von
RANTES nachgewiesen werden (Nattermann et al. 2@3&n entgegen konnte eine neuere
Studie keine Interaktion von GBV-C-E2 und CD81 naetsen (Kaufman et al. 2007). Durch
nachfolgende Experimente sollte Gberprift werdéngdarch immobilisierte GBV-C Partikel
verschiedener Genotypen bzw. rekombinantes GBV-@i&22Ausschittung von RANTES in
gesunden PBMCs stimuliert werden kann. Unterschiedeler Fahigkeit zur RANTES
Stimulation der verschiedenen GBV-C-Genotyp Isokdienten eine mdgliche Erklarung fur

die diskrepanten Ergebnisse der unterschiedlictedich liefern.
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3.8.1 Isolierung peripherer Blutlymphozyten durch Ficolldichtegradienten-

Zentrifugation

Periphere mononukleéare Blutzellen (PBMC) wurdenhnaer von Boyum entwickelten
Methode aus EDTA-Vollblut separiert (Boyum 1968)ie DIrennung der verschiedenen
Bestandteile  erfolgt aufgrund ihrer  unterschiedich Gr63e, Dichte und
Aggregationsfahigkeit. Ficoll ist ein synthetischetark verzweigtes Polymer aus Zuckern
und Epichlorohydrin. Es bewirkt nach Uberschichtungt verdinntem Vollblut die
Aggregatbildung von Erythrozyten und Granulozytemurch die anschliel3ende
Zentrifugation sedimentieren diese am Boden degrifiggenrohrchens. Lymphozyten und
Monozyten kénnen aufgrund ihres spezifischen Gewiaticht in die Ficolltrennlésung
eindringen. Sie bilden einen schmalen, milchigengRan der Grenzschicht zum Ficoll. Im
Uberstand sammeln sich Plasma, Thrombozyten unduvied
Die Separation der Lymphozyten erfolgte unter EeriBedingungen nach folgendem
Protokoll:
* 10ml EDTA-Vollblut 1:2 mit RPMI-1640 Zellkulturmedm verdinnen
e 15ml Ficoll (D=1,077) in ein steriles 50ml Zentigenrohrchen vorlegen
» vorsichtig mit verdinntem Vollblut tGberschichten.
* zentrifugieren (30 min, 800g, ohne Bremse, bei Raumeratur)
* Lymphozytenring vorsichtig mit einer Pipette abnemm in neues Reaktionsgefald

tberfihren und mit RPMI-Medium auffiillen
» zentrifugieren (10 min, 600g, bei Raumtemperatur)
« Uberstand verwerfen
» Sediment in 30ml RPMI-Medium resuspendieren
» zentrifugieren (10 min, 4009, bei Raumtemperatur)

* Waschschritt 2x wiederholen
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3.8.2 Untersuchungen zur Stimulation einer RANTES Sekrabn bei
PBMCs

Die Stimulation einer RANTES Ausschittung wurde tteté gebundenem rekombinantem
GBV-C-E2 Protein bzw. GBV-C-Viruspartikeln an BPM@ssunder Probanden uberpruft.
Hierzu wurden GBV-C E2 spezifische polyklonale Atbtiper aus dem Serum eines GBV-C-
E2 Antikorper positiven Patienten, bzw. ein komndtzerhaltlicher GBV-C-E2 Protein-
spezifischer monoklonaler Antikérper aus dem Selmagéine 96 well Platte gebunden.

Mit diesen Fang-Antikorpern wurden GBV-C-PartikeksaHIV/GBV-C positiven Seren bzw.
das rekombinant hergestellte GBV-C-E2 Protein imitresért. Mit Hilfe der gebundenen
GBV-C-Viruspartikel bzw. dem rekombinanten GBV-C-Bfbtein wurden gesunde isolierte
PBMCs uber Nacht stimuliert (siehe Abbildung 3A)s Vergleich dienten Seren von HIV
monoinfizierten und gesunden Probanden. Weiteretrslden waren mit Medium versetzte
Proben. Die Menge an ausgeschittetem RANTES-Pratgide mittels ELISA quantifiziert.

RANTES

Anti-GBV-C
Antikorper

Abbildung 3.4: Mittels immobilisierten GBV-C-E2 Antikodrpern wurdeaus Seren HIV/GBV-C
koinfizierter Patienten GBV-C-Partikel selektiv gelolen. Uber diese gebundenen GBV-C Partikel
wurden PBMCs gesunder Probanden zur RANTES-Sehrstimuliert.

Durchfihrung:

* Je 10ul GBV-C-E2 spezifischer Antikdrper (5pg/mi)90ul Carbonatpuffer (pH 9,6) in
eine 96 well-Platte pipettieren

* Inkubation bei 4°C uber Nacht

e 2 x mit 200ul PBS waschen

» pro Vertiefung mit 200ul 1% BSA/Medium Ldsung il Biin bei 37°C blockieren

e 200ul Serum von GBV-C/HIV koinfizierten, HIV mondinierten, gesunden Probanden
und Medium in die jeweiligen Vertiefungen pipetérr(siehe Abbildung 3.4)

* 60 min bei 37°C inkubieren

e 2 x mit 200ul PBS waschen
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* in jede Vertiefung 200.000 Zellen in 200l Mediuipgitieren
* Dbei 37°C im Brutschrank Gber Nacht inkubieren
» 96er Platte bei 300g 10 min zentrifugieren

« Uberstand abnehmen

3.8.3 RANTES Quantifizierung mittels ELISA
Die RANTES Menge wurde mittels kommerziell erhghiiem RANTES-ELISA der Firma
RayBiotecl? bestimmt.

Durchfihrung:
» Herstellung der Standardreihe fir RANTES: ausgelvema2000pg/mi
Je 100u! Standard oder Probe pro Vertiefung zuf&pen

* Inkubation bei Raumtemperatur fir 2,5 h

» Absaugen der Vertiefungen und 4 x mit 200ul Wastfiepwaschen
* Je 100ul Antikorperkonjugate zugeben

* Inkubation 1 h bei Raumtemperatur

* Absaugen der Vertiefungen und 4 x mit 200l Wastfiepwaschen
* je 100ul Streptavidin zugeben

* Inkubation fir 45 min bei Raumtemperatur

» Absaugen der Vertiefungen und 5 x mit 200ul Wastfiepwaschen
* Je 10pl Substratldsung zugeben

* Inkubation 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur

* 50ul Stoplésung zupipettieren

* Auswertung im ELISA-Reader bei 450nm

Die Menge des im Serum enthaltenen RANTES konntektdam ELISA-Reader in pg/ml

abgelesen werden.
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3.8.4 Bindungseffizienz des monoklonalen bzw. polyklonate Anti-GBV-C-
E2 Antikorpers

Der aus dem Serum fir den GBV-C-E2 Antikdrper peosit Patienten stammende natirliche
Antikdrper und der monoklonal hergestellte Antikérpvurden auf ihre Effizienz bei der
Bindung der GBV-C-Viruspartikel hin verglichen. e wurden der polyklonale und der
monoklonale GBV-C-E2 Antikérper in den Vertiefungeginer 96er Mikrotiterplatte
gebunden. Die Effizienz der Bindung von GBV-C-Vpastikeln wurde Uber die Menge an
induziertem RANTES gemessen. Zur Stimulation vonNHES wurden hierbei fur beide
Antikdrper die gleichen GBV-C positiven Seren vendet.

Hierbei stellte sich heraus, dass bei Verwendungads einem GBV-C-monoinfizierten
Probanden gewonnenen polyklonalen Antikérper dien@ation der RANTES Sekretion
etwa 2,3 Mal so effizient war als bei Benutzung ehesmoklonalen Antikérpers aus dem Schaf
(p=0,018) (siehe Abbildung 3.5).

- Abbildung 3.5: Sekretion von RANTES nach
Stimulation  mit  gebundenen  GBV-C-

12500,00—

10000,00 Viruspartikeln. Bei Verwendung des
polyklonalen Antikdrpers war die Stimulation

der RANTES-Sekretion um etwa den Faktor

7500,00-

5000,00-

RANTES Menge in pg/ml

2,3 effizienter als bei Verwendung des

2500007 monoklonalen Antikorpers.

0,00—

polyklonaler AK monoklonaler AK

Test auf Effiziens des polyklonalen und monoklonalen Anti-
GBV-C E2 Antikérpers

Um die Spezifitdt des polyklonalen Antikorpers faBV-C-Partikel zu Gberprifen, wurde
dieser in aufsteigender Menge in den Vertiefungemrere96er Mikrotiterplatte gebunden
(Verdiinnung 1:180 (0,03ug/ml), 1:60 (0,08ug/miRQaL(0,25ug/ml), 1:10 (0,5ug/ml)) und
mit jeweils 3 verschiedenen GBV-C positiven Sergtubiert und die Effizienz der Bindung
von GBV-C-Viruspartikeln wiederum uber die Menge iaduziertem RANTES gemessen
(siehe Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Sekretion von RANTES nach
Stimulation  mit  gebundenen  GBV-C-

Viruspartikeln.

Menge RANTES in pg/ml
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Verdiinnungsstufen des polyklonalen Antikorpers

Die RANTES-Sekretion war bei der Verdinnungsstui® Hes polyklonalen Antikdrpers am
Hochsten. Somit wurde flr die weiteren Stimulatexperimente der polyklonale Antikorper
in der Verdinnungsstufe 1:10 eingesetzt.

3.9 Messung der Oberflachenexpression von CCR5 und CXCR

auf CD4" und CD8" T-Zellen
Um die CCR5- und CXCR4-Oberflachenexpression impperen Blut von GBV-C/HIV

koinfizierten Patienten vergleichen zu kénnen, mamesachst das Vorhandensein einer
CCR5A32 Mutation ausgeschlossen werden, da das Gengrdakik einer CCR%32

Mutation nicht auf der Zelloberflache exprimiertraki Deshalb werden alle Patienten und
Kontrollen auf eine mogliche heterozygote bzw. haygote Mutation im CCR5-Gen mit der

in unserem Labor entwickelten LightCycler Method¢egtet.

3.9.1 CCR5-Genotypisierung mittels SYBF® Green
Fur die CCRBA32-Genotypisierung wurde ausgenutzt, dass bei Vetwey des

Doppelstrang-DNS bindenden FluoreszensfarbstoflBRSYGreen eine Diskriminierung der
CCR5-Allele allein Gber das Schmelzverhalten der 3#nBasenpaare differierenden PCR-
Produkte moglich ist. Der Farbstoff SYBRGreen besitzt die Eigenschatft, sich in die kleine
Furche von doppelstrangiger DNS einzulagern (Iatiegkung). Durch diese Bindung wird die
emittierte Fluoreszenz bei gleicher Anregungsiritéhsm ein Vielfaches verstarkt, und man
erhalt ein Signal, dessen Intensitat direkt propoa zur Menge der vorhandenen,

doppelstrangigen DNS-Molekdle ist (Ririe et al. TR9
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Mit Hilfe einer Schmelzkurvenanalyse konnen danrschhel3end die verschiedenen
Amplifikate Uber ihre mittlere Schmelztemperaturtarachieden werden. Als Templates
dienten jeweils DNS-Proben eines homozygoten Ratiemit CCR5-Wildtyp bzw. eines
Patienten mit homozygoter CCR¥32 Mutation (Nischalke et al. 2004).

Durchfihrung:
* Reaktions-Mix pro Ansatz:
2ul LightCycler FastStart DNS MasteY® SYBR® -Green | Mix
o 1pl Primer-Mix (5uM)
e 6ul H0

* 9ul Reaktions-Mix in die Kapillaren pipettieren

e 1pl DNS zupipettieren (zur Negativkontrolle 1@
» Kapillaren verschliel3en und 5 s bei 700g zentréugn

» Kapillaren ins Probenkarussell Gberfiihren und PGggzstarten

PCR-Programm fiur die CCR5 Genotypisierung:

Initiale Denaturierung: 95°C fur 7 min
45 Zyklen: 95°C fur0s, 60°C fur 3 s, 72°C fis 5
Detektion: am Ende des Elongations-Schritt béC7@etektionskanal F1)

Schmelzkurvenanalyse: 5 s/ 95°C, 10 s / 70°C diefdnd 70°C - 90°C (Heizrate

0,1°C/s) bei kontinuierlicher Messung der Fluorezze

3.9.2 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie (FACS steht fBluorescenceActivatedCell Sorting) ermdoglicht
das Zahlen und die Analyse von physikalischen unbttkularen Eigenschaften von Partikeln
(Zellen, Kunststoffkiigelchen, usw.) in einem Flg&sitsstrom. Eine Hauptanwendung
besteht darin, mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstotirkierten Proben (Antikdrper, Rezeptoren,
Streptavidin, usw.) bestimmte Eigenschaften von ledeloder Zellpopulationen auf
Einzelzellebene nachzuweisen.

Die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS-Analys& ein Verfahren zur quantitativen

Bestimmung von Oberflachenmolekilen und intrazatem Proteinen.
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Grundlage ist die Antigen-Antikdrper-Reaktion, dmit Fluoreszenzfarbstoff-markierten
Antikdrpern durchgefuhrt wird. Zur Analyse werdere &ellen einer Einzelzellsuspension
durch hydrodynamische Fokussierung wie bei eineldeRkette an einem gebindelten
Laserstrahl geeigneter Wellenlange vorbeigeleBet.exakter Anregung der Elektronen des
Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatisdbaserstrahl werden diese auf ein
hoheres Energieniveau gehoben. Nach dem Lasegilgs tlie Elektronen unter Abgabe von
Energie (in Form von Photonen) auf ihr Ursprungsaiy zurtick. Die emittierte
Photonenkonzentration, die durch einen Photodatekemistriert wird, verhélt sich
proportional zur Menge an gebundenen Antikdrpem £elle. Zusatzlich werden durch die
Lichtbeugung und -Streuung Informationen Uber diglgfolRe und die Binnenstruktur
(Granularitéat des Zytoplasmas, GrolRe des Zellkarsw.) der Zellen gewonnen. Eine
gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenen Femeazfarbstoffen ist moglich, weil sich
die eingesetzten Farbstoffe zwar bei einer gemeiasaWellenlange anregen lassen aber
Uber unterschiedliche, fur den jeweiligen Farbstoffarakteristische Emissionsspektren
verfuigen (siehe Abbildung 3.7).

Als Lichtquelle dient ein luftgekihlter Argon-lonlaser mit einer Anregungswellenlange von
488nm. Das von uns verwendete Durchflusszytome®€ICalibur™ ermdglicht die

gleichzeitige Messung folgender optischer Parameter

1. Vorwartsstreulicht (,forward light scatter’, FSC)nteang der Richtung des
einfallenden Lichtes, welches ein MalR fir die Grdlge zu untersuchenden Zelle

darstellt.

2. Seitwartsstreulicht (,side scatter, SSC), welchgsh im rechten Winkel zum
einfallenden Strahl ausbreitet und Aussagen Uuber idirazellulare Granularitat

erlaubt.

3. Fluoreszenz, welche ebenfalls im Seitwartsstreukefasst wird und durch spezielle
Spiegel und Filtersysteme in die verschiedenen t&gbkreiche zerlegt wird (siehe
Abbildung 3.7). Dies ermoglicht eine gleichzeitiggnalyse von bis zu vier

verschiedenen Zielantigenen.
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Abbildung 3.7: Schematische Ubersicht eines FACSCalibur und gehlighe
Fluoreszensfarbstoffe

Die Abbildung 3.8 =zeigt die Bandbreite der Detekskanale FL1-FL4 und die
Emissionsspektren der verwendeten FluoreszenzédibgtITC Fluoreszeinsahiocyana),
PE (Phyceaerythrin), APC @llophycayanin) und PerCP Reridinin Chlorophyll A Protein).
Die optischen Signale werden mittels Photomultrplied Photodioden in elektrische Signale
umgewandelt, die dann mit Hilfe der SoftwaBell Quest Pr8 graphisch dargestellt und

ausgewertet werden kdnnen.
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Abbildung 3.8: Emissionsspektrum typischer
. Fluoreszensfarbstoffe. Das Emissionsmaximum

\pE fir FITC liegt bei ca. 519nm, dass firr PE bei
I;'I A 578nm, fur APC bei 660nm und das
I | & ! Emissionsmaximum fiir PerCP liegt bei etwa
Ll 678nm

|II T _

519 I 578 BH0 573“"‘
Emissionsspektrum [nm]

Vor jeder Messung muissen die Gerateeinstellungen dan jeweils verwendeten

fluoreszenzmarkierten Antikbrper angepasst werdBmes geschieht mit Hilfe von

sogenannten Isotypkontrollen. Um unspezifische @&ngen des Primarantikdrpers zu
erkennen, werden Antikorper, die genauso markiaed wie der Primé&rantikorper und dem
gleichen Isotyp entsprechen, allerdings kein sgseties Epitop erkennen, bei der FACS-
Analyse mit untersucht.

Es werden dabei die Messschwelle, die Fluoreszgmalsierstarkung und die

Kompensationseinstellungen festgelegt. Die Komp@sast notwendig, um die spektrale
Uberlappung der Fluoreszenzfarbstoffe zu korrigier®abei wird der jeweils in das

benachbarte Spektrum reichende Farbanteil von dspmiinglichen Signal subtrahiert.

3.9.3 Messung der Oberflachenexpression von CCR5 und CXCR auf

CD4" und CD8' T-Zellen

Die Oberflachenexpression von CCR5 und CXCR4 au##'Ciind CD8 Zellen wurde in
150ul Vollblut von HIV mono- und HIV/GBV-C koinfigrten Patienten bestimmt. Hierzu
wurden die Oberflachenrezeptoren CDG@D4’, CDS§' fiir die Unterscheidung der einzelnen
Zellpopulationen und die HIV-Korezeptoren CCR5 u@XCR4 mittels Fluorochrom-
konjugierten Antikorpern angefarbt. Fiir die Farbdeg CD3, CD4" und CD8 Zellen wurde
ein kommerziell erhaltliches Antikbrpergemisch, dergenannte TriTEST™ der Firma BD
(TiTEST™ CD4-FITC/CD8-PE/CD3-PerCP) und fur denchaeis der CCR5 und CXCR4
jeweils ein APC konjugierter Antikorper verwendBer Antikorper fir die Isotypkontrolle
stammt aus der Maus und ist ein APC konjugiert&lld\ntikorper.
Nach Lyse der Erythrozyten und anschlieBendem Vgaheit konnte so die
Oberflachenexpression von

62



Methoden

CCRS5 und CXCR4 mit einem FACS-Calibur DurchfluRzgtger, differenziert nach CD4
und CD8 T-Zellpopulationen, bestimmt werden (siehe Abhilgi3.9).

Jeweils 150ul Vollblut in drei 5ml Durchflusszytotagthrchen Gberfihren
Zu allen drei Rohrchen je 10ul THTEST™ CD4-FITO&PE/CD3-PerCP
Zupipettieren

Zu Rohrchen 1: 10ul CCR5-APC zupipettieren

Zu Rohrchen 2: 10ul CXCR4-APC zupipettieren

Zu Ro6hrchen 3: 10ul Isotypkontrolle APC zupipettier

30 min Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur

Zugabe von 1ml Lysis PuffeBD PharmLysé&") und 10 min Lyse
Waschen in 2ml WaschpuffeCéllWwashiv)

5 Minuten bei 400g zentrifugieren und anschlieRighdrstand abgieRen
Pellet in 200ul Fixierungslosung¢€lIFix™) resuspendieren

Bis zur FACS-Analyse bei 4°C aufbewahren

3.9.3.1Auswertung der Messung der Oberflachenexpression wvoCCR5 und CXCR4 mit

Hilfe des Programms Cellquest Pr8

Abbildung 3.9: FACS Analyse Diagramme:

Die oberen beiden Diagramme zeigen einen
typischen FACS ,Dot-Plot. Die mit
verschiedenen Fluorochrom-konjugierten
Antikérpern angefarbten Zellen konnen mit
Hife der CellquestPro  Softwate in

verschiedene Bereiche abgebildet werden. (R1
(3.99, R2, R3 8.9h. Die Abbildung der

einzelnen Zellen kommt durch die Kombination

von Vorwarts- oder SeitwartsstreulichB.9a

und den verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
zustande J.9a-3.99g. Mit Hilfe eines
Histogramms lasst sich u.a. der geometrische

Mittelwert  (GeoMean) der  Fluoreszenz

10 102 10° 109

Mouse lgG1 APC CCRSAPC bestlmmenige 39f)
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Zwei grundlegenden Darstellungen werden am héaeigsjenutzt. Das Streudiagramm
(Abbildung 3.9a-d) und die Histogrammdarstellundgl§ddung 3.9 e-f). Das Streudiagramm

ist eine zweidimensionale Erweiterung des Histognam

3.9a: Auf den Achsen des Streudiagramms lassen siclvatigchiedenen Detektoren zur
Auswahl der gewlnschten Zellpopulationen auswahén Hilfe des PerCP Kanals
lassen sich so die CD3r-Zellen von den ibrigen Leukozyten und Zelltriinnme
trennen (R1).

3.9b: Durch die Auswahl der Kanéle fur FITC auf der Xi&e und PE auf der Y-Achse
kann die CD3 T-Zellpopulation auf CD4 T-Zellen (R2) und CD8T-Zellen (R3)
aufgeteilt werden.

3.9c: Mit Hilfe eines IgG1-APC konjugierten Antikorpensurde die Fluoreszenz der
unspezifischen Bindungen gemessen. Durch Setzen Mbeake auf 99% der
gemessenen Zellen in der Isotypkontrolle und Uben®a dieser Marke in die
Streudiagramme von CCR5 und CXCR4 wurde die Flzeres durch unspezifische
Bindungen bertcksichtigt.

3.9d: Durch eine analoge weitere Marke konnten die CQRSitiven CD8 T-Zellen
identifiziert werden. Die Ergebnisse der Fluoregmeessung sind in Form eines
Histogramms in den Abbildungen 3.9e und f dargksfie Cellquest Pro Softwafe
errechnet aus dieser Verteilung weitere Streupaexmmd auch den geometrischen
Mittelwert, des spezifischen Fluoreszenzsignals.

3.10Bestimmung des Serumspiegels von MIPed MIP-113, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IP-10, IFN- y und TNF in Seren von
HIV * bzw. HIV/GBV-C koinfizierten Patienten

Als natirliche Liganden von CCR5 sind neben RANTE®?-1a und MIP-13 bekannt. Da
vermutet wird, dass CCR5 eine wichtige Rolle bei beraktion von HIV und GBV-C
einnimmt, sollte die Serumkonzentration von Mi®-dnd MIP-13 in der HIV-Kohorte aus

Bonn und der HIV-Kohorte aus Barcelona untersucriden.
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Zusatzlich war es interessant, typische Zytokine Vbl (IL-2, IL-12, IFNy)- und Th2 (IL-4,
IL-6, IL-10 und TNF)-Lymphozyten zu untersuchen,idainer Studie von Nunnari et al. bei
der Koinfektion mit GBV-C eine stabilisierende Wirkg auf das Th1-Zytokinprofil
zugeschrieben wurde, die zu einem besseren VedauHIV-Infektion bei HIV/GBV-C-
Koinfizierten beitragen kdnnte (Nunnari et al. 2P0®-10 spielt als Chemokin fir die Thl-
Migration eine wichtige Rolle, scheint aber die Region von HIV zu stimulieren (Lane et
al. 2003; Foley et al. 2005).

Zur Bestimmung des Zytokinprofils sollten die Zyitod simultan in der gleichen Serumprobe
mittels eines CBA Qytometric Bead Array™, Becton Dickinson, Heidelberg) bestimmt
werden. Zuséatzlich zu dem Vorteil, mehrere Zytokineeiner Probe simultan messen zu
kénnen, bendtigt man fur die Durchfihrung dieserthdde nur sehr geringe Mengen an
Serum, welches nur in sehr begrenzten Umfang zufigeng stand. Da RANTES aus
Thrombozyten bei der Praparation von Serum ausgésthvird, wurde RANTES bei diesen
Analysen nicht bestimmt. Ebenso existierte bis ZZmitpunkt der Messung kein Test fur
SDF-1 mit dem von Becton Dickinson entwickeltéytometric Bead Array

Insgesamt wurden mit dieser Methode die Konzewotation MIP-Tr, MIP-183, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12, IP-10, IFNy und TNF im Serum von 137 Patienten aus der BoHiléf
Kohorte simultan gemessen. Abbildung 3.10 zeigtsfielhaft den dot plot einer

durchflul3zytometrischen Messung ei®@gometric Bead Arrays

Abbildung 3.1C: Position der 10
bead (Klgelchen), deren Lage im

”‘;’?, IL_uf'. IL_ﬁ dot plot die Identifizierung der

-

IP-&%! |L-1% Mlpﬂa

MIP-1R IL-12 IFNy 4 Fluoreszenz erméglicht es die

verschiedenen Zytokine erlaubt.
Die Starke der jeweiligen

4 ﬁ S Konzentration  der  jeweiligen

-

Zytokine zu  messen (eine
Population entspricht  einem
Zytokin; die  Oberflache der
Klgelchen tragt Antikorper fur das

jeweilige Zytokin).
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Die Messergebnisse des CBA wurden mittels der FBARy Software ausgewertet. Durch
die sehr enge Lage der verschiedeheadPopulationen zueinander war eine automatische
Auswertung durch die Software jedoch nicht mdoglickor allem im niedrigen
Konzentrationsbereich war in Folge erheblicher Saflungen bei wiederholter Messung der
gleichen Probe eine zuverlassige Auswertung nictiglich. Davon betroffen waren die
Messungen von IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, MIPel, 1L-12 und IFNy. Diese Proben wurden
deshalb mit der ELISA-Methode gemessen. Da inzwischur noch geringe Mengen an
Serum zur Verfugung stand, konzentrierten wir umisdke Th1l Zytokine IFNy und IL-12,

die CCRS5 Liganden MIPd, und MIP-3B und das Th1-Chemokin IP-10.

3.10.1Bestimmung der Chemokine IL12, IP-10, IFNy MIP-1a, und MIP-
1B mittels ELISA

Die Konzentrationen der Chemokine 1L12, IP-10 uffN4 wurden mit den kommerziell
erhaltlichenOptEIA™ ELISA-Kits der Firma BD gemessen, MIR-lund MIP-13 mit den
Quantikine™ELISA-Kits der Firma R&D Systems.

Durchfiihrung der ELISA MIP-1 a, und MIP-1P:

» Herstellung der Standardreihen im jeweiligen Kadihugspuffer (MIP-tt und MIP-13
1000pg/ml — 31,5pg/ml)

* Je 200ul Standard oder Probe pro Well zupipettieren

* Inkubation 2 h bei Raumtemperatur

* Absaugen der Vertiefungen und 3 x mit 400ul Wastfiepwaschen

* Je 200ul Antikorperkonjugate zugeben

* Inkubation 1 h (MIP-, 75 min) bei Raumtemperatur

e 3 x mit 400ul Waschpuffer waschen

* Je 200pul Substratldsung zugeben

* Inkubation 20 min, im Dunkeln, bei Raumtemperatur

* 50ul Stoplésung zupipettieren

* Auswertung im ELISA-Reader bei 450nm
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Durchflihrung der IP-10, 1-12, und IFN-y ELISA:

je 100ul Fangantikorper fur jede Probe, Standard Zytokin in eine Mikrotiterplatte
geben (Verdinnung 1:250 in ,Assay Diluent®)

Inkubation bei 4°C tber Nacht

Absaugen der Fangantikoérper und 3 x mit 400ul Wékdfer pro Vertiefung waschen
Blockierung der Platten mit 200ul pro Vertiefungsag Diluent

Inkubation fiir 1 h bei Raumtemperatur

Absaugen der Fangantikoérper und 3 x mit 400ul W#sdfer pro Vertiefung waschen
Herstellung der Standardreihen im jeweiligen Kadéibhrngspuffer ausgehend von: IP-10
500pg/ml, 1L-12 1000pg/ml, IFN-300pg/mi

100ul jedes Standards, Probe und Kontrollen in atiéquate Anzahl Vertiefungen
pipettieren

Inkubation 2 h bei Raumtemperatur

Absaugen der Vertiefungen und 5 x mit 400ul Wastfiepwaschen

Je 200u! Sekundarantikorper + Streptavidin-HRP (HRB englhorseradish zugeben
Inkubation 1 h bei Raumtemperatur

Absaugen der Vertiefungen und 7 x mit 400ul Wastflepwaschen

Je 100u! Substratlésung zugeben

Inkubation 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur

50ul Stoplésung zupipettieren

Auswertung im ELISA-Reader bei 450nm

Bei den hier verwendeten ELISA-Kits konnte die Memgr untersuchten Zytokine direkt am

ELISA-Reader in pg/ml abgelesen werden.
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3.11Statistische Analysen
Alle statistischen Analysen wurden mit dem Stdmthgramm SPS$S Version 17.0

durchgefuhrt. Bei allen statistischen Tests wurdiés Stichprobenvariablen mittels des
Shapiro-Wilk-Test auf ihre Varianzhomogenitat undl [dormalverteilung hin Gberpruft.

Bei Varianzhomogenitat und Normalverteilung derislalen wurde bei n>2 Subgruppen eine
ANOVA und bei n=2 Subgruppen der T-Test angewanok nicht vorhandener
Normalverteilung der Kruskall-Wallis-Test fur n>2ilgyruppen und der Mann-Whitney-U
Test fur n=2 Subgruppen durchgefihrt. Die Korrelaanalysen wurden mittels bivariater
Produkt-Moment-Korrelation (nach Bravais und Peaysaurchgefiihrt. Bei nominal
verteilten Variablen wurde der Chi-Quadrat-Testeavgndt. Als signifikant galten p-Werte
<=0,05.
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4 Ergebnisse
4.1 Epidemiologische Analyse der HIV-Kohorten aus Bonrund

Barcelona

Im folgenden Abschnitt der Dissertation wird denflitiss einer GBV-C-Koinfektion auf
wichtige klinische Parameter wie die HIV-Viruslastd den Immunstatus beschrieben und zu
der Anzahl der CD4T-Zellen und der CD4CD8" T-Zellratio in Bezug gesetzt.

Da ein wesentlicher Zweck der Untersuchungen dagistand, Unterschiede zwischen den
verschiedenen GBV-C-Genotypen zu finden, musste groRe Anzahl von Patienten
rekrutiert werden, da neben dem im europaischemRewuptsachlich vorherrschenden GBV-
C Genotyp 2 andere GBV-C-Genotypen nur selten varken. Um dieses Ziel zu erreichen,

wurden die Daten von 2 europaischen HIV-Kohortesamumengefasst.

4.1.1 Rekrutierung der multizentrischen HIV-Kohorte Bonn und

Barcelona

In dem Zeitraum Marz 2005 bis Oktober 2007 sind #agienten der Immunologischen
Ambulanz der Medizinischen Universitatsklinik | déniversitdt Bonn und von Oktober 2005
bis Februar 2006 199 Patienten aus der HIV-Ambuldes Krankenhauses Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol, Barcelona (Seahin die Untersuchungen einbezogen
worden.

Von den 406 Patienten der Kohorte aus Bonn und Hh Patienten der Kohorte aus
Barcelona wurden Serum und EDTA-Blutproben gesamnatiquotiert und bei -80°C
asserviert. Dazu konnten vollstandige klinischeeDaton 381 der 406 Patienten der Kohorte
aus Bonn und von 193 der 199 Patienten der Koligateelona erfasst werden. Damit stehen

insgesamt 574 Patienten zur Auswertung zur Verfggun
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4.1.2 Zusammensetzung der HIV-Kohorten aus Bonn und Bardena
Eine Ubersicht tiber die Zusammensetzung jeweils&daporten aus Bonn und Barcelona und

der gesamten Studienpopulation Bonn/Barcelona degtabelle 4.1.

Tabelle 4.1: Vergleich der klinischen Daten der Kobrten aus Bonn und Barcelona

Kohorten
gesamte -
Bonn Barcelona ) ) p
Studienpopulation
Anzahl %" Anzahl | %" | Anzanhl %"
mannlich 288 75,6% 149  77,2%| 437 76,1%
Geschlecht o n.s.
weiblich 93 24,4% 44 22,8%| 137 23,9%
Afrikaner 54 14,2% 3 1,5% 57 9,9% | p<0,001
] Asiate 9 2,4% 4 2.1% 13 2,3%
Ethnie
Kaukasier 311 81,6% 180 93,3%| 491 85,5%
Lateinamerikaner 7 1,8% 6 3,1% 13 2,3%
MSM ™ 197  51,7% 68  352%| 265  46,2% | p=0,001
Heterosexuell” 115  30,3% 55  28,4%| 170 29,6%
HIV-
o Blut/Blutprodukte 20 5,2% 3 1,5% 23 4,0% ] p=0,003
Transmission
ivdu 34 8,9% 60 30,9% 94 16,4% | p<0,001
unbekannt 15 3,9% 7 3,6% 22 3,8%
CDC Stadium A 186 48,8% 129 66,8%| 315 54,9% | p<0,001
CDC Stadien )
(ABC) CDC Stadium B 97 25,5% 15 7,7% 112 19,5% | p<0,001
CDC Stadium C 98 25,7% 49 25,3%| 147 25,7%
Opp. keine opp. Inf. 286 75,1% 158 81,9%| 444 77,4%
n.s.
Infektionen  opp. Inf. 95 24,9% 35 18% 130 22,7%

" Prozent innerhalb der Kohorte
" statistische Signifikanz des Chi-Quadrat Test&m Vergleich der Kohorten aus Bonn und Barcelona

HIV Risikofaktoren: MSM fnen who havesex with men), heterosexuelle Kontakte, ivdinifavenous

Drug Use)
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Tabelle 4.1: Vergleich der klinischen Daten der Kobrten aus Bonn und Barcelona

(Fortsetzung)

Kohorten

gesamte o
Bonn Barcelona ) ) p
Studienpopulation

Anzahl %" Anzahl| % Anzahl %

HAART ohne HAART | 105 27,6% 15 7,7% 120 20,9%

p<0,001
Status mit HAART 276 72,4% 178 92,2%| 454 79,1%
HCV HCV negativ 317 83,2% 125 64,4%| 442 77,1% 0.001
. . p<0,
Infektionsstatus HCV positiv 64 16,8% 68 352%| 132 23,0%
HIV RNS
222 58,3% 134 69,4%| 356 62,0%
] <50 Kop./ml
HIV-Viruslast p=0,008
HIV RNS
159 41,7% 59 30,4%| 218 38,0%
>50 Kop./ml
Immunstatus <200 (abs./ul)| 59 15,5% 21 10,8% 80 14,0%
n.s.
CD4" T- Zellen >200 (abs./ul)| 322 84,5% 172 89,1%| 494 86,1%
HIV-Viruslast (Kop./ml) ™ 15.862 30.110 20.295 e
95% Konfidenzintervall ™™ (1.840-35.371) (0-18.974) (11.300-29.292) o
CD4" T-Zellzahl (abs./ul) 453 483 461
n.s.
95% Konfidenzintervall (352-531) (403-645) (440-482)
CD4'/CD8" Ratio 0,56 0,55 0,55
n.s.
95% Konfidenzintervall (0,49-0,73) (0,41-0,60) (0,52-0,58)
CD8" T-Zellzahl (abs./ul) 940 1048 976
n.s.
95% Konfidenzintervall (893-987) (964-1.132) (934-1.019)
HCV-Viruslast (Kop./ml) 5.900.077 374.881 4.087.122 0.007
95% Konfidenzintervall (3.511.887-8.288.269 (230.801-518.964(2.374.370-5.799.87 =5

" Prozent innerhalb der Kohorte
" statistische Signifikanz des Chi-Quadrat Testm Vergleich der Kohorten aus Bonn und Barcelona
™ Mittelwerte
" statistische Signifikant des T-Tests fir 2 unalgfiga Stichproben fiir den Vergleich der Kohorte aus
Bonn und Barcelona

Fkok

95% Konfidenzintervall des Mittelwertt
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Wie aus der Tabelle 4.1 ersichtlich Gberwiegt in &é#V-Kohorten aus Bonn und Barcelona
das mannliche Geschlecht mit 76,1% gegeniber dernlieteen Geschlecht mit 23,9%.
Dieses Verhaltnis spiegelt sich auch in den HIViiaktoren wider: In beiden Kohorten
wird die HIV-Infektion hauptsachlich Gber homosebei&ontakte (MSM 46,2%) Ubertragen,
wobei die Bonner Kohorte mit 197 Patienten (51,78@)en signifikant hoheren Anteil
homosexueller Patienten als die Kohorte aus Bameehit 68 Patienten (35,2%) aufweist
(p=0,001). Ebenfalls tiberwiegt die Ubertragung ¥4 durch die Gabe von kontaminierten
Blut bzw. Blutprodukten in der Kohorte aus Bonn2fs) im Vergleich zu der Kohorte aus
Barcelona (1,5%; p=0,003), wahrend die Ubertragdngch intravendsen Drogenabusus
(ivdu) in der Kohorte aus Barcelona mit 30,9% gétpem 8,9% in der Bonner Kohorte
(p<0,001) Gberwieqt.

Bezuglich der Ethnien gibt es zwischen den beidehdften einen signifikanten Unterschied
im Anteil der afrikanischen Patienten. Die Anzafilkanischer Patienten ist in der Kohorte
aus Bonn mit 54 (14,2%) Patienten signifikant hadderin der Kohorte aus Barcelona (n=3,
1,5%; p<0,001). Wéhrend in der HIV-Kohorte aus B&oa nur 9,8% ihr Herkunftsland
aulRerhalb von Spanien haben, liegt der Anteil @&adischen Patienten in Bonn bei 26,2%.
In der Kohorte aus Bonn sind von 381 bezuglichreth@V-Infektion untersuchten Patienten
64 mit HCV koinfiziert (16,8%). Im Gegensatz hiergind in der Kohorte Barcelona von den
193 auf HCV getesteten Patienten 68 HCV positivA%g p<0,001).

Bei den Patienten aus Barcelona ist die HCV-Vistslksignifikant niedriger als bei den
Patienten aus Bonn (p=0,007, siehe Tabelle 4.1).

In beiden Kohorten befindet sich der Grol3teil datighten im CDC Stadium A (Bonn: n=
186 (48,8%); Barcelona: n=129 (66,8%)), wobei inklehorte aus Barcelona sich insgesamt
signifikant mehr Patienten im CDC Stadium A (p<@pand B (p<0,001) befinden, als in der
Kohorte aus Bonn.

In der Kohorte Bonn erhielten 276 von 381 (72,4%di¢hten eine HAART. In der Kohorte
Barcelona waren es 178 von 193 (92,3%) Patiented,0p1).

Die Kohorte aus Barcelona enthéalt signifikant mPhatienten mit einer kontrollierten HIV-
Infektion (HIV-RNS<50 Kop./ml) im Vergleich zur Kalnte aus Bonn (p=0,008; Bonn:
58,3%; Barcelona: 69,4%).

In der Kohorte aus Bonn haben 95 von 381 Patiegitea opportunistische Infektion (24,9%)
und in der Kohorte aus Barcelona 35 von 193 Patie(it8,1%). Dieser Unterschied ist nicht
signifikant.
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Zwischen den Kohorten aus Barcelona und Bonn bestetagegen keine Unterschiede
bezuglich der HIV-Viruslast, des Immunstatus geraessn der Anzahl der HIV infizierten
Patienten mit einer CD4T-Zellzahl tiber bzw. unter 200 Zellen/ul, der dboten CD4/CD8"
T-Zellzahlen und der COACDS' T-Zellratio.

4.1.3 Koinfektion mit GBV-C

Der GBV-C-Infektionsstatus wurde mit Hilfe der unt®2.5 beschriebenen ,nested* PCR
untersucht. Ebenfalls Uberprift wurde das Auftretem GBV-C-E2 Antikdrpern mittels
ELISA (siehe 3.4).

Vollstandige virologische Daten konnten von 376 @84 Patienten der HIV-Kohorte aus
Bonn und von 188 der 193 Patienten der HIV-Kohats Barcelona akquiriert werden. Eine
Ubersicht tiber den GBV-C Infektionsstatus und dairAten von GBV-C-E2 Antikdrpern

fur die Kohorten aus Bonn und Barcelona zeigt dibélle 4.2:

Tabelle 4.2.: Ubersicht tiber die Infektion mit GBV-C und das Vorhandensein von GBV-
C-E2 Antikorpern in der Studienpopulation

HIV */GBV-C | HIV*/ GBV-C-E2| HIV */GBV-C*&
HIV */GBV-C” RNS' Ak.* GBV-C E2 Ak.*™

Anzahl [ %™ | Anzahl % Anzahl % Anzahl %

Bonn 172 45, 7% 91 24,2% 103 27,4% 10 2,7%

Barcelona 94 50,0% 39 20,7% 54 28,7% 1 0,5%
Kohorten

gesamte

) ) 266 472% | 130 23% 157 27,8% 11 2,0%
Studienpopulation

“fir GBV-C-RNS und den GBV-C-E2 Antikérper negativ
™ positiv fir GBV-C-RNS und den GBV-C-E2 Antikérper

™ Prozente der Gruppen

Insgesamt wurde eine replikative Koinfektion mit \GB bei 130 der 564 in die Analyse
eingeschlossenen Falle gefunden (23%). GBV-C-E2ik8rger, als Hinweis auf eine
zuruckliegende GBV-C-Infektion, konnten bei 157 864 Patienten nachgewiesen werden
(27,8%). GBV-C-E2 Antikdrper waren zusammen miteeineplikativen GBV-C-Infektion

bei 11 (2%) der Patienten vorhanden.
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Es gibt keine statistisch signifikanten Unterschiegd der Verteilung der GBV-C-RNS
positiven und GBV-C-E2 Antikérper positiven Patiemtzwischen den Kohorten aus Bonn
und Barcelona. Dies erlaubt, unter BertucksichtigdegErgebnisse aus 4.1.2, die Datensatze
beider Kohorten gemeinsam zu analysieren. Die TalkB zeigt eine Ubersicht (iber die
Verteilung der klinischen Daten, Tabelle 4.4 demamologischen Daten in Bezug auf GBV-

C-Viramie bzw. GBV-C-E2 Antikérpern in der gesamt&tudienpopulation.
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Tabelle 4.3: Einfluss einer Koinfektion mit GBV-C lzw. Vorhandensein von GBV-C- E2

Antikdrpern auf die Verteilung klinische Parameter in der gesamten Studienpopulation

Gesamte Studienpopulation

HIV */GBV-
HIV */GBV-C | HIV */GBV-C- | C*& GBV-C- p’
HIV */GBV-C" RNS' E2 Ak.* E2 Ak.*

Anzahl| %" |Anzahl| % |Anzahl| % [Anzahl| %

mannlich 193 |72,6%| 110 | 84,6%| 118 | 75,2% 7 63,6%
Geschlecht p=0,033
weiblich 73 127,4%| 20 15,4%]| 39 24,8% 4 36,4%
Afrikaner 31 |11,7%| 12 9,.2% 10 6,4% 4 36,49
Asiate 7 2,6% 2 1,5% 3 1,9% 0 0,0%

Ethnie Kaukasier 225 |84,6%| 112 | 86,2%| 139 | 88,5% 7 63,69 n.s.

Latein-
. 3 1,1% 4 3,1% 5 3.2% 0 0,0%
amerikaner
MSM 107 |40,2%| 75° 57, 7% 75 47,8% 5 45,59
Hetero-
91 |34,2%| 29 22,3%| 39 24,8% 6 54,5%
sexuell
HIV-
~_ Blut/ p=0,011
Transmission 15 5,6% 3 2,3% 4 2,5% 0 0,0%
Blutkons.
ivdu 41 |[15,4%| 18 13,8%| 34 21,7% 0 0,0%
unbekannt 12 4,5% 5 3,8% 5 3,2% 0 0,0%
CDC
) 152 [57,1%| 67 51,5%| 85 54,1% 8 72,7%
Stadium A

CDC Stadien CDC

. 49 |18,4%| 24 | 18,5%| 36 | 22,9% 2 18,29 n.s.
(ABC) Stadium B

CDC
] 65 |24,4%| 39 30,0%| 36 22,9% 1 9,1%
Stadium C
keine opp.
Opp. ) 207 |77,8%| 96 73,8%| 125 | 79,6%]| 10 |90,9%
Infektion n.s.

Infektionen

opp. Infektion] 59 [22,2%| 34 26,2%]| 32 20,4% 1 9,1%

" Prozente der Gruppen
™ statistische Signifikanz des Chi-Quadrat Test @herGruppen HIV/GBV-C, HIV'/GBV-C', HIV*/GBV-C-E2 AK'
und HIV'/GBV-C" & GBV-C-E2 Ak
a: HIV'/GBV-C RNS vs. HIV'/GBV-C: p=0,008
HIV*/GBV-C RNS vs. HIV/GBV-C-E2 Antikorpef: p=0,048
HIVY/GBV-C RNS vs. HIV//GBV-C-RNS & GBV-C-E2 AK: p=0,075
b: HIV'/GBV-C RNS vs. HIV'/GBV-C": p=0,001
HIV*/GBV-C RNS vs. HIV/GBV-C-E2 Antikorpef: p=0,098
HIVY/GBV-C RNS vs. HIV//GBV-C RNS & GBV-C-E2 AK: p=0,531
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Tabelle 4.4: Einfluss einer Koinfektion mit GBV-C lzw. Vorhandensein von GBV-C-E2
Antikdrpern auf die virologischen und immunologischen Parameter in der gesamten

Studienpopulation

Gesamte Studienpopulation

HIV ¥/
HIV */GBV-C | GBV-C-E2 |HIV'/GBV-C&
HIV */GBV-C” RNS' Ak.* GBV-C-E2 Ak.”

Anzahl| %" |Anzahl| % |Anzahl| % | Anzahl| %

HAART ohne HAART 54 20,3%| 26 20,0%| 36 22,9% 3 27,3%
Status mit HAART 212  79,7%| 104 80,0%| 121 77,1% 8 72,7%
HCV- HCV negativ 207 77,8%| 106 81,5%| 111 70,799 11 100,094

Infektion HCV positiv 59 222%| 24 18,5%| 46 29,3% 0 0,0%

HIV-RNS
171 64,3%| 79 60,8%| 94 59,99 4 36,4%
<50 (Kop./ml)
HIV-Viruslast
HIV-RNS

95 357%| 51 392%| 63 40,194 7 63,6%
>50 (Kop./ml)

Immunstatus <200 (abs./ml) 38 143%| 19 146%| 21 13,49 O 0,0%
CD4" T-Zellen >200 (abs./ml) 228 85,7%| 111 85,4%| 136 86,69 11 100%
HIV-RNS (Kop./ml) ™ 12.604 16.706 38.647 2.985
95% Konfidenzintervall ™ (6.650-18.557) | (5.784-27.628) | (8.600-68.692) (0-6.650)
CD4" T-Zellzahl (abs./ul) 475 406 484 553
95% Konfidenzintervall (444-505) (370-440) (440-527) (326-779)
CD4'/CD8" T-Zell Ratio 0,56 0,50 0,56 0,96
95% Konfidenzintervall (0,52-0,60) (0,45-0,56) (0,51-0,61) (0,49-1,43)
CD8" T-Zellzahl (abs./ul) 980 942 1.020 788
95% Konfidenzintervall (920-1.040) (868-1.014) (923-1.116) (374-1.202)

1.995.924 10.013.200 | 4.142.482
(745.073- (812.921- (1.925.407- -
3.246.775) 19.213.478) 6.359.557)

HCV-RNS (Kop./ml)

95% Konfidenzintervall

" Prozente der Gruppen
™ Mittelwerte

Hkk

95% Konfidenzintervalle des Mittelwertes Gber Siggruppen
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In der Gruppe der HIV/GBV-C koinfizierten Patientear der Anteil der Patienten, die sich
durch MSM mit dem HI-Virus infiziert hatten gegemiiller Gruppe der HIV monoinfizierten
Patienten Uberreprasentiert (p=0,001, siehe TaldeBg Analog hierzu ist das méannliche
Geschlecht in der Gruppe der GBV-C positiven Patieisignifikant haufiger vertreten als in
der HIV monoinfizierten Gruppe (p=0,008, siehe Tk#4.3).

Wenn auch durch die kleine Anzahl von 11 Patienieht statistisch signifikant, so hebt sich
die Gruppe der gleichzeitig fur GBV-C-RNS und GBVER AntikOrper positiv getesteten
HIV-Patienten positiv von den anderen Gruppen ab:
In ihr

* sind mit 72,7% die prozentual meisten Patiente€DC Stadium A,

* haben mit 9,1% prozentual am wenigsten Patientenaportunistische Infektion,

+ liegt die CD4/CD8" T-Zellratio mit 0,96 nur wenig vom Normalwert var8 entfernt

« haben 100% der Patienten eine CD4Zellzahl von iber 200 Zellen/ul

* liegen mit 2.985 Kopien/ml die HIV-Viruslast am drggsten.
Zusatzlich zeichnet sich diese Gruppe durch dakeRelon HCV koinfizierten Patienten aus.
Bei 114 Patienten der 130 GBV-C positiven Patiersgas der gesamten Studienpopulation
konnte die GBV-C-Viruslast mit Hilfe der LC-Methodaus 3.3.3 quantitativ bestimmt
werden (durchschnittliche Viruslast: 875.485 Kopmak). Dabei ergaben sich die in Tabelle
4.5 dargestellten Korrelationen zwischen der GBW@d der HIV-Viruslast bzw. der CD4
T-Zellzahl.
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Tabelle 4.5: Korrelation der GBV-C-Viruslast mit der HIV-Viruslast und der CD4 * T-
Zellzahl

HIV- cD4*
Viruslast T-Zellzahl
Korrelationskoeffizient” -0,269 0,265
gesamte GBV-C- L .
) . . Signifikanz 0,004 0,004
Studienpopulation Viruslast
Anzahl 114 114
Korrelationskoeffizient -0,319 0,251
GBV-C- o
Kohorte aus Bonn _ Signifikanz 0,004 0,027
Viruslast
Anzahl 79 79
Korrelationskoeffizient 0,149 0,380
GBV-C- o
Kohorte aus Barcelons Signifikanz 0,39 0,025
Viruslast
Anzahl 35 35

" Korrelationskoeffizient R nach Pearson

” Signifikanz der Korrelation nach Pearson

Am Aufféalligsten dabei ist ein signifikant invers@usammenhang zwischen der GBV-C-
Viruslast (p=0,004) und der HIV-Viruslast. Dieseusammenhang findet sich bei isolierter
Betrachtung auch in der Kohorte aus Bonn wieded@34), nicht aber in der Kohorte aus
Barcelona, in der jedoch ein gleichsinniger Tremnkkenbar ist (p=0,39, siehe Abbildung
4.1). Dieser Korrelation entspricht auch ein st signifikanter Zusammenhang zwischen
der GBV-C-Viruslast und der CD4r-Zellzahl/ul (p=0,004).
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Korrelation der GBV-C-Viruslast mit der HIV-Viruslast
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Diese Korrelation konnte bei isolierter Betrachtusgwohl in der Kohorte aus Bonn
(p=0,027) und in der Kohorte aus Barcelona beolehakérden (p=0,025, siehe Abbildung

4.2).
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a b
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4.1.4 Der Einfluss der HAART-Therapie auf die HIV-Viruslast und die
CD4" T-Zellzahl

Im nachsten Abschnitt der Dissertation wird besdben, welchen Einfluss eine HAART auf
die beobachteten Effekte der GBV-C-Koinfektion hglin der HIV-Viruslast und der CD4
T-Zellzahl hat. In der gesamten Studienpopulatidnieten 445 (78,9%) der 564 Patienten
eine HAART. Patienten mit einer GBV-C-Koinfektiorews. nachweisbaren GBV-C-E2
Antikdrpern verteilten sich wie folgt in den Gruppmit und ohne HAART:
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Tabelle 4.6: Ubersicht tiber die Verteilung einer Kinfektion mit GBV-C bzw. Nachweis
von GBV-C-E2 Antikdrpern zwischen Patienten mit undohne HAART

gesamte Studienpopulation
ohne HAART mit HAART
Anzahl % Anzahl %
HIV */GBV-C-RNS 54 45,4% 212 47,6%
HIV */GBV-C-RNS" 26 21,8% 104 23,4%
HIV */GBV-C-E2 Ak.” 36 30,3% 121 27,2%
HIV */GBV-C-RNS'& GBV-C-E2 Ak. * 3 2,5% 8 1,8%
Gesamt 119 100,0% 445 100,0%

Patienten mit einer GBV-C-Koinfektion bzw. nachviieieen GBV-C-E2 AntikGpern waren in
der Gruppe mit HAART und der Gruppe ohne HAART dftwierteilt (siehe Tabelle 4.6).

Es bestatigte sich, auch bei Berticksichtigung v&ART, die inverse Korrelation der GBV-
C-Viruslast mit der HIV-Viruslast und die direkteoKelation mit der CD4T-Zellzahl (siehe

Tabelle 4.7 und Abbildung 4.3):

Tabelle 4.7: Korrelation der GBV-C-Viruslast mit der HIV-Viruslast und der CD4 * T-

Zellzahl aufgeschlisselt nach HAART

ohne HAART mit HAART
HIV- cD4* HIV- cD4*
Viruslast T-Zellzahl Viruslast T-Zellzahl
Korrelationskoeffizient” -0,478 0,429 -0,231 0,215
GBV'C . . *k
) Signifikanz 0,039 0,046 0,029 0,040
Viruslast
Anzahl 22 22 92 92

" Korrelationskoeffizient R nach Pearson

™ Signifikanz der Korrelation nach Pear
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Korrelation der GBV-C-Viruslast mit der CD4+ T-Zellzahl
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Abbildung 4.3: Die Abbildungen 4.3a-d zeigen die Korrelationerisolien der GBV-C Viruslast
und der HIV-Viruslast bzw. der CD4T-Zellzahl in der gesamten Studienpopulation fétiéhten
ohne HAART-Therapie (Abbildung.3.a, h und Patienten, die zur Zeit der Untersuchung eine

HAART erhielten (Abbildungt.3.c, 9.

4.1.5 Der Einfluss des GBV-C-Genotyps

Bei 127 der 130 in die Analyse eingeschlossenen G@BRNS positiven Patienten der

gesamten Studienpopulation konnte der GBV-C-Genuptiffels Sequenzierung eines 256-bp

DNA Fragmentes der 5°GBV-C-UTR und anschlieRenderqgenetischer Analyse mit den
Programmen Bioedit und ClustalX bestimmt werderehsi 3.6). Die Verteilung der

Genotypen in der Gesamtkohorte, sowie den beiddikoherten aus Bonn und Barcelona,

zeigt Tabelle 4.8. Ein Ausschnitt des zu dieser dBgn Verteilung gehdrenden

phylogenetischen Baums ist in Abbildung 4.4 daej#stler gesamte phylogenetische Baum

ist in Anhang 11l zu finden.

82



Ergebnisse

Tabelle 4.8: Verteilung der GBV-C-Genotypen in denKohorten aus Bonn und

Barcelona und der gesamten Studienpopulation

Kohorten
gesamte
Bonn Barcelona ) )
Studienpopulation
Anzahl % Anzahl % Anzahl %
GBV-C Genotyp 1 8 9,1% 6 15,4% 14 11,0%
GBV-C- GBV-C Genotyp 2 72 81,8% 33 84,6% 105 82,7%
Genotyp GBV-C Genotyp 3 2 2,3% 0 0,0% 2 1,6%
GBV-C Genotyp 5 6 6,8% 0 0,0% 6 4,7%
Gesamt 88 100,0% 39 100,0% 127 100,0%
297Bn
505 266Bn
— 97sp
446 58sp
769 08Bn
163sp
B9sp
179sp
39sp 189sp
319Bn
310Bn
528 | 076Bn
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Abbildung 4.4: Ausschnitt des phylogenetischen Baums zu der 5’'WAhRlyse. Jeweils an den
Knoten kann die ,bootstrap value* abgelesen wer@ea.Lange der einzelnen Aste ist dquivalent
zur genetischen Distanz. Die Isolate, die mit Bkegmzeichnet sind, stammen aus der Kohorte aus
Bonn, die mit sp gekennzeichneten Isolate aus a@d¢roKe aus Barcelona. Die ID-Nummer, die

mit U beginnt ist eine Referenzsequenz aus dem@dditenbank ,,GenBank".
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Die verschiedenen Genotypen von GBV-C sind untésdbh Uber die verschiedenen
Ethnien verteilt. Hierbei stammen die Patienterg diit einem GBV-C-Genotyp 1 Isolat
infiziert sind, hauptsachlich aus Europa (71%) &fidka (29%), die Patienten, die mit einem
GBV-C Genotyp 2 Isolat infiziert sind zu einem GbEgenden Teil aus Europa (94%), die
beiden Patienten, die mit dem GBV-C Genotyp 3 tsiofiziert sind aus Europa (100%) und
die Patienten, die mit dem GBV-C Genotyp 5 Isafdiziert sind zu 100% aus Afrika (siehe
Tabelle 4.9).

Tabelle 4.9: Verteilung der GBV-C-Genotypen uber d@ Ethnien in der Gesamtkohorte

aus Bonn/Barcelona

GBV-C-Genotyp

GBV-C Genotyp 1| GBV-C Genotyp 2| GBV-C Genotyp 3| GBV-C Genotyp 5
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %
Afrikaner 4 29,0% 1 1,0% 0 0,0% 6 100%
Asiate 0 0,0% 2 2,0% 0 0,0% 0 0,0%
Ethnie
Kaukasier 10 71,0% 99 94% 2 100% 0 0,0%
Lateinamerikaner 0 0,0% 3 3,0% 0 0,0% 0 0,0%
Gesamt 14 100,0% 105 100,0% 2 100,0% 6 100%

Interessanterweise gruppieren die Genotyp 5 Isd@téohorte aus Bonn in einem separaten
Cluster, der einen neuen GBV-C Genotyp 5 Subtyptdien konnte. Der erforderliche Wert
von 700 (70%) fur den ,Bootstrap-value” (bei 1000edérholungen), der eine formale
Definition eines neuen Genotyps erlauben wirde denaber nicht erreicht. In 4.5.2 wird

noch einmal genauer darauf eingegangen (siehe d\bigl4.5).
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AY949771-5-SA

725
193Bn
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] [, 168Bn
534
524 038Bn
549 324Bn
2588 131Bn
] 173Bn 328Bn
Patient ID Herkunftsland Abbildung 4.5. Gruppierung der GBV-C Genotyp b
Isolate der Kohorte aus Bonn innerhalb des Genbtyp
Clusters. Die ,Bootstrap-value” fir diese Gruppesieht
131 Kamerun
den Wert 650 (65%). Fur den kompletten Genotyp 5
Cluster betragt er 725 (72,5%) bei 1000 Wiederhgdumn
168 Kenia
der Bootstrap-Analyse.
193 Kenia
269 Kenia
039 Athiopien
324 Ruanda

Der GBV-C Genotyp 3 wird aufgrund der geringen Arizder Genotyp 3 Isolate von den
weiteren Analysen ausgeschlossen.

Wie in Tabelle 4.10 und Abbildung 4.6 zu sehengrstheiden sich die GBV-C Genotyp 1
Isolate in ihrem Einfluss auf die CDZ-Zellzahl von den Isolaten des GBV-C Genotypen 2:
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Tabelle 4.10: Einfluss der Genotypen auf die CD4T-Zellzahl

GBV-C-Genotyp
. HIV */ . . . "
HIV ™/ HIV "/GBV-C | HIV "/GBV-C | HIV "/GBV-C p
_ | GBV-C-E2 N
GBV-C A Genotyp I' | Genotyp 2 | Genotyp 5
CD4" T-Zellzahl
(abs /) 475 484 279 449 375 p=0,0044
abs.
H (445-506) | (441-528) (206-353) (406-492) (82-667)
95% Konfidenzintervall
) 12.604 38.647
HIV-Viruslast (Kop./ml) 9.196 15.955 15.033
(6.650- (8.601- n.s.
95% Konfidenzintervall (1.623-16.770)| (3.663-28.246)]  (0-46.184)
18.557) 68.693)

™ statistische Signifikanz im Kruskal Wallis Test fille Gruppen

a: HIV'/GBV-C Genotyp 1vs. HIV+/GBV-C: p=0,001

HIV*/GBV-C Genotyp 1vs. HIV//GBV-C-E2 Ak.: p=0,003
HIV*/GBV-C Genotyp 1vs. HIV/GBV-C Genotyp 2 p=0,004

HIV

HIV+/Anti- HIV+/GBV-C HV+/GBV-C HIV+/GBV-C
monoinfiziert GBV-C-E2 Genotyp 1+ Genotyp 2+ Genotyp 5+
Ak.+

te Studi

g

a
—_—
600 E—
- —_—
E
P
K=
s
S 400
N
§
fa
+
a
O 200

ion stratifiziert nach GBV-C Genotyp

b 60000
50000
40000

30000

HIV-RNS (Kop./ml)

20000

10000

n=266 n=157

11 M

n=14 n=105

I

[
HIV HIV+/Anti-

Studi

g

HIV+/GBV-C HIV+/GBV-C HN+/GBV-C
monoinfiziet GBV-C-E2 Genotyp 1+ Genotyp 2+ Genotyp 5+
Ak.+
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Abbildung 4.6. Abbildung 4.6z zeigt die absolute CD4T-Zellzahl, Abbildung4.6k die HIV-
Viruslast bei HIV monoinfizierten, GBV-C-E2 Antikper positiven Patienten und den jeweils mit
den GBV-C Genotypen 1, 2 und 5 koinfizierten Pa&an

Patienten mit einer GBV-C 1 Koinfektion haben sfifgaint niedrigere absolute CDA4T-

Zellzahlen (p=0,004, siehe Abbildung 4.6). Dies st/@uf einen eher ungunstigen Einfluss

einer Koinfektion mit GBV-C Genotyp 1 Isolaten hikinen signifikanten Unterschied
hinsichtlich der HIV-Viruslast konnte nicht beobésthwerden.
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4.2 Unterschiede in den Serumspiegeln von IP-10 und IFX in
Seren HIV monoinfizierter und HIV/GBV-C koinfiziert er

Patienten

In einigen Studien wurde ein Einfluss der GBV-Cektfon auf die Expression bzw.
Serumkonzentration verschiedener Zytokine beobadhennari et al. 2003; Lalle et al.
2008). Um zu uberprifen, ob diese Effekte in dgeeeén Studienpopulation bestétigt werden
kénnen, wurden MIPd, MIP-1B (Liganden des HIV-Korezeptors CCR5), IRNund IL-12
(Reprasentation des Thl-Zytokinprofils) und IP-Eh(Chemokin fur Thl-Zellen) in den
Seren einer Stichprobe von 49 HIV bzw. 56 HIV/GBWGinfizierten Patienten bestimmt,
die zufallig ausgewéahlt wurden. Als Referenz wurden Serumspiegel von Mile1 MIP13
IFN-y, IL-12 und IP-10 bei 10 gesunden Probanden gemesse

Eine Ubersicht Giber die Stichprobe im Vergleich m@samten Studienpopulation (564
Patienten mit vollstandigen virologischen und imwlogischen Daten) zeigen die Tabellen
4.11 und 4.12.
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Tabelle 4.11: Vergleich der klinischen Parameter deZytokinanalyse zur ausgewé&hlten

Stichprobe mit der gesamten Studienpopulation

Stichprobenvergleich
Stichprobe Zytokinanalyse | gesamte Studienpopulation
Anzahl %" Anzahl %
mannlich 86 81,9% 428 75,9%
Geschlecht
weiblich 19 18,1% 136 24,1%
Afrikaner 14 13,3% 57 10,1%
Asiate 2 1,9% 12 2,1%
Ethnie

Kaukasier 87 82,9% 483 85,6%
Lateinamerikaner 2 1,9% 12 2,1%
MSM 47 44,8% 262 46,5%
Heterosexuelle

34 32,4% 165 29,3%
Kontakte

HIV-Transmission
Blut/Blutkonserven 4 3,8% 22 3,9%
ivdu 17 16,2% 93 16,5%
unbekannt 3 2,9% 22 3,9%
CDC Stadium A 61 58,1% 312 55,3%
CDC Stadien )
CDC Stadium B 14 13,3% 111 19,7%
(ABC)
CDC Stadium C 30 28,6% 141 25,0%
keine opp. Infektion 80 76,2% 438 77, 7%
Opp. Infektionen

opp. Infektion 25 23,8% 126 22,3%

" Prozent innerhalb der Kohorte, bzw. der Stichprobe
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Tabelle 4.12: Vergleich virologischer und immunologcher Parameter in der

Zytokinanalyse zur ausgewahlten Stichprobe mit degesamten Studienpopulation

Stichprobenvergleich
] Gesamte
Stichprobe ) )
Studienpopulation
Anzahl %" Anzahl %
mit HAART 34 32,4% 119 21,1%
HAART Status
ohne HAART 71 67,6% 445 78,9%
HCV negativ 82 78,1% 435 77,1%
HCV Infektionsstatus
HCV positiv 23 21,9% 129 22,9%
HIV-RNS<50 (Kop./ml) 43 41,0% 348 61,7%
HIV-Viruslast
HIV-RNS>50 (Kop./ml) 62 59,0% 216 38,3%
Immunstatus <200 (abs./ml) 25 23,8% 78 13,8%
CD4" T- Zellen >200 (abs./ml) 80 76,2% 486 86,2%
HIV-Viruslast (Kop./ml) ™ 66.450 20.611
95% Konfidenzintervall ™ (20.399-112.501) (11.458-29.765)
CD4" T-Zellzahl (abs./ul) 356 463
95% Konfidenzintervall (320-391) (442-484)
CD4'/CD8" Ratio 0,46 0,55
95% Konfidenzintervall (0,40-0,51) (0,53-0,58)
CD8" T-Zellzahl (abs./ul) 1.000 979
95% Konfidenzintervall (871-1.129) (936-1.022)
HCV-Viruslast (Kop./ml) 4.763.614 4.087.122
95% Konfidenzintervall (0-10.719.825) (2.374.370-5.799.875)

" Prozent innerhalb der Kohorte, bzw. der Stichprobe
" Mittelwerte

™ 959% Konfidenzintervalle des Mittelwertes tiber 8igogruppen
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Die Patienten und die gesunden Probanden vertaitdnin der Stichprobe wie folgt auf die

einzelnen Subgruppen:

Tabelle 4.13: Verteilung der Patienten Uber die Sulruppen

Haufigkeit Prozent
HIV* 35 30,4%
HIV */GBV-C* 56 48,7%
HIV */GBV-C*/GBV-C-E2 Ak." 1 0,9%

Subgruppen

HIV */GBV-C-E2 Ak.” 13 11,3%
gesunde Probanden 10 8,7%
Gesamt 115 100,0%

Aufgrund der geringen Fallzahl wurde der einzig¢id?d der gleichzeitig eine replikative
HIV/GBV-C-Koinfektion und GBV-C-E2 Antikorper aufws, nicht weiter beriicksichtigt.
Ebenfalls unbertcksichtigt blieb die KoinfektiontrhiCV, da in einer separaten Analyse sich
keine Effekte von HCV auf die Serumspiegel nachereige3en (Daten nicht gezeigt).

Wie in Abbildung 4.7 dargestellt, bestanden sidpaifite Unterschiede fur die IFNund IP-
10 Serumspiegel zwischen HIV/GBV-C koinfizierten tiBaten und anderen
Patientengruppen. Der IP-10 Serumspiegel aller GB\nfizierten Subgruppen war
gegeniber den Serumspiegeln der gesunden Probaigtafikant erhoht (p<0,001). Der
IFN-y Serumspiegel aller GBV-C negativen, mit HIV inéien Subgruppen war gegentber
den gesunden Probanden und den Patienten mit agpék GBV-C-Koinfektion signifikant
erhoht (p<0,001). Dabei bestanden keine signifé&@antUnterschiede in den IFN-
Serumspiegeln zwischen den Patienten mit replikatiGBV-C-Koinfektion und der

gesunden Referenzgruppe.
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Abbildung 4.7: Serumspiegel von IP-1@) und IFNy (b) bei HIV monoinfizierten, HIV/GBV-C
koinfizierten, HIV monoinfizierten/GBV-C-E2 Ak. pd&/en, und gesunden Probanden.

HIV* vs. gesunde Probanden: p<0,001

HIV*/GBV-C" vs. gesunde Probanden: p<0,001

a
b: HIV/GBV-C-E2 Ak vs. gesunde Probanden: p=0,002
(o8
d:

HIV* vs. HIV'/GBV-C": p<0,001
HIV* vs. gesunde Probanden: p<0,001
e: HIVY/GBV-C-E2 Ak vs. HIV'/GBV-C": p<0,001

HIV*/GBV-C-E2 Ak vs. gesunde Probanden: p=0,001

4.2.1 Der Einfluss von HAART auf IFN-y und IP-10 Serumspiegel
Um den Einfluss von HAART auf die Serumspiegel WiP-1a, MIP-113, IFNy, IP-10 und

IL-12. zu Uberprifen, wurden die Zytokinspiegel madAART stratifiziert. Wie aus den

Abbildungen 4.8 und 4.9 ersichtlich bleiben diengfiganten Unterschiede zwischen den

Subgruppen fur die Serumspiegel von IfNind IP-10 bestehen, wenn nach HAART

stratifiziert wird. Die IP-10 Serumspiegel allerguuppen sind gegeniber dem Serumspiegel

der Referenzgruppe signifikant erhoht. Die IfFNSserumspiegel der GBV-C negativen

Subgruppen ist gegeniiber den HIV/GBV-C koinfizierteruppe sowie der Referenzgruppe

signifikant erhoht, wahrend der IFNSerumspiegel der HIV/GBV-C koinfizierten Patienten

sich nicht signifikant von dem Serumspiegel derdRafizgruppe unterscheidet.

91



Ergebnisse

1,000.00—

800.00

600.00—

IP-10 (pg/ml)

400.00—

200.00

0.00

*a

n=11 n=24

*€

n=5|n=8 n=17 n=39 n=ho

HIV+

HIV+/GBV-C-E2 Ak.+

e

' HIV+/GBV-C+

Subgruppen

HAART-Therapie
ohne HAART

mit HAART

gesunde
Probanden

gesunde Probanden

a: HIV* vs. gesunde Probanden: p<0,001
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- HIV* vs. gesunde Probanden: p=0,003

: HIV'/GBV-C-E2 Ak vs. gesunde Probanden: p=0,006
- HIV'/GBV-C-E2 Ak vs. gesunde Probanden: p<0,001
- HIV'/GBV-C" vs. gesunde Probanden: p<0,001

: HIV*/GBV-C" vs. gesunde Probanden: p=0,01

Abbildung 48:
Serumspiegel von IP-
10 bei HIV
monoinfizierten,
HIV/GBV-C
koinfizierten, HIV
monoinfizierten/ GBV-
C-E2 Ak. positiven
Patienten, und
gesunden  Probanden
stratifiziert nach

HAART.
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HIV* vs. gesunde Probanden: p=0,002
b: HIV* vs. HIV/GBV-C": p<0,001
HIV™ vs. gesunde Probanden: p<0,001
c: HIV'/GBV-C-E2 Ak’ vs. HIV'/GBV-C": p=0,004
HIV*/GBV-C-E2 Ak vs. gesunde Probanden: p=0,004
d: HIV'/GBV-C-E2 Ak vs. HIV'/GBV-C": p=0,001
HIV*/GBV-C-E2 Ak’ vs. gesunde Probanden: p=0,001

Abbildung 49:
Serumspiegel von IFN-
bei HIV monoinfizierten,
HIV/GBV-C

koinfizierten, HIV
monoinfizierten/ GBV-C-
E2 Ak. positiven, und
gesunden Probanden
stratifiziert nach HAART.

Es zeigten sich bei dieser Analyse keine Untersiehfér IP-10 und IFN-in Abhangigkeit
von der HAART. Somit wurde, fur die weiteren Auswgrgen der GBV-C-Effekte in
Abhéangigkeit vom Genotyp, die HAART als Kofaktochi weiter berticksichtigt. Bei 52 der

insgesamt 56 GBV-C positiven Patienten konnte dBY-&-Genotyp bestimmt werden. Die

einzelnen GBV-C-Genotypen waren wie folgt in declgirobe verteilt (Tabelle 4.14).
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Tabelle 4.14: Verteilung der GBV-C-Genotypen in deiStichprobe

Anzahl %
GBV-C Genotyp 1 11 19,6%
GBV-C Genotyp 2 35 62,6%
GBV-C Genotyp 3 2 3,6%
GBV-C Genotyp 5 4 7,1%
GBV-C Genotyp nicht bestimmbar 4 7,1%
Gesamt 56 100%

Die IFN-y Spiegel zeigten unabhangig vom GBV-C-Genotyp myedwerte bei allen GBV-C
koinfizierten Patienten (siehe Abbildung 4.10). Arsl verhielt es sich mit den IP-10
Serumspiegeln: Hier waren die IP-10 SerumspiegelHi¢ monoinfizierten bzw. GBV-C-
E2-Antikdrper positiven Patienten, sowie die mitndé&sBV-C Genotyp 1 koinfizierten
Patienten signifikant gegentber denen der Referappg erhdht, wahrend die Serumspiegel
der mit GBV-C Genotyp 5 koinfizierten Patientenhsiicht von denen der Referenzgruppe
unterschieden. Die Serumspiegel der GBV-C Genotypolfizierten Patienten waren
signifikant niedriger als die der HIV monoinfiziet/GBV-C-E2 Antikdrper positiven bzw.
GBV-C Genotyp 1 koinfizierten Patienten (siehe Atblang 4.10), und somit ebenfalls nahe

an den Serumspiegeln der gesunden Probanden.
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Abbildung 4.1C: zZytokinspiegel (pg/ml) von IFN-(a) und IP-10 ) in den Seren von gesunden
Probanden, HIV monoinfizierten, HIV/IGBV-C-E2 Ak. gitven, HIV/GBV-C Genotyp 1
koinfizierten, HIV/IGBV-C Genotyp 2 koinfizierten dnHIV/GBV-C Genotyp 5 koinfizierten
Patienten.
a: HIV* vs. gesunde Probanden: p<0,001
HIV* vs. HIV/GBV-C Genotyp 1. p=0,04
HIV* vs. HIV'/GBV-C Genotyp 2 p<0,001
HIV* vs. HIV/GBV-C Genotyp 5 p=0,01
b: HIVY/GBV-C-E2 Ak vs. gesunde Probanden: p<0,001
HIV*/GBV-C-E2 Ak. vs. HIV/GBV-C Genotyp 1: p=0,0018
HIV*/GBV-C-E2 Ak vs. HIV/GBV-C Genotyp 2 p<0,001
HIV*/GBV-C-E2 Ak vs. HIV'/GBV-C Genotyp 5 p=0,026
c: HIV* vs. gesunde Probanden: p<0,001
HIV* vs. HIV'/GBV-C Genotyp 1. p=0,019
HIV* vs. HIV/GBV-C Genotyp 2 p<0,043
d: HIV*/GBV-C-E2 Ak vs. gesunde Probanden: p<0,001
HIV*/GBV-C-E2 Ak. vs. HIV/GBV-C Genotyp 2 p=0,016
HIV*/GBV-C-E2 Ak vs. HIV'/GBV-C Genotyp %: p=0,0032
e: HIV'/GBV-C Genotyp 1vs. HIV'/GBV-C Genotyp 2 p=0,002
HIV*/GBV-C Genotyp 1vs. gesunde Probanden: p<0,001
f: HIV */GBV-C Genotyp 2 vs. gesunde Probanden: p=0,014

4.2.2 Zusammenhange zwischen GBV-C-Viruslast, IFNs und IP-10 mit
der HIV-Viruslast und CD4 " T-Zellzahl
Um die Frage zu klaren, ob die beobachteten holed-yl Serumspiegel bei HIV

monoinfizierten Patienten einen Effekt auf die HWifuslast und die CD4T-Zellzahl haben,

wurden alle Patienten je nach Héhe des Serumspiggal IFNy in die Subgruppen
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e ,IFN-y normal“ bzw.
»IFN-v erhoht”

eingeteilt, wobei der ,Cut-Off* fUr einen erhoht&erumspiegel als Obergrenze des 95%
Konfidenzintervalls der IFN- Serumspiegel bei gesunden Probanden (4,7pg/mp&/8B)
definiert wurde.
Die Patienten mit erhohten IFNSerumspiegeln, hatten auch gleichzeitig signifikaihere
IP-10 Serumspiegel. Zusatzlich hatten die Patientenniedrigen IFNy Serumspiegeln eine
signifikant niedrigere HIV-Viruslast im Vergleichuzden Patienten mit erhdhten IRN-
Serumspiegeln (siehe Abbildung 4.11). Die Anzahh J@atienten mit niedrigen [FN-
Serumspiegeln war in der Subgruppe der GBV-C koigfien Patienten im Vergleich mit
den HIV monoinfizierten Patienten und den HIV/GBVE2 AntikOrper positiven Patienten
signifikant erhoht (siehe Tabelle 4.15).
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Tabelle 4.15: Kreuztabelle fur den Vergleich der Shgruppen hinsichtlich des IFN«y
,Cut-Offs”

Subgruppen
Hiv * HIV */GBV-C-E2 HIV gesunde
Ak.” GBV-C* Probanden
Anzahl | %" |Anzahl| % |Anzahl| % Anzahl | %
IFN-y normal 8 229% | 32 23.1% | 48°  85.7% 9 90,0%
IFN-vy erhéht 27 77.1% 10 76.9% 8 14.3% 1 10,0%
Gesamt 35 100% 13 100% 56 100% 10 100%

" Prozent tiber die Subgruppen
IFN-y Serumspiegel wurden als erhoéht angesehen, wenrolsehalb des 95% Konfidenzintervalls
(4,7pg/ml-8,88pg/ml) gesunder Probanden lagen
Signifikanz des Chi-Quadrat Tests fiir die Gruppévi HHIV*/GBV-C* und HIV'/GBV-C-E2 AK.:
a: HIV* vs. HIVY/GBV-C": p<0,001
HIV*vs. gesunde Probanden: p<0,001

Bei 43 Patienten der Stichprobe konnte die GBV-@i$ast quantifiziert und mit den

Serumspiegeln fir IFN-und IP-10 verglichen werden.

Die GBV-C-Viruslast korrelierte invers mit den Serspiegel von IP-10 (p=0,012) und mit
der HIV-Viruslast (p=0,006) und der CDZ-Zellzahl (p=0,033, siehe Tabelle 4.16 und
Abbildung 4.12).

Tabelle 4.16: Korrelation der GBV-C-Viruslast mit den Serumspiegeln von MIP-i
MIP-1R,IFN-y, IP-10 und IL-12, der HIV-Viruslast und der CD4" T-Zellzahl

HIV- cD4*
MIP-1la |MIP-1R | IFN-y [ IP-10 | IL-12 ]
Viruslast| T-Zellzahl
Korrelationskoeffizient”| 0,143 | 0,388 | -0,307 | -,363 | 0,627 | -0,391 0,308
GBV-C- Signifikanz" 0,526 | 0,068 | 0,331 | 0,012 | 0,568 | 0,006 0,033
Viruslast
Anzahl 47 47 47 47 47 47 47

" Korrelationskoeffizient R nach Pearson

™ statistische Signifikanz der Korrelation nach Bear
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Ebenso korrelieren die HIV-Viruslast direkt und d@D4  T-Zellzahl invers mit den
Serumspiegeln von IP-10 (siehe Tabelle 4.17 undléinhg 4.13)

Tabelle 4.17: Korrelation des IP-10 Serumspiegels ibnder HIV-Viruslast und der CD4 *
T-Zellzahl.

HIV-Viruslast CD4*-T-Zellzahl

Korrelationskoeffizient 0,577 -0,329
IP-10 Signifikanz” <0,001 0,024
Anzahl 47 47

" Korrelationskoeffizient R nach Pearson

" statistische Signifikanz der Korrelation nach Bear
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Korrelation der IP-10 Serumspiegel mit der HIV-Viruslast Korrelation der IP-10 Serumspiegel mit der CD4+ T-Zellzahl
5,001 o

= 2 =

E o ° 3

a 4,00 ° a2

& °y o <

g R? Linear = 0,34 - O £4

[z N

K] =

§ 3,00 ,’?

> +

> <

= a

z o °

S 2,00 s R? Linear = 0,139 °

8 2 2,00 o

1,00 1,80 °
T T T T T T T T T T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
log10 (IP-10 (pg/ml)) log10 (IP-10 (pg/ml))

Abbildung 4.13: Korrelation der IP-10 Serumspiegel mit der HIV-{4tast &) und der CD4 T-
Zellzahl )
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4.3 Messung der Oberflachenexpression von CCR5 und CXCR
auf CD4- und CD8-positiven T-Lymphozyten

In verschiedenen Arbeiten wurde postuliert, dase dfoinfektion mit GBV-C zu einer

verminderten Oberflachenexpression, der fir deViris notwendigen CCR5- und CXCR4-
Korezeptoren fuhrt. Diese Hypothese wurde anhandvdediegenden Studienpopulation
Uberpruft. Hierfir wurde bei einer reprasentativBtichprobe von 156 HIV positiven

Patienten die Oberflachenexpression von CCR5 uncCRX auf den CD4- und CD8-
positiven Zellen gemessen. Eine Ubersicht tberStiehprobe und ein Vergleich zu der
Gesamt-Kohorte aus Bonn (376 Patienten mit voltstien virologischen Daten) zeigen die
Tabellen 4.18. und 4.19. Die Analyse der Oberflaelpression von CCR5 und CXCR4
beschréankte sich aus methodischen Grinden aufahere aus Bonn. Der Vergleich in den
Tabellen 4.18 und 4.19 zeigt, dass die ausgewd&iltahprobe fir die Kohorte aus Bonn
reprasentativ war.
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Tabelle 4.18: Vergleich der klinischen Parameter deCCR5- und CXCR4-Analyse zur

ausgewahlten Stichprobe mit der Kohorte aus Bonn

Stichprobenvergleich
Stichprobe Kohorte aus Bonn
Anzahl %" Anzahl %
mannlich 114 73,1% 284 75,5%
Geschlecht
weiblich 42 26,9% 92 24,5%
Afrikaner 30 19,2% 54 14,4%
Asiate 4 2,6% 8 2.1%
Ethnie

Kaukasier 120 76,9% 308 81,9%
Lateinamerikaner 2 1,3% 6 1,6%
MSM 83 53,2% 195 51,9%

Heterosexuelle
50 32,1% 113 30,1%

Kontakte
HIV-Transmission
Blut/Blutkonserven 6 3,8% 19 5,1%
ivdu 11 7,1% 34 9,0%
unbekannt 6 3,8% 15 4,0%
CDC Stadium A 71 45,5% 184 48,9%
CD(CAggdien CDC Stadium B 34 21,8% 97 25,8%
CDC Stadium C 51 32, 7% 95 25,3%
keine opp. Infektion 107 68,6% 283 75,3%
Opp. Infektionen

opp. Infektion 49 31,4% 93 24, 7%

" Prozent innerhalb der Kohorte, bzw. Stichprobe
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Tabelle 4.19: Vergleich virologischer und immunologcher Parameter in der CCR5-

und CXCR4-Analyse zur ausgewahlten Stichprobe mit er gesamten Studienpopulation

Stichprobenvergleich

Stichprobe Kohorte aus Bonn
Anzahl %" Anzahl %
ohne HAART 40 25,6% 104 27,7%
HAART-Status
mit HAART 116 74,4% 272 72,3%
HCV negativ 136 87,2% 313 83,2%
HCV Infektionsstatus
HCV positiv 20 12,8% 63 16,8%
HIV-RNS<50(Kop./ml) 99 63,5% 218 58,0%
HIV-Viruslast
HIV-RNS>50(Kop./ml) 57 36,5% 158 42,0%
Immunstatus <200 (abs./ml) 25 16,0% 58 15,4%
CD4" T- Zellen >200 (abs./ml) 131 84,0% 318 84,6%
HIV-Viruslast (Kop./ml) ™ 12.869 15.862

95% Koinfidenzintervall ™

(7.386-18.352)

(11.017-20.707)

CD4" T-Zellzahl (abs./ul) 445 453
95% Koinfidenzintervall (403-486) (427-480)
CD4'/CD8" Ratio 0,52 0,56
95% Koinfidenzintervall (0,47-0,57) (0,52-0,59)
HCV-Viruslast (Kop./ml) 7.094.969 5.894.440

95% Koinfidenzintervall

(1.626.423-12.563.516)

(3.562.740-8.226.148)

" Prozent innerhalb der Kohorte, bzw. Stichprobe

™ Mittelwerte

™ 95% Konfidenzintervall des Mittelwertes

Da die CCR2A32 Mutation die Expression von CCR5 auf der Obeniédvon CD4 und CD8

positiven Zellen beeinflusst, war es notwendig, @atienten der Stichprobe auf das

Vorhandensein dieser Mutation mittels der Light@ydViethode aus 3.9.1 zu Uberprufen.

Insgesamt 145 der 156 Patienten konnten auf dakBavidensein dieser Mutation Uberpruft

werden. 16 (11,0%) der 145 untersuchten Patien@erwheterozygote Trager des CCR5-

A32 Allels, kein Patient war homozygot fur das CCKRE2 Allel (siehe Tabelle 4.20).
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Tabelle 4.20: Verteilung der CCR5A32 Mutation in der Stichprobe

CCR5-A32 Mutation

Wildtyp Mutante Gesamt
CCR5/CXCR4 Analyse % 89,0 % 11,0% 100%

Erwartungsgemal war die die Expression von CCR3laufOberflachen von CD4 und CD8
positiven T-Zellen bei heterozygoten Trager der 6GQR2 Mutation signifikant erniedrigt
(p=0,012 fir CD2Z T-Zellen und p<0,001 fir CD8T-Zellen), wahrend die CXCR4

Oberflachenexpression nicht veréandert war (siehgldbng 4.14).

[l CCRS5 auf CD4+ CXCR4 auf CD4+
a 204 p<0,001 [ CCRS auf CD8+ b 2000 CXCR4 auf CD8+
o p=0,012 3
o o
©§ 157 35 15.00
Q N =0
3 8¢
o Q.
3 2 10 » @ 10,007
E< 05
] 0 R
PR GG
£5 2%
0o L
£0 o
§ 5 g 500
o 3 '
0 0,00~
Wildtyp heterozygote Mutante Wildtyp heterozygote Mutante
CCRS5 Oberflachenexpression auf CD4+ und CXCR4 Oberflachenexpression auf CD4+ und
CD8+ T-Zellen CD8+ T-Zellen

Abbildung 4.14: Expression von CCR5al und CXCR4 ) auf CD4 und CD8 T-Zellen in
Abhangigkeit vom Vorliegen einer CCR&2 Deletion. Die geometrischen Mittel der CCR5
Oberflachenexpression lagen bei Patienten mit éd@R5A32 Mutation auf CD4und CDS8 T-
Zellen signifikant niedriger als Patienten mit d&@CR5-Wildtyp, wéahrend fiir CXCR4 keine

signifikanten Unterschiede bestanden.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden alle Patientenheiierozygotem CCRA32 Genotyp
(n=16) von den weiteren Analysen ausgeschlossen.
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4.3.1 Die CCR5- und CXCR4-Oberflachenexpression auf CD4 T-Zellen in
Abhéngigkeit von der CD4" T-Zellzahl

Es wurde in einigen Arbeiten eine Korrelation zwise der Expression der HIV-
Korezeptoren auf CD4T-Zellen und der Abnahme der CD#-Zellzahl postuliert (Reynes et
al., 2001). Deshalb wurde in der Stichprobe die 6G@RRd CXCR4 Oberflachenexpression
auf den CD24 T-Zellen in Abh&ngigkeit von der CD4 -Zellzahl untersucht.

Dazu wurden die Patienten in die beiden Untergrogp@4 T- Zellzahl/pu>200 versus CD4
T-Zellzahl/ul<200 (fortgeschrittene Immundefiziersgjatifiziert und dann je nach GBV-C-
Koinfektionsstatus getrennt betrachtet. Die HCVnkiaierten Patienten konnten aufgrund
ihrer geringen Anzahl (n=12) in den einzelnen Suppgen nicht weiter beriicksichtigt

werden.

4.3.1.1CCR5-Oberflachenexpression auf CD4 positiven T-Zedh in Abh&ngigkeit vom
GBV-C-Replikationsstatus
Bei getrennter Analyse der Subgruppen, je nachuStiher GBV-C-Koinfektion, zeigte sich
eine signifikant ernbhte CCR5-Oberflachenexpressaoi den CD24 T-Zellen der HIV
monoinfizierten Patienten, wenn die CD#-Zellzahl unter 200 Zellen/ul lagen (p=0,036).
Auch unter HAART konnte eine Hochregulierung vonRECauf CD4 positiven T-Zellen fur
die HIV monoinfizierten Patienten (CD4T-Zellzahl<200 Zellen/ul) beobachtet werden
(p=0,031). Diese Hochregulierung von CCR5 konniedba CD4 positiven Zellen der GBV-
C positiven und GBV-C-E2 Antikdrper positiven Paten nicht nachgewiesen werden.
Fur HIV monoinfizierte Patienten mit weniger als02€@D4 T-Zellen/ul erreichte der
Unterschied der erhéhten CCR5 Oberflachenexpressiomer Gruppe ohne HAART
aufgrund geringer Fallzahlen und erheblichen irmtliegilen Schwankungen der Werte jedoch
nicht das Signifikanzniveau von 0,05 (siehe Abhig4.15).
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a 3000 oV mect Abbildung 4.15: CCR5-Oberflachenexpression
-C negativ
EE:X&%?‘.’@"'EVZ auf CD4 T-Zellen von HIV monoinfizierten,
. positiv
)=0,036 HIV/IGBV-C koinfizierte und HIV/GBV-C-E2
20.00—

Antikérper positiven Patienten. Abbildung
zeigt die Ergebnisse fir alle Patientdn), ¢nd

Oberflaichenexpression

(c) die Ergebnisse aufgeteilt nach Patienten
ohne HAART und mit HAART.

Geometrisches Mittel der CCR5

<200 (abs./ml) >200 (abs./ml)
CCRS5 Oberflachenexpression auf CD4+ T-
Zellen

Patienten ohne HAART c Patienten mit HAART
30.00 30.00
GBV-C negativ GBV-C negativ
GBV-C positiv GBV-C positiv
Anti-GBV-C E2 Anti-GBV-C E2
Ak. positiv Ak. positiv
20.00— 20.00—

10.00

Oberflichenexpression
Oberflichenexpression

10.00

Geometrisches Mittel der CCR5
Gemotetrisches Mittel derCCRS

n=0

0.00- 0.00-
<200 (abs./ml) >200 (abs./ml) <200 (abs./ml) >200 (abs./ml)

CCRS5 Oberflachenexpression auf CD4+ T- CCRS5 Oberflaichenexpression auf CD4+ T-
Zellen Zellen

4.3.1.2CXCR4-Oberflachenexpression auf CD4 positiven T-Z&n in Abhangigkeit vom
GBV-C Replikationsstatus
Betrachtet man die CXCR4-OberflachenexpressionCidd™ T-Zellen in Abh&angigkeit vom
Status der CD4T-Zellen, so zeigte sich bei HIV monoinfizierteatenten kein signifikanter
Unterschied in der CXCR4-Oberflachenexpression. efag konnte eine signifikante
Erniedrigung der CXCR4 Oberflachenexpression belV&B koinfizierten Patienten mit
fortgeschrittenem Immundefekt (CD4T-Zellzahl<200 Zellen/ul, siehe Abbildung 4.16)
beobachtet werden.
Bei isolierter Betrachtung von Patienten mit HAARV&r die Oberflachenexpression von
CXCR4 auf CD4 positiven T-Zellen bei den HIV/GBVKdinfizierte Patienten weiterhin
signifikant  erniedrigt, wahrend bei Patienten ohn&lAART die CXCR4
Oberflachenexpression nur bei einem einzigen GBk6i@fizierten Patienten gemessen
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werden konnte und deshalb keine statistische Auemwgrmdoglich war (siehe Abbildung
4.16).

a zs0m mosvcresaiv | Abbildung 4.16:
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Bei 32 der 37 GBV-C positiven Patienten aus destiptiobe konnte die GBV-C-Viruslast mit
Hilfe der LC-Methode aus 3.3.3 quantitativ bestimmeérden. Der signifikant inverse
Zusammenhang zwischen der GBV-C- und HIV-Viruslg@st0,033) so wie die Korrelation
der GBV-C-Viruslast mit der CO4T-Zellzahl (p=0,027) aus 4.1.3 bestétigte sichhaincder
Stichprobe (siehe Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: Korrelationen zwischen der GBV-C Viruslast und Hév Viruslast @) bzw. der
CD4' T-Zellzahl @) in der Stichprobe.

Aufgrund des schlechten Immunstatus und der daeniiundenen geringen Anzahl von CD4
T-Zellen bei Patienten, die mit dem GBV-C Genotyfsdlat koinfiziert waren, konnte eine
Genotyp-abhéngige Analyse der CCR5- und CXCR4-Cdmrénexpression nicht
durchgefuhrt werden (vgl. 4.1.5).
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4.4 Stimulation von RANTES mit rekombinantem GBV-C-E2
und GBV-C-Viruspartikeln

Als mdglicher Mechanismus fur den positiven Eindlumner GBV-C-Koinfektion auf den
Verlauf der HIV-Erkrankung wird eine erhohte RANTE8kretion diskutiert, die durch
Bindung von GBV-C-Hiillprotein E2 an CD81 induzieverden kdénnte (Nattermann et al.
2003). Die Bestimmung der Zytokinspiegel von RANTHS Seren ist bis dato nicht
zuverlassig moglich. Um dennoch zu Uberpriufen, dBV& RANTES zu stimulieren
vermag, wurden Stimulationsexperimente mit PBMCsugder Probanden durchgefuhrt
(siehe 3.8).

In drei unterschiedlichen Versuchsansatzen wurdersucht, ob die gebundenen GBV-C-
Viruspartikel unterschiedlicher, mit GBV-C infizter Patienten differentielle RANTES
Sekretion induzieren. Hierzu wurden je 3 Seren@GRY-C Genotypen 1, 2 und 5 eingesetzt.
In diesen Experimenten konnte eine signifikanteuktibn der RANTES Sekretion durch
GBV-C/HIV koinfizierte Seren im Vergleich zu HIV moinfizierte Seren (p=0,02) bzw. der
Medium Kontrolle (p=0,005) nachgewiesen werdeneEin den Seren aquivalente Induktion
von RANTES konnte auch bei der Verwendung von rddaoantem GBV-C-E2 Protein
gefunden werden (siehe Abbildung 4.18).

Aufgeschlusselt nach dem GBV-C-Genotyp konnte esngnifikant erhhte RANTES
Sekretion in Zellkulturiiberstdnden gemessen werdemenen die PBMCs mit Seren aus
Patienten stimuliert wurden die mit dem GBV-C Ggpotsolat 2 bzw. 5 infiziert waren
(p=0,028 fur GBV-C Genotyp 2 vs. HIV monoinfiziedz0,048 fur GBV-C Genotyp 2 vs.
Mediumprobe und p=0,019 fur GBV-C Genotyp 5 vs. Hhbnoinfiziert und p=0,03 flr
GBV-C Genotyp 5 gegen Mediumprobe, siehe Abbilddrig). Die Zellkulturiiberstande, die
mit Seren der GBV-C Genotyp 1 Isolate stimuliertrden waren, zeigten dagegen keine
signifikant erhbhte RANTES Sekretion (siehe Abbilgu.18).
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Abbildung 4.18: RANTES Induktion in Zellkulturiberstanded.1ta: Die RANTES Sekretion
wurde stimuliert mit GBV-C/HIV-RNS positiven Seren, mitkembinantem GBV-C E2 Protein,
mit HIV positiven Seren, mit Seren gesunder Probandnd mit Medium. Eine signifikante
RANTES Sekretion konnte mit den GBV-C/HIV koinfidien Seren und dem rekombinanten
GBV-C E2 Protein induziert werded.18b: RANTES Stimulation aufgeschlisselt nach GBV-C
Genotypen. Signifikant erhoht war die RANTES Sekretoei den Seren, die mit dem GBV-C
Genotypen 2 bzw. 5 Isolat infiziert waren gegenllen Proben, die mit Seren HIV
monoinfizierter Patienten oder mit Medium stimuliearen.
a: GBV-C' vs. HIV': p=0,02

GBV-C' vs. Medium: p=0,005
b: rekombinantes GBV-C-E2 Protein vs. Hi\p=0,021

rekombinantes GBV-C-E2 Protein vs. Medium: 06,
¢: GBV-C Genotyp2vs. HIV': p=0,028

GBV-C Genotyp2vs. Medium: p=0,048
d: GBV-C Genotyp5vs. HIV": p=0,019

GBV-C Genotyp5vs. Medium: p=0,03
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4.5 Analyse der GBV-C-E2 Aminosauresequenz

Mc Linden et. al konnten mit Hilfe eines Antikdrpssays eine mdgliche Protein-
Bindungsstelle des GBV-C-Virus innerhalb des E2k@proteins identifizieren (Aminosaure-
Position 277-293 des GBV-C-E2 Proteins), die fig 8indung des GBV-C-Virus an die
Zielzelle von Bedeutung sein kdnnte. Mutationemigser jmmunodominant antigenic site
fuhrten zu unterschiedlichen Bindungseigenschafedombinanter GBV-C-E2 Proteine an
MOLT-4 Zellen (McLinden et al. 2006).

Genotyp-spezifische Polymorphismen in dieser 17 masé@ure langen Sequenz konnten
somit zu unterschiedlichen Bindungseigenschaftersciedener GBV-C Isolate mit der
Zielzelle fuhren und einen Hinweis liefern, welch#ie von uns beobachteten GBV-C-
Genotyp-abhangigen Effekte auf die IP-10 Serumspiedje RANTES-Induktion und die
signifikant unterschiedliche Anzahl der CD#-Zellen erklaren kénnte. Deshalb wurde die
Aminosauresequenz dieseimmunodominant antigenic site auf Genotyp-spezifische
Mutationen hin untersucht.

Neben definierten Bindungsstellen kann der GradGlgkosylierung und Phosphorylierung
eines Proteins Funktion bzw. Bindungseigenschdfeminflussen, weshalb die komplette 334
Aminosauren umfassende Sequenz mit Hilfe der Odditembank www.predictprotein.org
nach Glykosilierungs-bzw. Phosphorylierungssteti@scannt und an diesen Positionen auf

Genotyp-abhangige Mutationen hin durchsucht wurde.
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4.5.1 Mutationsanalyse der GBV-C-E2 Aminosauresequenz

Zur Durchfiihrung der Sequenzanalyse wurde ein B¥s®n-Paar Segment des GBV-C-E2

Gens amplifiziert, sequenziert und mit dem PrograBioedif® analysiert (siehe 3.5 und 3.7).

Insgesamt wurde aus 17 GBV-C positiven Isolatendbaen der GBV-C-Genotyp Uber die
Genotypisierung der GBV-C-5'UTR bestimmt worden igtale RNS isoliert und die GBV-

C-E2 Region mit der unter 3.5 beschriebenen Metlamaglifiziert. Die Sequenzierung selbst

erfolgte bei Seqglab, Goéttingen. Insgesamt konntel€®i02 Basen-Paar (334 Aminosauren)
groRBer Abschnitt des GBV-C-E2 Proteins ausgewestetden. Eine Ubersicht tber die

analysierten GBV-C-E2 Isolate gibt die Tabelle 4.21

Tabelle 4.21: Ubersicht tiber die in der E2- Regiosequenzierten GBV-C Isolate

GBV-C-Genotyp Patient ID Geschlecht Ethnie Herkunfsland
119 mannlich Kaukasier Deutschland
134 mannlich Kaukasier Deutschland
146 weiblich Afrikaner Nigeria
Genotyp 1
338 mannlich Kaukasier Deutschland
252 weiblich Kaukasier Deutschland
371 weiblich Afrikaner Kenia
007 mannlich Kaukasier Deutschland
139 mannlich Kaukasier Polen
Genotyp 2 151 weiblich Kaukasier Deutschland
258 mannlich Kaukasier Deutschland
308 mannlich Kaukasier Deutschland
133 mannlich Kaukasier Deutschland
Genotyp 3
320 weiblich Kaukasier Deutschland
131 weiblich Afrikaner Kamerun
168 mannlich Afrikaner Kenia
Genotyp 5
193 weiblich Afrikaner Kenia
269 mannlich Afrikaner Kenia
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In Abbildung 4.19 zu sehen ist die vermutlich fiie dindung des GBV-C-Virus an die
Zielzelle wichtige Bindungsstelle (GGAGLTGGFYEPLVRR Aminosaureposition 481-

497). Diese Region war bei allen analysierten tsolamit Ausnahme der Genotyp 2-

Referenzsequenz U45966 (Aminosaureaustausch C 49dn®&® der GBV-C Genotyp 3
Sequenz 133 (Aminosaureaustausch V 494 M), iddntisc
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Abbildung 4.19 Ausschnitt der GBV-C-E2
Aminosauresequenz im Bereich der
mutmaflichen CD81-Bindungsstelle. Durch
einen schwarzen Rahmen hervorgehoben ist
die 17 Aminosaure umfassende
~immunodominant antigenic siteDie von uns
sequenzierten Isolate sind mit einem roten
Rahmen markiert. Die ,leader‘- Sequenz ist
mit einen blauen Rahmen markiert. Der
Genotyp der Referenzsequenzen ist durch
einen Préfixgenl-4 Suffix 1-3 und Suffix SA1
fur Genotyp 1 undSA5fir GBV-C Genotyp 5
gekennzeichnet. Das Symbol X steht fir eine
nicht identifizierte Aminosaure. Die schwarzen
Rahmen kennzeichnen die
Aminosaureaustausche in der Genotyp 2
Referenzsequenz U45966 und der GBV-C
Genotyp 3 Sequenz 133. Die Nummerierung
der Aminosauren erfolgt nach  der
Nummerierung der Nukleotide, beginnend mit
dem Start-Methionin als Aminosaureposition

Position 1.
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Mit Hilfe der Online Datenbank www.predictproteirgo konnten neun madgliche
Phosphorylierungstellen und drei Glykosylierungsste im GBV-C-E2 Gen identifiziert
werden (siehe Tabelle 4.22). Ebenso wie demunodominant antigenic siteeigten diese
Proteinmotive keinerlei Genotyp-spezifische Mutaéio in allen untersuchten E2
Aminosauresequenzen (siehe Abbildung 4.20).

Tabelle 4.22: Ubersicht der identifizierten Glykosyierung und Phosphorylierungsstellen
im GBV-C-E2 Protein

. Positionen in der GBV-C E2 Aminosaure Muster in der
Sequenzmotiv ]
Aminosauresequenz GBV-C-E2 Referenzsequenz
229-232 NGSR
N-Glykosylierungsstelle 244-247 NVTL
402-405 NRTT
225-227 SCR
337-339 SDR
Proteinkinase C
) 377-379 SVR
Phosphorylierungsstelle
408-410 TIR
516-518 SGR
314-317 SKVD
Caseinkinase |l
] 337-340 SDRD
Phosphorylierungsstelle
341-344 TVVE
CAMP-&cGMP-Proteinkinase
] 495-498 RRG
Phosphorylierungsstelle

Ubersicht der identifizierten Glykosilierungs untioBphorylierungsstellen im GBV-C-E2 Protein.
Gefunden wurden 3 mogliche N-Glykosylierungsstellemogliche Phosphorylierungsstellen fur die
Proteinkinase C, 1 fir die cCAMP&cGMP-Proteinkinased 3 mogliche Phosphorylierungsstellen fr
die Caseinkinase Il. Die beiden rechten Spalteigezeidie Aminosaureposition der gefundenen
Sequenzmotive und die Abfolge der Aminosauren inSBxjuenz des Referenzisolates U36380. Die

Phosphorylierung und N-Glykosylierung finden an deterstrichenen Aminosauren statt.
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Abbildung 4.20 Ausschnitt der GBV-C-E2
Aminosauresequenz. Durch einen schwarzen
Rahmen hervorgehoben sind beispielhaft die N-
Glykosylierungsstelle an der
Aminosaureposition 229-232 (NGSR) und die
Proteinkinase C-Phophorylierungsstelle an der
Aminosaureposition 225-227 (SCR). Die von
uns sequenzierten Isolate sind mit einem roten
Rahmen markiert. Die ,leader- Sequenz ist mit
einen blauen Rahmen markiert. Der Genotyp
der Referenzsequenzen ist durch einen Préfix
genl-4 Suffix 1-3, SA1 fir Genotypuhd SA5

fur GBV-C Genotyp 5 gekennzeichnet. Das
Symbol X steht fur eine nicht identifizierte
Die

Aminosauren erfolgt nach der Nummerierung

Aminosaure. Nummerierung der
der Nukleotide, beginnend mit dem Start-
Methionin als Aminosaureposition Position 1.
Das vollstandige Alignement ist in Anhang V.

auf der beigelegten CD zu finden.
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Durch die vergleichende Analyse der GBV-C-E2 Amiwesequenz konnten 6 distinkte,
Genotyp-spezifische Sequenzpolymorphismen innertietbuntersuchten 334 AS (1002BP)
gro3en Abschnitts des GBV-C-E2 Proteins gefunderdeve Eine Hypervariable Region,
vergleichbar mit der des HCV-E2 Proteins, konnthnidentifiziert werden (siehe Tabelle
4.23).

Tabelle 4.23: Genotyp-spezifische Sequenzpolymongimen in der GBV-C-E2

Aminosauresequenz

Aminosaure- GBV-C GBV-C GBV-C GBV-C
position Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3 Genotyp 5
. . Glutamin | andere )
Glutaminsaure Asparaginsaure Glutaminsaure
216 -séure As.
100% 100% 100%
88,2% 11,8%
) . ) o ) andere )
17 Prolin Alanin Tyrosin Arginin Prolin A Prolin
S.
57,1% 42,9% 87,5% 12,5% 88,2% 100%
11,8%
203 Alanin Serin Alanin Alanin Alanin
100% 93,8% 6,2% 100% 100%
393 Arginin Lysin Arginin Arginin Arginin
100% 93,8% 6,2% 100% 100%
co1 Methionin Methionin Alanin Methionin
100% 100% 100% 100%
) ) Phenyl- ) )
Phenylalanin Tyrosin ) Phenylalanin Phenylalanin
511 alanin
100% 68,8% 100% 100%
(31,2%)

Genotyp-abhangige Sequenzpolymorphismen in der dsdiresequenz des GBV-C- E2 Proteins.
Von den 6 Polymorphismen sind 3 nicht konservatirafige unterlegt) und 3 konservativ (blau

unterlegt).

In der Abbildung 4.21 ist eine schematische Ddrstglder GBV-C-E2 Aminosduresequenz
zu sehen, die einen kleinen Ausschnitt der vergenden Analyse der GBV-C-E2
Proteinsequenzen gibt. Die vollstdndigen Alignermeder Aminoséuresequenz sind im

Anhang V auf der beigelegten CD-ROM zu finden.
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Abbildung 4.21: Alignement des untersuchten Aminosauresequentalitscvon GBV-C-E2. Abgebildet sind beispielhaft diminosduresequenzen von jeweils einer
Referenzsequenz fur Genotyp 1,2,3,4 und 5 und &reensequenz der Genotypen 1,2,3 und 5 (334 Aduines). Die roten Balken gekennzeichnet den Grad der
Konservierung in Prozent. Das GBV-C-E2 Protein istriilie gesamte von uns sequenzierte Lange hochekaeig. Die schwarze Klammer kennzeichnet die
vermutete Bindungsstelle, die roten Klammern die linfign Phosphorylierungsstellen fir die ProteinkaaC, die blauen Klammern die mdglichen N-
Glykosylierungsstellen, die braunen Klammern dieghofien Phosphorylierungsstellen fir die Caseirdéndl und die die griine Klammer die mdgliche
Phosphorylierungsstelle fur die cAMP&cGMP-Proteirdge. Die schwarzen Pfeile kennzeichnen die Gersgigpifischen Polymorphismen

Phosphorylierungsstellen fiir die Caseinkinas
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4.5.2 Vergleichende phylogenetische Analyse der GBV-C-E@nd 5'UTR
Sequenz

Neben der 5UTR-Region des GBV-C-Genoms kann aude &2-Region zur
Genotypisierung von GBV-C-Virus herangezogen wer&mith et al. 2000). Ein Vergleich
der phylogenetischen Analyse der GBV-C-E2 Regiond®ai Analyse der 5‘UTR (siehe 4.1.3
und Anhang ll1.) zeigte bei den sequenzierten tsolaine vollkommene Ubereinstimmung
im Genotyp. Die phylogenetische Analyse der E2-Bediestatigte den Verdacht aus der
phylogenetischen Analyse der 5'UTR, dass die Ggnbtisolate aus Bonn ein so hohes Mal3
an Sequenz-Homologie aufweisen, dass sie sichnianeiseparaten Cluster innerhalb der
Genotyp 5 Referenz Sequenzen eingruppieren laBsese Gruppe von Isolaten kénnte einen
neuen Subtyp innerhalb des Genotyps 5 von GBV-Gsemtieren. Jedoch wurden auch bei
Bertcksichtigung der zusatzlichen Sequenzinformatio aus der E2-Region die zur
Definition eines neuen Subtyps bendétigten 70% bBootstrapping (100 Wiederholungen)
nicht erreicht.

Die Abbildung 4.22 zeigt den phylogenetischen Bauunder phylogenetischen Analyse der
GBV-C-E2 Region:
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Abbildung 4.22: Phylogenetischer Baum der 17 in GBV-C-E2 sequetezidsolate der Kohorte
Bonn (rot) im Vergleich zu 60 Referenzsequenzehwsez). Die Werte hinter den Pfeilen geben
die ,Bootstrap- value* an. Da vollstandige Genomsstzen nur flr einen kleinen Teil der
Referenzsequenzen vorliegen unterscheiden siciReferenzseqenzen der GBV-C-E2 Analyse
von denen der 5'UTR Analyse. Die Sequenzen degmati mit der ID 320 konnte nicht in die
phylogenetische Analyse mit eingeschlossen werdanjessen Sequenzdaten nur unvollstandig

waren. Somit verbleiben die 16 rot gekennzeichn8tmuenzen.

118



Diskussion

5 Diskussion

In der vorliegenden Dissertation sollte die Bedegteiner GBV-C-Koinfektion fiir wichtige
klinische Parameter wie HIV-Viruslast, CDZ-Zellzahl, CD4/CD8" T-Zellratio, CDC-
Stadien und opportunistische Infektionen untersweérden, wobei der mdgliche Einfluss
von HAART, GBV-C-Viruslast, Genotyp und das Vorhandein von GBV-C-E2
Antikdrpern berlcksichtigt werden sollten. DieseoBachtungen sollten an einer grof3en
Population HIV infizierter Patienten erhoben werderd durch molekulare Untersuchungen
an einer zufallig ausgewahlten Patientenstichperigéanzt werden, um mogliche molekulare
und zellulare Veranderungen durch eine GBV-C-Kditi zu identifizieren. Um eine
maoglichst groRe Diversitat der verschiedenen GBG&€hotypen zu erreichen und die
statistische Aussagekraft der Studie zu erhbhemndevudie HIV-1 positiven Patienten Uber
zwei europaische HIV-Ambulanzen fir die Untersug®am rekrutiert . Es gelang bei 564
Patienten der insgesamt 608 HIV-1 positiven Patientollstdndige klinische und
virologische Daten zusammenzustellen. Eine vergéide Analyse der 376 Patienten der
HIV-Kohorte aus Bonn mit den 188 Patienten der Hldiorte aus Barcelona zeigte keine
signifikanten Unterschiede in der Durchseuchungdaih GB-Virus C, dem Vorhandensein
von GBV-C-E2 Antikorpern, der durchschnittlichenvHViruslast, der CD24 T-Zellzahl, der
CD4'/CD8" T-Zellratio oder dem Auftreten von opportunistisnHnfektionen.

In Anbetracht dieser Ubereinstimmungen konntenghaatie beiden Kohorten aus Bonn, bzw.

Barcelona zusammengefasst und als eine einheititidienpopulation betrachtet werden.

5.1 Die HIV/GBV-C-Koinfektion
In der gepoolten Studienpopulation trat eine Kdititm mit GBV-C bei 130 (23%) der

untersuchten Patienten auf. Die Durchseuchungkegtesomit im unteren Bereich der bisher
publizierten Studien, die eine Koinfektion mit GBY-auf 14-50% der HIV infizierten
Patienten bezifferten (Linnen et al. 1996; Feutla.€1997; Thomas et al. 1997b; Wachtler et
al. 2000; Polgreen et al. 2003; Stapleton 2003I&t@n et al. 2004). Eine Ubersicht tiber die
Infektionsraten (5-55%) in anderen Risikogruppést die Tabelle 5.1.
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Tabelle 5.1:Infektionsraten von GBV-C in verschiedenen Risiko-@Guppen

Autor, Jahr, Land Risiko-Gruppe GBV-C-RNS (%)
(Masuko et al. 1996), Indonesien Hamodialyse-Ptdien 55
(Alter et al. 1997), USA Hamodialyse-Patienten 20
(Karayiannis et al. 1997), England Hamophilie-Fdagea 14
Immunoglobulin-Gabe 54
ivdu* 13,5
(Rubio et al. 1997), Deutschland Hamodialyse-Padien 5
Nieren oder Leber- 14-20
Transplantation
(Lefrere et al. 2000), Frankreich Hamodialyse-Patie 57,5
(Martin et al. 1999), USA Hamodialyse-Patienten 117,
(Novikov et al. 2000), Russland Hamophilie-Patent 28
(Kumar et al. 2005), Indien Hamodialyse-Patienten 6
(Kachko et al. 2005), Russland ivdu 25
(Grabarczyk et al. 2006), Polen Hamodialyse-Patient 23,7

" intraventser Drogenabusus

Die Pravalenz von nachweisbaren GBV-C-E2 Antikémpag mit 157 (27,8%) ebenfalls im
unteren Bereich der bisher publizierten epidemigidgen Untersuchungen, die ein Auftreten
von GBV-C-E2 Antikorpern bei durchschnittlich 47%erd HIV infizierten Patienten
beschreiben (Stapleton 2003). Obwohl im Allgemeirtk@ Ausbildung von GBV-C-E2
Antikdrpern als Zeichen der Ausheilung einer GBMrtektion gewertet wird (Thomas et al.
1998), lagen in dem Serum von 11 Patienten GBV-CABRkorper und eine GBV-C-
Viramie gleichzeitig nebeneinander vor, ein Befuat in anderen HIV-Kohorten ebenfalls
beobachtet werden konnte (Thomas et al. 1997a)eiDahdie Verwendung der GBV-C-E2
Antikdrper als Marker einer ausgeheilten GBV-C-ktfen nur mit Vorbehalt zu akzeptieren
(Tacke et al. 1997; Berzsenyi et al. 2006), zunzs Ausheilen der GBV-C-Virdmie nicht
unbedingt mit der Ausbildung der E2-Antikorper etndehen muss (Williams et al. 2004).

In Ubereinstimmung mit anderen Studien war eine GB¥oinfektion bei den
homosexuellen Mannern (57%) im Vergleich zu anderétiV-Risikogruppen
Uberreprasentiert (Stark et al. 1999; Berzsenwil.e2005a), was auf eine effektive, sexuelle

Transmission bei homosexuellen Mannern hinweist.
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Es wird vermutet, dass die Ko-Evolution von GBV-@dudie distinkte geographische
Verteilung der GBV-C-Genotypen die prahistorischigigtion der Menschheit mit Ursprung
in Afrika wiederspiegelt (Smith et al. 2000). Gestuwird diese Vermutung durch die
Tatsache, dass die afrikanischen GBV-C-Genotypertereinander den hochsten
Verwandtschaftsgrad aufweisen (Worobey et al. 200Dje daraus resultierende
geographische Verteilung der GBV-C-Genotypen mashtdaher schwierig in regional
begrenzten Kohorten eine ausreichende Anzahl viedeher GBV-C-Genotypen fur
epidemiologische Analysen zu identifizieren.

Durch Einschluss von Patienten zweier HIV-Kohontear es uns mdglich zusatzlich zu dem
in Europa vorherrschenden Genotyp 2 insgesamt 1M-GEsenotyp 1, 2 Genotyp 3 und 6
Genotyp 5 Isolate in unsere Analyse einzuschlie@mnoch stellen diese Genotypen
erwartungsgeman eine Minderheit im Vergleich zu denkuropa dominierenden GBV-C
Genotyp 2 (n=105, 82,7%) dar. Die Herkunftslandk, mit diesen Genotypen infizierten
Patienten, reflektieren bis auf wenige Ausnahmernvdrmutete geographische Verteilung der
GBV-C-Genotypen. Lediglich die beiden Patientere diit dem in Asien hauptsachlich
persistierenden GBV-C Genotyp 3 infiziert sind,nst@en beide aus Europa. Es konnte aber
nicht ausgeschlossen werden, dass sich beide teatidnrch Kontakt zu Asiaten mit dem
GB-Virus C infiziert haben.

Somit belegen unsere phylogenetischen Analysen Alsftreten von 4 der bisher 5
identifizierten 5 GBV-C-Genotypen in der Bonner kote. In der Kohorte aus Barcelona
dagegen konnten keine GBV-C-Isolate der Genotypam@ 5 identifiziert werden. Dies
entspricht vermutlich dem geringen Anteil von Auslérn in dieser Kohorte.

Durch die vergleichende phylogenetische Analyse [eiTR und der GBV-C-E2 Region
konnten zudem zwei Besonderheiten bezuliglich der G@B&enotyp 5 Isolate in der Bonner
Kohorte aufgedeckt werden. Zum einen wurden GBV-€hd@yp 5 Isolate bisher nur in
Sudafrika vermutet (Sathar et al. 2001; Muerhoffaét 2005), wahrend die 6 Bonner
Patienten, die mit einem GBV-C Genotyp 5 Isolatnkaiert waren, aus Kamerun (n=1),
Athiopien (n=1), Kenia (n=3) bzw. Ruanda (n=1) staten und somit die Vermutung nahe
legen, dass der Genotyp 5 geographisch weiter eiggbiist, als bisher angenommen. Zum
Anderen bilden die Genotyp 5 Isolate ein separ@taster innerhalb der bekannten GBV-C-
Referenzsequenzen, so dass ein neuer GBV-C Gebh@wyptyp nicht ausgeschlossen werden
kann. Der Bootstrap Wert beider phylogenetischealysen verfehlte mit 65% nur knapp den
bendttigten Wert von 70%.
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5.2 Der positive Einfluss einer GBV-C-Koinfektion auf de Klinik
von HIV

Ziel der hier vorliegenden Untersuchung war es,wii@erspriichlich diskutierte Rolle des
GBV-C fur die Klinik der HIV-Infektion zu Uberprufe Deshalb galt unser Hauptinteresse
der Frage, ob ein positiver Effekt von GBV-C in &udienpopulation nachzuweisen ist. Bei
der Analyse zeigte sich ein statistisch signifikanfusammenhang zwischen der GBV-C-
Viruslast und der CD% T-Zellzahl/ul (p=0,004) und ein ebenso signifikantinverser
Zusammenhang zwischen GBV-C-Viruslast und HIV-Miass (p=0,004). Ahnliche
Korrelationen konnten auch in vorherigen Studiemindest teilweise beobachtet werden.
Die Arbeitsgruppe um Toyoda zeigte, dass GBV-C kaoigrte Patienten eine geringere
mittlere Viruslast hatten, als HIV monoinfiziertatiénten (Toyoda et al. 1998). Eine erh6hte
CD4" T-Zellzahl bei GBV-C-koinfizierten Patienten gegérer HIV monoinfizierten
Patienten wurde auch in den Studien von Heringlale®, und Schwarze-Zander beobachtet
(Heringlake et al. 1998; Yeo et al. 2000; Schwataader et al. 2006). Eine invers
signifikante Korrelation der GBV-C-Viruslast mit dé&llV-Viruslast und eine signifikante
Korrelation der GBV-C-Viruslast mit der CD4-Zellzahl wurde von der Arbeitsgruppe um
Handelsman beobachtet. In einer aktuellen Arbeit waidana-Giret et al. wurden die
gleichen Korrelationen beobachtet, die durch diéhraegheinlich zu geringe Anzahl an
Probanden (n=48) keine statstische Signifikanzigte (Handelsman et al. 2007; Maidana-
Giret et al. 2009).
Die positiven Effekte einer GBV-C-Viramie auf diel\HViruslast und CDZ T-Zellzahl
blieben auch dann bestehen, wenn die PatienteAMRT isoliert betrachtet wurden. Ein
Befund, der auf einen starken Einfluss der GBV-Grfektion auf die HIV-Viruslast und
CD4" T-Zellzahl auch vor dem Hintergrund der antiviral&irksamkeit von HAART
hinweist.
Die Persistenz des GBV-C-Effektes unter HAART wurithe vorangegangen Arbeiten
kontrovers diskutiert:
Studien sowohl aus der Pra-HAART-Ara (Heringlakelet1998; Toyoda et al. 1998; Yeo et
al. 2000; Xiang et al. 2001) als auch unter HAARIUiinari et al. 2003; Tillmann et al. 2004;
Williams et al. 2004; Schwarze-Zander et al. 200Bmann et al. 2006; Zhang et al. 2006;
Maidana-Giret et al. 2009)eisen fir GBV-C-positive Patienten auf eine lamgsee
Krankheitsprogression, weniger Todesfille, eineringeren Verlust von CD4T-Zellen,
einen geringeren Anstieg der HIV-Viruslast und/oeliee bessere Lebensqualitét hin.
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Andere Studien zeigten dagegen keinen Effekt e@BW-C-Viramie auf den Verlauf der
HIV-Infektion unter HAART (Birk et al. 2002; Bjorkan et al. 2004; Kaye et al. 2005;
Bjorkman et al. 2007).

Eine Erklarung fur diese diskrepanten Ergebnissentén die relativ kleinen Kohorten
liefern, die in den bisherigen Arbeiten untersughtden. So wurden in der Studie von Birk et
al. insgesamt 157 HIV-1 positive Patienten untdnsug7 davon mit GBV-C-Koinfektion, in
der Studie von Bjorkman et al. waren es 230 HIVesifive Patienten, 62 davon mit einer
GBV-C-Koinfektion und in der Studie von Kaye et alurden 250 HIV-1/HIV-2 positive
Patienten untersucht, 48 hiervon mit einer GBV-Grfektion.

Diskrepante Ergebnisse aufgrund zu geringer Fdllkahnten wir ebenfalls beobachten,
wenn wir die Kohorte aus Barcelona getrennt vonKigrorte aus Bonn analysierten. In der
Kohorte aus Barcelona konnte keine signifikanteeisg Korrelation der GBV-C-Viruslast
mit der HIV-Viruslast gefunden werden (188 Patientelavon 40 GBV-C koinfiziert),
wahrend in der Kohorte aus Bonn bei 376 Patiertét GBV-C koinfiziert) die signifikante
inverse Korrelation mit p=0,004 deutlich hervortrdie so auch in der Gesamtkohorte zu
finden war.

Des Weiteren wurde in den Studien von Birk und Bjoan lediglich der GBV-C-Status,
nicht aber die GBV-C-Viruslast ermittelt, womit dadgliche Einfluss unterschiedlich hoher
Viruslasten in diesen Kohorten nicht berticksichivgtde.

In unserer Studienpopulation war es moglich eineanddyp-abhangigen Effekt auf die
absolute CD2 T-Zellzahl feststellen. Patienten, die mit eineBVGC Genotyp 1 Isolat
koinfiziert waren, hatten gegentber mit GBV-C Ggpak koinfizierten Patienten signifikant
niedrigere CD24 T-Zellzahlen/ul (p=0,003). Schwarze-Zander etkaimen in einer Studie
US-amerikanischen Studie 2006 zu vergleichbarerelifigsen. Die absolute CDAT-
Zellzahl GBV-C 1 koinfizierter Patienten war auclerhsignifikant gegeniber GBV-C
Genotyp 2 koinfizierten Patienten erniedrigt. Auswingen einer GBV-C-Koinfektion auf
die CDC-Stadien und das Auftreten von opporturdbgs Infektionen konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht festgestellt werden. Hseheint die HAART mogliche positive
Effekte des GBV-C-Virus zu maskieren.

Eine besondere Stellung unter den GBV-C koinfizierPatienten nahmen die Patienten ein,
bei denen neben der GBV-C-RNS auch GBV-C-E2 Anfikér nachgewiesen werden
konnten. Wenn auch durch die kleine Anzahl von afieAten nicht statistisch signifikant, so
hebt sich die Gruppe der gleichzeitig fur GBV-C-RM& GBV-C-E2 Antikdrper positiv
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getesteten HIV-Patienten von den anderen GruppenValb allem die sehr geringe
durchschnittliche HIV-Viruslast (2.985 Kopien/migteeint ein Hinweis auf eine zusatzliche
protektive Wirkung der GBV-C-E2 Antikdrper zu seaumal auch von der Arbeitsgruppe um
Xiang berichtet wurde, dass Antikdrper gegen da¥<@&BE2 Protein die Infizierbarkeit von
PBMCs durch HIV verringern (Xiang et al. 2006).

5.3 Welche Pathomechanismen liegen der Korrelation voGBV-
C-Viruslast mit HIV-Viruslast und CD4 " T-Zellzahl zu

Grunde?

Eine grundlegende Frage seitdem ein mdglicher gjersEinfluss der GBV-C-Koinfektion
auf den Verlauf der HIV-Infektion vermutet wird, thét die méglichen molekularen und
zellularen Mechanismen, die die beobachteten Edfekklaren konnten. Anfanglich war das
Fehlen pathophysiologisch begriindeter Hypotheseeseder grof3ten Probleme fir die
Verfechter der Hypothese, dass GBV-C einen gunstigafluss auf den Verlauf einer HIV-
Infektion hat. Inzwischen wird eine Vielzahl von terschiedlichen, mdglichen
Pathomechanismen zur HIV-GBV-C-Interaktion diskuti€ein Ziel dieser Arbeit war es
daher, einige der zuvor an Hand relativ kleineidPdétnkollektive postulierten Mechanismen
zur Wirkung von GBV-C auf die HIV-Viruslast und d@&D4" T-Zellzahl mittels der groRen
Studienkohorte zu Uberprifen und durch die Beachtweiterer Faktoren, wie GBV-C-
Viruslast, GBV-C-E2 Antikorper und GBV-C-Genotyp arganzen. Die daher ins Auge

gefassten Mechanismen sind in Abbildung 5.1 zusamgefasst.

124



Diskussion

GBV-C* m GBV-C-

GBY-C GBV-C Anti-GBY-C-E2
Virusl G yp53Aa Antikorper

v

Modifikationen des
Zytokinmilieus 331

Modulation von Chemokinrezeptoren
und deren Liganden 532

Induktion von

RANTES 533
Klinik der
HIV-Infektion
-HIV-Viruslast +HIV-Viruslast
+CD4* T-Zellzahl -CD4* T-Zellzahl

Abbildung 5.1: Ubersicht tiber die postulierten Hypothesen zukWig der GBV-C-Koinfektion
Uber eine veranderte CCR5 und CXCR4 Oberflacherssfn, veranderte Bildung der Liganden
(MIP-1a, MIP-13, RANTES) und die Modulation des Zytokinieils.

5.3.1 Modifikationen des Zytokinmilieus

In der 105 Patienten umfassenden, repréasentativaithp®be der gesamten
Studienpopulation konnte ein deutlicher Einfluss @8V-C-Koinfektion auf die Zytokine
IFN-y (inteferan gamma) und IP-10r{terferon induciblgrotein 10) beobachtet werden.
Wahrend die HIV monoinfizierten Patienten gegenibden gesunden Probanden einen
signifikant erhohten IFN-Serumspiegel aufweisen, war der Iffiserumspiegel der GBV-C
koinfizierten Patienten von diesem Referenzkoliekicht verschieden.

IFN-y wird in der Literatur als pleiotropes Zytokin bbeseben. Einerseits hat IFN-eine
antivirale Potenz (Emilie et al. 1992; Creery et204; Sindhu et al. 2006; Zhang 2007),
anderseits kann es die virale Replikation von Hiivhglieren. So konnte in einer Arbeit um
die Gruppe von Zaitseva gezeigt werden, dassylFhen inhibitorischen Effekt auf die
Infektion von MDM- Zellen nonocytederivedmacrophages) durch M-trope HIV-1 Stdmme
hat, wahrend die Virusinfektion von T-tropen Stamngesteigert wurde (Zaitseva et al.
2000).
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Kannanganat et al. fanden eine signifikante Koti@tazwischen IFNy und HIV-Viruslast,
wenn die untersuchte CDA-Zell-Subpopulation IFN- als einziges Zytokin produzierten.
Jedoch beobachtete diese Gruppe eine signifikaetse Korrelation, wenn die untersuchte
Subpopulation neben IFNweitere Zytokine wie IL-2 und TNk-sezernierte (Kannanganat
et al. 2007).

Die Arbeitsgruppe um Fuchs et al. beschrieb erhiifitey Serumspiegel bei HIV infizierten
Patienten (Fuchs et al. 1989) und in der Arbeit kore K et al. konnte gezeigt werden, dass
auch dendritische Zellen IFfNproduzieren, wenn sie mit HIV-1 Isolaten infizieverden
(Lore et al. 1999). Ebenso beobachtet wurde, dasdatienten mit einem SNRir{gle-
nucleotidepolymorphism) im IFNy Promoter und einer damit verbundenden Allel-spszif
erhohten IFNy Produktion einen beschleunigten CD#-Zellverlust nach HIV-Infektion
aufwiesen (An et al. 2003).

Tatsachlich konnten wir in unserer Stichprobe eidigekten Effekt der IFN- Serumspiegel
auf die HIV-Viruslast feststellen. Patienten, detEN-y Serumspiegel auf dem Niveau der
gesunden Probanden lag, hatten signifikant niedtiyeViruslasten. Diese Patienten waren
in der GBV-C koinfizierten Subgruppe signifikantufiger vertreten (85.7%) als in der HIV
monoinfizierten Subgruppe (22,9%) bzw. der HIEBV-C-E2 AntikGrper positiven
Subgruppe (23,1%). Somit konnte eine geringere{ANteduktion bei GBV-C-koinfizierten
Patienten zu einer Verringerung der HIV-Viruslastludamit zu einem gunstigeren Verlauf
der HIV-Infektion fiihren.

Das proinflammatorische Zytokin IFiN-aktiviert CD4 T-Zellen tber den Jak/STAT1
Signalweg. Zusammen mit dem Transkriptionsfaktor -d8F wird IRF-1 (nterferon
regulatoryfactord) hochreguliert (Fujita et al. 1989; Abdollahi dt 4991; Harada et al.
1994; Schroder et al. 2004), was dann wahrschhilie HIV-Replikation begunstigt (Fauci
1996). IRF-1 und sein funktioneller Antagonist IRFsind die am vollstandigsten
charakterisierten Mitglieder der IRF-Familie. Siedsan der Regulation von Genen wahrend
entzindlicher Prozesse, bei der Immunantwort, Hépuese, Zellproliferation und
Differenzierung beteiligt (Nguyen et al. 1997; Tguchi et al. 2001). HIV-1 induziert die
IRF-1 Expression bereits zu einem frihen Zeitpuradh der Infektion (vor der Bildung des
Tat-Proteins). Diese Stimulation der IRF-1 Produktkorreliert mit einer erhdhten IRF-1
Bindungsaktivitat der spezifischen Zielsequenz iRL(ong terminal repeat) von HIV-1

und erleichtert die Transkriptionsaktivierung (didfroubi et al. 1996; Sgarbanti et al. 2002).

126



Diskussion

Eine durch IRF-1 aktivierte Transkription von Téhft dann ihrerseits zur Verstarkung der
LTR-gesteuerten Genexpression von HIV-Proteinen Ugtdtendlich zu einer héheren
Viruslast. Zusatzlich zu dem Effekt von IRF-1 aig d TR Transkriptionsaktivierung bei der
de novolnfektion mit HIV scheint diesem Transkriptionsfakauch eine Rolle bei der HIV-
Reaktivierung aus der Latenz des Virus zuzukommb&ser Vorgang kann nur in aktivierten
T-Zellen stattfinden und IRF-1 wird nur in diesaktiven T-Zellen, exprimiert (Nelson et al.
1996). Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass iginazellulare Erhéhung der IRF-1 Spiegel
zu einer von Tat unabhangigen Reaktivierung von-HIbeitragt.

Somit konnte die Suppression der IFNProduktion bzw. Freisetzung durch GBV-C zu einer
Verringerung der HIV-Viruslast und damit zu eineerWdesserung der Prognose von HIV
infizierten Patienten fuhren und das obwohl dielBld vermittelte angeboren Immunantwort
normalerweise einen wirkungsvollen Mechanismus gegrale Infektion darstellt.

Viele Viren haben Mechanismen entwickelt, um dds-&ystem zu beeinflussen und dessen
antivirale Wirkung zu inhibieren oder abzuschwéach&am Beispiel kodiert der ORF von
HHV-8 (HumanesHerpesVirus-8) fur vier IRF homologe Proteine, die IRF-1 durches
dominant negativen Effekt blockieren, wéhrend dtéine E6 ¢nvelope 6) und E7
(envelope?) des Papillomavirus direkt an IRF3 und IRF1 bindem damit einerseits die
IRF3 Aktivierung und andererseits die AktivierungsdIFN-3 Promotors durch IRF-1
blockieren. Das Hepatitis C Virus, ein enger Verdtan des GBV-C-Virus, blockiert durch
Bindung der viralen Proteine NS5A bzw. HCV-E2 ar @®NS-abhangige Proteinkinase
(PKR) dessen Funktion. Ferner inhibiert das Viraggin NS3 durch seine Funktion als
Protease die Bildung von IRF-3 Homodimeren und fugbnd die Aktivierung des IFN-3
Promotors (Ploegh 1998; Levy et al. 2001; Lorenzal.€2001; Flint et al. 2004).

In Analogie zu diesen Befunden bei Typ | Interfemonkénnte die Suppression von IkN-
durch GBV-C einen viralen ,Schutz“-Mechanismus tillen, durch den GBV-C eine
Aktivierung von IRF-1 blockiert. Als Folge wirde @u die IRF-1 vermittelte
Transkriptionsaktivierung der HIV-LTR inhibiert, drdartiber eine Reaktivierung der HIV-
Replikation verhindert werden.

Erwartungsgemal waren die Serumspiegel von IR#t8rferony inducibleprotein 10) bei
den Patienten erhoéht, die einen erhohten JFbérumspiegel aufweisen, da IP-10 durch IFN-
y Uber den JAK/STAT-Signalweg induziert werden kéhillon et al. 2007).
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IP-10 ist ein Ligand von CXCR3. Er wurde als ,eamrdgsponse“-Gen nach Induktion durch
IFN-y in verschiedenen Zelltypen wie Monozyten, Endatbkdn, Keratozyten und
Fibroblasten bezeichnet (Luster et al. 1985; Lusted. 1987b; a; Loetscher et al. 1996).
Stylianou und Kollegen beobachteten erhthte IP-2@uriSspiegel bei HIV-1 infizierten
Patienten, und erhohte IP-10 Plasmaspiegel komehiedabei mit Therapieversagen unter
HAART (Stylianou et al. 2000). Die eigenen Datesthégen diesen Zusammenhang. IP-10
scheint in der Lage zu sein, die Replikation von/Hlin MDM-Zellen und PBMCs zu
stimulieren. In Blockierungsexperimenten konnteejgizwerden, dass durch Neutralisierung
von endogenem IP-10 oder Gabe von CXCR3 Antagonisiee HIV-1 Replikation in
Makrophagen und Lymphozyten gehemmt werden konbdmeg et al. 2003). IP-10 kann
aktivierte T-Zellen und Monozyten als Chemokin zWVH infizierten MDM-Zellen und
dendritischen Zellen leiten; dadurch kbénnen diesendselbst leichter infiziert werden (Luster
et al. 1993; Taub et al. 1993; Taub et al. 1996if. der anderen Seite scheint IP-10 auch eine
Rolle bei der Apoptose zu spielen: Huifang et ahriten zeigen, dass IP-10 in der Lage ist,
in HeLa-Zellen Apoptose zu induzieren (Zhang e2@D5). Sui und Kollegen demonstrierten,
dass IP-10 die Permeabilitat der Zellmembranennamonalen Zellen in Kultur erhéht und
den programmierten Zelltod induziert (Sui et al020 Die mogliche klinische Relevanz
dieser Studie wird durch Beobachtungen gestarlds da Sektionen von HIV-1 infizierten
Gehirnen neben erhdohten Caspase3-Spiegel in deromu auch erhdhte IP-10 Spiegel
gemessen wurden.

Fur die HIV/GBV-C koinfizierten Patienten wurde guind der niedrigen IFN-
Serumspiegel ebenso niedrige IP-10 Serumspiegedrtaty aber im Gegensatz zu IfyN-
waren die Serumspiegel der HIV/IGBV-C koinfiziertBatienten gegeniber den gesunden
Probanden genauso stark erhdht wie bei den HIV ménerten Patienten und den HIV/
GBV-C-E2 Antikdrper positiven Patienten.

Dieser unerwartete Befund lasst sich zumindesivégsie Uber unterschiedliche Wirkungen
der einzelnen GBV-C-Genotypen auf die IP-10 Seruegsb erklaren. Wahrend Patienten,
die mit dem Genotyp 1 Isolat infiziert waren, hdRel0 Serumspiegel aufwiesen, waren die
Serumspiegel von HIV/GBV-C Genotyp 2 koinfizierteatienten signifikant niedriger als bei
HIV monoinfizierten Patienten, und der Serumspiegir HIV/GBV-C Genotyp 5

koinfizierten Patienten lag auf dem Niveau gesuritebanden.
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Nimmt man die GBV-C Genotyp 1 koinfizierten Patem@us der Analyse heraus, ist der IP-
10 Serumspiegel der verbliebenden HIV/GBV-C koiefiten Patienten signifikant niedriger
als die der HIV monoinfizierten (p=0,05) und derVHEBV-C-E2 Antikdrper positiven
Patienten (p=0,023).

In diesem Zusammenhang wird mdglicherweise auchsitjaifikant niedrigere CD4T-
Zellzahl der GBV-C Genotyp 1 koinfizierten Patiengegeniber den anderen Patienten mit
HIV-Infektion verstandlich, da hohe IP-10 Spiegelaner erhdhten Apoptose von CDB-
Zellen fuhren kdnnen.

Ein weiterer wichtiger Zusammenhang zwischen IPHXpression und HIV/GBV-C-
Koinfektion wird durch Arbeiten von Valerie et alnd Wetzel et al. nahegelegt, die eine von
IFN-y und STAT1 unabhangige, direkt durch das HIV-1 @pP2otein vermittelte, Induktion
von IP-10 in Astrozyten (Asensio et al. 2001) unecha PBMCs (Wetzel et al. 2002)
beobachteten. Damit wéare es durchaus denkbar, alads GBV-C uber einen &hnlichen
Mechanismus die Serumspiegel von IP-10 unabhangiy N*N+y modifiziert und dass
aufgrund Genotyp-spezifischer Unterschiede GBV-Qdbg 1 Isolate in der Lage sind, eine
Produktion von IP-10 effektiver zu stimulieren &BV-C Genotyp 2 Isolate.
Zusammengefasst konnte die Verminderung derFbérumspiegel bei allen Patienten mit
GBV-C-Viramie eine Erklarung fir die beobachtetelednigen HIV-Viruslasten liefern,
wahrend hohe IP-10 Serumspiegel bei den GBV-C Gpnbtkoinfizierten Patienten fir die
signifikant niedrigeren CD4 T-Zellzahlen bei den mit GBV-C Genotyp 1 koinfitian

Patienten verantwortlich sein kdnnten.

5.3.2 Modulation von Chemokinrezeptoren und deren Ligande

Ein weiterer Mechanismus, Uber den eine GBV-C-lnéekeine positive Wirkung auf HIV
infizierte Patienten ausuben konnte, wurde erstvafsNattermann et al. beobachtet und ist
in den folgenden Jahren von weiteren Arbeitsgruppestatigt worden:

Hiernach kommt es zu einer verminderten ExpresdiemChemokinrezeptoren CCR5 und
CXCR4 bei den HIV/GBV-C koinfizierten Patienten aGD4- und CD8 T-Zellen. Ein
maoglicher Mechanismus hierflr ist eine Uber das GB¥2- bzw. das NS5a- Protein
vermittelte Freisetzung von RANTES, MIR5IMIP-13 bzw. SDF-1 aus T-Lymphozyten mit
nachfolgender Internalisierung von CCR5 und CXCRa4t{ermann et al. 2003; Xiang et al.
2004; Jung et al. 2005; Jung et al. 2007).
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Deshalb wurde die CCR5 und CXCR4 Oberflachenexmnesa einer Stichprobe von 145
HIV infizierten Patienten bestimmt, fir die vollstlige klinische und virologische Daten
erhoben werden konnten.

Da die CCR5A32 Mutation zu einer verminderten Oberflachenexpossvon CCRS5 fuhrt,
wurden alle heterozygoten Trager dieser Mutatisuaserer Stichprobe ausgeschlossen. Die
CCR5-Oberflachenexpression war bei diesen Patiente@D4- und CD8-positiven T-Zellen
aufgrund der veranderten CCR5-Genexpression skgnifierniedrigt. In Ubereinstimmung
mit Tillmann et al. konnte jedoch keine Assoziatmmischen der GBV-C-Infektion und der
CCR5A32 Mutation festgestellt werden (Tillmann et al02

Unsere Analysen zeigten eine hohere Oberflacheassian von CCR5 auf CD4T-Zellen
bei HIV monoinfizierten Patienten mit fortgescheitem Immundefekt (CD4T-Zellzahl<200
Zellen/ul) im Vergleich zu den HIV/GBV-C koinfizian Patienten. Nicht signifikant
unterschiedlich war dagegen der prozentuelle Ardeil CCR5 exprimierenden CDA -
Zellen zwischen HIV monoinfizierten Patienten undvVKsBV-C koinfizierten Patienten.
Zusammengenommen lassen diese beiden Befunde meifeeghthte Dichte von CCR5-
Rezeptormolekiilen auf der Oberflache von CD4ellen bei HIV monoinfizierten Patienten
mit einer CD4 T-Zellzahl unter 200 Zellen/ul schlieRen. Diesdie® konnte sowohl bei
Patienten ohne HAART, als auch bei Patienten miARA gezeigt werden. Eine ahnliche
Hochregulierung der CCR5-Korezeptoren auf CDB-Zellen beschrieben Reynes und
Kollegen, die beobachteten, dass wéahrend einesctaitenden HIV-Infektion erhdhte
CCRS5-Rezeptordichten auf CDZ-Zellen mit einem Verlust von CD4T-Zellen einhergehen
(Reynes et al. 2001).Interessanterweise konnte eine Hochregulierung G&RS5-
Oberflachenrezeptoren bei den HIV/GBV-C koinfizéertPatienten mit niedrigen CDZ-
Zellzahlen (<200 Zellen/ul) nicht gefunden werdéeringere CCR5-Oberflachenexpression
auf CD4 T-Zellen bei gleichzeitiger GBV-C-Infektion konnt&ivor von mehreren Gruppen
beobachtet werden (Nattermann et al. 2003, Xiard @004, Maidana-Giret et al. 2009).

Im Unterschied zu CCR5 konnte fir CXCR4 kein siggaiter Effekt von HIV auf die
Expression auf CD4T-Zellen gefunden werden. Bei GBV-C koinfiziertBatienten wurde
jedoch eine verminderte Oberflichenexpression vOX{CR4A auf CD4 T-Zellen bei
fortgeschrittenem Immundefekt beobachtet. DieséekEfwar bei Aufteilung nach HAART
auch fur die Patienten ohne HAART zu beobachteas®Beobachtung kann méglicherweise

auch fur die Pathogenese der GBV-C-Koinfektion Bexleutung sein.
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Xiang und Kollegen konnten zeigen, dass durch Egmwa von GBV-C-NS5A in Jurkat

Zellen die HIV-1 Replikation in diesen Zellen rederz wird, indem die CXCR4-

Rezeptordichte abnimmt. In diesen Untersuchungendveser Effekt aber nur partiell durch
eine Freisetzung von SDF-1, dem natiurlichen Ligaod CXCR4, erklarbar. Daher wird
daneben eine direkte Wirkung des GBV-C-Virus a@f @berflachenexpression von CXCR4
vermutet (Xiang et al. 2006). Zusammengefasst rastirten sich Effekte der GBV-C-
Koinfektion auf die CCR5 und CXCR4 Oberflachenesgien nur bei Patienten mit
fortgeschrittenem  CD4T-Zellverlust. Diese  Beobachtung korreliert mit nde
epidemiologischen Daten. Dass sich ein positiverflEss der GBV-C-Koinfektion auf den

Verlauf der HIV-Infektion erst spat im Krankheitslaif bemerkbar macht, wurde auch
schon von Williams und Kollegen vermutet. Sie wieskarauf hin, dass eine signifikante
Assoziation von GBV-C mit verminderter Mortalitaumfir die spaten Stadien der HIV-
Infektion belegt werden konnte (Williams et al. 2D0Olhre Vermutung wurde durch zwei
weiteren Studien an HIV infizierten Patienten oliokgeschrittenen Immundefekt gestarkt,
die keine positive Wirkung einer GBV-C-Koinfektioauf den frihen Verlauf der HIV-

Infektion nachweisen konnten (Birk et al. 2002;98is et al. 2005).

Die Mechanismen Uber die GBV-C eine veranderte &gwon von CCR5 und CXCR4

verursacht, missen weiter untersucht werden.

5.3.3 Induktion von RANTES
Die RANTES-Spiegel, einem wichtigen Liganden desRG@Rezeptors, sind im Blut nicht

zuverlassig bestimmbar, da RANTES aus Thrombozwahrend der Serum oder Plasma-
Gewinnung freigesetzt werden kann. Deshalb etabliewir einenin vitro Assay, um zu
Uberprufen, ob GBV-C-Partikel in der Lage sind,eeRANTES-Induktion zu stimulieren.
Wir fanden eine vom GBV-C-Genotyp abhangige Induktvon RANTES, wenn PBMCs
gesunder Probanden mit immobilisierten GBV-C-Pattikund/oder rekombinantem GBV-C-
E2 Protein stimuliert wurden. RANTES fuhrt als Lingades HIV-Korezeptors CCR5 zu
dessen Internalisierung. Damit konnte eine Induktaon RANTES einen moglichen
Mechanismus darstellen, tiber den GBV-C die Infirgkeit von CD2 T-Zellen durch HIV

herabsenkt.
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Analysen immortalisierter T-Zellklone, die aus HiMizierten Patienten mit verschiedenen
klinischen Stadien gewonnen wurden zeigten, dasg’ABZellen von ,non-progressors”
hohe Spiegel von RANTES, MIPzlund MIP-13 sekretierten und sich gegenlber einer
Infektion durch C5-trope HIV-Virenstimme resisterigten, wahrend CD4T-Zellen von
AIDS-Patienten nur geringe Mengen dieser CC-Chenskildeten und fir eine Infektion
mit HIV suszeptibel waren (Saha et al. 1998). Natgan et al. wiesen 2003 eine Bindung
des GBV-C-E2 Proteins an CD81 nach und zeigtens diasaus eine erhohte RANTES
Produktion folgt, dian vitro die Oberflachenexpression von CCRS5 reduziert @vaihnn et
al. 2003). Die durch das GBV-C-E2 Protein vermiddRANTES Sekretion konnt@ vitro
von Xiang und Kollegen bestatigt werden (Xiang let2805), wahrend eine neuere Arbeit
eine spezifische Interaktion des GBV-C-E2 ProtamisCD81 nicht nachweisen konnte, aber
eine Bindung des GBV-C-E2 Proteins an Zellen (Karfnet al. 2007). Der Mechanismus
Uber den GBV-C PBMCs zu einer vermehrten Freisgfzuom RANTES bringt, bleibt weiter
zu untersuchen. Diskutiert werden Mechanismenjider das E2 Protein bzw. die NS2/NS3
Proteine des GBV-C-Virus vermittelt werden (Xiangat. 2004, Jung et al. 2005). Die
Beobachtung, dass neben gebundenen GBV-C-Virukpbrti auch immobilisiertes,
rekombinantes GBV-C-E2 in der Lage war RANTES zduirieren, starkt die Vermutung,
dass zumindest ein Teil des Effekts auf die RANTEERretion Uber das GBV-C-E2 Protein
vermittelt wird. In diesem Zusammenhang ist es mtighweise von Bedeutung, dass wir
eine niedrigere Induktion von RANTES bei Genotypbé&obachteten, die mit unseren
Befunden beziglich erniedrigter CD&-Zellzahlen und den erhéhten IP-10 Spiegel bei
GBV-C Genotyp 1 koinfizierten Patienten Ubereinstit®. Damit kdnnte es sein, dass
Unterschiede in den biologischen Effekten von GBV&e&notyp 1 Isolaten auf einer

verminderten Fahigkeit RANTES zu induzieren beruhen

5.3.4 Das GBV-C-E2 Protein, Ursprung der Genotyp-abhangign Effekte?

Fir RNS Viren, wie GBV-C und seinen nachsten Verdtan HCV, sind unterschiedliche
biologische Eigenschaften in Abhangigkeit vom Ggpotbeschrieben worden. Diese
Zusammenhange sind bei HCV bisher besser untersdbktohl sich der strukturelle Aufbau
des Genoms fur die unterschiedlichen HCV-Genotygknelt, ist der HCV-Genotyp ein

wichtiger Faktor fur das Ansprechen auf die IntenfeTherapie.
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So werden neben der schlechten Prognose hinsltlaléc antiviralen Therapieresponse von
HCV-Genotyp 1 gegeniber HCV Genotyp 2 und 3 infieie Patienten (Berg et al. 1995;
Pawlotsky 2003; Hnatyszyn 2005) auch Unterschiadger Pathogenese, unter anderem der
Grad der Fibrose und die Bildung einer Fettlelstegtosis hepafisron verschiedenen HCV-
Genotypen vermutet (Rubbia-Brandt et al. 2000; Affinet al. 2001). Ein Einfluss der
verschiedenen HIV-Genotypen auf Viruslast, perileatalransmissionsraten, virale
Promotoraktivitat, Symptom-freie Uberlebenszeit uRksistenz gegeniiber antiviralen
Medikamenten wurde fir HIV beschrieben (Montan@letl997; Essex 1999; Kanki et al.
1999; Renijifo et al. 2001). Schlie3lich werden bgische Unterschiede zwischen den GBV-
C-Genotypen auch fur die Wirkung auf den Krankheit&uf von HIV diskutiert (Muerhoff
et al. 2003; Berzsenyi et al. 2005b).

Erste Studien konnten tatsachlich Hinweise findba,flr eine unterschiedliche Sensitivitat
gegeniber einer Interferon-Therapie und fir Unteeste im Zell-Tropismus einzelner GBV-
C-Genotypen sprechen (Kato et al. 1998; Shimizal.€t999; Fogeda et al. 2000; Xiang et al.
2000). Weiterhin bestehen Genotyp-spezifische dokeede in der Fahigkeit von GBV-C
Isolatenin vitro in PBMCs zu persistieren, die auf variable Sequeie in regulatorischen
Untereinheiten des GBV-C-Virus zu beruhen scheimka,das Wachstum von GBV-C in
Zellkulturen beeinflussen kénnen (George et al.3200

In dieser Dissertation wurden neue Genotyp-abh@&nBifekte auf die CD4T-Zellzahl, die
IP-10 Serumspiegel und die RANTES-Induktion gefumddierbei konnte bei Patienten mit
einer GBV-C Genotyp 1 Koinfektion eine signifikantedrigere CD2 T-Zellzahlen und
signifikant erhdhte IP-10 Serumspiegel beobachtrtden. Zudem war der GBV-C Genotyp
1 in unserenin vitro-Experimenten nicht in der Lage RANTES effektiv mduzieren.
Zusammen mit der Beobachtung, dass immobilisiegkembinantes GBV-C-E2 Protein in
der Lage ist, RANTES zu stimulieren, haben wir zunsé vermutet, dass diese funktionellen
Unterschiede zwischen den Genotypen auf Variatiomeler GBV-C-E2 Aminosauresequenz
zurtckgefuhrt werden kénnen. Diese wurde deshallekuatarbiologisch analysiert und nach
den haufigsten GBV-C-Genotypen aufgeschlisselt.

Die GBV-C-E2 Aminoséauresequenz war jedoch Uberevgitecken hoch konserviert. Weder
in der ,immunodominant antigenic site'noch in den bekannten Glykosilierungs- oder
Phosphorylierungs-Motiven konnten Genotyp-speziiscPolymorphismen identifiziert

werden.
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Nur zwei der Isolate wiesen in diesem Abschnitt Ansidureaustausche auf. Insgesamt
unterscheiden sich die beiden GBV-C Genotypen 1 6ndediglich an einer Stelle
voneinander, was aufgrund des hohen Verwandtsgnafts der beiden Genotypen erklarbar
ist (Smith et al. 2000). Die GBV-C-E2 Sequenz den@yp 2 Isolate unterscheidet sich von
diesen Genotypen mit Ursprung in Afrika an insgesamminosaurepositionen. Aber keiner
der Polymorphismen korrelierte mit einem der bekamn Glykosilierungs- oder
Phosphorylierungs-Motiven oder der vermuteten Bngdstelle an CD81. Aus den
vorhandenen Daten lasst sich daher weitgehend ldiefsen, dass Genotyp-abhangige
funktionelle Unterschiede auf Aminosdureuntersahieth der GBV-C-E2 Sequenz
zurtckzufiihren sind. Leider konnte in dieser Arlméiht die ganze Sequenz des E2-Proteins
untersucht werden. Daher ist es nicht mdglich, wanch wenig wahrscheinlich, dass in dem
nicht untersuchtem Genabschnitt Unterschiede bestahe das unterschiedliche biologische
Verhalten der einzelnen Genotypen erklaren konnie. weitere Aufklarung zwischen
strukturellen Merkmalen der GBV-C-Proteine und eliéntiellen Effekten auf die HIV-

Infektion muss daher nachfolgenden Untersuchungeenthalten bleiben.
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5.4 Zusammenfassung

Die Auswirkungen einer Koinfektion auf den Kraniisgerlauf einer HIV-Infektion werden
bis heute kontrovers diskutiert. Ebenso sind dieihaismen, mit dem GBV-C den Progress
einer HIV-Infektion beeinflussen kann bisher niebtistdndig verstanden.

Um zu klaren, welchen Einfluss eine GBV-C-Koinfekti auf den Verlauf einer HIV-
Infektion ausubt, wurde im Rahmen dieser Dissenmateine 564 Patienten umfassende
Studienpopulation aus zwei europaischen HIV-1 Ktdrountersucht. Hierzu wurde in einer
eingehenden epidemiologischen Analyse Uberprifteiole Koinfektion mit GBV-C einen
Effekt auf verschiedene klinische, immunologischnel wirologische Parameter wie CDC-
Stadien, opportunistische Infektionen, CD®Zellzahl und HIV-Viruslast ausiibt. Um ein
maoglichst vollstandiges Bild dber mogliche Wechsgtungen einer HIV/GBV-C-
Koinfektion zu erhalten, wurden die verschiedeneand@ypen von GBV-C, die GBV-C-
Viruslast und das Vorhandensein der GBV-C-E2-Anfied mit berticksichtigt.

Da die Progression einer HIV-Erkrankung unter aedervon dem Zytokinmilieu des
betreffenden Patienten abhangt, wurde die Auswgkemer GBV-C-Koinfektion auf die
Serumspiegel von IL-12, IP-10 und IFNmittels ELISA Uberpruft.

Ebenso kann die Expression der HIV-Korezeptoren £EGRJ CXCR4 und deren Liganden
MIP-1a, MIP-13 und RANTES, einen Einfluss auf verschieddPparameter einer HIV-
Infektion ausiiben, da eine Herunterregulation v@R6 bzw. CXCR4 zu einer verringerten
Infizierbarkeit der CD4- bzw. CD8-positiven Zellefiihren kann. Die extrazellulare
Expression der HIV-Korezeptoren wurde durchflussmgtrisch bestimmt, wahrend die
Expression der Liganden MIR¥1MIP 13 mittels ELISA analysiert wurde.

Weiterhin wurde die Induzierbarkeit von RANTES duGBV-C-Viruspartikel mittels eines
von uns entwickelten Stimulations-Assay untersucht.

Die eingehende epidemiologische Analyse zeigtedbri130 GBV-C koinfizierten Patienten
einen von HAART unabhangigen statistisch signiftean Zusammenhang zwischen der
GBV-C-Viruslast mit der CD4 T-Zellzahl/ul und ein ebenso deutlich signifikanversen
Zusammenhang zwischen der GBV-C-Viruslast mit dé&r-HMiruslast. Analysen in Bezug
auf eine mdgliche Abhéangigkeit biologischer Effekiem GBV-C-Genotyp zeigten, dass
Patienten, die mit einem GBV-C Genotyp 1 Isolankaiert waren, gegentber allen anderen
HIV bzw. HIV/GBV-C Genotyp 2 koinfizierten Patiemtesine signifikant erniedrigte CD4
T-Zellzahl aufwiesen.
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Bei der Analyse der Zytokin-Serumspiegel wurden bind@mgig von HAART signifikant
niedrigere IFNy Serumspiegel bei GBV-C koinfizierten Patienten Vfargleich zu HIV
monoinfizierten Patienten beobachtet. Interessamise korrelierten die von uns
beobachteten niedrigen IFN-Serumspiegel mit niedrigeren HIV-Viruslasten. Zabéh
konnten signifikant erhdhte IP-10 Serumspiegel@®V/-C Genotyp 1 koinfizierten Patienten
festgestellt werden, die moéglicherweise Uber einech naher zu klarenden Mechanismus
Apoptose von CD4T-Zellen auslésen konnte.

Wir konnten beobachten, dass der HIV-Korezeptor @4@uf CD4 T-Zellen in HIV/GBV-

C koinfizierten Patienten unabhangig von einer HAARm Vergleich zu HIV
monoinfizierten Patienten mit fortgeschrittener lomdefizienz herabgesenkt war, wéahrend
bei HIV monoinfizierten Patienten mit fortgescteitem Immundefekt die CCR5
Oberflachenexpression erhéht war.

SchlieB3lich konnten wir in unserém vitro Analyse zeigen, dass GBV-C in der Lage ist
RANTES, ein Ligand des CCR5 Korezeptors, Genotyge#gisch zu induzieren. Hierbei war
auffallig, dass GBV-C Genotyp 1 Isolate nicht irr ddlage waren, RANTES zu induzieren.
Diese Befunde sprechen fir einen eher negativerfluE: einer GBV-C Genotyp 1
Koinfektion.

Die Hypothese, dass die Genotyp-abhangigen EffeteSequenzunterschiede in der GBV-
C-E2 Region zurtickzufiihren sind, konnte nicht degtéverden.

Aus unseren Beobachtungen lasst sich schlussfolgkrss eine GBV-C Infektion einen
positiven, von der GBV-C-Viruslast und dem GBV-CrBg/p abhangigen, Einfluss auf die
Klinik von HIV austibt und das dieser Einfluss zudest teilweise durch Pathomechanismen
erklarbar ist, die auf das Zytokinmilieu von IRNund IP-10, die Genotyp abhangige
Induzierbarkeit von RANTES, sowie auf die Oberfl@cexpression von CCR5 und CXCR4

wirken.
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Anhang

7 Anhang

|. Zytokine und ihre Rezeptoren

Zytokine und ihre Rezeptoren

Familie Zytokine Zytokine
: : Spezifische(r) Rezeptor(en)
(systematischer Name) (alternativer Name)
G-CSF G-CSFR
Kolonie-stimulierende granulocyte macrophage
Faktoren GM-CSF colony stimulating factor S
M-CSF CSF-1 CSF-1R
IFN-a CD118, IFNAR2
Interferone IFN-R3 CD118, IFNAR2
IFN-y CD119, IFNGR2
IL-1a CD121a, CD121b
IL-1R3 CD121a, CD121b
IL-1 RA CD121a
IL-2 T-cell growth factor CD25y, CD122f3, CD132
IL-3 multicolony CSF CD 123, 3¢
IL-4 BCGF-1, BSF-1 CD124, CD132
IL-5 BCGF-2 CD125, Rc
IL-6 IFNR2, BSF-2, BCDF CD126, CD130
IL-7 CD127, CD132
-9 IL-9r, CD132
_ cytokine synthesis IL-10Ra, IL10-RBc(CRF2-4,
S inhibitory factor IL-10R2)
IL-i11 IL-11R, CD130
IL-12 NK-cell stimulatory factor IL-12RRB1c+IL-12RR2
IL-13 p600 II-13R, CD132
IL-15Ra, CD122 (IL-2RRB),
IL-15 T-cell growth factor
CD132
IL-16 CD4
IL-17A mCTLA-8 IL-17AR (CD217)
IL-17F ML-1 IL-17AR (CD217)
IL18 IGIF, interferona inducing IL-1Rrp (IL-1R related
factor protein)
IL-19 IL-20Ro+IL-10RRc
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IL-20Ro+1Lal0RMc, IL-

IL-20
22Roc+IL-10RRBc
IL-21 IL-21R+CD132
IL-22 IL-TIF IL22Rac+IL10MRc
170 (p19)+306 (p40c
IL-23 (p19) ; (p40c) IL-12RB1+IL-23R
heterodimer
~ IL22Rac+IL-10Rc,
IL-24 MDA-7
IL20Ra+IL-10RRc
IL-25 IL-17E IL-17BR (IL-17Rh1)
IL-26 AK155 IL-20Ra+IL10RRC
IL-27 WSX-1+CD130c
IL-28A,B IFN-A2,3 IL-28Rac+IL10RRBC
IL-29 IFN-A1 IL28Rac+IL-10RMBc
LIF (leukemia inhibitory
LIFR, CD130
factor)
OSM OM (oncostatin M) OSMR, LIFR, CD130
] p55 (CD120a),
TNFa cachectin
p75(CD120b)
] p55 (CD120a),
LT-a lymphotoxine
p75(CD120b)
LT-B LTRR, HYMEN
CD40 ligand (CD40L) CD40
Fas ligand (FasL) CD95 (Fas)
TNF Familie CD27 ligand (CD27L) CD27
CD30 ligand (CD30L) CD30
4-1BBL 4-BB
] DR4, DR5, DCR1, DCR2,
Trail Apo-2L
OPG
OPG-L RANK-L RANK, OPG
APRIL TAC1, BCMA
LIGHT HVEM, LT-R
TWEAK TWEAKR(Fn14)
BAFF CD257, BlyS TAC1, BCMA, BR3
; TGFR1 TGFRR
nicht zugeordnet
MIF MIF-R

(modifiziert nach Janeway’s immunology 2008)
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II. Chemokine und ihre Rezeptoren

Chemokine und ihre Rezeptoren

Chemokine : : »
Chemokine (alternativer Name) Spezifische(r) Rezeptor(en)

(systematischer Name)

CXCL

CXCL1 GRQu CXCR2
CXCL 2 GROB CXCR2
CXCL 3 GROy CXCR2
CXCL5 ENA-78 CXCR2>>CXCR1
CXCL 6 GCP-2 CXCR2>1
CXCL 7 NAP-2 (PBP/CTAP-IIB) CXCR2
CXCL 8 IL-8 CXCR1,2
CXCL 14 BRAK/bolekine Nicht bekannt
CXCL 15 Lungkine/WECHE Nicht bekannt
CXCL 4 PF4 CXC3B
CXCL9 Mig CXCR3A und B
CXCL 10 IP-10 CXCR3A und B
CXCL 11 I- TAC CXCRA und B, CXCR7
CXCL 12 SDF-1o/p CXCR4/CXCR7
CXCL 13 BLC/BCA-1 CXCR5>>CXCR3
CXCL 16 CXCR®6

CCL

CCL1 I- 309 CCRS8
CCL2 MCP-1 CCR2
CCL3 MIP-1a CCR1,5
CCL4 MIP-13 CCR5, CCR1
CCL5 RANTES CCR1,3,5
CCL®6 C10/MRP-1 CCR1
CCL7 MCP-3 CCR1,2,3,5,10
CCL 8 MCP-2 CCR2,3,5>1
CCL9 MRP-2/MIP-y CCR1
CCL11 Eotaxin CCR3>>CCR5
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(modifiziert nach Janeway’'s immunology 2008)
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lll. Phylogenetischer Baum der 5’UTR-Sequenzen der Kehaus Barcelona und Bonn (S.
156; auf beigelegter CD-ROM)

IV. Nukleotidsequenzen (S. 157-231; auf beigelegterRTIM)

V. Alignement der GBV-C-E2 Aminosauresequenz (S. 232-2auf beigelegter CD-ROM)
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