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1 Einleitung

Im Rahmen dieser Dissertation wurde nach neuen Methoden gesucht, HIV aus Blutplasma
HIV positiver Patienten an einer Oberfliche zu immobilisieren, um die RT-Aktivitit des
Virus mit einem etablierten Testverfahren (PERT-Assay) zu messen.

Mit dem hier verwendeten Verfahren zur Aktivitdtsmessung der RT (PERT-Assay) war
es bislang nicht moéglich die RT-Aktivitat des Virus direkt aus Patientenmaterial zu bestim-
men. Ursédchlich hierfiir waren unspezifische und spezifische Plasmahemmstoffe der RT. Es
erschien also nétig diese Plasmahemmstoffe aus dem Reaktionsansatz des PERT-Assays zu
entfernen bzw. zu reduzieren, um so eine Aktivitdtsmessung des Enzyms zu ermdoglichen.
Die Messung der enzymatischen Aktivitdt der RT kann unter anderem fiir phénotypische
Resistenztestungen genutzt werden und so die Planung individueller Therapieregime gegen
HIV erleichtern.

Die zum Zeitpunkt dieser Forschungsarbeit bestehenden Verfahren zur Anreicherung
von HIV aus Blutplasma z. B. Ultrazentrifugation waren fiir die klinische Routinediagno-
stik aufgrund des hohen Arbeitsaufwandes und der Kosten nicht geeignet. Die, in dieser
Dissertation entwickelten und getesteten Affinitdtsbindungsverfahren fiir HIV sollten die
Grundlage schaffen, die RT-Aktivitdt des Virus in Zukunft innerhalb weniger Tage direkt
aus dem Plasma HIV positiver Patienten zu vermessen.

Im Kapitel 2] werden zunéchst die Grundlagen des Virus vorgestellt, besonderes Augen-
merk wird hierbei auf mogliche Zielstrukturen fiir ein Affinitatsbindungsverfahren (Kom-
plement und HLA 2) gelegt. Zuséatzlich wird auf diagnostische und therapeutische Probleme
von HIV eingegangen, zu deren Verbesserung diese Arbeit in Zukunft vielleicht einen Teil
beitragen kann.

Im Kapitel [3] werden die Methoden erldutert, die im Rahmen dieser Arbeit entwickelt
wurden und diejenigen, die dieser Arbeit zugrunde liegen. Im Kapitel 4] werden die Ergeb-
nisse der einzelnen Methoden vorgestellt und im Kapitel [§| eingehend diskutiert. Im Kapitel
[6] werden die wesentlichen Erkenntnisse nochmalig kurz zusammengefasst.
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2 Grundlagen: Humanes
Immundefizienzvirus (HIV)

1981 wurden in den USA eine Reihe von Patienten beobachtet, die unter multiplen In-
fektionskrankheiten, sowie gehéduft unter dem Kaposi Sarkom litten. 1982 wurde dieser
Symptomenkomplex als AIDS ,,Acquired Immunodeficiency Syndrome“ zusammengefaf3t.
1983 wurde der Erreger dieser Erkrankung identifiziert. 1986 wurde der Erreger offiziell als
HIV ,,Humanes Immundefizienzvirus“ benannt. Im Jahr 2007 sind weltweit ca. 33 Millionen
Menschen mit HIV infiziert (UNAIDS| 2008, S. 32).

2.1 Aufbau und Struktur

HIV ist ein Retrovirus aus der Familie der Lentiviren. Der Virusdurchmesser betrégt ca.
100-120 nm. Das Virus ist von einer Lipoproteinhiille umgeben. Diese Hiillmembran stammt
von der Wirtszelle, aus der das Virus durch ,,budding® freigesetzt wird. In der Lipoprote-
inhiille sind die Glykoproteine von HIV, gp120 und gp41, eingebettet. Gp4l ist ein Trans-
membranprotein, gpl20 ist nicht kovalent mit gp41 verbunden. Daneben finden sich in
der Virushiille eine Reihe von Proteinen, die aus der Cytoplasmamembran der Wirtszelle
stammen (z. B. HLA-DR, ICAM-1; Martin und Tremblay, 2004; Meerloo et al., 1993). Das
Matrixprotein pl17 befindet sich an der Innenseite der Virushiille und ist mit dieser iiber
eine N-terminale Myristilierung verkniipft. Das Viruskapsid ist von zylindrischer Gestalt
und wird durch das p24-Antigen ,,core antigen“ gebildet. Im Inneren des Kapsids befinden
sich zwei Kopien virale Einzelstrang-RNA. Die Virus RNA ist gebunden an das Nukleo-
protein p7, das wiederum die RT bindet. Neben der RT befinden sich im Kapsid weitere
Enzyme die fiir die Virusreplikation notig sind, die Integrase p32 und Protease p11.

2.2 Genomischer Aufbau

Das HIV Genom besteht aus einer Einzelstrang RNA mit einer 5’Cap-Struktur und einer
3’Polyadenylierung. Der Aufbau des retroviralen Genoms ist: 5’LTR~gag-pol-env-LTR 3’.
LTR steht fiir long terminal repeat. Das HIV Genom codiert fiir drei Hauptstrukturpro-
teine (gag, pol, env), Regulatorproteine (tat, rev) und akzessorische Proteine (vpu, vpr,
vif und nef). Aus den gag-pol-env Vorlauferproteinen entstehen die Struktur-, Hiill- und
Enzymproteine des Virus. Das in die DNA des Wirtes integrierte Provirus hat eine Lénge
von 9,8 Kilobasen (Muesing et al., |1985)).
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Abbildung 2.2: Genomischer Aufbau von HIV (]Hoffmann et al.|, |2008|7 S.61)
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2.3 Replikationszyklus von HIV

Der wesentliche Rezeptor fiir HIV ist das Glykoprotein CD4, dieses wird unter anderem
von T-Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten und dentritischen Zellen exprimiert. Neben
dem Glykoprotein CD4 sind fiir die Bindung und das Eindringen des Virus in die Wirtszelle
Korezeptoren, CCR5 auf monozytiaren Zellen (Dragic et al., [1996) und CXCR4 auf T-
Zellen (Feng et all |1996), notig. HIV bindet mittels gp120 zunéchst an den CD4 Rezeptor
der Wirtszelle. Dadurch wird eine Konformationsdnderung im gp120 induziert und gp120
bindet mit seiner V3-Schleife an den Korezeptor. Uber gp41 kommt es zum Verschmelzen
von Virus- und Wirtszellmembran und das Kapsid des Virus gelangt in die Wirtszelle.

Nach dem Eindringen in die Zelle wird aus dem RNA-Genom von HIV durch die RT
des Virus die freie provirale, doppelstriangige DNA erzeugt. Zunéchst wird aus dem viralen
RNA-Einzelstrang durch reverse Transkription (RNA-abhéngige DNA-Polymeraseaktivi-
tat) ein DNA-Einzelstrang erzeugt. Die RNA wird durch die Ribonucleasefunktion der RT
verdaut. Der DNA-Einzelstrang dient als Matritze fiir den Komplementéarstrang. Dieser
wird ebenfalls durch die RT synthetisiert (DNA-abhéngige DNA-Polymeraseaktivitét). Die
Integration der proviralen Doppelstrang-DNA in das Wirtsgenom erfolgt nach Aktivierung
der Zelle durch das virale Enzym Integrase. Aus der integrierten proviralen DNA entstehen
durch Transkription und Translation neue Viren. Aus den codierenden viralen Genen ent-
stehen durch Transkription und Translation Prikursorproteine, die durch die HIV-Protease
in die viralen Proteine gespalten werden; aus env entsteht gp120 und gp41; aus gag entsteht
p24, pl7, p9 sowie p7 und aus pol RT, Integrase und Protease. Die Strukturbestandteile
des Virus lagern sich zusammen, durch Reifung (Spaltung der Priakursorproteine durch
die virale Protease) und Ausknospung (,,budding) aus der Wirtszelle werden neue infek-
tiose Viren gebildet. Beim ,,budding® werden Proteine aus der Wirtszellmembran in die
Hiille von HIV aufgenommen (Frank et all) 1999), besondere Bedeutung hat hierbei die
Integration von HLA-DR Proteinen in die Virushiille (Cantin et al., 1996).

2.4 HIV und Komplement

2.4.1 Das Komplementsystem

Das Komplementsystem ist Teil des unspezifischen, humoralen Abwehrsystems des Kor-
pers. Seine Hauptaufgaben sind Lyse von als fremd erkannten Zellen, Aktivierung immun-
kompetenter Zellen und Opsonierung von Antigen-Antikoérper-Komplexen, wodurch deren
Phagozytose gefordet wird. Das Komplementsystem besteht aus mehr als 20 Proteinen,
die in inaktiver Form vorliegen und kaskadenartig aktiviert werden. Es wird der klassische
und der alternative Weg der Komplementaktivierung unterschieden. Beide miinden in eine
gemeinsame Endstrecke, der zur Ausbildung des Membranangriffskomplexes (MAC) fiihrt.

Der klassische Weg wird durch Antikorper, gebunden an Zellen, oder Antigen-Anti-
korper-Komplexe aktiviert. Das Komplementprotein C1 bindet an den Antikérper und
aktiviert das C4 Protein. Das C4 aktiviert C2, dieser C42- Komplex, bildet die so genannte
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C3/C5 Konvertase und aktiviert zunéchst C3 und anschlieBend C5.

Der alternative Weg wird unabhéngig von der Gegenwart spezifischer Antikorper z. B.
durch Polysaccharide der Bakterienzellwand aktiviert. Hierbei reagiert C3 mit der Ober-
fliche des Organismus und assoziiert mit dem Plasma Protein Faktor B; Faktor B wird
durch Faktor D gespalten und dadurch aktiviert. Es entsteht der C3bBb-Komplex, eine
C3/C5 Konvertase. Diese aktiviert weitere C3 und C5 Proteine.

Die gemeinsame Endstrecke des klassischen und alternativen Wegs ist die Ausbildung
des MAC. Die Komplementfaktoren C6, C7, C8 und C9 werden gebunden und aktiviert.
Der MAC bildet eine Pore in die Zielzelle, wodurch diese lysiert wird.

In die Aktivierung des Komplementsystems greifen zahlreiche Proteine regulatorisch ein.
So wirken unter anderem der decay accelerating Faktor (DAF), Faktor I und Faktor H der
Aktivierung entgegen.

Viren konnen entweder den klassischen, den alternativen oder auch beide Komplement-
wege aktivieren. Viren konnen durch das Komplementsystem auf unterschiedliche Weise
neutralisiert werden, durch Aggregation der Viren, Lysis der infizierten Zelle, Aktivierung
inflammatorischer Zellen oder Opsonierung der Viren.

2.4.2 HIV und Komplement

HIV aktiviert das Komplementsystem durch den klassischen und den alternativen Weg
(Montefiori et al., [1992)). Das HIV Hiillprotein gp41l bindet und aktiviert den Komple-
mentfaktor C1 (Ebenbichler et al.;|1991]). Die Aktivierung von C1 fiihrt zur Anlagerung des
Komplementfaktors C3 auf das Virus und die infizierte Zelle (Joling et al., [1993). HIV be-
sitzt in seiner Hiilllmembran Regulatorproteine des Komplementsystems, wie DAF und das
Membran Cofaktor Protein. Zudem besteht eine Interaktion zwischen den Glykoproteinen
gp41 und gp120 des Virus und dem Komplement Faktor H (CFH). DAF, Membran Cofak-
tor Protein und CFH sind negative Regulatoren des Komplementsystems und verhindern
die Ausbildung des MAC und so die Lyse des Virus (Ebenbichler et al.| [1991} [Stoiber et al.|
1996). HIV kann in Gegenwart von Antikérpern via Komplement an Komplementrezeptor
tragende Zellen und an Komplementrezeptoren (CR) binden (Zhou und Montefiori, 1996;
Montefiori et all 1992, [1993)). Die Komplementfaktoren sind konserviert und veréndern
also, anders als Proteine von HIV, ihre Struktur nicht durch Mutationen. Komplementfak-
toren konnen deshalb als mogliche Angriffspunkte fiir ein Affinitatsbindungsververfahren
von HIV dienen.

2.5 HIV und der Haupthistokompatibilitatskomplex
(HLA) Klasse 2

2.5.1 HLA 2

HLA Proteine sind Teil des Abwehrsystems des Korpers, es sind Transmembranprote-
ine, die in der Zellmembran lokalisiert sind. Die Aufgabe von HLA Proteinen ist die
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Présentation von Antigenen gegeniiber T-Lymphozyten, die eine Immunantwort auslosen.
HLA 1 Komplexe prisentieren Antigen gegeniiber CD8-Lymphozyten, HLA 2 Komple-
xe gegeniiber CD4-Lymphozyten. HLA 1 Komplexe werden von den meisten kernhalti-
gen Zellen des Korpers gebildet, wohingegen HLA 2 Komplexe von immunkompetenten,
zur Phagozytose befidhigten Zellen gebildet werden. Zu den HLA-Antigenen der Klasse
2 gehoren die Isotypen HLA-DP, -DQ, -DR sowie -DN und -DO. HLA 2 wird von anti-
genprésentierenden Zellen, wie Makrophagen, Monozyten, follikuldr dentritischen Zellen,
sowie B-Zellen und aktivierten T-Lymphozyten exprimiert. Antigenpréisentierende Zellen
nehmen Antigene (z.B. Viren) durch Phagozytose auf, diese werden in sog. Lysosomen
prozessiert und die prozessierten Antigene auf HLA 2 Molekiilen auf der Zelloberflache
prasentiert.

Der Genlocus der HLA Komplexe liegt auf Chromosom 6 und Chromosom 15.

HLA 2 ist ein heterodimeres Glykoprotein, bestehend aus einer a- und einer -Kette, mit
einem Molekulargewicht von 31000-34000 (<) und 26000-29000 (3). Sowohl die - als auch
die B-Kette besteht aus einer externen Region, einer transmembrandsen Region und einem
cytoplasmatischen Schwanz. Die externe Region wird jeweils in zwei Doménen a1 und a2
bzw. 41 und £2 unterteilt. Die a- und - Ketten assoziieren in den externen Doménen iiber
nicht kovalente Bindungen. Die a2-32 Doménen sind Nahe der Plasmamembran lokalisiert,
wohingegen die a1-G1 Doménen sich am &ufleren Ende des Proteins befinden und gemein-
sam eine Mulde bilden, in der das prozessierte Antigen dem T-Zellrezeptor dargeboten
wird.

Abbildung 2.4: Tertiarstruktur von HLA 1 und HLA 2 (The Protein Data Bankl 2007)

2.5.2 HIV und HLA 2

HIV enthélt in seiner Hiilllmembran neben den viruseigenen Glykoproteinen gp41l und
gp120, Proteine, die von der Wirtszelle stammen. HIV wird durch ,, Ausknospung“ aus der
Wirtszelle freigesetzt, es inkorporiert dabei einige Zellmembranproteine, wie HLA-DR, 8,-
Mikroglobulin, ICAM-1, LFA-1, CD43, CD44, CD63 und den Transferrin Rezeptor (Cantin
et al., [1996). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit beschrénkt sich die Betrachtung auf, in die
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Abbildung 2.5: Mechanismus der Antigenprasentation auf HLA Klasse 2 Proteinen ,
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Virushiille aufgenomme HLA 2 Komplexe. HIV inkorporiert in seine Hiillmembran den
HLA 2 Isotyp HLA-DR; zur Aufnahme der Isotypen HLA-DP und HLA-DQ existieren in
der Literatur unterschiedliche Angaben (Cantin et al., [1996; Dominique Schols und Clerc,
1992). Pro Virus befinden sich durchschnittlich 50-63 HLA 2 Proteine in der Hiillmembran
(Trubey et all, 2003)). Die Prisenz von HLA-DR in der Virusmembran verbessert die Anla-
gerung des Virus an seine Zielzellen und steigert die Infektiositit von HIV-1
Tremblay, 2004)). Mehrere Autoren meinen, dass das Vorhandensein von HLA-DR iiber
verschiedene Mechanismen zur virusvermittelten Immundefizienz beitrégt. So bindet, nach
Meinung von Trubey, HLA-DR an der Virusoberfliche an den T-Zellrezeptor von CD4"
T-Zellen und regelt die T-Zellfunktion herab (Trubey et al., 2003)). Virus gebundenes HLA
2 kann zudem Superantigene gegeniiber T-Zellen présentieren, was darauf hindeutet, dass
HLA 2 auf der Virusoberfliche seine funktionelle Aktivitit beibehélt (Rossio et al.l |1995).
Zudem gibt es Hinweise, dass HLA-DR eine Rolle bei der Zusammenlagerung und Frei-
setzung neuer Virionen aus der Wirtszelle spielt (Finzi et al., 2006). HLA 2 Proteine in
der Hiillmembran von HIV sind konserviert, verdndern also, anders als Proteine von HIV,
ihre Struktur nicht durch Mutation und koénnen so als mogliche Angriffspunkte fiir ein
Affinitdtsbindungsverfahren von HIV dienen.

2.6 HIV Therapie

Nachdem 1983 der Erreger von AIDS identifiziert war, begann die Suche nach medika-
mentosen Interventionsstrategien, welche die Virusreplikation unterdriicken und das Im-
munsystem rekonstruieren. Im Jahre 1987 wurde mit AZT das erste Medikament ein-
gefithrt. AZT ist ein nukleosidischer RT-Inhibitor (NRTI), seine Zielstruktur ist die RT
des Virus. Derzeit stehen fiinf verschiedene Klassen von Medikamenten fiir die HIV Thera-
pie zur Verfiigung: nukleosidische RT-Inhibitoren(NRTIs), nicht-nukleosidische RT-Inhibi-
toren(NNRTIs), Proteaseinhibitoren, Inhibitoren der Virusaufnahme (je ein Anlagerungs-
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und ein Fusionsinhibitor) sowie ein Integraseinhibitor.

Derzeit wird an der Entwicklung sog. Maturations-Inhibitoren (,,Reifungshemmer* =
Hemmung der Reifung und Knospung neuer Virionen) intensiv gearbeitet.

Neben der gezielten Bekampfung des Virus sind Aufkldrung und Betreuung der Patien-
ten, sowie die Therapie opportunistischer Infektionen und Nebenwirkungen der antiretro-
viralen Therapie wesentliche Sdulen einer optimalen HIV Therapie.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit beschrinkt sich die Betrachtung der retroviralen The-
rapie auf Hemmstoffe der RT von HIV.

2.6.1 Hemmstoffe der RT

2.6.1.1 Nukleosidische RT-Inhibitoren (NRTI)

NRTIs hemmen die DNA Synthese der RT, indem sie als ,falsche Bausteine“ mit den
im Menschen vorkommenden Deoxy-Nukleotiden konkurieren. Der Einbau der NRTIs in-

duziert einen Kettenabruch in der DNA Synthese. Ursache hierfiir ist das Fehlen einer
3’0OH-Gruppe am Zuckermolekiil (Ribose) der NRTIs.

2.6.1.2 Nicht-Nukleosidische RT-Inhibitoren (NNRTI)

NNRTIs hemmen die DNA Synthese der RT, indem sie das katalytisch aktive Zentrum
der RT blockieren. NNRTTs binden nicht kompetitiv nahe der Substratbindungsstelle fiir
Nukleoside.

2.6.2 Resistenzentwicklung gegeniiber antiretroviraler Medikation

Die Unterdriickung der Virusreplikation durch Virostatika wird durch das Auftauchen resis-
tenter Viren gegen die eingesetzten Medikamente begrenzt. Das Auftreten resistenter Viren
wird durch die hohe Mutationsrate im HIV Genom begiinstigt. Diese lasst sich auf das Feh-
len einer Proofreading Funktion wihrend der RNA-abhéingigen DNA-Synthese durch die
RT erkldren. Es wird geschétzt, dass sich jedes neu kopierte Genom im Durchschnitt in
einem Nukleotid vom Muttervirus unterscheidet (Mansky und Temin, 1995). Zusétzlich
begiinstigt wird das Auftreten von resistenten Viren durch den hohen Turnover von HIV.
Jeden Tag entstehen ca. 10 Milliarden neuer Viruspartikel (Perelson et al.; [1996)). So wur-
den Mutationen die zur Medikamentenresistenz fithren schon im RT Gen von Patienten
nachgewiesen, die nie antiretrovirale Medikamente erhalten haben (Najera et al., (1994).
Durch Mutation entstehen Viren, die nicht zur Replikation beféhigt sind (letale Virusmu-
tanten), Viren deren Replikationsleistung eingeschrénkt ist, die jedoch unter bestimmten
aufleren Bedingungen einen Selektionsvorteil besitzen (z. B. Resistenzen gegeniiber Viro-
statika) und Viren deren Phénotyp sich nicht verdndert.
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2.7 HIV Diagnostik

Die virologische HIV Diagnostik verfolgt das Ziel, eine Infektion mit HIV nachzuweisen und
dem behandelnden Arzt Parameter in die Hand zu geben, die ihm eine optimale Therapie
ermoglichen.

Um eine Infektion mit HIV nachzuweisen kénnen indirekte Nachweismethoden, d. h. der
Nachweis HIV-spezifischer Antikorper oder direkte Nachweismethoden, d. h. der Nachweis
des Virus oder seiner Bestandteile (Proteine, Genom) durchgefiihrt werden.

Das virologische Monitoring eines an HIV erkrankten Patienten umfasst die Kontrolle
der Viruslast, die Erfassung von Resistenzen gegeniiber Virostatika sowie die Kontrolle des
Immunstatus (z. B. durch Bestimmung der CD4"-Lymphozyten im peripheren Blut).

2.7.1 Antikérpernachweismethoden

Als Serokonversion wird der Zeitpunkt bezeichnet, ab dem nach Virusaufnahme und in-
itialer Virdmie, Antikorper gegen HIV im Patientenblut nachweisbar sind. Die Zeitspanne
zwischen Infektion und Serokonversion, auch diagnostische Liicke genannt, betrégt in der
Regel 4-6 Wochen. In sehr seltenen Féllen sind auch nach mehr als 6 Monaten keine An-
tikorper nachweisbar (Busch und Satten, 1997).

Als Suchtest auf HIV Antikérper werden ELISA- (Enyme-Linked Immunosorbent Assay)
und META- (Mikropartikel Enzyme Immuno Assay) Techniken verwendet. Diese Tests
zeichnen sich durch eine hohe Sensitivitat aus. Um falsch positive Ergebnisse auszuschlie-
Ben, wird nach positivem Antikorpersuchtest ein Bestdtigungstest (Immunoblot) durch-
gefiihrt.

2.7.2 Virusnachweismethoden

Der Nachweis viraler Proteine wird mittels ELISA-Technik durchgefiihrt. Das Zielprotein
ist das p24 Antigen von HIV-1 (Core-Antigen). Der Nachweis von p24 Antigen ist abhéngig
von der Viruslast und dem Auftreten von Anti-p24 Antikorpern.

Der Nachweis von Virusgenom kann auf zwei Arten erfolgen; als Nachweis proviraler
DNA in Leukozyten oder als Nachweis freier Virus RNA aus Viruspartikeln. Der Nachweis
wird mit Hilfe der polymerase chain reaction (PCR) gefithrt und kann qualitativ und
quantitativ erfolgen. Die Bestimmung der Viruslast (quantitativ) dient zur Diagnostik,
zur Abschétzung der Prognose des Patienten, als therapeutischer Marker um den Effekt

antiviraler Therapie zu iiberwachen und um die Infektiositdt des Patienten abzuschétzen
(Berger und Preiser;, [2002)).

Eine weitere direkte Nachweismethode ist die Virusisolierung und Anziichtung in der
Zellkultur. Diese ist jedoch sehr arbeitsaufwéndig und setzt das Vorhandensein eines Labors
der Sicherheitsstufe 3** voraus.
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2.7.3 Diagnostische Liicke

Als diagnostische Liicke wird der Zeitraum zwischen Virusaufnahme und der Serokonver-
sion benannt. Um die diagnostische Liicke zu verkleinern wurden kombinierte anti-HIV-
1/2/0 Antikorper und p24-Antigen-ELISA Tests entwickelt (Brust et al., 2000).

2.7.4 HIV Resistenztestung

Durch die Entwicklung antiretroviraler Therapieregime kann die Virusreplikation und da-
mit die Krankheitsprogression mit Auftreten AIDS definierender Erkrankungen verzogert
werden und eine partielle Rekonstitution des Immunsystems erreicht werden (Brodt et al.,
1997). Durch Mutationen des Virus kann es zu einer verdnderten Ansprechbarkeit auf
die antiretroviralen Medikamente und damit zu einem Therapieversagen kommen (Cla-
vel und Hance, 2004). Mutationen auf Genomebene kénnen zu Anderungen in der Ami-
nosiuresequenz und damit zu einer Anderung der Tertizir- und Quartérstruktur der viralen
Proteine fiihren. So sind einige Mutationen in der pol-Sequenz des HIV Genoms bekannt,
die iiber eine Verdnderung der Tertidrstruktur der RT zu einer reduzierten Wirkung der
NRTIs und NNRTIs fiithren (de Mendoza et al., 2002).

Um die Resistenz von HIV gegeniiber den verschiedenen antiretroviralen Medikamenten
abzuschétzen und damit eine gezieltere Therapie zu ermdglichen, werden Resistenztests
durchgefiihrt. Es lassen sich dabei zwei verschiedene Ansétze unterscheiden; die genotypi-
sche Resistenztestung und die phénotypische Resistenztestung.

Im weiteren beschriankt sich die Darstellung der Resistenzbestimmung auf Resistenzen
der RT von HIV gegeniiber NRTIs und NNRTIs.

2.7.4.1 Genotypische Resistenztestung

Bei der genotypischen Resistenztestung wird die provirale DNA aus Lymphozyten oder
die virale RNA aus Patientenplasma sequenziert und anschliefend mit der Genomsequenz
des Wildtyp-Virus verglichen. Die Mutationen werden iiber die direkte Sequenzierung des
amplifizierten HIV-Genoms oder durch spezifische Hybridisierungsverfahren mit Wildtyp-
bzw. mutanten Oligonukleotiden nachgewiesen (Hoffmann et all 2008| S.330f.). Mutatio-
nen, d.h. Basenaustausche in der DNA, kénnen zur Verdnderung aminosaurecodierender
Basentripletts, sog. Codons, und so zu Anderungen in der Aminoséiuresequenz der Proteine
fithren.

Basis fiir die Interpretation genotypischer Resistenzmuster ist die Korrelation zwischen
Genotyp, Phanotyp und klinischem Ansprechen. Entsprechende Daten kommen aus In-
vitro-Selektionsstudien, aus klinischen Beobachtungen oder aus zahlreichen Doppelmes-
sungen, bei denen Mutationen auf ihre phianotypische Resistenz untersucht wurden (Hoff-
mann et al., 2008, S.330f.). Die Resistenzbestimmung erfolgt hierbei indirekt. Anhand
der Mutationen in der Gensequenz wird durch Vergleich mit Datenbanken resistenzas-
sozilerter Mutationen (z.B. Stanford Database: http://hivdb.stanford.edu/, HIV-Grade:
http://www.hiv-grade.de/cms/grade) die Empfindlichkeit des Virus gegeniiber antiviraler
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Medikation abgeschétzt.

2.7.4.2 Phanotypische Resistenztestung

Phénotypische Resistenztestung versucht die Empfindlichkeit des Virus auf ein Medikament
direkt zu messen und stellt damit eine Annéherung an die Geschehnisse im Patienten dar.
Phénotypische Resistenztestung misst die Moglichkeit eines HIV-1 Isolates in Gegenwart
eines Medikaments zu replizieren, oder alternativ die Inhibition der Enzyme RT/Protease
durch ein Medikament. Die Empfindlichkeit von HIV-1 wird durch Bestimmung der Me-
dikamentenkonzentration abgeschitzt, die 50% oder 90% der Virusreplikation oder der
enzymatischen Aktivitdt hemmt (IC5p und ICqg). Der Vergleich der gemessenen IC5q und
[Cyg Werte eines Virus, mit einem HIV-1 Wildtyp Virus als Referenz, erméglicht eine
direkte Messung der Resistenzlage gegeniiber einem Medikament (Hertogs et al., 1998]).

Es existieren prinzipiell zwei Moglichkeiten phéanotypischer Resistenztestungen. Das ers-
te Verfahren ist die Herstellung rekombinanter Viren zur Durchfiihrung phénotypischer
Resistenztests. Hierbei wird HIV-RNA aus Plasma von Patienten extrahiert, die extrahier-
te RNA wird durch Zusatz von RT in ¢cDNA umgeschrieben. Ein Teil der pol-Sequenz
der entstandenen cDNA, enthilt die RT-codierende und/oder die Protease-codierende
Region. Diese wird mittels PCR amplifiziert und mittels Co-Transfizierung in CD4*-
T-Lymphozten, die ein HIV ¢cDNA Plasmid enthalten, dem die RT und/oder die Pro-
tease Region fehlt, eingebracht. In der Zellkultur werden so rekombinante, infektiose Viren
geziichtet, die die Gensequenz der RT und/oder Protease, des Patienten aufweist (Hertogs
et al) 1998). Aus dem Zellkulturiiberstand kénnen nun rekombinante HI-Viren gewonnen
und in einen phénotypischen Resistenztest eingebracht werden. Diese Methode ist allerdings
sehr arbeitsintensiv und es werden ca. 4 Wochen benotigt um einen phéanotypischen Resis-
tenztest durchfithren zu kénnen. Zudem ist ein Gentechniklabor der Bio-Sicherheitsstufe
Klasse 3** Voraussetzung. Bei der zweiten Moglichkeit werden die Enzyme RT und/oder
Protease direkt auf ihre Medikamentenempfindlichkeit untersucht. Bei diesen enzymati-
schen Verfahren wird direkt die biochemischen Aktivitdt des Enzyms gemessen und so
Aussagen iiber seine Kinetik getroffen. Im weiteren Verlauf beschrankt sich die Arbeit auf
die enzymatischen Verfahren zur phénotypischen Resistenztestung der RT.

2.8 Messung der enzymatischen RT-Aktivitat

Die Messung der enzymatischen Aktivitdt der RT griindet auf der Fahigkeit der RT, RNA
in DNA umzuschreiben. Das zugrunde liegende Prinzip dieser Tests ist, ein vorgegebenes
RNA-Template durch die RT in DNA umschreiben zu lassen. Die generierte DNA wird
markiert und gemessen; aus der Menge der entstandenen DNA kann auf die enzymati-
sche Aktivitdt der RT zuriickgeschlossen werden. Es wurden verschiedenste Testverfahren
entwickelt, die sich vor allem in der Art der eingesetzten RNA und in der Art des DNA
Nachweises unterscheiden. Als eingesetzte RNA kann ein homopolymeres oder ein hetero-
polymeres RNA-Template verwendet werden. Die Markierung der generierten DNA kann
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durch radioaktive Nukleotide (Sears et al. [1999), oder durch Markierung der Nukleotide
mit Biotin und Digoxigenin und Kopplung mit Chemolumineszenz erzeugenden Systemen
(Eberle und Seibl, |1992) erfolgen.

Auf Basis einer RT-PCR wurden verschiedene ultrasensitive Testverfahren zur Detektion
und Vermessung von RT-Aktivitét entwickelt. Diese Tests lassen sich prinzipiell in drei Teile
untergliedern:

1. Umschreibung eines vorgegebenen RNA-Templates in ¢cDNA durch die RT (RT-
Aktivitat)

2. Amplifikation der generierten cDNA mittels PCR

3. Nachweis des entstandenen DNA-Produkts z. B. durch Kopplung mit Chemolumines-
zenz erzeugenden Systemen. Beispiele fiir solche Verfahren sind der Amp-RT Assay
(Garcia-Lerma et al., [1998) und der PERT-Assay (Pyra et al. [1994; |[Chang et al.,
1997).

Im Max von Pettenkofer-Institut wurde der PERT-Assay kontinuierlich weiterentwickelt
und optimiert (Obermeier, 2006)). Der genaue Ablauf des PERT-Assays wird im Metho-
denteil der Dissertation dargestellt.

2.9 Messung der RT-Aktivitdt aus Patientenmaterial

Um Resistenztestungen direkt vorzunehmen muss RT-Aktivitdt in Patientenmaterial mit
ausreichender Sensitivitdt und Spezifitdt nachweisbar sein. Das direkte Einbringen von
Patientmaterial (EDTA-Plasma) ohne Vorbehandlung in den Amp-RT Assay wurde von
Garcia-Lerma beschrieben. Hierbei wurden 2ul EDTA Plasma in 48ul RT-Ansatz direkt
eingesetzt. Es gelang der Nachweis von RT-Aktivitat aus Patientenproben mit einer Vi-
ruslast >1000 Viren/ml (Garcia-Lerma et al., |1998)). Im Rahmen der Dissertation von
Obermeier| (2006) wurde dieser Ablauf auf den PERT-Assay iibertragen. Es gelang trotz
Viruslasten von 10° Viren/ml nicht eine RT-Aktivitit direkt aus Patientenmaterial zu
detektieren.

2.9.1 Storfaktoren der RT-Aktivitat in Patientenmaterial

Als Storfaktoren werden diejenigen Serum-/Plasmabestandteile bezeichnet, die die Nach-
weisbarkeit von enzymatischer RT-Aktivitat durch ultrasensitive Testverfahren (z.B.:
PERT-Assay) beinflussen. Es werden hierbei unspezifische und spezifische Hemmstoffe un-
terschieden.

Im Serum/Plasma HIV negativer Personen befinden sich unspezifische Hemmstoffe des
PERT-Assays, die die Messergebnisse verfalschen kénnen. Solche unspezifischen Inhibitoren
und Storfaktoren sind unter anderem:

o RNA-bindende Proteine.
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e Hohe Eiweilkonzentrationen, die im RT-Schritt denaturieren und zu einem Gelieren
des Reaktionsansatzes fithren kénnen.

e Nicht fiir den PERT-Assay optimierte Salzkonzentrationen.

e Zelluldre Polymerasen und Telomerasen mit intrinsischer RT-Aktivitét, die zu falsch
positiven Ergebnissen fithren kénnen

HIV positives Serum/Plasma enthélt neben unspezifischen Hemmstoffen, spezifische
Hemmstoffe des PERT-Assays. Solche spezifischen Inhibitoren und Storfaktoren sind unter
anderem:

e Antikorper gegen die Untereinheiten der RT p51 und p66.
e Bei therapierten Patienten: Virostatika mit Zielstrukur RT.

Aufgrund der Schwierigkeit RT-Aktivitat direkt aus Patientenmaterial zu detektieren
wurden Verfahren entwickelt HIV anzureichern und/oder plasmatische Storfaktoren zu
reduzieren. Es werden im folgenden die bereits bestehenden Verfahren skizziert. Im Me-
thodenteil werden die im Rahmen dieser Dissertation entwickelten und erprobten Affi-
nitdtsbindungsverfahren mittels Komplement und HLA 2 Proteine, dargestellt.

2.9.2 Anzucht von HIV in der Zellkultur

Die Anzucht von HIV kann in Spender-PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) oder
in Dauerkulturen (z.B. HUT78, permanente T-Zelllymphomlinie) erfolgen. Aus EDTA
Patientenplasma werden mittels Ficoll-Gradientenzentrifugation infizierte Blutlymphozy-
ten isoliert. Diese werden dann mit Spenderlymphozyten in RPMI 1640 Medium inku-
biert. Ein Nachteil ist die Dauer des Verfahrens; die Anzucht der Viren benotigt ca. 2-4
Wochen. Zudem ist es moglich, dass Virussubpopulationen, die durch das antiretrovira-
le Therapieregime bzw. die Bedingungen in vivo insgesamt unterdriickt werden, in der
Zellkultur einen Selektionsvorteil besitzen und gleichzeitig vorhandene Viruspopulationen
tiberwuchern (Kusumi et al.;|1992), sodass das Ergebnis der nachfolgenden phénotypischen
Resistenztestung verfalscht wird.

2.9.3 Anreicherung von HIV durch Ultrazentrifugation

Patientenplasma wird zunéchst mit einer Zentrifugation vorbereitet und von Verunreini-
gungen befreit. Anschlieend wird es unter Kiihlung ultrazentrifugiert. Das entstehende
Viruspellet wird in Lysispuffer aufgenommen und in den phénotypischen Resistenztest
(z.B. Amp-RT Assay oder PERT-Assay) eingebracht. Solche Protokolle wurden bereits
mehrfach durch verschiedene Autoren veroffentlicht (Garcia-Lerma et al., [1999; Pyra et al.,
1994). Eine Anwendung dieser Anreicherungsmethode fiir HIV im klinischen Alltag er-
scheint schwierig. Das durch Ultrazentrifugation entstehende Viruspellet ist fiir das mensch-
liche Auge unsichtbar, sodass Probleme mit der Aufnahme des Pellets entstehen konnen.
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Zudem setzen diese Protokolle Labore mit Ultrazentrifugationseinrichtungen unter beson-
deren Sicherheitsstandards (Bio-Sicherheitslabore der Klasse 3**) voraus. Aufgrund der
hohen Kosten von Ultrazentrifugengefidfien werden diese zudem meist mehrfach verwendet,
was zuséitzlich zu einem hohen Kontaminationsrisiko fiihrt.

2.9.4 Anreicherung von HIV durch Affinitatsbindung

Das Prinzip dieser Verfahren ist, &hnlich der ELISA-Technik, HIV an einer festen Phase zu
immobilisieren und Storfaktoren der phénotypischen Resistenztestung durch Waschschritte
zu entfernen.

Neben den im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methoden zur Affinitdtsbindung wur-
den bereits mehrere Verfahren beschrieben. Zwei werden hier kurz dargestellt. Eine Mog-
lichkeit ist, die RT von HIV direkt mit Hilfe spezifischer monoklonaler Antikorper gegen
konservierte Bereiche der RT an eine feste Phase zu binden (Lennerstrand et al., [1996).
Diese Versuche wurden jedoch nur mit Viren, die in Zellkultur geziichtet wurden, durch-
gefiithrt. Plasma HIV positiver Patienten enthélt ebenfalls Antikérper gegen die RT von
HIV (Neumdiiller et al., 1991), sodass nach Lysis von HIV, die an die feste Phase gebunde-
nen Antikorper und die Antikorper in Patientenplasma um das Antigen (RT) konkurrieren
wiirden. Zudem wiirden inhibierende Antikorper die RT-Aktivitdat einschranken. Somit er-
schien diese Methode zur Aufreinigung der RT fiir einen phénotypischen Resistenztest
ungeeignet.

Eine weitere Moglichkeit zur Immobilisierung und damit Aufreinigung von HIV bieten
anionische Ionen-Austauschmedien (Malmsten et al., 2003). In den beschriebenen Ver-
suchen wird Plasma HIV infizierter Personen zunéchst mit einem Sulfhydryl reaktiven
Agens inkubiert, um endogene Polymerasen zu inaktivieren, anschliefend werden die Pro-
ben an einem anionischen lonenaustauschmedium immobilisiert und Hemmstoffe der re-
versen Transkriptase durch Waschungen entfernt. Die hochste Bindungskapazitat fiir HIV
zeigten Anionen Austauschmedien mit tertidren und quartdren Aminen. Dieses Verfahren
wird bereits kommerziell von der Firma Cavidi Tech AB, unter dem Namen ExaVir™Load
Kit vertrieben. Zu Beginn unserer Forschungsarbeit stand dieses Verfahren jedoch noch
nicht zur Verfiigung. Der Nachweis der RT-Aktivitéit erfolgte in diesem Verfahren nur mit
konventionellen RT-Assays, also ohne PCR-Amplifikation wie im PERT- oder Amp-RT
Assay. Malmsten et al.| (2003) untersuchte 332 Plasmaproben HIV positiver Patienten. Er
konnte in Proben mit einer Viruslast >6.900 RNA Kopien/ml zu 100% RT-Aktivitét, in
Proben mit einer Viruslast von 2.500-6.900 RNA Kopien/ml zu 50% und in Proben mit
einer Viruslast von 50-2.500 RNA Kopien/ml zu 10% eine RT-Aktivitdt nachweisen.

2.10 Zielsetzung der Doktorarbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Exploration der Moglichkeit fiir den direkten Nachweis der
RT-Aktivitat aus Plasma HIV positiver Patienten mit Hilfe des PERT-Assays. Mit der op-
timierten Form des PERT-Assays (Obermeier 2006) gelang es nicht, wie bei (Garcia-Lerma;
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et al., |1998) fiir den Amp-RT Assay beschrieben, RT-Aktivitat direkt aus Patientenmate-
rial zu detektieren. Es wurde also nach Moglichkeiten gesucht, HIV moglichst Subtypen-
unabhéngig zu immobilisieren und Hemmstoffe des PERT-Assays (unspezifische und spezi-
fische Plasmahemmstoffe) durch Waschschritte zu entfernen. Als mogliche Angriffspunkte
fiir die Immobilisierung von HIV wurde die Moglichkeit einer Affinitatsbindung via Kom-
plement und via HLA 2 an einer feste Phase untersucht. Zur Messung der Aufreinigung
von RT-Aktivitiat diente der PERT-Assay.



18

2. Grundlagen: Humanes Immundefizienzvirus (HIV)




3 Material und Methoden

Im nachfolgenden Kapitel wird zunéchst die Methodik fiir das bereits etablierte Verfahren
zur Bestimmung der Aktivitat der RT (PERT-Assay) dargestellt. Der PERT-Assay stellt
gewissermaflen das Riickrat dieser Dissertation dar. Mit dem PERT-Assay wird iiberpriift,
ob eine Affinitdtsbindung von HIV stattgefunden hat und sich RT-Aktivitadt nachweisen
lasst. Es werden zwei verschiedene Protokolle fiir den PERT-Assay vorgestellt, da die Me-
thodik wéahrend der Forschungsarbeit kontinuierlich weiterentwickelt wurde. Das Ausle-
severfahren fiir entstandene PCR-Produkte wurde von einer Endpunktsbestimmung mit
Chemolumineszenz auf eine Real Time PCR umgestellt.

Im Anschluss daran werden die entwickelten und erprobten Methoden zur Affinitéts-
bindung von HIV dargestellt. Diese bilden den Kern der vorliegenden Dissertation. Im
Raji-Zellmembran Assay und im Komplement-Agarose Bindungsassay wurde versucht HIV
mittels Komplement an eine feste Phase zu binden und aufzureinigen. Im Anti-HLA-DR
Bindungsassay und Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay erfolgte diese Bindung mittels
HLA 2 Proteinen.

3.1 PERT-Assay

Der PERT-Assay dient dem Nachweis von RT-Aktivitdt in Proben. Das Verfahren wurde
von mehreren Arbeitsgruppen entwickelt (Chang et al., [1997; |Pyra et al., |1994)). Es l&sst
sich in grundsétzlich in drei Arbeitsprozesse unterteilen:

1. RT-Schritt: Erzeugung von ¢cDNA aus einer im Uberschuss vorgegebenen Menge RNA
durch die in der Probe enthaltene aktive RT.

2. PCR-Schritt: Amplifikation der im Arbeitsprozess 1 generierten cDNA mittels PCR.
3. Nachweis der generierten DNA.

Die Arbeitsschritte 2 und 3 kénnen durch eine Real Time PCR zusammengefasst werden.

Der PERT-Assay wurde kontinuierlich optimiert und als Real Time PCR mit Light
Cycler Technologie etabliert (Obermeier;, 2006]).

Im PERT-Assay ist die eingesetzte Menge des RNA-Templates bekannt. Das RNA-
Template ist im Uberschuss vorhanden, das Ausmafl der entstehenden ¢cDNA ist also von
der RT-Aktivitdat in der Probe abhéngig. Durch Quantifizierung der im PCR-Schritt ent-
standenen cDNA kann auf die RT-Aktivitat der Probe zuriickgeschlossen werden.
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3.2 RT-Schritt des PERT-Assays

3.2.1 Quellen fur RT

3.2.1.1 HIV-1 Dauerkultur

Im Max von Pettenkofer-Institut wird das HIV-Isolat eines Miinchner HIV Patienten als
Dauerkultur auf HUT78-Zellen als Laborstamm (MvP-899, HIV-1/M Subtyp B) geziichtet.
Als Quelle fiir die RT dient Zellkulturiiberstand (1ml Zellkulturiiberstand enthilt ca. 10®
Viren/ml). Frischer Zellkulturiiberstand wurde in die unterschiedlichen Testreihen zur Af-
finitdtsbindung eingesetzt. Nach Durchlaufen der Testreihe zur Affinitdtsbindung wurde
HIV aus der Zellkultur mit Lysispuffer bei 37°C inaktiviert (Inkubationszeit 30 min) und
so die RT freigesetzt.

Substanz Molaritdt
KCI 250mM
Tris-HC1 pH 8,3 50mM
EGTA 4mM
DTT 50mM

Tabelle 3.1: Reaktionspuffer (R10-Puffer) mit optimierten Elektrolytkonzentrationen fiir den RT-
Schritt des PERT-Assays: 5-fach konzentrierter Reaktionspuffer (5R10M10T)

Der 5R10-Puffer ist die Grundlosung fiir den R10-Puffer. Der 5R10-Puffer ist gegeniiber
den R10-Puffer 5-fach konzentriert.
Als Lysispuffer wurde R10-Puffer mit 0,2% Triton X als Lysisdetergens verwendet.

3.2.1.2 Patientenmaterial

HIV positives Patientenplasma wurde durch das Max von Pettenkofer-Institut nach Ab-
schluss der Viruslastbestimmung (mittels Cobas Amplicor Monitor von Roche Diagnostics)
und Anonymisierung der Patientendaten zur Verfiigung gestellt.

HIV positives Plasma und Serum mit einer erwarteten Viruslast von >1000 Kopien/ml
wurde nach Einverstdndnis der informierten Patienten durch die HIV Ambulanz des Klini-
kums Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitét (Leitung: Prof. Gébel /Prof. Bogner)
zur Verfiigung gestellt, sodass die Patientenproben ohne lange Lagerungszeit (Beeinflussung
der RT-Aktivitédt durch Einfrieren und Auftauen) in die Testreihen zur Affinitdtsbindung
eingesetzt werden konnten.

3.2.1.3 Rekombinante HIV RT

Zur Uberpriifung des PERT-Assays und als Positivkontrolle wurde eine in E. coli erzeugte
rekombinante RT verwendet (RT HIV-1, Roche Biochemicals, Art.-Nr. 1465333).
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3.2.2 Reaktionsbedingungen der reversen Transkription

Im RT-Schritt des PERT-Assays wird eine vorgegebene RNA mittels einer unbekannten
Menge RT in ¢cDNA umgeschrieben. Die Versuche im Rahmen dieser Dissertation wurden
mit einem heteropolymeren RNA-Template durchgefiihrt. Es handelte sich um die RNA
eines RNA-Virus, das in seiner Replikation keine DNA-Zwischenstufe besitzt. Es wurde die
RNA des Levivirus Enterobacteriophage MS2 verwendet. Diese ist kommerziell erhéltlich
(MS2-RNA, Roche Biochemicals, Best-Nr. 10165948001).

Als Primer wurde der ,Primer RT 3529 verwendet. Er bindet am 3’-Ende der MS2-
RNA. Es wurde mit diesem Primer eine cDNA mit ca. 1000 Basen hergestellt.

Vor Beginn der Umschreibung der MS2-RNA in cDNA musste diese linearisiert werden,
anschliefend erfolgte die Anlagerung des Primers. Erst danach konnte die RT mit der
reversen Transkription des RNA-Stranges beginnen.

Zm Reaktionsmix mussten noch die Nukleotide (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) und zur
Dekontamination RNAse-Inhibitor hinzugefiigt werden.

Das Protokoll des RT-Schrittes des PERT-Assays und die Zusammensetzung der ver-
wendeten Reagenzien wird in Tabelle dargestellt.

Schritt Temperatur in °C Zeit in min
Linearisierung 95 15
Annealing Inkubation 37 30
Stopp Auf Eis > 5 min
Inkubation 37 240-360
Reverse Transkription Stopp 95 7
Kiihlung <4 Bis Weiterverwendung

Tabelle 3.2: Reaktionsbedingungen fiir den RT-Schritt des PERT-Assays

Konzentration Substanz

0,26 uM  MS2-RNA

9 uM  RT-Primer
25mM DTT
0,4 U/ul  RNAse-Inhibitor

Tabelle 3.3: Zusammensetzung der Primer/Template Mischung im RT-Schritt des PERT-Assays

3.3 PCR-Schritt des PERT-Assays

Die PCR dient im PERT-Assay zur Vervielfaltigung der im RT-Schritt des PERT-Assays
entstandenen cDNA. Die Vervielfaltigung wird limitiert durch in der Probe enthaltene
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Nukleotid M der Stammlsg Menge Wasser End-Molaritdt
dATP 100 mM 3 pul 3 mM
dTTP 100 mM 3 pul 3 mM
dCTP 100 mM 3 pul 3 mM
dGTP 100 mM 3 pul 3 mM

+88 ul
Tabelle 3.4: Zusammensetzung des Nukleotid-Mix im RT-Schritt des PERT-Assays fiir 100 ul
Losung
Menge in pl Substanz
10 5R10-Puffer
3 Primer/Template Mix
6 Nukleotid-Mix
31 Wasser
= 50
+ 50 RT enthaltendes Material
= 100 RT-Reaktionsgemisch

Tabelle 3.5: Reaktionsansatz des RT-Schrittes des PERT-Assays fiir 100 ul eingesetztes Volumen
(Reaktionsansatz fiir nachfolgende PCR und separates Ausleseverfahren)

Menge in pl

Substanz

P
1
P
0,3
4,7

5R10-Puffer

Primer /Template Mix
Nukleotid-Mix
RNAsin

Wasser

=10
+ 20

RT enthaltendes Material

= 30

RT-Reaktionsmix

Tabelle 3.6: Reaktionsansatz des RT-Schrittes des PERT-Assays fiir 30 ul eingesetztes Volumen
(Reaktionsansatz fiir nachfolgenden Real Time PCR)

Oligonukleotid 5’ 3
RT 3529

Schmelztemperatur °C

60,4

CAG CTA GTT ACC AAA TCG GGA G

Tabelle 3.7: Nukleotidsequenz des verwendeten RT-Primers: RT3529
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Hemmstoffe der PCR z. B. Alkohol, Proteine und durch Erschépfung der Polymerase, der
Primer und der Nukleotide.

3.3.1 Dekontaminations-Strategien der PCR im PERT-Assay

Die PCR ist ein sehr sensitives Verfahren um DNA zu vervielfiltigen, durch Kontaminatio-
nen z. B. frither amplifizierte DNA kann es leicht zu falsch positiven Ergebnissen kommen.
Im hier benutzten PCR-Protokoll wurden deshalb einige Sicherungsstrategien eingebettet.

1. Beseitigung von verbleibender Template-RNA aus dem RT-Schritt durch RNAse
Beim PERT-Assay wird die im RT-Schritt erzeugte cDNA zusammen mit den weite-
ren Reagenzien des RT-Schrittes in die PCR-Reaktion eingebracht. Thermostabile
DNA-Polymerasen konnen in einem geringen Ausmafl {iber eine intrinsische RT-
Aktivitdt verfiiggen. Um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden muss das RNA-
Template vor der PCR-Reaktion aus dem Reaktionsansatz entfernt werden. Dies
wurde durch Inkubation des Reaktionsmixes mit RNAse (RNAse DNAse frei, Roche
Biochemicals, Art.Nr. 1119915) angestrebt.

2. HotStart PCR-Methode

Bei der HotStart PCR-Methode wird die thermostabile DNA-Polymerase erst nach
der ersten Denaturierung hinzugefiigt oder aktiviert. Im PCR-Protokoll, dass im
Rahmen dieser Dissertation beniitzt wurde, wurde eine chemisch modifizierte Taq-
Polymerase verwendet, die erst nach einer Aufheizphase enzymatisch aktiv wird.
Fiir die Experimente dieser Dissertation wurden folgende Polymerasen bzw. Reakti-
onsmixe verwendet: Amplitaq Gold (Applied Biosystems Art.Nr. 4311806), FastStart
DNA Master Hybridization Probes Mix (Roche Biochemicals, Art.Nr. 3003248) und
DNA Master Mix (Sybr Green I und Hybridization Probes).

3. Dekontamination mit Uracil-N-Glycosylase (UNG)

In der PCR-Diagnostik ist es sehr wichtig, eine Verunreinigung der Ausgangsreagen-
zien mit PCR-Produkten vorangegangener PCRs zu vermeiden. Hierzu wurden die
einzelnen Arbeitschritte der PCR raumlich getrennt durchgefiihrt. Eine Strategie ist
die Dekontamination mit Uracil-N-Glykosylase. In der PCR werden im Elongations-
schritt vorgegebene Nukleotide in den DNA-Strang eingebaut. Bei der Dekontamina-
tions-Strategie mit UNG wird das in der Natur vorkommende Nukleotid Thymidin
gegen Uracil ausgetauscht. In der PCR entsteht also ein DNA-Strang der anstelle
von Thymidin Uracil aufweist und somit markiert ist.

Falls ein PCR-~Ansatz mit DNA aus einer vorherigen PCR verunreinigt ist, kann
diese Verunreinigung durch ihre Markierung mittels UNG aus der Reaktion entfernt
werden. Durch Inkubation mit UNG vor der eigentlichen PCR-Reaktion wird Uracil
aus dem DNA-Strang entfernt, es ensteht so eine hitzeempfindliche Liicke im DNA-
Strang. Bei der ersten Hitzedenaturierung in der PCR kommt es so zu einer Fragmen-
tierung des DNA-Stranges und somit wird die Verunreinigung aus dem PCR-Ansatz
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entfernt. Natiirliche Thymidin enthaltende DNA ist von dieser Dekontaminations-
Strategie nicht betroffen und kann in der PCR vervielfiltigt werden.

Im Rahmen unseres Protokolls wurde eine thermolabile UNG aus dem marinem Bak-
terium BMTU 3346 (Roche Biochemicals, Art.-Nr.:1775375) verwendet.

3.3.2 Verwendete Reaktionsbedingungen und und PCR-Protokolle

Die Zusammensetzung der im PCR-Schritt des PERT-Assays verwendeten Reagenzien und
der Ablauf der verwendeten PCR-Protokolle des PERT-Assays wird nachfolgend in tabel-
larischer Form dargestellt. Zunéchst werden die Reaktionsbedingungen der konventionellen
PCR, anschliefend die Reaktionsbedingungen fiir die Real Time PCR des PERT-Assays
angegeben.

Die verwendeten PCR-Primer und das entstehende PCR-Produkt wird ebenfalls in ta-
bellarischer Form dargestellt (Tabelle und Tabelle [3.13).

Endkonzentration Substanz

10 mM  Tris-HCI pH 8,3
50 mM  KCl
10 mM DTT
0,8 mM EGTA
3,0 mM  MgCl,
0,025 U/ul  Amplitaq Gold
0,01 U/ul  thermolabile UNG
5ng/ul  RNAse DNAse-frei
je 1,0 uM  Primer
je 0,2 mM ATP, CTP, GTP
0,6 mM UTP
in 35 pl Volumen
+ 15 pul ¢cDNA aus RT-Schritt

Tabelle 3.8: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes des konventionellen PCR-Schrittes im
PERT-Assay (50 pl Reaktionsansatz)

3.3.3 Nachweis der PCR-Produkte

Die bei der PCR erzeugten PCR-Produkte wurden qualitativ durch eine Agarosegel-FElek-
trophorese nachgewiesen, eine semiquantitative Bestimmung der generierten PCR-Produk-
te erfolgte durch Chemolumineszenz erzeugende Nachweissysteme.
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Volumen  Substanz

2 Master-Mix
1 Primer/Template
0,6 Beacon 10 mM
1 UNG1U/ul
1,5 RNAse DNAse-frei 0,5 pg/pl
3,9 aqua dest.
10 c¢DNA aus RT-Schritt

Tabelle 3.9: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir Real Time PCR im PERT-Assay (20
pl Reaktionsansatz)

Abschnitt Schritt Temperatur — Dauer in Sec
in °C
RNAse Verdau des RNA- RNA Verdau und 37 1800
Templates, De-Uracilierung, Deuracilierung
Aktivierung der Amplitaq Denaturierung 95 600
Gold
Denaturierung 95 30
Amplifikation 35 Zyklen Annealing 55 79
Elongation 30 30
Post.PCR Letzte Elongation 72 600
Kiihlung <4 bis Weiter-
verwendung

Tabelle 3.10: Protokoll: Reaktionsbedingungen der konventionellen PCR, des PERT-Assays
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Abschnitt Schritt Temperatur — Dauer in Sec
in °C

Deuracilierung, Verdau des Deuracilierung Raum- 300
RNA-Templates, Aktivierung temperatur

der DNA-Polymerase RNA-Template 40 300

Verdau

Denaturierung 95 300

Amplifikation 45-65 Zyklen Denaturierung 95 5

Annealing 55 5 (Messpunkt

Beacon)

Elongation 72 5 (Messpunkt

SYBR-Dye)

Post-PCR (SYBR-Dye) Schmelzkurve 55-95  Temperatur-

(nur SYBR-Dye) verdnderung

0,1 °C/s

Post-PCR (Beacon bzw.
Hybridisierungssonde)

Kiihlen

<4 bis Weiter-
verwendung

Tabelle 3.11: Protokoll: Reaktionsbedingungen der Real Time PCR des PERT-Assays

Oligonukleotid 5’ 3’ Sequenz  Tm in °C

Pk 2638 auch digoxygeniert TAg ATg gCg AgA CgA TAC gAT g 56,3

als Pk 2638dig

Pki 2716 auch biotinyliert gTC gCT TTg ACT ATT gCC CAg A 61,1

als Pki 2716bioRT 3529

PertK 2322 gTT gTA ggg AAC ggA gTg TTT 60,8

PertKi 2440 TAT ACC AAC ggA TTT gAg CC 04,7

PertSK 2393 TAT gAA TAT gTA CCT CCA gAA Agg g- 55,4
Fluorescein

PertSKi 2419 LC-Red 640-TCg gTg CTT TCA TCA gAC gC-p 60,7

Tabelle 3.12: Verwendete PCR-Primer und Sonden
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Name des PCR- Primer Linge des Position LEMS2X
Produktes Kombination PCR-Produktes (Mindestumschreiblinge)
Pk Pk und Pki 101 bp 2,6 kb (0,9 kb)

Tabelle 3.13: PCR-Produkte des PERT-Assays

3.3.3.1 Agarosegel-Elektrophorese

Als qualitatives Nachweisverfahren der entstandenen PCR-Produkte wurde eine Agaro-
segel-Elektrophorese verwendet. Bei diesem Verfahren wurden die PCR-Produkte in Ab-
héangigkeit ihrer Grofle elektrophoretisch aufgetrennt und durch Ethidiumbromid-Farbung
nachgewiesen. Im Groflenvergleich mit kommerziell erhéltlichen DNA Molecular Weight
Markern (DNA Molekular Weight Marker V und VIII, Roche Biochemicals Best. Nr. 821705
und 1336045) konnte auf die Grofie des entstanden PCR-Produktes riickgeschlossen und
abgeschétzt werden, ob es sich um ein spezifisches PCR-Produkt handelte.

3.3.3.2 Quantifizierung von PCR-Produkten

Zur Quantifizierung der PCR-Produkte wurden zwei Verfahren eingesetzt: Die Endpunkt-
bestimmung nach Abschluss der PCR-Reaktion und die Real-Time Quantifizierung (SYBR
Dye Green I und Molecular Beacons) mit LightCycler Technologie.

1. Endpunktbestimmung mit Chemolumineszenz

Zur semiquantitativen Bestimmung der entstandenen PCR-Produkte wurden zu-
néchst Endpunktbestimmungen durchgefiihrt. Hierbei wurden die Primer der PCR-
Reaktion Pk mit Biotin und Pki mit Dioxigenin markiert. Die Endpunktsbestim-
mung erfolgte durch Kopplung der DNA-Produkte mit Chemolumineszenz erzeugen-
den Systemen.

Das in der PCR entstandene DNA-Produkt wurde mit Biotin und Dioxigenin dop-
pelt markiert. Zur Messung wurde das entstandene Produkt zunéchst iiber die Biotin-
Gruppe an einer mit Steptavidin gecoateten Oberflache immobilisiert (96 Well-Platte
schwarz, Roche Biochemicals, Best. Nr. 1734784). Anschlielend wurden Storfaktoren
des Auswertsystems (z. B. unspezifische PCR-Produkte, PCR-Puffer, iiberschiissige
Primer) durch Waschungen mit Waschpuffer weitmoglichst entfernt. Anschliefend
wurde ein Antikorper, der gegen die Dioxigenin-Markierung des PCR-Produktes ge-
richtet war und an dessen Fab-Fragment Meerrettich-Peroxidase gebunden war in das
System eingebracht (Anti-DIG-POD, Roche Biochemicals, Best. Nr. 11207733910).
Uberschiissige Antikérper wurden nach Bindung an das Antigen durch weitere Wasch-
schritte entfernt. Zur Quantifizierung wurde nun ein Chemolumineszenzsubstrat (Lu-
minol/Iodophenol, Roche Biochemicals, Best. Nr. 1582950) hinzugefiigt, das durch
die Meerrettich-Peroxidase umgesetzt wurde und so Licht erzeugte. Die Menge des
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emittierten Lichtes war abhéngig von der Menge der gebundenen Meerrettich-Per-
oxidase und damit wiederum abhéngig von der Menge der in der PCR entstandenen
DNA. Die Messung der erzeugten Chemolumineszenz wurde in einem Chemolumi-
neszenz-Reader ermittelt und wurde in ,relative light units“ (RLU) angegeben.

Substanz  Konzentration

Na-Citrat 50 mM
NaCl 1,55 M
Tween 20 0,1% (v/v)

Tabelle 3.14: Zusammensetzung des bei der Endpunktbestimmung verwendeten Waschpuffers

(10-fach konzentiert)

Abschnitt  Reagenz Dauer

Inkubation 50 pl PCR-Produkt 1h

Waschung  Waschpuffer 5 mal Waschen
Inkubation Anti-Dig-POD 200 mU/ml 1h

Waschung ~ Waschpuffer 5 mal Waschen
Inkubation Luminol/Iodophenol-Substrat 3 min

Messung Innerhalb von 30 min

Tabelle 3.15: Reaktionsablaufs zur Endpunktsbestimmung im PERT-Assay

2. RealTimeQuantifizierung

Bei der Real-Time-Quantifizierung wurde kontinuierlich, bei jedem PCR-Zyklus, mit
Hilfe eines Chemolumineszenz erzeugenden Systems ein Floureszenzsignal gemessen.
Es wurde der sog. cycle threshold (CT) bestimmt, also die Anzahl der PCR-Zyklen
die notig sind, dass das emittierte Fluoreszenzsignal einen definierten cut-off Wert
itberschreitet. Der CT ist abhéngig von der Menge der in die PCR-Reaktion eingesetz-
ten cDNA (aus dem RT-Schritt des PERT-Assays), d.h. je mehr cDNA am Beginn
der PCR zur Verfiigung steht, desto weniger PCR-~Zyklen sind nétig, um den cut
off Wert zu durchbrechen. Im Vergleich mit einer Standard Verdiinnungsreihe (ein-
gesetzte DNA Menge fiir jede Verdiinnungsstufe bekannt) kann auf die in der Probe
vorhandene DNA Menge (abhéngig von der Aktivitéit der reversen Transkriptase)
zuriickgeschlossen werden. Die verwendeten Systeme unterschieden sich im Prinzip
nur durch die Art der Fluoreszenzerzeugung.

a) SYBR-Dye-Green I
Das Fluoreszenz erzeugende System SYBR-Dye-Green I ist DNA-Sequenz un-

abhéingig. Es emittiert ein Lichtsignal nach Einlagerung zwischen doppelstrén-
giger DNA. Das heifit, je mehr DNA durch die PCR gebildet wird, desto mehr
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Fluoreszenz wird erzeugt. Da die Erzeugung der Fluoreszenz sequenzunabhingig
ist, kann durch die Interkalation des Fluorophors mit Primer-Dimeren oder un-
spezifischen PCR-Produkten ebenfalls ein Lichtsignal erzeugt werden. Die Mes-
sung des Fluoreszenzsignals erfolgte jeweils am Ende der Elongationsphase des
PCR-Zyklus, da dort die grofite Menge an doppelstrangiger DNA vorlag. Durch
eine nach Beendigung der PCR durchgefithrte Analyse der Schmelztempera-
turkurven konnte zwischen spezifischen und unspezifischen PCR-Produkten un-
terschieden werden. Bei einem hohen Anteil an unspezifischen PCR-Produkten
kann eine Quantifizierung des entstandenen spezifischen PCR-Produkts schwie-
rig oder auch nicht moglich sein.

Molecular Beacons

Das Fluoreszenz erzeugende System Molekular Beacon ist sequenzspezifisch und
besteht aus einem Oligonukleotid mit einem Fluorophor am 5’Ende, dem Re-
porter und einem nicht fluoreszierenden Quencher (DABCYL®) am 3’Ende.
Ungebunden bildet das Oligonukleotid eine Sekundérstruktur aus, indem Re-
porter und Quencher in rdumlicher Ndhe zueinander stehen und der Quencher
so das Lichtsignal des Reporters ausloscht. Bindet das Oligonukleotid nun an
den komplementéaren DNA-Strang im PCR-Produkt wird die rdumliche Néhe
zwischen Reporter und Quencher aufgelost und ein Floureszenssignal wird emit-
tiert und kann detektiert werden. Die Messung des Fluoreszenzsignals erfolgte
jeweils am Ende der Annealingphase des PCR-Zyklus, da dort die gréfite Menge
an Molecular Beacons an das PCR Produkt gebunden war.

Oligonukleotid 5’ 3" Schmelztemperatur °C

Pertbeacon 2683 (FAM)-CCT CAT ggg TTC ACA TTT gAg 76,1

CTA gAg TCC Atg Agg- (DABCYL)

Tabelle 3.16: DNA-Sequenz des in der Real Time PCR verwendeten Molekular Beacon

3.4 Affinitatsbindungsverfahren

Ein direkter Nachweis von RT-Aktivitdt mit dem oben beschriebenen PERT-Assay aus
Serum/Plasma HIV infizierter Patienten gelang trotz Viruslasten von 10° Viren/ml nicht
(Obermeier} 2006]).

Der Aufgabenstellung dieser Arbeit entsprechend, wurde nach Moglichkeiten gesucht, die
Aktivitat der RT direkt aus Patientenmaterial zu bestimmen. Es wurden verschiedene Ver-
fahren der Affinitdtsbindung des Virus an eine feste Phase entwickelt und untersucht, die
es ermoglichen sollen, Inhibitoren des PERT-Assays aus Patientenmaterial durch Wasch-
schritte zu minimieren bzw. zu entfernen.
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Um ein zuverldssiges Affinitdtsbindungsverfahren, trotz stindiger Mutationen des Vi-
rus zu entwickeln, wurden konservierte, subtypen-unabhéngige Strukturen auf HIV als
Angriffspunkte fiir ein Affinitdtsbindungsverfahren gesucht. Als solche mégliche Zielstruk-
turen dienten fiir unsere Experimente das Komplementsystem und HLA 2. Als mdogliche
feste Phase fiir ein Aufreinigungsverfahren wurden unter anderem Raji-Zellmembranen,
Protein-A Agarose und Dynabeads Pan Mouse IgG untersucht.

Im Folgenden werden die, im Rahmen dieser Arbeit entwickelten und getesteten Ver-
fahren, Raji-Zellmembran Assay, Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay, Anti-HLA-DR
Bindungsassay und Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay erldutert.

3.4.1 Raji-Zellmembran Assay

Raji-Zellen (B-Zell-Lymphom Linie) exprimieren auf ihrer Oberfliche Komplementrezep-
toren, unter anderem den Komplementrezeptor 2 CD21 (CR2)(Montefiori 1993). HIV ak-
tiviert das Komplementsystem mittels dem klassischen und alternativen Weg. Die Aktivie-
rung des Komplementsystems scheint dabei nicht zu einer Destruktion des Virus zu fithren
(Zhou und Montefiori, [1996)). Es wurde gezeigt, dass HIV die Fahigkeit besitzt an Zellen
zu binden, die Komplementrezeptoren an ihrer Oberfliche exprimieren (Joling et al.; 1993;
Montefiori et al., [1994)).

HIV sollte in diesem Versuchsaufbau komplementvermittelt an CR der Raji-Zellmem-
branen binden. Nach Bindung an diese feste Phase wurde versucht Hemmstoffe des PERT-
Assays durch Waschungen zu reduzieren.

Der Raji-Zellmembran Assay ldsst sich prinzipiell in 3 Schritte gliedern:

1. Préparation der Membranen ,,syringe method®

2. Bindung des Virus an die festen Phase (Raji-Zellmembranen) und Waschungen zur
Abreicherung von Hemmstoffen des PERT-Assays

3. Freisetzung der RT und Einsetzen der RT in den PERT-Assay.

3.4.1.1 Anziichtung der Raji-Zellen und Praparation der Raji-Zellmembranen

1. Raji-Zellkultur

Die Anziichtung der Raji—Zellen erfolgte im RPMI Medium im Inkubator bei 37°C
unter Begasung mit 5% CO,. Der Mediumwechsel wurde 2-mal wochentlich durch-
gefiithrt: Split 1:2

2. Priparation der Raji-Zellmembranen: ,syringe method*

Auf die Methode fiir die Préparation der Zellmembranen konnte zuriickgegriffen wer-
den. Das Protokoll fiir den Ablauf der ,syringe methode* wurde von der Arbeits-
gruppe Heribert Stoiber der Universitéit Innsbruck zur Verfiigung gestellt.

Ablauf der Raji-Zellmembran Préparation:
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500ml
50ml
40ml
5ml
S5ml

RPMI Medium
FKS

Hepes
Penicillin
Streptomycin

Tabelle 3.17: Zusammensetzung des Anzuchtmediums fiir Raji-Zellen

jeweils 1,5 ml der Raji Zellsuspension (1ml enthélt ca. 10° Raji Zellen) werden

in 1,5 ml Eppendorf Tubes pipettiert

— Zentrifugation der Zellsuspension: t = 3 min ; RZB = 200 g
— Uberstand wird dekantiert und verworfen

Zellpellet in 500u] hypotonen Puffer pH 7,9 resuspendieren

— Mechanische Zerstorung der Zellen: Zellsuspension wird 15x mit einer Sprit-
ze (Kaniile 25G) aufgezogen und wieder ausgespritzt

Abtrennung der Zellkerne:

— Suspension 10 min auf Eis lagern
— Zentrifugation: 11 min bei 4°C und RZB = 700 g: die Zellkerne bleiben als

Pellet zuriick

pendorf Tube iiberfiihrt

Der Uberstand enthilt die Membranfraktion und wird in ein neues 1,5 ml Ep-

— Zentrifugation fiir 10min bei 4°C und RZB = 17.000 g
— Der Uberstand (enthélt die Zytoplasmafraktion) wird dekantiert und ver-

worfen

— Das Pellet enthalt die Zellmembranen

Waschung des Membranpellets 2 mal: in 250l hypotonem Puffer

— Membranpellet in 250 ul hypotonem Puffer resuspendieren

— Suspension 5 mal mit Spritze auf- und abziehen

— Zentrifugation fiir 10min und 4°C bei RZB = 17.000 g

— Gereinigte Membranen bleiben als Pellet zuriick, der Uberstand wird de-

kantiert und verworfen

Fiir 50ml hypotonen Puffer pH 7,9 Endkonzentration
Hepes 1M 500ul 10mM
KC1 1M 500u1 10mM
MgCly, 1M 500u1 10mM

Destilliertes H,O

48,5ml

Tabelle 3.18: Zusammensetzung des hypotonen Puffers pH 7,9 fiir die Raji-Zellmembranpriapara-
tion nach der ,,syringe method*
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3.4.1.2 Affinitatsbindung an Raji Zellmembranen

In den Experimenten zum Raji-Zellmembran Assay wurden Viren aus der HIV Dauerkul-
tur MvP 899 verwendet. Um zu iiberpriifen, ob eine Affinitétsbindung der Viren an Raji-
Zellmembranen grundsitzlich moglich ist, wurde zunéchst in 0,9%iger Kochsalzlosung eine
Verdiinnungsreihe des Zellkulturiiberstandes MvP 899 angelegt. Als Quelle fiir Komple-
ment diente Human Complement Serum (Human Complement Serum, Sigma Prod. Nr.
S1764). Die Viren aus der Verdiinnungsreihe wurden nun mit Human Complement Serum
als Komplementdonor versetzt. Die so gewonnenen Proben wurden anschliefend mit den
Raji-Zellmembranen inkubiert. Nach stattgefundener Bindung an die feste Phase sollten
Hemmstoffe des PERT-Assays durch Waschung mit Pufferlésung entfernt werden. Dazu
wurden die Proben zentrifugiert, die Raji-Zellmembranen mit gebundenem Virus bildeten
ein Pellet, der Uberstand wurde dekantiert und verworfen. Nach Abschluss der Wasch-
schritte wurde die RT durch Lysis freigesetzt und in den PERT-Assay eingebracht.

Die Reaktionsbedingungen wéhrend der Bindungsschrittes und wéihrend des Lysisschrit-
tes des Raji Zellmembranassays wurden variiert.

Im Folgenden wird der Ablauf des Raji-Zellmembranassays und die Zusammensetzung

der verwendeten Reagenzien tabellarisch dargestellt (Tabelle und [3.20)).

Abschnitt Arbeitsschritt Substanz Reaktions-
bedingungen

200 pl MvP 899

Inkubation der .. . 2 h bei 37°C
Probe mit Raji- Ubefstand 1n
. Zellmenbranen gewuflschter . o

Bindung an Verdiinnung 2 h bei 4°C

feste Phase
Zentrifugation und 10 min bei 4°C und
Dekantieren des RZB = 17.000 g
Uberstandes
Pellet in Waschpuf- 500 pl R10-Puffer
fer aufnehmen

Waschung 2x Zentrifugation und 10 min bei 4°C und
Dekantieren des RZB = 17.000 g

Uberstandes

30 min bei 37°C

Lysierung Freisetzung der RT 100 ul Lysispuffer

30 min bei 4°C

Tabelle 3.19: Ablaufprotokoll des Raji-Zellmembranassays

Als Waschpuffer wurde R10-Puffer verwendet, da die Salzkonzentrationen des Puffers
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KC1 250mM
Tris-HCI1 pH 8,3  50mM
EGTA 4mM
DTT 50mM

Tabelle 3.20: Zusammensetzung des Waschpuffers im Raji-Zellmembransassay: 5R10-Puffer (R10-
Puffer 5fach konzentriert)

fiir den RT-Schritt des PERT-Assays optimiert sind. Als Lysispuffer wurde R10-Puffer mit
0,2% Triton X als Lysisdetergens verwendet.
Lysispuffer: R10 Puffer + 0,2% Triton X

3.4.2 Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay

Als zweites Verfahren zur Affinitdtsbindung wurde der Komplement-HIV-Agarose Bin-
dungsassay entwickelt und getested. Mit diesem Assay wurde ein mogliches Affinitatsbin-
dungsverfahren untersucht, bei dem der Komplementfaktor C3d auf HIV als Zielstruktur
dient. Als feste Phase wurde Protein-A Agarose (Boehringer Mannheim, Cat. No. 1 719
408) verwendet. An Protein-A Agarose wurden Antikérper (DAKO, Rabbit Anti-Human
C3d Complement, Code No. A 0063), gerichtet gegen die Komplementkomponente C3d,
gebunden. Die Komplementkomponente C3d entsteht durch Spaltung des Komplementfak-
tors C3 und ist in der Membran von HIV verankert. Die Komplementkomponente C3d ist
auch der Bindungspartner von CR2 (Joling et al 1993). Uber den Antikérper sollte HIV
an Protein-A Agarose gebunden werden. Durch mehrere Waschschritte sollten die Inhibi-
toren des PERT-Assays abgereichert werden, bevor durch Lysis die RT von HIV freigesetzt
und in den PERT-Assay eingebracht wurde.

Zum Nachweis, ob eine Affinitdtsbindung mit diesem Verfahren grundsétzlich moglich
ist, wurde zunéchst untersucht, ob sich eine RT-Aktivitat in speziell praparierten Proben
messen ldsst. Als Virusquelle fiir diese Untersuchungen diente Zellkulturiiberstand von
MvP 899. In 0,9%iger Kochsalzlosung wurde eine Verdiinnungsreihe angelegt. Als Kom-
plementdonor diente Human Complement Serum. In weiteren Entwicklungsschritten wur-
de HIV in HIV positives Plasma (Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze; HIV positives
Plasma enthélt unspezifische und spezifische Hemmstoffe des PERT-Assays) eingesét und
die RT-Aktivitat, nach Durchlaufen des Affinitdtsbindungsverfahren, bestimmt. Es wur-
de zudem HIV positives Plasma mit einer zu erwartenden Viruslast > 1.000 Viren/ml auf
RT-Aktivitat untersucht. Die Bestimmung der RT-Aktivitéit erfolgte mit dem PERT-Assay.

Der Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay lédsst prinzipiell in 3 Schritte gliedern:

1. Coating der Protein-A Agarose mit Anti-C3d Antikorpern
2. Bindung von HIV an die feste Phase und Abreicherung von Hemmstoffen

3. Lysis des Virus und Freisetzung der RT
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3.4.2.1 Vorbereitung der Proben

HIV aus der Dauerkultur MVP 899 wurde mit einer Komplementquelle inkubiert. Als
Komplementquelle diente Human Complement Serum und HIV positives Plasma (Viruslast
unterhalb der Nachweisgrenze).

Material Volumen in pl

MvP 899 Uberstand (ca. 10® Viren/ml) 333 333

Human Complement Serum 167

HIV positives Plasma 167
500 500

Reaktionsbedingungen: Inkubationszeit ber 37°C 30 min

Tabelle 3.21: Zusammensetzung der Proben fiir den Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde eine Verdiinnungsreihe in 0,9% NaCl angelegt
und die Proben wurden in den Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay eingebracht.

Um die RT-Aktivitdt aus Patientenmaterial zu bestimmen, wurde HIV positives Pati-
entenplasma mit einer zu erwartenden Viruslast >1.000 Viren/ml (Volumen: 500x1) direkt
in den Komplement-HIV-Agarose-Bindungsassay eingesetzt.

3.4.2.2 Prdparation der Protein A Agarose

Protein-A Agarose (Bindungskapazitit fiir Antikorper der IgG Klasse, 10-20mg/ml) bin-
det Antikorper der Klasse IgG. Zur Vorbereitung der festen Phase im Komplement-HIV-
Agarose Bindungsassay wurden an Protein-A Agarose Antikorper gegen den Komplement-
faktor C3d gebunden.

Protein-A Agarose 20ul wurde mit Antikorper Anti-C3d 40 ul (entspricht ca. 160 ug
Antikérper) in einem 1,5 ml Eppendorf Tube versetzt. Nach Inkubation der Protein-A
Agarose mit Anti-C3d Antikérpern wurden durch Waschung iiberschiissige, nicht gebun-
dene Antikorper entfernt.

Inkubationszeit: ca. 12 Stunden bei 4°C

Zentrifugation: RZB = 11.000 g ca. 1 min; Uberstand wurde dekantiert und verworfen

Waschung: in R10 Puffer, Volumen 200 pl

Zentrifugation: RZB = 11.000 g ca. 1 min; Uberstand wurde dekantiert und verworfen

3.4.2.3 Affinitatsbindung an Protein-A Agarose iiber C3d Antikérper

Im Bindungsschritt des Komplement-HIV-Agarose Bindungsassays wurden die vorbereite-
ten Proben mit der prédparierten Protein-A Agarose inkubiert. Nach stattgefundener Af-
finitdtsbindung des Virus an die feste Phase sollten Hemmstoffe des PERT-Assays durch



3.4 Affinitatsbindungsverfahren 35

mehrere Waschschritte entfernt werden. Nach Waschung der Proben wurden die gebunde-
nen Viren lysiert und die RT freigesetzt. Die Aktivitdt der so gewonnene RT wurde dann
mit dem PERT-Assay vermessen.

Der genaue Ablauf des Bindungsschrittes im Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay
wird nachfolgend in tabellarischer Form dargestellt.

Abschnitt Arbeitsschritt Substanz Reaktions-
bedingungen
Patientenplasma . oo
Inkubation der oder 200 pl MvP 3 I bei 37°C
Probe mit 899 Uberstand in
Bindung an Protein-A Agarose  gewiinschter
feste Phase Verdiinnung 3 h bei 4°C

Zentrifugation und
Dekantieren des 1 min RZB = 11.000
Uberstandes g

Pellet in Waschpuf- 200 pl R10-Puffer
fer aufnehmen

Waschung 2x Zentrifugation und 1 min RZB = 11.000
]?ekantieren des g
Uberstandes

Lysierung Freisetzung der RT 100 pl Lysispuffer 30 min bei 4°C

Tabelle 3.22: Ablaufprotokoll: Affinitdtsbindung von HIV an Protein-A Agarose

Nach Lysis und Freisetzung der RT wurden 50 pl der Proben in den RT-Schritt des
PERT-Assays zum Nachweis retroviraler Aktivitat eingesetzt.

3.4.3 Anti-HLA-DR Bindungsassay

Als drittes Verfahren zur Affinitdtsbindung wurde der Anti-HLA-DR Bindungsassay ent-
wickelt und getested. Mit diesem Assay wurde ein mogliches Affinitdtsbindungsverfahren
untersucht, bei dem HLA 2 auf HIV als Zielstruktur dient.

HIV integriert beim ,,budding” aus der Wirtszelle Oberflichenproteine der Wirtszelle
in seine Hiillmembran. Eine besondere Bedeutung scheint dabei HLA zu zukommen. HIV
besitzt in seiner Hilllmembran HLA 2 Proteine, unter anderem HLA-DR (Schols 1992). In
diesem Verfahren wurde die Méglichkeit untersucht, HLA-DR als Zielstruktur auf HIV fiir
ein Aufreinigungsverfahren zu verwenden. Hierbei sollte HIV mit Hilfe eines Antikorpers
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gegen HLA-DR (Antikorper: Anti-HLA-DR; Konz. 5-20 pg/ml; Clone: mouse; Uberstand
einer Dauerzellkultur des Immunologischen Institutes der Ludwig-Maximilians-Universitat
Miinchen, Fr. Prof. Dr. Judith Johnson) an eine feste Phase gebunden werden.

Als feste Phase wurden Dynabeads Pan Mouse [gG (Dynal, Dynabeads Pan Mouse IgG,
Prod. No. 11042) verwendet. Die feste Phase wurde mit Anti-HLA-DR Antikérpern gecoa-
ted. Das HIV enthaltende Untersuchungsmaterial wurde mit der festen Phase inkubiert.
Nach der Inkubation sollten Hemmstoffe des PERT-Assays durch mehrere Waschschritte
abgereichert werden. Nach Lysis des Virus wurde die RT freigesetzt und in den RT-Schritt
des PERT-Assays eingesetzt.

Zum Nachweis, ob eine Affinitdtsbindung mit diesem Verfahren grundsétzlich moglich
ist, wurde zunéchst untersucht, ob sich eine RT-Aktivitat in speziell praparierten Proben
messen lasst.

Als Virusquelle fiir diese Untersuchungen diente MvP 899 Zellkulturiiberstand. Es wur-
de eine Verdiinnungsreihe in 0,9%iger Kochsalzlosung angelegt. Die einzelnen Verdiin-
nungsstufen wurden in das Affinitdtsbindungsverfahren eingesetzt und anschliefend die
RT-Aktivitdt mit dem PERT-Assay gemessen.

Der Anti-HLA-DR Bindungsassay lédsst prinzipiell in 3 Schritte gliedern:

1. Coating der Dynabeads Pan Mouse IgG mit Anti-HLA-DR Antikoérpern
2. Bindung von HIV an die feste Phase und Abreicherung von Hemmstoffen

3. Lysis des Virus und Freisetzung der RT

3.4.3.1 Vorbereitung des Untersuchungsmaterials

Als Virusquelle diente MvP 899 Zellkulturiiberstand. Es wurde zunéchst in 0,9%iger Koch-
salzlosung eine Verdiinnungsreihe angelegt. Diese Proben waren frei von Plasmahemmstof-
fen des PERT-Assays. Auf diese Weise sollte untersucht werden, ob mit dem Anti-HLA-DR
Bindungsassay eine RT-Aktivitat nachweisbar ist. AuBlerdem konnte so die Sensitivitét des
Verfahrens unter optimalen Bedingungen untersucht werden.

MvP 899 Uberstand 5004l 10° Ca. 10% Viren/ml
0,9% NaCl 45041 10! Ca. 107 Viren/ml
0,9% NaCl 4501 102 Ca. 10° Viren/ml
0,9% NaCl 4501 1073 Ca. 10° Viren/ml
0,9% NaCl 450ul 10 Ca. 10* Viren/ml
0,9% NaCl 450ul 10°° Ca. 10? Viren/ml
0,9% NaCl 45041 10°¢ Ca. 102 Viren/ml
0,9% NaCl 45041 107 Ca. 10! Viren/ml

Eingesetztes Volumen im Anti-HLA-DR Bindungsassay: 450 ul

Tabelle 3.23: Verdiinnungsreihe von MVP 899-Uberstand in 0,9% NaCl
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3.4.3.2 Prdparation der festen Phase: Dynabeads Pan Mouse IgG

Dynabeads Pan Mouse IgG binden Antikorper der IgG Klasse, die in Méusen produziert
wurden. Zur Vorbereitung der festen Phase wurden die Dynabeads Pan Mouse IgG mit
Antikorpern, die gegen HLA-DR gerichtet sind, gecoated.

Vor Inkubation mit dem Antikérper wurden die Dynabeads mit einem Waschpuffer ge-
waschen. Zur Waschung wurde zunéchst R10-Puffer verwendet, im Verlauf der Versuche
wurde auf PBS+0,1% BSA Puffer pH 7,4 umgestellt, da dieser Puffer laut Firma Dynal
die optimierten Salzkonzentrationen fiir die Antikérperbindung besitzt. Da die Dynabeads
magnetisch sind, lisst sich der Uberstand mit Hilfe eines Magneten (Fa. Dynal fiir 1,5 ml
Eppendorf Tubes) einfach und scharf dekantieren.

Nach Waschung wurden die Dynabeads Pan Mouse IgG mit dem Antikérper Anti-HLA-
DR inkubiert. Um {iberschiissige, nicht gebundene Antikérper aus dem Reaktionsansatz zu
entfernen, wurden zwei Waschschritte mit R10-Puffer bzw. PBS+0,1% BSA Puffer durch-
gefiihrt.

Nach Waschung wurden die Dynabeads bis zur Weiterverarbeitung in 50 ul Puffer (R10-
Puffer bzw. PBS+ 0,1% BSA Puffer) resuspendiert.

Der genaue Ablauf der Praparation der Dynabeads wird nachfolgend in tabellarischer
Form dargestellt.

Substanz Menge fiir 1000 ml PBS+ 0,1% BSA
NaCl 8g
KCl1 02¢g
NaQHPO4 1,44 g
KHQPO4 0,24 g
H,0O (aqua dest.) 800 ml

Tabelle 3.24: Zusammensetzung PBS+0,1% BSA-Puffer pH 7,4

Zur Fertigstellung wird der Puffer wie folgt weiterverarbeitet:

1. Einstellung des pH Wertes auf 7,4 mit konzentrierter Salzsédure (HCI)
2. Mit aqua dest. Volumen auf 1000 ml auffiillen

3. BSA (bovines serum albumin): Einstellung auf 0,1%

4. Sterile Filtration des Puffers, Aliquotierung und Lagerung bei -20°C

3.4.3.3 Affinitatsbindung von HIV iiber Antikorper Anti-HLA-DR

Im Bindungsschritt des Anti-HLA-DR Bindungsassays wurden die vorbereiteten Proben
mit den praparierten Dynabeads inkubiert. Nach stattgefundener Affinitétsbindung des Vi-
rus iiber HLA-DR an die feste Phase, sollten Hemmstoffe des PERT-Assays durch mehrere
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Abschnitt  Substanz Volumen in pl
PBS+0,1% BSA pH 7,4 200 pl
Waschung R10-Puffer 200 pl
Dynabeads Pan Mouse IgG 50 pl
Tabelle 3.25: Protokoll: Waschung der Dynabeads Pan Mouse IgG vor und nach An-
tikérperbindung
Substanz Bindungskapazitit / eingesetztes Reaktionsbedingungen
Konzentration Volumen

Dynabeads Pan 25 ul = 107 beads 50 pl Inkubationszeit ca. 12 h

Mouse IgG binden 0,1-1 ul IgG bei 4°C auf einem Rotor

AK: Anti HLD-DR 5-20 pg/ml 13ml (10 Umdrehungen/min)

Tabelle 3.26: Protokoll: Antikérperbindung an Dynabeads Pan Mouse IgG

Waschschritte entfernt werden. Nach Waschung der Proben wurden, die an die feste Phase
gebundenen Viren lysiert und so die RT freigesetzt. Die Aktivitdt der so gewonnenen RT
wurde mit dem PERT-Assay vermessen.

Der genaue Ablauf des Bindungsschrittes im Anti-HLA-DR Bindungsassay wird nach-
folgend in tabellarischer Form dargestellt.

Nach Lysis und Freisetzung der RT wurden 50 ul der Proben in den RT-Schritt des
PERT-Assays zum Nachweis retroviraler Aktivitdt eingesetzt.

3.4.4 Anti-HLA-DR+-DP+DQ Bindungsassay

Als viertes Verfahren zur Affinitdtsbindung von HIV an eine feste Phase wurde der Anti-
HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay entwickelt und getestet. Der Anti-HLA-DR+DP+DQ
Bindungsassay ist eine Weiterentwicklung des Anti-HLA-DR Bindungsassays und ent-
spricht diesem in seinem grundsétzlichen Aufbau und Ablauf.

Grundlage dieses Aufreinigungsverfahrens ist die Inkorperation von HLA 2 Proteinen der
Wirtszelle in die Hiillmembran von HIV beim ,,budding“ aus der Wirtszelle (Trubey et al.,
2003)). Neben HLA-DR, werden auch in geringerem Umfang HLA-DP und HLA-DQ in
die Hiillmembran von HIV aufgenommen. Als Zielstruktur unseres Aufreinigungsverfahren
dienten HLA 2 Proteine, da diese unabhéngig von Virusmutationen sind.

Als feste Phase wurden Dynabeads Pan Mouse IgG verwendet. Diese sind mit An-
tikorpern gecoated, die gegen das Fc-Segment von Mause IgG gerichtet sind. An diese
Antikorper wurden Maus Antikoper gebunden, die gegen HLA-DR+DP+DQ Proteine
(Anti-HLA-DR+DP+DQ Antikérper, Pharmigen, Prod. Nr: 32381A) des Menschen ge-
richtet sind. Nach Bindung der Antikérper standen die Dynabeads als feste Phase fiir das



3.4 Affinitatsbindungsverfahren 39

Abschnitt Arbeitsschritt Substanz Reaktionsbedin-
gqungen

Inkubation der Probe Patientenplasma oder 2 h bei 4°C auf
mit gecoateten Dynabe- 899-Uberstand in einem Rotor (10

Bindung an ads gewiinschter Verdiin- Umdrehungen/
feste Phase nung min)
Dekantieren des Uber-
Raumtemperatur
standes
Dynabeads in 200 pl R10-Puffer Raumt .
aumtemperatur
Waschpuffer aufnehmen 200 ;1 PBS 0,1% BSA
Waschung 3x _
Dekantieren des Uber-
Raumtemperatur
standes
. Freisetzung der reversen . : o
Lysierung 60 pl Lysispuffer 30 min bei 4°C

Transkriptase

Tabelle 3.27: Ablaufprotokoll: Affinitdtsbindung von HIV an Dynabeads Pan Mouse IgG im Anti-
HLA-DR Bindungsassay

Affinitatsbindungsverfahren zur Verfiigung.

Es wurden Affinitdtsbindungsversuche mit Viren aus der Zellkultur MvP 899 durch-
gefiihrt. In der weiteren Entwicklung des Aufreinigungsverfahrens wurden schrittweise die
Bedingungen im Patientenmaterial simuliert. Im ersten Schritt wurden die Viren in R10-
Puffer, im zweiten Schritt in HIV negatives Serum und im dritten Schritt in HIV positives
Serum (Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze) eingespeist.

Eine Verdiinnungsreihe von HIV Zellkulturiiberstand (Viruskonzentration bekannt) in
HIV positivem Plasma (Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze) kann im Idealfall zur
Erstellung einer Eichkurve fiir unbekannte Patientenproben dienen. Mit Hilfe einer solchen
Eichkurve konnte die Viruslast in unbekannten Proben semiquanitiativ mit Hilfe des CT
in der PCR abgeschétzt werden.

Es wurden ebenfalls Versuche unternommen die RT-Aktivitdt direkt aus Patientenma-
terial zu bestimmen. Hierfiir wurde Serum und Plasma HIV positiver Patienten mit einer
zu erwartenden Viruslast >1.000 Viren/ml in den Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay
eingesetzt.

Nach Inkubation der Viren mit der festen Phase sollten Hemmstoffe des PERT-Assays
durch mehrere Waschschritte abgereichert werden. AnschlieSend wurde das Virus mit Ly-
sispuffer lysiert, die RT des Virus wurde freigesetzt und in den RT-Schritt des PERT-Assays
eingebracht.

Um die Vorteile des entwickelten Aufreinigungsverfahren herauszuarbeiten, wurde in
weiteren Experimenten der Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay mit dem bloflen Her-
ausverdiinnen der Hemmstoffe aus dem Reaktionsansatz verglichen.
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3.4.4.1 Vorbereitung des Untersuchungsmaterials

Als Virusquelle stand Zellkulturiiberstand von MvP 899 zur Verfiigung. In R10-Puffer
wurde eine Verdiinnungsreihe angelegt. Die Proben waren frei von Plasmahemmstoffen
des PERT-Assays. Es sollte untersucht werden, ob mit dem vorangeschalteten Aufreini-
gungsverfahren RT-Aktivitdt mit dem PERT-Assay nachweisbar ist. Die Sensitivitét des
Verfahrens konnte so unter optimierten Bedingungen untersucht werden.

MvP 899 Uberstand 500ul 10° Ca. 10® Viren/ml
450 p1 R10 Puffer 107 Ca. 107 Viren/ml
450 pl R10 Puffer 1072 Ca. 10° Viren/ml
450 pl R10 Puffer 1073 Ca. 10° Viren/ml
450 pl R10 Puffer 10 Ca. 10* Viren/ml
450 pl R10 Puffer 10°° Ca. 10® Viren/ml
450 p1 R10 Puffer 10°¢ Ca. 10? Viren/ml
450 pl R10 Puffer 107 Ca. 10" Viren/ml

Eingesetztes Volumen in das Aufreinigungsverfahren: 450 pul

Tabelle 3.28: Verdiinnungsreihe: MvP 899 Uberstand in R10-Puffer

Um die Auswirkungen unspezifischer Serumhemmstoffe auf das Aufreinigungsverfahren
abzuschétzen, wurde eine Verdiinnungsreihe von MvP 899 Zellkulturiiberstand in HIV
negativem Spenderserum angelegt. Es wurde untersucht, ob RT-Aktivitdt mit Hilfe des
PERT-Assays in diesem Versuchsansatz nachweisbar ist. Es konnte in diesem Versuchsauf-
bau untersucht werden, inwieweit Serumhemmstoffe durch das Aufreinigungsverfahren ent-
fernt wurden bzw. noch Einfluss auf die Messung der RT-Aktivitat im PERT-Assay hatten.

MvP 899 Uberstand 500ul 10° Ca. 10® Viren/ml
450 pl Serum 10 Ca. 107 Viren/ml
450 pl Serum 1072 Ca. 10® Viren/ml
450 pl Serum 103 Ca. 10° Viren/ml
450 pl Serum 10 Ca. 10* Viren/ml
450 pl Serum 10° Ca. 10° Viren/ml
450 pl Serum 10 Ca. 10? Viren/ml
450 pl Serum 1077 Ca. 10! Viren/ml

Eingesetztes Volumen in das Aufreinigungsverfahren: 450 pul

Tabelle 3.29: Verdiinnungsreihe: MvP 899 Uberstand in HIV negativem Serum

In einem weiteren Schritt wurden die Bedingungen in Patientenmaterial weitmoglichst
simuliert. HIV positives Plasma (Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze) enthélt unspe-
zifische und spezifische Hemmstoffe des PERT-Assays. Um die Auswirkungen spezifischer
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und unspezifischer Plasmainhibitoren nach Durchlaufen des Anti-HLA-DR+DP+DQ Bin-
dungsassays auf den PERT-Assay zu untersuchen, wurde eine Verdiinnungsreihe von MvP
899 Zellkulturiiberstand in HIV positiven Plasma (Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze)
angelegt. Es konnte untersucht werden ob und mit welcher Sensitivitét eine RT-Aktivitéit
im untersuchten Material nachweisbar war.

MvP 899 Uberstand 500ul 10° Ca. 10® Viren/ml
450 pl Plasma 10 Ca. 107 Viren/ml
450 pl Plasma 102 Ca. 10° Viren/ml
450 pl Plasma 1073 Ca. 10° Viren/ml
450 pl Plasma 10 Ca. 10* Viren/ml
450 ul Plasma 10 Ca. 10® Viren/ml
450 pl Plasma 10 Ca. 102 Viren/ml
450 pl Plasma 1077 Ca. 10! Viren/ml

Eingesetztes Volumen: 450 pl

Tabelle 3.30: Verdiinnungsreihe: MvP 899 Uberstand in HIV positivem Plasma

Des Weiteren wurde untersucht, ob sich mit Hilfe des vorangeschalteten Aufreinigungs-
verfahrens, Anti-HLA-DR+DP-+DQ Bindungsassay, eine RT-Aktivitat direkt aus Pati-
entenmaterial nachweisen lédsst. Hierfir wurde Plasma/Serum HIV positiver Patienten
(Volumen: 1000 pl) mit einer erwarteten Viruslast >1.000 Viren/ml direkt in das Affi-
nitdtsbindungsverfahren eingesetzt.

3.4.4.2 Praparation der festen Phase Dynabeads Pan Mouse IgG

Dynabeads Pan Mouse IgG binden spezifisch den Fc-Teil von Antikorpern der Klasse IgG,
die in M&usen produziert wurden. Zur Vorbereitung der festen Phase wurden im Anti-HLA-
DR+DP+DQ Bindungsassay, die Dynabeads Pan Mouse IgG mit Antikérpern (Anti-HLA-
DR+DP+DQ) gecoated.

Zur Vorbereitung wurden die Dynabeads mit einem Waschpuffer (PBS + 0,1% BSA
pH 7,4) gewaschen. Nach der Waschung wurden die Dynabeads Pan Mouse IgG mit den
Antikorpern inkubiert. Nach der Inkubation wurden iiberschiissige, nicht gebundene An-
tikorper aus dem Reaktionansatz durch zwei Waschschritte mit PBS+0,1% BSA Puffer
entfernt. Nach Waschung wurden die Dynabeads bis zur Weiterverarbeitung in 50 pl Puf-
fer (PBS+ 0,1% BSA Puffer) resuspendiert.

3.4.4.3 Affinitatsbindung von HIV iiber Antikérper Anti-HLA-DR+DP+DQ

Im Bindungsschritt des Anti-HLA-DR+DP-+D(Q Bindungsassays wurden die vorbereiteten
Proben mit den praparierten Dynabeads inkubiert. Nach stattgefundener Affinitatsbindung
des Virus iiber HLA-DR+DP+DQ an die feste Phase, sollten Hemmstoffe des PERT-
Assays durch mehrere Waschschritte entfernt werden. Nach Waschung der Proben wurden,
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Substanz Bindungskapazitit eingesetztes Reaktionsbedingungen
/ Konzentration Volumen
Dynabeads Pan Mouse IgG 25 ul = 107 beads 50 ul Inkubationszeit: ca.
binden 0,1-1 pg 12 h bei 4°C auf
IgG einem Rotor (10
Anti-HLA-DR+DP+DQ 5 pul Umdrehungen,/min)
(Pharmigen) in 175 ul PBS+ 0,1%
BSA Puffer

Die optimale Antikorpermenge fiir das Coating der Dynabeads Pan Mouse 1gG
wurde berechnet und experimentell bestétigt

Tabelle 3.31: Protokoll: Antikérperbindung an Dynabeads Pan Mouse IgG

die an die feste Phase gebundenen Viren, lysiert und so die RT freigesetzt. Die Aktivitét
der so gewonnenen RT konnte dann mit dem PERT-Assay vermessen werden.

Der genaue Ablauf des Bindungsschrittes im Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay
wird nachfolgend in tabellarischer Form dargestellt.

Nach Lysis und Freisetzung der RT wurden 50 pl bzw. 20 ul der Proben in den RT-Schritt
des PERT-Assays eingesetzt.

Die optimale Inkubationszeit fiir die Affinitdtsbindung wurde experimentell ermittelt.
Das Volumen des Lysispuffers mit 25 ul wurde gewéhlt, um Volumenverluste bei Weiter-
verarbeitung der Proben im PERT-Assay moglichst gering zu halten.
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Abschnitt

Arbeitsschritt

Substanz

Reaktionsbedin-
gungen

Bindung an
feste Phase

Inkubation der Probe
mit gecoateten Dynabe-

Patie;ptenplasma oder
899-Uberstand in

2 h bei 4°C auf
einem Rotor (10

Waschung 3x

ads gewiinschter Verdiin- Umdrehungen/
nung min)

Dekantierung des Uber- Raumtemperatur

standes

Dynabeads in Wasch-

puffer aufnehmen 200 p1 PBS 0,1% BSA Raumtemperatur

Dekantierung des Uber- Raumtemperatur

standes

Lysierung

Freisetzung der rever-
sen Transkriptase

60 wul  Lysispuffer
(R10-Puffer + 0,2%
Triton X)

25 upl  Lysispuffer
(R10-Puffer + 0,2%
Triton X)

30 min bei 4°C

Tabelle 3.32: Ablaufprotokoll: Affinitdtsbindung von HIV an Dynabeads Pan Mouse IgG im Anti-
HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay
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4 Ergebnisse

4.1 Raji-Zellmembran Assay

4.1.1 Qualitativer Nachweis von RT-Aktivitat

Es wurde untersucht, ob mit dem Aufreinigungsverfahren Raji-Zellmembran Assay der
Nachweis von RT-Aktivitat moglich ist. Als Quelle von HIV wurde Zellkulturiiberstand
von MvP-899 verwendet. Nach Vorverdiinnung in 0,9% NaCl (Verdiinnung 1:10% entspricht
10° Viren/ml) und Inkubation mit HIV negativem Serum (Verhiltnis 2:1) als Komplement-
quelle, wurde das Untersuchungsmaterial in drei identische Proben zu je 200 ul (entspricht
13.000 Viren) aufgeteilt. Um die Ergebniskonsistenz zu iiberpriifen, wurden in den Raji-
Zellmembran Assay drei identische Proben eingesetzt.

Als Negativ Kontrolle diente uninfizierter Uberstand der Zelllinie H9. Die Negativ Kon-
trolle wurde ebenfalls mit HIV negativem Serum (Verhéltnis 2:1) inkubiert und in den
Raji-Zellmembran Assay eingesetzt.

Die Proben wurden nach Durchlaufen der Affinitétsbindung in 100 ul Lysispuffer lysiert,
50 pl des Lysats wurden in den RT-Schritt des PERT-Assays eingebracht.

In allen drei Proben lief§ sich eine RT-Aktivitdt nachweisen. Die Negativ Kontrolle zeigte
ebenfalls RT-Aktivitét.

Um Verunreinigungen der Negativ Kontrolle auszuschlieen, wurde dieses Experiment
drei Mal wiederholt. In allen Versuchen zeigten sowohl Proben, als auch Negativ Kontrolle
eine RT-Aktivitat. Exemplarisch wird die Agarosegel-Elektrophorese der PCR-Produkte
eines Versuches dargestellt (Abbildung [4.1)).

4.1.2 Raji-Zellmembranen und endogene RT-Aktivitat

Es wurde untersucht, ob Raji-Zellmembranen eine intrinsische RT-Aktivitat aufweisen.
Hierfiir wurden Raji-Zellmembranen in den RT-Schritt des PERT-Assays eingesetzt. Um
die Ergebniskonsistenz zu iiberpriifen, wurden 3 Proben parallel untersucht. Als Nega-
tiv Kontrolle diente der Reaktionsmix, als Positiv Kontrolle der Reaktionsmix mit hinzu-
gefiigter rekombianter reverser Transkriptase.

Die Proben mit Raji-Zellmembranen zeigten im PERT-Assay RT-Aktivitéit. In der Po-
sitiv Kontrolle lief} sich ebenfalls; in der Negativ Kontrolle keine RT-Aktivitdt nachweisen.

Raji-Zellmembranen weisen demnach eine intrinsische RT-Aktivitéat auf.
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Abbildung 4.1: Agarosegel-Elektrophorese; qualitativer Nachweis von RT-Aktivitdt mit Raji-
Zellmembranassay; spezifisches PCR-Produkt des PERT-Assays: Pk 101 bp

4.2 Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay

4.2.1 Qualitativer Nachweis von RT-Aktivitat

Zunichst wurde untersucht, ob mit diesem Affinitdtsbindungsverfahren die Bindung des
Virus an eine feste Phase gelingt und so der Nachweis einer RT-Aktivitdt moglich ist. Als
Quelle fiir HIV wurde MvP 899 Zellkulturiiberstand verwendet. Der Zellkulturiiberstand
wurde mit Human Complement Serum als Komplementdonor (Verhéltnis 2:1) versetzt.
Nach Verdiinnung in 0,9% NaCl wurde das Untersuchungsmaterial in zwei identische Pro-
ben zu je 200 pl aufgesplittet (Viruslast ca. 15.000 Viren). In den Komplement-HIV-
Agarose Bindungsassay wurden zwei identische Proben eingesetzt. Die Uberstinde aus
den Waschschritten wurden ebenfalls in den PERT-Assay eingesetzt, um eventuelle Vi-
rusverluste durch Waschung sichtbar zu machen. Positiv und Negativ Kontrollen wurden
mitgefiihrt.

Es lieB sich sowohl in den beiden Proben, sowie in geringerem Mafie auch in den Uber-
stinden aus den Waschschritten RT-Aktivitdt mit dem PERT-Assay detektieren. Eine
Bindung von HIV an eine feste Phase (hier: Protein-A Agarose) iiber Komplement C3d
erscheint, trotz Waschverlusten, grundsétzlich moglich (Abbildung .

4.2.2 Bestimmung der Sensitivitat: MvP 899 und Human
Complement Serum
Um die Sensitivitat des Verfahrens abzuschétzen, wurden Proben mit unterschiedlicher

Viruskonzentration in das Affinitdtsbindungsverfahren eingesetzt.
MvP-899 Zellkulturiiberstandwurde mit Human Serum Complement als Komplement-
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Abbildung 4.2: Agarosegel-Elektrophorese Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay: Nachweis
spezifisches PCR-Produkt des PERT-Assays Pk 101 bp, Viruslast 15.000 Viren

donor inkubiert (Verhéltnis 2:1). AnschlieBend wurde eine Verdiinnungsreihe in 0,9% NaCl
angelegt. Es wurden drei Proben zu je 200 ul in den Komplement-HIV-Agarose Bindungs-
assay eingebracht. Probe 1 enthielt ca. 15.000 Viren, Probe 2 ca. 1.500 Viren und Probe 3
ca. 150 Viren. Die Uberstinde aus den Waschschritten des Bindungsassays wurden eben-
falls in den PERT-Assay eingesetzt, um Virusverluste durch Waschung sichtbar zu machen.
Positiv- und Negativ-Kontrollen wurden mitgefiihrt. Probe 2 und Probe 3 erzeugten in der
Chemolumineszenzmessung ein deutliches Signal, Probe 1 mit der groiten Viruslast nicht.
Dieses Phénomen lief§ sich dadurch erklédren, dass wihrend der 2. Waschung die Protein-A
Agarose der Probe 1 dekantiert wurde. Dementsprechend lie sich im Uberstand der 2.
Waschung der Probe 1 ein deutliches Signal detektieren. Die Agarosegel-Elektrophorese
bestétigte die Ergebnisse (Abbildung {4.3)).

In diesem Versuch konnte eine RT-Aktivitéit bis zu einer Viruseinsaat von 150 Viren
mit dem Bindungsassay nachgewiesen werden. Da die Viren mit 100 ul Lysispuffer lysiert
wurden und davon nur 50 pl in den RT-Schritt des PERT-Assays eingesetzt wurden, lag
die in den PERT-Assay eingebrachte Virusmenge bei 75 Viren.

Das FErgebnis des Versuchs zeigte eine hohe Sensitivitdt. Einschrdnkend mufl darauf
hingewiesen werden, dass in Wiederholungsversuchen diese hohe Sensitivitat nicht bestéatigt
werden konnte. Im Mittel lag die Sensitivitdt des Testes bei ca. 15.000 in das Affinitéts-
bindungsverfahren eingesetzten Viren.

Zudem mufl darauf hingewiesen werden, das durch Anlegen der Verdiinnungsreihe in
0,9% NaCl mogliche Hemmstoffe des PERT-Assays ebenfalls herausverdiinnt wurden.
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Uberstand 2. Waschung
Probe 1 (15.000 Viren)
Molekular Weight Marker
Probe 1 (15.000 Viren)
Probe 2 (1.500 Viren)
Probe 3 (150 Viren)
Negativ Kontrolle
Negativ Kontrolle (nur im
PERT-Assay mitgefiihrt)
Positiv Kontrolle
Molekular Weight Marker
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Abbildung 4.3: Agarosegel Elektrophorese Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay: Bestim-
mung der Sensitivdt des Verfahrens in Human Complement Serum; Nachweis
spezifisches PCR-Produkt des PERT-Assays Pk 101 bp

4.2.3 Bestimmung der Sensitivitdt: MvP 899 in unterschiedlichen
Tragermedien

In diesen Experimenten wurde der Einflufl unterschiedlich aufbereiteter HIV negativer Se-
ren auf den Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay untersucht. Hierfiir wurde MvP 899
Zellkulturiiberstand in unterschiedliche Seren als Komplementdonoren eingespickt (Ver-
héltnis 2:1). HIV Zellkulturiiberstand wurde in Human Complement Serum, Serum eines
HIV negativen Spenders und in ,heat inactivated Serum® eines HIV negativen Spenders
eingesit. Zur Hitzeinaktivierung wurde das Serum 30 min im Wasserbad bei 56°C erhitzt.
Dadurch sollte das Komplementsystem inaktiviert werden.

AnschlieBend wurde eine Verdiinnungsreihe in 0,9% NaCl angelegt. 500 ul jeder Probe
wurden in den Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay eingesetzt (Tabelle .

Nach Durchlaufen des Affinitdtsbindungsverfahrens wurden die Proben in 100 ul Lysis-
puffer inaktiviert und 50 ul des Lysats in den RT-Schritt des PERT-Assays eingesetzt.

Der Nachweis von RT-Aktivitdt nach Einsatz von HIV in Human Complement Serum
und in heat inactivated Serum gelang bis zu einer Virusmenge von 375.000 Viren. In HIV
negativen Serum liel sich RT-Aktivitét bis zu einer Virusmenge von 3.750 Viren nachweisen
(Abbildung [4.4)).

Eine Viruskonzentration von 10* Viren/ml in einer Verdiinnungsreihe mit 0,9% NaCl,
schien in der Zusammenschau aller Versuche zur Affinitdtsbindung im Mittel die untere
Nachweisgrenze des Komplement-HIV-Agarose Bindungsassays widerzuspiegeln.

4.2.4 Nachweis von RT-Aktivitat aus Patientenplasma

Es wurde untersucht, ob sich mit dem Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay RT-
Aktivitat direkt aus Patientenplasma nachweisen lésst. Es wurden Plasmen mit ausreichend
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Serum 2. log Stufe 4. log Stufe 6. log Stufe 8. log Stufe
Human Complement Serum Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
500 pl 500 pl 500 wl 500 pl
375000 Viren 3750 Viren 37,5 Viren 0 Viren
Serum Proband HIV Negativ Probe 5 Probe 6 Probe 7 Probe 8
500 pl 500 pl 500 pl 500 pl
375000 Viren 3750 Viren 37,5 Viren 0 Viren
Heat inactivated Serum Probe 9 Probe 10 Probe 11 Probe 12
Proband HIV negativ 500 wl 500 pl 500 pl 500 pl

375000 Viren 3750 Viren 37,5 Viren 0 Viren

Tabelle 4.1: Verdiinnungsreihe der Proben in 0,9% NaCl Lésung, Darstellung der Viruslast, der
in Komplement-Agarose-Bindungsassay eingebrachten Proben

12 3 45 6 7 8 9 10111213 14 15

Human Complement Serum 375.000 Viren

Human Complement Serum 3.750 Viren

Human Complement Serum 37,5 Viren

Human Complement Serum 0 Viren

HIV negatives Serum 375.000 Viren

HIV negatives Serum 3.750 Viren

HIV negatives Serum 37,5 Viren

HIV negatives Serum 0 Viren

Heat inactivated Serum 375.000 Viren

10: Heat inactivated Serum 3.750 Viren

11: Heat inactivated Serum 37,5 Viren

12: Heat inactivated Derum 0 Viren

13: Negativ Kontrolle

14: Negativ Kontrolle (nur im PERT-Assay
mitgefuhrt)

15: Positiv Kontrolle

©CENOOMWN =

Abbildung 4.4: Agarosegel-Elektrophorese Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay: Bestim-
mung der Sensitivitdt des Verfahrens in verschiedenen Tridgermedien; Nachweis
spezifisches PCR-Produkt des PERT-Assays Pk 101 bp
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Sample Name Erlauterung Virusmenge Crossing
Point

Probe 1 Patientenplasma 1 ca. 20000 39,84

Probe 2 Patientenplasma 1 + Kom- ca. 13300 52,85
plement

Probe 3 Patientenplasma 2 ca. 2000 42,12

Probe 4 Patientenplasma 2 + Kom- ca. 1300 39,64
plement

Probe 5 899 + Komplement 3. Verd. ca. 15000 29,49
in 0,9 NaCl

Probe neg. H9 4+ Komplement 52,34

Negativ Kontrolle Lysispuffer direkt in PERT 40,15

Positiv Kontrolle  899- Uberstand direkt in ca. 3500 35,24
PERT

Tabelle 4.2: Real Time PCR Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay: Vermessung von Patien-
tenmaterial auf RT-Aktivitét

hoher Viruslast ausgewéhlt. Plasma 1 wies eine Viruslast > 100.000 Viren/ml, Plasma 2
eine Viruslast > 10.000 Viren/ml auf. Die Plasmen wurden direkt und nach Inkubation
mit Human Complement Serum (Verhéltnis 2:1), in das Aufreinigungsverfahren eingesetzt.
Durch den Zusatz von externen Komplementfaktoren sollte untersucht werden, ob sich so
die Bindungskapazitit des Komplement-HIV-Agarose Bindungsassays erhdhen ldsst. Das
Volumen der eingesetzten Proben betrug 200 ul. Der PCR-Schritt des PERT-Assays wurde
als Real-Time-PCR durchgefiihrt (Tabelle [1.2). Zur Kontrolle des PCR-Produktes wurde
eine Schmelzpunktanalyse der PCR-Produkte und eine Agarosegel-Elektrophorese durch-
gefiihrt.

Als Virusmenge wurde diejenige Anzahl an Viren bezeichnet, die in das Aufreinigungs-
verfahren eingesetzt wurde. Da die Viren in 100 pul Lysispuffer lysiert und nur 50 ul des
Lysats in den PERT-Assay eingesetzt wurden reduziert sich die, in den PERT-Assay ein-
gesetzte Virusmenge um den Faktor 2.

Sowohl in Plasma 1, wie auch in Plasma 2 lie sich eine RT-Aktivitét nachweisen (Tabelle
. Die Schmelzpunktanalyse wies die PCR-Produkte der Negativ Kontrollen als unspe-
zifisch aus. Dies wurde auch durch die Agarosegel-Elektrophorese bestétigt (Abbildung

1),

Es gelang mit diesem Versuchsaufbau RT-Aktivitéit direkt aus Patientenmaterial mit
dem PERT-Assay nachzuweisen. Der Nachweis erfolgte nur qualitativ. Die vorherige In-
kubation mit Human Complement Serum schien keinen zusétzlichen positiven Einflufl auf
das Affinitatsbindungsverfahren zu besitzen.
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12 3 4 5 6 7 8 9

1: Molecular Weight Marker

2: Patientenplasma 1 ca. 20.000 Viren

3: Patientenplasma 1 + Human Complement
Serum ca. 13.300 Viren

4: Patientenplasma 2 ca. 2.000 Viren

5: Patientenplasma 2 + Human Complement
Serum ca. 1.300 Viren

6: Negativ Kontrolle

7: Positiv Kontrolle

8: Positiv Kontrolle (nur im PERT-Assay
mitgefihrt)

9: Negativ Kontrolle (nur im PERT-Assay
mitgefihrt)

Abbildung 4.5: Agarosegel-Elektrophorese Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay: spezifi-
sches PCR-Produkt des PERT- Assays Pk 101 bp aus Patientenmaterial

4.3 Anti-HLA-DR Bindungsassay

4.3.1 Anti-HLA-DR Bindungsassay mit Protein-A Agarose

Zuniéchst wurde untersucht, ob eine Affinitdtsbindung von HIV iiber HLA-DR méglich
ist. Hierfiir wurde MvP 899 Zellkulturiiberstand verwendet. Um die Sensitivitdat des Ver-
fahrens in Abwesenheit von Hemmstoffen des PERT-Assays abzuschétzen, wurde eine
Verdiinnungsreihe in 0,9% NaCl in 10er Verdiinnungsstufen angelegt. In das Aufreinigungs-
verfahren wurden je 450 pl Probenvolumen eingesetzt. Nach der Affinitédtsbindung wurden
die Proben mit 100 pl Lysispuffer lysiert, 50 ul wurden in den RT-Schritt des PERT-
Assays eingebracht. Die niedrigste, mit dem PERT-Assay detektierbare Virusmenge bei

22.500 Viren (Abbildung [4.6).

4.3.2 Anti-HLA-DR Bindungsassay: Dynabeads Pan Mouse IgG als
feste Phase

4.3.2.1 Nachweisgrenze ohne Plasmahemmstoffe des PERT-Assays

Zunichst wurde die untere Nachweisgrenze des PERT-Assays fiir RT-Aktivitéit mit voran-
geschalteten Affinitdtsbindungsverfahren, in Abwesenheit von Plasmahemmstoffen, ermit-
telt. Hierfiir wurde MvP 899 Zellkulturiiberstand in 0,9% NaCl verdiinnt. Es wurde eine
Verdiinnungsreihe in 10er Verdiinnungsstufen angelegt. In das Aufreinigungsverfahren wur-
de je 450 ul Probenvolumen eingesetzt. Nach der Affinitdtsbindung wurden die Proben in
60 pl Lysispuffer inaktiviert. 50 pl des Lysats wurden in den RT-Schritt des PERT-Assays
eingebracht.

Exemplarisch werden die Ergebnisse eines Experiments werden zunéchst in tabellarischer
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1234567 89 10111213

Probe 1 ca. 2.250.000 Viren
Probe 2 ca. 225.000 Viren
Probe 3 ca. 22.500 Viren
Probe 4 ca. 2.250 Viren
Probe 5 ca. 225 Viren
Probe 6 ca. 22,5 Viren
Probe 7 ca. 2,25 Viren
Probe 8 ca. 0 Viren
Negativ Kontrolle 1

10: Negativ Kontrolle 2

11: Positiv Kontrolle 1

12. Positiv Kontrolle 2

WoNIarwN 2

mitgefiihrt)

13: Negativ Kontrolle (nur im PERT-Assay

Abbildung 4.6: Agarosegel-Elektrophorese Anti-HLA-DR Bindungsassay: Protein-A Agarose als
feste Phase, Bestimmung der Sensitivitéit in 0,9% NaCl, spezifisches PCR-Produkt
des PERT-Assays Pk 101 bp

Form dargestellt (Tabelle [£.3).

Sample Name

Erliuterung Cycle Threshold

Probe 1

Probe 2

Probe 3

Probe 4

Probe 5

Probe negativ
Negativ Kontrolle
Positiv Kontrolle

MvP 899 375000 Viren

MvP 899 37500 Viren

MvP 899 3750 Viren

MvP 899 375 Viren

MvP 899 37,5 Viren

H9-Uberstand 1. Verdiinnungsstufe
Lysispuffer direkt in PERT

MvP 899 333000 Viren direkt in PERT

33,70
36,03
39,55

>51,00

>51,00
>51,00
>51,00

32,01

Tabelle 4.3: Real Time PCR Anti-HLA-DR Bindungsassay: Bestimmung der Sensitivitéit in 0,9%
NaCl, Darstellung des CT

Der Nachweis einer RT-Aktivitéit gelang mit dem entwickelten Affinitdtsbindungsverfah-
ren bis zu einer Verdiinnung von 10% Viren/ml. Das entsprach einer Viruslast von 3.750

Viren (Tabelle [£.3).

Da sich die PCR-Produkte nach jedem Zyklus theoretisch verdoppeln, miisste der CT der
einzelnen Proben theoretisch einen Abstand von 3,3 Zyklen aufweisen. Dieser theoretische
Wert stimmt mit dem tatséchlichen Wert gut iiberein.
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Virusmenge spezifisches PCR Produkt
in Gel-Elektrophorese

3.000.000 Viren nachweisbar

300.000 Viren nachweisbar

30.000 Viren nachweisbar
3.000 Viren nicht nachweisbar
300 Viren nicht nachweisbar

Tabelle 4.4: Anti HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Nachweis von RT-Aktivitat in HIV positi-
ven Plasma

4.4 Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay

Der Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay ist ein weiteres im Rahmen dieser Dissertation
entwickeltes Verfahren zur Affinitdtsbindung von HIV. In einem ersten Schritt wurde MvP
899 Zellkulturiiberstand in verschiedene Tragermedien eingespeist und iiberpriift, ob in
diesen Trégermedien eine Bindung des Virus moglich ist. Der Nachweis der RT-Aktivitéit
erfolgte mit dem PERT-Assay. In einem zweiten Schritt wurde untersucht, ob mit diesem
Verfahren der Nachweis von RT-Aktivitdt direkt aus Patientenmaterial moglich ist. Im
folgenden werden exemplarisch die Ergebnisse dieser Versuche dargestellt.

4.4.1 Nachweis von RT-Aktivitat in HIV positiven Plasma

In diesem Versuchsaufbau wurde untersucht, ob mit dem Affinitétsbindungsverfahren Anti-
HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay der Nachweis einer RT-Aktivitéit in HIV positivem Plas-
ma (Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze) moglich ist. HIV positives Plasma enthélt
unspezifische und spezifische Hemmstoffe des PERT-Assays.

MvP 899 Zellkulturiiberstand wurde in 0,9% NaCl vorverdiinnt. Hierfiir wurde eine
Verdiinnungsreihe in 10er Verdiinnungsstufen angelegt. 300 ul jeder Verdiinnungsstufe wur-
den in 700 pl HIV positives Plasma eingespeist. Das gesamte Volumen (1000 pl) wurde in
den Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay eingebracht. Nach den Waschschritten wurden
die Proben in 60 ul Lysispuffer lysiert. 50 pl wurden in den RT-Schritt des PERT-Assays
eingebracht. Das PCR-Produkt wurde mit einer Agarosegel-Elektrophorese untersucht.

Die Auswertung des Versuchs erfolgte qualitativ. Die untere Nachweisgrenze fiir RT-
Aktivitéat in HIV positiven Spenderplasma (Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze) lag
bei 30.000 in das Affinitétsbindungsverfahren eingesetzten Viren (Tabelle [4.4] Abbildung

17).

4.4.2 Nachweis von RT-Aktivitat in HIV negativen Serum

In diesen Versuchen wurde das Verhalten der RT-Aktivitat in HIV negativen Spenderserum
untersucht. Hierfiir wurde aus MvP 899 Zellkulturiiberstand eine Verdiinnungsreihe in HIV
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Molekular Weight Marker

Probe 1; 3.000.000 Viren

Probe 2; 300.000 Viren

Probe 3; 30.000 Viren

Probe 4; 3.000 Viren

Probe 5; 300 Viren

Negativ Kontrolle

Positiv Kontrolle

Negativ Kontrolle (nur im PERT-Assay
mitgefiihrt)

CoNoahwbd

Abbildung 4.7: Agarosegel-Elektrophorese Anti HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Nachweis
von RT-Aktivitat in HIV positiven Plasma; spezifisches PCR-Produkt des PERT-
Assays Pk 101 bp

negativen Spenderserum angelegt.

Des Weiteren wurde untersucht, ob sich innerhalb der Verdiinnungsreihe eine semiquan-
titative Eichkurve der RT-Aktivitat erstellen liasst. Die Grundlage zur Erstellung der Eich-
kurve bildet der CT. Im PCR-Schritt des PERT-Assays wird ein definiertes PCR-Produkt
generiert. Der CT ist abhéngig von der Menge der in die PCR Reaktion eingesetzten cD-
NA (aus dem RT-Schritt des PERT-Assays). Die in den Test eingesetzten Virusmengen
nahmen in jedem Verdiinnungsschritt um eine 10er Potenz ab. Da sich die PCR-Produkte
nach jedem Zyklus theoretisch verdoppeln, miifite der CT der einzelnen Proben theore-
tisch einen Abstand von 3,3 Zyklen aufweisen. Auf diese Weise konnte also eine Eichkurve
konstruiert werden.

450 pl der zu analysierenden Verdiinnungsstufen wurden in den Anti-HLA-DR+DP+DQ
Bindungsassay eingebracht. Serum enthélt unspezifische Hemmstoffe des PERT-Assays,
diese sollten durch das Affinitétsbindungsverfahren abgereichert werden. Nach den Wasch-
schritten wurden die Viren mit 60 pul Lysispuffer lysiert, 50 pul wurden in den RT-Schritt
des PERT-Assays eingesetzt. Der PCR-Schritt wurde als Real Time PCR durchgefiihrt
(Tabelle Abbildung [4.8)).

In diesem Versuch wurde H9 Uberstand (Uberstand der uninfizierten Zelllinie H9) als Ne-
gativ Kontrolle das gesamte Testverfahren mitgefiihrt. In der LightCycler Messung (Fluo-
rophor: SYBR- Dye Green I) lief§ sich ein Floureszenzsignal detektieren, die Schmelzpunk-
tanalyse wies die entstandenen PCR-Produkte als unspezifisch aus.

Wie in Tabelle 4.5 und Abbildung [4.8] dargestellt, erreichte unverdiinnter MvP 899 Zell-
kulturiiberstand den Cut Off der Messung nach 22,88 Zyklen. Die Probe in Serum, deren
Viruslast eine 10er Potenz geringer war, nach 30,16 Zyklen. Theoretisch sollten die bei-
den Proben einen Abstand von ca. 3,3 Zyklen aufweisen. Tatséchlich wiesen sie einen
Abstand von 7,28 Zyklen auf. Dieses Ergebnis kann damit erklirt werden, dass trotz des
Aufreinigungsverfahrens iiber Affinitatsbindung noch unspezifische Serumhemmstoffe des
PERT-Assays in der Probe aktiv sind, diese also nicht vollstdndig entfernt wurden.

Die weiteren Zyklenabstéinde bis zum Erreichen des CT zwischen den einzelnen Ver-
diinnungsstufen entsprachen im Rahmen der Messgenauigkeit den erwarteten 3,3 Zyklen.
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Sample Name Erliuterung Cycle Threshold (CT)
Probe 1 MvP 899 unverdiinnt 45.000.000 Viren 22,88
Probe 2 MvP 899 in Serum 4.500.000 Viren 30,16
Probe 3 MvP 899 in Serum 450.000 Viren 32,05
Probe 4 MvP 899 in Serum 45.000 Viren 36,08
Probe 5 MvP 899 in Serum 4.500 Viren 39,63
Probe 6 MvP 899 in Serum 450 Viren 45,46
Probe 7 MvP 899 in Serum 45 Viren

Probe 8 MvP 899 in Serum 4,5 Viren

Probe neg. H9- Zellkulturiiberstand 49,01
Positiv Kontrolle  899-Uberstand 22,86

Negativ Kontrolle Lysispuffer

Tabelle 4.5: Real Time PCR Anti HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Bestimmung der Sensiti-
vitdt in HIV negativen Serum durch Messung des CT

50
45 /
40

% | /

30

25
20

Cyclen

1 2 3 4 5 6 7
Proben ( Konzentration abnehmend )

Abbildung 4.8: Anti-HLA DR+DP+DQ Bindungsassay: Eichkurve anhand des CT in HIV nega-
tiven Serum
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Dies deutet darauthin, dass der PERT-Assay in jeder Probe in gleichem Ausmafl gehemmt
wurde.

Die Ergebnisse dieses Versuches konnten durch zahlreiche Wiederholungsuntersuchungen
bestétigt werden.

4.4.3 Nachweis von RT-Aktivitdt im Blut HIV-positiver Patienten

Blut HIV positiver Patienten mit einer erwarteten Viruslast >1000 Viren/ml wurde auf RT-
Aktivitdt untersucht. Mit dem Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay und PERT-Assay
sollte der Nachweis einer RT-Aktivitdt direkt aus Patientenmaterial erfolgen. Es wurde,
wenn moglich Plasma und Serum HIV positiver Patienten untersucht, um herauszufinden
welche Blutpréparation fiir das Verfahren besser geeignet ist.

4.4.3.1 Nachweis von RT-Aktivitat im Plasma HIV-positiver Patienten

Mit dem Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassays und dem PERT-Assays wurden 23 Pa-
tientenplasmen mit einer erwarteten Viruslast von > 1000Viren/ml auf RT-Aktivitdt hin
vermessen. In 11 Fillen konnte eine RT-Aktivitdt festgestellt werden. 2 Plasmen waren
fraglich positiv. Das heifit, in der Real Time PCR erreichten sie den CT nicht, in der
Agarosegel-Elektrophorese der PCR-Produkte war aber eine spezifische Bande nachweis-
bar. In 10 Patientenplasmen war weder mit der Real Time PCR noch mit der Agarosegel-
Elektrophorese ein spezifisches Signal detektierbar.

Es wurde demonstriert, dass es grundsétzlich moéglich ist, mit dem Anti-HLA-DR+DP-+
DQ Bindungsassay und dem PERT-Assay direkt aus Patientenplasma eine RT-Aktivitéit
nachzuweisen.

Exemplarisch wird die Auswertung eines Versuchs zum Nachweis von RT-Aktivitéit aus

Patientenmaterial in tabellarischer Form dargestellt (Tabelle Abbildung [4.9)).

Sample Name Erliuterung Cycle Threshold (CT)
Probe 1 Patientenplasma 7102 1.000 ul 38,26

Probe 2 Patientenplasma 7043 1.000 pl 39,77

Probe positiv 899-Uberstand 23,36

Probe negativ H9-Uberstand

Positiv Kontrolle  899-Uberstand 23,98

Negativ Kontrolle Lysispuffer

Tabelle 4.6: Real Time PCR Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Bestimmung von RT-
Aktivitat im Plasma HIV postiver Patienten

4.4.3.2 Nachweis von RT-Aktivitat im Serum HIV-positiver Patienten

Serum HIV positiver Patienten wurde mit dem Anti-HLA-DR+DP+D(Q Bindungsassays
und dem PERT-Assay auf RT-Aktivitat hin untersucht. Insgesamt wurden 7 Patientenseren
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12 3 456 7 8
g Molecular Weight Marker

Probe Positiv; MVP-899-Uberstand

Patientenplasma 7102

Patientenplasma 7043

Negativ Kontrolle

Negativ Kontolle (nur im PERT-Assay

mitgefihrt)

Positiv Kontrolle(nur im PERT-Assay

mitgefiihrt)

8: Molecular Weight Marker

Qahwdh 2

N

Abbildung 4.9: Agarosegel-Elektrophorese Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Bestimmung
von RT-Aktivitit im Plasma HIV positiver Patienten; spezifisches PCR-Produkt
des PERT-Assays Pk 101 bp

mit einer erwarteten Viruslast von > 1000 Viren/ml vermessen. In 3 Fillen konnte eine
RT-Aktivitat festgestellt werden. 1 Serum war fraglich positiv. Das heift, in der Real Time
PCR erreichte es den CT nicht, in der Agarosegel-Elektrophorese der PCR-Produkte lief3
sich eine spezifische Bande nachweisen. In 3 Patientenseren war weder in der Real Time
PCR noch in der Agarosegel-Elektrophorese ein spezifisches Signal detektierbar.

Die Versuche zeigen, dass es durch das entwickelte Affinitdtsbindungsverfahren, Anti-
HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay, grundsétzlich moglich ist, RT-Aktivitat direkt aus Pa-
tientenserum mit dem PERT-Assay nachzuweisen.

Exemplarisch wird nun in tabellarischer Form ein Versuch zur Vermessung der RT-
Aktivitdt von Serum/Plasma Paaren dargestellt (Tabelle , Abbildung .

In den hier analysierten Serum/Plasma Paaren konnte in beiden Plasmen, jedoch nur
im Serum von Patient 1 eine RT-Aktivitdt nachgewiesen werden.

4.4.4 Optimierungsversuche

4.4.4.1 Optimierung der Antigen-Antikorper Inkubationszeit im Bindungsschritt des
Anti-HLA-DR+DP+DQ- Bindungsassays

Die optimale Inkubationszeit fiir die Antigen (HLA 2 Proteine auf HIV) und Antikérper
(Anti HLA-DR+DP+DQ) wurde experimentell ermittelt.

Hierfiir wurde eine Verdiinnungsreihe von MvP-899 Zellkulturiiberstand in HIV negati-
vem Serum angelegt. 450 ul wurden in den Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay ein-
gesetzt und mit dem PERT-Assay vermessen. Die Inkubationszeit der Antigen-Antikorper
Bindung wurde in der 2. Verdiinnungsstufe (450.000 Viren) von 30 min bis zu 180 min
variiert.

Die Ergebnisse des Versuchs werden in Tabelle dargestellt.
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Sample Name

Erlduterung

Cycle Threshold
(CT)

Probe 1 MvP 899 in HIV neg. Serum 450.000 Viren 28,96
Probe 2 MvP 899 in HIV neg. Serum 4.500 Viren 34,87
Probe 3 MvP 899 in HIV neg. Serum 45 Viren

Probe 4 MvP 899 in HIV neg. Serum 0 Viren

Probe 5 Plasma Patient 1 1.000 ul 33,36
Probe 6 Serum Patient 1 1.000 pl 35,5
Probe 7 Plasma Patient 2 1.000 pl 37,23
Probe 8 Serum Patient 2 1.000 pul

Negativ Kontrolle Serum negativ Proband 1

Negativ Kontrolle Serum negativ Proband 2

Negativ Kontrolle Lysispuffer

Positiv Kontrolle  899-Uberstand 20,74
Positiv nach RT Bekanntes RT- Produkt 22,63

Tabelle 4.7: Real Time PCR Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Bestimmung der RT-
Aktivitdt in Serum/Plasma HIV positiver Patienten

1234567 89 1011121314

CRONIDHWN >

Molecular Weight Marker

MVP-899 in HIV neg. Serum 450.000 Viren
MVP-899 in HIV neg. Serum 4.500 Viren
MVP-899 in HIV neg. Serum 45 Viren
MVP-899 in HIV neg. Serum 0 Viren
Plasma Patient 1

Serum Patient 1

Plasma Patient 2

Serum Patient 2

: Negativ Kontrolle: Serum negativ Proband 1
: Negativ Kontrolle: Serum negativ Proband 2
: Negativ Kontrolle: Lysispuffer

: Positiv Kontrolle: MVP-899 Uberstand

: Positiv Kontrolle: bekanntes RT-Produkt

Abbildung 4.10: Agarosegel-Elektrophorese Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Bestim-
mung der RT-Aktivitdt in Serum/Plasma HIV positiver Patienten; spezifisches
PCR-Produkt des PERT-Assays Pk 101 bp
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Sample Name Erlduterung Inkuba-  Cycle Threshold
tionszeit  (CT)
Probe 1 MvP 899 unverdiinnt 450 ul 90 min 17,22
Probe 2 MvP 899 2. Verd. 450000 Viren 90 min 30,8
Probe 3 MvP 899 4. Verd. 4500 Viren 90 min 34,85
Probe 4 MvP 899 6. Verd. 45 Viren 90 min
Probe 5 MvP 899 8. Verd. 0 Viren 90 min
Probe 6 MvP 899 2. Verd. 450000 Viren 30 min 31,75
Probe 7 MvP 899 2. Verd. 450000 Viren 60 min 30,51
Probe 8 MvP 899 2. Verd. 450000 Viren 120 min 30,27
Probe 9 MvP 899 2. Verd. 450000 Viren 150 min 31,76
Probe 10 MvP 899 2. Verd. 450000 Viren 180 min 31,24
Probe 11 Serum Patient 1 1000 pl 90 min
Probe 12 Plasma Patient 1 1000 pl 90 min
Negativ Kontrolle Serum Proband 1 90 min
Negativ Kontrolle Serum Proband 2 90 min
Negativ Kontrolle Lysispuffer
Positiv Kontrolle  899-Uberstand 22,63

Tabelle 4.8: Optimierungsversuch ~Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Variation der
Antigen-Antikorper Inkubationszeit
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Anhand des CTs konnte die optimale Inkubationszeit abgeschétzt werden. In den ver-
glichenen Proben wurde die gleiche Virusmenge eingespickt, d. h. je frither der CT erreicht
wurde, desto intensiver die Antikérper-Antigen Bindung. Der CT unterschied sich in den
untersuchten Proben nicht wesentlich, tendenziell schien die optimale Inkubationszeit fiir
die Antigen-Antikorper Bindung zwischen 60 und 120 min zu liegen.

In diesem Versuch wurde zusétzlich ein Serum/Plasma Paar eines HIV positiven Patien-
ten untersucht (erwartete Viruslast >1000 Viren/ml). Eine reverse Transkriptase Aktivitét
konnte nicht gemessen werden.

4.4.4.2 Optimierung der Waschschritte im Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay

Im Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay wurde HIV iiber Antikorper gegen HLA 2 Pro-
teine an eine feste Phase gebunden. Nach Bindung an die feste Phase sollte durch Waschung
mit PBS + 0,1% BSA Puffer eine Abreicherung von Plasmahemmstoffen erfolgen. Durch
Waschung wurden Plasmahemmstoffe des PERT-Assays abgereichert, allerdings gingen mit
jedem Waschschritt auch Viren aus der Bindung verloren (Vorversuche, Ergebnisse wer-
den nicht dargestellt). Die optimale Anzahl an Waschungen sollte experimentell ermittelt
werden.

Zu diesem Zweck wurde eine Verdiinnungsreihe von MvP 899 Zellkulturiiberstand in HIV
positiven Plasma (Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze) angelegt. Die 3., die 4. und die
5. Verdiinnungsstufe (Volumen jeweils 450 pl) wurden in den Anti-HLA-DR+DP+DQ
Bindungsassay eingebracht und mit einer unterschiedlichen Anzahl an Waschschritten auf-
gereinigt. Zur Messung der RT-Aktivitdt wurde mit dem PERT-Assay der CT bestimmt.
Dabei bedeutet, je frither eine Probe den CT erreicht, desto effektiver wurden die Hemm-
stoffe entfernt.

Waschstufe: 3. Verdiinnungs- 4. Verdiinnungs- 5. Verdiinnungs-
Anzahl der stufe stufe stufe
Waschungen 45000 Viren 4500 Viren 450 Viren

1 Waschung 32,97 Cyclen 34,50 Cyclen 38,42 Cyclen

2 Waschungen
3 Waschungen
4 Waschungen
5 Waschungen

33,26 Cyclen
29,78 Cyclen
30,75 Cyclen
30,36 Cyclen

34,78 Cyclen
33,18 Cyclen
33,23 Cyclen
34,39 Cyclen

34,33 Cyclen
34,23 Cyclen

Tabelle 4.9: Optimierungsversuch Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: CT in Abhingigkeit
der Anzahl der Waschschritte

Bei Waschstufe 1 und 2 erreichte die 3. Verdiinnungsstufe (45.000 Viren) den CT nach
ca. 33 Zyklen, ab Waschstufe 3 nach ca. 30 Zyklen. Das bedeutete, dass Hemmstoffe den
PERT-Assay in Waschstufe 1 und 2 noch ca. 10 mal so stark beeinflussen wie in Waschstufe
3.
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Waschstufe 4 und 5 schienen keine Verbesserung zu erbringen. Im Anti-HLA-DR+DP+
DQ Bindungsassay wurden deshalb nach der Immobilisation von HIV an der festen Phase,
3 Waschungen mit PBS+0,1% BSA-Puffer durchgefiihrt, um Plasmahemmstoffe abzurei-

chern (Tabelle [4.9)).

4.4.5 Vergleich Affinitdatsbindungs- versus Verdiinnungsverfahren

Ziel des entwickelten Affinitdtsbindungsverfahrens von HIV war der Nachweis von RT-
Aktivitdt aus Serum/Plasma HIV-positiver Patienten mit dem PERT-Assay. Serum und
Plasma enthalten Hemmstoffe des PERT-Assays, die dessen Effektivitéat einschranken. In
dem folgenden Abschnitt der Arbeit soll das, im Rahmen dieser Dissertation entwickelte
Affinitatsbindungsverfahren, mit dem Herausverdiinnen der Hemmstoffe aus Proben ver-
glichen werden. Im Affinitdtsbindungsverfahren Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay
wurden Serum-/Plasmahemmstoffe durch Bindung des Virus an eine feste Phase und konse-
kutive Waschschritte aus dem Reaktionsansatz entfernt. Auf diese Weise konnte der Nach-
weis von RT-Aktivitdt aus Patientenmaterial erfolgen. Eine bisher gebrauchliche Methode
war das Herausverdiinnen der Hemmstoffe des PERT-Assays in einem Verdiinnungspuffer
(R10-Puffer). Im folgenden Abschnitt werden diese beiden Methoden verglichen und die
Ergebnisse dieser Vergleichsuntersuchungen présentiert.

Fiir diese Vergleichsuntersuchungen wurde MvP 899 Zellkulturiiberstand (Ausgangskon-
zentration 10® Viren/ml) in Serum/Plasma eingespeist. Daraus wurden zwei identische Ali-
quots mit gleicher Viruslast gebildet. In diesen Aliquots sollte die RT-Aktivitédt bestimmt
werden.

Ein Aliquot (500 pl) wurde in den Anti-HLA-DR+4DP+DQ Bindungsassay eingesetzt.
Die Inkubationszeit zur Virusbindung an die feste Phase betrug 90 min, anschlielend wur-
den 3 Waschschritte, zur Abreicherung der Serum-/Plasmahemmstoffe, mit Waschpuffer
(PBS 4 0,1% BSA) durchgefiihrt. Nach Lysis des Virus mit 30 ul Lysispuffer wurde eine
Verdiinnungsreihe in 10er Verdiinnungsstufen in R10-Puffer angelegt. Anschlieend wurde
die RT-Aktivitdt der einzelnen Verdiinnungsstufen bestimmt.

Lysispuffer ~ R10- R10- R10- R10- R10- R10- R10- R10-
mit RT: 30 Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer
pul 27 pl o 27 pl 27 pl 27 pl 27 pl 27 pl 27 pl 27 pl
10° 101 1072 103 104 107 106 1077 108

Tabelle 4.10: Ansatz 1: Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay; Verdiinnungsreihe der Proben
nach Durchlaufen des Affinitdtsbindungsverfahrens in R10-Puffer

Aus dem zweiten Aliquot (Volumen 500 pl) sollte ebenfalls die RT-Aktivitidt bestimmt
werden. Es wurden 15 pl des Aliquots mit 15 ul Lysispuffer inaktiviert, anschlieBend wurde
ebenfalls eine Verdiinnungsreihe in 10er Verdiinnungsstufen in R10-Puffer angelegt. Das
heifft hier wurden Inhibitoren des PERT-Assays herausverdiinnt. Die RT-Aktivitat der
einzelnen Verdiinnungsstufen wurde bestimmt.
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15 pl  Virus/Trédger-  R10- R10- R10- R10- R10- R10- R10- R10-
medium + 15 pl Lysis- Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer
puffer: 30ul RT enthal- 27 ul 27 ul 27 ul 27 ul 27 ul 27 pl 27 ul 27 pl
tendes Material

10° 10! 1072 1073 10 10°° 1076 10°7 108

Tabelle 4.11: Ansatz 2: ,Herausverdiinnen der Hemmstoffe“; Verdiinnungsreihe der Proben in
R10-Puffer

In den RT-Schritt des PERT.Assays wurden jeweils 20 pul RT enthaltendes Material
eingesetzt. Die Vervielfiltigung der im RT-Schritt entstandenen cDNA wurde als Real
Time PCR durchgefiihrt. Es wurde der CT bestimmt. Als Bestéitigungstest wurde eine
Agarosegel-Elektrophorese der PCR-Produkte durchgefiihrt. In den folgenden Untersu-
chungen wurde dieser Versuchsaufbau beibehalten. Dieses Experiment wurde in HIV nega-
tivem Serum, HIV positivem Plasma (Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze) und , heat
inactivated“ Serum durchgefiihrt. Auch das Verhéltnis HIV-Zellkulturiiberstand MvP 899
zu Tragermedium wurde variiert.

4.4.5.1 MvP 899 Zellkulturiiberstand in HIV negativen Serum: Verhaltnis 1:9

MvP 899 Zellkulturiiberstand wurde im Verhéltnis 1:9 in HIV negatives Serum einge-
speist. Es wurden zwei Aliquots mit einer Viruslast von 5 x 10° Viren gebildet. Um die
Auswirkungen des Affinitdtsbindungsverfahren mit dem Standartverdiinnungsverfahren zu
vergleichen, wurden beide Aliquots wie im Punkt beschrieben, verarbeitet.

Dieser Versuch wurde wiederholt durchgefiihrt. Ein exemplarisches Ergebnis wird nach-
folgend in tabellarischer Form préisentiert (Tabellen [4.12] Abbildungen [4.11)).

In dem Versuch wurde deutlich, dass mit dem Affinitdtsbindungsverfahren der CT in
Verdiinnungsstufe 1 und Verdiinnungsstufe 2 frither erreicht wurde. Der PERT-Assay wur-
de also weniger stark durch Serumhemmstoffe inhibiert. Ab Verdiinnungsstufe 3 néherte
sich der CT der beiden Verfahren wieder einander an, der positive Effekt des Affinitéts-
bindungsverfahrens war also bis zur Verdiinnung der Serumhemmstoffe 1:100 nachweisbar.
Der positive Effekt des Affinitdtsbindungsverfahrens konnte durch Wiederholungsuntersu-
chungen bestétigt werden.

4.4.5.2 MvP 899 Zellkulturiiberstand in HIV positivem Plasma Verhaltnis 1:9

MvP 899 Zellkulturiiberstand wurde im Verhéltnis 1:9 in HIV positives Plasma (Viruslast
unterhalb der Nachweisgrenze) eingespeist. Es wurden zwei Aliquots mit einer Viruslast
von 5 x 10° Viren gebildet. Um die Auswirkungen des Affinitéitsbindungsverfahren mit dem
Standartverdiinnungsverfahren zu vergleichen, wurden beide Aliquots wie im Punkt
beschrieben, verarbeitet.

Dieser Versuch wurde wiederholt durchgefiihrt. Ein exemplarisches Ergebnis dieser Ex-
perimente wird nachfolgend in tabellarischer Form présentiert (Tabellen , Abbildungen
4.12)).
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Sample Erlduterung Viruslast im Cycle Threshold
Name RT-Schritt (CT)

Probe 9  Aufreinigung 899 100% ca. 3.300.000 Viren 25,13

Probe 10 Aufreinigung 899 10% ca. 330.000 Viren 27,92

Probe 11  Aufreinigung 899 1% ca. 33.000 Viren 31,41

Probe 12 Aufreinigung 899 0,1% ca. 3.300 Viren 34,89

Probe 13 Aufreinigung 899 0,01% ca. 330 Viren 37,3

Probe 14 Aufreinigung 899 0,001% ca. 33 Viren

Probe 15  Aufreinigung 899 0,0001% ca. 3,3 Viren (unspezifisch) 36,73
Probe 16 Aufreinigung 899 0,00001%  ca. 0 Viren

Probe 17 Aufreinigung 899 0,000001% ca. 0 Viren

Probe 18 Verdiinnung 899 50% ca. 100.000 Viren 31,99

Probe 19  Verdiinnung 899 5% ca. 10.000 Viren 30,16

Probe 20 Verdiinnung 899 0,5% ca. 1.000 Viren 31,71

Probe 21  Verdiinnung 899 0,05% ca. 100 Viren 35,6

Probe 22 Verdiinnung 899 0,005% ca. 10 Viren

Probe 23 Verdiinnung 899 0,0005% ca 1 Vire

Probe 24 Verdiinnung 899 0,00005% ca. 0 Viren (unspezifisch) 36,2
Probe 25 Verdiinnung 899 0,000005%  ca. 0 Viren

Probe 26  Verdiinnung 899 0,0000005% ca. 0 Viren

Tabelle 4.12: Real Time PCR Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Affinitdtsbindung versus
Verdiinnung von Serumhemmstoffen; MvP 899 Zellkulturiiberstand in HIV negati-
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ven Serum Verhaltnis 1:9
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Verdunnungsstufen 1 - 5
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Abbildung 4.11: Anti-HLA-DR4+DP+DQ Bindungsassay: Vergleich Affinitdtsbindungsverfahren
versus Verdiinnungsverfahren; MvP 899 Zellkulturiiberstand in HIV negativen

Serum Verhéilnis 1:9
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Sample Erldauterung Viruslast im Cycle Thresh-
Name RT-Schritt old (CT)
Probe 1 Aufreinigung 899 in ca. 3.300.000 Viren 30,45

HIV+ PL 100%
Probe 2 Aufreinigung 899 10% ca. 330.000 Viren 31,14
Probe 3 Aufreinigung 899 1% ca. 33.000 Viren 33,08
Probe 4 Aufreinigung 899 0,1% ca. 3.300 Viren 34,78
Probe 5 Aufreinigung 899 0,01% ca. 330 Viren 35,58
Probe 6 Aufreinigung 899 0,001% ca. 33 Viren 37,69
Probe 7 Aufreinigung 899 0,0001% ca. 3 Viren
Probe 8 Aufreinigung 899 0,00001%  ca. 0 Viren
Probe 9 Aufreinigung 899 0,000001% ca. 0 Viren
Probe 10 Verdiinnung 899 in ca. 100.000 Viren

HIV+ PL 50%
Probe 11 Verdiinnung 899 5% ca. 10.000 Viren 35,86
Probe 12 Verdiinnung 899 0,5% ca. 1.000 Viren 35,87
Probe 13 Verdiinnung 899 0,05% ca. 100 Viren 35,95
Probe 14 Verdiinnung 899 0,005% ca, 10 Viren 37,7
Probe 15 Verdiinnung 899 0,0005% ca. 1 Vire
Probe 16 Verdiinnung 899 0,00005% ca. 0 Viren
Probe 17 Verdiinnung 899 0,000005%  ca. 0 Viren
Probe 18 Verdiinnung 899 0,0000005% ca. 0 Viren
Probe 19 Plasma Patient 1 1000 pl
Probe 20 Serum Patient 1 1000 pl

Negativ Kontrolle
Negativ Kontrolle
Negativ Kontrolle
Positiv Kontrolle
Positiv nach RT

Serum negativ Proband 1
Serum negativ Proband 2
Lysispuffer

899 Uberstand

bekanntes RT Produkt

1.330.000 Viren 24,29
22,22

Tabelle 4.13: Real Time PCR Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Affinitdtsbindung versus
Verdiinnung von Plasmahemmstoffen; MvP 899 Zellkulturiiberstand in HIV positi-
vem Plasma Verhéltnis 1:9
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Abbildung 4.12: Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Vergleich Affinitdtsbindungsverfahren
versus Verdiinnungsverfahren; MvP 899 Zellkulturiiberstand in HIV positvem
Plasma Verhiltnis 1:9
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Als Ergebnis dieser Experimente konnte festgehalten werden, dass durch das Affinitéts-
bindungsverfahren ein Nachweis von RT-Akitivitdt in HIV positiven Plasma (Viruslast
unterhalb der Nachweisgrenze) moglich ist. Im Verfahren ,Herausverdiinnen der Hemm-
stoffe” gelang der Nachweis von RT-Aktivitidt nur teilweise. In einzelnen Proben war trotz
ausreichender Viruslast keine RT-Aktivitdt nachweisbar (Ergebnisse nicht dargestellt).
Werden die beiden Verfahren miteinander verglichen, zeigte sich, dass in den einzelnen
Verdiinnungsstufen der CT durch das vorangestellte Affinitdtsbindungsverfahren frither
erreicht wurde. Der PERT-Assay wurde also weniger stark gehemmt.

4.4.5.3 MvP 899 Zellkulturiiberstand in HIV negativen Serum: Verhiltnis 9:1

MvP 899 Zellkulturiiberstand wurde im Verhéltnis 9:1 in HIV negatives Spenderserum
eingespeist. Es wurden zwei Aliquots mit einer Viruslast von 4,5 x 107 Viren gebildet. Um
die Auswirkungen des Affinitdtsbindungsverfahren mit dem Standartverdiinnungsverfahren
zu vergleichen, wurden beide Aliquots wie im Punkt beschrieben, verarbeitet.

Dieses Experiment wurde wiederholt durchgefiihrt. Ein Resultat dieser Versuche wird
exemplarisch in tabellarischer Form dargestellt (Tabellen , .

In den beiden verglichenen Verfahren wurde der CT im Rahmen der Messgenauig-
keit in den einzelnen Verdiinnungsstufen bei der gleichen Zyklenzahl erreicht. Das Affi-
nitdtsbindungsverfahren und das ,, Verdiinnungsverfahren* waren in diesem Versuchsaufbau
nahezu gleichwertig. In dem hier exemplarisch dargestellten Versuch Anti-HLA-DR+DP
+DQ Bindungsassay 27 konnte in Verdiinnungsstufe 1 allerdings nur mit dem Affinitéts-
bindungsverfahren eine RT-Aktivitit nachgewiesen werden. Durch den hohen Proteinan-
teil der Probe im Verdiinnungsverfahren bei Verdiinnungsstufe 1 denaturierten die Ei-
weifle beim Erhitzen und verklumpten. Dies machte die Messung der RT-Aktivitdt mit
diesem Veruchsaufbau unmoglich. Durch das Affinitatsbindungsverfahren wurden die Pro-
teine weitgehend aus dem Reaktionsansatz entfernt. Auf diese Weise konnte mit dem Af-
finitdtsbindungsverfahren auch in Verdiinnungsstufe 1 die RT-Aktivitdt gemessen werden.

4.4.5.4 MvP-899 Zellkulturiiberstand in , heat inactivated Serum*: Verhaltnis 1:9

MvP 899 Zellkulturiiberstand wurde im Verhéltnis 1:9 in ,heat inactivated Serum* (In-
aktivierung durch Erhitzen im Wasserbad 56°C 30 min) eingespeist. In heat inactivated
Serum ist das Komplementsystem inaktiv. Es wurden zwei Aliquots mit einer Viruslast
von 5 x 10% Viren) gebildet. Um die Auswirkungen des Affinitéitsbindungsverfahren mit
dem Standartverdiinnungsverfahren zu vergleichen, wurden beide Aliquots wie im Punkt
beschrieben, verarbeitet.

Die Ergebnisse des Experiments werden in Tabelle und Abbildung dargestellt.

In dem Experiment wurde deutlich, dass mit dem Affinitétsbindungsverfahren der CT
in Verdiinnungsstufe 1 und Verdiinnungsstufe 2 frither erreicht wurde. Der PERT-Assay
wurde also weniger stark durch Serumhemmstoffe beeinflusst. Ab Verdiinnungsstufe 3
naherte sich der CT der beiden Verfahren wieder einander an, der positive Effekt des Af-
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Sample Erldauterung Viruslast im Cycle Thresh-
Name RT-Schritt old (CT)
Probe 1 Aufreinigung 899: ca. 30.000.000 Viren 17,54

Serum 9:1 100%
Probe 2 Aufreinigung 899 10% ca. 3.000.000 Viren 18,75
Probe 3 Aufreinigung 899 1% ca. 300.000 Viren 21,55
Probe 4 Aufreinigung 899 0,1% ca. 30.000 Viren 25,66
Probe 5 Aufreinigung 899 0,01% ca. 3.000 Viren 29,18
Probe 6 Aufreinigung 899 0,001% ca. 300 Viren 31,8
Probe 7 Aufreinigung 899 0,0001%  ca. 30 Viren
Probe 8 Aufreinigung 899 0,00001% ca. 3 Viren
Probe 9 Verdiinnung 899: ca. 900.000 Viren
Serum 9:1 50%
Probe 10 Verdiinnung 899 5% ca. 90.000 Viren 19,46
Probe 11 Verdiinnung 899 0,5% ca. 9.000 Viren 20,64
Probe 12 Verdiinnung 899 0,05% ca. 900 Viren 23,89
Probe 13 Verdiinnung 899 0,005% ca. 90 Viren 27,5
Probe 14 Verdiinnung 899 0,0005% ca. 9 Viren 30,12
Probe 15 Verdiinnung 899 0,00005%  ca. 0 Viren
Probe 16 Verdiinnung 899 0,000005%
Probe 17 Aufreinigung 899 50 ul ca. 50.000.000 Viren 17,8
Dynabeads
Probe 18 Aufreinigung 899 100 ul ca. 50.000.000 Viren 17,04
Dynabeads
Positiv Kontrolle  899-Uberstand ca. 1.330.000 Viren 16,89
Negativ Kontrolle Lysispuffer
Negativ Kontrolle Serum Negativ Proband
Positiv nach RT  bekanntes RT- Produkt 17,98

Tabelle 4.14: Real Time PCR Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Affinitétsbindung versus
Verdiinnung von Serumhemmstoffen; MvP 899 Zellkulturiiberstand in HIV negati-
vem Serum Verhélnis 9:1
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Abbildung 4.13: Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Vergleich Affinitdtsbindungsverfahren
versus Verdiinnungsverfahren; MvP 899 Zellkulturiiberstand in HIV negativem
Serum Verhéltnis 9: 1
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Sample Erlauterung Viruslast im Cycle Thresh-

Name RT-Schritt old (CT)

Probe 1 Aufreinigung 899 in ca. 3.300.000 Viren 26,16

inakt. Serum 100%

Probe 2 Aufreinigung 899 10% ca. 330.000 Viren 27,85

Probe 3 Aufreinigung 899 1% ca. 33.000 Viren 31,86

Probe 4 Aufreinigung 899 0,1% ca. 3.300 Viren 35,05

Probe 5 Aufreinigung 899 0,01% ca. 330 Viren 32,53

Probe 6 Aufreinigung 899 0,001% ca. 33 Viren (unspezifisch)
18,6

Probe 7 Aufreinigung 899 0,0001%  ca. 3,3 Viren

Probe 8 Aufreinigung 899 0,00001% ca. 0 Viren

Probe 9 Verdiinnung 899 in ca. 100.000 Viren 30,57

inakt. Serum 50%

Probe 10 Verdiinnung 899 5% ca. 10.000 Viren 30,28

Probe 11 Verdiinnung 899 0,5% ca. 1.000 Viren 32,34

Probe 12 Verdiinnung 899 0,05% ca. 100 Viren 34,96

Probe 13 Verdiinnung 899 0,005% ca. 10 Viren 37,03

Probe 14 Verdiinnung 899 0,0005% ca. 1 Vire (unspezifisch)
8,246

Probe 15 Verdiinnung 899 0,00005%  ca. 0 Viren (unspezifisch)
11,65

Probe 16 Verdiinnung 899 0,000005% ca. 0 Viren

Positiv Kontrolle
Positiv nach RT

Negativ Kontrolle
Negativ Kontrolle

899-Uberstand
Bekanntes RT- Produkt
Lysispuffer

Serum negativ Proband

ca. 1.330.000 Viren 17

Tabelle 4.15:

Real Time PCR Anti-HLA-DR+DP-+DQ Bindungsassay: Affinitdtsbindung versus
Verdiinnung von Serumhemmstoffen; MvP 899 Zellkulturiiberstand in ‘heat inacti-
vated“ Serum Verhélnis 1:9

36
34

32

30

28

@ Aufreinigung

~®-\erdlinnung

26 I
24

Cycle Threshold

22

20

\ \ \
2 3 4

Verdinnungsstufen 1 -5

Abbildung 4.14: Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Vergleich Affinitdtsbindungsverfahren

versus Verdiinnungsverfahren; MvP 899 Zellkulturiiberstand in ‘heat inactiva-
ted“ Serum Verhilnis 1:9
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finitdatsbindungsverfahrens war also bis zur Verdiinnung der Serumhemmstoffe 1:100 nach-
weisbar.

4.4.6 Betrachtung der RT-Aktivitdt in verschiedenen Tragermedien

In dem folgenden Experiment sollten die Auswirkungen von spezifischen und unspezifischen
Hemmstoffen, trotz der Durchfithrung des Aufreinigungsverfahrens auf den PERT-Assays
ndher untersucht werden. Blutserum bzw. Blutplasma enthélt Inhibitoren des PERT-
Assays. Diese Hemmstoffe sollen durch das Affinitatsbindungsverfahren Anti-HLA-DR+DP
+DQ Bindungsassay reduziert werden. Um die noch verbleibende Hemmung abzuschétzen
wurde MvP 899 Zellkulturiiberstand (Viruslast ca. 10® Viren/ml) in verschiedene Tréiger-
medien eingespickt. In diesen Trigermedien wurde eine Verdiinnungsreihe in 10er Verdiin-
nungsstufen angelegt. Die einzelnen Proben (Volumen 450 pl) wurden dann in den Anti-
HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay eingesetzt und anschliefend mit dem PERT-Assay auf
RT-Aktivitdt vermessen. Es wurde hierbei der CT bestimmt.
Als Trégermedien wurden verwendet:

1. R-10 Puffer: enthélt keine Hemmstoffe des PERT-Assays und besitzt optimierte Salz-
konzentrationen fiir den PERT-Assay

2. HIV negatives Serum: enthélt unspezifische Serumhemmstoffe des PERT-Assays

3. HIV positives Plasma (Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze): enthélt unspezifische
und spezifische Plasmahemmstoffe des PERT-Assays

Bei unvollstandiger Entfernung der Hemmstoffe aus dem Reaktionsansatz durch den
Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay wirken sich diese weiter hemmend auf den PERT-
Assay aus. R10-Puffer hemmt die RT-Aktivitéit bzw. den PERT-Assay nicht, HIV negatives
Serum miisste hemmend und HIV positives Plasma (Viruslast unterhalb des Nachweisgren-
ze) am stirksten hemmend wirken.

Idealerweise werden durch das Affinitdtsbindungsverfahren in jeder Probe die Inhibitoren
in dem gleichen Mafle aus dem Reaktionsansatz entfernt. Innerhalb eines Tragermediums
sollten die einzelnen Verdiinnungsstufen den CT also im Abstand von 3,3 Cyclen errei-
chen. Wird eine Virusmenge z.B.: 450.00 Viren, in unterschiedlichen Tradgermedien be-
trachtet, sollte zunéchst die Probe in R10-Puffer, dann diejenige in HIV negativen Serum
und schlieBlich diejenige in HIV positivem Plasma (Viruslast unterhalb Nachweisgrenze)
den CT erreichen.

Die Ergebnisse des Experiments werden in Tabelle [£.16] und Abbildung dargestellt.

Als Ergebnis des Versuchs konnte festgehalten werden, dass durch das entwickelte Af-
finitdtsbindungsverfahren Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay unspezifische und spe-
zifische Serum- bzw. Plasmahemmstoffe zwar reduziert wurden, jedoch noch weiter im
Reaktionsansatz vorhanden waren und den PERT-Assay hemmten. Unter optimalen Re-
aktionsbedingungen (Verdiinnungsreihe in R10 Puffer) wurde der CT der einzelnen Verdiin-
nungsstufen frither erreicht, als in den Vergleichsgruppen. In der graphischen Darstellung
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Sample Erlauterung Viruslast im Cycle
Name RT-Schritt Thresh-
old (CT)
Probe 1 899 in HIV neg. Serum 1. Verd. ca. 4.500.000 Viren 20,89
Probe 2 899 in HIV neg. Serum 2. Verd. ca. 450.000 Viren 24,52
Probe 3 899 in HIV neg. Serum 3. Verd. ca. 45.000 Viren 27,22
Probe 4 899 in HIV neg. Serum 4. Verd. ca. 4.500 Viren 30,59
Probe 5 899 in HIV neg. Serum 5. Verd. ca. 450 Viren 31,84
Probe 6 899 in HIV neg. Serum 6. Verd. ca. 45 Viren 32,64
Probe 7 899 in HIV pos. Plasma 1. Verd. ca. 4.500.000 Viren 25,44
Probe 8 899 in HIV pos. Plasma 2. Verd. ca. 450.000 Viren 26,72
Probe 9 899 in HIV pos. Plasma 3. Verd. ca. 45.000 Viren 29,54
Probe 10 899 in HIV pos. Plasma 4. Verd. ca. 4.500 Viren 31,43
Probe 11 899 in HIV pos. Plasma 5. Verd. ca. 450 Viren 32,07
Probe 12 899 in HIV pos. Plasma 6. Verd. ca. 45 Viren 31,91
Probe 13 899 in R10 Puffer 1. Verd. ca. 4.500.000 Viren 18,25
Probe 14 899 in R10 Puffer 2. Verd. ca. 450.000 Viren 19,42
Probe 15 899 in R10 Puffer 3. Verd. ca. 45.000 Viren 21,26
Probe 16 899 in R10 Puffer 4. Verd. ca. 4.500 Viren 24,66
Probe 17 899 in R10 Puffer 5. Verd. ca. 450 Viren 28,87
Probe 18 899 in R10 Puffer 6. Verd. ca. 45 Viren 30,21
Probe 19 Aufreinigung 899 Uberstand ca. 50.000.000 Viren 16,74

Negativ Kontrolle Serum negativ Proband 1

Negativ Kontrolle Serum negativ Proband 2

Positiv Kontrolle 899 Uberstand ca. 1330000 Viren 20,63
Negativ Kontrolle Lysispuffer

Positiv nach RT  bekanntes RT- Produkt

Tabelle 4.16: Real Time PCR Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Bestimmung der RT-
Aktivitdt anhand des CT in R10-Puffer, in HIV negativem Serum, in HIV positivem
Plasma
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Abbildung 4.15: Anti-HLA-DR+4DP+DQ Bindungsassay: Vergleich der RT-Aktivitdt anhand des
CT in R10-Puffer, in HIV negativem Serum, in HIV positivem Plasma
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(Abbildung ist der Graph in HIV negativen Serum gegeniiber R10-Puffer auf der
y-Achse nach oben verschoben, das bedeutet, das Serumhemmstoffe weiter aktiv waren
und den PERT-Assay hemmten. Der Graph in HIV positiven Plasma (Viruslast unterhalb
der Nachweisgrenze) ist gegeniiber HIV negativen Serum nochmals weiter auf der y-Achse
verschoben. Dies bedeutet, das auch spezifische Inhibitoren in den Proben weiter aktiv wa-
ren und den PERT-Assay zusétzlich hemmten. Die Hemmstoffe des PERT-Assays wurden
durch das Affinitdtsbindungsverfahren zwar reduziert, aber nicht vollstandig entfernt und
beeinflussten den PERT-Assay weiter negativ.



5 Diskussion

5.1 Einschrankungen des PERT-Assays: Nachweis von
RT-Aktivitat im Blutplasma

Der Nachweis von RT-Aktivitdt mit dem PERT-Assay unterliegt Limitierungen. Martin
Obermeier konnte in seiner Dissertation aus dem Jahre 2006 RT-Aktivitdt in Blutplas-
ma HIV negativer Patienten, dem Virus aus Zellkultur hinzugefiigt wurde, detektieren
(Obermeier, [2006). Es wurde hierbei das von Garcia-Lerma (1998) fiir den Amp-RT Assay
beschriebenen Verfahren verwendet. In diesem Protokoll wurden 2 pl Plasma direkt in den
RT-Schritt des PERT-Assays eingesetzt. Es gelang so, umgerechnet 20 Viren im Reakti-
onsansatz zu detektieren, dies entspricht bei einem Plasmaeinsatz von 2 pul einer Viruslast
von 10* Viren/ml. Aus Plasma HIV positiver, therapierter Patienten konnte mit diesem
Verfahren, trotz Viruslasten bis 10° Viren/ml, keine RT-Aktivitit gemessen werden.

Griinde fiir den schwierigen Nachweis von RT-Aktivitdt aus Plasma infizierter Patienten
sind Hemmstoffe. Mogliche Inhibitoren des PERT-Assays bzw. der reversen Transkriptase
sind antiretrovirale Medikation im Plasma therapierter Patienten, RNA bindende Proteine
oder Antikorper gegen die reverse Transkriptase.

Im Rahmen dieser Disseration wurden Verfahren fiir HIV sondiert, die es ermdglichen,
HIV aus Plasma infizierter Patienten aufzureinigen und die Aktivitdt der RT des Vi-
rus mit dem PERT-Assay zu messen. Es konnte hierbei nicht auf bestehende Verfahren
zuriickgegriffen werden. Es wurden verschiedene Verfahren zur Affinitdtsbindung entwor-
fen und getestet. In der Diskussion werden im ersten Teil die einzelne Verfahren kri-
tisch diskutiert, im zweiten Teil werden vorbeschriebene Aufreinigungsverfahren vorgestellt
und mit dem hier Entwickelten verglichen. Im dritten Teil soll auf Storfaktoren des Affi-
nitdtsverfahrens und mogliche Anwendungsgebiete eingegangen werden.

5.2 Entworfene und Getestete Verfahren zur
Affintatsbindung

5.2.1 Raji-Zellmembran Assay

Angelehnt an ein von [Zhou und Montefiori (1996)) beschriebenes Verfahren wurde der Ver-
such unternommen, HIV iiber Komplementrezeptoren an eine feste Phase zu binden. [Zhou
und Montefiori (1996]) beschrieben eine Versuchsanordnung, bei der sie Immunkomplexe
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bestehend aus HIV, Antikérper und Komplement, in einer 96 Well Platte an einen rekom-
binanten CR (CR1) banden. Die Bindung des Virus wurde durch Messung von p24 Antigen
verifiziert.

Raji-Zellen (B-Zell-Lymphom Linie) exprimieren auf ihrer Oberfliche CR, unter anderem
den CR2 CD21. Die Bindung von Immunkomplexen bestehend aus HIV, Antikérper und
Komplement an CR2 wurde ebenfalls von Montetfiori et al.| (1992)) beschrieben.

Im Raji-Zellmembran Assay untersuchten wir zunéchst die Moglichkeit, HIV aus der
Zellkultur (HIV-Dauerkultur MvP 899) in Gegenwart von Komplement an vorpréparierte
Raji-Zellmembranen zu binden und anschlieend eine RT-Aktivitdt mit dem PERT- Assay
zu detektieren. In jedem dieser Versuche wies diejenige Negativ Kontrolle, die Raji-Zell-
membranen enthielt, eine reverse Transkriptase Aktivitat auf. Raji-Zellmembranen wurden
daraufhin auf ihre Féhigkeit hin untersucht, ein RNA-Template ohne Zugabe einer exoge-
nen RT revers zu transkribieren. Raji-Zellmembranen zeigten deutlich eine eigensténdige
RT-Aktivitdat. Dem Ursprung dieser RT-Aktivitdt wurde im Rahmen dieser Dissertation
nicht weiter nachgegangen. Diskutiert werden kann eine RT-Aktivitat zelluldrer membran-
gebundener Polymerasen (Franklin et al.; 2004) und Telomerasen, sowie eine eigensténdige
RT.

Zusammenfassend zeigte sich, das durch Nachweis einer RT-Aktivitdt mit dem Raji-
Zellmembran Assay keine Aussage gemacht werden konnte, ob eine Bindung des Virus an
CR2 stattgefunden hatte. Der PERT-Assay misst die Aktivitédt der reversen Transkrip-
tion, er kann diese Aktivitdt aber nicht nach ihrem Ursprung differenzieren. Durch den
Nachweis der endogenen RT-Aktivitdt von Raji-Zellmembranen erscheint dieses Verfah-
ren zur Affinitdtsbindung im Zusammenhang mit einer phéanotypischen Resistenztestung
ungeeignet.

5.2.2 Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay

5.2.2.1 HIV Zellkulturiiberstand in verschiedenen Tragermedien

Protein-A ist ein Zellwandprotein des Bakteriums Staphylococcus aureus, das Molekular-
gewicht betragt 35-50 kDA. Protein-A bindet spezifisch den Fc-Teil von IgG verschiedener
Saugetierspezies. Die Bindungskapazitéit von Protein-A Agarose fiir Antikorper der Klas-
se IgG betriagt 10-20mg/ml. Protein-A Agarose, gecoated mit Anti-C3d Antikorpern der
Klasse IgG, wurde als feste Phase fiir ein Affinitédtsbindungsverfahren von HIV verwendet.
Die Ergebnisse dieses Versuchsaufbaus erschienen inhomogen. MvP 899 Zellkulturiiber-
stand wurde in verschiedene Tragermedien eingespeist. Diese Tragermedien enthielten die,
fiir das Affinitétsbindungsverfahren notwendigen Komplementfaktoren. Als Trigermedien
dienten Human Complement Serum, HIV negatives Serum und Hitze inaktiviertes Se-
rum eines HIV negativen Probanden. Eine RT-Aktivitdt konnte im Anschluss an den
Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay durch den PERT-Assay detektiert werden.
Alle verwendeten Tragermedien waren HIV negativ, das heifit sie enthielten keine spezi-
fischen Serumhemmstoffe. In diesem Versuchsaufbau schwankte die untere Nachweisgrenze
fiir HIV zwischen 100 Viren/ml und 100.000 Viren/ml. Im Mittel lag sie bei ca. 10.000
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Viren/ml. Aufgrund der geringen Fallzahl der Versuche wurde auf eine statistische Auswer-
tung verzichtet. Einschrankend muss weiter hinzugefiigt werden, dass nach Inkubation des
Virus mit dem Trigermedium eine Verdiinnungsreihe in 0,9% NaCl angelegt wurde. Die
unspezifischen Serumhemmstoffe wurden also aus dem Reaktionsansatz herausverdiinnt
und beeinflussten den PERT-Assay mit zunehmender Verdiinnung in immer geringeren
Mafe.

Insofern konnte mit dem Komplement-HIV-Agarose Bindungsassay hinsichtlich der Sen-
sitivitdt in HIV negativen Serum keine Verbesserung gegeniiber dem direkten Einsatz von
Plasma in den PERT-Assay (Obermeier, |2006) erzielt werden.

5.2.2.2 Nachweis von RT-Aktivitat in Patientenplasma

Es wurden zwei Plasmen von HIV positiven Patienten auf RT-Aktivitdt hin untersucht.
Die Viruslast der Plasmen war bekannt. Plasma 1 wies eine Viruslast >100.000 Viren/ml,
Plasma 2 eine Viruslast von >10.000 Viren/ml auf. Beide Plasmen wurden direkt und
nach Zugabe von externen Komplement (Human Complement Serum) in das Affinitéts-
bindungsverfahren eingesetzt. Es wurden 200 ul Plasma, also ca. 20.000 Viren (Plasma 1)
und 2.000 Viren (Plasma 2) verarbeitet. In beiden Plasmen lie sich mit und ohne Zugabe
von externen Komplement eine RT-Aktivitat mit dem PERT-Assay nachweisen.

Es ist mit diesem Verfahren erstmals gelungen, RT-Aktivitat direkt aus Patientenmate-
rial mit dem PERT-Assay nachzuweisen.

5.2.2.3 Einschrankungen des Komplement-HIV-Agarose Bindungsassays

Im Rahmen der Erprobung des Komplement-HIV-Agarose Bindungsassays zur Aufreini-
gung von HIV wurden einige Probleme des Versuchsaufbaus deutlich.

Protein-A Agarose zur Verwendung als feste Phase ist relativ kostengiinstig und weist
eine hohe Bindungskapazitét fiir Antikorper der IgG Klasse (Bindungskapazitiat 10-20mg
IgG/ml) auf. Zum vollsténdigen Coating der Protein-A Agarose waren hohe Antikorper-
mengen notig. Die Bindung der Antikorper ist spezifisch fiir IgG. Dies bedeutet, dass bei
unvollsténdigem Coating mit Anti-C3d Antikérpern korpereigene Antikorper gebunden
werden konnen. In HIV positivem Plasma ist so unter Umsténden auch die Bindung von
Antikorpern moglich, die die RT-Aktivitdt negativ beeinflussen. Die Aufreinigung iiber C3d
birgt zudem die Gefahr, dass von Komplement opsonierte Viren und Bakterien ebenfalls
gebunden werden und unter Umstédnden zu falsch positiven Ergebnissen fithren.

Bei detaillierter Betrachtung der einzelnen Versuche zeigten sich weitere Schwierigkeiten.
Die Virusverluste durch Waschung erschienen relativ hoch. Der Waschpuffer wurde nach
jeder Waschung asserviert und mittels PERT-Assay auf RT-Aktivitdt hin untersucht. Es
lie sich nach jeder Waschung im Asservat RT-Aktivitdt nachweisen. Dieses Phénomen
kann durch folgende Hypothesen erklért werden:

e Die Antigen-Antikorper Bindung iiber Komplement an die feste Phase war unvoll-
standig.
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e Nur ein Teil der Viren war von Komplement umbhiillt.

e Durch den Waschschritt mit Zentrifugation und Dekantierung wurden die Viren aus
ihrer Bindung herausgelost.

e Das Verhiltnis gebundenes Virus zu geléstem Virus stand in einem stabilen Gleich-
gewicht, sodass sich nach Dekantieren und anschliefender Zugabe des Waschpuffers
sich das Konzentrationsverhéltnis wieder neu einstellte.

Eine weitere Schwierigkeit dieses Versuchsaufbaus lag in der aufwéndigen Verarbeitung
der Proben. So mussten die Proben in allen Verfahrensschritten handisch bearbeitet wer-
den. Die Trennung von Uberstand und Protein-A Agarose in den Waschschritten erfolgte
per Hand. Bei ungenauem Arbeiten verblieb eine Fliissigkeitssidule iiber der Protein-A
Agarose zuriick; oder aber bei dem Versuch der sehr genauen Trennung wurde Protein-A
Agarose mit in die Pipette aufgenommen.

5.2.3 Anti-HLA-DR Bindungsassay

Der Anti-HLA-DR Bindungsassay war eine Weiterentwicklung des Komplement-HIV-Aga-
rose Bindungsassays. Die Verwendung von Dynabeads Pan Mouse IgG (binden spezifisch
Miuse IgG) hatte gegeniiber der Protein-A Agarose Vorteile. Da die Dynabeads Pan Mou-
se IgG sperzifisch fiir in Méusen produzierte IgG Antikorper sind, wurde die Bindung
korpereigener Antikorper an die feste Phase unterbunden. In Menschen gebildete An-
tikorper, die ggf. mit dem PERT-Assay interferieren, sollten so durch Waschung vollstandig
aus dem Reaktionsansatz entfernt werden kénnen. Weiter war durch Verwendung der Dy-
nabeads eine schérfere Trennung zwischen fester Phase und Fliissigkeitssdule beim Dekan-
tieren in den Waschschritten moglich.

Als Angriffspunkt fiir das Aufreinigungsverfahren dienten HLA-DR Proteine auf der
Oberfliche von HIV. Dadurch sollte in zellfreien Proben die unspezifische Bindung von
durch Komplement opsonierte Viren und Bakterien minimiert werden.

Eine Bindung des Virus iiber HLA-DR erschien weiterhin giinstiger, da HLA-DR Pro-
teine direkt in der Virushiille inkoperiert sind (Saarloos et al., [1997) und somit das Virus
iiber Antikorper gegen HLA-DR direkt an die feste Phase gebunden wird. Bei Bindung
iiber Komplement ist die Bindung zusétzlich abhéngig von der Aktivitat des Komplement-
systems und von der Intensitit der Bindung zwischen HIV und Komplement.

5.2.3.1 Aufreinigung von MvP 899 Zellkulturiiberstand in Abwesenheit von
Plasmahemmstoffen

Der Nachweis von RT-Aktivitat aus MVP 899 Zellkulturiiberstand in 0,9% NaCl konnte mit
dem Anti-HLA-DR Bindungsassay gefiihrt werden. Es scheint also grundsétzlich moglich,
HIV iiber Antikorper gegen HLA-DR Proteine an eine feste Phase zu binden.

Die untere Nachweisgrenze fiir RT-Aktivitdt lag in dem exemplarisch vorgestellten Expe-
riment bei 3.750 Viren. Werden alle durchgefiihrten Versuche betrachtet, zeigte sich, dass
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der Anti-HLA-DR Bindungsassay wenig stabil ist, und starken Schwankungen in Bezug auf
Sensitivitdt unterworfen ist. In zwei Versuchen konnte innerhalb einer Verdiinnungsreihe
eine RT-Aktivitdt bei hoher Viruslast nicht, hingegen bei niedrigeren Viruslasten noch
nachgewiesen werden. Diese Storanfilligkeit kann auf der einen Seite durch die geringe Au-
tomatisierung erklart werden, auf der anderen Seite besteht noch weiterer Optimierungs-
bedarf in den Reaktionbedingungen des Affinitdtsbindungsverfahrens, z. B.: Optimierung
des Puffers bei Bindung der Antikérper an die feste Phase, Optimierung des Waschpuffers.

Diesen Fragestellungen wurde in der Weiterentwicklung des Verfahrens Anti-HLA-DR+
DP+DQ Bindungsassay) nachgegangen.

5.2.4 Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay

Im Zuge der kontinuierlichen Weiterentwicklung des Affinitédtsbindungsverfahrens wurde
die Zielstruktur auf HIV fiir eine Antigen-Antikérperbindung auf die gesamte Klasse der
HLA 2 Proteine ausgeweitet. Grundlage hierfiir ist die Inkorporation von HLA 2 Proteinen
der Wirtszelle in die Hiillmembran von HIV beim budding aus der Wirtszelle (Trubey
et al., |2003)). Neben HLA-DR werden auch in geringerem Umfang HLA-DP und HLA-DQ
in die Hiillmembran von HIV aufgenommen.

Zur Optimierung der Bindungsbedingungen der Antikérper wurde in Riicksprache mit
der Fa. Dynal (Hersteller der Dynabeads Pan Mouse IgG) eine Umstellung auf PBS+0,1%
BSA pH7,4 Puffer als Bindungspuffer (Coating der Dynabeads Pan Mouse IgG mit An-
tikorper gegen HLA-DR+DP+DQ) und Waschpuffer vorgenommen.

5.2.4.1 RT-Aktivitdt in HIV negativem Serum

MvP 899 Zellkulturiiberstand wurde in HIV negatives Serum eingespeist. Es wurde eine
Verdiinnungsreihe in HIV negativem Serum angelegt. Die RT-Aktivitat wurde im Anschluss
an das Aufreinigungsverfahren mit dem PERT-Assay gemessen. Die untere Nachweisgrenze
schwankte zwischen 4.500 Viren (10.000 Viren/ml) und 45 Viren (100 Viren/ml). Im Mittel
lag die untere Nachweisgrenze rechnerisch bei 2.648 Viren.

Martin Obermeier setzte, im Rahmen seiner Dissertation (Obermeier, 2006), Viren in
HIV negativen Plasma direkt in den PERT-Assay ein. Analog zu dem von |Garcia-Lerma
et al. (1998) fiir den Amp-RT Assay beschriebenen Verfahren wurden 2 ul Plasma direkt
in den RT-Schritt des PERT-Assays eingesetzt. Die untere Nachweisgrenze lag absolut bei
20 Viruspartikeln pro Probe; dies entsprach bei einem Einsatz von 2 ul einer Viruslast von
10.000 Viren/ml.

In dem hier beschriebenen Versuchsautbau wurde der Anti-HLA-DR+DP+DQ Bin-
dungsassay dem PERT-Assay vorangestellt. Durch Vorschalten des Anti-HLA-DR+DP+
DQ Bindungsassays lag die untere Nachweisgrenze von RT-Aktivitéat, trotz Virusverlusten
durch Waschschritte, zumindest im Bereich der direkten Messung durch den PERT-Assay.
In einzelnen Versuchen konnte die untere Nachweisgrenze bis auf 100 Viren/ml gedriickt
werden. Diese sehr tief liegende Grenze konnte aber nicht in jedem Versuch repliziert wer-
den.
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5.2.4.2 Nachweis von RT-Aktivitat aus Patientenmaterial

Derzeit werden iiberwiegend drei Verfahren zum Nachweis von RT-Aktivitdt aus Patien-
tenmaterial verwendet.

Garcia-Lerma et al.| (1998) stellten ein Verfahren vor, bei dem 2 ul Plasma direkt in den
RT-Schritt des Amp-RT Assays eingesetzt wurden. Es wurden 50 Plasmen von Patienten
mit bekannter HIV Infektion vermessen, in 38 Plasmen (76%) war eine RT-Aktivitdt nach-
weisbar. Als untere Nachweisgrenze fiir dieses Protokoll wurden 1.000 Viren/ml angegeben.
Dies entspricht bei einem Einsatz von 2 ul in den Reaktionsansatz einer Menge von 2 Vi-
ren. Einzelne Proben mit zum Teil hoherer Viruslast (z. B.: 6900 Viren/ml) zeigten jedoch
keine RT-Aktivitdt. Diese Daten konnten fiir den PERT-Assay durch unsere Arbeitsgrup-
pe nicht repliziert werden. Bei direktem Einsatz von 2 pl Plasma in den RT-Schritt des
PERT-Assays gelang es trotz Viruslasten bis 100.000 Viren/ml nicht, RT-Aktivitéit nach-
zuweisen (Obermeier, [2006). Als Ursache hierfiir wurde unter anderem die 10fach langere
Schreiblénge im RT-Schritt des PERT-Assays im Vergleich zum Amp-RT Assay und damit
die hohere Empfindlichkeit gegeniiber Inhibitoren diskutiert (Obermeier, |2006).

Boni et al.| (1996) und |Garcia-Lerma et al. (1999) fithrten ihre Messungen zur RT-
Aktivitdt aus Patientenplasma nach Ultrazentifugation des Plasmas durch. Es wurden un-
tere Nachweisgrenzen von ca. 500 Viren/ml ermittelt. Diese Verfahren erscheinen allerdings
aufgrund des hohen Arbeitsaufwandes sowie aufgrund der teuren Gefafle fiir die Ulterazen-
trifugation fiir den Routinebetrieb ungeeignet. Zudem miisste ein Bio-Sicherheitslabor der
Klasse 3** mit Ultrazentrifugationseinheit gestellt werden. Eine weitere Schwierigkeit liegt
in dem Risiko des Probenverlustes. Nach Ultrazentrifugation muss ein, fiir das menschliche
Auge nicht sichtbares Virenpellet in Lysispuffer aufgenommen werden.

Ein bereits kommerziell erhéltliches Verfahren zum Nachweis von RT-Aktivitéit aus Pati-
entenmaterial bietet die Firma CAVIDI (ExaVir, Cavidi Tech-AB, Uppsala; Schweden) an.
In diesem Verfahren wird Plasma HIV infizierter Personen zunéchst mit einem Sulfhydryl
reakiven Agens inkubiert, um endogene Polymerasen zu inaktivieren. AnschlieBend werden
die Proben an einem anionischen lonenaustauschmedium immobilisiert und Hemmstoffe
der RT durch Waschung entfernt. Der Nachweis einer RT-Aktivitéit in diesem Verfahren er-
folgt mit einem konventionellen RT-Assay. In einer von Braun et al.| (2003) durchgefiihrten
Studie wurden mit diesem Verfahren 322 Plasmaproben HIV positiver Patienten auf RT-
Aktivitdt untersucht. In 70% der Plasmaproben konnte RT-Aktivitdt nachgewiesen werden.
In Proben mit einer Viruslast unter 50 Viren/ml konnte zu 14% , in Proben mit einer Virus-
last zwischen 50-10.000 Viren/ml zu 48%, in Proben mit einer Viruslast zwischen 12.500-
63.000 Viren/ml zu 96% und in Proben mit einer Viruslast zwischen 79.000-5.000.000
Viren/ml zu 100% RT-Aktivitdt nachgewiesen werden.

Mit dem, im Rahmen dieser Dissertation entwickelten Aufreinigungsverfahrens Anti-
HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay, untersuchten wir Serum/Plasma HIV positiver Pati-
enten mit einer erwarteten Viruslast >1.000 Viren/ml auf RT-Aktivitét.

Es wurden 23 Patientenplasmen mit dem Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay auf
RT-Aktivitdt hin vermessen. In 11 Fallen (47,8%) konnte eine RT-Aktivitéit festgestellt
werden. 2 Plasmen (8,7%) waren fraglich positiv, das heifit in der RealTime PCR erreich-
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ten sie den CT nicht, in der Agarosegel-Elektrophorese der PCR-Produkte war aber eine
spezifische Bande nachweisbar. In 10 Patientenplasmen (43,5%) war kein spezifisches Signal
detektierbar.

Insgesamt wurden 7 Seren HIV positiver Patienten mit einer erwarteten Viruslast von
> 1.000 Viren/ml vermessen. In 3 Fillen (42,9%) konnte eine RT-Aktivitit festgestellt
werden. Ein Serum (14,3%) war fraglich positiv, das heifit in der RealTime PCR erreichte
es den CT nicht, in der Agarosegel-Elektrophorese der PCR-Produkte liefl sich jedoch
eine spezifische Bande nachweisen. In 3 Patientenseren (42,9%) war keine RT-Aktivitét
detektierbar.

Ein genauer Vergleich zwischen den Daten von Braun et al.| (2003) und unseren Ergeb-
nissen ist nicht moglich, da die genaue Viruslast der meisten, von uns untersuchten Proben
nicht bekannt war. Das Material wurde iiberwiegend von der HIV Ambulanz der LMU zur
Verfiigung gestellt. Die dortigen Arzte stellten Blutproben zur Verfiigung, bei denen sie
aufgrund von Voruntersuchungen vermuteten, dass die Viruslast iiber 1000 Viren/ml lége.
Eine genaue Bestimmung wurde nicht vorgenommen.

Durch Voranstellung des Affinitdtsbindungsverfahrens Anti-HLA-DR+DP+D(Q Bin-
dungsassay konnte in unserer Arbeitsgruppe erstmals RT-Aktivitdt direkt aus Patienten-
material mit dem PERT-Assay detektiert werden.

Die Bearbeitungszeit der eingegangenen Proben mit dem Anti-HLA-DR+DP+DQ Bin-
dungsassay und PERT-Assay betrug ca. 2 Arbeitstage.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die grundsétzlichen Entwicklung eines Affinitéts-
bindungsverfahrens durchgefithrt. Um weitergehende Aussagen hinsichtlich Sensitivitét
und Spezifitdt des Verfahrens tétigen zu konnen, sollte sicherlich eine Vermessung von
Patientenplasmen mit geniigend hoher Fallzahl und bekannten Viruslasten vorgenommen
werden.

5.2.4.3 Affinitatsbindungsverfahren versus Verdiinnung von Inhibitoren des
PERT-Assays

Mit diesem Versuchsaufbau wurde das Affinitédtsbindungsverfahren mit dem Herausver-
diinnen der Serum-/Plasmahemmstoffen verglichen. Ein Vorteil des Affinitatsbindungsver-
fahrens ist, dass das gesamte Aliquotvolumen (hier: 500 ul) zur RT-Aktivitdtsmessung
herangezogen werden konnte. Viren aus 500 ul Aliquot wurden in 30 ul Lysispuffer inak-
tiviert. Theoretisch miisste also eine Anreicherung der Viren stattgefunden haben. Dem
gegeniiber stehen allerdings Virusverluste durch die einzelnen Waschschritte. Ein weiterer
Vorteil dieses Verfahrens ist, dass durch die vollstandige Aufnahme der Viren in Lysispuf-
fer die Salzkonzentrationen im Reaktionsansatz fiir den PERT-Assays optimiert werden
konnten.

Theoretisch miisste das Verdiinnungsverfahren gegeniiber dem Affinitatsbindungsverfah-
ren eine Reihe von Nachteilen aufweisen. Durch das Verdiinnungverfahren konnte nur ein
Teil der Viren aus dem zu vermessenden Aliquot in den PERT-Assay eingebracht werden.
Je groBer der Anteil von Plasma/Serum im Reaktionsansatz des PERT-Assay, desto mehr
Proteine denaturieren im RT-Schritt. Dies kann zu einem vollstédndigen Gelieren des Reak-
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tionsansatzes fithren und damit eine Amplifikation in der PCR unméglich machen. Durch
direktes Einbringen des Plasmas/Serums in den RT-Schritt des PERT-Assays konnten die
Salzkonzentrationen fiir den PERT-Assays nicht optimal eingestellt werden.

Die weitere Diskussion iiber die positiven und negativen Auswirkungen des Aufreini-
gungsverfahrens gegeniiber des Verdiinnungsverfahrens wird anhand der einzelnen Versu-
che gefiihrt.

HIV Zellkulturiiberstand in HIV negativen Serum Verhiltnis 1:9

HIV negatives Serum enthélt unspezifische Hemmstoffe des PERT-Assays.
Solche unspezifischen Inhibitoren und Stoérfaktoren sind unter anderem:

e RNA-bindende Proteine.

e Hohe Eiweilkonzentrationen, die im RT-Schritt denaturieren und zu einem Gelieren
des Reaktionsansatzes fithren kénnen.

e Nicht fiir den PERT-Assay optimierte Salzkonzentrationen.

e Zelluldre Polymerasen und Telomerasen mit intrinsischer RT-Aktivitét, die zu falsch
positiven Ergebnissen fithren kénnen

MvP 899 Zellkulturiiberstand wurdein HIV negatives Serum eingespickt. Ein Aliquot
wurde dem Aufreinigungsverfahren unterzogen, aus dem anderen Aliquot wurde die RT-
Aktivitat direkt bestimmt.

Die Diskussion und Interpretation wird anhand der im Kapitel |4.4.5.1| dargestellten Mes-
sergebnisse exemplarisch gefiihrt.
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Abbildung 5.1: Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Vergleich des CT zur Bestimmung der
RT-Aktivitat im Affinitdtsbindungsverfahren versus Verdiinnungsverfahren; MvP
899 Zellkulturiiberstand in HIV negativem Serum Verhéltnis 1:9

In der Abbildung[5.1]wird der CT in Abhéngigkeit von der Verdiinnungsstufe dargestellt.
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Der blaue (helle) Graph stellt das Verhalten der RT-Aktivitéit desjenigen Aliquots dar,
dass mit dem Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay aufgereinigt wurde. Anschliefend
wurde eine Verdiinnungsreihe angelegt und die RT-Aktivitdt mit dem PERT-Assay be-
stimmt.

Der rote (dunkle) Graph stellt das Verhalten der RT-Aktivitdt desjenigen Aliquots dar,
aus dem die Seruminhibitoren in R10-Puffer herausverdiinnt wurden.

Der Abstand ohne Inhibition durch Serumhemmstoffe miisste, zwischen den einzelnen
Verdiinnungsstufen innerhalb einer Verdiinnungsreihe, theoretisch 3,3 PCR-Zyklen betra-
gen (Verdoppelung der DNA Menge nach jedem Zyklus, das heifit Verzehnfachung nach
3,3 Zyklen).

Bei Betrachtung der Messergebnisse des Affinitédtsbindungsverfahrens erreichte Verdiin-
nungsstufe 1 den Cut Off nach 25,13, Verdiinnungsstufe 2 nach 27,92, Verdiinnungsstufe 3
nach 31,41, Verdiinnungsstufe 4 nach 34,89 und Verdiinnungsstufe 5 nach 37,3 Zyklen.

Der Abstand zwischen Verdiinnungsstufe 1 und Verdiinnungsstufe 2 betrug 2,79 Zy-
klen. Eine Erkldrung fiir den geringen Abstand ist, dass in Verdiinnungsstufe 1 Serum-
hemmstoffe noch in hoéherer Konzentration vorhanden waren. Durch das Anlegen der
Verdiinnungsreihe in R10-Puffer werden Seruminhibitoren zunehmend aus dem Reakti-
onsansatz herausverdiinnt. Enthilt Verdiinnungsstufe 1 noch 100% Hemmstoffe, so sind
in Verdiinnungsstufe 2 noch 10% Hemmstoffe vorhanden. Der PERT-Assay wurde also in
Verdiinnungsstufe 2 weniger gehemmt, der Abstand zwischen den Proben war demzufolge
geringer als 3,3 Zyklen.

Die darauf folgenden Verdiinnungsstufen wiesen in etwa einen Abstand von ca. 3,3 Zyklen
auf. Dies spricht dafiir, dass unspezifische Serumhemmstoffe kaum mehr ins Gewicht fallen.

Bei Betrachtung der Messergebnisse fiir das ,, Verdiinnungsverfahren® erreichte Verdiin-
nungsstufe 1 den Cut Off nach 31,99, Verdiinnungsstufe 2 nach 30,16, Verdiinnungsstufe
3 nach 31,71 und Verdiinnungsstufe 4 nach 35,6 Zyklen. Die einzelnen Verdiinnungsstufen
sollten den CT bei abnehmender Viruslast im Abstand von 3,3 Zyklen erreichen; wobei
Verdiinnungsstufe 1 mit der hochsten Viruslast den CT als Erstes erreichen sollte. Dies
war nicht der Fall, der Einfluss von Storfaktoren des PERT-Assays schien zu intensiv zu
sein. Trotz zunehmender Verdiinnung der Serumhemmestoffe wurde der PERT-Assay in den
ersten 3 Verdiinnungsstufen noch derart inhibiert das sich der CT kaum unterschied. Erst
zwischen Verdiinnungsstufe 3 und Verdiinnungsstufe 4 betrug der Abstand 3,9 Zyklen. An-
ders ausgedriickt bedeutete dies, dass nach 3 Verdiinnungschritten, also einer Verdiinnung
der unspezifischen Serumhemmstoffe um den Faktor 1.000, der PERT-Assay kaum mehr
messbar negativ beeinflusst wurde. Der Graph nahm ab hier den theoretisch zu erwarten-
den Verlauf an.

Werden die beiden Graphen nun untereinander verglichen, wird der positive Einfluss des
Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassays deutlich. Der blaue (helle) Graph (Aufreinigung)
erreicht den CT in Verdiinnungsstufe 1 nach 25,13 Zyklen, der rote (dunkle) Graph nach
31,99 Zyklen. Der Abstand zwischen beiden Proben betrug 6,86 Zyklen. Durch das Auf-
reinigungsverfahren wurden die unspezifischen Serumhemmstoffe soweit abgereichert, dass
der CT 6,86 Zyklen frither erreicht wurde. Dies entspricht umgerechnet etwa dem Faktor
100 an Viruslast.
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Mit zunehmender Verdiinnung néherten sich die beide Graphen an. In der 2. Verdiin-
nungsstufe betrug der Abstand 2,24 Zyklen. Zwischen Verdiinnungsstufe 1 und Verdiin-
nungsstufe 2 wurden unspezifische Serumhemmstoffen um den Faktor 10 herausverdiinnt
und beeinflussten den PERT-Assay in geringerem Mafe.

Ab Verdiinnungsstufe 3 verliefen die beiden Graphen nahezu gleich. Dies bedeutet,
dass der positive Effekt des Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassays nach 100 facher
Verdiinnung ausgeglichen war. Durch die Moglichkeit mit dem Anti-HLA-DR+DP+DQ
Bindungsassay dem PERT-Assay groflere Virusmengen zur Verfiigung zu stellen, kann
das Messergebnis nicht ausreichend erkldrt werden. Selbst wenn es durch die Wasch-
schritte zu keinerlei Virusverlust kommen wiirde, kénnte der Abstand von 6,86 Zyklen
in Verdiinnungsstufe 1 nicht alleine darauf zuriickgefiihrt werden. Die unspezifischen Se-
rumhemmestoffe des PERT-Assays miissen also durch das Aufreinigungsverfahren zum Teil
aus dem Reaktionsansatz entfernt worden sein.

HIV Zellkulturiiberstand in HIV negativen Serum Verhaltnis 9:1

Im vorausgegangenen Versuch (Seite ) betrug der Serumanteil des zu untersuchenden
Materials 90%. Es wurde in der Diskussion dargestellt, dass das Affinitdtsbindungsver-
fahren eine Abreicherung der unspezifischen Serumhemmstoffe erméglicht. Der positive
Effekt des Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassays war bis zur 100fachen Verdiinnung
der unspezifischen Serumhemmstoffe sichtbar.

Der Serumanteil der Ausgangsaliquots in diesem Versuch betrug 10%. Legt man die Be-
obachtungen des Vorversuch (HIV Zellkulturiiberstand in HIV negativen Serum Verhéltnis
1:9; Anteil der unspezifischen Serumhemmstoffe im Ausgangsmaterial 10 fach hoher) zu-
grunde, kann erwartet werden, dass der positive Effekt des Bindungsassays bis zu Verdiin-
nungsstufe 2 reicht.

Tatséchlich schien bei Analyse der Messergebnisse das Voranstellen des Anti-HLA-DR-+
DP+DQ Bindungsassays bei einem Serumanteil von 10% im Ausgangsmaterial kaum Vor-
teile gegeniiber dem Herausverdiinnen von Serumhemmstoffe zu besitzen.

In Abbildung wird der CT in Abhéngigkeit von der Verdiinnungsstufe dargestellt.

In dem exeplarisch dargestellten Versuch unterschieden sich beide Graphen kaum. Le-
diglich direkt aus dem Ausgangsaliquot war im Verdiinnungsverfahren keine RT-Aktivitit
messbar. Dies kann am ehesten durch Gelieren des Reaktionsansatzes im RT-Schritt des
PERT-Assays bei hoher Eiweilkonzentration erkliart werden. Erst ab Verdiinnungsstufe
2, also nach einer Reduktion der Serumhemmstoffe durch Verdiinnung um den Faktor 10
war eine RT-Aktivitit mit dem PERT-Assay nachweisbar. Ab Verdiinnungsstufe 2 war
kein Unterschied zwischen den Proben, die den Bindungsassay durchlaufen haben und den
Proben aus denen die Serumhemmstoffe nur herausverdiinnt wurden, hinsichtlich ihrer
RT-Aktivitdt erkennbar. Bei erneuter Durchfithrung des Versuchs war eine RT-Aktivitéit
mit beiden Methoden in allen Verdiinnungsstufen nachweisbar. Bei einem Serumanteil von
10% im Probenmaterial wirkte sich der hemmende Effekt der unspezifischen Seruminhi-
bitoren also nicht in dem Mafle negativ auf den PERT-Assay aus, als dass die Abreiche-
rung der Serumhemmstoffe durch das Affinitétsbindungsverfahren gegeniiber dem Stan-
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Abbildung 5.2: Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Vergleich des CT zur Bestimmung der
RT-Aktivitat im Affinitdtsbindungsverfahren versus Verdiinnungsverfahren; MvP
899 Zellkulturiiberstand in HIV negativem Serum Verhéltnis 9: 1

dartverdiinnungsverfahren signifikante Vorteile aufwies.

HIV Zellkulturiiberstand in HIV positiven Plasma Verhaltnis 1:9

Dieser Versuch stellte eine weitere Annédhrung an die Situation im Patientenmaterial dar.
HIV positives Plasma enthélt neben unspezifischen Hemmstoffen, spezifische Hemmstoffe
des PERT-Assays.

Solche spezifischen Inhibitoren und Storfaktoren sind unter anderem:
e Antikorper gegen die Untereinheiten der RT p51 und p66.
e Bei therapierten Patienten: Virostatika mit Zielstrukur RT.

MVP 899 Zellkulturiiberstand wurde in HIV positives Plasma eingespeist. Ein Aliquot
wurde in das Affinitdtsbindungsverfahren eingesetzt, das Andere wurde mit dem Standart-
veriinnungsverfahren verarbeitet.

Die Diskussion und Interpretation der Messergebnisse wird exemplarisch an einem re-
presentativen Versuch gefiihrt.

In der Abbildung[5.3|wird der CT in Abhéngigkeit von der Verdiinnungsstufe dargestellt.

Der blaue (helle) Graph stellt den CT desjenigen Aliquots in Abhéngigkeit von der
Verdiinnungsstufe dar, dass mit dem Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay aufgereinigt
wurde.

Wird das Verhalten der Proben betrachtet, die das Affinitatsbindungsverfahren durch-
laufen haben, so erreichte Verdiinnungsstufe 1 den CT nach 30,45, Verdiinnungsstufe 2 nach
31,14, Verdiinnungsstufe 3 nach 33,08, Verdiinnungsstufe 4 nach 34,78, Verdiinnungsstufe
5 nach 35,58 Zyklen und Verdiinnungsstufe 6 nach 37,69 Zyklen. Der Abstand zwischen
den einzelnen Verdiinnungsstufen betrug weniger als 3,3 Zyklen.
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Abbildung 5.3: Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Vergleich des CT zur Bestimmung der
RT-Aktivitat im Affinitdtsbindungsverfahren versus Verdiinnungsverfahren; MvP
899 Zellkulturiiberstand in HIV positivem Plasma Verhéltnis 1:9

Dieses Messergebnis kann folgendermaflen interpretiert werden. Von Verdiinnungsstufe
zu Verdiinnungsstufe wurden Plasmahemmstoffe um den Faktor 10 herausverdiinnt, sind
also weniger aktiv. Mit zunehmender Verdiinnung wurden die Proben weniger gehemmt, der
CT wurde friiher erreicht; der Abstand zwischen den Verdiinnungsstufen war also geringer
als 3,3 Zyklen.

Dieses Phéanomen wurde bereits auf Seite [78ff. fir HIV negatives Serum, das nur un-
spezifische Serumhemmstoffe enthielt, beschrieben. Die unspezifischen Serumhemmstoffe
fielen nach 100 facher Verdiinnung allerdings nicht mehr ins Gewicht. In HIV positiven
Plasma lagen die Abstédnde in allen messbaren Verdiinnungsstufen unter 3,3 Zyklen. Da
unspezifische Serumhemmstoffe nur bis zu Verdiinnungsstufe 3 den PERT-Assay spiirbar
beeinflussten, miissen fiir die durchgehende Hemmung des PERT-Assays spezifischen Plas-
mahemmstoffe verantwortlich gemacht werden. Die spezifischen Plasmahemmstoffe wurden
durch den Anti-HLA-DR+4DP-+D(@Q Bindungsassay also nur zum Teil entfernt und waren
in allen messbaren Verdiinnungsstufen noch aktiv. Sie wurden auch durch Verdiinnung nur
unzureichend entfernt.

Der rote (dunkle) Graph stellt das Verhalten der RT-Aktivitdt desjenigen Aliquots dar,
aus dem die Seruminhibitoren in R10-Puffer herausverdiinnt wurden. Verdiinnungsstufe 1
erreichte den CT nicht, es war also keine RT-Aktivitdt nachweisbar, der PERT-Assay wur-
de zu stark gehemmt. Verdiinnungsstufe 2 erreichte den CT nach 35,86, Verdiinnungsstufe
3 nach 35,87, Verdiinnungsstufe 4 nach 35,95 und Verdiinnungsstufe 5 nach 37,70 Zyklen.
Die Abstédnde zwischen den einzelnen Proben lagen deutlich unter 3,3 Zyklen; unspezi-
fische und spezifische Plasmahemmstoffe waren aktiv. Die Verdiinnung von HIV Zellkul-
turiiberstand in HIV negativen Serum zeigte, dass unspezifische Serumhemmstoffe nach
100 facher Verdiinnung den PERT-Assay nicht mehr wesentlich beeinflussen. Fiir die wei-
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tere Hemmung der Proben in diesem Versuch miissen also spezifische Plasmahemmstoffe
verantwortlich sein.

Werden die beiden Graphen nun untereinander verglichen, wird der positive Einfluss des
Anti-HLA-DR+DP-+DQ Bindungsassays noch deutlicher. Der blaue (helle) Graph (Aufrei-
nigung) erreichte den CT in Verdiinnungsstufe 1 nach 30,45 Zyklen, beim roten (dunklen)
Graph (Verdiinnung) konnte in Verdiinnungsstufe 1 keine RT-Aktivitéit nachgewiesen wer-
den. Bei Verdiinnungsstufe 2 betrug der Abstand zwischen beiden Graphen 4,72 Zyklen.
Bei Verdiinnungsstufe 3 betrug der Abstand zwischen den beiden Graphen 2.79 Zyklen, bei
Verdiinnungsstufe 4 1,17 Zyklen und bei Verdiinnungsstufe 5 2,12 Zyklen. Die beiden Gra-
phen néherten sich also bei voranschreitender Verdiinnung der Plasmahemmstoffe tenden-
tiell aneinander an. Der positive Effekt des Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassays nahm
also mit zunehmender Verdiinnung des Aliquots ab, blieb aber in allen Verdiinnungsstufen
prasent.

Diese Ergebnisse wurden durch die Wiederholungsuntersuchung weitgehend bestétigt.
Der positive Einfluss des Aufreinigungsverfahrens trat in der Wiederholungsuntersuchung
noch deutlicher zu Tage. In den Proben in denen die Plasmahemmstoffe nur herausverdiinnt
wurden, war teilweise keine RT-Aktivitat detektierbar, da der PERT-Assay vermutlich zu
stark gehemmt wurde. In den Proben, die das Aufreinigungsverfahren durchlaufen haben,
war dagegen durchgehend bis zu Verdiinnungsstufe 4 eine RT-Aktivitdt nachweisbar.

HIV Zellkulturiiberstand in , heat inactivated Serum* Verhaltnis 1:9

In diesem Experiment wurde untersucht, ob durch Hitzeinaktivierung von HIV negativem
Serum die Auswirkung unspezifischer Serumhemmstoffe auf den PERT-Assay verédndert
wird. MvP 899 Zellkulturiiberstand wurde in Hitze inaktiviertes Serum (Verhéltnis 1:9)
eingespeist. Ein Aliquot wurde in das Aufreinigungsverfahren eingesetzt, das Anderen wur-
de mit dem Standartverdiinnungsverfahren verarbeitet.

In der Abbildung[5.4]wird der CT in Abhéngigkeit von der Verdiinnungsstufe dargestellt.

Die blaue (helle) Linie im Diagramm zeigt die Messergebnisse des Aliquots, dass zunéchst
mit dem Anti-HLA-DR+DP+D(Q Bindungsassay aufgereinigt und anschlieend in R10-
Puffer verdiinnt wurde. Der Abstand zwischen Verdiinnungsstufe 1 und Verdiinnungsstufe
2 betrug 1,69 Zyklen. Als Erkldarung dient folgende Hypothese: durch den Bindungsassay
wurden die unspezifischen Serumhemmstoffe nicht vollstdndig aus dem Reaktionsansatz
entfernt. Durch die Verdiinnung der unspezifischen Serumhemmstoffe um den Faktor 10
wurde der PERT-Assay in Verdiinnungsstufe 2 weniger stark inhibiert, was dazu fiihrte,
dass der CT frither erreicht wurde. Der Abstand zwischen den Proben war also geringer
als 3,3 Zyklen. Der Abstand zwischen Verdiinnungsstufe 2 und Verdiinnungsstufe 3 betrug
4,01 Zyklen. Dies bedeutet, dass die unspezifischen Serumhemmstoffe so weit aus dem
Reaktionsansatz herausverdiinnt waren, dass der PERT-Assay nicht mehr spiirbar negativ
beeinflufit wurde.

Die rote (dunkle) Linie im Diagramm zeigt das Verhalten der Proben, aus deren Aus-
gangsaliquot die Hemmstoffe alleinig herausverdiinnt wurden:

Verdiinnungsstufe 1 erreichte den CT spéter als Verdiinnungsstufe 2. Dies bedeutet,
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Abbildung 5.4: Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay: Vergleich des CT zur Bestimmung der
RT-Aktivitat im Affinitdtsbindungsverfahren versus Verdiinnungsverfahren; MvP
899 Zellkulturiiberstand in ,heat inactivated Serum® Verhéltnis 1:9

dass unspezifische Serumhemmstoffe noch stark aktiv waren. Der Abstand zwischen Ver-
diinnungsstufe 2 und Verdiinnungsstufe 3 betrug 2,06 Zyklen. Dies deutet darauf hin,
dass unspezifische Serumhemmstoffe den PERT-Assay noch negativ beeinflusst haben. Der
Abstand zwischen Verdiinnungsstufe 3 und Verdiinnungsstufe 4 betrug 2,62 Zyklen. Der
PERT-Assay wurde also in allen Verdiinnungsstufen negativ beeinflusst. Tendentiell sank
aber der Einfluss der unspezifischen Serumhemmstoffe mit zunehmender Verdiinnung.

Die Auswirkungen des Affinitdtsbindungsverfahrens werden deutlich, wenn beide Gra-
phen miteinander verglichen werden. Der Abstand beider Graphen bei Verdiinnungsstufe 1
betrug 4,41 Zyklen, bei Verdiinnungsstufe 2 2,43 Zyklen. Diese Absténde sind auf die Ab-
reicherung der unspezifischen Serumhemmstoffe durch den Anti-HLA-DR+DP-+DQ Bin-
dungsassay zuriickzufiihren. Ab Verdiinnungsstufe 3 ndherten sich die beiden Verdiinnungs-
reihen aneinander an und verliefen im Rahmen der Messgenauigkeit nahezu identisch. Dar-
aus kann geschlossen werden, dass nach einer Verdiinnung der unspezifischen Serumhemm-
stoffe um den Faktor 100, der PERT-Assay nicht mehr wesentlich beeinflusst wird.

Die Ausgangsfrage des Versuchs war, ob durch Hitze inaktiviertes Serum den PERT-
Assay weniger stark hemmt als unbehandeltes Serum. Vergleicht man hierzu die Ergebnisse
der entsprechenden Versuche, so sind diese im Rahmen der Messgenauigkeit gleich. Das
heifit, dass die Inhibition des PERT-Assays unabhéngig davon ist, ob das Serum bzw.
Komplementsystem durch Hitze inaktiviert wurde oder nicht; oder anders ausgedriickt:
Die unspezifischen Serumhemmstoffe werden durch Hitze nicht inaktiviert.

Aufreinigung von HIV Zellkulturiiberstand in verschiedenen Tragermedien

MvP 899 Zellkulturiiberstand wurde in R10-Puffer, HIV negatives Serum und HIV po-
sitives Plasma eingespeist. In den Tréagermedien wurde eine Verdiinngsreihe angelegt und
nach Affinitdtsbindung die RT-Aktivitdt gemessen. Hiefiir wurde der CT bestimmt.
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Wird der CT der einzelnen Verdiinnungsstufen in Abhéngigkeit von der Viruslast in
eine Diagramm eingetragen, sollte sich im Idealfall fiir jedes Trédgermedium eine Gerade
(y = max + t) konstruieren lassen. Je stérker sich Hemmstoffe des Tragermediums auf den
PERT-Assays auswirken, desto weiter wiirde diese Gerade auf der Y-Achse nach oben
verschoben werden.
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Abbildung 5.5: Graphische Darstellung des CT der einzelnen Verdiinnungsstufen in R10-Puffer

(gelber Graph), in HIV negativem Serum (blauer Graph) und HIV positiven Plas-
ma (roter Graph).

In der Abbildung[5.5wird der CT in Abhéngigkeit von der Verdiinnungsstufe dargestellt.

Durch Vergleich der drei Verdiinnungsreihen untereinander kénnen die Einfliisse der
Hemmfaktoren im Plasma/Serum nédher charakterisiert werden.

Der Graph der Verdiinnungsreihe von HIV Zellkulturiiberstand in R10-Puffer verlief
unterhalb der beiden anderen Graphen. Wird der Abstand zwischen der Verdiinnungsreihe
in R10-Puffer und der Verdiinnungsreihe in HIV negativem Serum berechnet, betrug dieser
im Mittel 4,17 Zyklen. Der Graph der Verdiinnungsreihe in HIV negativem Serum ist auf
der Ordinate also nach oben verschoben, der t-Wert ist also grofier.

Aus der Verschiebung des Graphen in HIV negativem Serum auf der Ordinate um durch-
schnittlich 4,17 Zyklen kann geschlossen werden, dass die unspezifischen Serumhemmstoffe
den PERT-Assay noch um mehr als das 10fache hemmen.

Der Abstand zwischen der Verdiinnungsreihe in R10-Puffer und der Verdiinnungsreihe in
HIV positivem Plasma betrug im Mittel 5,74 Zyklen. Der Graph der Verdiinnungsreihe in
HIV positivem Plasma ist auf der Ordinate also noch weiter nach oben verschoben. Dies ist
am ehesten auf den zusétzlichen Einfluss spezifischer Plasmahemmstoffe zuriickzufiihren.
Aus der Verschiebung der Verdiinnungsreihe in HIV positiven Plasma auf der Ordinate um
durchschnittlich 5,74 Zyklen nach oben kann geschlossen werden, dass die unspezifischen
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und spezifischen Plasmahemmstoffe den PERT-Assay noch um ca. den Faktor 100 hemmen.

Anhand der Berechnung des Mittelwertes des Abstandes zwischen der Verdiinnungsreihe
in HIV negativem Serum und der Verdiinnungsreihe in HIV positivem Plasma kann auf
die Hemmung durch spezifischen Plasma-/Serumhemmstoffe geschlossen werden. Die Ver-
diinnungsreihe in HIV positivem Plasma war gegeniiber der Verdiinnungsreihe in HIV
negativem Serum um durchschnittlich 1,57 Zyklen auf der Ordinate nach oben verscho-
ben. Diese 1,57 Zyklen entsprechen der zusétzlichen Hemmung des PERT-Assays durch
spezifische Plasmahemmstoffe.



6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen zu Aufreinigungsverfahren durchgefiihrt, mit dem
Ziel, RT-Aktivitdt direkt aus Patientenmaterial nachzuweisen.

Mit dem PERT-Assay konnte RT-Aktivitat von ca. 40 Viruspartikeln nachgewiesen wer-
den (Obermeier, 2006). Der Versuch RT-Aktivitat direkt aus dem Plasma HIV infizierter
Patienten mit dem PERT-Assay zu bestimmen, gelang trotz Viruslasten bis 105 Viren/ml
nicht (Obermeier, [2006)). Urséchlich hierfiir sind Inhibitoren des PERT-Assays bzw. der
RT; unter anderem antiretrovirale Medikation im Plasma therapierter Patienten, RNA
bindende Proteine oder Antikoérper gegen die RT.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die grundsétzlichen Entwicklung eines Verfahrens
zur Affinitdtsbindung und Aufreinigung von HIV durchgefiihrt. Es wurden zwei verschie-
dene Strategien zur Affinitéitsbindung von HIV entwickelt und getestet. Mit Hilfe dieser
Affinitatsbindungsverfahren wurden Hemmstoffe des PERT-Assays durch Waschschritte
reduziert, um so die Messung der RT-Aktivitdt mit dem PERT-Assay zu erméglichen.
Als Zielstrukturen fiir diese Affinitdtsbindungsverfahren wurden konservierte, subtypenu-
nabhéngige Bereiche in der Hiillmembran von HIV genutzt.

Es wurden Moglichkeiten untersucht, HIV mittels Komplement an Raji-Zellmembranen
und an Antikorper gegen den Komplementfaktor C3d zu binden.

Raji-Zellmembranpréaparationen zeigten, auch ohne Einsatz von HIV, eine RT-Aktivitét
im PERT-Assay. Es konnte gezeigt werden, dass Raji-Zellmembranen {iber eine intrin-
sische RT-Aktivitat verfiigen und so als feste Phase fiir ein Affinitétsbindungsverfahren
ungeeignet sind.

Eine Affinitdtsbindung von HIV-1 mittels Antikorper gegen den Komplementfaktor C3d,
konnte nachgewiesen werden. Als feste Phase wurde Protein-A Agarose, gecoated mit An-
tikorpern gegen C3d, verwendet. RT-Aktivitdt konnte in HIV negativem Serum, dem HIV-
1 beigemengt wurde, nachgewiesen werden. Die untere Nachweisgrenze dieses Verfahrens
lag durchschnittlich bei ca. 15.000 eingesetzten Viren. In zwei Féllen konnte damit der
Nachweis von RT-Aktivitdt direkt aus dem Plasma HIV positiver Patienten exemplarisch
gefiihrt werden. Die Sensitivitét, die Teststabilitéit und die technische Durchfiihrbarkeit des
Verfahrens erschienen jedoch verbesserungsbediirftig, so dass nach weiteren Moglichkeiten
zur Affinitdtsbindung gesucht wurde.

Dazu wurde als weitere Moglichkeit erprobt, HIV mittels in die Hiilllmembran von HIV
inkorporierter HLA 2 Proteine, an eine feste Phase zu binden. Als feste Phase dieses Ver-
fahrens wurden Dynabeads gecoated mit 1) Antikorpern gegen HLA-DR und 2) Antikorper
gegen HLA-DR+DP+DQ verwendet.

Mit diesen Verfahren konnte beigemengte HIV-1 RT-Aktivitat in R10-Puffer, in HIV ne-
gativem Serum und in HIV positivem Plasma (Viruslast unterhalb Nachweisgrenze) nach-
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gewiesen werden. Die untere Nachweisgrenze fiir HIV in HIV negativem Serum schwankte
zwischen 45 Viren (100 Viren/ml) und 4.500 Viren (10000 Viren/ml).

Mit dem Affinitétsbindungsverfahren wurde Plasma und Serum von HIV positiven Pati-
enten mit einer zu erwarteten Viruslast > 1000 Viren/ml auf RT-Aktivitdt hin vermes-
sen. Es wurden 30 Patientenmaterialien untersucht. In 14 Féllen (46,7%) konnte eine
RT-Aktivitdat festgestellt werden. 3 Materialien (10%) waren fraglich positiv, das heifit
in der Real Time PCR konnte kein spezifisches Signal detektiert werden, in der Agarosgel-
Elektrophorese der PCR-Produkte war aber eine spezifische Bande nachweisbar. In 13
Patientenmaterialien (43,3%) war kein spezifisches Signal detektierbar.

Es wurde in weiteren Versuchsreihen untersucht, inwieweit sich unspezifische und spe-
zifische Plasmahemmstoffe des PERT-Assays durch das Affinitédtsbindungsverfahren redu-
zieren liefen. Hierfiir wurde das Affinitédtsbindungsvervahren mit dem Herausverdiinnen
der Hemmstoffe in Pufferlosung verglichen. Es liefl sich zeigen, dass die Hemmstoffe des
PERT-Assays mit dem Affinitdtsbindungsverfahren um ca. den Faktor 100 reduziert wur-
den.

Es wurde aber auch deutlich, dass unspezifische und spezifische Plasmahemmstoffe trotz
des vorangestellten Affinitdtsbindungsverfahrens den PERT-Assay weiter negativ beein-
flussen. HIV negatives Serum, enthélt unspezifische Serumhemmstoffe, hemmt den PERT-
Assay um ca. den Faktor 10 gegeniiber Pufferlosung. HIV positives Plasma, enthélt unspe-
zifische und spezifische Plasmahemmstoffe, hemmt den PERT-Assay nochmals nahezu um
den Faktor 10.

Gerade der Versuchsaufbau Affinitdtsbindung und Aufreinigung von HIV iiber HLA 2
Proteine (Anti-HLA-DR+DP+DQ Bindungsassay) erscheint auch bei kritischer Betrach-
tung der dargestellten Ergebnisse viel versprechend. Der Zeitaufwand fiir die Bearbeitung
der Proben von Eingang bis Ergebnis der Real Time PCR betrigt ca. zwei Arbeitsta-
ge. Durch weitere Automatisierung der Arbeitsschritte, die bisher weitgehend manuell er-
folgten, konnte weitere Arbeitszeit eingespart sowie Fehlerquellen minimiert werden. Um
weitergehende Aussagen hinsichtlich Sensitivitit und Spezifitdt des Verfahrens tétigen zu
konnen, ist eine Vermessung von Patientenplasmen mit geniigend hoher Fallzahl und be-
kannten Viruslasten notwendig. Ob das hier entwickelte Verfahren einen Vergleich mit dem
kommerziell vertriebenen Verfahren Exa Vir™ Load Kit der Firma Cavidi Tech AB, der
HIV iiber Immoblisierung und an anionischen Ionen-Austauschmedien aufreinigt (Malms-
ten et al., 2003), standhélt, miisste in groBeren Versuchsreihen gepriift werden.



Anhang

A.1 Materialverzeichnis

e 96 Well-Platte schwarz, Roche Biochemicals, Best. Nr. 1734784

e Amplitaq Gold (Applied Biosystems Art.Nr. 4311806)

e Anti-DIG-POD, Roche Biochemicals, Best. Nr. 11207733910

e Antikérper (DAKO, Rabbit Anti-Human C3d Complement, Code No. A 0063)

e Antikorper: Anti-HLA-DR; Konz. 5-20 pg/ml; Clone: mouse; Uberstand einer Dauer-
zellkultur des Immunologischen Institutes der Ludwig-Maximilians-Universitat Miin-
chen, Fr. Prof. Dr. Judith Johnson

e BMTU 3346 (Roche Biochemicals, Art.-Nr.:1775375)

e DNA Molekular Weight Marker V und VIII, Roche Biochemicals Best. Nr. 821705
und 1336045

e Dynabeads Pan Mouse IgG (Dynal, Dynabeads Pan Mouse IgG, Prod. No. 11042)

e FastStart DNA Master Hybridization Probes Mix: Roche Biochemicals, Art.Nr.
3003248

e HLA-DR+DP+DQ Antikorper (Anti-HLA-DR+DP+D@Q Antikorper, Pharmigen,
Prod. Nr: 32381A)

e Human Complement Serum, Sigma Prod. Nr. S1764

e Luminol/Todophenol, Roche Biochemicals, Best. Nr. 1582950

e MS2-RNA, Roche Biochemicals, Best-Nr.: 10165948001

e Protein-A Agarose (Boehringer Mannheim, Cat. No. 1 719 408)
e Raji-Zellen (B-Zell-Lymphom Linie)

e RNAse DNAse frei, Roche Biochemicals, Art.Nr. 1119915

e RT HIV-1, Roche Biochemicals, Art.-Nr.: 1465333
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A.2 Abkiirzungsverzeichnis

AIDS Aquired Immunodeficiency Syndrome

AZT Azidothymidin

bp Basenpaare

CFH Komplement Faktor H

CR Komplementrezeptor

CR1 Komplementrezeptor 1

CR2 Komplementrezeptor 2

CcT Cycle Threshold

DAF decay-accelerating factor

DNA Deoxyribonucleidacid

DTT Dithiothtreitol

EGTA Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-tetraessigsiure

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

HLA Haupthistokompatibilitatskomplex

HLA 1 Haupthistokompatibilitdtskomplex Klasse 1

HLA 2 Haupthistokompatibilitdtskomplex Klasse 2

MAC Membranangriffskomplex

META Mikropartikel Enzyme Immuno Assay

MS2 Bacteriophage MS2

MVP 899 HIV Dauerkultur auf HUT78-Zellen; Laborstamm: MvP 899, HIV-1/M
Subtyp B

NNRTI nicht-nukleosidischer RT-Inhibitor

NRTI nukleosidischer RT-Inhibitor

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell

PCR polymerase chain reaction

PERT-Assay Product Enhanced Reverse Transkriptase Assay

RLU relative light units

RNA Ribonucleidacid

RNAse Ribonuklease

RT reverse Transkriptase

RZB relative Zentrifugalbeschleunigung

UNG Uracil-N-Glycosylase
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