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EDITORIAL

Sehr geehrte Kolleginnen und Kollegen,
sehr geehrte Damen und Herren,

ich freue mich, lhnen kurz die zweite Ausgabe des »Retroviren Bulletins« des Jahres
2021 aus Miinchen vorzustellen. Trotz des beginnenden zweiten Winters der Corona-
virus-Pandemie konnten wir ein thematisch interessantes und vielféltiges Bulletin
zusammenstellen. An dieser Stelle herzlichen Dank an alle Autoren!

In einer neuen Reihe stellen sich Nachwuchsgruppen der Retrovirusforschung in
Deutschland vor. Die Arbeitsgruppe »Infektion und Immunregulation« von Dr. Ange-
ligue Holzemer am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf und am Leibniz-Insti-
tut fUr Experimentelle Virologie untersucht u.a. neue Immuntherapien bei der durch
das JC-Virus-ausgeldsten Progressiven Multifokalen Leukenzephalopathie (PML), die
nicht nur AIDS-Patienten betreffen kann. Fur die PML ist bisher keine kausale The-
rapie zugelassen. Die Arbeitsgruppe von PD Dr. Christof Geldmacher in der Abteilung
fur Infektions- und Tropenmedizin am LMU-Klinikum in Minchen befasst sich mit
HIV-Impfstoff-Design und der Suche nach Korrelaten des Impfschutzes. Als dritte
Arbeitsgruppe stellt PD Dr. Hanna-Mari Baldauf lhre vielschichtige Forschung am
Pettenkofer-Institut zu Spezies-spezifischen Replikationsbarrieren fir HIV in Nicht-
Primaten-Modellen vor.

In der Sektion »FUr Sie gelesen« beleuchtet Dr. Christopher Déchert vom Petten-
kofer-Institut das wenig in der Offentlichkeit stehende Thema der endogenen Retro-
viren im menschlichen Genom. Ein spannender Einblick in die komplexe Koevolution
dieser Viren und Viruselemente mit dem Menschen.

Eine im HIV-Feld in den Bereichen Medizin, Diagnostik und Aufklarung hochaktive
Gruppe aus Frankfurt a.M. stellt eindricklich und emotional bewegend den Fall einer
vertikal infizierten Patientin dar. Die Herausforderungen in ihrem gesamten Leben —
medizinisch, sozial, gesellschaftlich und beruflich —, von ihr selbst auch in einem sehr
personlichen Schreiben dargestellt, zeigen, wo wir Mitte der 1980er Jahre gestartet
sind, welche Dinge sich Uber die Jahrzehnte positiv entwickelt haben, aber auch, wo

weiterer Verbesserungsbedarf besteht.

Bleiben Sie gesund! Mit allen guten Winschen,

Ihr Professor Oliver T. Keppler w




NACHWUCHSGRUPPEN DER HIV-FORSCHUNG STELLEN SICH VOR

Neue Immuntherapien der Progressiven Multifokalen
Leukenzephalopathie (PML)

Die Nachwuchsforschungsgruppe »Infektion und Immunregulation« beschaftigt sich damit, wie sich chronische Infektionen

auf unser Immunsystem auswirken. Die HIV-1-Infektion ist ein besonderer Fall, da die wichtigen T-Helferzellen (CD4+ T-Zellen)

des adaptiven Immunsystems selbst durch das Virus befallen werden. Dadurch konnen chronische Virusinfektionen, die bei

Gesunden dauerhaft durch das Immunsystem kontrolliert werden, ausbrechen und zum Teil schwerwiegende Krankheits-

verlaufe auslosen. Die Progressive Multifokale Leukenzephalopathie (PML) ist hierfir ein Beispiel.

PML- Klinik und Epidemiologie

PML ist eine demyelinisierende Erkrankung
des zentralen Nervensystems, die sich kli-
nisch durch Lahmung, Gangstorung, Dys-
arthrie, kognitive Defizite und Sehstorun-
gen manifestiert [1]. 30% bis 50% der Falle
verlaufen todlich; bei zwei Dritteln der
Langzeitlberlebenden besteht durch eine
Progredienz der Symptomatik oder durch
neurologische Spatfolgen wie epileptische
Anfdlle oder das Auftreten einer Demenz
eine dauerhafte Beeintrachtigung [2]. Eine
gesicherte, kausale Therapie ist bislang
nicht zugelassen. Ausloser der PML ist die
Reaktivierung einer latenten Infektion mit
dem JG-Polyomavirus (JG-Virus), das zu einer
Zerstorung der Oligodendrozyten flhrt. Als
bildmorphologisches Korrelat imponieren
in der T2-gewichteten Magnetresonanzto-
mographie fleckige oder konfluierende Are-
ale erhohter Signalintensitat in der subkor-
tikalen wei3en Substanz und im Bereich um
die Hirnventrikel (Abb.1 A, B, C) [3, 41.

Die Seropravalenz des JG-Virus betragt
in der Allgemeinbevolkerung bis zu 80%,
wobei die Ubertragung meist im Kindes-
alter durch Haushaltskontakte geschieht
[5]. Obwohl sporadische Falle bei Gesun-
den auftreten konnen, ist der Hauptrisi-
kofaktor fiir eine Reaktivierung eine lang-
andauernde Suppression der zellularen
Immunitat. Daher stieg mit Beginn der HIV/
AIDS-Pandemie in den 1980er Jahren die
Inzidenz der PML deutlich an [6, 7]. Durch
die Entwicklung effektiver Therapien ge-
gen die HIV-1-Infektion und die Zunahme
immunsuppressiver Therapien flr Tumor-
und Autoimmunerkrankungen zeichnet
sich aktuell eine Verschiebung des Patien-
tenkollektivs der PML ab, jedoch bleibt die
HIV-1-Infektion weiterhin der relevanteste
Risikofaktor. In einer im Universitatsklini-
kum Hamburg-Eppendorf durchgefiihrten
retrospektiven Kohortenstudie zeigte sich
in einer Gruppe von insgesamt 37 Patien-
tinnen und Patienten bei 17 eine zugrunde-

Abb.1: Zerebrale Magnetresonanztomographie mit PML-Lasion (Quelle: Graf et al, Front. Neurol.,
2021 [4]). PML-Lasion mit im Verhaltnis zur Grol3e typischerweise moderatem Masseneffekt.

T1-gewichtetes Bild: A vor und B nach Kontrastmittelgabe. Bei B zeigt sich eine zentral hypo-
intense Lasion mit leichter, randstandiger Kontrastmittelaufahme (siehe Pfeil).

T2-gewichtete Aufnahme C: Die PML-L&sion betrifft typischerweise die subkortikalen U-Fasern.

liegende HIV-1-Infektion. An zweiter Stelle
folgten Patienten mit malignen Grunder-
krankungen oder solche, die eine Therapie
mit monoklonalen Antikorpern erhielten
(jeweils sechs Patienten) [4].

Pathogenese

Die Primarinfektion mit dem JC-Virus er-
folgt tber den Oropharynx und fihrt zu ei-
ner subklinischen, persistierenden Infektion
des Nierenurothels [8]. Von dort kann das
Virus in das Knochenmark, die Lymphkno-
ten und das Gehirn streuen [9]. Langan-
dauernde Suppression der zellularen Im-
munitat fihrt zu einer Reaktivierung des
JG-Virus und beglnstigt durch die Virusre-
plikation die Entstehung neuropathogener
Varianten, die im Gehirn eine PML auslosen
konnen [10]. Haufig ist die PML mit einer
CD4*T-Zell-Defizienz assoziiert, gleichzei-
tig korreliert die CD4*+-Zellzahl positiv mit
der Prognose der PML [11]. Etwa 5% der Pa-
tienten mit einer unbehandelten AIDS-Er-
krankung entwickeln eine PML, insgesamt
tritt die PML daher nur bei einem Bruchteil
der Patienten mit niedriger CD4+-T-Zellzahl

auf. Fir die Kontrolle der JC-Virusinfektion
sind vor allem JC-Virus-spezifische CD8*-
T-Zellen entscheidend, deren Aktivitat die
Entstehung oder den Progress einer PML
verhindern kann [12]. Das Vorkommen von
JG-Virus-spezifischen  Antikorpern  kann
eine Reaktivierung einer JC-Virusinfektion
nicht vermeiden [13].

Frihere Therapieansatze

Erste Ansdtze zur Therapie der PML fo-
kussierten sich auf den Einsatz antiviraler
Substanzen. Das Nukleosid Cytarabin [14],
das Nukleotidanalogon Cidofovir [15] und
der Topoisomerasehemmer Topotecan [16]
bewirken in vitro eine Hemmung der JG-Vi-
rusreplikation. Klinisch zeigte sich jedoch
kein Einfluss auf die Letalitat bei gleichzei-
tig relevanter Toxizitat der Therapie. Auch
das Malariamedikament Mefloquin inhi-
biert in vitro die JG-Virusinfektion und -re-
plikation in Astrozyten, eine unverblindete
Studie zum Einsatz bei PML wurde jedoch
aufgrund fehlender Wirkung vorzeitig ab-
gebrochen [17]. Da der Serotoninrezeptor
5-HT2A als Eintrittspforte fir das JG-Virus
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dient [18], wird Mirtazapin — ein Serotonin-
rezeptorantagonist — empirisch zur The-
rapie der PML eingesetzt, zeigte jedoch in
systematischen Metaanalysen keinen The-
rapievorteil in der nicht-Natalizumab-asso-
ziierten PML [19]. Natalizumab ist ein mo-
noklonaler Antikorper gegen a4-Integrin,
der zur Therapie der hochaktiven Multiplen
Sklerose eingesetzt wird und mit einem er-
hohten PML-Risiko assoziiert ist.
Zusammenfassend gibt es bislang kei-
ne PML-spezifische, zugelassene Thera-
pie, welche in die aktuellen Leitlinien zur
Behandlung der PML aufgenommen wur-
de [20]. Die rasche Wiederherstellung des
Immunsystems durch Beginn einer antire-
troviralen Therapie ist daher weiterhin die
einzig wirksame Behandlungsstrategie bei
HIV-1-assoziierter PML [21].

Neuartige Immuntherapieansatze
der PML

Da die PML-Erkrankung in der Regel durch
eine insuffiziente JG-Virus-spezifische Im-
munantwort aufgrund eines Immundefek-
tes bedingt ist, wird zunehmend versucht,
durch spezifische Immuntherapien eine an-
tivirale Immunantwort zu induzieren.

Ein friher individueller Heilversuch er-
folgte durch eine therapeutische Impfung,
um gezielt Virus-spezifische CD4*-T-Zellen
gegen das JC-Viruskapsidprotein VP1 herzu-
stellen. Diese therapeutische JCV-VP1-Vak-
zinierung in Kombination mit Interleukin-7
und einem Toll-like-Rezeptor-7-Agonisten
als Adjuvanz in zwei Patienten mit seit 12
Monaten bestehender progredienter PML
zeigte eine gute Vertraglichkeit [22]. Klinisch
fuhrte die Vakzinierung zu einer Stabilisie-
rung oder Verbesserung der Symptomatik;
zudem konnten JCV-VP1-spezifische CD4+-
T-Zellen nachgewiesen werden.

In einer Einzelfallstudie wurde der Ein-
satz autologer, JCG-Virusantigen-spezifischer
T-Zellen bei einem 14-jahrigen Patienten
mit PML nach mehrjahriger immunsup-
pressiver Therapie bei Graft-Versus-Host-
Disease nach allogener Stammzelltherapie
untersucht [23]. Diese wurden ex vivo durch
Stimulation mit Peptiden des JC-Virusprote-
ins VP1 generiert. Immunologisch konnte im
Verlauf eine spezifische CD4+- und CD8*-
Immunantwort detektiert werden, klinisch
zeigte sich eine deutliche Verbesserung der
neurologischen Symptomatik.

Auch das BK-Virus gehort zur Familie
der Polyomaviren und exprimiert teils die
gleichen immunogenen Proteine wie das
JGVirus, darunter auch das Kapsidprotein
VP1. Analog zum Einsatz bei BK-Infektion
nach Stammzelltransplantation wurden in
einer Phase-ll-Studie drei PML-Patienten
(darunter ein Fall mit HIV-1-assoziierter

PML) mit BK-Virus-spezifischen T-Zellen
von HLA-kompatiblen Spendern therapiert
[24]. Donorspezifische T-Zellen konnten im
Liquor innerhalb des gesamten Beobach-
tungszeitraums (bis zu 250 Tage) nachge-
wiesen werden. Ein Patient verstarb nach
acht Monaten; bei den anderen beiden (da-
runter auch der HIV-1-assoziierte PML-Fall)
zeigte sich eine deutliche Besserung des kli-
nischen und MR-morphologischen Befun-
des, die JG-Virus-PCR aus dem Liquor blieb
im Verlauf negativ. Eine im Juli dieses Jah-
res publizierte Serie von zwei nicht HIV-as-
soziierten PML-Fallen an der Medizinischen
Hochschule Hannover mit leicht madifizier-
tem Therapieprotokoll konnte das Konzept
der allogenen BK-Virus-spezifischen T-Zell-
Therapie bestatigen [25].

Die Expression des Oberflachenproteins
Programmed cell death protein 7 (PD1) auf
T-Zellen flhrt zu einer verminderten Funk-
tion. Eine Hemmung des PD1-Signalweges
wird mit grolem Erfolg in der Tumorthera-
pie benutzt, um die Funktion von T-Zellen in
der Tumorabwehr zu verbessern. Auch auf
T-Zellen von PML-Patienten konnte eine
erhohte PD1-Expression festgestellt wer-
den, insbesondere fiir zytotoxische T-Zellen
[25]. In einer Studie mit dem Einsatz des ge-
gen PD1 gerichteten Checkpoint-Inhibitors
Pembrolizumab zeigte sich bei finf von
acht Patienten eine klinische Verbesserung
oder Stabilisierung der PML, die mit einer
niedrigen JGViruslast im Liquor und einer
erhohten JG-Virus-spezifischen CD4*+- und
CD8*-Aktivitat in vitro assoziiert war [26].
\Von den drei Patienten ohne Therapiean-
sprechen verstarben zwei im Verlauf. Ein
weiterer Fallbericht eines Patienten mit
PML und Morbus Behget, der trotz Pem-
brolizumab-Therapie verstarb, identifizier-
te die Hohe der JC-Viruslast vor Therapie,
den Zeitpunkt des Therapiebeginns und die
VVP1-gerichtete CD4*-Antwort als mogliche
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prognosebestimmende Faktoren [27].

Zusammenfassung

Insgesamt sind die neuartigen Therapiean-
satze mit Checkpoint-Inhibitoren und virus-
spezifischen T-Zellen bei einer Krankheit
ohne vormals direkte Therapiemaoglichkeit
vielversprechend, auch wenn sie bislang
auf wenigen Berichten mit kleinen Fallzah-
len beruhen. Warum die HIV-1-assoziierte
PML nur bei einem Bruchteil der Personen
mit niedriger CD4*T-Zellzahl auftritt, ist
bislang noch nicht gut verstanden. In der
Nachwuchsgruppe am Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf und am Leibniz-Insti-
tut fur Experimentelle Virologie wird unter
der Leitung von Angeliqgue Holzemer er-
forscht, wie das angeborene Immunsystem
durch eine HIV-1-Infektion verandert wird.
Wir erhoffen, dadurch die individuellen Un-
terschiede in der Kontrolle der JG-Virusin-
fektion durch das Immunsystem bei niedri-
ger CD4*T-Zellzahl im Rahmen einer HIV-1-
Infektion besser zu verstehen. Dies ist
wichtig, um das unterschiedliche klinische
und immunologische Ansprechen auf die
Immuntherapieversuche in der PML zu er-
klaren und moglicherweise vorherzusagen.
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HIV-Impfstoff-Design — konnen wir Antikorper auf Regionen
viraler Vulnerabilitat lenken?

Die Schutzwirkung von Impfstoffen kann durch das Auftreten neuer viraler Varianten signifikant beeintrachtigt werden, da sie

der Bindung und Neutralisation durch die impfinduzierte Antikorperantwort entgehen konnen. Bei einem hohen Anteil bereits

Genesener bzw. Geimpfter in einer Bevolkerung konnen sich vor allem RNA-Viren durch Mutationen an veranderte Vermeh-

rungsbedingungen anpassen. Durch Mutation besonders im Bereich des Hullproteins, an welches neutralisierende oder bin-

dende Antikorper andocken, wird diese Bindung abgeschwacht und die Antikorper-vermittelte Immunitat umgangen. Hiermit

erhohen solche Mutationen die Chance des Virus, sich auch in durchseuchten Populationen mit einer resultierenden Immunitat

erfolgreich zu replizieren, weitere Zellen und schlieBlich weitere Individuen zu infizieren. Bei vielen Viren, wie z.B. SARS-CoV/-2,

laufen solche Mechanismen relativ langsam und vor allem auf Populationsebene ab.

Sonderfall HIV

Im Gegensatz zu SARS-CoV-2 ist das Hu-
mane Immundefizienz-Virus Typ 1 (HIV-1)
ein schwierigerer Fall. Das HI-Virus und be-
sonders sein einziges Hullprotein (Env) mu-
tieren in atemberaubender Geschwindigkeit

sogar innerhalb eines chronisch infizier-
ten Wirtes — Evolution im Zeitraffer. HIV-1
ist somit der sich zeitgleich anpassenden
neutralisierenden Antikorperantwort im-
mer einen Schritt bzw. eine Fluchtmutati-
on voraus, selbst wenn im Laufe mehrerer
Jahre, zumindest in manchen chronisch In-

fizierten, sogenannte breit-kreuzneutrali-
sierende Antikorper (bNAbs) durch Antikor-
peraffinitdtsreifung mittels somatischer
Hypermutationen gebildet werden. Diese
bNAbs des Wirts kénnen zwar eine Vielzahl
an verschiedenen Virusvarianten neutra-
lisieren, jedoch nicht die aktuellen eigenen
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an diese Antikorper angepassten Varian-
ten. Durch diese Selektionsmechanismen
entstand seit der zoonotischen Transmis-
sion von HIV-1 auf den Menschen vor etwa
100 Jahren eine Unzahl an Virusvarianten
und Subtypen, welche bestmoglich an die
humane Immunantwort angepasst sind.
Die Sequenzdiversitat des HIV-1-Hullprote-
ins Env betragt innerhalb der HIV-1-Haupt-
gruppe M bis zu 35% [1]. Diese extreme
Variabilitat erschwert die HIV-1-Impfstoff-
entwicklung ungemein. Weiterhin ist das
HIV-1-Hdllprotein (Env), ein Trimer aus je-
weils drei gp120-Oberflachenproteinen und
drei gp41-Transmembranproteinen, durch
ein Schild aus Glykanen vor der Antikorper-
erkennung geschltzt (Abb.1). Dieses lasst
nur wenige Stellen des Hullproteins als Ziele
fur die Impfstoffentwicklung offen. Daher
ist es bisher trotz enormer Anstrengungen
leider nicht gelungen, bNAbs gegen HIV-1
durch Impfungen zu induzieren. Ob eine In-
duktion von breit kreuzreaktiven, neutra-
lisierenden Antikérpern durch eine Impfung
alleine ausreichen wird, um eine HIV-1-
Infektion zu verhindern, bleibt jedoch frag-
lich, da selbst die kontinuierliche praven-
tive Gabe eines bNAbs (»\VRCO1«) HIV-1-In-
fektionsraten nicht signifikant reduzieren
konnte [2]. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass die Entwicklung eines wirk-
samen Impfstoffs gegen HIV-1 durch die
hohe Variabilitat des HIV-Env sowie durch
die Schwierigkeit, breit kreuzreaktive neu-
tralisierende HIV-Env-spezifische Antikor-
perreaktionen zu induzieren [3, 4], deutlich
erschwert wird.

Als Modellorganismus ist HIV-1 je-
doch dadurch besonders interessant, da
in der HIV-1-Impfstoffforschung moder-
ne Impfstoffstrategien und Immunogen-
konzepte ersonnen und weiterentwickelt
werden, welche sich auch auf andere, weni-
ger variable Viren, wie zum Beispiel SARS-
CoV-2 Ubertragen lassen sollten. So hat
die HIV-Impfstoffforschung substantiell
zur Entwicklung von viralen Vektor- und
DNA-Impfstoffen beigetragen [Kimpel &
Geldmacher, 2019/3, Geldmacher 2021,
DAZ]. Die HIV-1-Impfstoffforschung schldgt
auch derzeit noch neue innovative Wege in
der Optimierung des Impfstoffdesigns ein,
um moglichst robuste, kreuzneutralisie-
rende und langanhaltende Antikorperant-
worten, aber gleichzeitig auch eine breite
T-Zellerkennung des Virus zu induzieren.

Neue Ansatze im Impfstoffdesign

Modernes Impfstoffdesign hat das Ziel,
Sequenz, Struktur und Auswahl der Im-
munogene zu optimieren sowie geeignete
und zum jeweiligen Immunogen passende
Impfstoffe zu finden. Hier stehen inzwi-

gp4l gp160

Qm 20

Ky

Glyokoprotein-Trimer

Abb.1: Struktur des HIV-1-Env-Glykoproteins.

Das HIV-1-Hillprotein (Envelope) ist ein Trimer aus gp160-Dimeren, welche jeweils aus einem
gp120-Oberflachenprotein und einem gp41-Transmembranprotein zusammengesetzt sind.

Das HIV-Env-Protein wird posttranslational noch durch Glykosilierung verandert.

Die meisten Glykosilierungsstellen sitzen im gp120-Oberflachenprotein. Das pg120-Protein bindet
an den CD4-Rezeptor auf T-Helferzellen, was eine Konformationsanderung im Protein ausldst und
schlussendlich in einer Fusion mit der Wirtszelle endet.

schen neben den klassischen Lebend- und
Totimpfstoffen neue Plattformen wie Nu-
kleinsaure-basierte Impfstoffe (RNA oder
DNA) oder virale Vektorimpfstoffe zur in
vivo-Expression von viralen Proteinen zur
Verfligung. Ein besseres Verstandnis der
Parameter, welche die impfstoffinduzier-
te Antikorper-Erkennung einzelner antige-
ner Regionen und ihrer Varianten innerhalb
des HIV-Env beeinflussen, ist hierbei uner-
lasslich und kann dazu beitragen, die Im-
munreaktion auf vulnerable Virionregionen
zu lenken, um somit praventive HIV-Impf-
stoffe zu entwickeln. So werden Impfstoff-
kandidaten fir HIV-Env in der Regel da-
raufhin getestet, ob — oder wie stark — diese
Strukturen gut charakterisierte monoklo-
nale, kreuzneutralisierende Antikdrper (z.B.
VRCO1) binden, um so herauszuarbeiten, ob
diese Zielstruktur auf dem Immunogen vor-
handen ist [5]. Dies ist mit der begriindeten
Hoffnung verbunden, dass diese Immuno-
genstrukturen geeignet sind, Antikorper zu
induzieren, die in ihren Antigenbindungsei-
genschaften z.B. dem bNAb VRCO1 dhneln.
Ein Ansatz hierbei ist es auch, soge-
nannte Keimbahn-kodierte Antikorper —
noch ohne somatische Hypermutationen,
also die Vorlaufer der bNAbs — zu indu-
zieren, welche dann mit weiteren Auffri-
schungsimpfungen mit leicht verandertem
Immunogen (boosts) in vivo durch weitere
Antikérperaffinitatsreifung zu bNAbs ent-
wickelt werden sollen. Das Ziel dieser For-
schungen ist die Antikorperantwort und
die sogenannte Antikdrperaffinitatsreifung
(durch somatische Hypermutation) so zu
lenken und gezielt zu modifizieren, dass
schlussendlich kreuzneutralisierende An-
tikorper induziert werden. Dieser »Heilige
Gral« der gegenwartigen HIV-Impfstoff-
forschung ist jedoch leider bisher uner-
reicht. Jedoch kann diese im Prinzip vielver-
sprechende Strategie auch auf andere, we-
niger variable Viren angewendet werden.

Suche nach schiitzenden
Immunkorrelaten

In der systematischen Aufarbeitung der
bisher einzigen, zumindest teilweise er-
folgreichen HIV-1-Phase 3-Impfstoff-Stu-
die RV144 — dem sogenannten »Thai trial«
- konnte gezeigt werden, dass ein signifi-
kanter Impfschutz vor einer HIV-Infekti-
on auch ohne breit kreuzneutralisierende
HIV-Antikorper erreicht werden kann [6].
In dieser Studie wurden ein monomeres
HIV-1-Env-gp120-Protein  sowie gp120-
Monomer kodierende virale Vektorimpf-
stoffe als Immunogene verwendet. Hohe
Titer von impfinduzierten IgG-Antikorpern,
welche spezifisch die hypervariablen Re-
gionen 1 und 2 (V1V2) des HIV-Env bin-
den, korrelierten mit dem Schutz vor einer
HIV-Infektion [6]. In anschlieBenden Stu-
dien wurde diese V1V2-spezifische IgG-
Reaktion auf ein lineares 15mer Peptid in
der V/2-Proteinregion kartiert, das sich in
unmittelbarer Nahe des a4b7-Integrin-
bindenden Motivs befindet [7, 8]. A4b7-In-
tegrin ist ein zellularer Rezeptor, an den HIV
bindet und so die Interaktion mit den zellu-
laren Hauptrezeptoren CD4 vermittelt und
somit schlieBlich den Eintritt in die Wirts-
zelle erleichtert. In derselben Studie waren
IgG-Antikorper gegen lineare Peptide in der
hoch immunogenen V3-Region des HIV-Env
ebenfalls invers mit dem Infektionsrisiko
bei RV144 korreliert [7]. Die Erkennung von
anderen, konservierteren Env-Regionen
zeigte jedoch keinerlei Korrelation mit dem
Infektionsrisiko in RV144[7]. Auch wenn der
Schutzmechanismus dieser V1V2- und V3~
spezifischen Antikdrper noch unvollstandig
geklart ist, sind spezifische Punktmutatio-
nen in den V2- und V3-Epitopen in den HIV-
Sequenzen von Durchbruchsinfektionen in
RV144-Impfstoffempfangern im Vergleich
zu Placebo-Empfangern [8, 9] ein solider
Beweis flr die schitzende Wirkung dieser
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Abb.2 A u. B: Analysen der Impfstoff-induzierten Immunantwort gegen das HIV-1-Hiillprotein.

A: Tausende synthetische Proteinfragmente des HIV-1-Hiillproteins werden auf einem Objekttrager immobilisiert und mit Plasma bzw. Serum von
Impfstoffrezipienten inkubiert. An eben diese Env-Proteinfragmente gebundenes IgG wird mit Fluoreszenz-markierten Antikdrpern detektiert und

das Fluoreszenz-Signal ausgelesen.

B: Die Starke des Fluorenszenzsignals einzelner Peptide wird auf die Position des Peptids im Hiillprotein projiziert und in einer Heatmap aufgetragen.
So kdnnen weniger oder starker erkannte Stellen des HIV-1-Envelope-Proteins bestimmt werden.

C: 3D-Projektion eines HIV-1-Hullproteintrimers, in dem einzelne, von der Impfstoff-induzierten Antikérperantwort gut erkannte Bereiche
(IDR = Immunodominant region) farblich hervorgehoben sind [11]. Hier sind auch die Positionen der hypervariablen Regionen V2 (griin) und V3 (lila)

im Env-Protein ersichtlich.

Antikdrperantworten. Derselbe Effekt, dass
hohe Werte von impfstoffinduzierten Env-
bindenden Antikérpern gegen die V2-Env-
Region mit einem Schutz vor Infektion mit
dem AIDS-Virus korrelieren, konnte auch
in einer gut kontrollierten Studie mit nicht-
menschlichen Primaten gezeigt werden
[10]. Zusammengenommen unterstreichen
diese Ergebnisse, dass nicht-neutralisie-
rende Antikdrperantworten, die bestimm-
te »vulnerable« Regionen des Env-Proteins
binden, eine impfstoffinduzierte Immunitat
vermitteln kénnen.

HIV-1-Env-Epitop-Kartierung

Welche immunogenen Strukturen und Se-
quenzen starke, kreuzreaktive V2- und
V3-Env-Hillprotein-spezifische Antikdrper-
antworten induzieren und welche Hull-
proteinregionen darlber hinaus weitere
»Schwachpunkte« darstellen kénnten, un-
tersuchen wir deshalb innerhalb der Euro-
pean HIV Vaccine Alliance (EHVA):

8 https://www.ehv-a.eu

Das geschieht im Rahmen mehrerer klini-
scher Impfstoffstudien Phase 1 bis 3 mit
nationalen und internationalen Partnern
(USMHRP, AFRIMS, UKHVC) sowie in ver-
schiedenen Tiermodellen mittels der Pepti-
de-Microarray-Technologie. Hier wird Plas-
ma bzw. Serum von Impfstoffrezipienten
auf IgG-Reaktivitat simultan gegen tausen-
de synthetische Proteinfragmente getes-
tet (Abb.2 A, B). Diese werden, in Zusam-
menarbeit mit Kollegen der Universitat
Liverpool, gezielt so konzipiert, dass sie glo-

bale HIV-1-Varianten und -Subtypen mdg-
lichst gut représentieren sowie relevante
Impfstoff-Immunogensequenzen beinhal-
ten [11]. Verschiedene in der Klinik erprob-
te Impfstoffstrategien unterscheiden sich
zum Teil abhéngig von Immunogensequenz
und Struktur stark in dem Antikorperbin-
dungsmuster der linearen HIV-1-Hdllpro-
teinregionen [5, 11-15]. Die Erkennung der
Env-V3-Region ist hier bei allen bisher
getesteten Impfstoffen sowie in HIV-1-
infizierten Individuen immundominant,
seien es Menschen, Hasen, Mause oder
Makaken. Dies ist unabhéngig davon, ob
nun Immunogene aus gpl20-Monomeren
oder ganzen Trimervarianten des HIV-1-
Env verwendet wurden. Besonders stark
war die Erkennung der V3-Region im
UKHVC_Spoke_03-Trial [11, 13]. In dieser
Studie wurde ein Impfstoffcocktail aus ver-
schiedenen HIV-1-Immunogenen in einem
DNA-Impfstoff, ein in einem viralen Vektor
kodiertes gpl20-Protein (Modified-Vacci-
nia-Ankara-Virus = MVA, ein attenuiertes
Kuhpockenvirus) und ein von der Struktur
her eher offenes trimeres HIV-1-Hullpro-
tein verimpft. Uberraschenderweise ver-
besserte der im TaMoVacO1-Trial getestete
Impfstoff, welcher Immunogensequenzen
mehrerer verschiedener Envelope-Varian-
ten (multivariant) enthielt, die Kreuzerken-
nung der immundominanten Peptidvarian-
tenin der V3-Region nicht [11]. Im Gegenteil,
die Kreuzreaktivitat der gegen V3 gerichte-
ten Antikdérper war im UKHVC_Spoke_03-
Trial am ausgepragtesten, obwohl in dieser
Studie Immunogene verwendet wurden, die

in allen verwendeten Vakzinkomponenten
dieselbe Proteinsequenz des HIV-Subtyp C-
Isolats CN54 enthielten. Eine mdgliche Er-
klarung hierfir ist, dass so die Stimulierung
von spezifischen B-Zellen und die anschlie-
Bende Antikdrperproduktion starker ist, als
wenn sehr verschiedene Epitopvarianten
in entsprechend geringerer Konzentration
verimpft werden. Interessanterweise indu-
zierte die Impfung mit HIV-Subtyp C-CN54-
basierten Immunogensequenzen (egal, ob
als offeneres Trimerprotein oder gpl20-
Monomer) keinerlei messbare anti-V2-1gG-
Antwort. Stattdessen konnten wir beob-
achten, dass eine IgG-Antwort gegen V2
vor allem von Immunogenen induziert wur-
de, welche dieselbe Subtyp E-basierte Se-
quenz wie in der RV144-Studie enthielten.
Diese Immunogene aus den TaMoVac- und
HIVIS-Studien wurden als ein dem natur-
lich vorkommenden Env-Protein &hnlichen
(native-like) membranstandigen Protein
in einem MVA-Vektor kodiert. Die Erken-
nung war jedoch etwas schwécher als in
der RV144-Studie, in der gpl20-basierte
Antigene und sequenzhomologe Antigene
als Prime-Boosts verimpft wurden [11 und:
Horvath et al. — Manuskript in Vorberei-
tung]. Die Kreuzerkennung von verschiede-
nen Sequenzvarianten der extrem variab-
len V2-Region war generell gering und auf
Sequenzvarianten beschrankt, welche nah
mit der Immunogensequenz verwandt wa-
ren. Allgemein zeigen diese Studien, dass
sowohl V2 als auch V3 reaktive IgG-Antikor-
per von gp120-Monomeren als auch trime-
risierten Immunogenstrukturen induziert
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werden konnen. In einer weiteren klini-
schen HIV-1-Impfstoff-Studie konnten wir
zeigen, dass eine spatere Auffrischungs-
impfung nach etwa drei Jahren die Antikor-
perantworten gegen die identischen linea-
ren antigenen Regionen und auch Varianten
des HIV-1-Env-Proteins induzieren, wie die
Erstimpfung [12]. Eine Verstarkung der an-
sonsten schwindenden Immunitat lieRe
sich so mit einer einzelnen Auffrischungs-
impfung erreichen.

Mit Sicht auf die verwendeten Immu-
nogenstrukturen konnten wir zeigen, dass
durch gp120-Monomere hervorgerufene
Antikorperantworten, abgesehen von den
\V/2- oder V/3-Regionen, sich vor allem ge-
gen evolutionar konservierte Bereiche des
HIV-1-Hullproteins richteten. Diese Berei-
che liegen allerdings, wie in der 3D-Rekon-
struktion ersichtlich, in den inneren Be-
reichen des Env-Trimers und sind daher in
einer natlrlichen Infektion fir Antikorper
moglicherweise nicht erreichbar (Abb.2C)
[11]. Vermutlich korrelierten solche Antwor-
ten im RV144-Trial auch deshalb nicht mit
einem Schutz vor einer HIV-1-Infektion [7].

Mit diesen Analysen der Impfstoff-in-
duzierten Immunantwort gegen das HIV-
Hullprotein konnten wir zur Auswahl der
Immunogene und Impfstoff-Kombinatio-
nen beitragen, welche in der HIV-Praven-
tionsstudie PrEPVacc getestet werden. In
dieser Phase-2b-Studie wurden Impfstoff-
kombinationen ausgewahlt, welche eine
moglichst starke und kreuzreaktive V2-
und V3-Erkennung induzieren. Die Effizienz
dieser Impfstoffe wird im Moment in Kom-
bination mit Praexpositionsprophylaxe im
sudlichen und ostlichen Afrika getestet.

Die HIV-Impfstoffforschung hat in den
letzten vier Dekaden malgeblich zu neuen
Konzepten und zur Verbesserung von Impf-
stoffen beigetragen. Dies umfasst die Ver-
wendung viraler Vektoren, das Engineering
von Immunogenproteinen, die Verwendung
verschiedener Variantensequenzen oder
einer Konsensussequenz und Strategien
zu einer moglichst starken Induktion von
T-Zellantworten gegen konservierte Berei-
che des HIV-Virions. Auch wenn diese For-
schungen bei HIV aufgrund der extremen
Variabilitat noch nicht zum Erfolg geflihrt
haben, so bilden sie doch eine wichtige
Grundlage zur Entwicklung von Impfstoffen
gegen deutlich weniger variable Viren, wie
z.B. SARS-CoV-2.
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FUR SIE GELESEN

Humane Endogene Retroviren — der Feind (und Freund) in uns

Humane Endogene Retroviren (HERVS) sind ehemals exogene Retroviren (wie z.B. HIV) die vor Jahrmillionen als Proviren in die

DNA der Keimzellen unserer Vorfahren integrierten und nun Teil der von Generation zu Generation weitergegebenen geneti-

schen Information sind (Abb. 1). Sie sind aufgrund von Mutationen, Rekombinationen und epigenetischen Modifikationen nicht

mehr replikationsféahig. In den meisten Fallen fehlen die charakteristischen Gene, welche fiir das Hullprotein (env), Gag-Protein

(gag), die Protease (pro) und die Polymerase (pol) kodieren, und nur noch die genomflankierenden long terminal repeats (LTRS)

sind verblieben [2]. HERVs machen nichtsdestotrotz mindestens 8 % unseres Genoms aus [4] und tragen zur genetischen Plas-

tizitat und Regulation der Genexpression bei [5]. Es gibt zahlreiche HERVs, welche in drei Klassen (Class |, Class Il, Class Ill) und
weiter in Gruppen, z.B. HERV-W (Class I), HERV-K (Class Il) oder HERV-L (Class lll), unterteilt werden [5].

Unsichtbar, doch unersetzlich

HERVs sind essentiell fur verschiedene
biologische Funktionen und Prozesse. Sie
regulieren die Expression von Genen auf
dem (post-)transkriptionalen und epigene-
tischen Level durch ihre Genprodukte (z.B.
das env-Protein), die Transkripte ihrer ge-
nomischen Information (RNA) oder das blo-
Re Vorhandensein ihrer Sequenz und die
damit verbundene Rekrutierung von Pro-
teinen oder Enzymen an die entsprechen-
de Stelle im Genom [2]. Zwei der wohl pro-
minentesten Beispiele sind A) die Amylase
in unserem Speichel und B) die Entwicklung
der Plazenta.

A) Das Amylase-Gencluster besteht aus
den funf Amylase-Genen AMY1A, -B
und -C sowie AMY2A und -B. Wahrend
die AMY2-Gene im Pankreas exprimiert
werden, erfolgt die von den AMY1-
Genen ausgehende Amylase-Produk-
tion ausschlief3lich in den Speicheldri-
sen [6, 7]. Diese Gewebsspezifitat geht
auf die Insertion eines HERV in der Pro-
motorregion der Amylase-Gene zuriick
und hat sich evolutionér erst vor relativ
kurzer Zeit ereignet [6-8].

)

Die Funktion des Envelope (env)-Prote-
ins von HERV-W (ERVW-1 oder Syncy-
tin-1) hingegen wurde géanzlich gekapert
—es spielt nun eine entscheidende Rolle
in der Ausbildung der Plazenta durch die
Aktivierung von speziellen Zell-Zell-
Fusionen [9, 10].

Schlafende Ungeheuer in unseren Genen

Die Rolle von HERVs bei verschiedenen Er-
krankungen des menschlichen Organismus
ist mittlerweile unumstritten und anhand
zahlreicher Publikationen belegt [11-13].
HERVs tragen beispielsweise zu Krebsent-
stehung und Metastasierung [14, 15] oder
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Abb.1: Entstehung Humaner Endogener Retroviren (HERVs). Nach Infektion von Keimzellen

unserer Vorfahren und Integration der Proviren in unser Genom werden HERVs von Generation zu

Generation Uber vertikale Transmission, also von Vorfahre auf Nachkomme, weitergegeben.
(Abbildung aus [3] mit freundlicher Genehmigung von Spandidos Publications).

Diabetes Typ-1 [16] bei und sind bei der Ent-
stehung und im Verlauf verschiedener neu-
rologischer oder Autoimmunerkrankungen
[17, 18] involviert. In der Pathogenitéat von
COVID-19-Erkrankungen, ausgeldst durch
SARS-CoV-2, spielen HERVs ebenfalls eine
Rolle [19, 20]. In einer Studie konnte gezeigt
werden, dass sowohl das HERV-W-env-
Gen als auch das entsprechende Protein
positiv mit der Schwere des Krankheits-
verlaufs korrelieren [19]. Eine verstarkte
Expression verschiedener HERV-pol-Gene
zeigte sich dagegen nur bei milden Ver-
laufen; bei schweren Verlaufen verringer-
ten sich die HERV-pol-Level [20]. Letztlich
sind die molekularen Mechanismen solcher
HERV-Einflisse oft noch ungeklart. Klar ist
jedoch, dass die (Re)aktivierung von HERVs
und somit deren verstarkte Expression eine
malf3gebliche Rolle spielt. Diese kann ver-
schiedene endo- als auch exogene Ursa-
chen haben, wie z.B. eine Immunschwéache
oder eine Virusinfektion [21, 22].

Neuronale Defekte durch HERVs

Kolleginnen und Kollegen um Dr. Michelle
Vincendeau und Vidya Padmanabhan Nair
vom Helmholtz Zentrum Munchen konnten
nun in einer kirzlich veréffentlichten Studie
etwas Licht in das molekulare Dunkel brin-
gen [1]. Sie nutzten ein CRISPR/Cas9-Akti-
vierungssystem (dCas9-VP64) [23], um der
bereits bekannten Rolle von HERV-K(HML2)
in neuronalen Erkrankungen auf die Spur zu
gehen. In humanen embryonalen Stamm-
zellen (hESCs) konnten so nach Differen-
zierung in kortikale Neuronen bei erhéh-
ter HERV-K(HML-2)-Expression reduzierte
Level verschiedener Marker funktioneller
Neuronen, wie MAP2 oder Synapsin-1, sowie
morphologische Verénderungen, wie z.B.
eine reduzierte Anzahl und Lange an »Neu-
riten« (Fortsatzen) in den HERV-K(HML-2)-
exprimierenden Zellen beobachtet werden.
Des Weiteren waren Hirn-Organoide mit er-
hohter HERV-K(HML-2)-Aktivitat in ihrem
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Wachstum eingeschrankt und wiesen ein
gestortes Musterder unterschiedlichen Zell-
schichten und ihrer Genexpression auf. Eine
Transkriptom-Analyse brachte vier Gene
ans Licht, welche aufgrund der erhéhten
HERV-K(HML-2)-Aktivitat in kortikalen Neu-
ronen verstarkt exprimiert waren und so-
mit vielversprechende Kandidaten fir die
Ursache der fehlerhaften Differenzierung in
kortikalen Neuronen darstellten. Und tat-
sachlich: Einer der Kandidaten, neurotrophic
tyrosine receptor kinase 3 (NTRK3), scheint
fur die beobachteten Effekte verantwortlich
zu sein. Erhohten die Autoren namlich ledig-
lich die Expression von NTRK3, konnten sie
die HERV-K(HML-2)-Effekte, also die Fehl-
entwicklung der Neuronen, reproduzieren.
Zudem konnten sie die Entwicklungsdefizi-
te der Zellen mit erhohter HERV-K(HML-2)-
Aktivitat durch Verringerung der NTRK3-
Level verhindern (Abb. 2). Dies ist somit ei-
nes der wenigen Beispiele, in denen ein
Effektor-Gen, in diesem Fall NTRK3, fir die
beobachteten Auswirkungen einer HERV-
Dysregulation ausgemacht werden konnte.
In Zukunft werden weitere neue HERV-ver-
mittelte Effekte identifiziert werden mius-
sen, um schlieBlich die Grundlage fur die
Entwicklung besserer Therapien neurologi-
scher, aber auch anderer Erkrankungen zu
ermoglichen.
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NACHWUCHSGRUPPEN DER HIV-FORSCHUNG STELLEN SICH VOR

Spezies-spezifische Wechselwirkungen zwischen Wirt

und Retroviren

Trotz der Moglichkeit einer antiretroviralen Kombinationstherapie (cART) fir HIV-Patienten infizieren sich jahrlich immer noch

ca. 1,5 Millionen Menschen mit dem Virus. Aufgrund der aktuellen SARS-CoV-2-Pandemie schatzt UNAIDS sogar mit einem

Rlckschlag in Bezug auf die Bekampfung von HIV. Daher ist es notwendig, weiterhin neue Erkenntnisse bezuglich der HIV-

Replikation zu gewinnen, die eventuell auch zu neuen Therapieansatzen fihren kdnnen. Die VIIRAL-Arbeitsgruppe beschaftigt

sich unter anderem mit der Wechselwirkung zwischen Wirtszellen und Retroviren. Dabei versuchen wir herauszufinden, welche

spezies-spezifischen Charakteristika vorherrschen —insbesondere in Bezug auf die spezies-spezifische, angeborene Immunitat

—und wie Retroviren diese Replikationsbarrieren tberwinden. Darauf aufbauend ermdglicht die Etablierung eines permissiven,

immunkompetenten Kleintiermodells ein besseres Verstandnis flr Pathogenese- und vor allem Vakzinstudien.

HIV-Replikationsbarrieren
in Nagern und Kaninchen

Seit den 1990er Jahren beschdftigen sich
Wissenschaftler mit der Frage, wieso sich
HIV nicht in Art-fremden Zellen vermeh-
ren kann. Dieses kann zwei Grinde haben:
Einerseits kann ein essentieller, zellularer
Faktor fehlen bzw. inkompatibel sein —diese
Proteine sind sogenannte zellulare Kofak-
toren und werden fiir die Replikation bend-
tigt —, andererseits kann auch ein zellularer
Faktor dauerhaft exprimiert oder aufgrund
der Infektion hochreguliert werden und so
eine Replikation aktiv unterdricken — soge-
nannte Restriktionsfaktoren oder Proteine
der angeborenen Immunitat. Allen nicht-
humanen Zellen ist gemein, dass deren
CD4-Rezeptoren und Chemokinrezeptoren
CCR5 bzw. CXCR4 nicht identisch mit den
humanen Orthologen sind und somit keine
Aufnahme des Virus in die Wirtszelle zulas-
sen [1-4]. Folglich ermoglicht die Expression
des humanen Rezeptorkomplexes auf den
Zielzellen den Viruseintritt in vitro und in
vivo[1,3-11].

Im Gegensatz zur Situation in Nagerzel-
len wird das HIV-Kapsid nach Viruseintritt
in Kaninchen-/Hasenzellen durch TRIM5-
Proteine (tripartite motif 5) erkannt und so-
mit eine weitere Replikation gestort [12, 13].
Dieser Vorgang kann jedoch durch Modifi-
kationen des HIV-Kapsids umgangen wer-
den [11,12]. Im weiteren Replikationsverlauf
wird der nukleare Import bzw. die Integrati-
on der HI-Proviren in Mauszellen nicht un-
terstltzt, wohingegen dieser Schritt in Rat-
tenzellen nicht gestort ist [7, 8].

Die Transkription der multiplen ge-
spleitten Nef-mRNA ist unabhangig von
bestimmten zellularen Kofaktoren. Interes-
santerweise sind bereits bekannte Funk-
tionen von Nef in Nager-, als auch Kanin-

chenzellen sehr konserviert [17,18]. Kiirzlich
wurde eine neue Funktion von Nef beschrie-
ben, welche die Inkorporation von SERINC5
(serine incorporator 5) wahrend der Assem-
blierung der HI-Viren verhindert. Durch die-
se Aktion bleiben die freigesetzten Viren
weiterhin infektios, da SERINC5 ansonsten
die Fusion mit der neuen Zielzelle stort [19].
Wider Erwarten wird die antivirale Aktivitat
der Nager- und Kaninchen-Orthologe auch
durch HIV-Nef Giberwunden [20, 21].

Die Transkription und der nukleare Ex-
port wenig gespleiBter viraler mRNAs sind
abhangig von der Interaktion mit den zellu-
laren Proteinen CyclinT1 und CRM1 (chro-
mosomal region maintenance 1) [22, 23].
Nager-Orthologe sind nicht in der Lage, die-
sen Prozess zu unterstutzen, im Gegensatz
zu Kaninchen [1-3, 8, 9, 11, 24, 25].

Fir den weiteren Verlauf des Replika-
tionsweges wurde beschrieben, dass die
Expression des Strukturpolyproteins Gag,
dessen Prozessierung, die Assemblierung
von Viruspartikeln bzw. deren Freisetzung
und Infektivitat in Nagerzellen erheblich
gestort ist [2, 9, 24-27]. Ein hierfir verant-
wortlicher Faktor wurde bereits identifiziert
[4, 26]. APOBEC-Proteine (apolipoprotein B
mRNA editing enzyme catalytic polypepti-
de 3) werden hierbei wahrend der Assem-
blierung der HI-Viren eingebaut und fihren
in der neuen Zielzelle zum Abbruch der Re-
versen Transkription durch Hypermutation
[19]. Im Gegensatz zu Nef, im Kontext mit
SERINCS, ist HIV-Vif nicht in der Lage, mu-
rines APOBEC3 durch proteasomale Degra-
dation zu antagonisieren [28].

Primare Kaninchen-T-Zellen und -Ma-
krophagen hingegen unterstitzen eine
HIV-Replikation genauso gut wie prima-
re humane Zellen. Lediglich aus primaren
Kaninchen-Makrophagen freigesetzte HI-
\liren weisen einen Infektivitatsverlust auf

[11]. Neben APOBEC-Proteinen konnen auch
weitere Restriktionsfaktoren die Infektivi-
tdt von HI-Viren reduzieren [19]. Wahrend
die Rolle von Nager- und Kaninchen-GBP
(guanylate binding protein), MARCH (mem-
brane-associated RING-CH-type finger)
und S0K-Orthologen weniger bekannt sind,
wurde kirzlich beschrieben, dass Kanin-
chen-IFITM1/3 im Gegensatz zu Nager-Or-
thologen die Infektivitdt von HI-Viren ver-
mindern [29].

HIV-Kleintiermodelle

Spezies-tibergreifende Untersuchungen des
HIV-Replikationszyklus ermoglichen die
Herstellung von permissiven, immunkom-
petenten HIV-Kleintiermodellen. Mit der
Expression des humanen Rezeptorkom-
plexes sowie den humanen Orthologen von
CyclinT1 und CRM1 waren Mause und Rat-
ten suszeptibel fir eine HIV-Infektion [6-9,
24]. Allerdings konnten mit diesen MaBnah-
men bisher nicht die Replikationsbarrieren
im spdteren Verlauf Gberwunden werden.
Immerhin diente das transgene Rattenmo-
dell erfolgreich der Evaluation von antivira-
len Medikamenten und Vakzin-Kandidaten
[30-32]. Im Vergleich zu Labornagern wei-
sen Spitzhornchen und Baumwollratten
deutlich weniger Barrieren auf [4, 10]. Sie
benotigen aber anspruchsvollere Laborbe-
dingungen zur Haltung. Transgene, immun-
kompetente Kaninchen weisen hier also
deutliche Vorteile gegentber den Nagermo-
dellen auf, da ex vivo nur wenige Barrieren
gefunden wurden und diese zum groRten
Teil Gberwindbar sind (Abb.1) [11].

Die Herstellung von sogenannten hu-
manisierten Mausen ist hier aktuell eine
bessere und vielversprechende Alterna-
tive, jedoch hat jedes dieser Modelle sei-
ne Vor- und Nachteile [33-35]. Daher wa-
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ren komplementierende Untersuchungen
in immunkompetenten, permissiven HIV-
Kleintiermodellen in Zukunft erstrebens-
wert, um neue Therapieoptionen bzw.
Heilungsmdglichkeiten zu entwickeln und
austesten zu kénnen.

Zusammenfassung

Eine HIV-Infektion ist kein Todesurteil mehr
im Vergleich zu den 1980er und 90er Jahren.
Dennoch ist die Erforschung neuer Méglich-
keiten essentiell, um die HIV-Epidemie bes-
ser in den Griff zu bekommen. Wir in der
VIIRAL-Arbeitsgruppe beschaftigen uns da-
her mit Virus-Wirt-Interaktionen im Spe-
zies-Vergleich, um so diesbeziglich mehr
Wissen zu sammeln und in die Herstellung
eines transgenen, immunkompetenten Ka-
ninchenmodells einflieRen zu lassen.

Quellen

1 Speck RF, Penn ML, Wimmer J, Esser U, Hague BF,
Kindt TJ, Atchison RE, Goldsmith MA. 1998. Rabbit
cells expressing human CD4 and human CCR5 are
highly permissive for human immunodeficiency virus
type 1 infection. J Virol 72:5728-34.

8 doi: 10.1128/)V1.72.7.5728-5734.1998

2 Bieniasz PD, Cullen BR. 2000. Multiple Blocks to
Human Immunodeficiency Virus Type 1 Replication in
Rodent Cells. Journal of Virology 74:9868-9877.

8 doi: 10.1128/jvi.74.21.9868-9877.2000

3 Keppler OT, Yonemoto W, Welte FJ, Patton KS,
lacovides D, Atchison RE, Ngo T, Hirschberg DL, Speck
RF, Goldsmith MA. 2001. Susceptibility of rat-derived
cells to replication by human immunodeficiency virus
type 1. Virol 75:8063-73.

8 doi: 10.1128/jvi.75.17.8063-8073.2001

4 Luo MT,Mu D, Yang X, Luo RH, Zheng HY, Chen M,
Guo YQ, Zheng YT. 2021. Tree Shrew Cells Transduced
with Human CD4 and CCR5 Support Early Steps of
HIV-1 Replication, but Viral Infectivity Is Restricted by
APOBEC3. ] Virol 95:e0002021.

8 doi: 10.1128/)V1.00020-21

5 McKnight A, Clapham PR, Weiss RA. 1994. HIV-2
and SIV infection of nonprimate cell lines expressing
human CD4: restrictions to replication at distinct sta-
ges. Virology 201:8-18. 8 doi: 10.1006/vir0.1994.1260

6 BrowningJ, Horner JW, Pettoello-Mantovani M, Ra-
ker C, Yurasov S, DePinho RA, Goldstein H. 1997. Mice
transgenic for human CD4 and CCR5 are susceptible
to HIV infection. Proc Natl Acad Sci USA 94:14637-41.
8 doi: 10.1073/pnas.94.26.14637

7 Keppler OT, Welte FJ, Ngo TA, Chin PS, Patton KS,
Tsou CL, Abbey NW, Sharkey ME, Grant RM, You Y,
Scarborough JD, Ellmeier W, Littman DR, Stevenson M,
Charo IF, Herndier BG, Speck RF, Goldsmith MA. 2002.
Progress toward a human CD4/CCR5 transgenic rat
model for de novo infection by human immunodefici-
ency virus type 1. J Exp Med 195:719-36.

8 doi: 10.1084/jem.20011549

8 Goffinet C, Michel N, Allespach |, Tervo H-M,
Hermann V, Krausslich H-G, Greene WC, Keppler OT.
2007. Primary T-cells from human CD4/CCR5-trans-
genic rats support all early steps of HIV-1 replication
including integration, but display impaired viral gene
expression. Retrovirology 4:53-53.

8 doi: 10.1186/1742-4690-4-53

9 ZhangJX, Diehl GE, Littman DR. 2008. Relief of
preintegration inhibition and characterization of
additional blocks for HIV replication in primary mouse
T cells. PLoS One 3:€2035.

8 doi: 10.1371/journal.pone.0002035

10 Blanco JC, Pletneva LM, Wieczorek L, Khetawat D,
Stantchev TS, Broder CC, Polonis VR, Prince GA. 2009.

Reifung
= ‘.
&~ T Assemblierung
e v XM und Freisetzung
R.n. v
H.s. v/
M.m. X o v
zelltyp-spezifische R.n. ¢ (M) X (T)
Andocken BARRIERE 3 M.m. X

BARRIERE 1 p—
REZEPTORKOMPLEX C;QY ) ;f}j\!:,]l)‘ég(‘( I ”L{:“?w&g@zyp

e i
\&3& Hs. v il

. \JW e % a
R e =

Translation 5 ((

€ g b «
X - R
BARRIERE2 5 « .
o TRIMS \\\y

Initiation
der Reversen ‘ Hs. v Hs v o= 280
Transkription ‘ Oc Vieg S
- Rn. Xp o
S vRNA-Export V% Sa=
& Q =S 9 -
o o
o
y \3% (-3
Hs. v
. c. vV
Integration 4,
M.m. X

Abb.1: Schematische Darstellung der HIV-Replikation (adaptiert von [11]).

Nach dem Andocken der HI-Viren und der Fusion mit den Zielzellen findet die Replikation von der
Reversen Transkription, dem sog. Uncoating, bis zur Integration statt. AnschlieRend werden die
viralen mRNAs transkribiert und aus dem Zellkern exportiert. Nach Translation der viralen Proteine
finden die Assemblierung und Freisetzung an der Zellmembran und abschlief3end noch eine Rei-

fung der freigesetzten HI-Viren statt.

Im Speziesvergleich ist die erste Barriere in Kaninchen der Viruseintritt wegen eines inkompatiblen
Rezeptorkomplexes (Barriere 1). Die nachste Replikationsbarriere in Kaninchenzellen wird durch
TRIM5-Proteine gewahrleistet (Barriere 2). Im Vergleich zu den Nagerzellen sind die freigesetzten
HI-Viren aus priméren Kaninchenmakrophagen nicht bzw. kaum infektids (Barriere 3).

H.s. = Homo sapiens (Mensch) - O.c. = Oryctolagus cuniculus (Kaninchen) - R.n. = Rattus norve-

gicus (Ratte) - M.m. = Mus musculus (Maus)
v/ = Replikation wird an dieser Stelle unterstiitzt
T=T-Zelle - M = Makrophage.
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DER KLINISCHE FALL

Trotz allem — leben!

Offenbar vertikal mit HIV infiziert (1985), erreichte die Patientin T.S. das Erwachsenenalter. Im Verlauf der Kindheit erlebte sie

die schrittweise Entwicklung der antiretroviralen Therapie »am eigenen Leib« und hautnah. Im Laufe ihrer Adoleszenz wurde

sie im Zuge der sich entwickelnden antiretroviralen Pharmaka-Geschichte mit nahezu allen jeweils verfligharen Substanzen

und Therapiestrategien behandelt, u.a. mit verschiedenen Mono-, Dual- und Kombi-Therapien. Sie erfuhr relevante Medi-

kamenten-Interaktionen und durchlitt untragbare Toxizitaten. Als Ergebnis waren schliellich multiple Resistenzmutationen

in den Genen der HIV-Protease und Reversen Transkriptase nachweisbar. Die Integrase-Inhibitoren stellten ab 2008 fir sie

den Durchbruch im Therapieerfolg dar, erstmals mit der Moglichkeit, eine vertragliche und doch wirksame Medikamenten-

kombination zusammenzustellen. Zu diesem Zeitpunkt hatte sich aufgrund bestehender HIV-Mehrfachresistenz und der Erst-

manifestation einer cerebralen Toxoplasmose-Erkrankung der Gesundheitszustand der Patientin T.S. dramatisch zugespitzt.

Kasuistik

Die antiretrovirale Therapiegeschichte be-
gann 1993 mit sequenziellen Monothera-
pien der NRTI-Klasse (nucleosidale Rever-
se-Transkriptase-Inhibitoren), die Ubrigen
Medikamentenklassen wurden nacheinan-
der in die Therapie eingefiihrt, sobald die-
se verfligbar waren und sich als vertraglich
erwiesen (Tabelle 1). Bis Juni 2009 war die
Patientin exponiert gegen sieben NRTI, sie-
ben Protease-Inhibitoren, drei nicht-nukle-
osidale Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
— einschlieBlich des Entry-Inhibitors Enfu-
virtid ab 2003 —, insgesamt in > 25 verschie-
denen Kombinations-Therapieregimen un-
terschiedlicher Dauer. Trotzdem war eine
Krankheitsprogression in Richtung der Ent-
wicklung immer neuer AIDS-Manifestatio-
nen kaum zu verhindern (Tabelle 2).

Alle zeitgemaBRen Therapiestrategien
wurden versucht, z.B. Einsatz der Prote-
ase-Inhibitoren mit Booster, Re-Induk-
tion von empfindlichem HIV-Wildtyp durch
strukturierte Therapie-Pausen, nachfol-
gend strategisches Recycling bereits ver-
brauchter ART-Klassen, »Mega-HAART«-
Regime, Einsatz neuer, unverbrauchter
Substanzen (u.a. Darunavir, Tipranavir) und
Substanzklassen (T20). Bis 2008 schei-
terten alle Therapieansatze aufgrund des
(Wieder-)Auftretens erheblicher HIV-Re-
sistenz aufgrund archivierter Resistenz-
mutationen.

»» Die genotypische Sequenzierung des
HIV-1-Genoms erbrachte den Nachweis
mehrerer primarer bzw. in der Summe rele-
vanter, Resistenz-assoziierter Mutationen
(Abb.1,S.14)

»> im Reverse Transcriptase-Gen:
41L, 67N, 210W, 215Y (= Thymidin-
assoziierte Mutationen / TAM),
44D, 74V (=non-TAM) und
101P, 179L, 181C, 221Y (NNRTI- Muta-
tionen) sowie

»> im Protease-Gen:

1017V, 11V/1, 33F, 47V, 48V, 54M, 825,
84V.

»> Keine Resistenz-assoziierte Mutationen
wurden nachgewiesen

in der HR2-Region (= kodiert fir Resis-
tenz gegen Enfuvirtid, trotz Therapie-
regime-Versagen);

im Integrase-Gen.

»> In der Korezeptor-Tropismusanalyse
wurde ein dual-mixed Befund erhoben.

http://www.mvp.uni-muenchen.de/nationales-referenzzentrum-fuer-retroviren/
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Tabelle 1: Dokumentierte antiretrovirale Therapien: Kombinationen, Daten und HIV-Befundergebnisse.

Februar 1993 bis November 2001:

diverse Substanzen in Mono-, Dual- und Kombitherapien, enthalten u.a.:
AZT DDI DDC D4t ABC 3TC FOV RTV NFV APV LPV
Die CD4-Zellzahl ist nicht dokumentiert.

Kombinationen von November 2001 bis November 2018:

Start/Ende

02.11.01 bis 17.01.02

Substanzen

strukt. Therapie-Unterbrechung

CD4-Zellzahl minimal

nicht dokumentiert

HIV-RNA maximal

nicht dokumentiert

17.01.02 bis 02.06.03 D4t TDF EFV APV RTV 322 207457
02.06.03 bis 27.02.07 D4t DDI TDF RTV TPV T20 444 4375
27.02.07 bis 24.07.08 D4t TDF ETV DRV RTV T20 140 28900
24.07.08 bis 25.07.08 3TC ABC AZT FTC TDF T20 177 32100
16.08.08 bis 25.11.08 strukt. Therapie-Unterbrechung 124 30400
25.11.08 bis 05.02.09 3TC ABC AZT TDF T20 80 11600
05.02.09 bis 17.06.09 3TC ABC AZT TDF 51 46700
17.06.09 bis 09.07.09 strukt. Therapie-Unterbrechung 123 10700
09.07.09 bis 01.09.13 ATV DRV RTV T20 MRV RGV 83 390
01.09.13 bis 19.02.16 ATV DRV RTV MRV RGV 452 1290
19.02.16 bis 16.05.16 ATV DRV RTV MRV DTG 613 460
16.05.16 bis 20.09.16 ATV DRV RTV MRV RGV 624 2760
20.09.16 bis 05.10.16 ATV DRV RTV MRV DTG nicht dokumentiert nicht dokumentiert
05.10.16 bis 12.10.16 FTC TAF ATV DRV RTV DTG nicht dokumentiert nicht dokumentiert
12.10.16 bis 05.11.18 ATV DRV RTV DTG 723 <20
05.11.18 bis ... fortlaufend FTC TAF BIC 693 <20

Medikamente:

AZT = Azidothymidin - DDI = Didanosin - DDC = Zalcitabin - FOV = Saquinavir-Weichgelkapsel - 3TC = Lamivudin - RTV = Ritonavir
(bis 1997 in therapeutischer Hochdosis eingesetzt) - d4T = Stavudin - NFV = Nelfinavir - NVP = Nevirapin - EFV = Efavirenz

APV = Amprenavir - LPV = Lopinavir - STI = strukturierte (vom Therapeuten initiierte) Therapie-Unterbrechung - TDF = Tenofovir
Disoproxil Fumarat - TPV = Tipranavir - T20 = Enfuvirtid - ETV = Etravirin - DRV = Darunavir - ABC = Abacavir - FTC = Emtricitabin
ATV = Atazanavir - MRV = Maraviroc - RGV = Raltegravir - DGT = Dolutegravir - TAF = Tenofovir Alefenamid - BIC = Bictegravir

Medikamentenklassen:
schwarz = Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) - blau = Nicht-Nukleosidale Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
(NNRTI) - rot = Protease-Inhibitoren (PI) - griin = Integrase-Inhibitoren (INSTI) - violett = Entry-Inhibitoren (EI)

Tabelle 2: Dokumentierte opportunistische Infektionen — Diagnosenliste 2021.

Zeitpunkt Erstdiagnose
Ende 1985 HIV-Infektion als Saugling
1995 Kryptosporidienenteritis (= AIDS-Manifestation)
1995 Soor-Osophagitis (= AIDS-Manifestation)
2001 Appendektomie
2003 HIV-Kachexie (= AIDS-Manifestation) — Anlage einer parenteralen Erndhrungssonde (PEG)
2003 Salmonellen-Sepsis (= AIDS-Manifestation)
2007 Ovarialzystenresektion
Juni 2009 cerebrale Toxoplasmose (= AIDS-Manifestation)
2015 Uterus myomatosus (Hysterektomie) ...
... sowie diverse Antibiotika-Allergien: Ceftriaxon, Levofloxacin, Daraprim, jodhaltige Kontrastmittel.
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Salvage-Regime Uberwindet
Resistenz und AIDS

Das Auftreten einer lebensbedrohlichen
AIDS-Erkrankung (cerebrale Toxoplasmose)
der Patientin erforderte die individuelle Zu-
sammenstellung einer Therapiekombina-
tion unter Einschluss des bis dato vorge-
haltenen Integrase-Inhibitors (Raltegravir,
RGV), der allein als voll wirksam anzusehen
war, der allerdings aufgrund seiner niedrigen
Resistenzbarriere die Absicherung weite-
rer antiretroviral wirksamer Substanzen
als Kombinationspartner bedurfte. Daher
war der Einsatz von RGV mit einem Risiko
behaftet, auch diese letzte Substanzklasse
als Therapie-Option zu verlieren.

Als ultima ratio wurde am 9. Juli 2009
eine antiretrovirale Kombination mit Enfu-
virtid, Maraviroc, Raltegravir, Atazanavir,

Darunavir und Ritonavir-booster begon-
nen, begleitet von unterstitzender Psy-
chotherapie durch eine Pscho-Onkologin
mit Erfahrung in der Betreuung von Adoles-
zenten.

Bei guter medikamentdser Adhéarenz
sprach diese Therapie an: Das erste Mal in
ihrem Leben war die Viruslast bei T.S. an-
haltend vollstandig supprimiert. Es folgte
die Erholung von der cerebralen Toxoplas-
mose ohne eine Entwicklung neuer op-
portunistischer Erkrankungen. Die Abbil-
dung 2 zeigt den Verlauf von CD4 und HIV-
RNA in dieser kritischen Zeit der Therapie-
umstellung.

Der weitere Therapieverlauf bis heute

Die folgenden Jahre von T.S. waren gepréagt
von Therapiekonsolidierung — virologisch

und hinsichtlich opportunistischer Infek-
tionen — sowie psychischer Stabilisierung
mit der Findung ihres Platzes im Leben
(auf S.15 ein eigener, sehr personlich gehal-
tener Bericht der Patientin).

Als ausschlaggebende Faktoren dieser vi-
rologisch vulnerablen, konzertierten Aktion
mit dem ersten Integrase-Inhibitor (Ralte-
gravir) als Basis haben beigetragen:

Restaktivitat des klinisch zuvor ver-
sagenden, aber empfindlich getesteten
Enfuvirtid,

die mit Darunavir und Atazanavir
pharmakologisch gut mégliche doppel-
Pl-Kombination

bei Dual-mixed-Tropismus:

Ausnutzen einer moglichen Teilaktivitat
von Maraviroc.
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Abb.1: Genotypische Resistenztestungen (Sequenzierungen) im Zeitverlauf 2008 bis 2016. Oben: Protease-Gen, unten: Reverse-Transkriptase-Gen.
[l = Wildtyp/empfindlich - D = nicht mit Resistenz korrelierte Mutation - [}l = Sekundarmutation eingeschrankt - ] = Primarmutation/resistent.
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Abb.2: Die »heile Phase der antiretroviralen Therapiemodifizierung« 2003 bis 2010 in einer 1985 vertikal HIV-infizierten Patientin.

Schwarze Kurve: logarithmisierte HIV-Viruslast-Ergebniss -

Unterer Balken: Eingesetzte Therapiekombinationen.

Graue Kurve = absolute CD4-Zellzahl pro Mikroliter
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ein Name ist T.S., ich wurde 1985 in einem kleinen Dorf geboren. Derzeit studiere ich an

einer Fernuniversitat und mache daneben eine Ausbildung zur Systemischen Therapeutin.

Um hier anzukommen, war es fiir mich ein langer Weg, denn bei meiner Geburt wurde ich
mit dem damals neuartigen HI-Virus infiziert. Meine Eltern erfuhren erst etwa acht Monate nach meiner
Geburt von ihrer eigenen Infektion. Meine damalige Lebenserwartung schatzten die Fachleute auf hochs-
tens vier Jahre, und leider stimmte die Einschatzung auch fur viele Kinder, die in den 1980er Jahren infiziert
geboren wurden.

Ich (berlebte dank und teilweise »trotz« zahlreicher Therapieversuche mit Immunglobulinen, AZT,
DDI, Norvir (flissig), Fuzeon (gespritzt) u.v.m. Laborwerte mit tber einer Million Viruspartikeln pro Milli-
liter Blut und kaum messbarer CD4-Zellzahl begleiteten meine Jugend. Ich hatte diverse Entziindungen,
opportunistische und bakterielle Infektionen, Toxoplasmose usw. ... Aber trotzdem haben mich die Arztin-
nen und Arzte, die Wissenschaft und meine eigene Resilienz immer wieder (iber den Berg gerettet.

Die grofste Belastung — auch heute noch — ist fir viele der Betroffenen allerdings nicht mehr die
Krankheit selbst, sondern in dieser Gesellschaft mit dieser Krankheit zu leben. Ausgrenzung habe ich
schon frih erfahren: Im Alter von drei Jahren durfte ich nicht in den Kindergarten, weil das aufgrund
eines Volksentscheids mit 80%iger Mehrheit im Dorf beschlossen wurde. Die Schule durfte ich in den
1990er Jahren besuchen, wurde jedoch ab der zweiten Klasse zu krank, um am Unterricht teilnehmen
zu kénnen.

Ausbildung und Arbeit waren immer mit dem Druck verbunden, nicht kranker sein zu wollen als
»normale« Menschen. Eine Beziehung oder gar das Ziel, eine Familie zu grinden — all das war verbunden
mit der Hiirde, »nicht gesund« zu sein und die Vorurteile, die an HIV haften, mit mir herumzutragen.

Offen mit meiner Erkrankung umzugehen, das war mir aber immer wichtig, und schnell habe ich
gemerkt, dass sich das Bild von HIV in der Gesellschaft verdndert. Es hat sich mittlerweile herumgespro-
chen, dass die Krankheit nicht mehr zwangslaufig todlich ist und einige haben auch gehért, dass eine
Ansteckung durch Menschen, die erfolgreich gegen HIV therapiert sind, nicht méglich ist. Weniger bekannt
ist, dass die Lebenserwartung mit HIV heute kaum geringer ist als bei Personen ohne HIV. Ich kann jetzt
das erste Mal in meinem Leben wirklich in die weitere Zukunft schauen und fiir langer als ein bis zwei
Jahre planen und mein Leben geniel3en.

Ich gehére zu den immer weniger werdenden »Langzeitinfizierten«, die noch schlimme Nebenwir-
kungen und das wiederholte Therapieversagen erlebt haben, stigmatisiert von der HIV-Infektion und
standig den Tod vor Augen. Gliicklicherweise ist HIV inzwischen zu einer gut behandelbaren, chronischen
Krankheit geworden, und wenn wir alle es schaffen, die Infizierten weltweit mit einer funktionierenden,
finanzierbaren Therapie zu versorgen und unsinnige Diskriminierung durch Vorurteile und fehlendes Wis-
sen abz