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Einfuhrung

Zur klinischen Relevanz. HIV bleibt auch nach 30 Jahren intensiver Forschung sowie
Praventions,- und Interventionsstrategien mit 38 Millionen infizierten Menschen weltweit ein
globales Gesundheitsproblem. Die in dieser Habilitationsschrift zusammengefassten
Publikationen sind translationale Arbeiten im Bereich der Immunologie, Immuntoleranz sowie
Heilungsforschung der HIV-Infektion. Im direkten Vergleich der Auswirkung einer HIV-
Infektion auf das Immunsystem des Kindes und des Erwachsenen lassen sich wichtige
Schlisse fir das HIV-Forschungsfeld und dariber hinausziehen. Durch die besondere
immunologische Situation in Kindern kénnen zum einen Lehren Gber Immunkontrolle und
Adaption an das Virus gezogen werden. Zum anderen scheint das Immunsystem des
Heranwachsenden besonders darauf ausgerichtet zu sein, starke und spezifische Antikérper
gegen HIV zu produzieren. Dies ist von Bedeutung, da eine protektive Impfung, welche
kiinftige Generationen vor einer Ansteckung mit HIV schitzen soll, idealerweise in der
Kindheit vor Beginn der sexuellen Aktivitdt gegeben werden sollte und dort, unseren
Beobachtungen zu Folge, auch den vielversprechendsten Erfolg haben kdnnte.

Durch die Einfihrung der kombinierten antiretroviralen Therapie und der seit 2015
bestehenden Empfehlung, nach Diagnosestellung alle HIV-infizierten Individuen unabhangig
vom klinischen Stadium sowie Helferzellzahlen sofort zu therapieren, konnte die HIV-
assoziierte Mortalitat auf weniger als 1 Million in 2017 verringert werden (UNAIDS 2018).

Obwohl die HIV-Inzidenz 2017 mit 1,8 Millionen Neuinfektionen global weiter leicht
abnehmend ist, wird es zum Erreichen des UNAIDS Ziels, die HIV-Epidemie bis 2030 zu
beenden, aller Wahrscheinlichkeit nach eines Impfstoffes bedurfen. Prinzipiell unterscheidet
man in der HIV-Impfstoffforschung zwei unterschiedliche Konzepte, das therapeutische
Vakzin von dem protektiven Vakzin.

Therapeutisches HIV-Vakzin. Bei diesem Konzept wird versucht, den Verlauf einer bereits
etablierten HIV-Infektion durch eine therapeutische Impfung zu mildern (Wilson, Reed et al.
2006, Liu, O'Brien et al. 2009). Hierbei versucht man unter anderem, sich Antigen-spezifischer
CD8 T-Zellen zunutze zu machen, welche eine wichtige Rolle in der Kontrolle der natlrlichen
HIV-Infektion spielen (Borrow, Lewicki et al. 1994, Koup, Safrit et al. 1994). CD8 T-Zellen
erkennen das ihnen prasentierte (Fremd)-Antigen im Komplex aus Epitop und MHC-Klasse |
Rezeptor mit Hilfe ihres T-Zellrezeptors (Klein and Sato 2000, Klein and Sato 2000). Hierbei
spielt die Mutationsfreudigkeit des HI-Virus eine entscheidende Rolle: dem Druck durch das
Immunsystem (Borrow, Lewicki et al. 1997, Price, Goulder et al. 1997), durch die
antiretrovirale Therapie (Derache, Traore et al. 2007, Marcelin, Jarrousse et al. 2007, Marconi,
Sunpath et al. 2008, Maserati, De Silvestri et al. 2010) oder beispielsweise durch eine Impfung
entzieht sich das Virus durch sogenannte ,Flucht®- Mutationen (Davenport, Loh et al. 2008).
Ein mdglicher Ansatz hierbei ware, eine CD8 T-Zell Vakzine gegen weit verbreitete
Medikamentenresistenzmutationen zu induzieren (Vollbrecht, Eberle et al. 2012). Diese Uber
die Wirksamkeit der HIV-Therapie entscheidenden Mutationen wirden dann keine klinische
Relevanz bekommen, weil durch die Impfung induzierte spezifische CD8 T-Zellen das
Auftreten der Medikamenten-resistenten Viren verhindern konnten. Ob allerdings das
Immunsystem HIV-infizierter Menschen eine ,neue” Immunantwort gegen ein mutiertes
Antigen generieren kann, war in der Literatur wenig untersucht gewesen. Das experimentelle
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Definieren des optimalen Epitops (ein Protein aus 8-10 Aminosauren), welches zusammen
mit dem passenden MHC Klasse | Molekiil von den CD8 T-Zellen erkannt wird, ist ein Zeit,-
und Kostenintensiver Prozess, welcher teils durch computerbasierte Vorhersagescores
ersetzt wird (Martin, Sbai et al. 2003).

Protektives HIV-Vakzin. Fir ein protektives Vakzin, welches eine HIV-Infektion verhindern
kann, wird man nach heutigem Stand des Wissens breit neutralisierende Antikdrper
induzieren missen (Mascola and Haynes 2013, Streeck, D'Souza et al. 2013, West, Scharf
et al. 2014). Dies sind Antikorper, welche die Mehrzahl der weltweit zirkulierenden HIV-1
Stamme neutralisieren kdnnen und im Verlauf der nattirlichen HIV-Infektion in einer Minderheit
der chronisch infizierten Erwachsenen entstehen (Binley, Lybarger et al. 2008, van Gils, Euler
et al. 2009, Landais, Huang et al. 2016). In Studien zum passiven Transfer solcher Antikorper
im Affenmodel konnte bereits gezeigt werden, dass diese Antikdrper eine Infektion verhindern
kénnen (Mascola, Stiegler et al. 2000, Parren, Marx et al. 2001, Moldt, Rakasz et al. 2012,
Pegu, Yang et al. 2014). Die immunregulatorischen Mechanismen, welche der Entstehung
von breit neutralisierenden Antikdrpern in der natirlichen HIV-Infektion zugrunde liegen, sind
bislang allerdings noch wenig verstanden (Rerks-Ngarm, Pitisuttithum et al. 2009, Montefiori,
Karnasuta et al. 2012, Hammer, Sobieszczyk et al. 2013).

Die Mehrheit der vertikal HIV-infizierten Kinder bildet potente und breit neutralisierende
Antikorper gegen HIV, viele bereits wahrend der ersten zwei Lebensjahre (Goo, Chohan et al.
2014, Muenchhoff, Adland et al. 2016). Zudem reagierten Kinder auf ein gp120-basiertes
Vakzin mit einer starkeren Antikérper-Antwort als Erwachsene (Fouda, Cunningham et al.
2015, McGuire, Fong et al. 2018). Diese immunologischen Besonderheiten in HIV-infizierten
Kindern sowie die Notwendigkeit, diese vulnerable Gruppe vor einer HIV-Infektion zu
schitzen, machen sie zu einer besonders interessanten Studienpopulation im Feld der
Impfstoffentwicklung (Goulder, Lewin et al. 2016).

Neben den neutralisierenden Antikdrpern scheinen auch sogenannte nicht-neutralisierende
Antikorper durch Fc-Rezeptor-vermittelte Funktionen wie Phagozytose (ADCP) und Zytolyse
(ADCC) einen protektiven Effekt auf den Krankheitsverlauf zu haben (Baum, Cassutt et al.
1996, Chung, Ghebremichael et al. 2014, Ackerman, Mikhailova et al. 2016) und wurden mit
einem Schutz vor HIV Ansteckung im RV144 Trial in Verbindung gebracht (Rolland, Edlefsen
et al. 2012).

Bis zur Entwicklung eines wirksamen Impfstoffes werden noch viele Menschen lebenslang mit
dem HI-Virus leben mussen. Anekdotische Einzelfdlle wie der des sogenannten ,Berlin-
Patienten® zeigen, dass eine funktionelle Heilung von HIV prinzipiell méglich ist (Allers, Hutter
et al. 2011). In dem groflen Feld der Heilungsforschung spielt die Observation
immunologischer Zusammenhange in der natlrliche HIV-Infektion nach wie vor eine grof3e
Rolle.

HIV-Heilungsforschung. Trotz der Fortschritte in den MaBnahmen zur Pravention der
Mutter-Kind Ubertragung haben sich 2017 180.000 Kinder neu infiziert (UNAIDS 2018). Der
Krankheitsverlauf zwischen vertikal infizierten Kindern und horizontal infizierten Erwachsenen
ist fundamental verschieden, mit einer Sterblichkeit von 50% innerhalb der ersten 2
Lebensjahren bei Kindern, die nicht antiretroviral behandelt werden (Newell, Coovadia et al.
2004). Es gibt jedoch eine Untergruppe von vertikal infizierten Kindern, welche ohne Therapie
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und trotz hoher Viruslasten ein stabiles Helferzellniveau erhalten, und deren Krankheitsverlauf
dem der naturlichen Wirte der HIV Infektion ahnelt, welche nicht an AIDS erkranken (Blanche,
Newell et al. 1997, Silvestri, Sodora et al. 2003, Paul, Mao et al. 2005, Ssewanyana, Elrefaei
et al. 2007, Ananworanich, Apornpong et al. 2010, Brenchley and Paiardini 2011, Hainaut,
Verscheure et al. 2011, Chahroudi, Bosinger et al. 2012, Muenchhoff, Adland et al. 2016). Ein
grundlegender Mechanismus fur diesen Phanotyp scheint eine niedrige Immunaktivierung,
vor allem der Helferzellen zu sein (Muenchhoff, Adland et al. 2016). Die zugrundeliegenden
immunologischen Mechanismen, welche zum Erhalt dieses Phanotyps beitragen, waren noch
wenig untersucht.

Eigene Beitrage

Die hier vorgelegte kumulative Habilitationsarbeit besteht aus drei inhaltlich miteinander
verknlpften Themenbereichen. Alle drei sind im Bereich der Erforschung der HIV-gerichteten
Immunitat, Immuntoleranz und Heilungsforschung der HIV-Infektion angesiedelt. Mit den
Bioproben von HIV-infizierten Kindern und Erwachsenen, sowie HIV-negativen Kontrollen,
wurden im Rahmen translationaler Grundlagenforschung folgende Themen bearbeitet:

Eigene Beitrage zur immunologischen Grundlagenforschung im Rahmen
der Entwicklung eines therapeutischen HIV-Impfstoffs

Eine therapeutische Impfung gegen gangige Medikamentenresistenzen von generisch
verfugbaren Bestandteilen der antiretroviralen Therapie ware eine elegante L&sung,
Therapieversagen in Ressourcen-limitierten Landern zu vermeiden. In Arbeiten unserer
Gruppe konnte gezeigt werden, dass CD8 T-Zellen, welche die, eine Lamivudin/ Emtricitabine
-Resistenz erzeugenden M184V Mutation erkennen, das Wachstum von M184V-resistenten
Viren in-vitro hemmen koénnen (Vollbrecht, Eberle et al. 2012). Ob das Immunsystem
chronisch HIV-Infizierter jedoch Uberhaupt eine mutierte Variante eines bereits existierenden
Epitops erkennen kann, war eine der in dieser Habilitationsarbeit bearbeiteten
Fragestellungen. Hierflir wurden CD8 T-Zellantworten gegen die HIV-Proteine Gag, Nef und
Pol longitudinal mittels Elispot Assays untersucht und, bei im Verlauf abnehmender Starke
der Immunantwort, Sequenzierungen des autologen Virus der korrespondierenden Zeitpunkte
durchgefihrt. Im weiteren Verlauf wurde die Starke des Erkennens der ,Wildtyp“- sowie der
mutierten Sequenz durch die CD8 T-Zellen mittels Peptidtitrationsassays gegeneinander
getestet. Zudem wurden die entsprechenden Peptid-spezifischen CD8 T-Zell-
Effektorfunktionen mittels durchflusszytometrischer ,intracellular cytokine staining“ Assays
miteinander verglichen. Hier konnte gezeigt werden, dass das Immunsystem in der Lage ist,
neue Immunantworten gegen mutierte Antigene zu bilden, allerdings nur in einer Minderzanhl
der Falle (Roider, Kalteis et al. 2013).

Die Identifikation physiologisch relevanter CD8 T-Zell Epitope ist die Grundlage nicht nur fur
die Entwicklung von CD8 T-Zell basierten Impfstoffen, sondern auch fir das grundlegende
Verstandnis von Wirt-Pathogen Interaktionen. Wir fuhrten mittels Peptidtitrationsassays und
HLA-Restriktionsassays experimentelle Bestimmungen von 9 optimalen CD8 T-Zellepitopen
durch und verglichen die Ergebnisse dieses Goldstandards zur optimalen Epitopbestimmung
mit den Ergebnissen von Computer-gestutzten Vorhersageprogrammen. Wir konnten zeigen,
dass Computer-basierte Epitop Vorhersageprogramme das experimentelle Definieren von
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optimalen Epitopen nicht ersetzen kénnen, aber gut zur Einengung der Anzahl zu testender
Epitope benutzt werden kdnnen (Roider, Meissner et al. 2014).

Eigene Beitrage zur immunologischen Grundlagenforschung im Rahmen
der Entwicklung eines protektiven HIV-Impfstoffs

In der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise, dass Kinder eine bessere HIV-spezifische
Antikérperantwort bilden kdnnen als Erwachsene. So sind bei vertikal HIV-infizierten Kindern
potente, breit neutralisierende Antikdrper schon innerhalb der ersten zwei Lebensjahre im
Plasma nachweisbar (Goo, Chohan et al. 2014, Muenchhoff, Adland et al. 2016). Zudem
reagierten Kinder auf ein anti-gp120-basiertes Vakzin mit einer starkeren Antikdrper-Antwort
als Erwachsene (Fouda, Cunningham et al. 2015, McGuire, Fong et al. 2018). In weiteren, in
diese Habilitationsschrift eingehenden Arbeiten, wurden mittels Durchflusszytometrie sowie
Plasmaassays (ELISA und Multiplex Assays) Phanotyp und Funktionalitat von Immunzellen
HIV-infizierter Kinder und Erwachsener miteinander verglichen (Roider, Maehara et al. 2018,
Roider, Porterfield et al. 2019). Zudem wurden Bestimmungen der Neutralisationsbreite HIV-
spezifischen Antikérper in den beiden Gruppen durchgefihrt und diese mit den
Immunantworten korreliert. Es konnte gezeigt werden, dass Kinder eine hohere Frequenz von
T-follikularen Helferzellen (TFH) im peripheren Blut und im sekundaren Lymphgewebe
aufweisen als Erwachsene und dass zudem im padiatrischen Lymphgewebe eine starke
Regulation der Keimzentrumsreaktion sowie eine starke HIV-spezifische TFH Antwort zu
finden sind. Zudem korreliert bei HIV-infizierten Kindern die Neutralisationsbreite mit Plasma
IL-5. Dies kdnnte fur das zukunftige Monitorieren der Keimzentrumsreaktion, beispielsweise
im Rahmen von padiatrischen Impfstudien, ein nitzliches Tool sein.

Neben den neutralisierenden Antikdrpern scheinen in der protektiven Immunantwort auch
sogenannte nicht-neutralisierende Antikérper durch die Vermittiung von Fc-vermittelten
Funktionen wie Phagozytose (ADCP) und Zytolyse (ADCC) eine Rolle zu spielen. In einer der
Arbeiten, welche in dieses Habilitationsprojekt eingehen, wurde der Einfluss von nicht-
neutralisierenden Antikérpern und zellularen Bestandteilen der Immunreaktion auf den
natirlichen Krankheitsverlauf in HIV-infizierten Kindern untersucht (Muenchhoff 2021). Hierfur
wurden neben durchflusszytometrischen Untersuchungen vor allem Bestimmungen der
neutralisierenden und nicht-neutralisierenden HIV-Antikorpertiter, Assays zur Bestimmung
der Fc-Rezeptor-vermittelten nicht-neutralisierenden Antikdrperfunktionen (ADCC und ADCP)
sowie Bestimmungen der Antikérperglykosilierungsprofile durchgefiihrt. Hierbei wurde unter
anderem festgestellt, dass Kinder mit einem stabilem Helferzellniveau trotz hoher Viruslasten
(sogenannte ,non-progressors®) hohe p24-spezifische IgG Plasmalevel sowie starke gp120-
und p24-spezifische Fc-vermittelte NK-Zellen Effektorfunktionen aufweisen. Mehr Fc-
Sialylation auf den Antikérpern korrelierte mit der Neutralisationsbreite in den Kindern, was
auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen neutralisierenden und nicht-
neutralisierenden Antikdrpern hinweist.

Die Beobachtungen der immunologischen Zusammenhange in der natirlichen HIV-Infektion
bei Kindern, welche eine starke HIV-spezifische Antikdrper Antwort bilden kénnen, ist von
grof3em Interesse fur die Entwicklung von zuklnftigen Impfstrategien.
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Eigene Beitrage zur immunologischen Grundlagenforschung im Rahmen
der HIV-Heilungsforschung

Der Krankheitsverlauf in vertikal infizierten Kindern und horizontal infizierten Erwachsenen ist
fundamental verschieden, mit einer Sterblichkeit von 50% innerhalb der ersten 2
Lebensjahren bei Kindern, die nicht behandelt werden (Newell, Coovadia et al. 2004). In
Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass der Krankheitsverlauf in einer Untergruppe von HIV-
infizierten Kindern (sog. ,slow progressors®) mit stabil hohen Helferzellzahlen trotz hoher
Viruslasten dem der naturlichen Wirte der SIV Infektion ahnelt (Muenchhoff, Adland et al.
2016). Bei dem Erhalt dieses Phanotyps scheint insbesondere die niedrige Immunaktivierung
der Helferzellen eine Rolle zu spielen. In einer der Arbeiten, welche in dieses
Habilitationsprojekt eingehen, wurden Untersuchungen der regulatorischen Zellen des
Immunsystems mittels Durchflusszytometrie durchgefihrt und mit der Immunaktivierung in
den unterschiedlichen klinischen Gruppen HIV-infizierter Kinder in Assoziation gebracht
(Roider, Ngoepe et al. 2019). Hierbei konnte gezeigt werden, dass der Erhalt des ,slow-
progressor‘- Phanotyps ein aktiver Prozess ist, welcher durch starke T-Zell Regulation sowie
T-Zell Homoéostase aufrecht erhalten zu werden scheint.

Lymphoide Zellen des angeborenen Systems spielen im Gewebe als zentrale
gewebestandige Vermittler von Homdostase, Reparatur und Infektabwehr eine wichtige Rolle
(Vivier, Artis et al. 2018). In einer weiteren Publikation dieses Habilitationsprojekts wurden
Phanotyp und Funktion der lymphoiden Zellen des angeborenen Systems (ILCs) in HIV-
infizierten Kindern und HIV-negativen Kontrollen im peripheren Blut und im sekundaren
Lymphgewebe untersucht (Singh, Kazer et al. 2020). Hierfur wurden neben
durchflusszytometrischen Untersuchungen auch Transkriptionsanalysen von sortierten
Immunzellpopulationen des peripheren Blutes und des sekundadren Lymphgewebes
durchgefihrt. Wahrend das Transkriptionsprofil der ILCs im peripheren Blut eine
Hochregulation von Aktivierungsmarkern und Zellmetabolismus zeigte, war im Gewebe eine
deutliche und koordinierte Immunantwort auf HIV zu beobachten. Zudem haben wir
festgestellt, dass die Anwesenheit des HI-Virus im heranwachsenden Immunsystem zu einer
signifikanten Verminderung der ILCs fuhrt, welche im Gegensatz zu der Depletion der
Helferzellen auch durch Initieren einer antiretroviralen Therapie nicht wieder rickgangig
gemacht werden kann. Einzige Ausnahme ist, und das unterstitzt auch die aktuellen
Bemulhungen, HIV-infizierte Babys so rasch wie méglich zu identifizieren und sofort nach
Diagnosestellung zu behandeln, die Untergruppe, welche innerhalb der ersten 48
Lebensstunden behandelt wurde. Aus den Beobachtungen der immunologischen
Unterschiede zwischen HIV-infizierten Kindern und Erwachsenen lassen sich wichtige
Ruckschlisse auf dem Gebiet der Heilungsforschung ziehen.

Ergebnisse

Die im folgenden aufgeflihrten Ergebnisse sind eine reprasentative Auswahl der Erkenntnisse
der Originalpublikationen. Fur eine detaillierte Darstellung der Ergebnisse, angewandter
Methodik und Diskussion wird auf die entsprechenden Originalarbeiten verwiesen.
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Ergebnisse zur immunologischen Grundlagenforschung im Rahmen der
Entwicklung eines therapeutischen HIV-Impfstoffs

Abbildung 1 ist eine graphische Zusammenfassung der Ergebnisse des Projektes, welches
2013 publiziert wurde (Roider, Kalteis et al. 2013). Hier sieht man, dass es bei 19
Studienteilnehmern longitudinal in 30 CD8 T-Zellantworten zu einer Abnahme der
Immunantwort gekommen war, in 25 dieser 30 Antworten waren Mutationen der
Aminosauresequenzen nachzuweisen, welche in 12 dieser 25 Antworten auch zur viraler
,Flucht“ vor dem Erkennen durch das Immunsystem gefiihrt hatten. Wir konnten zeigen, dass
es dem Immunsystem maglich ist, eine ,de-novo“ Antwort gegen ein mutiertes Antigen zu
bilden. Diese Immunantwort war allerdings in unserer Kohorte von chronischen HIV-infizierten
Erwachsenen nur bei einem kleinen Prozentsatz zu beobachten (1 de-novo Antwort, 4 sog.
~<Anpassungen der Immunstarke®).



Habilitationsschrift von Dr. med. Julia Roider

A:Gag?' —_— '1(:0' — ‘2(:0' — '3?0' — '4?0’ — '5(:0

A02 2888 5165

A03 3088 424-438 [
A05 5384 434-448 [y
A06 3080 263-282 [y

A07 5398 303-322|—]

A09 . 3008  77-85 [l

PO1 5398 293-312 g

P02 5098 283-302 [

PO3 §7/3808. 7745 mml

P06 312008 7785

P08 2808 i 21-35

co1 3§98 71-85m

co2 - 39% 91-105 gt 153-172[—] 384-398 [y
co3 3388 394-408 ]

w

8 S 12 | 2o O £ IS 0 3000

PO7 3388 272-287 g
Pos 3998 702-717
P09 84/2887 827-844 g

c : N ef ? T T T T 5I0 T T T T 1?0 T Ll T T 1lw T T T T zloo T T T 1 2I50

A01 5006 92111 [y R 112131

A05 3007 82-101 ——

A06 3087 [——] 1231

A07 5908 92-111 [y fr——] 112131

P02 3008 182-201 ]
P05 2008 62-81 oy b 132-151

P07 3998 122141 g

co4 2008 102-121 [yymm

) Shift in Amino acid Amino acid
D No change - Escape mutation immunodominance 444 De novo response [ ] ] substitution l. substitution

Abbildung 1: Zusammenfassung der Ergebnisse der Sequenzierungen und CD8 T-Zellantworten gegen
Regionen der HIV-Proteine Gag (A), Pol (B) und Nef (C) in 19 Studienteilnehmern. In der oberen Skala ist
die Aminosaureposition in den entsprechenden HIV-Proteinen, auf der linken Seite sind die IDs der
Studienteilnehmer sowie die Jahreszahl der Blutabnahme angegeben. Die Boxen geben die Lange der
durchgefiihrten Sequenzierungen an, mit Strichen sind Aminosauremutationen angegeben und die
entsprechenden Immunantworten mit Farbe (schwarz: Fluchtmutation; grau: Anpassung der Immunantwort;
grau-kariert: de-novo Antwort) gekennzeichnet (Roider, Kalteis et al. 2013).

10
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In dem 2014 publizierten, weiteren Projekt (Roider, Meissner et al. 2014) wurde im direkten
Vergleich zwischen den Ergebnissen der in-silico Vorhersagen mittels der Programme
SYFPEITHI, CTLPred und IEDP mit den Ergebnissen der experimentellen Bestimmung des
optimalen Epitops zwar in einer Mehrheit der Falle (7/9 mittels SYFPEITHI; 3/9 mittels
CTLPred; 9/9 mittels IEDP) das korrekte Epitop vorhergesagt, die Akkuratesse war aber
abhangig vom Wissen um den restringierenden HLA-Typ sowie der Lange des Epitops. So
wurden klassische“, aus 9 Aminosauren bestehende Epitope korrekt, wahrend eher
ungewohnliche, aus 11 Aminosduren bestehenden Epitope nicht korrekt vorhergesagt
wurden. In Abbildung 2 ist zu sehen, dass bei zwei Probanden (T31 und T32) das optimale
HLA-A*02:01-restringierte Epitop fir die identische Peptidregion RKQNPDIVIYQYMDDLYV
(HIV pol 327-344) einmal das Nonamer (T32: YV9) und einmal das Undecamer (T31: VV11)
ist. Nur das Nonamer wurde in-silico korrekt vorhergesagt.

T31 T32
1500 S g YQYMDDLYV 15000 -
-O- IYQYMDDLYV -O- IYQYMDDLYV
" - VIYQYMDDLY -  YQYMDDLYVG
= ) .
8 - IVIYQYMDDLYV 3 10000 <~ YOYMDDLY
g 10007 c ' YMDDLYV
c Q
2 <>~ VIYQYMDDLYVG s
E = 4 VIYQYMDDLYV
£ 4 VIYQYMDDLYV £
g o
% 500 A & 5000 -
0 T T 1 1 O =1
100 10 1 01 001 0001 0-0001 0-00001 100 10 1 01 001 0.001 0-00010-00001
Concentration [ug/ml] Concentration [ug/mi]

Abbildung 2: Ergebnisse der trunkierten Peptid-Titrationsassays mittels Elispot \Wahrend in Proband T31
das 11-mer VV11 der Region RKQNPDIVIYQYMDDLYYV (HIV pol 327-344) am besten erkannt wird, ist es bei
Proband T32 das 9-mer YV9. Beide optimalen Epitope sind HLA-A*02:01-restringiert (Roider, Meissner et al.
2014).
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Ergebnisse zur immunologischen Grundlagenforschung im Rahmen der
Entwicklung eines protektiven HIV-Impfstoffs

In Abbildung 3 (Roider, Maehara et al. 2018) sieht man, dass im Blut von HIV-infizierten
Kindern im Vergleich zu HIV-infizierten Erwachsenen eine groflere Anzahl sogenannter T-
follikularer Effektorzellen nachzuweisen ist. Die Frequenz dieser Zellen im peripheren Blut
korreliert mit der messbaren HIV-Neutralisationsbreite. Zudem kann man in Abbildung 4
(Roider, Maehara et al. 2018) sehen, dass T-follikulare Zellen des sekundaren lymphatischen
Gewebes von HIV-infizierten Kindern auf Stimulation mit HIV-Peptiden mit der Ausschuttung
von IL-21 reagieren, einem Zytokin welches mit spezifischen Helferfunktionen in der
Antikorperreifung in  Verbindung gebracht wird, wahrend jene von HIV-infizierten
Erwachsenen vor allem mit der, am ehesten unspezifischen, Ausschittung von INF-y
reagieren. In Abbildung 5 (Roider, Porterfield et al. 2019) sieht man, dass die
Plasmakonzentration von IL-5 mit der HIV-Neutralisationsbreite in HIV-infizierten Kindern
korreliert.
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Abbildung 3: T-follikulére Helferzellen im peripheren Blut von HIV-infizierten Kindern und Erwachsenen.
(A) Durchflusszytometrische Gatingstrategie fiir T-follikulare Helferzellen im peripheren Blut. (B) ,Effektor*-T-
follikulare Helferzellen korrelieren mit der HIV-Neutralisationsbreite in HIV-infizierten Kindern (Spearman Rank
Korrelation). (C) ,Effektor*-T-follikulare Helferzellen sind bei HIV-infizierten Kindern im Vergleich mit HIV-
infizierten Erwachsenen signifikant erhéht (Roider, Maehara et al. 2018).
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Abbildung 4: T-follikuldre Helferzellen im sekundidren Lymphgewebe von HIV-infizierten Kindern und
Erwachsenen. (A) Exemplarische durchflusszytometrische Plots der Zytokinausschittung T-follikularer
Helferzellen eines HIV-infizierten Kindes. (B-C) T-follikularer Helferzellen HIV-infizierter Kinder produzieren IL-21
nach Stimulation mit HIV-Peptiden wahrend die von HIV-infizierten Erwachsenen INF-y produzieren. (D) Nach
unspezifischer Stimulation mit SEB ist kein Unterschied zwischen den Gruppen zu beobachten (Roider, Maehara

et al. 2018).
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Abbildung 5: Plasma IL-5 korreliert mit der HIV-Neutralisationsbreite in HIV-infizierten Kindern. (A) Die ex-
vivo Plasma IL-5 Spiegel in der Gruppe mit hoher Neutralisationsbreite (,high“, Neutralisation von 281% der
getesteten Viren und 275% Perzentile) ist signifikant erhdht im Vergleich zur Kontrollgruppe mit niedriger
Neutralisationsbreite (,low", Neutralisation von <44% der getesteten Viren und <25% Perzentile). (B) Spearman
Rank Korrelation zwischen Plasma IL-5 und Neutralisationsbreite (Roider, Porterfield et al. 2019).
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In Abbildung 6 (Muenchhoff 2021) ist zu sehen, dass Kinder mit einem stabilem
Helferzellniveau trotz hoher Viruslasten (sogenannte ,non-progressors, PNP“) hohe p24-
spezifische IgG Plasmalevel im Vergleich zu Kontrollgruppen aufweisen. Diese waren
therapienaive HIV-infizierte Kinder, bei welchen ein Fortschreiten der HIV-Erkrankung zu
verzeichnen war (,Progressors, Prog“) sowie HIV-infizierte Kinder, welche bereits eine
antiretrovirale Therapie erhalten (,ART").
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Abbildung 6: Plasmatiter von nicht-neutralisierenden HIV-spezifischen Antikorpern unterscheiden non-
progressors von progressors. (A) Plasmatiter von Antikorpern gegen HIV-p24, HIV-gp41, HIV-gp120 und HIV-
gp140 zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen HIV-infizierter Kinder (Progessors ,Prog“, non-
progressors ,PNP“ und therapierte ,ART"). (B) Spearman Rank Korrelation der Antikorpertiter mit Helferzellen
und (C) HIV-Viruslast (Muenchhoff 2021).

Ergebnisse zur immunologischen Grundlagenforschung im Rahmen der
HIV-Heilungsforschung

Abbildung 7 (Roider, Ngoepe et al. 2019) gibt einen Uberblick tiber die durchflusszytometrisch
gemessene Anzahl der regulatorischen T-Zellen in 4 padiatrischen Gruppen: 1. HIV-infizierte
Kinder, welche trotz Abwesenheit einer antiretroviralen Therapie ein stabiles Helferzellniveau
halten (,PSPN, slow progressors®), 2. HIV-infizierte Kinder, die im Studienverlauf eine
immunologische Verschlechterung erfahren (,PFP, future progressors®), 3. HIV-infizierte
Kinder, welche primar schlechtimmunologisch aufgestellt sind (,PP, progressors®) und 4. HIV-
negative Kinder. Hier kann man sehen, dass der Phanotyp der Kinder mit stabilem
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immunologischen Niveau (,PSPN*) mit einer Vermehrung des suppressiven regulatorischen
T-Zelltyps vergesellschaftet ist.
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Abbildung 7: Vermehrte regulatorische T-Zellen in HIV-infizierten Kindern mit stabilem Helferzellniveau.
(A) HIV-infizierte Kinder mit Helferzellen >450/mm?3 (PSPN und PFP) haben eine signifikant erhdhte Anzahl an
regulatorischen T-Zellen wenn verglichen mit HIV-infizierten Kinder mit Helferzellen <350/mm?3 (PP). (B-C) Dies
spiegelt sich auch in einer negativen Korrelation (Spearman Rank) mit der Immunaktivierung auf CD4 Zellen
wieder. (D) Durchflusszytometrische Gatingstrategie fiir regulatorische T-Zellen. (E-G) Der Phanotyp der PSPN
ist mit einem erhohten Anteil an suppressiven regulatorischen T-Zellen vergesellschaftet (Roider, Ngoepe et al.
2019).

In Abbildung 8 (Singh, Kazer et al. 2020) sieht man die Reduktion aller gemessenen
angeborenen lymphoiden Zellpopulationen (ILCs) im sekundaren Lymphgewebe von HIV-
infizierten Kindern.
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