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1. Aufgabenstellung:

Ziel des geforderten Projektes war die Aufklarung der zellularen Mechanismen, die der
Interaktion von GBV-C und HIV zu Grunde liegen. Dabei sollte ein Screening von
Blutspendern und HIV-Patienten durchgefiihrt werden, um Zugang zu verschiedenen GBV-C
Primarisolaten zu bekommen. Des weiteren sollten diese Isolate in bezug auf ihre
Eigenschaft HIV zu hemmen charakterisiert werden. AbschlieRend sollte mit Hilfe von
Deletionsmutanten und Einsatz von rekombinanten Proteinen die anti-retroviralen
Komponenten von GBV-C eingegrenzt werden.

2. Voraussetzung und Planung

In Zusammenarbeit mit Prof. Hans Tillmann von der Universitat Leipzig wurde vornehmlich
das Screening von Blutspendern durchgefiihrt. Dieses konnte insbesondere in Kooperation
mit dem Blutspendedienst Leipzig realisiert werden. Die Eingrenzung der anti-retroviralen
Komponenten von GBV-C wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Bernhard Fleckenstein durch
Einsatz des Herpesvirus saimiri basierenden Vektorsystems durchgeflihrt. Zur Durchfiihrung
der molekularen Klonierungsarbeiten wurde dem Projekt ein infektioser Volllangenklon sowie
einige GBV-C spezifische Antikérper von Prof. Jack Stapleton der Universitat lowa in lowa,
USA zur Verfigung gestellt. Es war geplant, dass sich die Gruppe um Prof. Tillmann
zunachst um die Etablierung der GBV-C Isolat-Bank kimmerte, wahrend unsere
Arbeitsgruppe mit den Klonierungsarbeiten zur Eingrenzung der anti-retroviralen
Komponenten beginnen sollte. Weiterhin sollten HIV-Reporterviren hergestellt werden, um
die Méglichkeiten der Koinfektionen mit HIV und GBV-C zu erweitern.

3. Stand der Forschung

Noch nach Uber 10 Jahren seit der Entdeckung von GBV-C wird die pathogenetische
Bedeutung dieses Virus kontrovers diskutiert. Heute geht man davon aus, dass es sich bei
GBV-C um ein apathogenes Virus handelt. Das positiv orientierte RNA-Genom von GBV-C
umfasst ungefahr 9400 bp. Ein langer offener Leserahmen kodiert flir ein Polyprotein aus
etwa 3000 Aminosauren. Die kodierenden Bereiche unterteilen sich in die strukturellen Gene
fur die Hullproteine E1 und E2 und in die nicht-strukturellen Gene NS2-NS5. Die
Seropravalenz ist in der Bundesrepublik Deutschland mit 15-25% sehr hoch, ungefahr 1-2%
der Bevolkerung weist eine GBV-C Viramie auf (Feucht et al., 1997). Ahnlich wie fir HIV sind
fur GBV-C sexuelle, parenterale und vertikale Transmissionswege beschrieben.
Ubertragungswege ist der Anteil an GBV-C viramischen HIV-positiven Patienten mit 20-50%
ziemlich hoch.

In den vergangenen Jahren rickte das Flavivirus starker in das Licht des wissenschaftlichen
Interesses, als mehrere Studien sowohl eine verlangsamte Progredienz zu AIDS als auch
einen signifikanten Uberlebensvorteil bei GBV-C infizierten HIV-Patienten beobachten
konnten. (Tillmann et al., 2001; Xiang et al., 2001; Devereux et al., 1998; Lefrere et al., 1999;
Nunnari et al.,, 2003). Jedoch vermochten nicht alle Studien diese Beobachtungen zu
bestatigen (Brumme et al., 2002; Birk et al., 2002; Quiros-Roldan et al., 2002; Bjorkman et
al., 2004). Eine neuere Arbeit, die genauer die Infektionszeitraume von HIV und GBV-C in
die Studie mit einflieRen lies, kénnte jedoch die diskrepanten Ergebnisse erklaren. Die
Autoren konnten zeigen, dass der protektive Effekt von GBV-C fiir HIV-Patienten nur dann
nachgewiesen werden konnte, wenn die Persistenz von HIV und GBV-C mindestens 5 Jahre
betrug. Die vorzeitige Eliminierung von GBV-C fiuihrt zum Verlust des klinischen Vorteils und
in einigen Fallen sogar zur Verschlechterung der Prognose (Williams et al., 2004).
Zusammengenommen demonstrieren die epidemiologischen Studien zweifelslos einen
Zusammenhang zwischen einer GBV-C Infektion und einer verbesserten Uberlebensrate von
HIV-Patienten. Trotzdem lassen diese Studien per se nicht den sicheren Schluss zu, dass
GBV-C der Grund fiir die verbesserte Prognose ist. Vielmehr kdnnte es sich bei GBV-C um
einen Marker handeln, der aufgrund eines bestimmten Wirtstropismus andere Faktoren
anzeigt, die fur die Entwicklung der Immunschwache von HIV-Infizierten hinderlich sind.
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Studien von uns und anderen Hinweise weisen aber darauf hin, dass GBV-C einen direkten
Einfluss auf die Replikation von HIV in vitro nimmt, durch die Induktion von Iéslichen anti-
retrovirale Faktoren (Jung et al. 2005, Xiang et al. 2004). Die weitere Aufklarung des
zugrundeliegenden Mechanismus der GBV-C vermittelten Resistenz war demzufolge
Gegenstand des beantragten Projektes.
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5. Ergebnisse

Insgesamt wurde die Testung auf GBV-C RNA im Serum von 1000 Blutspendern und 100
HIV-Patienten durchgeflinrt. Diese Testung wurde in erster Linie vom Leipziger
Kooperationspartner von der Arbeitsgruppe um Prof. Tillmann durchgefiihrt. Zur Bestatigung
wurden die Pooltestungen ebenfalls in Erlangen verrichtet. Dabei zeigte sich eine GBV-C
RNA-Pravalenz der Leipziger Blutspender von 3%. Die Testung der HIV-Patienten hingegen,
die im wesentlichen in Erlangen durchgefiihrt wurde, ergab in dieser speziellen Kohorte
erwartungsgemaR eine deutlich héhere GBV-C RNA-Pravalenz von 46%. Aufgrund von
logistischen Problemen, konnte aber nur auf vier Blutspender zurtickgegriffen werden, um
wiederholende und umfangreichere Serumspenden zu erhalten.

Im folgenden konnte dargestellt werden, dass verschiedene GBV-C Isolate in bezug auf die
Eigenschaft mit der Replikation von HIV zu interferieren, unterschiedliche Phanotypen
zeigen. Somit konnten GBV-C Wildtyp Isolate in HIV-Hemmer und Nicht-Hemmer
eingeordnet werden. Diese neue Erkenntnis ermdglicht nun die Unterschiede zwischen HIV-
Hemmer und Nicht-Hemmer zu erarbeiten und z.B. Chimare zwischen Hemmern und Nicht-
Hemmern herzustellen, um die verantwortlichen Domanen des GBV-C zu isolieren.

Da von Stapleton und Mitarbeitern gezeigt wurde, dass mit einer Proteinsequenz aus der
NS5 Region eine HIV-Hemmung erzielt werden kann, lag es nahe, Sequenzunterschiede in
diesem Bereich zu erwarten (Chang et al, J Gen Virol, 88, 2007, 3341-6). Ausflhrliche
Sequenzierungen der verschiedenen GBV-C Primarisolate im NS5A-kodierenden Bereich
lieferte jedoch diesbezliglich keine eindeutige Kausalitat

Weiterfiihrende Arbeiten in unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass nicht nur die GBV-C
Infektion, sondern auch die Expression von GBV-C kodierender plus-Strang RNA die HIV-
Replikation signifikant unterdriicken kann. Durch Expression von Deletionsmutanten konnte
der fur die HIV-Inhibition verantwortliche Bereich auf den N-terminalen Bereich des GBV-C
Genoms eingegrenzt werden, der im wesentlichen fir die strukturellen Glykoproteine E1 und
E2 kodiert. Im weiteren Verlauf konnten wir den HIV-inhibitorischen Effekt auf das E2
Glykoprotein eingrenzen. So reicht in Zellkultur (PBMC, CEMX174) die Inkubation mit
rekombinanten Glykoprotein E2 aus, eine anschliefende HIV-Infektion signifikant zu
hemmen. Der Effekt kann spezifisch durch Vorinkubation mit monoklonalen anti-E2
Antikdrpern wegtitriert werden.

E2A1-Fc mediated suppression of HIV
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Einfluss von E2-Fc auf die HIV-
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PBMC wurden fir 1 Stunde mit
E2-Fc Fusionsprotein inkubiert
(500ng/1x10°PBMC), gewaschen
und nach 48 h mit HIV infiziert.
Replikationskinetik wurde anhand
1500 HIV p24-Bestimmung
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Fur diese Untersuchungen wurde sowohl rekombinantes Vollldngen E2 Protein, als auch ein
Fusionsprotein zwischen dem GBV-C E2 Glykoprotein und der humanen IgG Fc-Region
verwendet. Letzteres hat unter anderem den Vorteil, dass durch die Fusion mit der Fc-
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Region die erleichterte Proteinreinigung mittels Protein A-Saulenchromatographie ermdglicht
wurde und es auch mit einer erhdhten biologischen Halbwertzeit des rekombinanten Proteins
zu rechnen ist. Durch die Etablierung eines ,Single-Cycle HIV-Assays* unter der
Verwendung von HIV-Reporterviren, die entweder mit X4-oder R5-tropen HIV Env-Proteinen
oder mit heterologen VSV-G Glykoproteinen versehen wurden, konnte eindeutig belegt
werden, dass durch das E2-Protein ausschlief3lich die frihen HIV-Replikationsschritte, also
der Eintritt des HI-Virus wahrend der Infektion, unterdrickt wird. Der inhibierende Effekt des
E2-Proteins ist nicht auf eine HIV-Untergruppe beschrankt, sowohl CXCR4- als auch CCR5-
trope HIV Isolate werden spezifisch gehemmt. Somit handelt es sich bei dem E2-Fc
Fusionsprotein um einen neuen X4- und R5-wirksamen ,Entry“-Inhibitor, dessen ICsq fir
PBMC ca. 6nM betragt (Jung et al. AIDS, 21, 2007). Der genaue Wirkmechanismus ist
jedoch noch nicht komplett verstanden. Obwohl die Hemmung ,in trans“ durch die Induktion
von ldslichen anti-retroviralen Faktoren vermittelt wird, gehen wir davon aus, dass keine a-
und B-Chemokine wie SDF-1 oder RANTES durch das GBV-C E2 Protein induziert werden.
Obwohl! Zelliberstande von E2-stimulierten PBMC eine anti-retrovirale Aktivitdt besalen,
konnte im ELISA zu keinem Zeitpunkt nach E2-Stimulation eine nennenswerte Induktion von
RANTES, MIP-1a, MIP-1B noch von SDF-1 nachgewiesen werden. Auch konnte der X4-HIV
inhibitorische Effekt nicht durch Vorinkubation mit grolen Mengen an anti-SDF wegftitriert
(50pg/ml) werden.

Durch Expression von grélkeren GBV-C Genkassetten in Herpesvirus saimiri Genvektoren
konnte weiterhin gezeigt werden, dass zusatzlich zum E2 noch weitere Genkomponenten
des GB Virus C existieren, die HIV-inhibitorisch wirken. Hier scheint aber der
Replikationsblock nach den HIV-Entry zu liegen. Dies wiederum deckt sich mit den
Forschungsergebnissen von der Arbeitsgruppe um Prof. Jack Stapleton, die zeigen konnten,
dass die Expression des nicht-strukturellen Proteins NS5A, bzw. eines Peptides innerhalb
der NS5A Region, zur signifikanten Unterdrickung der HIV-Replikation fihrt.

Die Identifizierung des rekombinanten E2-Proteins kann die Entwicklung einer neuen Klasse
von HIV-Therapeutika nach sich ziehen. Dabei kann insbesondere die weitere Aufklarung
der E2-induzierten Faktoren neue Erkenntnisse liefern Uber das Netzwerk und das
Zusammenspiel des angeborenen Immunsystems in der Abwehr retroviraler Infektionen.
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