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1. Zusammenfassung

Eine effektive, HIV-spezifische Immunantwort durch zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs)
kann ein Grund dafiir sein, dass eine HIV-infizierte Person eine verlangerte oder sogar
andauernde Kontrolle der HIV-Infektion erlangt '. Die exprimierten humanen Leukozyten-
antigene (HLA) spielen hierbei eine entscheidende Rolle. Vor allem die HLA-B Gene B*27
und B*57 sind wiederholt als protektiv im Fall einer HIV-Infektion beschrieben worden %=°. Die
vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss verschiedener Punktmutationen auf die
virale Replikationskompetenz. Die untersuchten Mutationen sind zum Teil in vivo und/oder in
vitro mit dem CTL-Immunselektionsdruck auf zwei immunodominate p24/Gag-Epitope, TW10
(Aminosauren 241-250) und KK10 (Aminosauren 263-272) assoziiert ®’. Durch Mutagenese
wurden provirale Varianten des HIV-Laborstamms NL4-3 generiert und in HEK293T-Zellen
transfiziert. Mit den so generierten Viren erfolgte die Infektion einer Reporter-T-Zelllinie. Die
Infektiositat der Virusvarianten im Vergleich zum WT wurde anschlieBend mittels
Durchflusszytometrie bestimmt.

Die Mutation RyeK im KK10-Epitop von p24 des HIV-1 macht das Virus in vitro nahezu
replikationsinkompetent. In Patientenisolaten (in vivo) findet sich die Mutation Rys,K deshalb
fast ausschlielllich in der Gegenwart der kompensatorisch wirkenden (,sekundaren®)
Mutation S;73A. Die Interaktion von Cyclophilin A (CypA) mit dem viralen Kapsidprotein p24
spielt bei dem beschriebenen Phanotyp eine wichtige Rolle. Wildtyp HIV-1 und die
kompensierte Variante sind in vitro CypA-abhangig, wohingegen die Rys4K-Variante auf eine
Inhibierung der CypA/p24 Interaktion, beispielsweise durch Cyclosporin A (CsA),
angewiesen ist (CsA-abhangiger Phanotyp).” Neben R,e4K sind drei weitere Gag-Mutationen
beschrieben, die eine CsA-Abhéngigkeit vermitteln: T1g6A, AzzsE und GooeD &0

In dieser Arbeit wurden vier wichtige Erkenntnisse erzielt: 1) Alle als CsA-abhangig
bekannten Varianten wurden in vitro durch die in vivo relevante Mutation S;73A kompensiert
(,universeller Kompensator). In eingeschranktem Mal gilt dies ebenfalls flr die sekundaren
in vitro Mutationen V,1gA und A3, T. Dies demonstriert, dass es sich bei TigsA, AsnE, GoxD
und Rye4K nicht nur um mehrere zu einem ahnlichen Phanotyp fihrende Mutationen handelt,
sondern dass diese Mutationen den gleichen molekularen Mechanismus beeintrachtigen. 2)
Es wurden mehrere, noch nicht beschriebene, kompensatorisch wirksame in vitro Mutationen
fur die RpgsK-Variante identifiziert, die in vitro in ihrer Wirkung mit der S;73A Mutation
vergleichbar sind. 3) Computergestltzte Berechnungen einzelner Kapsidvarianten lieferten
keine Anhaltspunkte daflr, dass die untersuchten Mutationen die Proteinstruktur von p24
verandern und zeigten zudem, dass die wirksamsten der alternativen kompensatorischen
Mutationen in der Region der p24 a-Helices 2 bis 5 liegen. 4) Im Gegensatz zu den unter 2)
beschriebenen alternativen in vitro Mutationen konnte fur in vivo Mutationen eines
ausgewahlten Patientenisolats kaum ein kompensierender Effekt gezeigt werden. Bei den in
vivo Mutationen handelt es sich um HLA-B*57 assoziierte Mutationen, die in einigen der
seltenen Isolaten gefunden wurden, in denen RyK in vivo ohne die S;73A Mutation
nachgewiesen werden konnte.

Die vorliegende Arbeit liefert neue Erkenntnisse Uber den Einfluss von Punktmutationen auf
die Interaktion von p24 mit dem zellularen HIV-1 Ko-Faktor CypA und legt die Vermutung
nahe, dass ein weiteres (zellulares) Protein an p24 bindet und an der Vermittlung des CypA-
abhangigen Phanotyps beteiligt ist.



2. Einleitung

2.1 Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS)

Das heute weltweit verbreitete acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) wird durch das
Humane Immundefizienz Virus, vor allem Typ 1 (HIV-1), verursacht. Die Erstbeschreibung
des HIV erfolgte 1983 durch Barré-Sinoussi et al. und Gallo et al. ""'?, Der Ursprung der HIV-
Pandemie liegt in Afrika, wo es vermutlich in den 1930iger Jahren mehrfach zu einer
zoonotischen Ubertragung des Affenimmundefizienzvirus (simian immunodeficiency virus of
chimpanzees SlIV.,,) auf den Menschen kam. Im Zuge dieser Transfers sich entwickelte
SIV¢,, zu HIV. Trotz intensiver Forschung in den vergangenen 30 Jahren konnte bisher keine
Impfung gegen HIV entwickelt werden. Auch eine kurative Behandlung ist bisher nicht in
Sicht, wenngleich auch eine Behandlung der HIV-Infektion mittlerweile durch Gabe von
mehreren hochwirksamen antiviralen Wirkstoffen (HAART: highly active antiretroviral
therapy) mdglich ist (funktionelle Behandlung). Bei lebenslanger taglicher Einnahme der
Medikamente erhoht sich die Lebenserwartung der Patienten deutlich . Allerdings ist diese
Behandlung fir Betroffene in Entwicklungs- und Schwellenldandern, die die Mehrheit der
Betroffenen beheimaten, von diesen in der Regel nicht finanzierbar.
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HIV-Pravalenz
Stand 2011

MW 15.0%-280% M 5.0%-<15.0% Kaat
W 1.0% - <5.0% W 0.5%-<1.0% :
W 0.1% - <0.5% <0.1%

No data

Abbildung (Abb.) 1: Weltweite HIV-Pravalenz
Gezeigt ist die HIV-Pravalenz in Prozent fir jedes einzelne Land, soweit Daten erhoben sind und zur

Verfligung stehen. Stand 2011. http://www.unaids.org/en/dataanalysis/datatools/aidsinfo/



Laut UNAIDS waren im Jahr 2011 34 Mio. Menschen mit HIV infiziert. Die Gesamtpravalenz
bei Erwachsenen betrug ca. 0,8%. Alleine im Jahr 2011 starben Schatzungen zu Folge
1,7 Mio. Menschen an AlDS-assoziierten Ursachen ™.

Am schwersten betroffen sind weite Teile Afrikas, Russlands und der Sudostasiatische
Raum (Abb. 1) (http://www.unaids.org/en/dataanalysis/datatools/aidsinfo/, Stand 2011).

Die Infektion erfolgt durch infektidse Korperflissigkeit (Samen, Vaginalsekret oder Blut) bei
ungeschitzten Sexualkontakten, Bluttransfusionen oder Verletzungen mit kontaminierten
Gegenstanden (z.B. Spritzen). Eine sexuelle Ubertragung erfolgt meist nicht direkt durch
Viruspartikel, sondern durch einzelne Virus-produzierende Zellen, wobei laut Keele et al. die
Mehrzahl dieser Infektionen nur durch ein Virus bzw. eine infizierte Zelle (founder-Virus)

etabliert wird .

Der Krankheitsverlauf einer HIV-Infektion lasst sich in drei Stadien einteilen: Die akute
Infektion, die chronische asymtomatische Infektion und das AIDS-Stadium (Abb. 2). Die
akute Infektion verlduft haufig klinisch inapparent trotz einer Viramie von 10° bis 10°
Genomagquivalenten / ml Blut. Eine HIV-Infektion ist bereits mit dem Einsetzen der
Virusreplikation nachweisbar, diagnostiziert wird sie in der Regel jedoch erst mit der nach
mehreren Wochen einsetzenden Serokonversion, die zugleich mit einem Abfall der Viramie
(<2 x 10 Genomaquivalente / ml Blut) einhergeht. In seltenen Ausnahmefallen sinkt die
Viruslast sogar unter die Nachweisgrenze von 50 Genomaquivalenten / ml Blut. Das Niveau,
auf das die Viramie absinkt (auch als ,viral setpoint‘ bezeichnet), ist entscheidend fir den
weiteren Krankheitsverlauf. Mit einem héherem viral setpoint schreitet die Krankheit im Mittel
schneller voran. Verantwortlich fur den Rickgang der Viramie ist das Einsetzten der
zelluldaren Immunantwort, vor allem durch HIV-spezifische zytotoxische T-Lymphozyten
(CTLs) ', aber auch durch die einsetzende Antikérperproduktion durch B-Plasmazellen.
Das Ende der hochtitrigen Viramie stellt den Ubergang zur latenten Phase dar, die meist
mehrere Jahre dauert. Im Verlauf der latenten Phase sinkt die Zahl CD4-positiven Zellen
langsam ab. Die durch die Virusreplikation zerstérten Zellen kénnen zunachst noch gut durch
die andauernde Neubildung von Zellen im Knochenmark ersetzt werden. Sinkt die Zahl aber
unter 200 CD4-positiven Zellen / ml Blut, wird das Auftreten opportunistischer Erkrankungen
stark beglnstigt. Im Weiteren kommt es zum Zusammenbruch des Immunsystems und zum
Ausbruch opportunistischer Infektionen sowie anderer AIDS definierender Ereignisse.

Diesem Stadium geht haufig ein starker Anstieg der Viruslast voraus. '
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Abb. 2: Typischer Krankheitsverlauf bei einer HIV-Infektion

CD4+ Lymphozytenzahl (Zellen/ul)

Gezeigt ist der schematische Krankheitsverlauf bei einer HIV-Infektion mit der Abnahme der CD4-
positiven T-Lymphozyten (linke Ordinate; blau; Zellen / pl) und die sich mit dem Krankheitsstadium
andernde Viruslast / ml Blut (rechte Ordinate; rot; RNA Kopien / ml Plasma). Auf der Abszisse wird der
zeitliche Verlauf mit wechselnder Skalierungsdimension (Wochen, Jahre) gezeigt.

Abbildung abgewandelt von: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hiv-timecourse copy.svg, Stand
2013

2.2 HIV-1: Taxonomie, Aufbau, Tropismus und Genomstruktur

Das HI-Virus 1 (HIV-1) gehoért zur Gattung der Lentiviren aus der Familie der Retroviridae
(Unterfamilie: Orthoretrovirinae). Es gibt fir verschiedene Spezies analoge Immundefzienz
Viren, wie beispielsweise das SIV (Affenimmundefizienzvirus), das FIV (Felines
Immundefizienzvirus) oder das BIV (Bovines Immundefizienzvirus). Neben HIV-1 ist als
humanpathogener Vertreter noch das HI-Virus 2 aufzufiihren, das aber fur die HIV-Pandemie
nur eine untergeordnete Rolle spielt und in dieser Arbeit nicht weiter beschrieben wird. An
Hand der Sequenzunterschiede (>30%) lassen sich vier Untergruppen von HIV-1
unterscheiden (M, N, O und P). Die Untergruppe M oder ,major ist am weitesten verbreitet
und Iasst sich ihrerseits in acht Subtypen mit 70-75% Sequenzhomologie unterteilen (A-D, F,
H, J und K). Neben diesen acht Subtypen existiert noch eine Reihe rekombinanter HIV-1
Subtypen aus zwei oder mehr der genannten Subtypen, die sogenannten circulating
recombinant forms (CRFs) (http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html).
Der Subtyp C ist bezogen auf die globale Verbreitung dominant, in Westeuropa und den

USA ist jedoch Subtyp B am weitesten verbreitet. Ahnlich wie HIV-2 spielen die



Untergruppen N (,non-M, non-O¢), O (,outlier) und P (Nomenklatur nach Robertson et al.)
in der Pandemie keine bedeutende Rolle. '**'

Ein Viruspartikel hat einen Durchmesser von ca. 100 nm. Lentiviren besitzen pro
Viruspartikel zwei separate einzelstrangige RNA-Kopien (ssRNA; single stranded RNA) des
viralen Genoms von jeweils ca. 9200 Bp Lange. Die RNA-Genome sind +Strang-Genome,
und liegen somit als Sense-Strang vor. Sie besitzen die Eigenschaften eukaryotischer
mRNAs, wie Beispielsweise eine 5-cap-Struktur sowie einen 3‘-PolyA-Schwanz. Als Primer
enthalten sie fir die reverse Transkription eine tRNA_, an einer als Primerbindestelle
bezeichneten Position im 5-U (unique region). Das Nukleoprotein (p7) komplexiert die
Genome im Kapsid, in dem sie u.a. zusammen mit den viralen Proteinen Integrase und der
reversen Transkriptase verpackt sind. Das Viruskapsid besteht aus ca. 1200 p24-Molekilen,
die in ca. 12 Penta- und 250 Hexameren organisiert sind und zeichnet sich durch eine

charakteristische konische Form aus (Abb. 3) %%,

Surface envelope protein
(gp120, SU)

Transmembrane envelope protein
(P41, TM)

Capsid (p24, CA)

Matrix
(P17, MA)

b'd Integrase
(p31, IN)

M@

|Re\erse transcriptase
(p66/p51, RT)

Viral RNA
genome

Membrane

Vif, Vpr, Nef and p7 Protease (p11, PR)

Abb. 3: Schematischer Aufbau eines HIV-1 Partikels **

Gezeigt sind von aufRen nach innen: Die Hillmembran mit den envelope-Protein (bestehend aus
gp120 und gp41), die Matrixproteine (p17) und das virale Enzym Protease. Die Membran selbst leitet
sich von der Zellmembran der letzten Wirtszelle ab. Im Inneren befindet sich das konische HIV-
Kapsid, bestehend aus Penta- und Hexameren des Kapsidproteins p24. Im Kapsid befinden sich die
beiden ssRNA Kopien des viralen Genoms komplexiert durch das Nukleoprotein (p7) und die viralen

Enzyme Integrase, Vif, Vpr, Nef und die reverse Transkriptase. 24



Das Kapsid ist tber das Link-Protein (p6) mit der Virushille (envelope, env) verbunden. Die
Virushille wurde von der Zellmembran der Wirtszelle beim Knospen des Partikels abgeleitet.
Auf der Innenseite der Virushdlle sind die Matrixproteine (p17) durch ihre Myristinsaurereste
in der Virushlle verankert, was dem Virus eine definierte raumliche Struktur verleiht. Auf der
Auflenseite der Virushille befinden sich bei HIV-1 lediglich ca. 14 virale Proteinkomplexe
(Env-Homotrimere). Jedes Homotrimer besteht aus einer extrazellularen Domane (gp120),
die Uber eine nicht-kovalente Bindung an eine Transmembrandomane (gp41) in der
Virushulle verankert ist. Kodiert werden gp120 und gp41 durch das HIV-Gen env. Der trimere

Proteinkomplex dient der Adsorption der Viruspartikel an ihre Wirtszellen. "

Die Wirtszellen des HI-Virus sind CD4-positive Zellen (u.a. T-Helferzellen, Monozyten und
Makrophagen). Dabei sind die CD4-Rezeptoren die primaren Interaktionspartner des HI-
Virus mit seinen Wirtszellen. Diese Interaktion ist aullerdem der erste Schritt zur Fusion von
Virus- und Zellmembran. Fir diese Membranfusion ist jedoch noch eine weitere Interaktion
mit einem Ko-Rezeptor nétig. Das HIV Protein gp120, das als Trimer in der Virushulle
vorliegt, dient als Interaktionspartner flr den zellularen CD4-Rezeptor. Nach Kontakt mit CD4
durchlauft das Env-Trimer eine Konformationsanderung, was zum einen zu einer
Anndherung des Partikels an die Zelloberflache fuhrt und zum anderen die Ko-
Rezeptorbindestellen fir ihre zelluldren Interaktionspartner (CXCR4 (X4) oder CCR5 (R5))
zuganglich macht. Erst durch diese zweite Bindung wird die Fusion der beiden Membranen
initiert %. An Hand des verwendeten Ko-Rezeptors lassen sich prinzipiell zwei HlI-
Virustypen unterscheiden: X4-trope und R5-trope Viren. X4-trope Viren benutzen CXCR4
(auch CD184) als Ko-Rezeptor und infizieren somit hauptsachlich T-Helferzellen. R5-trope
Viren verwenden dagegen CCR5 (auch CD195) als Ko-Rezeptor und infizieren deshalb
Monozyten und Makrophagen, aber auch CCR5" CD4" T-Zellen ?”*. R5-trope Viren
verursachen die meisten Neuinfektionen, da ihre Zielzellen (z.B. Makrophagen, CCR5" CD4"
T-Zellen) im Gegensatz zu den CXCR4*, CD4" T-Lymphozyten in den Schleimhautgeweben
vorhanden sind. X4-trope Viren entwickeln sich meist erst im spateren Verlaufe der Infektion
aus den urspriinglichen R5-tropen Viren. '

Das Genom von HIV-1 (Abb. 4) Iasst sich in drei gro3e kodierende Bereiche (gag, pol und
env) unterteilen. Gag (group-specific antigen) ist ein Polyprotein, das fir die bereits
erwahnten Strukturproteine (Matrix-, Kapsid-, Link- und Nukleokapsidprotein) kodiert. Das
Polyprotein Polymerase (Pol) kodiert fir die Enzymmaschinerie des Virus (reverse
Transkriptase (RT), Integrase (Int) und die Protease (Prot)). Das virale Oberflachenprotein

Glykoprotein 140 (gp140 = Herterodimer aus gp120 und gp41) wird von env kodiert.
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Abb. 4: Genomorganisation von HIV-1

Schematischer Genomaufbau von HIV-1 vom 5- zum 3'-Ende: 5-LTR (long terminal repeat), das
Polyprotein Gag (group specific antigen), das Polyprotein Pol (polymerase), gefolgt von den akzes-
sorischen Proteinen Vif (viral infectivity factor), Vpr (viral protein rapid) und Vpu (viral protein out). Im
Bereich vom 3-Ende Vpr und Beginn von Vpu liegen je die ersten Exons der transaktivatorischen
Proteine Rev (regulator of expression of virion proteins) und Tat (transactivator of transcription). Die
letzten kodierenden Bereiche sind das Polyprotein Env (envelope) und das akzessorische Protein Nef

(negative factor), gefolgt vom 3-LTR. **

Neben diesen drei groRen Genen kodiert HIV-1 noch fir sechs weitere Proteine (Nef, Rev,
Vpr, Vpu, Vif und Tat). Manche Isolate kodieren fir ein weiteres kleines Protein (Tev). Fir
die vorliegende Arbeit ist die transaktivatorische Wirkung von Tat hervorzuheben, da sie zur
Induktion einer Tat-abhangigen GFP-Expression (green fluorescent protein) in den GXR25
Zellen (s. 3.1.11.1) verwendet wird. Die naturliche Aufgabe von Tat ist die Verstarkung der

viralen Genomreplikation. °

Dem Wunsch nach einer einfachen und langfristig wirksamen Behandlung bzw. einer
praventiven Impfung gegen HIV steht die enorme Variabilitdt des Virus entgegen. Diese hat
mehrere Ursachen. Die wichtigsten Quellen fur die Sequenzvariabilitat sind aber wohl die
hohe Fehlerrate der zelluldren RNA-Polymerase |l (Fehlerrate: 1 Fehler / 10%-10° Nukleotiden
%), die zur Transkription der viralen DNA und somit zur Synthese der Tochter-RNA-Genome
verwendet wird sowie die der viralen reversen Transkriptase (Fehlerrate: 1 Fehler / 2,5x10°-
5,8x10* Nukleotide °'). Zudem konnen bei einer Doppelinfektion einer Zelle mit
verschiedenen Virussubtypen durch Rekombinationsereignisse chimare Viren entstehen.
Daneben kann es durch einen Wechsel des transkribierten Genomstrangs bei der reversen
Transkription zur Bildung von Mosaiksequenzen zwischen den beiden Genomen eines

viralen Partikels kommen (,copy choice“ Rekombination). '



2.3 Zellulare Interaktionspartner des HIV-1 Kapsidproteins p24

2.3.1 HIV-1 und Cyclophilin A (CypA)

Fir das Verstandnis der vorliegenden Arbeit ist das zellulare Enzym Cyclophilin A (CypA;
Gene ID: 5478) von entscheidender Bedeutung. CypA ist eine cis-trans-Prolylisomerase, die
mit einem exponierten Teil im N-Terminus von p24, der sogenannten CypA-Bindeschleife
(Aminosauren: 217-225), interagiert (Abb.5A). Uber die Natur und die direkten
Konsequenzen dieser Interaktion ist wenig bekannt auller, dass sie zumindest in vitro

32-34

essentiell fur HIV-1 ist (CypA-abhangiger Phanotyp) . Gamble et al. postulieren
beispielsweise in diesem Zusammenhang, dass CypA die p24-p24 Proteinbindungen
destabilisiert und damit einen geordneten Zerfall des viralen Kapsids erleichtert **. Zwar
konnte gezeigt werden, dass CypA an Py tatséchlich eine cis-trans Isomerisierung
katalysiert, diese allerdings weder in der Tertiarstruktur von p24 noch der Quartarstruktur der
p24-Oligomere eine gravierenden strukturelle Anderungen zu bewirken scheint *°. Entgegen
Gamble et al. wurde in der gleichen Arbeit ein stabilisierender Effekt von CypA auf das
Kapsid gezeigt, der Destabilisierung durch Transportin 3 (TNPO3) entgegen wirkt *°. Ein
Gleichgewicht dieser beiden Effekte wird als wichtige Voraussetzung flir einen geordneten
Zerfall des viralen Kapsids (uncoating) bezeichnet **. Dass die Interaktion CypA-p24 in vitro
fur die Infektiositat des Virus entscheidend ist, lasst sich durch die Zugabe von Cyclosporin A
(CsA) zeigen. Bei CsA handelt es sich um ein niedermolekulares, immunsuppressiv
wirkendes Stoffwechselprodukt des Schlauchpilzes Tolypocladium inflatum ', das in der
Transplantationsmedizin Verwendung findet. CsA wirkt als kompetitiver Inhibitor fir CypA-

Substrate und verhindert so eine Interaktion zwischen CypA und p24 (Abb. 5 B) **%, |

n
Gegenwart von 0,5 uM CsA kommt es bei einer Infektion der Reporterzelllinie GXR25
(s. 3.2.2.1) mit dem HIV-1 Laborstamm NL4-3 zu einer Reduktion der Infektiositat um ca.
50% (Abb. 5 C). Dies ist von Interesse, da bestimmte durch T-Zellantworten selektionierte

p24/Gag-Varianten die Art des CypA-Phanotyps von HIV-1 beeinflussen kénnen (s. 2.5).
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Abb. 5: Model der Interaktion von HIV-1und CypA sowie von CypA mit CsA.

(A) Basierend auf Daten aus Rdéngtenstruktoranalysen ist ein Modell der Interaktion von CypA (violett) mit der
CypA-Bindeschleife (gelb) des N-terminalen Teils von HIV-1 p24 (griin) dargestellt (modifiziert nach Protein
Database |ID: 1AK4) 3, (B) Ein CsA-Molekil ist an das aktive Zentrum von CypA angelagtert und verhindert
dadurch Wechselwirkungen mit CypA-Proteinsubstraten, wie beispielsweise HIV-1 p24 (modifiziert nach Protein
Database ID: 3CYS). Das Modell beruht auf NMR-Aufnahmen (nuclear magnet resonance) 39 (C) Dieser Graph
demonstriert den CypA-abhangigen Phanotypvon HIV-1 am Beispiel von NL4-3 (Wildtyp, WT). GXR25-Zellen
wurden mit 250ng p24 von NL4-3 in Abwesenheit (schwarzer Balken) oder Anwesenheit von 0,5 uM CsA (weilRer
Balken) infiziert. Der prozentuale Anteil GFP positiven Zellen wurde an Hand von Durchflusszytometrie 48 Std.
nach Infektion bestimmt. Die Infektionsraten wurden auf NL4-3 in Abwesenheit von CsA normalisiert. Die
verwendeten Viren stammten aus mindestens zwei verschiedenen Transfektionen. Die gezeigten Daten zeigen

den Mittelwert und die Standardabweichung aus mindestens drei unabhangigen Infektionen (s. 3.2.2.1).



2.3.2 Weitere zellulare p24-Interaktionspartner

2.3.2.1 Kernporenproteine und Transportin 3

Eine Besonderheit der Lentiviren wie HIV-1 ist, dass sie auch ruhende Zellen infizieren
kénnen. Zur Infektion ruhender Zellen muissen sie ihr Genom durch die Poren der
Kernmembran in den Nukleus translozieren. Das Protein Nup358 (nuclear pore 358; Gene
ID: 5903) ist Bestandteil eines solchen Kernporenkomplexes (NPC, nuclear pore complex)
und besitzt eine Cyclophilin-Domane (Cyp) *°. Gleich dem zytoplasmatische CypA kann die
Cyp-Domane von Nup358 mit der CypA-Bindeschleife von p24 interagieren. Schaller at al.
zeigen, dass diese Interaktion essentiell fir HIV-1 ist *°. Dass die Bindung der Cyp-Doméne
von Nup358 mit p24 um den Faktor drei starker ist als die von CypA-p24 passt zu diesem
Befund. Bei der Aufklarung dieser Interaktion machten sich Schaller et al. zunutze, dass die
Bindung der Cyp-Domane von Nup358 mit p24 nicht durch CsA zu hemmen ist “°.

Ein weiteres an der Translokation des viralen Genoms beteiligtes Protein ist Transportin 3
(TNPO3; Gene ID: 23534). Nach Shah et al. stimuliert TNPOS3 in vitro durch seine Bindung
an das virale Kapsid dessen geordneten Zerfall *. Im Gegensatz dazu reduziert die CypA-
p24 Interaktion die Bindung von TNPO3 an das Kapsid, was einer stabilisierenden Wirkung
von CypA auf das virale Kapsid entspricht *. Shah et al. konnten zudem in Zellen mit
reduzierten TNPO3-Leveln zeigen, dass hier ein streng reguliertes Gleichgewicht zwischen
den Effekten von TNPO3 und CypA vorliegt.

2.3.2.2 TRIM5a
Das zellulare Protein tripartite motif 5o. (TRIM5a; Gene ID: 85363) gehort zu der Familie der

TRIM-Proteine. Alle Proteine dieser Familie haben drei Strukturmotive gemeinsam: Eine N-
terminale Ring-Finger-Domane, eine B-Box-Doméne und eine coiled-coil-Doméne *'. Einige
TRIM-Proteine, u.a. TRIM5q, sind als Restriktionsfaktoren gegen verschiedene Lentiviren ein

424341 Fir die Restriktion viraler

wichtiger Teil der intrinsischen Immunabwehr einer Zelle
Kapside ist eine Multimerisierung von TRIM5a-Molekillen auf der Oberflache des viralen
Kapsids essentiell **. TRIM5a. erkennt tber die sogenannte PRYSPRY-Domane in seinem

C-Terminus lentivirale Kapside **'

. Dieser Vorgang ist relativ unspezifisch und seine
Funktion ahnelt der eines pattern recognition receptors (PRR) wie beispielsweise den foll-like
receptors (TLRs). Die Spezifitat der TRIM-Proteine wird dabei durch die Aminosauresequenz
der PRYSPRY-Domane bestimmt und ist stark speziesspezifisch ***'“®*’ Die Effektivitat
dieser Proteine bezlglich der Restriktion wird durch die artspezifischen Anpassungen
verschiedener Lentiviren an die jeweiligen PRYSPRY-Domanen ihrer Wirtsspezies

unterstrichen *°. So restringiert beispielsweise TRIM5 von Rhesusaffen (Macaca mulatta)
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zwar HIV-1 und die SIVagw-Variante jedoch nicht die spezieseigene SIVp.c-Variante 4.

Dies ist auch der Grund, weshalb das humane Protein TRIM5a das HIV-Kapsid nur
vergleichsweise schwach restringieren kann, wohingegen beispielsweise die Restriktion des
N-tropen murinen Leukamievirus (N-MLV) sehr potent ist °*°°. Wie schnell die Evolution hier
auf Proteinebene arbeiten kdénnte demonstrierten Yap et al. die dem humanem TRIM5a
durch den Austausch einer einzigen Aminosaure (R33:P) in der PRYSPRY-Domane die
Fahigkeit gaben HIV-1 effizient zu restringieren *’. Sowohl Daten aus Tierversuchen mit
Rhesusaffen und dem Spezies-eigenen S|V .c51-Stamm, als auch Arbeiten Uber die
Fitnesskosten von Medikamentenresistenzmutationen von HIV-1 im Polyprotein Pol zeigen,
dass bereits eine geringfligige Verringerung der viralen Fitness von klinischer Relevanz sein

kann 58-61

. Passend hierzu gibt es Berichte uUber Unterschiede im Grad der TRIM5a-
Resistenz bei HIV-1; so erweisen sich manche HIV-1-Patientenisolate im Vergleich zu
etablierten HIV-1-Laborstdmmen als deutlich sensitiver gegeniiber einer TRIM5a-Restriktion
625 Dabei demonstrierten Bativelli et al. in der gleichen Arbeit, dass bestimmte Mutationen,
die wegen ihres Einflusses auf den CypA-Phanotyp auch Gegenstand der vorliegenden
Arbeit sind, eine Anderung der Sensitivitdit gegeniber TRIM5a. vermitteln kénnen. Ein
Einfluss derselben Mutation auf zwei unterschiedliche Proteine (CypA und TRIM5a) kénnte
auf eine direkte oder indirekte Interaktion dieser beiden Proteine auf der Oberflache des HIV-
Kapsids hindeuten. Unterstitzt wird diese Annahme durch ein TRIMCyp-Fusionsprotein von
Nachtaffen der Gattung Aotus aus Sidamerika. Mindestens zwei Spezies dieser Gattung
(Aotus nancymaae und Aotus trivirgatus) exprimieren ein TRIMCyp-Fusionsprotein
bestehend aus den TRIM5 Exons 1-7 die Uber eine Sequenz von elf Aminosauren an ein

vollstandiges CypA fusioniert sind &%

Dieses Fusionsprotein ist ein effektiver
Restriktionsfaktor fir HIV-1 ®*%. Neagu et al. konnten zudem zeigen, dass ein analoges
rekombinantes humanes Fusionsprotein ebenfalls einen sehr potenten HIV-1-
Restriktionsfaktor darstellt %°. Weiterhin ist bekannt, dass der TRIM5a-vermittelte Block von
HIV-1 in Rhesusaffen CypA-abhangig ist ®. Dagegen wird im Menschen einen Schutz des

HIV-1 Kapsids vor Restriktionsfaktoren wie TRIM5a durch CypA postuliert ¢”8.

2.3.2.3 CPSF6

In den letzten beiden Jahren wurde ein weiterer zellularer p24-Interaktionsparter identifiziert,

69,70

der cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6 (CPSF6; Gene ID: 11052)
CPSF6 kann zwischen Nukleo- und Zytoplasma hin und her wandern und ist auf Grund einer
sogenannten R/S-Domane im C-terminalen Abschnitt in der Lage an TNPO3 (s. 2.3.2.1) zu

71-75

binden . Eine verkirzte Form von CPSF6 ohne diese R/S-Doméane akkumuliert im

Zytoplasma und stellt einen potenten Inhibitor fiir HIV-1 dar ®. Diese Entdeckung und v. a.
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die Identifikation der CPSF6-p24-Interaktionsdoméne im Bereich der p24 o-Helices 3 bis 5 ”°

ist fur die Interpretation der hier gewonnenen Ergebnisse von hoher Bedeutung (s. 5.2.3).

2.4 Die Funktion der zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) im

Infektionsverlauf und bei einer verlangerten Kontrolle der Infektion

2.41 Korrelate einer effektiven CTL-Antwort in der akuten und

chronischen Phase der HIV-Infektion

Bei der Kontrolle einer akuten HIV Infektion und der damit einhergehenden Abnahme der
hohen Viramie in den ersten Wochen der Infektion (Abb. 2) spielen HIV spezifische CTLs

eine entscheidende Rolle "'877

. Auch bei dem Makaken infizierenden SV, (Simian
immunodeficiency virus of macaques) koinzidiert das Auftreten von SIV ... spezifischer CTLs
mit einer Kontrolle der akuten Infektion und einem Ende der Viramie ®. In einer Fallstudie
zeigten Borrow et al. aul’erdem, wie gro3 der Einfluss der CTLs auf den akuten
Infektionsverlauf und die Evolution der infizierenden HIV-Quasispezies ist '’. Durch
Anpassung an das Immunsystem des neuen Wirts entwickeln sich aus dem founder Virus
eine Vielzahl an Virusvarianten, die in ihrer Gesamtheit als Quasispezies des Patienten
bezeichnet werden. Neuere Publikationen bestatigen die Bedeutung der CTLs bei der
Kontrolle der akuten Infektion und unterstreichen dabei den positiven Effekt von Gag-
spezifischen CTL-Antworten '°. Als Korrelat fiir eine effektive CTL-Antwort dient nicht nur die
Gag-Spezifitat der CTL-Antworten, sondern auch die Teilungsfahigkeit oder -frequenz (Stich-
wort: ,clonal turnover’), die Antigenaviditat und die Polyfunktionalitat der CTLs '®"°. Aber
auch der Klonotyp (Epitop-spezifischer Rezeptor, entstanden durch klonale Rearrangements
im naiven T-Zellrezeptorgen) des T-Zellrezeptors (TCR) rickt derzeit in den Fokus von
Untersuchungen. Bedingt durch ihre Fahigkeit zur Erkennung &hnlicher Epitopvarianten
(Kreuzreaktivitit) scheinen bestimmte TCR-Klonotypen vorteilhaft zu sein 88",

Auch bei der Kontrolle einer Infektion im chronischen Stadium spielen Gag-spezifische CTL-

8283 und des

Antworten eine entscheidende Rolle. Unabhangig vom HLA-Phanotyp
Konservierungsgrads der Epitopsequenz % besteht vermutlich eine positive Korrelation
zwischen einer breiten Gag-spezifischen CTL-Antwort und einer geringeren Viruslast. Hierbei
durfte der fur Retroviren hohe Konservierungsgrad von Gag eine Rolle spielen, der eine
Anpassung an die Immunantwort (,escape) im Vergleich zum hochvariablen Hullprotein Env
erschwert 3. Die Konservierung der Gag-Sequenz geht zum Teil soweit, dass es zu Typ-

'®_ Eine Ursache fiir die besondere

Ubergreifenden Antikérperantworten kommen kann
Effektivitat Gag-spezifischer CTL-Antworten liegt mdglicherweise darin, dass infizierte Zellen

bereits zwei Stunden nach der Infektion durch CTLs lysiert werden kdnnen. Nach Sacha et
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al. kénnen aus dem eingedrungenen viralen Kapsid mit Hilfe des Proteasoms Epitope
generiert werden, ohne dass erst neue virale Proteine produziert und entsprechend

prozessiert werden miissen .

2.4.2 Grundlagen fir eine verlangerte Kontrolle einer HIV Infektion

Eine effektive CTL-Antwort kann ein Grund dafiir sein, dass eine betroffene Person eine
verldngerte oder sogar andauernde Kontrolle der HIV-Infektion erlangt '. Fiir diese kleine
Gruppe von HIV positiven Individuen gibt es mehrere Bezeichnungen, denen jeweils
unterschiedliche Definitionen oder Subgruppen zugrunde liegen. Eine einheitliche
Nomenklatur kann hier somit nicht angegeben werden. Aus diesem Grund werden
nachfolgend Therapie-naive Personen, die ohne eine fortschreitende Zerstérung ihres
Immunsystems mit einer HIV-Infektion leben, nach Baker et al. als Jong term non-
progressors (LTNPs) bezeichnet °. Die Art der CTL-Antwort, die ein Individuum generieren
kann, wird durch die exprimierten HLA-Allele diktiert. Nur ein Epitop, das an der
Zelloberflache von einem HLA-Molekil prasentiert wird, kann auch von einem dafur
spezifischen T-Zellrezeptorklon erkannt werden.

Es gibt drei verschiedene HLA-Typen: A, B und C. Jeder Mensch verfugt Uber je zwei Allele
der drei HLA-Typen. Das fuhrt zu einer maximalen Anzahl von 6 unterschiedlichen HLA-
Allelen/-Molekulen pro Person. Im Fall einer HIV-Infektion spielt HLA-B eine besonders
wichtige Rolle. Nach einer Studie von Kiepiela et al. werden mehr HLA-B restringierte CTL-
Antworten generiert als HLA-A restringierte. Wegen der schnelleren Evolution der HLA-B
Allele und ihrer héheren funktionellen Vielfalt gegentber den HLA-A Allelen kénnte der HLA-
B Komplex auch einen héheren Immunselektionsdruck vermitteln ®. Das HI-Virus kann durch
sein Protein Nef (negative factor) eine Reduktion der Oberflachendichte von HLA-A und -B
auf seiner Wirtszelle induzieren und somit die Prasentation seiner Epitope an der
Zelloberflache behindern ™. Es zeigte sich, dass HLA-B gegeniiber diesem Nef vermittelten
Effekt resistenter ist als HLA-A. Das konnte mit ein Grund dafir sein, dass HLA-B bei HIV-
Infektionen eine groRere Bedeutung beigemessen wird ®. HLA-C ist gegeniiber Nef zwar
vollstandig resistent, allerdings werden HIV-Epitope eher selten von HLA-C Molekiilen
restringiert 2. Auch ist die natiirliche Expression von HLA-C im Vergleich zu HLA-A und -B
gering °'. Abgesehen davon, dass es im Regelfall zu keiner dominanten HLA-C restringierten
CTL-Antwort kommt, verhindert die Prasenz von HLA-C mdglicherweise die Lyse infizierter
Zellen durch natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) "*2,

Es zeigt sich, dass die individuelle HLA-Ausstattung eines Infizierten einen deutlichen
Einfluss auf den Verlauf einer HIV-Infektion haben kann *. Dabei kann eine Unterscheidung
in protektive und nicht protektive HLA-Allele vorgenommen werden *%°. Vor allem die HLA-B

Gene B*27 und B*57 sind wiederholt als protektiv im Fall einer HIV-Infektion beschrieben
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worden 27%%

. Diese Einteilung ist alleine aber keinesfalls ausreichend, da auch andere
Faktoren einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben. Dies wird unter anderem dadurch
deutlich, dass nur ein Teil der Trager eines oder mehrerer protektiver HLA-Allele im Fall
einer HIV-Infektion zu LTNPs werden . Der HLA-Genotyp bestimmt iiber die
prasentierbaren HIV-Epitope die initiale CTL-Immunantwort ¥, die mitunter sehr stereotyp
sein kann. So richtet sich die immundominante CTL-Antwort bei HLA-B*27-positiven
Individuen beinahe ausschlieflich gegen das p24/Gag-Epitop KK10 %. Diese initiale CTL-
Antwort kann jedoch durch Anderung der Aminoséuresequenz innerhalb oder nahe der
entsprechenden Epitope verandert werden *. Mutationen, die die Prasentation eines Epitops
temporar oder permanent erschweren oder gar unterbinden, werden als ,,escape Mutationen®
bezeichnet '®. Da mit solch einem escape ein erheblicher Nachteil fir das HI-Virus
verbunden sein kann, geht man davon aus, dass diese Epitope nach einer Ubertragung in
einen neuen Wirt wieder revertieren, sollten sie keinem HLA-bedingten Selektionsdruck mehr
ausgesetzt sein. Diese Vermutung konnte durch Tiermodelle mit SIV bestatigt werden.
Allerdings zeigen andere Studien, dass es nach einer Ubertragung nicht zwangslaufig zu
einer Reversion aller escape Mutationen kommen muss '*'. Da das Auftreten von escape
Mutationen kein gerichteter Prozess ist, resultieren hieraus individuelle weiterfiihrende CTL-
Antworten bzw. Krankheitsverldufe ¥. Ein gutes Beispiel ist das oben erwdhnte HLA-B*27
restringierte Epitop KK10, bei dem unter bestimmten Voraussetzungen (s. 2.4.3.1) eine
Punktmutation zu einem Wegfall der entsprechenden CTL-Antwort fihrt und damit einher-
gehend zu einer raschen Progression des Krankheitsverlaufs. Diese Entwicklung findet in

der Regel allerdings erst nach 9-12 Jahren ohne medikamentése Behandlung statt "%

2.4.3 CTL-Immunselektionsdruck auf HIV

In der akuten Phase der HIV-Infektion kommt es wie oben erwahnt zu einer Viramie, deren
Ende mit dem Beginn einer HIV-spezifischen CTL-Immunantwort Uberlappt (s. 2.1 und
Abb. 2). Dieser initiale CTL-Immunselektionsdruck in der akuten Phase setzt einen
evolutiondren Wettlauf zwischen dem founder Virus und dem Immunsystem in Gang '%, der
ohne medikamentdse Behandlung im Regelfall mit dem Zusammenbruch des Immunsystems
und dem Auftreten von AIDS endet. Einer effektiven CTL-Immunantwort kann das Virus
beispielsweise durch eine Anderung der Aminosauresequenz der betroffenen Epitope
entkommen, die eine Bindung an die jeweiligen HLA-Molekiile nicht mehr zulasst . Eine
CTL-Antwort gegen die veranderten Epitope ist somit nicht mehr méglich, was faktisch zu
einem Wegfall dieser Immunantworten fiihrt '®. Eine aktuelle Studie von Abrahams konnte
fur HIV-1 clade C Infektionen zeigen, dass Mutationen in CTL-Epitopen in den ersten finf
Wochen nach der Infektion gehauft auftreten und anschlieBend mit sinkender Viruslast

abnehmen ', Diese Beobachtung wird durch ein mathematisches Modell nachgebildet, das
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bei einer breiten Immunantwort und nach Erreichen des viral setpoints nur wenige escape
Mutationen vorhersagt, da jede einzelne Mutation nur einen kleinen Vorteil erbringt '%.
Weitere Beispiele fur eine individuelle Anpassung des Virus an den HLA-Phanotyp seines
Tragers sind auch fir das lymphozytare Choriomeningitis Virus und fir das Hepatitis C Virus
beschrieben "%,

Fir die Anpassung an das individuelle Immunsystem sind fir das HI-Virus vor allem zwei
Punkte von entscheidender Bedeutung: Die Breite und Ko-Dominanz der CTL-Immunantwort
und das Ausmal der intrinsischen ,Kosten* die durch escape Mutationen angehauft werden
1% Je gréRer der Fitnessdefekt (z.B. durch eine verminderte Replikationskapazitat) durch
eine gegebene escape Mutation ist, desto geringer sollte die Wahrscheinlichkeit fir ihre
Persistenz sein. Je konservierter der Sequenzbereich ist, desto hoéher ist die
Wahrscheinlichkeit, dass mit einer escape Mutation erhebliche Fitnessdefekte einhergehen.
Entsprechend hierzu berichten Moore et al., dass HIV Sequenzpolymorphismen in Bereichen
mit besonders geringen funktionellen oder strukturellen Limitationen besonders haufig
auftreten und dariiber hinaus auch mit bestimmten HLA-Allelen assoziiert sind ""°.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss verschiedener Punktmutationen auf
die virale Replikationskompetenz. Die untersuchten Mutationen sind zum Teil in vivo
und/oder in vitro mit dem CTL-Immunselektionsdruck auf zwei immunodominate p24/Gag-
Epitope, TW10 (Aminosauren 241-250) und KK10 (Aminosauren 263-272) assoziiert. In vivo
bedeutet im Rahmen dieser Arbeit, dass die jeweiligen Mutationen in Virusisolaten von
Patienten nachgewiesen werden konnten, wohingegen in vitro Mutationen entweder durch
Mutagenesereaktionen gezielt generiert wurden oder aber in Langzeitkulturen ohne (Immun-)
Selektionsdruck entstanden sind. Bei dem KK10 Epitop handelt es sich um das durch HLA-
B*27 dominant restringierte CTL-Epitop *. Bei HLA-B*57 positiven Individuen ist in ca. 60%
der Falle das Epitop TW10 das immunodominant restringierte HLA-B*57 Epitop *.
Nachfolgend wird ein gunstiger Krankheitsverlauf einer HIV-Infektion skizziert, der durch die

Expression eines dieser protektiven HLA-B-Allele mit bedingt wird.

2.4.3.1 Charakterisierung einer protektiven Immunantwort vermittelt durch HLA-B*27

Die hochtitrige Viramie wird durch das Einsetzen der CTL-Immunreaktion beendet (s. 2.1
und Abb. 2). Bei HLA-B*27 positiven Individuen kann es dabei zu einer immunodominanten
und sehr effektiven CTL-Antwort gegen das virale KK10-Epitop kommen (Aminosauren 263-
272), das in einem sehr konservierten Sequenzbereich der a-Helix 7 von p24/Gag liegt
135112 Um der CTL-Immunantwort gegen das KK10-Epitop zu entgehen, etablieren sich in
der Regel Viren mit Punktmutationen in diesem Sequenzabschnitt. Der eigentlichen escape
Mutation an der Position 2 (Rx4) des KK10-Epitops geht dabei meist eine Mutation an

Position 6 (L,gg) vorraus. Diese Mutation, LoggM, spielt zwar fir den permanenten escape des
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KK10 Epitops keine tragende Rolle, ist aber in vivo meist die erste KK10-assoziierte
Mutation, da sie (zumindest in vitro) kaum negative Auswirkungen auf das Virus hat, jedoch

in vitro zumindest mit einem reduzierten CTL-Selektionsdruck einhergehen kann "%, |

m
Gegensatzt zum Leucin 268 ist das Arginin an Position 264 fur das Epitop als Ankerposition
fir die Bindung an HLA-B*27 essentiell '"*, Mutationen an dieser Position beeintrachtigen
deswegen die Bindungsaffinitit des Peptids fiir HLA-B*27 (esacpe Mutationen) '*. Bisher
sind in vivo mit Rye4K, G, Q, und T vier verschiedene escape Varianten beschrieben, die in

vitro jedoch deutliche Replikationsdefekte aufweisen '*''°.

In  einem Bindungs-
Kompetitionsassay von radioaktiv markierten Wildtyp-NL4-3 KK10-Peptiden mit nicht
markierten WT bzw. Varianten des KK10-Epitops ist der ICso-Wert aller Peptidvarianten an
HLA-B*27 gegenlber dem nicht markiertem Wildtyp-NL4-3 KK10-Epitop um mehr als zwei
Dekaden erhéht und liegt zudem deutlich Uber dem Wert, der als Grenzwert fur die
Bindefahigkeit gilt ™. Ein derart mutiertes KK10-Epitop kann nicht mehr durch HLA-B*27
restringiert werden. Nun ist in vivo gerade die escape Variante mit der R,e,K Mutation und
dem schwerwiegendsten Defekt dominant vertreten "'"2. Diese in vivo Dominanz I&sst sich
an Hand weiterer Mutationen erklaren, die mit den escape Varianten in vivo assoziiert sind.
Bei RogsK (RK) handelt es sich im Regelfall um nur eine einzige weitere Mutation: S75A.
Betrachtet man die Tertiarstruktur von p24, so liegen die beiden Mutationen in raumlicher
N&he zueinander auf zwei parallelen a-Helices ’. Generiert man diese Mutationen auf dem
X4-tropen HIV-1 Laborstamm NL4-3, so weist die Variante S¢73A, RoesK (SARK) in vitro eine
Replikationskapazitat ahnlich der von NL4-3 auf. Aus diesem Grund wird die Mutation S;73A
auch als kompensatorische Mutation fir den von R,sK vermittelten Defekt bezeichnet.
Alternativ ist auch die Bezeichnung sekundare Mutation im Gegensatz zur escape (primaren)
Mutation Ublich. Dariber hinaus ist die Variante SARK replikationskompetenter als die
anderen escape Varianten. Das gilt sogar, wenn diese mit ihren beschriebenen assoziierten
Mutationen getestet werden ™. In vivo geht somit in der Regel ein erfolgreicher escape des
KK10-Epitops mit dem Erwerb dieser beiden Mutationen einher. Fehlt nun auf Grund der
R.esK escape Mutation ein durch HLA-B*27 prasentierbares KK10-Epitop, kommt es zum
Zusammenbruch der protektiven KK10 spezifischen CTL-Immunantwort und somit zu einer
raschen Progression der Infektion '%%"'"° Ein weiterer Hinweis fiir die gute Rekonstitution
von Rys4K durch Sq73A ist, dass es in vivo bei HLA-B*27 negativen Individuen zu keiner
Reversion von RysK kommt, wenn beide Mutationen zusammen auftreten. Dies konnte im
Laufe der Zeit zur allmahlichen Ausbreitung dieser urspriinglich HLA-B*27 assoziierten
Variante filhren 718,

Auf Grund dieser intrinsischen Limitationen des Virus, die zu einer stark verzdgerten

Etablierung einer geeigneten escape Variante fuhren, ermoéglicht HLA-B*27 folglich eine
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langanhaltende Kontrolle der Viruslast und der Infektion durch eine andauernde, sehr

effektive und immundominate CTL-Immunantwort gegen das HIV p24/Gag Epitop KK10 '"®.

2.4.3.2 Charakterisierung einer protektiven Immunantwort vermittelt durch HLA-B*57

Bei HLA-B*57" und -B*58" Individuen kann es beim Einsetzen der adaptiven Immunantwort
zu einer immundominanten CTL-Antwort gegen das p24/Gag-Epitop TW10 kommen
(Aminosauren 241-250) ®. Im Gegensatz zu dem unter 2.4.3.1 beschriebenen escape des
KK10-Epitops kommt es hier sehr schnell zu einem escape. An Position 3 des Epitops erfolgt
dabei meist ein Austausch von Threonin zu Asparagin (T2:N; TN) "°'. Diese Mutation fiihrt
zu einem Verlust der Bindefahigkeit des mutierten TW10-Epitops an HLA-B*57 / 58 "', Im
Gegensatz zur unter 2.4.3.1 beschriebenen escape-Mutation R,54K verursacht die Mutation
T.oN in vitro nur einen moderaten Riickgang der Replikationskapazitat ''°, was mit ein
Grund fiir ihr friihzeitiges Auftauchen sein dirfte. Ahnlich wie Ry:K entsteht jedoch auch
T.4oN nicht isoliert ©. Bei den assoziierten Mutationen handelt es sich um ein Set aus bis zu
vier Mutationen: Hy19Q, |23V, Maggl und GossA °. Die Mutationen Ha1sQ, 1203V und Mgl sind
innerhalb oder in unmittelbar Nahe zur CypA-Bindeschleife von p24 (Aminosauren 217-225)
lokalisiert. Die Mutation G,4sA wird als subdominante escape Mutation beschrieben €. Durch
das frihzeitige Auftreten der escape-Mutation wird die CTL-Immunantwort gegen das nicht
mutierte TW10-Epitop bald ihres Stimulus beraubt und eingestellt. Trotzdem hat sie einen
lang anhaltenden positiven Effekt auf den Verlauf der Infektion. Der Mechanismus und die
Grundlage fur diese langanhaltende Protektion sind bisher jedoch unbekannt. Ein
wesentlicher Punkt dirfte aber die Starke der CTL-Antwort gegen das TW10-Epitop sein. Im
ELISpot-Assay wurden von Altfeld et al. im Vergleich mit dem HLA-B*27 restringierten KK10-
Epitop ungefahr die vierfache Menge an spot forming units / 10° PBMCs gemessen
(s. 2.4.3.1 und *). Der durch HLA-B*57 vermittelte Schutz wird also durch eine kurzzeitige,
aber sehr nachhaltig wirkende CTL-Immunantwort gegen das TW10 Epitop vermittelt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die beiden beschriebenen CTL-vermittelten
Immunantworten sich zwar beziglich ihrer Eigenschaften deutlich unterscheiden, aber
dennoch malfigeblich an einer potenziell protektiven Wirkung von HLA-B*27 bzw. -B*57/58
beteiligt sind. Die Ursache flr die unterschiedlich lange Dauer der CTL-Antwort gegen das
KK10- bzw. TW10-Epitop wird durch die unterschiedlich gravierenden Nachteile mit bedingt,

die mit den jeweiligen escape Mutationen einhergehen.

2.5 Grundlagen der vorliegenden Arbeit

Der Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit sind die Arbeiten und Publikationen, sowie noch
nicht veréffentlichte Daten von Schneidewind et al. ®"'"4120118.121 'Dar Schwerpunkt dieser

Arbeiten liegt auf der phanotypischen Charakterisierung von HLA-B*27 und -B*57
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restringierten escape Mutationen und deren assoziierten kompensatorischen Mutationen,
wobei Mutationen des HLA-B*27 restringierten KK10-Epitops im Zentrum der Betrachtung
stehen. Die in diesem Zusammenhang beschriebenen FitnesseinbuRen von CTL escape
Mutationen im HLA-B*27-Epitop KK10 sind mit einer Interaktionsanderung des HIV-1

Kapsidproteins p24 mit Cyclophilin A (CypA) verbunden ’

. Wegen der Bedeutung dieser
Interaktion (s. 2.3.1) sind zu ihrer Klarung weitere Forschungsarbeiten notwendig. In der
Literatur sind bereits einige mogliche Konsequenzen aus dieser Interaktion thematisiert. Eine
Stérung des fein regulierten Abbau-Prozesses des viralen Kapsids (,uncoating) ware
beispielsweise eine mdgliche Erklarung fir die in vitro beobachteten schweren Defekte der

KK10 escape Varianten "3°3¢

Die stereotype escape-Mutation RysK flhrt zu einer
dramatischen Reduktion der viralen Replikationskompetenz ’. In derselben Arbeit konnte
auch gezeigt werden, dass eine Ursache hierfir eine Anderung des CypA-Phanotyps des HI-
Virus ist. Durch die Punktmutation Rj.sK verliert das Virus seine urspriingliche CypA-
Abhangigkeit zugunsten eines Phanotyps, bei dem CypA einen toxischen Effekt auf das
Virus auslbt. Dies konnte mit Hilfe von CypA knock out Zellen und durch die Gabe von
Cyclosporin A (CsA; s. 2.3.1) gezeigt werden ’. In Gegenwart von CsA kommt es zu einer
Verbesserung der Replikationskompetenz der Variante R,eK (RK), die aus diesem Grund
als CsA-abhéngig bezeichnet wurde ’. Die Interpretation dieser Beobachtung wird durch den
Umstand erschwert, dass eine mit Ry,K assoziierte Mutation kompensatorische
Eigenschaften vermittelt. Die Mutation S;;3A optimiert die Replikationskapazitat und stellt
zugleich den urspringlichen CypA-Phanotyp wieder her. Schneidewind et al. konnten
weiterhin zeigen, dass die Kapsidstabilitdt durch die R.sK-Mutation gegentiber NL4-3 nicht
signifikant verandert wird ’. Seltenere, alternative escape Mutationen an der Position Ryg4 in
KK10 verandern dagegen die CypA-Abhéngigkeit der Virusvariante nicht ''*. Diese Varianten
zeichnen sich sogar durch eine noch schwachere Bindung an HLA-B*27 aus und replizieren
besser als die Variante RK. Andererseits repliziert keine der alternativen Varianten so gut
wie die Doppelmutante S;73A, RassK (SARK) ™. Dies wird als ein wichtiger Grund fiir die in
vivo Dominanz der RK-Variante gesehen. Der genaue Mechanismus der Interaktion
zwischen dem viralen Kapsidprotein p24 (Bestandteil des Gag-Polyproteins) und dem
zytoplasmatischen CypA ist noch unbekannt.

In seltenen Fallen lasst sich die Ryg:K-Mutation in vivo auch in Abwesenheit der S;73A-
Mutation nachweisen. Einer dieser ungewdhnlichen Falle ist die Virussequenz eines HLA-
B*27*, B57 Tragers (F7148) " Diese virale Sequenz weist bei vorhandener RogK-Mutation
statt der typischen kompensatorischen Mutation S;73A eine Reihe von Mutationen auf, die mit
der Expression von HLA-B*57 assoziiert sind ®’ und die dariiber hinaus im Bereich der
CypA-Bindungsstelle in Gag liegen. Diese Mutationen sind typischerweise mit der

dominanten escape Mutation des TW10-Epitops T,4,N assoziiert ° und gehen ebenfalls mit
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einer Anderung des CypA-Phanotyps einher. Dieser Mutation wird der phanotypische Effekt
zugeschrieben, HIV-1 nur in Gegenwart erhdhter CypA-Level effizient replizieren zu lassen.
Das Virus wird sozusagen abhangiger von CypA und somit gleichzeitig sensitiver gegentber
CsA °. Deshalb ist in der vorliegenden Arbeit untersucht worden, ob zwischen den beiden
Phanotypen ein Zusammenhang besteht, der sich beispielsweise durch eine
Austauschbarkeit der assoziierten Mutationen auf3ert, so wie die Virussequenz des Tragers
F7148 das nahelegt.

2.6 Ziele der Arbeit

Die Ergebnisse der in der Einfihrung angeflihrten Arbeiten (s. 2.5) lassen postulieren, dass
die Infektiositat von verschiedenen Virusvarianten mit CTL escape Mutationen in p24/Gag
von der differentiellen Interaktion mit CypA und mdglicherweise noch weiteren
zytoplasmatischen Faktoren abhangt. Ein Ziel dieser Arbeit war deshalb eine detaillierte
Analyse der replikativen Eigenschaften verschiedener CsA-abhangiger HIV-1 Gag-Varianten.
Daruber hinaus wurde die Fahigkeit alternativer sekundarer in vitro und in vivo Mutationen
zur Wiederherstellung der CypA-Abhangigkeit untersucht. Damit wurden auch Grundlagen
zur weiteren Untersuchung des molekularen Mechanismus der HIV-1 CypA-Abhangigkeit auf
Proteinebene gelegt. Die vorliegende Arbeit lasst sich grob in zwei Bereiche gliedern: 1)
Herstellung von insgesamt 35 bislang nicht zur Verfigung stehenden proviralen
Volllangekonstrukten. 2) Analyse der durch Transformationen generierten HIV-1 Varianten
im Hinblick auf ihre relative Infektiositat und ihren CypA- bzw. CsA-Phanotyp in GXR25
Zellen, einer humanen CD4-positiven T-Zellline (s.3.1.11.1). AnschlieRend wurden
Virusvarianten, die bei diesen phanotypischen Analysen eine mit der S;z3A-Mutation
vergleichbar gute Rekonstitution der RK-Variante vermittelten, mit computerbasierten
Verfahren auf erste Hinweise fur strukturelle Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede hin
untersucht.

Weiterhin wurde vom Autor der vorliegenden Arbeit die praktische Arbeit von zwei
Medizindoktoranden unter Anleitung von Herrn Prof. Dr. Bernd Salzberger und Herrn Dr.
Arne Schneidewind mit betreut. Dabei wurden die S3-Arbeiten, die Teil der Projekte waren
(Transfektion von HEK293T-Zellen mit den proviralen Varianten zur Generierung der
virushaltigen Uberstande, sowie die Durchfiihrung der Infektion von GXR25-Zellen mit den
jeweiligen Virusvarianten (s. 3.2.2.1 und 3.2.2.2)) vom Autor durchgefiihrt. Die Arbeit von
Herrn Sven Breitschwerdt charakterisiert ein HI-Virus, dessen Gag- und Pol-Sequenz dem
einer Konsensussequenz aller HIV-1 clade B Varianten der Los Alamos National Lab
(LANL)-Datenbank aus dem Jahr 2008 entspricht. Die Arbeit von Frau Franziska Winter
verfolgte die Frage, ob natlrliche Killerzellen (NK-Zellen) einen Immunselektionsdruck,

ahnlich dem von CTLs, auf HIV-1 ausiben konnen.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Antikorper

Es wurden nachfolgend aufgelistete Fluoreszenz-markierte Antikérper verwendet:

Tabelle 1: Verwendete Antikorper

Antigen Label | Einzusetzende Menge [Firma Artikelnummer
CD4 APC 20ul / 100ul + 10° Zellen BD* 561840

CD195 (CCR5) V450 5ul / 100ul + 10° Zellen BD 562121

CD184 (CXCR4) PE 20ul / 100ul + 10° Zellen BD 561733

Donkey aMaus FcR APC 5ul / 100ul + 10° Zellen EeBioscience 17-4012-82
Blocking Reagent - 10pl / 100ul + 10° Zellen |Miltenyi Biotec | 130-059-901

* BD: Becton Dickinson Biosciences

3.1.2 Bakterien

Es kamen drei verschieden Laborstdamme von Escherichia coli (E. coli) zum Einsatz. Dabei
handelte es sich jeweils um chemisch kompetente Bakterien, die fir verschieden
Transformationsaufgaben verwendet wurden. Alle Bakterienstdmme wurden von der Firma

Life Technologies erworben.

3.1.2.1 One Shot MAX Efficiency DH5a - T1 E. coli (Bestellnr.: 12297-016)

Zur Transformation (s. 3.2.1.8) wurden DH5a-Zellen mit subgenomischen HIV-1-haltigen

Plasmiden (in der Regel Sacl-Sbfl-Fragmente, s. 3.2.1.6) verwendet, nachdem eine site

directed mutagenesis Reaktion durchgefuihrt wurde (s. 3.2.1.5).

Bakterieller Genotyp:
supE44 AlacU169 (¢80 lacZAM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1

3.1.2.2 One Shot TOP10 E. coli (Bestellnr.: C4040-10)

Dieser Bakterienstamm kam bei Transformationen von subgenomischen HIV-1-haltigen

Plasmiden zum Einsatz (s. 3.2.1.8).

Bakterieller Genotyp:
F.mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(ara-leu) 7697 galU
galK rpsL (Str:) endA1 nupG A-
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3.1.2.3 One Shot Stabl3 E. coli (Bestellnr.: C7373-03)

Die Transformation von proviralen Volllangenkonstrukten erfolgte mit One Shot Stabl 3

(s. 3.2.1.8). Dieser Bakterienstamm zeichnet sich durch eine stark reduzierte Anzahl von
Rekombinationsereignissen bei instabilen Konstrukten aus. Damit wird eine stabile
Integration der proviralen Volllangekonstrukte trotz der beiden long terminal repeats (LTRSs)

im Plasmid gewahrleistet.

Bakterieller Genotyp:
F'merB mrrhsdS20(rg’, mg’) recA13 supE44 ara-14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Str?) xyl-5 A
leumtl-1

3.1.3 Chemikalien, Reagenzien und Enzyme

3.1.3.1 Agarose
Fir die Analyse der Restriktionsverdaue wurden 1%-ige Agarosegele (LE Agarose; Biozym
Scientific GmbH; Bestellnr.: 840004) eingesetzt.

3.1.3.2 Antibiotika
3.1.3.2.1 Ampicillin

Ampicillin (Ratciopharm; Zulassungsnr.: 6614452.00.00) wurde in braun aqua ad iniectabilia

(Braun; Zulassungsnr.: 1-18469) aufgeldst. Die so hergestellte Stammlésung (100 mg / ml)
wurde in 1,5 ml Aliquots bei -20°C gelagert. Die Stammlésung wurde bei Bedarf 1:1.000 in
LB-Medium verdinnt (Endkonzentration 100 ug/ml), um als Selektionsmarker das

Wachstum von E. coli ohne Ampicillinresisitenz (ampR’) zu unterdricken.

3.1.3.2.2 Geneticin (G-418)
Zur Selektion der Geneticin-resistenten GXR25-Zellen kam G-418 (Gibco; Bestellnr.:
10131035) mit einer Endkonzentration von 500 pg/ml RPMI zum Einsatz.

3.1.3.2.3 Penicillin und Streptomycin

Eine gebrauchsfertige Mischung der Antibiotika Penicillin und Streptomycin (Pen/Strep)
wurde zur Vermeidung von bakteriellen Kontaminationen in der Zellkultur eingesetzt (Sigma-
Aldrich Bestellnr.: PO781). Diese wurde in 5 ml Aliquots aufgeteilt und bei -20°C gelagert um
Abbauprozesses zu vermeiden. Fiir eine Endkonzentration von 1 x 10 Units Penicillin / ml
und 0,1 mg Streptomycin/ml erfolgte die Zusetzung von je einem Aliquot zu 500 ml

Zellkulturmedium.
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3.1.3.3 Calcineurin-Inhibitoren
3.1.3.3.1 Cyclosporin A (CsA)
Cyclosporin A (CsA) (Merck; Bestellnr.: 239835) ist ein kompetitiver Inhibitor des humanen

Proteins Cyclophilin A (CypA) *%®. Es wurde eine Stammlésung (1 mM) in DMSO
(Dimethylsulfit) hergestellt und in 50 yl Aliquots bei -20°C gelagert. Die verwendete
Endkonzentration betrug wenn nicht anderes angegeben 0,5 uM / ml RPMI (s. 3.2.2.1).

3.1.3.3.2 FK-506

Bei FK-506 (Merck; Bestellnr.: 342500), auch Tacrolimus genannt, handelt es sich um einen

Calcineurin-Inhibitor der im Komplex mit dem FK Binding Protein 12 (FKBP12), nicht aber mit
CypA an Calcineurin bindet. Es wurde eine Stammldsung (1 mM) in DMSO (Dimethylsulfit)
hergestellt und in 50 yl Aliquots bei -20°C gelagert. Die verwendete Endkonzentration betrug

wenn nicht anderes angegeben 0,5 uM / ml RPMI (s. 3.2.2.1).

3.1.3.4 DNA-GroRenstandard
Zur Groflenbestimmung von DNA-Fragmenten wurde der Standard Gene Ruler 1kB (Thermo
Scientific; Bestellnr.: SM0313) verwendet.

3.1.3.5 Fotales Kalberserum (fetal calf serum, FCS)
Das FCS (Gibco; LOT 41G9882K ) wurde Uber Nacht im Kihlschrank aufgetaut und danach
durch Hitze-inaktiviert (Wasserbad: 56°C, 30 min). Anschliefiend wurde das FCS in Aliquots

zu je 50 ml bei -20°C bis zum Gebrauch eingefroren.

3.1.3.6 Dimethylsulfoxid (DSMO)
DMSO (Sigma-Aldrich; Bestellnr.: D8418) diente als Losungsmittel fir CsA und FK-506 (s.
3.1.3.3).

3.1.3.7 Dinukleotidtriphosphate (dNTPs)
Fir die PCR-Reaktionen (s.3.2.1.5) wurde ein gebrauchsfertiger dNTP-Mix verwendet
(Thermo Scientific; Bestellnr.: R0192).

3.1.3.8 Ethidiumbromid

Ethidiumbromid (Fluka; Bestellnr.: 46067) wurde zum Farben von Agarosegelen verwendet,

wenn die erwarteten DNA-Banden sehr klein oder sehr schwach waren. Die Ethidiumbromid-
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Lésung wurde auf 1:20.000 verdinnt und direkt in die noch flissige, abgekihlte Agarose /

TAE-Puffer Mischung gegeben.

3.1.3.9 FACS-Puffer:
PBS°"™ (500 ml), 1% FCS, 1 mg / ml Natriumazid.
Natriumazid beeintrachtigt die ATP-Synthese (Cytochrom-c-Oxidaseinhibitor) und unter-

bindet so die Internalisierung und den Abbau von Oberflachenmarkern bei den extra-

zellularen Farbungen (s. 3.2.2.3).

3.1.3.10 Gelladepuffer
Der verwendete Gelladepuffer (6-fach konzentriert) stammt aus eigener Herstellung.

Far 5 ml: 2,5 ml Glycerol (87%) (s.3.1.4.11)
10 ul EDTA (0,5 M) Sigma-Aldrich; 5134
500 pl 4% Bromphenolblau Sigma-Aldrich; B-5525
500 pl 4% Xylenecyanol Sigma-Aldrich; 18047
1,49 ml H,O dest.

3.1.4.11 Glycerol
Glycerolldsungen wurden aus Glycerol (100%) (Sigma-Aldrich; 49781) und PBS°™

hergestellt.

3.1.3.12 Kulturmedien

3.1.3.12.1 Bakterienkultur

LB-Medium

Zur Kultur der verschiedenen E. coli Stamme (s. 3.1.2) fanden sowohl LB-Agarplatten als
auch LB-Flussigmedium Verwendung (s. 3.2.1.2 und 3.2.1.8). (LB-Agar (Luria / Miller); Roth;
Bestellnr.: X969.2)

3.1.3.12.2 Zellkultur

3.1.3.12.2.1 Dulbeco’s modified eagle medium (DMEM)

HEK293T Zellen wurden in mit 10% FCS (s. 3.1.3.5) und 1% Penicillin / Streptomycin (s.
3.1.3.2.3) versetzen DMEM (PAA; Bestellnr.. E15-810) (D10") kultiviert. Vor einer
Transfektion erfolgte eine Passage der Zellen in DMEM mit 10% FCS ohne Antibiotika (D107)
(s.3.2.2.9).
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3.1.3.12.2.2 RPMI 1640
Zur Kultur der GXR25-Zellen wurde RPMI 1640 (kurz RPMI) (Sigma-Aldrich; Bestellnr.:
R8758) mit 10% FCS (s. 3.1.3.5) und 1% Penicillin / Streptomycin (s. 3.1.3.2.3) verwendet.

3.1.3.12.2.3 OptiMEM
Das reduzierte Medium OptiMEM (Gibco; Bestellnr.: 31985-062) wurde wahrend der

Transfektion von HEK293T Zellen zur Erhdhung der Transfektionseffizienz verwendet (s.
3.2.2.9).

3.1.3.13 Lipofectamin 2000
Als Transfektionsreagenz wurde Lipofectamin 2000 (Life Technologies; Bestellnr.:
11668019) verwendet.

3.1.3.14 Paraformaldeyd (PFA)
Die Inaktivierung von infektiosem Zellkulturmaterial erfolgte mittels einer 4%igen PFA-
Lésung (Merck; Bestellnr.: 1.04005.1000) in PBS®™ verwendet. Das Zellkulturmaterial wurde

dabei in der 4%igen PFA-Lésung resuspendiert und fur eine Stunde bei Raumtemperatur

inkubiert. Die Lagerung dieser Lésung erfolgt aliquotiert (a 25 ml) und bei -20°C.

3.1.3.15 Phosphat gepufferte Salzldsung ohne EDTA (auch: PBS°™)
PBS°™ (10 mM NazHPO4; 1,8 mM KH2P04; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI) wurde zur

Herstellung der 4%igen PFA-L6sung (s. 3.1.3.14) und des FACS-Puffers (s. 3.1.3.9)
verwendet. Das PBS°™ wurde vom Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene zur Verfiigung

gestellt.

3.1.3.16 Red Safe DNA Stain
Standardmalig erfolgte die Farbung von Agarosegelen mit Red Safe DNA Stain (Chembio;

21141). Nur im Falle sehr schwacher Banden kam Etidiumbromid zum Einsatz. Die Red
Safe-Lésung wurde 1:20.000 verdinnt direkt in die abgekihlte Agarose / TAE-Puffer
Mischung pipettiert.
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3.1.3.17 Restriktionsendonukleasen

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen (New England Biolabs) sind in nachfolgender

Tabelle aufgelistet und wurden nach Herstellerangaben eingesetzt.

Tabelle 2: Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonuklease | Artikelnummer
BsrFl R0562S
EcoRlI RO101T
Hindlll R0104T
Ncol RO193L
Pacl R0547L
Pstl R0140S
Sacl RO156L
Sall R0138L
Sbfl R0642L
Xhol R0146S

3.1.3.18 TAE-Puffer 50 x

Far11: 242 g TRIS Roth; 9090.3
100 ml EDTA (0,5M; pH 8) Sigma-Aldrich; 5134
57,1 ml Eisessig Merck; 1.00063.1000

Ad 11 H,O (Millipore)

3.1.3.19 Trypsin
Die Vereinzelung von HEK293T Zellen und ihre Ablésung von der Oberflache der
Kulturflaschen erfolgte mit Trypsin (Sigma-Aldrich; Bestellnr.: T4549). Die 10x konzentrierte

Stammldsung kann in 5 ml Aliquots bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert werden. Zur
Herstellung einer gebrauchsfertigen Losung wurde die Stammlésung 1:10 in PBS°™

verdinnt.

3.1.3.20 Wasser
Zum Resuspendieren der PCR-Primer (s. 3.1.7) wurde autoklaviertes Nuklease-freies, steril-
filtriertes und DEPC-behandeltes Wasser (Roth; Bestellnr.: T143.4) verwendet.
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3.1.4 Gerate
3.1.4.1 Brutschrank

Alle Zellen wurden in einem Brutschrank von Haereus kultiviert.

3.1.4.2 Durchflusszytometer

Das verwendet Durchflusszytometer war ein FACS Canto Il von BD Biosciences mit der

dazugehorigen FACS Diva Software.

3.1.4.3 Freezing Container

Zum schonenden Einfrieren von Zellen wurde ein Freezing Container (Nalgene; 5100-0001)

verwendet.

3.1.4.4 Gellaufkammern und Elektrophoreseqgerat

Es wurden AgaGel Midi-Wide Gellaufkammern von Biometra in Kombination mit einem

Elektrophoresegerat E455 von Consort benutzt.

3.1.4.5 Thermocycler

Die PCRs (s. 3.2.1.5) wurden mit einem Thermocycler Modell T3 von Biometra durchgefuhrt.

3.1.4.6 Typhoon 9200

Zur Analyse und Dokumentation der Agarosegele wurde ein Typhoon 9200 (GE Healthcare)

verwendet. Dieses Gerat verwendet kein UV-Licht sondern das blaue, UV-nahe Licht eines
Argon Lasers (488-457 nm), so dass die DNA wahrend der Gelanalyse nicht beschadigt

wird.

3.1.4.7 Dark Reader Transilluminator

Ein Dark Reader Transilluminator (Clare Chemical Research; Modell: DR-45M) wurde
benutzt, um Gele zu analysieren und distinkte Banden auszuschneiden. Der Transilluminator
arbeitet mit reinem blauem Licht zur Anregung der Fluorochrome und nicht mit UV-Licht, was
eine Schadigung der DNA verhindert. Allerdings ist zu beachten, dass schwache Banden mit

diesem Gerat nur schlecht bis nicht zu sehen sind.

3.1.4.8 NanoDrop
Zur Bestimmung der DNA-Konzentration und DNA-Reinheit wurde ein ND-1000

Spektrophotometer (Peqglab) verwendet.
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3.1.4.9 Pipettierhilfen

Gerat Hersteller
Mehrkanalpipette Eppendorf
Pipetman Pipetten (S3 Bereich) Gilson

Research Pipetten (S1/S2 Bereich) Eppendorf
Easypet® Pipettierhilfe Eppendorf

Pipetboy acu

IBS Integra Biosciences

3.1.4.10 Zentrifugen

Gerat Hersteller
Biofuge fresco 1,5 / 2 ml Reaktionsgefalie Heraeus
Multifuge 3 S-R 15 / 50 ml Reaktionsgefalle (S1/S2 Bereich) | Heraeus
Centrifuge 5710 15/ 50 ml Reaktionsgefalle (S3 Bereich) Eppendorf
3.1.5 Kits

Gerat Hersteller; Artikelnummer
CpG Methyltransferase (M.Sssl) New England Biolabs; M0226S
Cytofix/Cytoperm BD Biosciences; 554714

HiSpeed Plasmid Midi Kit

Qiagen; 12643

HIV-1 p24 ELISA

Perkin Elmer; NEKO50B

Phusion® High-Fidelity PCR Kit

New England Biolabs; E0553L

Retrosys

Innovagen; RT-001

QIAquick PCR Purification

Qiagen; 28106

Quick Ligation System

New England Biolabs; M2200L

QuickLyse Miniprep

Qiagen; 27406

3.1.6 Plasmide

Alle proviralen Konstrukte wurden in pUC19 (subgenomische Fragmente) (GenBank:
M77789.2) bzw. pUC18 (Konstrukte mit Volllangeproviren) (GenBank: L08752.1) kloniert.

3.1.7 PCR-Primer

Alle Primer wurden von der Firma Eurofins synthetisiert und nach Herstellerangaben

verdinnt.

3.1.7.1 Mutageneseprimer

Die Generierung der Primer erfolgte nach den Angaben des Gene Tailor Kits (Life

Technologies) wie nachfolgend gezeigt:
Forward Primer (F) 5 AGGAACTACTAGTACCCTTCACGAACAAATA 3

Reverse Primer (R) 3 CTTCACTGTATCGTCCTTGATGATCATGGGAA 5
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Der Uberlappende Bereich soll mindestens 15-20 Nukleotide lang sein. Die einzelstrangigen

Uberhange sind (ohne das fett gekennzeichnete Codon) idealerweise zehn Nukleotide lang.

Das zu verandernde Codon ist fett hervorgehoben. Die Schmelztemperatur der Primer wurde

mit dem T.-Calculator (http://www.thermoscientificbio.com/webtools/tmc/) berechnet. Die

Untersuchung aller Primer auf unglinstige Sekundarstrukturen erfolgte mit dem Programm

Generunner (Heliogenetics).

Tabelle 3: Mutageneseprimer

Primername

Primersequenz 5° - 3¢

Nukleotidposition

AxpoT_F TTGCATCCAGTGCATACAGGGCCTATTGCACCA 1432
AxpoT_R TGGTGCAATAGGCCCTGTATGCACTGGATGCAA 1432
AxuE_F CATGCAGGGCCTATTGAACCAGGCCAGA 1444
AxuE R AATAGGCCCTGCATGCACTGGATGC 1458
AxaV_F CATGCAGGGCCTATTGTACCAGGCCAGA 1444
Az4V_R AATAGGCCCTGCATGCACTGGATGC 1458
AgxzE_F AACCAAGGGGAAGTGACATAGAAGGAACTACTA 1478
AT _R TGGTGCAATAGGCCCTGTATGCACTGGATGCAA 1432
AgE_F CATGCAGGGCCTATTGAACCAGGCCAGA 1444
AxE_R AATAGGCCCTGCATGCACTGGATGC 1458
AxaV_F CATGCAGGGCCTATTGTACCAGGCCAGA 1444
Az4V_R AATAGGCCCTGCATGCACTGGATGC 1458
Ay7E_F AACCAAGGGGAAGTGACATAGAAGGAACTACTA 1478
Ay7E_R TATGTCACTTCCCCTTGGTTCTCTCATCTGG 1497
Ay T_F AGGGGAAGTGACATAACAGGAACTACTA 1483
AyrT_R TATGTCACTTCCCCTTGGTTCTCTC 1497
GaD_F GGGCCTATTGCACCAGACCAGATGAGAG 1450
GaD_R TGGTGCAATAGGCCCTGCATGCACT 1464
GousA_F TACCCTTCAGGAACAAATAGCATGGATG 1512
GasA_R TATTTGTTCCTGAAGGGTACTAGTAGTTCC 1560
H219Q_F AATGGGATAGATTGCATCCAGTGCAGGCAGGG 1421
H219Q_R CACTGGATGCAATCTATCCCATTCTGCAGCTTC 1443
H219Q (V21gM)_F ATAGATTGCATCCAATGCAAGCAGGGC 1427
H219Q (V21sM)_R | TGGATGCAATCTATCCCATTCTGCAGC 1440
(H219Q) 1223V_F ATCCAGTGCAAGCAGGGCCTGTTGCACCAGG 1436
(H210Q) 1223V_R AGGCCCTGCTTGCACTGGATGCAATCTATCCC 1455
Ligal _F GCCACCCCACAAGATATAAATACCATGC 1324
Lisal_R ATCTTGTGGGGTGGCTCCTTCTGAT 1338
Misol_F AACCTCCAGGGGCAAATCGTACATCAG 1197
Ml _R TTGCCCCTGGAGGTTCTGCACTATA 1212
Mazsl_F GGCCTATTGCACCAGGCCAGATCAGAGAACCAAG 1451
Masl_R CTGGCCTGGTGCAATAGGCCCTGCATGCAC 1470
N2osD_F AAATGTTAAAAGAGACCATCGATGAGGAAGCTG 1385
N20sD_R GATGGTCTCTTTTAACATTTGCATGGCTGC 1404
QougH_F CAGGAACTACTAGTACCCTTCACGAACAAATA 1499
Quu4H_R AAGGGTACTAGTAGTTCCTGCTATGTCACTTC 1518
T1geA_F CCACAAGATTTAAATGCCATGCTAAACA [nt]) 1330
Tis6A_R ATTTAAATCTTGTGGGGTGGCTCC 1344
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Primername Primersequenz 5°‘ - 3° Nukleotidposition
Tosel_F AGTGACATAGCAGGAATTACTAGTACCC 1489
Tozel R TCCTGCTATGTCACTTCCCCTT 1503
TooN_F ACATAGCAGGAACTACTAGTAACCTTCAGGAAC 1493
TooN_R ACTAGTAGTTCCTGCTATGTCACTTCCCCT 1513
Tosql_F CAAATAGGATGGATGAUACATAATCCAC 1525
Tosql R CATCCATCCTATTTGTTCCTGAAG 1539
Vo18A_F AATGGGATAGATTGCATCCAGCGCATGCAG 1421
Vo18A R TGGATGCAATCTATCCCATTCTGCAGCTTCC 1440
V21sM_F AATGGGATAGATTGCATCCAATGCATGCAGGGCCT 1421
V21sM_R TGGATGCAATCTATCCCATTCTGCAGCTTCCTCAT 1440
Vasgl F AATCCACCTATCCCAATAGGAGAAATCTATAAA 1546
Vasgl R TTTATAGATTTCTCCTATTGGGATAGGTGGATT 1546

In der Tabelle ist die Position des veranderten Nukleotids gegenuber der NL4-3 Sequenz

(GenBank: AF324493) angegeben und in der Primersequenz jeweils fett dargestellt. Die

unterstrichenen Triplets berticksichtigen veranderte Codons durch friihere Mutagenesen und

die entsprechende Punktmutation ist jeweils in Klammern im Primernamen angegeben.

3.1.7.2 Sequenzierungsprimer

Mit den nachfolgend aufgelisteten Primern kann HIV-1 NL4-3 komplett sequenziert werden.

Um die Identitat einer Variante zu Uberprufen, wurde im Regelfall der Primer 1c-F verwendet.

Tabelle 4: Sequenzierungsprimer

Bezeichnung | Primersequenz Aminosaureposition
1a/b-F 5“-GCGACTGGTGAGTACGCC-3 LTR 735

1a-R 3-CTCCCTGCTTGCCCATAC-5 Gag 40

1b-R 3-ACCCATGCATTTAAAGTTC-5 Gag 156

1c-F 5-CCCTTCAGACAGGATCAGAAG-3' Gag 67

1c-R 3-TTCCTGCTATGTCACTTCC-5° Gag 234

1d-F 5-ACCTAGAACTTTAAATGCATGGG-3' |Gag 149

1d-R 3-CAACAAGGTTTCTGTCATCC-5 Gag 318
1e/f-R 3-TTCCCTAAAAAATTAGCCTG-5' Gag 254

1e-F 5-CCACCTATCCCAGTAGGAG-3' Gag 253

1f-F 3'-AGAAATGATGACAGCATGTC-5° Gag 345
2a/b-F 5-TAGAAGACATGATGACAGCATG-3 Gag 346

2a-R 3-GGTGGGGCTGTTGGCTC-5 Gag 453/Pol 25
2b-R 3-TCTTACTTTGATAAAACCTCC-5' Pol 114

2c-F 5-AGACCAGAGCCAACAGCCCC-3 Gag 451/Pol20
2¢c-R 3-GCAAATACTGGAGTATTGTATGG-5° |Pol 217

2d/e-R 3-GGTGATCCTTTCCATCC-5° Pol 312

2d-F 5“AGTAGGACCTACACCTGTCAAC-3 Pol 132

2e-F 5-CAGTACTAAATGGAGAAAATTAG-3' |Pol 224

3a/b-F 5-AATTGGGCCTGAAAATCC-3 Pol 204

3a-R 3-TGGAATATTGCTGGTGATCC-5 Pol 310

3b-R 3-TCTGTATGTCATTGACAGTCC-5* Pol 407

29




Bezeichnung

Primersequenz

Aminosaureposition

3c/d-R

3-AATTGTTTTACATCATTAGTGTG-5

Pol 518

3c-F 5-CCACAGGGATGGAAAGG-3 Pol 306
3d-F 5-GACAGCTGGACTGTCAATG-3' Pol 404
3e-F 5-GGGGCAAGGCCAATGGAC-3' Pol 489
3e-R 3'-GTGAGTCTGTTACTATGTTTACTTC-5'| pol 647
3f/g-R 3-TCACTAGCCATTGCTCTCC-5° Pol 739
3f-F 5-CTAAATTAGGAAAAGCAGG-3* Pol 605
3g-F 5-CAGCACACAAAGGAATTGG-3' Pol 695
4a/b-F 5-GGAGGAAATGAACAAGTAGATAAA-3' | Pol 699
4a-R 3-ATATATCCACTGGCTACATG-5 Pol 795
4b-R 3-CCCTTTTCTTTTAAAATTGTG-5 Pol 905
4c-F 5-ATTAGCAGGAAGATGGCCAG-3' Pol 820
4c-R 3-CTTTTCTTCTTGGCACTAC-5 Pol 978
4d-F 5-TCAAAATTTTCGGGTTTATTAC-3' Pol 937
4d-R 3-CAAATGCCAATCTCTTTCTCC-5 Vif 81
4e-F 5-AAGCTCAGAAGTACACATCCC-3 Vif 51
4e-R 3-CTGGGGCTTGTTCCATCT-5' Vif 179
5a/b-F 5-ATGGAAAACAGATGGCAGG-3 Vif 1
5a-R 3-GAGACTCCCTGACCCAAATGCC-5' Vif 85
5b-R 3-GGTCTTCTGGGGCTTGTTCC-5 Vif 180/Vpr7
5c/d-R 3-CCTGGATGCTTCCAGGGCTC-5 Tat1 14
5c-F 5-CTAGCAGACCAACTAATTC-3 Vif 101
5d-F 5-CTGACAGAGGATAGATGGAAC-3* Vif 169
5e-F 5-TATCTATGAAACTTATGGGGATA-3'C | Vpr45
5e-R 3-CTYTCATTGCCACTGTCTTC-5° Vpu 57
5f/g-R 3'-GGGTCTGTGGGTACACA-5 Env 78
5f-F 5-CATCTCCTATGGCAGGAAGAAG-3* tat1 45
5g-F 5-GAGCAGAAGACAGTGGCAATG-3 Vpu 49
6a/b-F 5-GAAAGAGCAGAAGACAGTGG-3 Vpu 47
6a-R 3-GTACACAGGCATGTGTGGCCC-5* Env 74
6b-R 3-CAATTTAAAGAAACACAGAGTGG-5' |Env 129
6¢-F 5-GCCTGTGTACCCACAGAC-3' Env 71
6¢c-R 3'-AATAATGTATGGGAATTGG-5 Env 215
6d-F 5-AGATAAAAAACTGCTCTTTCA-3'A Env 152
6d-R 3-TTACAATATGCTTGTCTTAT-5' Env 330
6e-F 5-GTACAGTGTACACATGGAATTA-3 Env 243
6e-R 3'-GGGAGGGGCATACATTGC-5 Env 429
6f-F 5-ACAGTTTTAATTGTGGAGGGG-3 Env 371
6f-R 3-GCCCATAGTGCTTCCTGC-5 Env 526
7alb-F 5-TTAATTGTGGAGGAGAATTTTT-3* Env 373
7a-R 3-TTTATATAATTCACTTCTCC-5' Env 477
7b-R 3-GAGTTTTCCAGAGCAACCCC-5 Env 593
7c-F 5-TGAGGGACAATTGGAGAAGTG-3' Env 467
7c-R 3-AAGCCTCCTACTATCATTATG-5 Env 687
7d-F 5-TTGCAACTCACAGTCTGGGG-3* Env 557
7d-R 3-CCTGCGTCCCAGAAGTTCC-5 Env 779
7e-F 5-TTCATAATGATAGTAGGAGG-3 Env 676
7e-R 3-TTTTGACCACTTGCCACCC-5° Nef 7
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Bezeichnung | Primersequenz Aminosaureposition
7f-F 5'-GGAACTTCTGGGACGCAGG-3 Env 774

7-R 3'-CCTTGTAAGTCATTGGTC-5 Nef 82

79-F 5-ATGGGTGGCAAGTGGTC-3 Nef 1

79-R 3'-ACTGGTACTAGCTTGAAGCACC-5 Nef 147

7h-F 5'-CAGGTACCTTTAAGACCAATG-3 Nef 73

7h/i-R 3-ACTCCGGATGCAGCTCTCGGGC-5° | Nef 201

Nachfolgend aufgelistete Primer sequenzieren vom

Konstrukt.

Plasmid in das eingesetzte virale

Bezeichnung

Primersequenz

pTZ19R R 3-CCTTTGAGTGAGCTGATA-5*
3LTRF 5-GTTGTGTGACTCTGGTAACT-3
pUC 19 F 5-CGAAAGGGGGATGTG-3

pUC 19R 3-TACACTTTATGCTTC-5

3.1.8 Software

Die nachfolgende Tabelle listet wissenschaftliche

vorliegenden Arbeit auf.

Tabelle 5: Software

Software und die Anwendung in der

Name Hersteller Verwendung
Generunner Heliogenetics Analyse" von Primern auf ungunstige
Sekundarstrukturen.
Graphpad Grafikprogramm  zur  Erstellung  der
PRISM 5 GraphPad Software, Inc. e
i-Tasser 3.0 http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/l- | De Novo Berechnung von 3D-Protein-
| TASSER/ strukturen.
) . Auf Homology Modelling basierende
Modeller 9.13 | http://salilab.org/modeller/ S v JE B s C e,
Pymol 1.5.0.4 | Schrodinger LCC Grafllfprogramm zur Generierung von 3D
Proteinstrukturmodellen
?zquencher Gene Codes Corporation DNA-Sequenzanaylse.
SPSS IBM Programm zur statistischen Auswertung
Statistics 21 der Daten.

T..-Calculator

Thermo Fischer

Berechnung der spez. Schmelztemperatur
von Primern.
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3.1.9 Verbrauchsmaterialien

Artikel Hersteller
12 well Zellkulturplatten Corning; 3513
Aspirationspipetten 2 ml VWR; 724-0456

FACS-R6hrchen BD Falcon™

BD Biosciences; 352054

Cryotube Vials, external threads

Thermo Scientific; 347627

Cryotube Vials, internal threads

Thermo Scientific; 363401

Discardit Il 5 ml

BD Biosciences; 309050

PCR-Reaktionsgefalie (0,2 ml)

Kisker; GO0O1-AF

PCR-Tube-Streifen

Kisker; GO03-SF

Petrischalen

BD Biosciences; 353004

Pipettenspitzen (10, 200 und 1000 pl)

Kisker; 6020110, -7, -8

Plastikpipetten (5, 10, 25 ml)

Corning; 4487, -88, -89

Reaktionsgefalie (1,5 und 2 ml)

Eppendorf; 0030125150 bzw. -094

Reaktionsgefalte (5 ml)

BD Biosciences; 352059

Reaktionsgefale (15 und 50 ml) BD Biosciences; 352096 bzw. 352070

Safe Seal-Tips professional (10, 20, 100, 200, 1000 ul) | Biozym; 692139, -151, -066, -069, -078

Sterilflip Millipore; SLHAO33SB
T25 Flaschen Corning Inc.; 430639
T75 Flaschen Corning Inc.; 430641

3.1.10 Viren und provirale Konstrukte

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe von Proviren mittels Transfektion infektiose HIV-1
Viruspartikel generiert (s. 3.2.2.9). In der nachfolgenden Tabelle 6 sind alle verwendeten
Konstrukte aufgelistet. Bis auf die gekennzeichneten Ausnahmen handelt es sich bei dem
Plasmid jeweils um pUC19 (s. 3.1.6). Alle Virusvarianten sind von NL4-3 (als Wildtyp (WT)
definiert) abgeleitet und sind somit CXCR4-trop. Die Virusvarianten sind alphabetisch
aufgelistet und nach thematischen Gesichtspunkten in Gruppen unterteilt. Der erste Teil des
Namens bezeichnet die eingeflihrten Punktmutationen, der zweite Teile des Namens (on
WT, RK oder RKLM) gibt die Art des Virusrickrads an. Es handelt sich dabei entweder um
die unveranderte Variante NL4-3 (WT), NL4-3 + RyK (RK) oder NL4-3 + RyesK + LogsM
(RKLM). Die FuBnoten in der Tabelle 6 beziehen sich auf die Quellen, in denen die jeweilige

Virusvariante das erste Mal erwahnt wurde.
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Tabelle 6: Liste der verwendeten proviralen Konstrukte.

HIV-1 Isolat In vitro alternative sekundire Mutationen %
NL4-3 (= WT) *° Fortsetzung
HLA-B*27-KK10 assoziierte Varianten ’ NyosD on RK
LogsM on WT NogsD on RKLM
R264K on WT N206D on WT
R264K, L268M on WT Q244H on RK
S173A on WT Q244H on RKLM
S173A, LogsM on WT Q244H on WT
S173A, RoesK on WT Toszgl On RK
S173A, RoesK, LogsM on WT To39l on RKLM
HLA-B*57 TW10 assoziierte Varianten "’ Tazel ONWT
G248A on WT T251| on RK
H10Q 0N WT T1511 on RKLM
H219Q, G248A on WT T251| on WT

H219Q, l223V, Maogl on WT

Vossl, AxpT on RK

H210Q, l223V, Maggl, T242N, GosgA on WT

V253|, A220T on RKLM

H219Q, Moosl on WT

V258|, A220T on WT

H210Q, Moggl, GossA on WT

In vivo alternative sekundire Mutationen

I3V on WT Ao, T on RK

Moogl on WT Ay, T on RKLM

Maygl, G248A on WT Ay T on WT ™

TN on WT GossA on RK

V51sM on WT G248A on RKLM

V1M, Ho10Q on WT GossAon WT

V18M, H219Q, 1593V, Moosl, G248A on WT H219Q on RK

V518M, H219Q, Moosgl, GossA on WT H219Q on RKLM

In vitro alternative sekundare Mutationen "> H,10Q on WT

AxyT on RK H»10Q, Go4sA on RK

Ao T on RKLM H219Q, G243A on RKLM

AgoT on WT H10Q, GosgA on WT

AsosV on RK H219Q, 1503V, Maogl on RK

Azy4V on RKLM H219Q, 1203V, Myygl on RKLM

Ay on WT H219Q, 1203V, Moogl on WT

Aos7E on RK H»10Q, Maogl on RK

Ay37E on RKLM H519Q, Maygl on RKLM

Aos,E on WT H»10Q, Moogl on WT

Ass;T on RK H219Q, Moosl, G248A on RK

Azs7T on RKLM H219Q, Moogl, GogsA on RKLM

Aoz T on WT H219Q, Moosl, G248A on WT

L4gsl on RK I3V on RK

Lig4l on RKLM l,,3V on RKLM

Ligal oONn WT I3V on WT

M4l on RK Mgl on RK

Mj42l on RKLM Magol on RKLM

Mgl on WT Mool on WT

N2gsD on RK Magol, Va1sM, Ha19Q, 1223V, Maogl, GogsA on RK
N2gsD on RKLM Magol, Va1gM, H19Q, 1523V, Maosgl, GossA on RKLM
NoggD on WT Mogol, Va1sM, H19Q, 1223V, Mosgl, GossA on WT
Qa44H on RK Maool, V218M, H219Q, Maogl, G2ssA on RK

Q244H on RKLM

Magol, V218M, H219Q, Mogl, GaysA on RKLM
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In vivo alternative sekundire Mutationen "%

CsA-abhangige in vitro Varianten

Fortsetzung ApsE on WT 8

Magol, V218M, Hz19Q, Maggl, GogsA on WT GoeD oN WT?®

Maggl on RK TigA on WT ™

Maogl on RKLM Kompensierte CsA-abhéngige in vitro Varianten
Mool on WT Aos7 T on AgE ?

Mzzgl, G248A on RK

A237T on G226D 122

M228|, G248A on RKLM

A237T on T186A9

Mzzgl, G248A on WT

S173A on AyE 1

V518A on RK

S173A on GyyeD 1%

V18A on RKLM

S173A on TygeA 12

V,18A on WT ™

Va1gA on AgqE %

Vo18A, A7 T on RK

Va18A on GaeD 12

V218A, A237T on RKLM

V31gA on TqggA 12

V218A, A237T on WT

V218A, AgsrT on AguE 122

V,15M on RK V218A, AgarT on GapeD '
V,1M on RKLM V218A, AgsrT on TigeA 12
V51sM on WT

Vo18M, H219Q on RK

V,18M, H,19Q on RKLM

V218M, H219Q on WT

V218M, Hz19Q, 1523V, Mpggl, GoysA on RK

V218M, H219Q, 1223V, Mogsl, G24sA on RKLM

V218M, Hz19Q, 1223V, Moggl, GoasA on WT

V218M, H219Q, M223|, Gz43A on RK

V218M, H219Q, M223|, G248A on RKLM

V218M, H219Q, Mogsl, G24sA on WT
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3.1.11 Zellen

Alle Zellen wurden bei konstant 37°C und 5% CO, in einem Brutschrank von Haereus
kultiviert.

3.1.11.1 GXR25 Zelllinie

Diese Zellinie wurde von Brockman et al. hergestellt '®. Es handelt sich um eine

Weiterentwicklung einer urspringlich von Gervaix et al. beschrieben CEM Reporter-T-
Zelllinie "?°. Die urspriingliche Reporter-T-Zelllinie kodiert fiir ein green fluorescence protein
(GFP)-Gen, das unter der Kontrolle eines HIV-1 long terminal repeats (LTR) steht. Im Falle
einer HIV-1 Infektion kommt es zu einer Tat-induzierten Expression des GFP-Gens. Die
verwendete GXR25 Zelllinie unterscheidet sich von der von Gervaix et al. beschriebenen
Zelllinie durch die zusatzliche stabile Expression von CCR5. GXR25 steht deshalb fir CEM-
GFP, CXCR4, CCR5, Klon 25.

3.1.11.2 HEK293T Zelllinie

Diese klassische Zelllinie wurde wegen ihrer guten Transfizierbarkeit als Produzentenzelllinie

zur Herstellung von HIV-1 Partikeln verwendet. Bei den HEK293T Zellen handelt es sich um
human embryonic kidney cells. Im Unterschied zur parentalen HEK293 Zelllinie tragen die
HEK293T Zellen noch das Gen fiir das groRe SV40 (simian vacuolating virus 40) T-Antigen.
Dieses Protein erlaubt die episomale Replikation von Plasmiden, die einen SV40 Origin of
Replication (ORI) besitzen (www.dsmz.de; Katalognr.: ACC-6359) .
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Agarosegelelektrophorese

Zur Analyse eines Restriktionsverdaus wurden 1%ige Agarosegele verwendet. Standardgele
liefen 30 min bei 110 V und 500 mA. Gele aus denen einzelne DNA-Banden aufgereinigt
werden sollten, liefen 1,5 Std bei 80 V und 500 mA.

3.2.1.2 Aufreinigung der Plasmid-DNA
Glycerolstocks (s. 3.2.1.4) von Bakterienkulturen wurden frisch auf LBayp-Platten
ausgestrichen (3-Osen-Ausstrich) und tber Nacht (16 Std) bei 37°C bebriitet. Am néchsten

Tag wurden nach Herstellerangaben geeignete LBamp-Flussigkulturen einzelner Klone

angelegt. Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des Quick Lyse Miniprep Kits
von Qiagen nach Herstellerangaben mit nachfolgenden Modifikationen:
1. Zur Erhéhung der Ausbeute wurden 2 x 1,5 ml der Bakterienkultur eingesetzt:
Es wurden zwei 1,5 ml Reaktionsgefalle befillt und bei 13.000 Umdrehungen pro
Minute (rounds per minute, rpm) pelletiert (Duplikat). Anschliefend folgte die
Resuspendierung und Vereinigung der Duplikat-Pellets dem Protokoll folgend mit
250 pl P1-Puffer. Die weiteren Schritte des Zellaufschlusses erfolgten nach Protokoll.
2. Um die aufgereinigte DNA mdglichst vollstandig aus den Saulchen zu I6sen, wurde
zum einen die Inkubation des Elutionspuffers auf 2 min verlangert und zum anderen
der Elutionsschritt mit dem Eluat wiederholt.
Die Bestimmung der DNA-Konzentration und deren Reinheit erfolgten mit einem Nano Drop
Spektrophotometer, anschlielend konnte ein geeigneter Restriktionsverdau durchgefihrt
werden. Zur zweifelsfreien Bestimmung des aufgereinigten Provirus wurde das Plasmid ggf.

zusatzlich mit einem geeigneten Primer ansequenziert (s. 3.2.1.7).

3.2.1.3 ELISA (enzyme linked immunosorbend assay)

3.2.1.3.1 Bestimmung der p24-Konzentration im Zellkulturtberstand

Die Durchfihrung der ELISAs erfolgte nach Herstellerangaben (Perkin Elmer). Jedoch

wurden die Proben in PBS°"®

mit 1% FCS verdunnt, um die unspezifische Bindung von p24
an Plastik zu vermindern. Die Verdinnungen erfolgten im 96 Loch-Plattenformat mit einer
Mehrkanalpipette. AnschlieRend konnte eine 1:15000-fache Verdinnung der Zellkultur-

Uberstande von transfizierten HEK293T-Zellen gemessen werden (s. 3.2.2.9).
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3.2.1.3.2 Bestimmung der reversen Transkriptase-Aktivitat im Zellkulturiberstand

Zur Bestimmung der reversen Transkriptase-Aktivitat (RT-Aktivitat) im Zellkulturiberstand
der transfizierten HEK293T-Zellen (s. 3.2.2.9) wurde das Retrosys Kit der Firma Innovagen
nach Herstellerangaben verwendet. Allerdings erfolgten die Waschschritte mit 4 x 3 ml
Waschpuffer. Mit Hilfe dieses Kits ist es mdglich, die Konzentration der RT anhand einer
ELISA-basierten Messung der RT-Aktivitat zu bestimmen.

Zur Auswertung wurde diejenige Verdinnung ausgewahlt, bei der alle gemessenen Proben

im linearen Messbereich der Standardkurve lagen.

3.2.1.4 Glycerolstocks

Nach Bestatigung der Sequenzidentitat der unterschiedlichen proviralen Konstrukte durch

einen geeigneten Restriktionsverdau und eine DNA-Sequenzierung geeigneter Genom-
abschnitte wurden von den dazugehorigen E. coli LBanm, -Flussigkulturen Glycerolstocks
angelegt. Dafur wurden 333 pl Kulturmedium mit 666 pl einer 60%igen Glycerollésung

gemischt und anschlielend bei -80°C gelagert.

3.2.1.5 Herstellung der proviralen Varianten (Mutagenese)

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschliellich Varianten des HIV-1 Isolats NL4-3
generiert, weswegen dieses Isolat fortan als Wildtyp (WT) bezeichnet wird. Die Generierung
der Varianten erfolgte durch site directed mutagenesis auf subgenomischer Ebene (s.
3.2.1.6). Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen gag-Varianten wurden alle auf dem
Sacl-Sbfl Fragment von NL4-3 erzeugt, das in ein pUC19 Plasmid (GenBank: M77789.2)
kloniert worden war (Sac-Sbf in pUC19) (Abb.6). Die Klonierungsstrategie fur das
Einbringen des mutierten Sequenzbereichs in ein provirales Volllangekonstrukt wird unter
3.2.1.6 erlautert.

Die Mutagenesereaktionen wurden zunachst mit dem genannten Gene Tailor Kit (Life
Technologies) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Nachdem dieses Produkt nicht mehr
vertrieben wurde, kam fir die DNA-Methylierung der Templet-Plasmid-DNA eine CpG
Methylase und fur die PCR die DNA-Polymerase Phusion (beide von New England Biolabs)
nach Herstellerangaben zum Einsatz. Das bewahrte Primerdesign des Gene Tailor Kits

wurde beibehalten. Mit der Synthese der Primer wurde die Firma Eurofins beauftragt.
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3.2.1.6 Klonierungsstrategie zur Generierung der proviralen Volllangenkonstrukte

Zur Herstellung der Volllange-Proviren aus den durch site directed mutagenesis erzeugten
Gag-Pol Fragmenten wurde folgende Klonierungsstrategie angewendet:

Der erste Schritt bestand in einer Klonierung des mutierten Gag-Pol Fragments in eine HIV-1
5-Halfte. Anschlielend erfolgte die Generierung des Volllangen-Provirus durch Ligation der
mutierten HIV-1 5'-Halfte mit einer HIV-1 3’-Halfte. Das Gag-Pol Fragment weist am 5‘-Ende
eine Sacl- und am 3‘-Ende eine Sbfl-Schnittstelle auf (Abb. 6). Dieser im Rahmen der Arbeit
als Sacl-Sbfl-Fragment bezeichnete Genomabschnitt von HIV-1 wurde in eine Sacl und Sbfl
geschnittene und aufgereinigte NL4-3 5'-Halfte+Zauberlinker (Zauberlinker = 5°-Halfte NL4-3
A Sacl-Sbfl-Fragment) kloniert. Die so erzeugte 5-Halfte wurde mit EcoRl und Ncol
geschnitten, aufgereinigt und mit einer entsprechend behandelten NL4-3 3'-Halfte ligiert.

Um eine vollstdndige Restriktion der Plasmide zu erreichen, wurden sie 3 Std bei 37°C mit
dem entsprechenden Restriktionsenzymcocktail (s.u.) inkubiert und die Proben anschlielend
langsam auf einem 1%igen Agarosegel getrennt (1,5 Std bei 80V und 500 mA). Um
Kontaminationen mit unerwlinschter DNA zu vermeiden, erfolgte vor jeder Anwendung die
Reinigung der Gellaufkammer und die Verwendung von frischem TAE-Puffer. Die
gewunschten Banden konnten dann auf dem Dark Reader ausgeschnitten und mit dem
QIlAquick PCR Purification Kit aufgereinigt werden. Die DNA-Konzentration wurde
anschliefend im Nano Drop bestimmt. Die Ligationen erfolgten mit dem Quick Ligation

System (New England Biolabs) nach Herstellerangaben.

Tabelle 7: Klonierung des Sac-Sbf-Fragments in NL4-3 5‘-Halfte + Zauberlinker

Reagenz / Plasmid mit: | Sac-Sbf-Fragment | NL4-3 5‘-Halfte + Zauberlinker
DNA 750 ng 750 ng

Sacl (1:10 Verdiinnung) | 10 pl 10 ul

Sbfl (1:10 Verdinnung) | 10 pl 10 ul

NEB4-Puffer 5ul 5l

BSA 0,5 pl 0,5 pl

BsrF (1:10 Verdinnung) | 10 pl -

Pacl (1:10 Verdinnung) | - 5ul

H,O ad 50 ul ad 50 ul

Schnittmuster Sac-Sbf-Fragment: 2356, 1340 und 1313 Basenpaare
Schnittmuster NL4-3 5‘-Halfte + Zauberlinker: 7888 und 30 Basenpaare
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Tabelle 8: Klonierung einer 5‘-Halfte mit einer 3‘-Halfte (beide NL4-3)

Reagenz / Plasmid mit: | 5-Halfte NL4-3 | 3‘-Halfte NL4-3
DNA 750 ng 750 ng

EcoRI (1:10 Verdiinnung) | 10 pl 10 pl

Ncol (1:10 Verdiinnung) | 20 pl 20 pl
NEB3-Puffer 5l 5l

BSA 0,5 pl 0,5 pl

Sal | (1:10 Verdinnung) | 10 pl -

Pstl (1:10 Verdiinnung) - 10

H.O ad 50 pl ad 50 pl

Schnittmuster 5'-Halfte: 10.003 und 233 Basenpaare
Schnittmuster 3'-Halfte: 4822, 2650 und 228 Basenpaare

5'LTR
Sacl (492)
Xgag polyprotein
= SbfT(2844)

HIV-1 vector pNL4-3 B )
pol polyprotein

14825 bp
NeoT(10566)
Sacl (9567)
3'LTR vif protein
nef pro em\__&ﬂﬁ \ vpr protein
rev protein part2 EcoRI (5744)
tat protein part2 tat protein part1
envelope polyprotein rev protein part1
Sacl (6bo04)
vpu protein

Abb. 6: HIV-1 Vektor pNL4-3

Nachfolgend werden die einzelnen fiir die Klonierungsstrategie relevanten Bereiche definiert, in die das HIV-1
Genom unterteilt wurde. Jeder dieser Bereiche wurde als separates Plasmid generiert. Das Sacl-Sbfl-Fragment
beginnt bei der Sacl-Restriktionserkennungssequenz (Nukleotid 487-492) und endet bei der Sbfl-
Restriktionserkennungssequenz (Nukleotid 2838-2845). Das Plasmid mit der HIV-1 5'-Halfte kodiert die 5'-Halfte
vom 5'-long terminal repeat (LTR) bis zu der EcoRI-Restriktionserkennungssequenz (Nukleotid 5743-5748). Die
3‘-Halfte beginnt bei der EcoRI-Restriktionserkennungssequenz (Nukleotid 5743-5748) und endet bei der Ncol-
Restriktionserkennungssequenz (Nukleotid 10565-10570). Quelle: GenBank AF324493; Grafik wurde mit dem
Programm VectorNTI (Life Technologies) generiert.
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3.2.1.7 Sequenzierungen

Samtliche Sequenzierungen wurden von der Firma Life Technologies durchgefuhrt. Die
Auswertung der Daten / Uberpriifung der Sequenzen erfolgte mit der Software Sequencher
Gene Codes.

3.2.1.8 Transformation von E. coli

Die Transformation von TOP10, Stabl3 und DH5a E. coli wurde nach Herstellerangaben
(Invitrogen) durchgefiihrt. Die Transformation von TOP10 E. coli erfolgte ausschliellich mit
Plasmiden, die subgenomische Fragmente von HIV-1 kodierten (z.B. das Sacl-Sbfl-
Fragment). Stabl3 E. coli wurden nur mit Plasmiden transformiert, die flr das vollstandige
Virusgenom kodierten. In DH5a E. coli wurden dagegen nur Plasmide aus einer
Mutagenese-PCR (s. 3.2.1.5) eingebracht. Dies diente der Reduzierung falsch positiver
Kolonien. DH5a E. coli sind in der Lage, die durch die CpG Methyltransferase methylierte
Template-Plasmid-DNA der Mutagenese-PCR zu zerschneiden, kénnen dies jedoch nicht mit
den unmethylierten PCR-Produkten. Folglich sollten Kolonien, die auf den Platten wachsen,
mit den Produkten der Mutagenese PCRs transformiert worden sein, die potenziell die

gewunschte Mutation tragen kdnnen.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Bestimmung der relativen Infektiositat in GXR25-Zellen
Es wurden je 1 x 10° Zellen / 12-well in 0,5 ml RPMI mit 10% FCS und Pen/Strep (R10%) in

Gegenwart oder Abwesenheit von CsA vorgelegt. Die Zellen wurden vor der Viruszugabe ca.

45 min prainkubiert. AnschlieBend erfolgte die Infektion der Zellen mit Transfektions-
Uberstanden des jeweiligen Virus (250 ng p24) und das Auffillen auf das gleiche Volumen
mit R10". Die CsA-Konzentration zur Prainkubation war dabei so gewahlt, dass sie nach
Zugabe des Virus 0,5 uM betrug. Sechs Stunden post infectionem (p.i.) wurde mit R10*
(ohne bzw. mit 0,5 yM CsA) auf 2 ml aufgefillt. Zwei Tage p.i. erfolgte die Entnahme von je
1 ml der Kultur und die Pelletierung der Zellen (5 min bei 300 x g). Der Uberstand wurde
verworfen und infektidse Partikel 1 Std mit 350 ul einer 4%igen PFA /PBS°™-Lésung
inaktiviert. AnschlieRend folgte die Analyse von 2 x 10° Zellen an Hand der GFP-Fluoreszenz
infizierter Zellen in einem FACS Canto Il. Mit Hilfe dieser Daten konnte dann die relative
Infektiositat in Bezug auf den HIV-1 Laborstamm NL4-3 (als WT definiert) berechnet werden.
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3.2.2.2 Durchflusszytometrie / FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)

Zum Nachweis der Infektion von GXR25-Zellen wurde die Durchflusszytometrie verwendet.
Dazu erfolgte die Untersuchung der PFA-fixierten HIV-1 infizierten GXR25-Zellen (s.
3.1.11.1) auf ihre GFP-Produktion hin, die direkt mit einer produktiven Infektion durch HIV-1

korreliert. Es wurden jeweils 2 x 10° Zellen analysiert.

Desweiteren wurden mittels Durchflusszytometrie Zellen, die mit fluoreszierenden
Antikérpern markiert worden waren (s.3.2.2.3), auf die Expression verschiedener

Oberflachenmarker hin untersucht.

3.2.2.3 Extrazellulare Farbung von Zellen mit Fluoreszenz-markierten Antikdrpern

Die Zellen wurden 5 min bei 300 x g zentrifugiert und anschlieRend zweimal mit 3 ml FACS-
Puffer (s. 3.1.3.9) gewaschen. Zum Blocken der F.-Rezeptoren erfolgte die Resuspendierung
der Zellen in 100 pl FACS-Puffer und deren Inkubation mit 10 pl anti-F.-Antikérper 10 min bei
Raumtemperatur. AnschlieRend wurden die Zellen 15min mit den gewlnschten
Fluoreszenz-markierten Antikdrpern im Dunkeln inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen
wieder zweimal mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen (Zentrifugation: 5 min bei 300 x g). Da mit
den verwendeten Antikérpern gegen CXCR4 und CCRS5 keine oder nur schwache Signale
detektiert werden konnten, wurde in diesen Fallen eine sekundare Farbung durchgeflhrt. Ein
polyklonaler APC-markierter anti-Maus-F.-Antikérper (5 pl fir 20 min im Dunkeln) diente zur
spezifischen Markierung der jeweiligen primaren Maus-Antikérper (anti-CXCR4 bzw. anti-
CCR5). Mit Hilfe dieses sekundaren Antikdrpers konnte ein mit dem CD4-Signal
vergleichbares, starkes Signal der Zellen fur beide Ko-Rezeptoren detektiert werden. Die
Zellen wurden abschlieBend zwei Mal mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen. Zur Inaktivierung
der Zellen erfolgte abschlieRend die Resupendierung in 100 ul einer 4%igen PFA-L6sung

und eine einstindige Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln.

Fir die Liste der verwendeten Antikorper s. 3.1.1.

3.2.2.4 Langzeitkulturen von Virusvarianten

Zwanzig ml R10* Medium wurden mit 2 x 10° GXR25 Zellen angeimpft und mit der Virus-
variante RyeK infiziert (500 ng p24). Uber einen Zeitraum von bis zu zehn Wochen wurden
zweimal wochentlich 10 ml Medium abgenommen und der Prozentsatz GFP-positiver Zellen
im Durchflusszytometer bestimmt. Das fehlende Medium wurde durch frisches ersetzt. Bei
steigender Infektionsrate wurden infektidse Partikel isoliert. Bei den revers-transkripierten
Genomen wurde der gag-Bereich durch bulk sequencing analysiert ’. Die entsprechenden
Arbeiten wurden von Herrn Dr. Schneidewind durchgefiihrt '?'. Die entdeckten Mutationen

fuhrten zur Generierung (s. 3.2.1.5) der unter 4.7.1 beschriebenen Virusvarianten.
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3.2.2.5 Langzeitlagerung von humanen Zellen

Zur langerfristigen Lagerung von Zellkulturen in flissigem Stickstoff wurden die Zellen
zentrifugiert (5 min bei 300 x g) und in kalten Gefriermedium (DMEM bzw. RPMI mit 20%
FCS und 10% DMSO) resuspendiert und in Cryo-Réhrchen mit Innengewinde aliquotiert.
Danach wurden die Aliquots in einen auf 4°C vorgekuhlten freezing container gestellt und
Uber Nacht langsam auf -80°C gekihlt. Am nachsten Tag erfolgte das Einfrieren der Aliquots

dann in flissigem Stickstoff.

3.2.2.6 Passaqierung der Zellen
3.2.2.6.1 HEK293T Zellen

Die HEK293T-Zellen wurden in T75 Flaschen in 15 ml D10" kultiviert und zweimal pro
Woche entweder 1:15 (Montag) oder 1:10 (Freitag) passagiert.

3.2.2.6.2 GXR25 Zellen

Die Kultivierung der GXR25-Zellen erfolgte in T75 Flaschen in einem Volumen von 50 ml
R10". In der Regel wurden die Zellen montags je nach Dichte 1:15 bis 1:20 passagiert.
Freitags erfolgte entweder die Passagierung der Zellen in einem Verhaltnis von 1:10 bis 1:15

oder im Falle einer folgenden Infektion das Aussahen von 1 x 10° Zellen.

3.2.2.7 Reinigung und Lagerung der virushaltigen Zellkulturiiberstande

Bei Anwendung des unter 3.2.2.9 beschriebenen Transfektionsprotokolls konnten zwei Tage
post transfectionem (p.t.) je Ansatz ca. 4 ml virushaltiger Uberstand geerntet werden. Dieser
wurde zentrifugiert (5 min bei 300 x g), mit Spritzenfiltern steril filtriert und in Cryo-Tubes
aliquotiert. Die Aufbewahrung der Aliquots erfolgte bei -80°C. Zudem wurden 20 pl
Uberstand fiir einen p24-ELISA in einer 0,5%igen Triton X / PBS°™® Ldsung inaktiviert und
bei -20°C zwischengelagert. Der verwendete p24-ELISA stammte von Perkin Elmer. Er
ermittelte bei Anwendung des unter 3.2.2.9 beschriebenen Transfektionsprotokolls eine
durchschnittliche p24-Konzentration von etwa 1300 ng/ml. Die Uberstande wurden

anschliefend zur Bestimmung der relativen Infektiositat eingesetzt (s. 3.2.2.1).

3.2.2.8 Selektion der GFP-Expression GXR25 Zellen
Eine Selektion der GXR25-Zellen auf die Gegenwart des eingebrachten GFP-Gens

126

erfolgte immer nach Abnahme eines frischen Aliquots von GXR25-Zellen in Kultur. Ab der
zweiten Passage nach dem Auftauen wurden die Zellen Uber zwei Wochen in Gegenwart
von Geneticin (500 pg/ml) kultiviert. Danach erfolgte die Kultivierung der Zellen ein bis zwei

Wochen lang in Geneticin-freiem Medium, bevor sie in Experimenten eingesetzt wurden.
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3.2.2.9 Transfektion humaner Zellen mit proviralen Konstrukten

Nachfolgendes Protokoll wurde im Verlauf dieser Arbeit zur effizienten Transfektion von
HEK293T Zellen mit HIV-1 Proviren etabliert.

Zunachst wurden 2,8 x 10° HEK293T-Zellen in Antibiotika-freiem DMEM mit 10% FCS (D107
ausgesat und uber Nacht (16-18 Std) in 5 ml D10 kultiviert. Am nachsten Tag folgte die
Transfektion der HEK293T-Zellen, die dann ungeféhr zu 70% konfluent waren. Fir eine
effektive Transfektion ist eine gleichmaRige Verteilung der Zellen entscheidend.

Pro Transfektionsansatz wurden 20 ul Lipofectamin 2000 (Invitrogen) mit 500 pl OptiMEM
(Invitrogen) gemischt und 5 min inkubiert. Wahrenddessen erfolgte das Mischen der
Plasmid-DNA (4 ug / Ansatz) mit 500 pl OptiMEM. Beide Volumina wurden vereinigt, kraftig
gemischt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend folgte die Zugabe von
1 ml OptiMEM zu dem Transfektionsgemisch. Dann wurde das Kulturmedium abgesaugt, die
2 ml des Transfektionsgemisches vorsichtig aufgebracht und fir 3-4 Std im Brutschrank

inkubiert. Abschlielend wurden die Flaschen vorsichtig mit 3 ml D10 aufgefillt.
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4. Ergebnisteil

4.1 Beschreibung der einzelnen Teilprojekte

Zunachst werden zwei relevante Kontrollen der Arbeit beschrieben. Erstens wird die
gleichmafRige Expression der HIV (Ko-)Rezeptoren in der fir die vorliegende Arbeit
essentiellen GXR25-T-Zelllinie gezeigt (s. 4.2). Zweitens wird an Hand von 19 ausgewahlten
Punktmutationen demonstriert, dass diese keinen Einfluss auf den verwendeten p24-ELISA
haben (s. 4.3).

Der Hauptaspekt der vorliegenden Arbeit ist die vertiefte Charakterisierung des
Cyclosporin A- (CsA-) abhangigen Phanotyps, der durch die escape Mutation RyeK im HLA-
B*27-restringierten Epitop KK10 vermittelt wird, sowie die Kompensation der defizienten
Virusvariante durch zusatzliche (,sekundare®) Mutationen und deren Einfluss auf den CypA-
Phanotyp. Bei der kompensatorischen Mutation, die in vivo, also in Patientenisolaten,
nahezu stereotyp mit Rog4K assoziiert ist, handelt es sich um S;73A. Mit diesem Wechsel von
Serin nach Alanin an Position 173 von p24/Gag geht in vitro nicht nur eine dramatische
Verbesserung der Replikationskompetenz von Ry.K-Variante (RK-Variante) einher, sondern
auch eine Wiederherstellung der CypA-Abhangigkeit dieser Virusvariante (s. 2.5 und *). Zur
Beschreibung dieses Themenkomplexes aus CypA- bzw. CsA-Abhangigkeit (s.2.5 fur

Begriffsdefinition) und viraler Replikationskompetenz wurden parallel drei Fragen diskutiert:

1. In der Literatur sind vier Mutationen (T1gsA, Ax4E, GosD und Ros4K) beschrieben, die

einen CsA-abhangigen Phanotyp vermitteln (s. 2.5 und ®%'**

). Aus den verflgbaren
Daten ist nicht ersichtlich, ob dem CsA-abhangigen Phanotyp dieser vier Virusvarianten
ein gemeinsamer molekularer Mechanismus zu Grunde liegt, oder ob es sich um
unterschiedliche Mechanismen mit einer vergleichbaren phanotypischen Manifestation
handelt. Durch gezielte Generierung von Virusvarianten und deren anschlieender
phanotypischer Charakterisierung wurde dieser Frage nachgegangen (s. 4.4).

2. Fur den hier verwendeten Versuchsaufbau zur Bestimmung der Infektiositat und des
CypA-/CsA-Phanotyps der einzelnen Virusvarianten (s. 3.2.2.1) soll ermittelt werden, ob
sich die vier CsA-abhangigen Varianten im Grad ihrer Abhangigkeit von CsA unter-
scheiden (s. 4.5). DarlUber hinaus soll ausgeschlossen werden, dass die immun-
suppressiven Eigenschaften von CsA einen Einfluss auf den Versuchsaufbau haben
(s. 4.6).

3. Wie eingangs unter 2.5 dargelegt, ist in vivo ein escape des KK10-Epitops bei HLA-B*27-
positiven HIV-Infizierten nur sehr selten ohne die in vivo stark assoziierte Mutation S;7;3A
zu beobachten. In der Literatur lassen sich jedoch virale in vivo Sequenzen ohne eine

Mutation an Position Si75 finden "'2'?". Auffallig ist, dass diese Mutationen entweder in
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oder in raumlicher Nahe zur CypA-Bindeschleife (Aminosauren: 217-225) von HIV-1 p24
liegen und/oder in vivo mit einer anderen escape Mutation, T»4,N, assoziiert sind. Bei
T.4oN handelt es sich um die dominante escape Mutation des HLA-B*57-restringierten
TW10 Epitops von p24 %. Da sowohl die escape Mutation TN als auch die mit ihr in
vivo assoziierten Mutationen mit Anderungen im CypA-Phénotyp von HIV-1 einhergehen
7 legt das die Vermutung nahe, dass einzelne oder mehrere dieser Mutationen
gemeinsam einen positiven Einfluss auf den durch Rys4K vermittelten Defekt haben. Auch
in vitro Langzeitkulturen der RK-Variante ohne CsA-Zugabe liefern Hinweise, dass eine
Wiederherstellung durch alternative, Uber den N-terminalen Bereich von p24 verteilte
Mutationen moglich ist. Die Frage nach moglichen Alternativen zur Kompensation der
stark beeintrachtigten Virusvariante RK soll mit Hilfe dieser in vitro und in vivo Mutationen
untersucht werden (s. 4.7-4.8).
AbschlielRend wird mit Hilfe eines computerbasierten Verfahrens eine Vorhersage getroffen,
ob die Punktmutationen S;73A, RsesK und LyggsM, sowie Virusvarianten, die in vitro
vergleichbar effizient replizieren wie die in vivo Variante Si73A, RsK (SARK), strukturelle

Anderungen im Vergleich zu p24/NL4-3 aufweisen (s. 4.9).
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4.2 Charakterisierung von Env-Interaktionspartnern auf GXR25-

Zellen

Wie unter 4.1 beschrieben liegt das Augenmerk dieser Arbeit auf einem Vergleich von
Virusvarianten, die sich an bestimmten Positionen in Gag von der Sequenz des als WT
definierten HIV-1 Laborstamms NL4-3 unterscheiden. Diese Virusvarianten haben
unterschiedliche Auswirkungen auf die virale Fitness, die hier als Infektiositat der
Virusvariante gegenuber dem WT gemessen wird (relative Infektiositat). Um die Infektiositat
einer Virusvariante zu bestimmen wurde ein Reporterzellsystem (GXR25, s.3.1.11.1)
verwendet, das ein GFP-Gen unter der Kontrolle eines Tat-induzierbaren Promotors besitzt.
Der Vorteil einer solchen Reporterzelllinie gegenlber einem HI-Virus mit einem Reportergen
ist, dass man das Virus selbst nicht durch das Einbringen eines Transgens verandern muss.
Die verwendete CD4-positive T-Zelllinie GXR25 (s. 3.1.11.1) exprimiert neben CD4 beide
HIV Ko-Rezeptoren und ist somit sowohl durch X4- als auch R5-tropen Viren infizierbar. Das
Gen fur den CCR5-Rezeptor wurde von Brockman et al. in die parentale GXR-Zelllinie
eingebracht . Um die gleichmaRige Expression der drei Rezeptoren nachzuweisen wurden
extrazellulare Farbungen mit spezifischen Fluorochrom-markierten Antikérpern durchgefiihrt
und im Durchflusszytometer nachgewiesen (Abb. 7). Die Expression von CD4 konnte im
Vergleich zur ungefarbten Kontrolle in der kompletten Zellpopulation demonstriert werden
(Abb. 7 A und B). Der Nachweis von CXCR4 und CCR5 (Abb. 7 D und E) erfolgte mit einem
polyklonalen sekundaren APC-markierten aMaus FcR-Antikdrpers (s.3.2.2.3). Die
unspezifische Markierung der Zellen mit dem polyklonalen Antikorper wurde in Gegenwart
des aHuman FcR-Antikodrpers bestimmt (P2 = 7%, Abb. 7 C).

Alle spezifisch gefarbten Populationen waren zu >90% positiv fur das entsprechende Protein.
In den nachfolgenden Infektionsexperimenten (ab 4.4) bestatigte sich darlber hinaus, dass
die exprimierten Level an CD4 und CXCR4 der GXR25-Zellen fir eine effiziente Infektion mit

den verwendeten NL4-3 basierten Konstrukten ausreichend waren.
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Abb. 7: Expression der HIV-1 Env-Interaktionspartner CD4, CXCR4 und CCR5 auf GXR25-Zellen.

Es wurden 1 x 10° GXR25-Zellen pro Probe eingesetzt. Die Zellen wurden zweimal mit FACS-Puffer (s. 3.1.3.9)
gewaschen und anschlieBend 10 min bei Raumtemperatur mit 10 yl blocking reagent (s. 3.1.1) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln mit einer geeigneten Menge des
entsprechenden primaren Antikérpers (CD4, CXCR4 oder CCRS5; s. 3.1.1) inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen wurden die Proben mit FACS-Puffer (CD4) oder 5 ul APC-markiertem aMaus FcR-Antikdrpern
(CXCR4, CCR5) 20 min im Dunkeln inkubiert. AbschlieRend wurden die Proben zweimal in FACS-Puffer
gewaschen und in 200 pl einer 4%-igen PBS-/ Formaldehydldsung resuspendiert. Nach einer Stunde wurden
2 x10° Zellen im Durchflusszytometer untersucht. A) Negativkontrolle (ungefarbte Zellen mit blocking reagent).
B) Nachweis von CD4. C) Negativkontrolle mit dem sekundaren APC-markiertem aMaus FcR-Antikérper. D)
Nachweis von CXCR4 mit dem sekundaren APC-markiertem aMaus FcR-Antikérper. E) Nachweis von CCRS mit

dem sekundaren APC-markiertem aMaus FcR-Antikorper.
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4.3 Vergleich des p24-ELISAs mit einem reversen Transkriptase-
(RT) Assay

Da sich die Uberstandmengen, die bei der Infektion der GXR25-Zellen eingesetzt werden,
aus der p24-Konzentration in den Zellkulturiberstanden der HEK293T-Zellen errechnen,
musste ausgeschlossen werden, dass die Bindung des monoklonalen p24-Detektor-
Antikorpers des ELISAs (s. 3.2.1.3.1) durch die eingefugten Punktmutationen beeintrachtigt
wird. Laut Hersteller (Perkin Elmer) wurde das genaue Epitop des Detektor-Antikérpers nie
ermittelt. Eine weitere Mdglichkeit zur indirekten Quantifizierung der Virusmenge ist die
Messung der reversen Transkriptaseaktivitdt in den Zellkulturiberstdnden. Der
anschlie®enden Vergleich der Messungen beider Assays folgt der Annahme, dass das
Verhaltnis von p24 zu reversen Transkriptase (RT) in verschiedenen Proben immer ungefahr
gleich sein sollte. Abweichungen zwischen den beiden Assays sollten nur auftreten, wenn
die eingebrachten Mutationen in p24 die Bindungsaffinitdt des Detektor-Antikérpers
verandern, da die RT in allen Virusvarianten identisch ist (NL4-3 WT). Es wurden 19
verschiedene Virusvarianten ausgewahlt und in einem reversen Transkriptase Assay der
Firma Innovagen getestet (s.3.2.1.3.2). Wie beim p24-ELISA wurden die
Zellkulturiberstande der HEK293T-Zellen nach einmaligem Einfrieren vermessen. In Abb. 8
ist das Verhaltnis der p24-Konzentration (ng/ml) und der RT-Konzentration (ng/ml) fir die 19
Virusvarianten angegeben. Lediglich drei der 19 Datenpunkte liegen deutlich auRerhalb der
Standardabweichung (Ligal, Azs7E on RyeK und Tozgl on RyeeK). Nimmt man eine
Normalverteilung der Messwerte an, dann liegen 13 Messwerte (= 65%) im einfachen
Intervall der Standardabweichung um den Mittelwert und 18 (= 95%) im zweifachen Intervall.
Die beobachtete Verteilung entspricht dieser Erwartung. Fir eine Abweichung der
Messwerte uber dem Mittelwert und jenseits einer Normalverteilung gibt es theoretisch zwei
Moglichkeiten: Zum einen konnte der p24-Antikérper des ELISAs besser an die
Kapsidvariante binden als an das Wildtyp-Kapsid. Eine derartige gain of function Mutation ist
jedoch selten. Die zweite Mdglichkeit, namlich dass die RT-Aktivitat der Varianten geringer
ist als beim Wildtyp, kann wegen der unveranderten Identitdt der RT bei allen untersuchten
Varianten eigentlich ausgeschlossen werden. Zudem liegen andere Varianten mit den
Mutationen Ligsl, Ass7E, Tozgl oder Rus4K nicht aullerhalb des einfachen Intervalls der
Standardabweichung. Auch die empirischen Ergebnisse aus den durchgefiihrten ELISAs
liefern fur keine der in dieser Arbeit verwendeten Varianten eine reproduzierbar erhéhte bzw.
reduzierte p24-Menge im Vergleich zu anderen Proben. Zusammengenommen erscheint das
Abweichen der drei Proben ein zufalliger Effekt zu sein und nicht durch die jeweiligen
Punktmutationen verursacht zu sein. Folglich gibt es keinen Hinweis auf einen Einfluss der

Punktmutationen auf die Bindungsaffinitat des p24-Detektorantikdrpers des ELISAs.
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Abb. 8: Verhéltnis aus der p24-ELISA Messwerte und der Messwerte der jeweiligen reversen Transkrip-
taseaktivitat.

Die Bestimmung der p24-Konzentration und der Aktivitdt der reversen Transkriptase (RT) in Zellkultur-
Uberstdnden von transfizierten HEK293T-Zellen erfolgte nach Protokoll (s.3.2.1.3.1 bzw. 3.2.1.3.2).
AnschlieBend wurde fiir jede Probe der Quotient aus der p24-Konzentration (ng/ml) der RT-Konzentration
(ng/ml) gebildet. Diese Verhéltnisse wurden auf den WT normiert. Desweiteren wurden der Mittelwert und die
Standardabweichung der 19 Datenpunkte bestimmt. Der Mittelwert der Verhaltnisse liegt bei 0,92 (horizontaler
schwarzer Balken). Um auf eine Normalverteilung der berechneten Verhaltnisse zu testen wurde die Standard-

abweichung aller Datenpunkte mit Excel bestimmt (vertikalen schwarzen Balken).
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4.4 Phanotypische Analyse von CsA-abhangigen Virusvarianten

Neben der bei HLA-B*27-positiven Patienten beobachteten (= in vivo) Mutation RysK in
p24/Gag sind mit TqgA, AxsE und GosD noch drei weitere in vitro p24/Gag Mutationen
beschrieben, die ebenfalls in CypA-exprimierenden Zelllinien eine CsA-abhangige

Virusreplikation vermitteln #9124

. Wie unter 4.1 angefiihrt wird nachfolgend die Frage
adressiert, ob sich Belege flr einen gemeinsamen grundlegenden molekularen
Mechanismus fir die Abhangigkeit dieser vier unterschiedlichen Varianten von CsA (CsA-

abhangiger Phanotyp) finden lassen.

4.4.1 Wiederherstellung CsA-abhangiger Virusvarianten durch die in vivo

Mutation S,75A

Die Mutation Si73A ist bei HLA-B*27-positiven HIV-1 positiven Individuen stark mit der
dominanten escape Mutation RysK des KK10-Epitops assoziiert " In derselben Arbeit wird
auch eine deutliche Verbesserung der Replikationskompetenz der Doppelmutante S;73A und
R.esK (SARK) gegenlber der Einzelmutation R.sK gezeigt. Gleiches gilt fir die
Tripelmutante SARKLM, die neben S;73A, Rus:K noch die Mutation LyggM tragt. LoesM (LM)
spielt zwar fir den permanenten escape des KK10 Epitops keine tragende Rolle, ist aber in
vivo meist die erste KK10-assoziierte Mutation, da sie (zumindest in vitro) kaum negative
Auswirkungen auf das Virus hat, jedoch in vitro mit einem reduzierten CTL-Selektionsdruck

78 Um Hinweise auf den molekularen Mechanismus der CsA-

einhergehen kann
Abhangigkeit in den vier bekannten Virusvarianten T1gsA, AxxiE, Goo6D und Rys4K zu erhalten,
wurde jede von ihnen gemeinsam mit der Mutation S;73A (SA) generiert (SA on RyeK
(SARK), SA on TigsA, SA on AxE und SA on GyD). Anschlielend wurden eine Million
GXR25-Zellen mit 250 ng p24 WT oder einer der Virusvarianten infiziert und nach 48 Std im
Durchflusszytometer auf die Expression des Reportergens GFP hin untersucht.

In Abb. 9 ist gezeigt, dass im Vergleich zu NL4-3 (WT) die Varianten T1geA, AzE, GoysD und
R264K eine signifikant reduzierte Infektiositat aufweisen (Abb. 9, schwarze Balken). Es zeigte
sich, dass die wiederherstellende Wirkung der Mutation S;73A (s. 2.4.3.1) in Gegenwart von
CypA nicht auf die Variante SARK beschrankt ist, sondern sie kann auch fir die drei in vitro
Varianten SA on TigA, SA on AxsE und SA on GosD (Abb. 9, schwarze Balken)
demonstriert werden. Die Variante SA on GxD infiziert sogar ebenso effizient wie der WT.
Eine Behandlung der Zellen mit 0,5 uM CsA bewirkt beim WT einen Rickgang der
Infektiositat um ca. 50 % (CypA-abhangiger Phanotyp), wohingegen die Infektiositat bei drei
Varianten (RassK, T1gsA und GysD) zunimmt (Abb. 9, weilte Balken), und somit als CsA-
abhangig zu bezeichnen sind. Allerdings erreichen sie nicht das Niveau der mit der SA-
Mutation kombinierten Varianten in Gegenwart von CypA (Abb. 9, schwarze Balken). Im

Gegensatz dazu zeigt die vierte Variante, A,x4E, keine starke CsA-Abhangigkeit. Hier kommt

50



es in Gegenwart von 0,5 yM CsA zu keiner signifikanten Zunahme der Infektiositat (Abb. 9,
weiler Balken). Dennoch ist bei SA on A,xE, genauso wie bei den Ubrigen Doppelmutanten,
eine deutliche Abnahme der Infektiositat in Gegenwart von CsA zu beobachten (Abb. 9,

weilte Balken).
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Abb. 9: S;73A wirkt als universale kompensierende Mutation fiir alle CsA-abhdngigen Virusvarianten,
indem sie die Replikationskapazitat in Abwesenheit von CsA wiederherstellt.

GXR25-Zellen wurden mit 250 ng p24 des WT oder einer der unterschiedlichen Virusvarianten in Abwesenheit
(schwarze Balken) oder Gegenwart von 0,5 uyM CsA (weife Balken) infiziert. Der prozentuale Anteil infizierter
GFP-positiver Zellen wurde 48 Std. nach der Infektion mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Infektionsraten
wurden auf die Messwerte des WT in Abwesenheit von CsA normalisiert. Die eingesetzten Viren wurden in
mindestens zwei voneinander unabhangigen Transfektionen von HEK293T-Zellen generiert. Zur statistischen
Auswertung der Daten wurde eine univariate Varianzanalyse mittels SPSS (IBM) durchgefiihrt. Die prasentierten
Daten zeigen den Mittelwert aus mindestens drei Experimenten mit einem Konfidenzintervall von 95%.
Unterschiede zwischen zwei Virusvarianten gelten immer dann als signifikant, wenn die entsprechenden

Konfidenzintervalle nicht Gberlappen.

4.4.2 Phanotypische Analyse der KK10-assoziierten Mutationen im
Kontext eines clade B Gag-Konsensusvirus

Ein ausgewahlter Laborstamm kann von einem in vivo Isolat erheblich abweichen, was die
Aussagekraft von beobachteten Effekten, die z.B. durch Punktmutationen vermittelt werden,
erheblich einschrankt. Um diesem Nachteil entgegenzuwirken wurde von Herrn Sven
Breitschwerdt im Rahmen seiner medizinischen Dissertation, die vom Autor mit betreut
wurde, ein HIV-1 Stamm mit einer clade B Konsensussequenz fir die beiden Polyproteine
Gag und Pol generiert. Als Grundlage fir dieses Konsensusvirus diente das
Sequenzenkompendium der Los Alamos National Laboratory (LANL)-Datenbank aus dem

Jahr 2008 mit allen darin aufgefilhrten HIV-1 clade B Viren '?. Die so generierte Sequenz
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weist fur Gag 13 und fir Pol 12 Sequenzunterschiede zu NL4-3 auf. Diese sind in Appendix
1 und 2 aufgelistet. Anhand dieser Daten wurde NL4-3 mittels site-directed mutagenesis in
ein Virus mit Konsensussequenz (Konsensusvirus) umstrukuriert. Die in vitro gut
charakterisierten escape Mutationen des HLA-B*27-restringierten KK10-Epitops (s. 2.4.3.1
und ’) bieten einerseits eine gute Moglichkeit die Eigenschaften des Konsensusvirus zu
testen und gleichzeitig die Phanotypen der einzelnen Varianten in einem Virus zu bestatigen,
das tendenziell mit anderen Isolaten naher verwandt ist NL4-3. Aus diesem Grund soll
dieses Konsensusvirus an dieser Stelle als zusatzliche Kontrolle vorgestellt werden.

In einem ersten Schritt wurde die Infektiositdt der Konsensusviren (Konsensus-Gag,
Konsensus-Pol und Konsensus-Gag/Pol) jeweils in Gegenwart und Abwesenheit von CsA im
Vergleich zu NL4-3 untersucht. Dabei zeigt sich, dass die Konsensusvarianten in
Abwesenheit von CsA gegeniber NL4-3 eine um 40-50% verminderte Infektiositat aufweisen
(Abb. 10 A, schwarze Balken). Die Zugabe von 0,5 yM CsA flihrte, wie bei NL4-3, zu einer
weiteren Verringerung der Infektiositat. Die eingebrachten Punktmutationen in Gag und/oder
Pol haben folglich keinen Einfluss auf die CypA-Abhangigkeit von HIV-1 (Abb. 10 A, weilke
Balken). Betrachtet man die relative Infektiositdt der Konsensus-Gag-KK10-Varianten
(Abb. 10 B, schwarze Balken), zeigen einige Varianten in Abwesenheit von CsA relativ zu
Konsensus Gag eine tendenziell erhdhte Infektiositat, aber die Unterschiede erreichen kein
signifikantes Niveau. Dieser Trend weicht von dem ab was von Schneidewind et al.
beschrieben wurde und auch in dieser Arbeit mit den auf NL4-3 basierenden Konstrukten
gezeigt wird (z.B.: Abb. 9 unter 4.4.1 und 7). Die stark erhdhte Infektiositat der Konsensus
SA-Variante gegeniber dem Wildtyp Gag-Konsensusvirus (Abb. 10 B, schwarzer Balken) ist
im Vergleich zu der NL4-3 SA-Variante gegenuber dem NL4-3 Wildtyp (Abb. 9 unter 4.4.1)
jedoch sehr auffallig. Eine Aussage ob dieser Unterschied signifikant ist, kann allerdings an
dieser Stelle nicht getroffen werden. Abgesehen von diesen Abweichungen ist jedoch nicht
nur die beschriebene Kompensation durch die Mutation S;73A fir den RysK vermittelten
Defekt nachweisbar, sondern auch die Wiederherstellung des CypA-abhangigen Phanotyps
(s. 2.5 flr Begriffsdefinition) (Abb. 10 B, schwarze und weille Balken).
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Abb. 10: Relative Infektiositit des Gag-Konsensusvirus ohne und mit den KK10-assoziierten Mutationen

A) Gezeigt ist die relative Infektiositat der Konsensus-Gag, Konsensus-Pol und Konsensus-Gag/Pol Viren im
Vergleich zum WT NL4-3. B) Test des Konsensus-Gag-Virus mit dem kompletten Set der KK10-assoziierten
Mutationen: Si73A, RzesK und LzesM. Die GXR25-Zellen wurden mit 250 ng p24 des WT oder einer der
verschiedenen Virusvarianten in Abwesenheit (schwarze Balken) oder Gegenwart von 0,5 pM CsA (weile
Balken) infiziert. Der prozentuale Anteil infizierter GFP-positiver Zellen wurde 48 Std. nach der Infektion mittels

Durchflusszytometrie bestimmt. Durchfiihrung analog zu Abb. 9.
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4.4.3 Wiederherstellung CsA-abhangiger Virusvarianten durch die in vitro
Mutationen V,45A und Ay3;T

Fir die in vivo CsA-abhangige Virusvariante RK wurden von Aberham et al. zwei in vitro
assoziierte Mutationen beschrieben, V,isA und A,s;T. Beide Mutationen vermitteln eine
Wiederherstellung der CypA-Abhangigkeit und eine Zunahme der Infektiositat in
Abwesenheit von S;73A '®*. In derselben Arbeit wurden auch die beiden in vitro CsA-
abhangigen Virusvarianten A;»E und GosD erstmals beschrieben. Die Positionen 224 und
226 flankieren das letzte der drei Proline in der CypA-Bindestelle von p24 '**. Unter 4.4.1
wird beschrieben, dass in Kombination mit der Mutation S;;3A die CypA-Abhangigkeit bei
allen vier als CsA-abhangig beschriebenen Varianten wiederhergestellt werden kann und es
ebenfalls zu einer Zunahme der Infektiositdt kommt. Um weitere Hinweise auf den
molekularen Mechanismus der CsA-Abhangigkeit zu bekommen wurden die unter 4.4.1
beschriebenen vier Varianten sowohl einzeln als auch in Kombination mit den beiden
potenziell kompensierenden Mutationen V,1gA und Ay3;T - an Stelle von S473A - generiert.

Alle kombinierten Varianten zeigen eine deutliche Zunahme der Infektiositat gegenliber der
nicht kompensierten Variante RK (Abb. 11, schwarze Balken), die im Falle von Ay, T
signifikant ist. Allerdings kommt es zu keinem additiven oder synergistischen Effekt, wenn
die beiden Mutationen VoA und Ay T mit RygsK kombiniert werden (Abb. 11, schwarze
Balken). Bis auf die Variante V1A on RK zeigen alle mit V24A und/oder A,3; T kombinierten
Varianten einen CypA-abhangigen Phanotyp. Bei der Variante V.isA on RK ist allerdings
auch keine Zunahme der Infektiositat in Gegenwart von CsA zu beobachten (Abb. 11, weille
Balken), so dass man sie als CypA-unabhangig bezeichnen kann. Auffallig ist allerdings,
dass die Tripelmutante Va15A, Axs;T on RK eine deutlich ausgepragtere CypA-Abhangigkeit
aufweist als die beiden Varianten, die nur mit einer Mutation (V21gA oder Ao, T) kombiniert
wurden. Die jeweiligen Varianten mit RyK und LM (RKLM) weisen dieselben

Eigenschaften auf wie die Varianten ohne LM (Abb. 11, schwarze und weil3e Balken).
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Abb. 11:Die Mutationen V218A und Aa3;T verbessern die Infektiositdt und stellen die CypA-Abhangigkeit
der CsA-abhingigen Variante Rz4K wieder her.

Die Mutationen V21sA und A2s7T bewirken in allen Kombinationen mit R2ssK einen kompensatorischen Effekt
(schwarze Balken), der in der Regel auch mit einer Wiederherstellung der CypA-Abhangigkeit einhergeht (weille
Balken). GXR25-Zellen wurden mit 250 ng p24 des WT oder einer der unterschiedlichen Virusvarianten in
Abwesenheit (schwarze Balken) oder Gegenwart von 0,5 uM CsA (weiRe Balken) infiziert. Der prozentuale Anteil
infizierter GFP-positiver Zellen wurde 48 Std. nach der Infektion an Hand von Durchflusszytometrie bestimmt.

Durchfiihrung analog zu Abb. 9.

Kombiniert man die drei in vitro Varianten (T1gsA, Az4E und G,6D) mit V,18A und/oder Ay, T,
erhalt man ahnliche Ergebnisse wie flr die in vivo Variante RK. Es kommt bei fast allen
Doppel- bzw. Tripelmutanten relativ zu der jeweiligen nicht kompensierten Variante zu einer
teils deutlichen erhohten Infektiositat (Abb. 12, schwarze Balken) und darlber hinaus zu
einer erneuten CypA-Abhangigkeit (Abb. 12, weile Balken). Die einzige Ausnahme hierzu ist
die Variante AxsE on V,A, die ahnlich wie die Varianten A,E (Abb. 9 und 12, weile
Balken) und Vy13A on RK (Abb. 11, weil3er Balken), keine Wiederherstellung der CypA-
Abhangigkeit aufweist und sogar tendenziell weniger infektids zu sein scheint als die
Variante Ax,E. Wie in Abb. 11 wird die deutlichste Zunahme der Infektiositat auch bei den
drei in vitro Varianten durch die Mutation Ay, T erzielt. Im Fall von AxE vermittelt Ay, T
alleine aber auch zusammen mit Vy15A eine Wiederherstellung der CypA-Abhangigkeit
(Abb. 12, schwarze Balken) der ansonsten CypA-/CsA-unabhangig wirkenden Variante
Ax4E. Im Unterschied zu Abb. 11 sind die Tripelmutanten der in vitro Varianten allerdings
deutlich weniger infektids als die jeweilige A,s;T-Variante (Abb. 12, schwarze Balken). Die
ausgepragtere CypA-Abhangigkeit der Rys4K-Tripelmutante (Abb. 11, weilte Balken) ist nur
bei einer der in vitro Tripelmutanten (V,18A, A7 T on Gy6D) nachweisbar (Abb. 12, weilke
Balken).
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Abb. 12: Die Mutationen V213A und Az3;T verbessern die Infektiositit und stellen die CypA-Abhingigkeit
der in vitro CsA-abhéangigen Virusvarianten T1gsA und G22¢D wieder her.

Die kombinierten Varianten weisen im Vergleich zu den Defektvarianten (T1ssA, A224E und G226D) eine erhdhte
relative Infektiositat auf (schwarze Balken). Wie in Abb. 10 bei RK-Variante wird die deutlichste Zunahme der
Infektiositat gegenliber den nicht kompensierten in vitro Varianten durch die Mutation A7 T erzielt. GXR25-Zellen
wurden mit 250 ng p24 des WT oder einer der unterschiedlichen Virusvarianten in Abwesenheit (schwarze
Balken) oder Gegenwart von 0,5 uM CsA (weilde Balken) infiziert. Der prozentuale Anteil infizierter GFP-positiver
Zellen wurde 48 Std. nach der Infektion an Hand von Durchflusszytometrie bestimmt. Durchfiihrung analog zu
Abb. 9.

Die in den Abbildungen 11 und 12 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sowohl die in vivo
relevante Mutation Si73A, als auch die in vitro Mutationen V,1sA und Ay, T bei allen vier
Varianten (T+geA, AxsE, Ga26D und Rys4K) zu einer Zunahme der Infektiositat fiihren und in
der Regel zugleich den CypA-abhangigen Phanotyp wiederherstellen. Additive oder
synergistische Auswirkungen von V,1gA und A3, T lassen sich in Bezug auf die Infektiositat
nicht beobachten. Bei den drei in vitro Varianten ist im Gegenteil sogar eine Reduktion der
Infektiositat zu beobachten. Allerdings scheinen die Tripelmutanten V1A, Aoz, T on GaeD
bzw. RoesK eine starkere CypA-Abhangigkeit aufzuweisen, als die entsprechenden Doppel-

mutanten mit nur einer der beiden kompensatorisch wirkenden Mutationen.
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4.5 Cyclosporin A (CsA) Titration CsA-abhangiger Virusvarianten

Unter 4.4 wurden starke Indizien flr jeweils vergleichbare molekulare Mechanismen des
CsA-abhangigen Phanotyps, vermittelt durch die drei Mutationen RyeK, TigsA und GoogD,
aufgezeigt. Auch wenn die CsA-Abhangigkeit fur die Mutation Ay4E in der vorliegenden
Arbeit nicht bestatigt werden kann, so ist der durch Ax4E vermittelte Defekt doch ebenfalls
mit der Mutation S;73A kompensierbar. Aus diesem Grund und auch weil in der Literatur ein
vergleichbarer Phanotyp gezeigt wurde, wird die entsprechende Variante ebenfalls weiter
untersucht. Zur Ermittlung des CypA- bzw. CsA-Phanotyps wurden die Proben bisher mit
0,5 uM CsA behandelt. Um den jeweiligen Einfluss von CypA besser charakterisieren zu
koénnen, erfolgte eine CsA-Titration der verschiedenen Varianten. Da die Mutation S;73A, wie
unter den Abbildungen 9, 11 und 12 gezeigt, bei allen vier Varianten die effektivste
Kompensation vermittelt, wurde neben den CsA-abhangigen Varianten auch die jeweils mit
S173A kompensierte Variante untersucht.

Die Titration der betrachteten Virusvarianten wurde mit CsA-Konzentrationen zwischen 0 und
1 UM durchgefihrt. Hierbei nimmt die Infektiositat von NL4-3 (WT) mit steigender CsA-
Konzentration erwartungsgemaf ab (Abb. 13 A, schwarze Balken), da das WT-Virus CypA-
abhangig ist. Das gleiche gilt fir die Variante mit S173A (Abb. 13 A, graue Balken). Bei den
nachfolgenden Graphen werden die durch S;;3A kompensierten Varianten (Abb. 13 B-E,
schwarze Balken) jeweils im Vergleich zu ihren Einzel-Mutation-Varianten aufgetragen
(Abb. 13 B-E, graue Balken). Die mit S173A kombinierten Virusvarianten zeigen wie der WT
bei steigender CsA-Konzentration eine Verringerung ihrer Infektiositat relativ zu nicht-CsA-
behandelten Zellen (schwarze Balken, 0 uM CsA). Allerdings reagiert die in vivo Variante
SARK weniger empfindlich auf steigende CsA-Konzentrationen als die in vitro Varianten
(Abb. 13 B, C und E, schwarze Balken), mit Ausnahme der Variante SA on Ax,E (Abb. 13 D,
graue Balken). Vergleicht man die Abbildungen 13 B, C und E miteinander, so fallt auf, dass
die in vivo Variante R,eK im Gegensatz zu den beiden in vitro Varianten T4gsA und Gy4D
einen verschobenen Verlauf der Infektiositat als Funktion der steigenden CsA-Konzentration
aufweist. Die Infektiositat der Variante R,eK steigt bei niedrigen CsA-Konzentrationen erst
kontinuierlich bis zu ihrem Maximum bei ca. 0,65 yM CsA an und sinkt dann wieder
kontinuierlich. Bei 0,65 uM CsA ist die Infektiositat gegeniber 0 uM CsA etwa um den Faktor
2,8 erhoht (Abb. 13 B, graue Balken). Die Varianten T1g6A und G,,4D zeigen keinen solchen
glockenartigen Verlauf. Hier erreicht die CsA-abhangige Steigerung der Infektiositat mit dem
Faktor 2,5 (Gy6D) bzw. 1,8 (T1g6A) schon bei 0,15 uM CsA ein Plateau, um das herum nur
geringfiigige Abweichungen bei steigender CsA Konzentration gemessen werden kdnnen.
Allerdings kommt es ab 0,65 (G,2D) bzw. 0,85 pM CsA (Tg6A) analog zur RK-Variante zu
einem Ruckgang der Infektiositat relativ zu den Proben mit den nicht CsA behandelten Zellen

(Abb. 13 C und E, graue Balken). Folglich gibt es keine optimale CsA-Konzentration, bei der
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die Infektiositat der drei CsA-abhangigen Varianten ihr Maximum erreicht. Die verwendete
CsA-Konzentration von 0,5 uM ermdglicht jedoch einen guten Nachweis der CsA-
Abhangigkeit bei allen drei Varianten. Wie bereits in 4.4.1 (Abb. 9) gezeigt, vermittelt die
Mutation A,4E unter den in dieser Arbeit angewendeten Bedingungen keinen CsA-
abhangigen Phanotyp. Relativ zum Messwert bei 0 uM CsA sinkt die Infektiositat mit
steigender CsA-Konzentration und erreicht bei 0,35 uM CsA ein Plateau, das bei etwa 65%
des Wertes in Abwesenheit von CsA liegt (Abb. 13 D, graue Balken). Zusatzlich wurden noch
zwei Virusvarianten mit HLA-B*57-assoziierten Mutationen analysiert (TN und QVINA
bestehend aus den Mutationen H19Q, 1223V, Maggl, T24oN, GoggA). Die Variante To4oN gilt im
Vergleich zur WT-Sequenz als CypA-abhangiger (CypA-sensitiv). Die Variante QVINA gilt
dagegen als CypA-/CsA-unabhingig . Bei steigender CsA-Konzentration erweist sich die
Variante T,4oN jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht empfindlicher gegeniber sinkenden
CypA-Niveaus als der WT (Abb. 13 F, graue Balken). Der CypA-/CsA-unabhangige
Phanotyp der Variante QVINA kann jedoch bestatigt werden, auch wenn sich die relative

Infektiositat mit steigender CsA-Konzentration leicht verringert (Abb. 13 G, graue Balken).
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Abb. 13: Auswirkung unterschiedlicher CsA-Konzentrationen auf die relative Infektiositidt CsA-abhéangiger Viren

GXR25-Zellen wurden mit 250 ng p24 des WT oder einer der unterschiedlichen Virusvarianten in Abwesenheit (0 uM CsA) oder in
Gegenwart von unterschiedlichen CsA-Konzentrationen infiziert. Der prozentuale Anteil infizierter GFP-positiver Zellen wurde 48
Std nach der Infektion an Hand von Durchflusszytometrie bestimmt. Die Infektionsraten wurden auf den jeweiligen Messwert in
Abwesenheit von CsA normalisiert. Bei den Graphen beziehen sich die schwarzen Balken auf die linke (schwarze) und die grauen
Balken auf die rechte (graue) y-Achse. Die eingesetzten Viren wurden in mindestens zwei voneinander unabhangigen
Transfektionen von HEK293T-Zellen generiert. Zur statistischen Auswertung der Daten wurde eine univariate Varianzanalyse
mittels SPSS (IBM) durchgefuhrt. Die prasentierten Daten zeigen den Mittelwert aus drei Experimenten mit einem Konfidenzintervall
von 95%. Unterschiede zwischen zwei Virusvarianten gelten immer dann als signifikant, wenn die entsprechenden

Konfidenzintervalle nicht Gberlappen.
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4.6 Einfluss der immunsuppressiven Eigenschaft von CsA auf eine

Infektion von GXR25-Zellen mit CsA-abhangigen Virusvarianten

In den bisher durchgeflihrten Experimenten wurde CsA zum Nachweis eines gegentber dem
Wildtyp NL4-3 veranderten CypA-Phanotyps verwendet, bei dem CypA einen ,toxischen®
Effekt vermittelt (CsA-abhangiger Phanotyp). Bei der Verwendung von CsA ist jedoch zu
beachten, dass CsA auch einen immunsuppressiven Effekt auf T-Zellen vermittelt ?*'*°. Dies
kdénnte moglicherweise Auswirkungen auf den Infektionsverlauf in den eingesetzten GXR25-
T-Zellen haben. CsA verhindert die Aktivierung von T-Zellen, indem es die Expression
immunstimulatorischer Gene unterdrickt. Eine relativ einfache Moéglichkeit den Einfluss der
immunsuppressiven Eigenschaften von CsA von den hier beschriebenen Effekten auf die
Infektiositat der Virusvarianten abzugrenzen, bietet die Verwendung eines alternativen
Immunsuppressivums wie FK-506. Bei FK-506 handelt es sich um ein Stoffwechselprodukt
des Gram-positiven Bakteriums Streptomyces tsukubaensis. Bei beiden Verbindungen (CsA
und FK-506) handelt es sich um Calcineurinhemmer "', Calcineurin ist eine Serin-Threonin-
Phosphatase, die den Transkriptionsfaktor NF-AT (nuclear factor of activated T-cells)
aktiviert, was wiederum zu einer Aktivierung der T-Zelle fiihrt "'~ Allerdings unterscheidet
sich der Hemmungsmechanismus von FK-506 und CsA. CsA bindet an CypA und der
Komplex aus CsA und CypA lagert sich an Calcineurin an und verhindert die Aktivierung von
NF-AT ™"3* FK-506 dagegen bindet an das Protein FKBP12 (FK-506 binding protein 12)
nicht aber an CypA *""3*'%° Der Komplex aus FK-506 und FKBP12 lagert sich jedoch an der
gleichen Region von Calcineurin an wie der CypA/CsA-Komplex und inhibiert die Aktivierung
von NF-AT ' Somit vermittelt FK-506 eine Immunsuppression durch die gleiche
Signalkaskade wie CsA. Ferner kdnnen durch den Einsatz von FK-506 auch mdgliche
Auswirkungen durch die CypA-unabhangige immunsuppressive Wirkung von CsA bzw. FK-
506 durch eine Inhibierung der c-Jun N-terminalen Kinase- (JNK) und p38-Signalkaskaden
ermittelt werden "*®. Wenn eine Immunsuppression {iber Calcineurin oder iiber JNK und p38
einen Einfluss auf die Infektion der GXR25-Zellen mit den verwendeten HIV-Varianten hat,
so sollte dieser Effekt auch bei Verwendung von FK-506 auftreten. In der nachfolgenden
Untersuchung wurden 0,5 uM FK-506 statt CsA verwendet. Da FK-506 etwa um den Faktor

100 wirksamer ist als CsA "%

, sollten sich die potenziellen Auswirkungen einer
Immunsuppression also deutlich zeigen. Da FK-506 nicht nur effizienter, sondern auch
weniger cytotoxisch ist als CsA ' sind durch die verwendete Menge FK-506 keine
cytotoxischen Auswirkungen zu erwarten.

Um auch hier gegebenenfalls Unterschiede zu ermitteln, wurden alle CsA-abhangigen
Varianten und die Variante Ax,E getestet. Zusatzlich wurde auch die jeweilige mit Si73A

kombinierte Variante untersucht. Wie in Abb. 14 gezeigt, gibt es bei keiner der untersuchten
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Varianten einen signifikanten Unterschied zwischen den mit FK-506 behandelten und den
nicht behandelten Proben (Abb. 14, schwarze und weil3e Balken). Weder kommt es beim WT
und den kompensierten Varianten zu der sonst beobachteten Reduzierung der Infektiositat
(Abb. 14, weilRe Balken), noch kommt es zu einer Zunahme der Infektiositat der nicht
kompensierten Varianten (Abb. 14, schwarze Balken) (vergleiche Abb. 9). Allerdings ist beim
Wildtyp und den SA-kompensierten Varianten ein schwacher Trend zu einer erhdhten
Infektiositat zu beobachten. Fur die beobachtete CsA-Abhangigkeit und die Kompensation
durch die Mutation S;73A spielen die immunsuppressiven Eigenschaften von CsA jedoch
keine nachweisbare Rolle. Dieser Befund starkt dariber hinaus die Annahme, dass die
Prasenz von CypA fir die geringe Infektiositat der CsA-abhangigen Varianten ein wichtiger
Faktor ist.
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Abb. 14: FK-506 vermittelt weder eine Kompensation der Infektiositat noch eine Wiederherstellung der
CypA-Abhingigkeit.

Es ist kein Einfluss der immunsuppressiven Wirkung von FK-506 auf den RgssK-vermittelten Defekt nachweisbar.
Allerdings neigen der Wildtyp und die mit S173A kompensierten Varianten in Gegenwart von FK-506 zu einer
minimal erhdhten relativen Infektiositdt. GXR25-Zellen wurden mit 250 ng p24 des WT oder einer der
unterschiedlichen Virusvarianten in Abwesenheit (schwarze Balken) oder Gegenwart von 0,5 yM FK-506 (weilte
Balken) infiziert. Der prozentuale Anteil infizierter GFP-positiven Zellen wurde 48 Std. nach der Infektion an Hand
von Durchflusszytometrie bestimmt. Die Infektionsraten wurden auf die Messwerte des WT in Abwesenheit von

FK-506 normalisiert. Durchfiihrung analog zu Abb. 9.
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4.7 Alternative Wege zur Kompensation des R,,K vermittelten

Fitnessdefekts

Obwohl in vivo (Patientenisolate) eine starke Assoziation zwischen der escape Mutation
R2e4sK und der kompensierenden Mutation S;73A besteht, konnte in der vorliegenden Arbeit
der Befund von Aberham et al. bestatigt werden ', dass es neben S;;3A zumindest
theoretisch (in vitro) noch andere Mdoglichkeiten (z.B. mit V,1gA und/oder A,3;T) gibt, die
negativen Eigenschaften von RysK zu kompensieren (s. 4.4.3). Die gezeigten Ergebnisse
geben aber keinen Hinweis auf die Ursache(n) der starken Dominanz der in vivo Mutation
S173A gegeniber den beiden in vitro Mutationen. Um die Assoziation zwischen S;73A und

R2e4K besser nachvollziehen zu kénnen wurden zwei Ansatze verfolgt:

1) Generierung von Virusvarianten, die auf in-vitro-Isolaten von Langzeitkulturen der RK-
Variante in Abwesenheit von CsA zurlckgehen (s.4.7.1) zur Verifizierung weiterer
alternativer Sequenzpositionen/Mutationen, die eine Wiederherstellung der defekten
Variante RK in vitro erlauben.

2) Identifizierung weiterer potentiell kompensatorisch wirkender Mutationen basierend auf
seltenen in-vivo-Virussequenzen, die einen R,eK escape ohne eine S;73A Mutation
zeigen. Die Generierung entsprechender NL4-3 Konstrukte und eine anschlieRende
Charakterisierung in GXR25-T-Zellen wird unter 4.7.2 ausgefihrt.

4.7.1 Neue in vitro Mutationen kompensieren fiir Ryg4K

Um zu Uberprifen, ob in vitro eine Kompensation der Variante RK durch weitere Mutationen
an alternativen Positionen von p24 maoglich ist, wurden von Schneidewind et al. bereits 2007
GXR25-Kulturen mit den Varianten RK oder RKLM infiziert und Uber eine Zeitraum von
mehreren Wochen in Abwesenheit von CsA kultiviert (nicht veroffentlicht). Die Zellen wurden
wochentlich mittels Durchflusszytometrie auf die Zunahme der GFP-Expression hin
analysiert, die an eine produktive Infektion gekoppelt ist (s.3.2.2.1). Im Fall einer
zunehmenden Virusreplikation wurden die Genome dieser Varianten isoliert, aufgereinigt und
der Gag-Sequenzbereich auf Mutationen hin untersucht (s. 3.2.2.4). Auf diese Weise
konnten mit Mqs2l, Ligal, NogeD, AoooT, AxosV, AosrE, AgsrT, Tazel, QoasH, Tos1l und Vasgl elf
verschiedene Mutationen an zehn unterschiedlichen Positionen von HIV-1 gag identifiziert
werden. Interessanterweise liel sich keine durch S473A kompensierte Variante isolieren, was
unter Berlicksichtigung der Dominanz dieser Kombination in vivo unerwartet war. Auch eine
Reversion (K»eR) wurde in keiner Kultur beobachtet. Ebenfalls unerwartet ist, dass eine
Mutation an Position 142 in Gag aus einer Langzeitkultur isoliert wurde, obwohl p24 bei NL4-
3 erst an Position 149 von Gag beginnt (GenBank: AAK08483.1). Beachtenswert ist auch,

dass mit der Mutation Ays7E eine alternative Mutation zu A,s;T identifiziert werden konnte
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(s. 4.4.3). Das gleich gilt flr die Mutation A,,4V. Obwohl Ax4E zumindest der Literatur nach
eine CsA-Abhangigkeit vermittelt, wurde A,V in einer der replizierenden Virusvarianten als
einzige Mutation neben Rys,K nachgewiesen. Alle Varianten wurden in GXR25-Zellen auf
ihre Infektiositat hin untersucht (Abb. 15 A und B). Eine kompensierende Wirkung konnte fur
die Mutationen Mygsgl, L1gal, NogeD, AxsV, Axs7E/T, Tazel und Tos4l bestatigt werden (Abb. 15 A
und B, schwarze Balken). Die Wiederherstellung der CypA-Abhangigkeit konnte sogar bei
fast allen in den Langzeitkulturen gefundenen Mutationen demonstriert werden. Bei den
Varianten die mit AxoT, Ax4V oder QuuH kombiniert waren, war die CypA-Abhangigkeit
entweder nur schwach ausgepragt oder der Phanotyp wirkte CypA-unabhangig (Abb. 15 A
und B, weille Balken). Dabei war die Bandbreite der Auswirkung dieser ,sekundaren®
Mutationen auf die Infektiositat gravierend (Abb. 15 A und B, schwarze Balken). Sie reicht
von einer Reduktion um ca. 30% (S173A, NogD, Tasgl und Qo44H) bis fast 100% bei der
Doppelvariante AxgT+Vasgl. Weiterhin fallt auf, dass die Variante A4V, im Gegensatz zu
Ax,E (Abb. 9), CypA-abhangig ist. Insgesamt weisen vier (Lisal, NogsD, Azs7E, und Togel) der
elf Mutationen ein kompensatorisches Potenzial auf, das zumindest in diesem
experimentellen Zusammenhang mit dem der Mutation S;73A in den Varianten SARK bzw.
SARKLM vergleichbar ist (Abb. 15 A bzw. B, schwarze Balken).

63



o A
o N
1 ]

0.8+

relative Infektiositat

o O O o
o N OB O
[ T ]
B—
——
L F—
|
0—
;.
—
—
—
|
O0—
B
O
—
—
;|
00—
O—
.
—t+—
;.
00—
O
——
+—
C—
.
—F—
—
13—

T L 1 1 L 1 1 1 L 1 1 1 L L 1 L] 1 1 L 1 1 1 1 L] 1
E £ % % - }5 r % = I B ¥ 3 @ S E % Z - T ¥ & o
< % § = 5 s 2 6§ < 8§ 2 5 < § <5 <5 " 5 4 5 " 5
& ® E”r 3 % 2 8§ B X "5 & B 5 k3
« & = =] = & < > & & & = & =
I ohne CsA |_8
[ 0,5uM CsA <

Abb. 15 A: Kombination der Mutationen aus den Langzeitkulturen mit der Variante R26:K (RK)

Eine kompensierende Wirkung fiir den RzssK-vermittelten Defekt konnte fiir die Mutationen Muagl, L1igal, N2ooeD, A224V, As7E/T, Tasgl und Tas¢l gezeigt werden (schwarze Balken).
Die Wiederherstellung der CypA-Abhéangigkeit konnte mit fast allen in den Langzeitkulturen gefundenen Mutationen demonstriert werden (weilRe Balken). GXR25-Zellen wurden
mit 250 ng p24 des WT oder einer der unterschiedlichen Virusvarianten in Abwesenheit (schwarze Balken) oder Gegenwart von 0,5 pM CsA (weile Balken) infiziert. Der
prozentuale Anteil infizierter GFP-positiver Zellen wurde 48 Std. nach der Infektion an Hand von Durchflusszytometrie bestimmt. Durchfiihrung analog zu Abb. 9.
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Abb. 15 B: Kombination der Mutationen aus den Langzeitkulturen mit der Variante R264K, L26sM (RKLM)

Entsprechend den in Abb. 15 A gezeigten Daten konnte eine kompensierende Wirkung fir den RossK-vermittelten Defekt durch die Mutationen Miasl, Ligal, N2oeD, Az24V, Axs7E/T,
Ta30l und Tas4l auch bei den RKLM-Varianten gezeigt werden (schwarze Balken). Gleiches gilt fur die Wiederherstellung der CypA-Abhéngigkeit (weile Balken). GXR25-Zellen
wurden mit 250 ng p24 des WT oder einer der unterschiedlichen Virusvarianten in Abwesenheit (schwarze Balken) oder Gegenwart von 0,5 uM CsA (weil3e Balken) infiziert. Der
prozentuale Anteil infizierter GFP-positiver Zellen wurde 48 Std. nach der Infektion an Hand von Durchflusszytometrie bestimmt. Durchfiihrung analog zu Abb. 9.
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4.7.2 Ry64K ohne S,73A: Ungewohnliche in vivo Virusvarianten

Unter 4.4.3 und 4.7.1 wurde gezeigt, dass eine Kompensation der defizienten RK-Variante
zumindest in vitro an unterschiedlichen Positionen in p24 durch alternative Mutationen
vermittelt werden kann. Das wirft die Frage auf, ob es auch in vivo alternative Wege gibt, um
den defizienten und CsA-abhangigen Phanotyp von RyeK durch weitere Mutationen zu
kompensieren und/oder zu revertieren. In der Literatur zu diesem Thema wurden einige HI-
Viren aus HLA-B*27-positiven Individuen beschrieben, die zwar die RyK Mutation trugen,
jedoch noch ein Serin an Position 173 aufwiesen "'?*'?’. Diese atypischen Virusvarianten
wurden auf gemeinsame Mutationen in p24 hin untersucht, soweit die Sequenzen zuganglich
waren. So beschrieb eine Arbeit den Fall des HLA-B*27-positiven viramischen Individuums
27NC6 mit S;73und RyeK . Da das infizierende Virus jedoch in diesem Fall vom Subtyp
CRF01_AE war und erst spat im Verlauf des Projekts zuganglich wurde, wurde dieser Fall
nicht intensiver analysiert. Im Bezug auf den Virussubtyp kann nicht ausgeschlossen
werden, dass es subtypspezifische Unterschiede bei der Manifestation der RosK Mutation
gibt. Die in der Arbeit angegebenen Sequenzunterschiede zu einer HIV-1 clade B
Konsensussequenz waren: TqgeM, Tigol, E203D, L215V, Ax4P, T30V, Nas2S, EzeoD, l2e1V und
TogoV. Unter Berlicksichtigung der unter 4.7.1 dargelegten Ergebnisse kénnten die Mutation
an den Positionen As, und To3g moglicherweise den RogsK vermittelten Defekt partielle
kompensieren. Darlber hinaus tragt diese in vivo-auftretende Virusvariante nicht nur die
Mutation R.g4K, sondern weist auch an den Positionen Tqgs und Ay, Mutationen auf, also an
Positionen, die zumindest im Fall von TqgA bzw. AxE, mit einer Abhangigkeit von CsA
assoziiert werden ', Drei weitere Individuen (AC66, AC144 und B-10) wurden in einer
Studie (iber Mutter-Kind-Transmissionen identifiziert '°. Hier (ibertrugen HLA-B*27-positiven
Mutter das Virus auf ihre HLA-B*27-negativen Kinder. Eine weitere Quasi-Spezies mit Sq7;
und Re4K entwickelte sich in einem Fall (F7148 7) in einer Kohorte chronisch HIV-1 infizierter
HLA-B*27-positiven Individuen. Von diesen finf beschriebenen Virusvarianten weisen vier
mindestens zwei Mutationen in oder nahe der CypA-Bindeschleife (Aminosauren 217-225)
und dem HLA-B*57 restringierten Gag-Epitop TW10 (Aminoséuren 240-249) auf (s. 2.4.3.2).
Da die Gag-Sequenz von F7148 vollstdndig bekannt ist und sie fast ausschlielich
Mutationen in diesem Bereich tragt, ist sie ein vielversprechender Kandidat fir mdgliche
alternative kompensierenden in vivo Mutationen flir den R.eK vermittelten Effekt. An
folgenden Positionen treten in der p24-Sequenz des Isolats von F7148 neben den HLA-B*27
assoziierten KK10-Mutationen R.sK und LoggsM Unterschiede zu NL4-3 auf: Magl, Va1sM,
H219Q, Masgl und GossA. Dartiber hinaus gibt es im N-terminalen Teil von p24 keine weiteren
Mutationen in dieser Sequenz (Abb. 16 und GenBank: EU183202). Abgesehen von Myl ist

fur alle Ubrigen N-terminalen Mutationen in vitro ein Einfluss auf den CypA-Phanotyp von
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HIV-1 beschrieben °’. Die beiden Mutationen im C-Terminus dieses Isolats wurden nicht

weiter berlcksichtigt, da ein Einfluss auf die CypA-Bindung als unwahrscheinlich erachtet

wurde.
150. . ... .. 160. ... ... 170 ... 180....... 190....... 200....... 210....... 220....... 230
NL4-3 PRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMOMLKETINEEAAEWDRLHPVHAGPIAPGQOMRE
1 S MO........ I...
....... 240.......250.......260.......270.......280.......290.......300.......310
NL4-3 PRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDREFYKTLYKTLRA
FT148 . oo, B Koo M et e e et e e e e
....... 320.......330.......340.......350.......360.......370
NL4-3 YKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPGHKARVL
F7148 . ............. B e e e e e Sevin..

Abb. 16: Sequenzvergleich von p24 des Patienten F7148 und Wildtyp NL4-3

Die obere Zeile zeigt jeweils die Proteinsequenz von NL4-3 p24, die untere Zeile zeigt die p24-Sequenz des
Virusisolats F7148. Die dick gedruckten Aminosduren kennzeichnen jeweils die exakte Position der
dariiberstehenden fortlaufenden Nummerierung, wobei 0 dem Startcodon des Gag-Polyproteins entspricht und
149 dem Start der p24-Sequenz. Die Punkte in der Zeile F7148 " pedeuten keinen Unterschied zur NL4-3-
Sequenz. An Positionen an denen sich die Virussequenz des Patienten F7148 von NL4-3 unterscheidet steht im
Ein-Buchstaben Code die vorgefundene Sequenzanderung. Im N-terminalen Bereich sind sieben Mutationen:
Maool, V218M, H210Q, Ma2gl, G24sA, RossK und LoesM. Desweiteren finden sich noch zwei Mutationen im C-
terminalen Bereich (N325G und Gazs7S), die aber im Rahmen der Arbeit nicht berticksichtigt wurden. Die Position
Si73 sowie das KK10-Epitop (Aminosduren 263-272) sind grau unterlegt. Die CypA-Bindeschleife ist

(Aminosauren 217-225) unterstrichen.

Die Virussequenz von F7148 tragt mit Hy10Q, Maogl und GogsA drei der TosoN-assoziierten
Mutationen (Abb. 16) (s. 2.4.3.2). Da das Individuum F7148 HLA-B*57-negativ ist ’, wurde
vermutet, dass der escape des KK10-Epitops durch R,4K ohne S473A durch bereits etablierte
Mutationen im infizierenden Virus erleichtert werde. Zur Uberpriifung dieser Hypothese,
wurden die HLA-B*57-assoziierten Mutationen von F7148 einzeln und in allen mdéglichen
Kombinationen, mit RysK bzw. RyK, LogsM als NL4-3 Varianten hergestellt und auf ihr
kompensatorisches Potenzial hin analysiert.

In Abwesenheit von CsA bewirken interessanterweise weder H19Q, Maogl noch GassA alleine
eine Kompensation der RK- bzw. RKLM-Variante. Auch die Doppel- oder Dreifachmutanten
fuhren zu keiner signifikanten Zunahme der Infektiositat (Abb. 17 A und B, schwarze Balken).
Auch fuhrte eine Inkubation der infizierten Zellen mit 0,5 yM CsA weiterhin zu einer Zunahme
der Infektiositat bei den RK- und RKLM-Varianten, was die fortgesetzte Dominanz des CsA-
abhangigen Phanotyps beweist (Abb. 17 A und B, weil3e Balken).
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Ferner wurden in dieser Arbeit Virusvarianten mit dem kompletten von Brockman et al.
beschriebene Set an T,4N-assoziierten Mutationen generiert, das H»19Q, l223V und Mgl
(QVI) umfasst ®. AuRerdem wurde die Mutation l,,3V in zwei der oben beschriebenen p24-
Sequenzen nachgewiesen, die die escape Mutation Ry54K ohne S473A aufwiesen (AC144 und
B-10, '®). In Abb. 18 ist gezeigt, dass die Mutationen QVI alleine keinen Einfluss auf die
Infektiositat haben, auch fiihren sie in Kombination mit RogK in Abwesenheit von CsA zu
keiner Zunahme der Infektiositat (Abb. 18, schwarze Balken). In Gegenwart von 0,5 yM CsA
kann durch das Set der QVI Mutationen die Vermittlung des von Brockman et al.
beschriebenen CypA-/ CsA-unabhangigen Phanotyps bestatigt werden (Abb. 18, weille
Balken und °. Interessanterweise zeigt die Variante QVI on RK in Gegenwart von 0,5 uM
CsA eine Tendenz zu einer zunehmenden Infektiositat (Abb. 18, weile Balken). Dieselben

Beobachtungen wurden flr die entsprechenden RKLM-Varianten gemacht (Abb. 18).
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Abb. 17 A: Kombination von in vivo Mutationen der Sequenz F7148 mit R2s4K (RK)

Keine der untersuchten Varianten zeigt eine signifikante Zunahme der Infektiositat im Vergleich zu der oder Defektvariante RK (schwarze Balken). Auch eine Wiederherstellung
der CypA-Abhangigkeit kann nicht demonstriert werden (weil3e Balken). Gleiches gilt flr die RKLM-Varianten in Abb. 17 B auf der folgenden Seite. GXR25-Zellen wurden mit 250
ng p24 des WT oder einer der unterschiedlichen Virusvarianten in Abwesenheit (schwarze Balken) oder Gegenwart von 0,5 uM CsA (weifle Balken) infiziert. Der prozentuale Anteil

infizierter GFP-positiver Zellen wurde 48 Std. nach der Infektion an Hand von Durchflusszytometrie bestimmt. Durchfiihrung analog zu Abb. 9.
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Abb. 17 B: Kombination von in vivo Mutationen der Sequenz F7148 mit R264K, L26sM (RKLM)
GXR25-Zellen wurden mit 250 ng p24 des WT oder einer der unterschiedlichen Virusvarianten in Abwesenheit (schwarze Balken) oder Gegenwart von 0,5 uM CsA (weile Balken)

infiziert. Der prozentuale Anteil infizierter GFP-positiver Zellen wurde 48 Std. nach der Infektion an Hand von Durchflusszytometrie bestimmt. Durchfihrung analog zu Abb. 9.

70



1.4-
1.2
1.0 I
0.84
0.6
0.4
0.24
0.0

relative Infektiositat

B—
B—

[

B—
-

WT
RoeaK (RK) 7
S175A 1
S;74A on RK 1
Sy74A on RKLM -
Hz19Q, 23V, Myogl 1

Hl ohne CsA
3 0,5uM CsA

R264K, L268M (RKLM)"
H219Q, |223V‘ M2281 on RK-
Hr10Q, o3V, Mg on RKLM

Abb. 18: RzeK (RK) und RaesK, L2gsM (RKLM) in Kombination mit dem kompletten Set ° an HLA-B*57
assoziierten Mutationen der CypA-Bindeschleife.

Die gezeigten Mutationen vermitteln keinen kompensatorischen Effekt fir den durch RossK vermittelten Defekt
(schwarze Balken). Allerdings neigen die kombinierten Varianten in Gegenwart von CsA zu einer erhohten
relativen Infektiositat (weile Balken). GXR25-Zellen wurden mit 250 ng p24 des WT oder einer der
unterschiedlichen Virusvarianten in Abwesenheit (schwarze Balken) oder Gegenwart von 0,5 pM CsA (weil3e
Balken) infiziert. Der prozentuale Anteil infizierter GFP-positiver Zellen wurde 48 Std. nach der Infektion an Hand

von Durchflusszytometrie bestimmt. Durchfiihrung analog zu Abb. 9.

Sowohl durch die Mutationen aus der Sequenz von F7148 (H219Q, Magl und GossA
s. Abb. 17 A und B) als auch durch das vollstandige Set an T,4N-assoziierten Mutationen
(H210Q, 1223V und Maygl) (Abb. 18) wurde weder eine Zunahme der Infektiositat noch eine
Wiederherstellung der CypA-Abhangigkeit erzielt. Aus diesem Grund wurden die
Eigenschaften der Ubrigen TW10-assoziierten Mutationen der p24-Sequenz von F7148
untersucht (jeweils auf der WT-Sequenz, mit Rys,K und RogsK, LogsM).

Zunachst wurde die Wirkung der Mutation V,4gM analysiert. Unter 4.4.3 konnte bereits die in
vitro Mutation Vy4gA als kompensierende Mutation fir Rys4K gezeigt werden. Da mit V;1gM
nun eine in vivo Mutation an der gleichen Position in p24/Gag identifiziert wurde, konnte die
Wirkung dieser beiden Varianten im Hinblick auf den R,e,K vermittelten Phanotyp verglichen
werden. Die Infektiositat wird durch beide Mutationen in ahnlichem MaRe erhéht (Abb. 19,
schwarze Balken). Die Variante V,;sM on RKLM zeichnet sich allerdings durch eine
tendenzielle Wiederherstellung der CypA-Abhangigkeit aus (Abb. 19, weille Balken).
Gleiches gilt fur die RK-Varianten (Abb. 19).
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Kombiniert man V,1sM mit den in Abb. 17 aufgefihrten Mutationen H,190Q, Ma2gl und GoysA
(MQIA), zeigen sich die unterschiedlichen Eigenschaften der untersuchten Mutationen. In
Abwesenheit von CsA zeigt die Variante MQIA eine ahnliche stark verminderte Infektiositat
wie die Variante V,1sM (Abb. 19, schwarze Balken), wohingegen die Infektiositat der Variante
QIA (Abb. 17 A) in etwa mit dem WT vergleichbar ist. Ubereinstimmend mit der Variante QIA
zeigt auch die Variante MQIA einen CypA-abhangigen Phanotyp (Abb. 19, weille Balken).
Die Variante MQIA on RKLM zeigt zwar im Unterschied zu der in Abb. 17 B gezeigten
Variante QIA on RKLM eine zunehmende Infektiositat (Abb. 19, schwarze Balken), allerdings
kommt es dennoch zu keiner Wiederherstellung des CypA-abhangigen Phanotyps (Abb. 19,
weille Balken). Die Varianten V,15sM, H216Q on RK oder RKLM sind ferner noch interessant,
da die Prasenz der Mutation H»19Q in diesen Varianten offenbar mit einem CsA-abhangigen
Phanotyp assoziiert ist (Abb. 19, weille Balken), obwohl mit der Mutation V,;sM weiterhin
eine Verbesserung der Infektiositat einhergeht (Abb. 19, schwarze Balken; vergleiche V,1sM
on RK/RKLM).

Da I3V auch Teil des von Brockman et al. beschrieben T,4,N-assoziierten Mutationssets ist
® wurden Virusvarianten generiert die neben den Mutationen der p24-Sequenz von F7148
zusatzlich 1,53V tragen (MQVIA). Die MQVIA-Varianten verhalten sich ahnlich wie die zuvor
beschriebenen Varianten von MQIA. Auch hier ist in Kombination mit den Mutationen R,g,K
oder RyesK, LogsM keine Wiederherstellung der CypA-Abhangigkeit zu beobachten (Abb. 19,
weille Balken), obwohl es zu einer Zunahme der Infektiositat kommt (Abb. 19, schwarze und

weilte Balken).
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Abb. 19: R264K (RK) und R264K, L26sM (RKLM) in Kombination mit allen Mutationen der Virussequenz von F7148

Die in vivo (F7148) beschriebene Mutation V21gM vermittelt tendenziell eine bessere Kompensation des RassK-vermittelten Defekts als die in vitro Mutation V21sA (schwarze Balken).
Die Kombination von V21sM und H219Q (VM bzw. HQ) mit RoesK (RK), aber vor allem mit RoesK, L2ssM (RKLM) bewirkt interessanter Weise in An- und Abwesenheit von CsA eine
leichte Erhéhung der relativen Infektiositat (schwarze und weifle Balken). Das gleiche gilt fur die Varianten die alle TW10-assoziierten Mutationen der Sequenz F7148 (VM, HQ, Mazsl
und Go4gA) tragen. Durch die Mutation 123V kann dieser Effekt noch weiter verstarkt werden. GXR25-Zellen wurden mit 250 ng p24 des WT oder einer der unterschiedlichen
Virusvarianten in Abwesenheit (schwarze Balken) oder Gegenwart von 0,5 pM CsA (weile Balken) infiziert. Der prozentuale Anteil infizierter GFP-positiver Zellen wurde 48 Std. nach

der Infektion an Hand von Durchflusszytometrie bestimmt. Durchfiihrung analog zu Abb. 9.
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Abgesehen von den T,N-assoziierten Mutationen weist die Sequenz von F7148 im N-
terminalen Bereich von p24 mit Mygol nur eine weitere Mutation auf. Fir diese Mutation ist in
der Literatur weder ein Einfluss auf den CypA-Phanotyp noch eine Assoziation mit RygK
beschrieben. Um einen Einfluss dieser Mutation auszuschlieRen, wurde ihre Wirkung in
Kombination mit RyesK bzw. Rys4K, LogsM und den jeweiligen MQIA-Varianten untersucht. Es
konnte allerdings kein Einfluss auf die Infektiositat der jeweiligen Varianten gezeigt werden.

Auch auf den CypA-Phanotyp hat Myl keinen Einfluss (Daten sind nicht gezeigt).

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass die T,sN-assoziierten footprint Mutationen
in der p24-Sequenz von F7148 in Kombination mit R,eK oder RogsK, LaggM in vitro lediglich
mit einer leichten Zunahme der Infektiositdt einhergehen, aber es zu keiner
Wiederherstellung der CypA-Abhangigkeit kommt. Der von Brockman et al. beschriebe

CypA-unabhangige Phanotyp dieser Mutationen konnte allerdings bestatigt werden °.

4.8 Dominanz der CsA-Abhangigkeit durch R,¢,K liber die CypA-

Sensitivitat durch T,4,N

Wie bereits unter 4.7.2 erwahnt, kénnen die durch die escape Mutation TosN-vermittelten
Defekte durch ein Set aus den Mutationen H.1Q, l»23V und Mgl kompensiert werden ©. Die
verstarkte Abhangigkeit der Variante T,4N von CypA (CypA-sensitiver Phanotyp) wird durch
dieses Set an Mutationen nicht nur kompensiert, sondern in einen CypA-unabhangigen
Phanotyp umgewandelt. Ein CypA-abhangiges bzw. sensitives Virus ist das genaue
Gegenstick zu einem CsA-abhangigen Virus (RK-Variante). Dieser Zusammenhang wirft die
Frage auf, ob ein bestehender TW10 escape im founder Virus einen atypischen escape des
KK10-Epitops erleichtern kdnnte. Um dieser Frage nachzugehen, wurde eine TaoN, RogsK
Doppelmutante generiert und auf ihren CypA-Phanotyp hin untersucht. Dabei konnte eine
eindeutige Dominanz der R,eK vermittelten CsA-Abhangigkeit gezeigt werden (Abb. 20,
weille Balken). Die Doppelmutante ist auch bezlglich ihrer Infektiositat genauso stark

beeintrachtigt wie die RK-Variante (Abb. 20, schwarze Balken).
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Abb. 20: Kombination von T242N (CypA-Sensitivitat) mit R2esK (CsA-Abhdngigkeit)

Die Gegenwart der Mutation T242N hat keinen Einfluss auf den durch R2ssK vermittelten CsA-abhangigen
Phanotyp. GXR25-Zellen wurden mit 250 ng p24 des WT oder einer der unterschiedlichen Virusvarianten in
Abwesenheit (schwarze Balken) oder Gegenwart von 0,5 yM CsA (weile Balken) infiziert. Der prozentuale Anteil
infizierter GFP-positiver Zellen wurde 48 Std. nach der Infektion an Hand von Durchflusszytometrie bestimmt.

Durchfiihrung analog zu Abb. 9.

4.9 Analysen zur Vorhersage der p24-Struktur verschiedener

Virusvarianten

Die unter 4.4 und 4.7 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass alle CsA-abhangigen
Virusvarianten frei mit unterschiedlichen, kompensatorisch wirkenden Mutationen kombiniert
werden koénnen. Das legt die Vermutung nahe, dass es sich bei dem molekularen
Mechanismus, der den CsA-abhangigen Phanotyp vermittelt um einen sehr ahnlichen oder
sogar den gleichen Mechanismus handeln kénnte (s. 5.1). In diesem Fall konnte die freie
Kombinierbarkeit der einzelnen, die CsA-Abhangigkeit vermitteinden Mutationen mit
kompensatorisch wirkenden Mutationen als Hinweis dafiir betrachtet werden, dass
Anderungen der p24-Proteinstruktur durch die einzelnen Mutationen entweder nicht
vorkommen oder einem vergleichbaren Muster folgen. Um Uber diesen Sachverhalt eine
fundiertere Aussage treffen zu kénnen, wurde zusammen mit Herrn Johannes Meier von
einzelnen p24-Varianten eine computergestitzte Strukturanalyse (modelling) mit zwei
unterschiedlichen Methoden durchgefihrt. Bei der ersten verwendeten Methode, dem
homology modelling, versucht der Algorithmus des Programms Modeller eine gegebene

Sequenz an die bekannte Struktur einer Mastersequenz anzupassen "°. Als Mastersequenz



dient dem Algorithmus in diesem Fall die p24-Sequenz des HIV-Laborstammes HXB2. Diese
Art der Strukturanalyse erfordert weniger Rechenaufwand als eine de novo Analyse, bei der
die Struktur der untersuchten Sequenz ohne Referenzstruktur berechnet wird. Der Nachteil
des homology modelling Verfahrens gegenlber der de novo Generierung der Struktur ist
wiederum, dass weniger gravierende strukturelle Anderungen eventuell nicht dargestellt
werden, damit sich die Gesamtsequenz gut an die Mastersequenz alignen lasst. Dennoch
eignet sich das homology modelling um ohne groflien Rechenaufwand eine relativ sichere
Aussage Uber groRere strukturelle Anderungen machen zu kénnen. Die p24-Sequenz des
HIV-Stamm HXB2 (GenBank: AAB50258.1) unterscheidet sich im N-terminalen Bereich an
lediglich zwei Positionen und im C-Terminus an einer weiteren Position von NL4-3
(GenBank: AAK08483.1). Die drei unterschiedlichen Positionen hatten keinen Einfluss auf
die Proteinstruktur (Daten nicht gezeigt). Am N-Terminus der Referenzstruktur (HXB2)
befindet sich noch der Linkerbereich, der im Polyprotein Gag das Matrixprotein mit dem
Kapsidprotein verbindet (Aminosauren: 133-148). Diese 16 Aminosauren lange Kette bildet
die beiden B-Faltblatter am N-Terminus von p24 (Abb. 21) und ist eigentlich laut GenBank
weder bei HXB2 noch NL4-3 Teil von p24. Dennoch wird diese B-Faltblattstruktur in
Publikationen in vitro als bedeutsam fir die Ausbildung der konischen Kapsidstruktur
beschrieben "%, Jedoch ist sie nicht essentiell, denn bei einer entsprechenden
Deletionsmutante bilden sich zumindest in vitro infektidse Partikel mit dem fur HIV-1
typischen konischen Kapsid '*2. Bei den analysierten Varianten handelt es sich zum einen
um die Defektvariante RK und die in vivo relevante Variante SARK. Zum anderen wurden die
Strukturen der in vitro CsA-abhangigen Varianten TigsA, AxsE und GosD jeweils mit und
ohne S;73A berechnet, so wie auch die Strukturen der Varianten der in vitro kompensatorisch
wirkenden Mutationen Lyggl, NogsD und To30l jeweils mit und ohne die Mutation RysK. Keine
der generierten Strukturen weist eine auffallige Anderung gegeniiber dem Modell der
Struktur von NL4-3 auf allerdings ist bei den Modellen der Varianten T4gsA, RossK und NogeD
on Ry4K eine leicht veranderte Positionierung der B-Faltblatter zu erkennen (Abb. 21 B und
nicht gezeigte Daten). Nachfolgend werden zwei reprasentative Abbildungen gezeigt. In Abb.
21 A ist ein Alignment von NL4-3 (griin) mit der RK- (magenta) und SARK-Variante (turkis)
dargestellt und in 21 B wird ein Alignment von NL4-3 (griin) mit der N,geD- (blau) und NyosD
on RyeK-Variante (gelb) als beste kompensierende alternative in vitro Variante (vergleiche
4.7.1, Abb. 15 A) gezeigt.
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Abb. 21: Alignment der Strukturmodelle basierend auf dem homology modelling Verfahren

A) Gezeigt ist ein Alignment des WT NL4-3 (griin) mit den Varianten RK (magenta) und SARK (tirkis). Die
beiden relevanten Punktmutationen R2s4K und S173A sind rot hervorgehoben. B) Das analoge Alignment des WT
NL4-3 (griin) mit den Varianten NxosD (blau) und N2geD, Ros4K (gelb). Die beiden relevanten Punktmutationen
R264K und S173A sind rot hervorgehoben. Die Berechnung der 3D-Struktur wurde mit dem Programm Modeller

(http://salilab.org/modeller/) durchgefiihrt, die graphische Darstellung erfolgte mit dem Programm Pymol.



http://salilab.org/modeller/�

Fir die Varianten NL4-3, RK und SARK wurden zusétzlich noch das oben bereits erwahnte
Verfahren der de novo Generierung der Strukturen durchgefiihrt, um die Aussagekraft der
Ubrigen durch homology modelling generierten Strukturen zu erhéhen bzw. zu Uberprufen.
Das verwendete Programm [/-Tasser nutzt die Daten zu Modellen von neun anderen
modelling Programmen und wahlt nach einem spezifischen scoring-System die zehn besten
Modelle aus. Auf Basis dieser Daten werden dann funf Modelle der jeweiligen
Templatesequenz berechnet '*®. Dieser Vorgang erfordert deutlich mehr Rechenaufwand,
liefert jedoch ein Strukturmodell das nicht auf eine méglichst hohe Ahnlichkeit zu einer
Mastersequenz getrimmt wurde und deswegen auch empfindlicher auf Anderungen reagiert.
Unter Abb. 22 ist das Alignment der Struktur von NL4-3 (grin) mit den Varianten RK
(magenta) und SARK (tlrkis) gezeigt. Es zeigen sich auch hier keine offensichtlichen
Unterschiede zwischen den beiden Strukturen. Alignt man die Modelle beider Methoden
zeigt sich, dass die raumliche Position der Schleife zwischen den a-Helices 4 und 5, die die
CypA-Bindestelle mit beinhaltet, leicht anders positioniert wird, dieser Effekt ist jedoch nicht
auf die Punktmutationen zurlckzufiihren, da er innerhalb der jeweiligen Modellreihe
konsistent ist (Daten nicht gezeigt). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die
leicht unterschiedliche Positionierung dieser exponierten Bindeschleife mit der Abwesenheit
der B-Faltblattstruktur zusammenhangt. Diese wurde in der gezeigten de novo Analyse nicht
berlcksichtigt, da sie laut GenBank (AAK08483.1) nicht Teil von p24 ist. Um einen Einfluss
dieser Linker-Sequenz auf die Struktur auszuschlieRen wurde jedoch noch eine zweite de
novo Analysereihe mit der verlangerten Sequenz durchgefiihrt. Es zeigte sich jedoch kein
Unterschied zwischen den de novo Strukturen mit und ohne den Linker-Abschnitt (Daten
nicht gezeigt), so dass die beobachteten Unterschiede zwischen den homology-modelling-
und den de-novo-Strukturen wohl Artefakte der unterschiedlichen Analysemethoden sind. Da
diese 16 Aminosauren allerdings als Teil der Referenzseqeunz flr das Programm Modeller

definiert sind wurden sie bei den homology-modelling-Strukturen berlcksichtigt (Abb. 21).



Abb. 22: Alignment der Strukturmodelle basierend auf einer de novo Berechnung durch I-Tasser

Gezeigt ist ein Alignment des WT NL4-3 (griin) mit den Varianten RK (magenta) und SARK (turkis). Die beiden
relevanten Punktmutationen R2e4K und S473A sind rot hervorgehoben. Die Punktmutationen haben auch unter
Verwendung der de novo Strukturanalyse keinen Einfluss auf die Proteinstruktur im N-Terminus von p24. Die
Berechnung der 3D-Struktur wurde mit dem Programm I|-Tasser (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/l-

TASSERY/) durchgefuhrt, die graphische Darstellung erfolgte mit dem Programm Pymol.



5. Diskussion

5.1 Uberblick

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, mit Hilfe der phanotypischen Charakterisierung
zahlreicher HIV-1 NL4-3 Varianten die Grundlage flr die protektive Wirkung des humanen
Leukozytenantigens-B*27 (HLA-B*27) weiter aufzuklaren. Es ist allgemein anerkannt, dass
sie im engen Zusammenhang mit der hocheffizienten zytotoxischen T-Zell-(CTL-)Antwort
gegen das stark konservierte p24/Gag Epitop KK10 steht. Altfeld et al. berichteten, dass eine
dominante CTL-Antwort gegen das KK10-Epitop in allen untersuchten HLA-B*27-positiven

% Dies wurde auch in einer Reihe

Individuen ihrer Patientenkohorte nachweisbar war
anderer Publikationen bestatigt '°'**4>"12  Dje Expression von HLA-B*27 alleine ist aber
noch kein Garant fur eine long-term-non-progressor- (LTNP-)Status. Tatsachlich kommt es
bei der Mehrheit der Patienten trotz Expression protektiver HLA-Allele zu einem
Voranschreiten der Krankheit ®°. Bei HLA-B*27-positiven LTNPs wird die Protektion durch die
eingeschrankte Fahigkeit des Virus vermittelt, dem Immunselektionsdruck der CTLs durch
Maskierung oder Anderung des KK10-Epitops zu entkommen. Unter dem Einfluss des CTL-
Selektionsdrucks kommt es in der Regel nach acht bis zwolf Jahren im KK10-Epitop nahezu
stereotyp zu zwei escape Mutationen '°"12'6 Als erstes etabliert sich in der Regel die
Mutation L,esM, die aber nur zu einem temporar wirksamen escape des Epitops fuhrt jedoch
bald durch einen neuen CTL-Klon erkannt wird. Ein permanent wirksamer escape ist dem
Virus nur durch eine Mutation an Position Ry, mdglich, die als Ankerposition des KK10-
Epitops fur die Bindung an HLA-B*27 dient. Eine etablierte Mutation an Position 264 kiindigt
ein Fortschreiten der Erkrankung an (s. 2.4.3.1). Die dominante escape Mutation, die nahezu
stereotyp in Patientenisolaten nachgewiesen wird (in vivo), ist RogsK. Da aber R,5K das
Virus, zumindest in vitro, nahezu replikationsinkompetent macht, ist RyesK in vivo zum
Ausgleich dieses Fitnessdefekts stark mit der in vitro kompensatorisch wirkenden
(sekundaren) Mutation S473A assoziiert (s. 2.4.3.1). Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst
der Befund von Schneidewind et al. bestatigt, dass der von R,s:K vermittelte Defekt unter
anderem durch einen veranderten CypA-Phénotyp bedingt wird ”. Darauf aufbauend konnten
durch die Analyse zahlreicher Virusvarianten Erkenntnisse gesammelt werden, die zu einem
besseren Verstandnis des grundlegenden Mechanismus des CsA-abhangigen Phanotyps
beitragen. Die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit lassen sich sehr gut mit neueren
Erkenntnissen anderer Arbeitsgruppen verknupfen, worauf ab 5.2 verstarkt eingegangen
wird. Zunachst wird unter 5.1.1 das in dieser Arbeit verwendete Assay zur Bestimmung der
relativen Infektiositat diskutiert, anschlie®end werden unter 5.1.2 bis 5.1.5 die gewonnenen

Erkenntnisse in Bezug zueinander gesetzt und diskutiert.



5.1.1 Bestimmung der relativen Infektiositat: Vor- und Nachteile des

verwendeten Assays

Um die phanotypischen Auswirkungen der einzelnen Punktmutationen auf HIV-1 zu
analysieren wurde in der vorliegenden Arbeit die Infektiositat der einzelnen Virusvarianten
bestimmt. Zur Bestimmung der Infektiositdt wurde die Reporter-T-Zelllinie GXR25
(s. 3.1.11.1) mit den jeweiligen Virusvarianten infiziert. Am zweiten Tag nach der Infektion
erfolgte via Durchflusszytometrie die Bestimmung des Prozentsatzes der infizierten Zellen
(s. 3.2.2.1 und 3.2.2.2). Da nicht oder nur unzureichend bekannt ist in welchem Abschnitt
des viralen Replikationszykluses negative oder positive Effekte durch die CsA-abhangigen
Mutationen oder die anderen eingebrachten Mutationen vermittelt werden, ist dies eine
geeignete Vorgehensweise um auf einen Defekt oder dessen Kompensation im Vergleich zu
einer Wildtyp-Kontrolle zu testen. Dadurch wird sichergestellt, dass Auswirkungen
unabhéngig von der Art eines potenziell vermittelten Effekts als eine Anderung der
Infektiositat beobachtet werden kdnnen. Der Nachteil dabei ist das keine Aussage dartber
getroffen werden kann wo im Replikationszyklus eine gegebene Mutation oder Kombination
an Mutation eine Anderung der Infektiositat verursacht. Um eine genauere Aussage lber den
betroffen Abschnitt des Replikationszyklus (reverse Transkription, Translokation, Integration,
etc.) treffen zu kdnnen, muissten dann weitere Untersuchungen durchgefuhrt werden.
Nachfolgend sind beispielhaft zwei mégliche weiterfihrende Ansatze skizziert. Eine Funktion
des viralen Kapsids ist es das Genom zu schitzen und ein geeignetes Umfeld fir die reverse
Transkription zu schaffen. Hier kann nun beispielsweise untersucht werden, ob die
Mutationen einen Einfluss auf die reverse Transkription haben. Dazu muisste die Bildung von
Produkten der reversen Transkription quantitativ bestimmt werden. AnschlieRend kdnnen die
Ergebnisse in Relation zum Wildtyp gesetzt werden. Ein anderer Ansatz waren
Proteininteraktionsstudien wie Biacore-Analysen oder pull-down-Assays um zu ermitteln, ob
die Mutationen ein Einfluss auf die Qualitdt von Proteininteraktionen haben oder das

Interaktionsprofil vielleicht sogar andern kénnen.

5.1.2 Das Konsensusvirus als Modell zur Analyse von Punktmutationen

Die vorliegende Arbeit analysiert den Einfluss von verschiedenen Punktmutationen auf eine
ansonsten identische Virussequenz. Eine definierte Punktmutation kann mit positiven
und/oder negativen Auswirkungen auf HIV-1 verbunden sein. Im Fall einer escape Mutation,
beispielsweise RyeK ’ kann einerseits einer Immunantwort entgangen werden, andererseits
kann die escape Mutation, z.B. durch eine verringerte Replikationskompetenz auch mit
Kosten flr die virale Fitness verbunden sein. Gleiches gilt fir Mutationen, die eine Resistenz

147,60,4,148

gegenuber einem antiretroviralen Medikament vermitteln Méchte man die

Auswirkungen einer definierten Punktmutation untersuchen, bietet sich die Verwendung



eines etablierten HIV-1-Laborstamms als Ausgangsstamm an, wie beispielsweise NL4-3. Die
Aussagekraft solcher Untersuchungen wird jedoch durch eben diese Praxis auch
geschmalert. Ein Laborstamm kann in seiner Aminosduresequenz und wichtigen
Eigenschaften wie Infektiositat, Pathogenitat, etc. mitunter erheblich von den in vivo
zirkulierenden Virus(quasi)spezies abweichen. Die Unterschiede zu den einzelnen
Quasispezies lieflen sich aber verringern, wenn an Stelle eines definierten Laborstamms ein
Virus verwendet wirde, dessen Sequenz naher mit jeder anderen beliebigen HI-
Virussequenz desselben clades verwandt ware. Eine gute Annaherung an dieses
theoretische Virus stellt eine Konsensussequenz auf der Basis mdglichst vieler HIV-1-
Genomsequenzen desselben clades dar. Die Generierung und Charakterisierung eines
derartigen HIV-1 clade B Konsensusvirus flr die beiden Polyproteine Gag und Pol war das
Thema der medizinischen Dissertation von Herrn Sven Breitschwerdt. Diese Arbeit wurde
von Herrn Prof. Dr. Bernd Salzberger, Herrn Dr. Arne Schneidewind und dem Autor der
vorliegenden Arbeit betreut und befindet sich noch in Arbeit. Die S3-Arbeiten, die Teil des
Projekts waren (Transfektion von HEK293T-Zellen mit den proviralen Varianten zur
Generierung der virushaltigen Uberstdnde, sowie die Durchfiihrung der Infektion von
GXR25-Zellen mit den jeweiligen Virusvarianten) wurden vom Autor flir Herrn Breitschwerdt
durchgeflhrt.

Alle drei Konsensusvarianten (Gag, Pol und Gag/Pol) wiesen gegenuber NL4-3 eine um 40
(Gag und Pol) bzw. 50% (Gag/Pol) verminderte relative Infektiositat auf (s. 4.4.2). Dies
erscheint zunachst viel, jedoch relativiert die vergleichsweise hohe Zahl der
Sequenzanderungen im Vergleich zu NL4-3 (13 Mutationen) diesen Prozentsatz, vor allem
wenn man die erheblichen Auswirkungen bedenkt, die nur durch eine einzelne Mutation (z.B.
RoesK, s.4.4.1) vermittelt werden kann. Dennoch spielt die Anzahl der eingeflgten
Mutationen alleine durchaus eine Rolle, da das Gag/Pol Konsensusvirus schlechter repliziert
als das Gag- oder Pol-Konsensusvirus. Die Ursache fir die in vitro reduzierte Infektiositat
konnte in der Natur der Konsensusviren selbst liegen, da es sich bei ihnen um artifizielle
Konstrukte handelt, deren Aminosauresequenz auf einer statistischen Wahrscheinlichkeit
beruht, und sie keine durch evolutionare Prozesse optimierte Virusvariante darstellen. Um zu
ermitteln, ob eine Punktmutation beispielsweise den CypA-Phanotyp des Virus verandert ist
die absolute Infektiositat des verwendeten Konsensus-WT jedoch nicht entscheidend.
Basierend auf diesem Ergebnis wurden die KK10-assoziierten Mutationen in das Gag-
Konsensusvirus eingebracht. Die unterschiedlichen Virusvarianten wurden auf ihre
Replikationskapazitat und ihren CypA-Phanotyp hin untersucht. Dabei zeigte sich, dass die
KK10-assoziierten Mutationen im Kontext des Gag-Konsensusvirus z.B. bezuglich der
Infektiositat und des CypA-Phanotyps keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den

jeweiligen NL4-3 Varianten aufwiesen (s. 4.4.2). So war beispielsweise die dramatische



Erhéhung der Infektiositat der escape Varianten durch die Kombination mit S473A genauso
nachweisbar wie die stark verminderte Infektiositat der RK-Variante. Dies bestatigt, dass die
Auswirkungen der KK10-assoziierten Mutationen auf die Infektiositdt von HIV-1, mit
moglicherweise einer Ausnahme, keine Besonderheit von NL4-3 sind. Fur die Variante SA
kdnnte genau dies zutreffen. Die Mutation Si73A vermittelt im Vergleich zum jeweiligen
Referenz-Wildtyp im Kontext des Gag-Konsensusvirus eine stark erhohte Infektiositat im
Vergleich zu der entsprechenden NL4-3 Variante (vergleiche Abb. 9 und 10 B). Trotz dieser
Beobachtung steht mit dem (Gag-) Konsensusvirus nicht nur ein geeignetes Modellsystem
zur Verfugung, die Auswirkung von escape oder auch Resistenzmutationen in Gag zu
untersuchen, sondern auch die Mdéglichkeit die Aussagekraft der ermittelten Ergebnisse flr
die vollstandige Population der clade B-Viren zu erhéhen. Wie oben beschrieben, ist dies
mdglich, weil der Verwandtschaftsgrad der Konsensussequenz mit einer beliebigen clade B
HIV-1 Quasispezies-Sequenz im Schnitt héher ist als dies bei einem anderen clade B HIV-1-
Laborstamm der Fall ware. Dies stellt einen groflen Vorteil bei der Verwendung des
Konsensusvirus gegenuber einem einzelnen HIV-1 clade B-Laborstamm dar. Dies ist zwar
eine allgemeinere Aussage, dafiur hat sie die groRere Vorhersagekraft. Fir eine
ausfihrlichere Darstellung der Konsensusviren wird auf die Dissertation von Sven

Breitschwerdt verwiesen (in Arbeit).

5.1.3 Hinweise auf den molekularen Mechanismus der CsA-Abhangigkeit
Unter 4.4.1 und 4.4.3 wurde der Frage nachgegangen, ob dem Phanotyp der vier als CsA-
abhangig beschriebenen Gag-Varianten TigsA, AxsE, GosD und RoesK ein gemeinsamer
molekularer Mechanismus zu Grunde liegen kénnte. Hierzu lieferte ein Ansatz belastbare
Hinweise, bei dem die in vivo kompensatorische Mutation S;7;A fur die escape Mutation
R264K mit den drei anderen Varianten kombiniert wurde (s. 4.4.1). Es zeigte sich, dass S73A
bei jeder dieser Mutationen die Infektiositat deutlich erhéhte und zu einer Wiederherstellung
der CypA-Abhangigkeit fliihrte, auch wenn fir die Variante A,E keine CsA-Abhangigkeit
demonstriert werden konnte (s.u. und 4.4.1). Somit erwies sich die in vivo Mutation S;73A
gleichsam als universeller Kompensator fir den CsA-abhangigen Phanotyp. Dies ist insofern
besonders bemerkenswert, da die vier Mutationen TigsA, AxuE, GaxD und RyeK nicht in
benachbarten Strukturen von p24 liegen. Die Mutationen TqgsA (Element der a-Helix 3 von
p24) und RyesK (Element der a-Helix 7 von p24) befinden sich im zentralen Bereich der N-
terminalen Halfte von p24, wohingegen die beiden anderen Mutationen (Ax4E und GxD) in
der CypA-Bindeschleife lokalisieren (Abb.23 A und B). Somit ermdglichen die p24-
Mutationen AosE und G,xD im Bereich der CypA-Bindeschleife zwar potenziell einen
Einfluss auf die Interaktion mit CypA, aber bedingt durch ihre Lage in der Tertiarstruktur von

p24 erscheint eine Interaktion mit der Aminosaure an Position 173 unwahrscheinlich



(Abb. 23 A). Die Aminosauren an den Positionen 186 und 264 wiederum befinden sich in
raumlicher Nahe zur Position 173 (Element der a-Helix 2 von p24), was eine direkte
Einflussnahme von S73A auf T1geA bzw. Rys4K vorstellbar macht (Abb. 23 B). Jedoch ist nach
wie vor nicht bekannt wie die Kompensation von der Mutation S473A vermittelt wird ebenso ist
weiter unbekannt wie der CsA-abhangige Phanotyp durch die beiden Mutation Uberhaupt

vermittelt wird.

% Helix 7 mit

-
* % Helix 2 mit S;75A

Abb. 23: Lokalisation der Mutationen mit CsA-abhangigen Phanotyp relativ zur sekundaren Mutation
S173A.

In A und B wird je die Lokalisation von zwei der Mutationen gezeigt die einen CsA-abhangigen Phanotyp
vermitteln (magenta) relativ zur universalen kompensatorisch wirkenden Mutation S73A (gelb). Die Berechnung
der Struktur erfolgte durch das Analyseprogramm Modeller, die graphische Darstellung mit PyMol.

Die escape Mutation RyeK ist zwar in vivo stark mit der Mutation Sy73A assoziiert, allerdings
haben Aberham et al. zwei Mutationen (V,1gA und A,3;T) beschrieben, die zumindest in vitro
in der Lage sind die Infektiositat der RK-Variante in Gegenwart von CypA zu erhdéhen '*. Die
Fahigkeit dieser beiden Mutationen, den durch R,s4K vermittelten Defekt zu kompensieren
war jedoch deutlich geringer als die von Si73A (s. 4.4.3). Gleichwohl konnten die Defekte der
Varianten T1geA, AxosE bzw. GosD ebenfalls durch V,4sA und / oder A,s; T in der Mehrheit der
Falle kompensiert und die CypA-Abhangigkeit des Wildtyps wiederherstellt werden. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen alterer Arbeiten ®%'?*. Somit ist S;75A in vitro nicht die
einzige, aber die effizienteste der bislang bekannten Mutationen zur universellen
Kompensation der CsA-abhangigen Varianten TqgeA, AxE, GasD und RoesK. Im Gegensatz

124919 erwies sich die Mutation A4E, wie weiter oben

zu bisher veroffentlichten Ergebnissen
erwahnt, in dieser Arbeit als nicht hinreichend zur Initiierung eines CsA-abhangigen
Phanotyps (Abb. 9, weiler Balken). Der hier beobachte Phanotyp, der durch die Mutation
A,4E alleine vermitteltet wird, gleicht dem der CypA-unabhéngigen Variante QVINA °. Beide
Varianten infizieren die GXR25-Zellen in Gegenwart von CypA und in Gegenwart von CsA
mit vergleichbarer Effizienz. Im Gegensatz zu der Variante QVINA ® weist die Variante AyE
(Abb. 9, schwarzer Balken) allerdings eine stark verminderte Infektiositat gegeniuber dem

Wildtyp NL4-3 auf. Trotz der gezeigten CypA-Unabhangigkeit von A4E lasst sich die



Infektiositat in Kombination mit beispielsweise S;73A deutlich steigern was auch mit einer
starken CypA-Abhangigkeit der kompensierten Variante einhergeht (Abb. 9, schwarzer und
weiler Balken). Eine mdgliche Ursache fir den hier beobachteten und von den Daten von
Aberham et al. abweichenden Phanotyp der Variante Ayx4E liegt moglicherweise im
Versuchsaufbau. Die Experimente von Aberham et al. wurden beispielsweise in CD4-

t '2* im Unterschied zu den in dieser Arbeit verwendeten

positiven HelLa-Zellen durchgefihr
CD4-positiven T-Zellen der Linie GXR25. Da die Arbeiten von Aberham et al. auch im
Kontext von NL4-3 durchgeflhrt wurden, ist ein auf das eingesetzte Virus zuriickgehender
Effekt relativ unwahrscheinlich. Somit konnten sowohl die Effekte der sekundaren
Mutationen V»,1gA und Aos;T als auch die der CsA-Abhangigkeit vermittelnden Mutationen
T1g6A UNd GosD in einem weniger artifiziellen System nachgewiesen werden (s. 4.4.3). Die
freie Kombinierbarkeit der sekundaren Mutationen mit den Mutationen TigsA, AxE, GasD
und RoesK, die fast immer eine Verbesserung der Infektiositdt und einen CypA-abhangigen
Phanotyp zur Folge hat deutet zusammen mit den Ergebnissen der CsA-Titration (s. 4.5) auf
einen sehr ahnlichen molekularen Mechanismus fur die reduzierte Infektiositat der Varianten
T186A, AcgE, GosD und Ry4K hin. Abgesehen von AxE unterscheiden sich die restlichen
drei Varianten lediglich in der CsA-Konzentration, bei der die Infektion am effizientesten
verlauft. Dies zeigt, dass es leicht unterschiedliche optimale CypA-/CsA-Konzentration fir die
Virusvarianten gibt. Die zugrundeliegende(n) Ursache(n) der Unterschiede lassen sich an
Hand der gezeigten Daten jedoch nicht ermitteln. Bei einer CsA-Titration der S;73A
kompensierten Varianten unterscheidet sich die in vivo dominante Variante SARK insofern
von den in vitro Varianten, als dass sie relativ zum 0 yM-Wert schwacher auf steigende CsA-
Konzentrationen reagiert, somit also weniger CypA-abhangig ist. Zusammenfassend
sprechen diese geringen Unterschiede jedoch daflir, dass der reduzierten Infektiositat der
vier Varianten héchstwahrscheinlich der gleiche grundsatzliche molekulare Mechanismus zu
Grunde liegt.

In diese Indizienkette flgt sich auch ein Experiment ein, das die immunsuppressiven Effekte
von CsA auf den CsA-abhangigen Phanotyp untersucht. Durch die Behandlung der Zellen
mit FK-506 wurde ein Einfluss der immunsuppressiven Eigenschaften von CsA auf die in
dieser Arbeit verwendeten GXR25-Zellen analysiert. Wie unter 4.6 beschrieben, ist FK-506
wie CsA eine niedermolekulare, immunsuppressive Substanz, die den gleichen Signalweg
inhibiert wie CsA, allerdings nicht an CypA bindet *"'** Die CsA-abhangigen Varianten
erfahren durch eine Behandlung der Zellen mit FK-506 weder eine Zunahme der Infektiositat
noch eine Wiederherstellung des CypA-abhangigen Phanotyps (s. 4.6). Somit kann eine
dominierende Rolle der immunsuppressiven Wirkung von CsA auf die Kompensation der
CsA-abhangigen Varianten mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Ferner

kann der fehlende Einfluss von FK-506 bei allen vier Varianten als weiterer Hinweis fir die



Annlichkeit des molekularen Mechanismus gewertet werden, der der CsA-Abhangigkeit zu
Grunde liegt. Unterstutzt wird diese Annahme durch eine Arbeit von Briggs et al., in der
FK-506 im Gegensatz zu CsA keine Auswirkungen auf die Infizierbarkeit von H9-Zellen mit
HIV-1 hat ™°. Diese Interpretation wird auch durch Arbeiten von Schneidewind et al. mit der
RK-Variante in einer Jurkat CypA knock out Zelllinie unterstutzt. Hier kann in Abwesenheit
von CsA eine erhdhte Infektiositat der RK-Variante gegenuber den CypA-positiven Kontroll-
zellen gezeigt werden ’. Eine weitere bedeutsame Méglichkeit zur Uberpriifung dieses Sach-
verhalts stellt die Infektion der Zellen in Gegenwart von Debio25 dar. Bei Debio25 handelt es
sich um ein nicht-immunsuppressives CsA-Analogon der Firma Debiopharm. Matsuoka et al.
zeigten, dass eine Kompensation CsA-abhangiger Varianten sowohl durch Inkubation mit
Debio25 als auch mit CsA vermittelt werden konnte '*°. Bedenkt man die verschiedenen
Ansatzpunkte all dieser Arbeiten, kann man davon ausgehen, dass die immunsuppressiven
Eigenschaften von CsA keinen nachweisbaren Einfluss auf den CsA-abhangigen Phanotyp
der untersuchten Virusvarianten haben.

Obwohl die Mutationen, die eine CsA-Abhangigkeit vermitteln, in zwei deutlich voneinander
getrennten Abschnitten von p24 liegen (s.0.), wirkten sowohl S;73A als auch V,1gA und Ays, T
universell als kompensatorische Mutation fir die CsA-abhangigen Varianten TqgeA, Ga6D
und Ry64K. FUr die Variante AxE konnte eine CsA-Abhangigkeit aus unbekannten Griinden
zwar nicht bestatigt werden, dennoch ist der Defekt der durch A,,E vermittelt wird eindeutig
mit S173A, V218A und Ax3; T zu kompensieren. Dabei gilt fir alle vier Defektvarianten, dass das
kompensatorische Potenzial der in vivo dominanten Mutation S473A deutlich gréRer als das
der in vitro Mutationen V3gA und Ay, T ist (Tabelle 9 und s. 4.4.1 bzw. 4.4.3). Eine
Behandlung der Zellen mit CsA zeigt zudem, dass mit einer Zunahme der Infektiositat immer
- auch bei AypE - eine Wiederherstellung der CypA-Abhangigkeit des Wildtyp-Virus
einhergeht. Die leicht unterschiedlichen CsA-Optima der Gag-Varianten in der Titration mit
CsA offenbarten keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Varianten TqgeA, Ga2eD
und RogsK, flr die eine CsA-Abhangigkeit demonstriert werden konnte. Darlber hinaus
konnte nach dem Einsatz von FK-506 und dem Vergleich mit ahnlichen Arbeiten - wie oben
beschrieben - ein Einfluss der immunsuppressiven Wirkung von CsA auf die untersuchten

Virusvarianten in den behandelten Zellen nahezu ausgeschlossen werden.



Tabelle 9: S;7;A vermittelt die beste Kompensation bei allen Defektmutanten

T1geA AzE G226D R264K
ohne -- - - - -
Si73A ++ +++ +++ +++
V1A + - ++ -
Aos7 T ++ +++ +
VaigA + Aggr T - + + +

Gezeigt ist das kompensatorische Potential einer sekundaren Mutation (Vertikale) wenn sie mit einer der
Defektvarianten (Horizontale) kombiniert wird. ,ohne“ demonstriert dabei die Infektiositat im Vergleich zum WT
(relative Infektiositéat; WT = 1) der Defektmutation-Variante alleine. Die Symbole kennzeichnen verschiedene
Abstufungen der relativen Infektiositat: +++ relative Infektiositat zwischen 0,61 und 1. ++ relative Infektiositat
zwischen 0,6 und 0,41. + relative Infektiositat zwischen 0,4 und 0,21. - relative Infektiositat zwischen 0,2 und

0,11. - - relative Infektiositat kleiner 0,11.

Zusammenfassend zeigt dieser Abschnitt, dass es belastbare Hinweise gibt, die daflr
sprechen, dass die CsA-Abhangigkeit von drei der vier Gag-Varianten auf einem
gemeinsamen Mechanismus beruht. Dass auch der Defekt von AyE beispielsweise durch
S173A kompensierbar ist, unterstitzt die Ansicht, dass es sich nicht um einen grundlegend
anderen Mechanismus handelt, auch wenn in der vorliegenden Arbeit keine Beteiligung von

CypA am Defekt von AxE gezeigt werden konnte.

5.1.4 Alternative Moglichkeiten zur Kompensation des Rys4K vermittelten
Defekts

Die Charakterisierung der verschiedenen Mutationen, die in den beschriebenen
Langzeitkulturen (s. 3.2.2.4) identifiziert wurden, erwiesen sich als ausgesprochen
aufschlussreich (s. 4.7.1) bei der Suche nach der molekularen Ursache des durch RygK
vermittelten Defekts. Durch in vivo Gag-Sequenzen aus den Arbeiten von Granier et al. und
Schneidewind et al. (s. 4.7.2) kann angenommen werden, dass es in sehr seltenen Fallen
auch in vivo zu Mutationen an den hier beschriebenen Positionen kommen kann %%,
Entsprechend war in beiden Arbeiten jeweils in einer der untersuchten Quasispezies die
Mutation To3V in Abwesenheit von S;;3A vorhanden. Die guten kompensatorischen
Eigenschaften von Tzl fur die RK- und RKLM-Variante sind in Abb. 15 A und B gezeigt.
Dies kann als Beleg daflr gewertet werden, dass es sich nicht um in vitro oder Zelllinien-
spezifische Effekte handelt. Auch die unterschiedlichen Substitutionen an Position Ags;
(Abb. 11 bzw. 15) und Vs (Abb. 11 und 12 bzw. 19) deuten darauf hin, dass nicht nur
verschiedene Varianten an der gleichen Position zulassig sein konnen, sondern diese

Substitutionen auch in vivo auftreten konnen ©

. Allerdings zeigen die Einzelvarianten der
,sekundaren“ Mutationen in den durchgefiihrten Untersuchungen zum Teil eine deutlich

geringere Infektiositat im Vergleich zum Wildtyp NL4-3 als die Variante SA (Tabelle 10).



Dieser Befund konnte als eine hinreichende Begriindung flr die in vivo Dominanz der S;73A
Mutation in Kombination mit R,s4K interpretiert werden, allerdings sollten die Ergebnisse aus
den GXR25-Zellen nicht ohne weiteres auf primare Zellen (PBMCs) Ubertragen werden.
Interessant wéare auch zu ermitteln, ob und zu welchem Anteil die alternativen
kompensierenden Mutationen durch deep sequencing in Patientenmaterial nachgewiesen

werden konnen.

Tabelle 10: Eigenschaften der alternativen sekundaren Mutationen

Si73A L4l N20eD Azs7E T3l
ohne +++ + ++ - +++
RoesK +++ ++ +++ +++ +++
Gezeigt ist die Infektiositdt im Vergleich zum WT (relative Infektiositat; WT = 1) von sekundaren

(kompensatorisch wirkenden) Mutation (Horizontale) alleine (,ohne*) oder wenn sie mit der Defektvariante RassK
(Vertikale) kombiniert werden. Die Symbole kennzeichnen verschiedene Abstufungen der relativen Infektiositat:
+++ relative Infektiositat zwischen 0,61 und 1. ++ relative Infektiositdt zwischen 0,6 und 0,41. + relative
Infektiositat zwischen 0,4 und 0,21. - relative Infektiositat zwischen 0,2 und 0,11. - - relative Infektiositat kleiner
0,11.

Wegen des sehr stark inhibierten Phanotyps der RK-Variante gehen Schneidewind et al.
allerdings davon aus, dass das Auftreten der R.eK Mutation zeitlich eng mit dem Erwerb der
kompensierenden Mutation (typischerweise Si73A) gekoppelt ist, auch wenn es auf Grund
der geringen Fallzahl nicht sicher belegt werden kann ’. Zudem fehlen weitere zugangliche
Studien um diese Aussage besser untermauern zu kénnen. Eine zeitgleiche Mutation an
beiden Positionen im selben Genom dirfte auf Grund der statistisch geringen
Wahrscheinlichkeit in vivo keine grof3e Rolle spielen. Somit sind ,sekundare® Mutationen im
Vorteil, die nur geringe Kosten bzw. geringe negative Einflisse mit sich bringen. Zudem ftritt
nicht jede Substitution an einer Position mit derselben Wahrscheinlichkeit auf, auch dann
nicht, wenn jeweils nur ein Nukleotid ausgetauscht werden muss. So wird das Auftreten der
R264K Mutation (AGA — AAA) in vivo gegenlber den selteneren alternativen Mutationen an
der Position Ry (s. 2.4.3.1) auch durch die Bevorzugung eines Austausches von Guanin
gegeniiber Adenin begiinstigt '°""'*"%?, Dieser Effekt kdnnte in vivo auch das Auftreten der
hier untersuchten Mutationen jeweils positiv oder negativ beeinflussen und so zur Dominanz
von S473A in vivo beitragen. Gleichwohl muss auch beachtet werden, dass zumindest ein Teil
der untersuchten kompensatorisch wirkenden Mutationen unter Umstinden gerade im
Kontext von NL4-3 besonders gut wirken koénnte. Dies sollte sich beispielsweise durch
Einbringen der jeweiligen Mutationen in das Gag-Konsensusvirus (s. 5.1.2) in einer ersten
Annaherung gut untersuchen lassen.

Die Untersuchung von in vivo Mutationen, die in Virussequenzen mit der R.eK escape
Mutation des KK10-Epitops, jedoch ohne Si73A, identifiziert wurden (s. 4.7.2), liefert keine

geeignete Erklarung fir das Fehlen der Mutation Si73A. Bestimmte Kombinationen der




untersuchten Mutationen erhéhen zwar die Infektiositat relativ. zum WT NL4-3, aber es
kommt zu keiner ausgepragten Wiederherstellung der CypA-Abhangigkeit, wie dies
typischerweise durch S;73A oder eine der unter 4.7.1 beschriebenen alternativen in vitro
kompensatorischen Mutationen der Fall ist. Hinzu kommt, dass die Infektiositat bei einzelnen
Varianten auch in Gegenwart von CsA zunimmt. Bedingt durch die relativ grof3e Streuung
der Messwerte handelt es sich hierbei jedoch eher um eine Tendenz. Moglicherweise ist eine
Reversion der CsA-Abhangigkeit in vivo auch nicht mehr zwingend erforderlich, sobald ein
gewisses Mall an Infektiositdt durch alternative, eventuell schon im founder Virus
vorhandene Mutationen gewahrleistet wird. Die durch den Wegfall der gegen das KK10-
Epitop gerichteten CTL-Antwort bedingten Vorteile fur das Virus Uberwiegen demnach die
Nachteile durch die suboptimale Kompensation des RysK-vermittelten Defektes. Der
nachweislich starke Immunselektionsdruck in vivo durch die gegen das KK10-Epitop
gerichtete CTL-Antwort ist im Einklang mit dieser Hypothese. Dies konnte in vitro mit Ko-
Kulturexperimenten von HLA-B*27-positiven GXR25-Zellen mit KK10-spezifischen CTLs
gezeigt werden . Da mit Wildtyp NL4-3 infizierte Zellen im Gegensatz zu mit der RK-
Variante infizierte Zellen von den CTLs lysiert werden kdnnen sank die Anzahl lebender, mit
Wildtyp NL4-3 infizierter GXR25-Zellen auf das Niveau der mit der RK-Variante infizierten
Zellen ab "™, In Fallen wie der viralen in vivo Sequenz F7148 ° wére eine Analyse der
Virusevolution auf jeden Fall interessant, um eine mogliche Etablierung der S;73A Mutation
(oder eine der hier vorgestellten alternativen in vitro Mutationen) im weiteren Verlauf der
Infektion zu verfolgen. Unabhéngig davon sind allerdings auch weitere Maoglichkeiten
denkbar. Beispielsweise konnte sich die Mutation S473A in Gegenwart bestimmter founder
Virus-Mutationen auch als nachteilig erweisen, da sie die Fitness des entsprechenden Virus
entweder direkt (z.B. Uber eine geringere Replikationskompetenz) oder indirekt
beeintrachtigt, indem sie zur Entstehung eines neuen CTL-Epitops im HLA-Kontext des
infizierten Individuums flhrt. Diese beiden Erklarungsversuche dirften allerdings nur in
vergleichsweise wenigen Fallen zum Tragen kommen und fligen sich somit in das Bild der

beobachteten in vivo Dominanz von S73A ein.

5.1.5 Analyse der p24-Strukturmodelle

Die mit Hilfe des homology modelling berechneten Modelle der p24 Struktur (s. 4.9, Abb. 21)
offenbaren keine auffalligen strukturellen Unterschiede der vier Varianten T1ggA, Go26D, AxosE
und Rye4K untereinander und gegentiber dem Modell der NL4-3 Struktur. Dies gilt auch fur
die mit den sekundaren Mutationen S73A, Ligal, NogsD, und Tzl in An- und Abwesenheit der
Mutation Rys4K (Abb. 21 und nicht gezeigte Daten). Dennoch kann dies eine Beteiligung
struktureller Anderungen am CsA-abhangigen Phanotyp bzw. der Wiederherstellung der

CypA-Abhangigkeit nicht vollstandig ausschlieen. Allerdings weisen die berechneten



discrete optimised protein energy (DOPE-) scores (Bewertung der Konformations-Energie
der p24-Varianten), die im Rahmen des homology modelling berechnet werden, bei keiner
der untersuchten Varianten auffallige Schwankungen auf. Derartige Schwankungen waren
ein Hinweis auf Veranderungen in der Proteinstruktur. Ferner bestatigen auch die durch |-
Tasser berechneten de novo Strukturmodelle von NL4-3, sowie den Varianten RK und
SARK, die Modelle nach dem homology modelling Verfahren, so dass es keine Hinweise fur
Konformationsanderungen auf Grund der analysierten Punktmutationen gibt. Darliber hinaus
ist keine der oben genannten Aminosduren an der Stabilisierung der Hexamerstruktur
beteiligt, die durch Wechselwirkungen von Aminosauren der a-Helices 1 und 2 mit
Aminoséuren der o-Helix 3 des benachbarten Monomers vermittelt wird 2°. Allerdings kann
eine veranderte Wechselwirkung mit CypA oder anderen p24-Interaktionspartnern, wie CypB
¥ oder TRIM50. * auf diese Weise nicht ausgeschlossen werden. Auch besteht die
Mdglichkeit, dass die Mutationen negative Auswirkungen auf die Struktur des Polyproteins
Gag Pr55 haben und so beispielsweise die Multimerisierung der immaturen Kapsidstruktur
behindern. Untersuchungen am Manson-Pfizer-Affenvirus, das, wie alle Retrovieren, wegen
des hohen Konservierungsgrads eine sehr ahnliche Gag-Struktur wie HIV-1 besitzt, kdnnen
in dieses bisher wenig untersuchte Feld Einblicke verschaffen . An der Bildung der
Hexamere im immaturen Kapsid sind demnach nur Interaktionen zwischen den C-terminalen
Domanen beteiligt, wohingegen Kontakte der N-terminalen Domanen im Bereich der a-
Helices 4 bis 7 bei inter-Hexamer-Interaktionen eine Rolle spielen. Interessanterweise ist die

33 Eine Rolle der hier untersuchten

Situation im maturen Kapsid genau andersherum
Mutationen im Reifungsprozess des Kapsids kann nach derzeitiger Datenlage nicht
ausgeschlossen werden, es wurden jedoch keine Hinweise in der Literatur gefunden das
nahelegen.

Nach aktuellem Kenntnisstand gibt es nur zwei Bereiche von p24, in denen Punktmutationen
einen CsA-abhangigen Phanotyp vermitteln kdnnen (s.0.). Dabei handelt es sich um die
CypA-Bindeschleife (Ax4E und GaosD) und um den zentralen Bereich mit den a-Helices 3
und 7 (T+4g6A und Rog4K) (Abb. 24 und 25). Die Bindung von CypA an die CypA-Bindeschleife

6 3% nicht aber von a-Helix 3

von p24 vermittelt Bewegungen der a-Helices 1, 2, 4 und
und 7, wo die Mutationen TigeA bzw. RyesK den CsA-abhangigen Phanotyp vermitteln.
Obwohl keine der beiden Mutationen eine Veranderung der Tertiarstruktur hervorzurufen
scheint (Abb. 21 und nicht gezeigte Daten), verandern sie den durch eine Bindung von CypA
induzierten Effekt derart, dass die Infektiositat des Virus reduziert wird (Abb. 9). Das gleiche
gilt fur die Mutationen Ax,E und G,,D in der CypA-Bindeschleife; im Bezug auf die in dieser
Arbeit nicht bestatigte CsA-Abhangigkeit der Variante A,»E sei nochmals auf 4.4.1 und
4.4.3 verwiesen. Die in-silico-Analysen geben auch hier keine Hinweise auf eine Anderung

der Tertiarstruktur (s. 4.9). Allerdings gibt es mehrere Mutationen im Bereich der CypA-



Bindeschleife die zum Teil einen gravierenden Einfluss auf die Interaktion von p24 mit CypA
haben, da hier nattrlich nicht nur die raumliche Struktur Ausschlag gebend ist sonder auch
die chemischen Eigenschaften der Aminosaureseitenketten. Beispielsweise wird fur die
Mutationen H,1sQ ein Einfluss auf die Struktur der CypA-Bindeschleife diskutiert '*° und eine
Mutation an Position 222 (P,,A) fuhrt zu einem vollstindigem Verlust der CypA-p24
Interaktion . Passend hierzu ist fiir die Aminosaure Ayy4 eine direkte Beteiligung an der
Interaktion mit CypA beschrieben '**. Desweiteren wurde fiir die Mutation AyE in vitro eine
Zelllinien-abhangige verschlechterte Interaktion von p24-Proteinen beschrieben, die in
Gegenwart von CsA oder in Kombination mit Po,,A partiell kompensiert werden kann 3 Uber
mdogliche Auswirkungen einzelner Punktmutationen im N-terminalen Bereich von p24 auf die
Bildung der p24-Penta- und -Hexamere bzw. der Kapsidstruktur insgesamt ist keine
eindeutige Aussage moglich. Fur die Kapsidbildung ist der N-terminale Teil von p24
(Aminosauren 127-277) zwar nicht zwingend notwendig ', jedoch kénnen Punktmutationen
in diesem Bereich die Zahl der gebildeten Partikel auch um den Faktor 20 senken '**. Da die
a-Helices 3 und 7 nach bisherigem Wissen jedoch nicht mit CypA interagieren und auch ihre
raumliche Position von CypA unabhangig ist, erscheint ein direkter Einfluss der Mutationen

T4186A und RyesK auf die Interaktion mit CypA als unwahrscheinlich.

< CypA-Bindeschleife
e
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VaigA

s

Helix 3 mit

Abb. 24: Beispiel fur die raumliche Unabhéngigkeit von Defektmutation (T1s¢éA) und kompensatorisch
wirkender Mutation (V21gA).

Auf der N-terminalen Domane von p24 (grin) ist die kompensatorisch wirkende Mutation V21gA (gelb) und die
CsA-abhangige Defektmutation T1gsA (magenta) markiert (s. 4.4.3). Die Berechnung der Struktur erfolgte durch

das Analyseprogramm Modeller, die graphische Darstellung mit PyMol.

Es konnten deutliche Hinweise gesammelt werden, dass die raumliche Lage der
kompensatorisch wirkenden Mutationen und der Defektmutationen TigeA, AxsE, GasD bzw.

R264K kein entscheidender Faktor zu sein scheint. Als Beispiel sei hier die Kompensation von



T1g6A (a-Helix 3) durch V,13A/M (CypA-Bindeschleife) aufgefiihrt (Abb. 24). Betrachtet man
jedoch die in vivo relevante RyeK-Mutation, so wird ersichtlich, dass alle in vitro gut
kompensierenden Mutationen in der Tertiarstruktur gegentber der a-Helix 7 angeordnet sind
(Abb. 25). Dies spricht dafir, dass diesem Bereich von p24 bei der Kompensation des Rye:K-
vermittelten Defekts erhebliche Bedeutung zukommt und die Lokalistation der
kompensatorisch wirkenden Mutationen nicht ohne Bedeutung ist. Zwar wurde nicht ermittelt,
ob Ligal, NogsD, Axs7T und Tazgl eine kompensierende Wirkung auf die drei in vitro CsA-
abhangigen Varianten haben, aber die Austauschbarkeit der kompensatorisch wirkenden

Mutation, die unter 4.4.1 und 4.4.3 gezeigt wird, lasst dies moglich erscheinen.

W Helix 7 mit

Helix 5 mit Ags; T

/ Helix 4 mit NyogD

’

Helix 3 mit L4g4l

Helix 2 mit S475A

Abb. 25: Gehauftes Auftreten der kompensatorischen Mutationen fiir die defiziente R264K Mutation in der
Region der a-Helices 2 bis 5 in der N-terminalen Halfte von p24.

Auf der N-terminalen Halfte von p24 (griin) sind die Positionen (gelb) markiert, an denen Punktmutationen eine
Kompensation des Rys4K vermittelten Defekts bewirken kénnen (s. 4.7.1). Die Berechnung der Struktur erfolgte

durch das Analyseprogramm Modeller, die graphische Darstellung mit PyMol.

Die hier diskutierten Daten lassen somit auf einen sehr dhnlichen Mechanismus fur den
Defekt bzw. die CsA-Abhangigkeit der vier Virusvarianten TigsA, AxuE, GasD und RoeK
schliefen. Genau in diesem Punkt liegt jedoch ein entscheidendes Problem: Gerade die
demonstrierte Austauschbarkeit der kompensatorisch wirkenden Mutationen macht es
schwer, ein grundlegendes Muster zu erkennen das zur Kompensation der Defekt-
Mutationen flihrt, da die Punktmutationen TigsA, AxuE, GosD und RuesK in der Tertidrstruktur

zum Teil weit voneinander entfernt sind. Basierend auf den beschriebenen und



recherchierten Daten lassen sich spekulative Uberlegungen anstellen. Beispielsweise kénnte
ein drittes unbekanntes (zellulares) Protein involviert sein, dessen Interaktionsbereich mit
p24 diese beiden o-Helices umfasst, und das auf nicht bekannte Weise die CypA-p24
Interaktion beeinflusst oder verandert. Eine Alternative zu diesen Uberlegungen wére, dass
die Bindung bzw. enzymatische Aktivitdt von CypA oder einem moglichen dritten
Interaktionspartner einen nachteiligen Effekt vermittelt, falls sich die p24-Sequenz in den a-
Helices 3 oder 7 mit T4gsA bzw. R.esK andert. Beispielsweise kdénnte es zu veranderten
Interaktionen mit den benachbarten a-Helices 2 bis 5 kommen. In dieses Bild fligen sich
sowohl die in vivo relevante S;7;3A Mutation als auch die unter 4.7.1 beschriebenen
alternativen in vitro kompensatorisch wirkenden Mutationen ein, weil sie sich auf exakt
diesen a-Helices befinden. Wie allerdings die beiden CsA-abhangigen Varianten Ax,E und
G26D mit in diese beiden Modelle passen, ist zum jetzigen Zeitpunkt allerdings noch unklar.
In den vergangenen beiden Jahren sind einige Publikationen erschienen, welche die hier
angesprochenen Mutationen in Bezug zu zellularen Proteinen abseits von CypA stellen und
ein tieferes Verstandnis der hier gezeigten Daten ermdéglichen. Zum einen wird fir einen Teil
der hier beschriebenen Mutationen ein Zusammenhang zu dem zellularen Restriktionsfaktor
TRIM5a (s. 5.2) hergestellt "% dem bisher bei HIV-1 vergleichsweise wenig Bedeutung
zugemessen wurde. Zum anderen wurden weitere Interaktionspartner fir die CypA-
Bindeschleife bzw. p24 identifiziert, die die Translokation des Kapsids in den Zellkern und
sogar die Integration des viralen DNA-Genoms in das Wirtszellgenom entscheidend mit
beeinflussen (s. 5.3) **4°. Desweiteren ist mittlerweile ein weiterer p24-Interaktionspartner
identifiziert worden, der wie oben spekuliert im Bereich der a-Helices 3 bis 5 bindet. In einer
kiurzlich erschienen Arbeit wurden zudem die hier vorgestellten Ergebnisse und Hypothesen

im direkten Zusammenspiel mit diesem Interaktionspartner bestétigt (s. 5.4) ™.

5.2 Veranderte Proteininteraktionen mit p24 bei Kapsidvarianten

5.2.1 HLA-B*27 | -B*57-assoziierte Mutationen und TRIM5a

Eine Reihe von Veréffentlichungen in den letzten Jahren demonstriert, dass es einen
Zusammenhang zwischen CypA und dem zellularen Restriktionsfaktor TRIM5a gibt
(s. 2.3.2.2). Dabei wurde gezeigt, dass einige Mutationen, die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit im Zusammenhang mit der Defektmutation RysK untersucht wurden (Si73A, Vai8A,
H210Q, 1223V, Maggl, T2soN, GossA; s. 4.4.1 und 4.7.2), auch die Sensitivitat gegenuber einer
Restriktion durch TRIM5a beeinflussen kénnen. Battivelli et al. zeigten an Hand von Viren
mit Gag/Pol Sequenzen aus unterschiedlichen Patientenisolaten, dass die Interaktion von

CypA mit dem viralen Kapsid die Sensitivitat gegeniber TRIM5a beeinflusst. Wird CypA



durch das nicht immunsuppressive CsA-Analogon Debio25 gehemmt, steigt in der Regel die

Sensitivitdt des untersuchten Virus gegeniiber TRIM5a °.

Diese Beobachtung steht im
Einklang zu der u.a. hier demonstrierten CypA-Abhangigkeit von HIV-1 (s. 4.4). Wie
eingangs erwahnt (s. 2.3.2.2) sind aber gerade Laborstdmme wie NL4-3 relativ TRIM5a-
resistent, weswegen die hier beschriebenen Effekt nicht alleine durch eine Anderung der
Sensitivitdt gegenliber TRIM5a erklarbar sein durften. Fir die Sensitivitat gegenuber
TRIM5a spielen zudem auch die jeweils exprimierten TRIM50-Allele eine Rolle *°'®°. Aus
den Ergebnissen ihrer Arbeit folgerten Battivelli et al., dass die Kapsidstabilitdt und die
Infektiositat der untersuchten HI-Viren von mindestens drei Faktoren abhangig ist: Der
spezifischen Sequenz des viralen Kapsids, der Anwesenheit von CypA und den exprimierten
TRIM5a-Allelen *°. Wie oben bereits angemerkt wurde konnte unabhéngig von CypA gezeigt
werden, dass mit dem escape des KK10- oder TW10-Epitops assoziierte Mutationen
Auswirkungen auf die Sensitivitdt gegeniber TRIM5a haben kdnnen. Dies wurde von
Battivelli et al. fir die Mutationen S;73A/T, V21gA, H219Q, 1223V, Maosgl, T24oN, GaossA, RogsK und
LossM demonstriert. Allerdings scheint der Einfluss dieser Mutationen auf die Sensitivitat
gegentber TRIM5a stark vom Kontext der individuellen Gag-Sequenz abzuhangen. Bei
einem TRIM5a-sensitiven Virusisolat kann die Reversion einzelner Mutationen zu einem
deutlichem Rickgang der Sensitivitat fihren, wohingegen die gleichen Reversionen bei
TRIM5a-resistenten Isolaten keine oder nur eine schwache Abnahme der Sensitivitat
gegeniiber TRIM50. bewirken '*®. Eine Vorhersage iber die TRIM5a-Sensitivitat eines Virus
auf Grund bestimmter Mutationen und der daraus resultierenden Infektiositat kann bisher
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nicht getroffen werden '*®. Diese Kontextabhangigkeit der Wirkung dieser Mutationen im

Zusammenhang mit TRIM5a steht allerdings im Widerspruch mit der Haufigkeit mit der diese
Mutationen in Viren HLA-B*27- bzw. -B*57-positiver Patienten nachgewiesen werden ®"%. In
einer weiteren Studie wurde untersucht, ob die Sensitivitdt gegentber TRIM5a bei HLA-
B*27- und -B*57-positiven Patienten einen Einfluss auf eine mogliche Kontrolle der HIV-
Infektion hat. Es konnte gezeigt werden, dass die TRIM5a-Sensitivitat eines Virus und die
Viruslast bei nicht virdmischen HLA-B*27- oder B*57-positiven Patienten (Controller) im
Vergleich zu HLA-B*27- oder B*57-negativen Patienten in einer signifikant negativen
Korrelation zueinander stehen '?’. Bei HLA-B*57-positiven Patienten dieser Studie wurde die
Sensitivitdt gegentber TRIM5a durch die dominante escape Mutation des TW10-Epitops
T,4oN vermittelt. Die assoziierten Mutationen im Bereich der CypA-Bindeschleife (H219Q, 1203V
und MyyeL/l) hatten bei den Isolaten dieser Studie in Gegenwart von T»4,,N keinen Einfluss
auf die Sensitivitat gegeniiber TRIM5a . Genauso wenig konnte unter 4.7.2 eine effiziente
Kompensation der RK-Variante durch diese Mutationen gezeigt werden. Ferner konnte bei

den Viren von HLA-B*27-positiven Patienten von Granier et al. keine signifikante Korrelation



zwischen spezifischen Mutationen und der TRIM5a-Sensitivitdt gezeigt werden, was hier
jedoch auch der geringen Patientenzahl in der Studie geschuldet sein kénnte. Jedoch
zeigten alle analysierten Viren dieser HLA-B*27-positiven Patienten grundsatzlich eine
erhdhte Sensitivitat gegeniiber TRIM50. '?. Die Autoren kamen deshalb zu dem Schluss,
dass die Sensitivitat der viralen Quasispezies gegeniber TRIM5a bei HLA-B*27-positiven
Individuen ein Faktor sein kann, der bei der Kontrolle der HIV-Infektion beteiligt ist "%’
Obwohl es fir die beobachteten Sequenz-abhangigen Auswirkungen der untersuchten
Mutationen noch keine Erklarung gibt, unterstreichen diese Ergebnisse, dass die gleichen
CTL-assoziierten escape Mutationen bzw. die jeweiligen begleitenden Mutationen sowohl
CypA-abhangige als auch TRIM5a-abhangige Effekte vermitteln kdnnen "°°*®'?"  Dies wird
im Detail fiir die HLA-B*57-assoziierte escape Mutation TN des TW10-Epitops gezeigt '#’.
Die Mutation T,4N verhindert zusammen mit GysA eine effiziente Bindung des TW10-
Epitops an HLA-B*57. Dabei vermittelt die Mutation T.,oN eine moderat verminderte
Replikationskapazitat, die mit einer erhdhten Abhangigkeit von CypA einhergeht "9, Granier
et al. konnten zeigen, dass die T,;,N Mutation eine Zunahme der TRIM5a-Sensitivitat
vermittelt und nicht nur die beschriebene CypA-Sensitivitat °. Jedoch kann diese Sensitivitat
gegeniiber TRIM50. durch die Mutation G,4sA kompensiert werden '?”. Dieses Beispiel zeigt
eindrucksvoll die vielfaltigen Auswirkungen, die ein starker Immunselektionsdruck, in diesem
Fall ein TW10-spezifischer CTL-Klon, erzeugen kann. Die Mutation G,4sA wurde zusammen
mit anderen Mutationen, die mit dem escape des TW10-Epitops assoziiert sind, in einigen
HIV-1 in vivo Sequenzen HLA-B*27-positiver Individuen identifiziert, die eine R,sK Mutation
in Abwesenheit der S;73A Mutation aufweisen. Zwar konnte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit kein Uberzeugender Anhaltspunkt fir eine effektive kompensatorische Wirkung der
TW10-assoziierten Mutationen fir die RK-Variante gezeigt werden, aber das schlie3t nicht
aus, dass diese Mutationen in vivo essentiell fir die betreffenden Viren sind. Dies konnte
auch eine in vivo Reduktion der TRIM5a-Sensitivitat einschlieen. In dem hier verwendeten
Versuchsaufbau, der mit NL4-3 bzw. NL4-3-Varianten arbeitet, wiirde ein derartiger Effekt
nicht auffallen, da es sich bei NL4-3 laut Granier et al. um ein relativ TRIM5a-resistentes
Virus handelt '¥. Zudem ist der Einfluss einer Punktmutation, wie oben bereits erwahnt, in
TRIM5a-resistenten Viren nur schwach oder gar nicht nachweisbar *°.

Die hier beschriebene doppelte Funktion von escape Mutationen (z.B.: T24,N) und ihren
assoziierten Mutationen (z.B.: Ga43A) in Bezug auf CypA und TRIM5a legt nahe, dass
TRIM5a trotz seiner geringen restriktiven Fahigkeiten gegenuber vielen HIV-1-Isolaten bei
der langanhaltenden Kontrolle von HIV-1 eine bisher unterschatzte Rolle spielen kdnnte.
Demnach kann TRIM5a die Entwicklung von escape oder assoziierten kompensatorisch

wirkenden Mutationen beeintrachtigt *’.



5.2.2 Effekte der CypA-p24 Bindung auf Translokation und Integration

Wie eingangs beschrieben interagiert das virale Kapsid nicht nur mit CypA. Um ruhende
Zellen effizient infizieren zu kdnnen muss HIV-1 die Kernmembran Gberwinden und bedient
sich dazu weiterer zellularen Proteine (s. 2.3.2.1). Schaller et al. konnten demonstrieren,
dass unter anderem das Kernporenptotein Nup358 an diesem Prozess beteiligt ist. Sie
konnten zudem zeigen, dass eine Hemmung von CypA die Abhangigkeit von Nup358
reduziert. CypA scheint demnach einen gewissen Einfluss auf die Wahl des vom HIV-1-

40 Darliber hinaus

Genom verwendeten Importmechanismus in den Nukleus zu haben
wurde gezeigt, dass das zytoplasmatische Protein CypA einen Einfluss auf den
Integrationsort des HIV-1-Genoms hat *°. Genome von HIV-1-Varianten, die CypA z.B. auf
Grund der p24-Mutation P,A nicht binden kdénnen integrieren an Loci hoherer
Transkriptionsaktivitat als Wildtyp HIV-1. Das gleiche gilt fur Wildtyp HIV-1 in Gegenwart von
CsA. Andere Mutationen, darunter die Kapsidmutation N»oD, vermitteln eine Integration an
Loci mit reduzierter transkriptioneller Aktivitat. Beide Situationen weisen in vitro im Vergleich
zum Wildtyp eine reduzierte Replikationskapazitat auf *°. Ubereinstimmend hiermit ist die
Infektiositat der Variante NsD gegeniber dem NL4-3 Wildtyp um ca. 60% vermindert
(s. 4.7.1). Die Tatsache, dass NyyD in vitro den von RyeK vermittelten Defekt kompensiert,
kénnte der Argumentationslinie von Schaller et al. folgend bedeuten, dass die Position R4
auf noch nicht bekannte Art und Weise indirekt mit der Wahl des Integrationslokus des HIV-
1-Genoms verbunden ist. Demnach koénnte der Defekt der RK-Variante zumindest teilweise
von einem ungunstigen Integrationsort des HIV-1-Genoms herriihren. Mit dem in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Assay zur Bestimmung der relativen Infektiositat der
verschiedenen Virusvarianten (s. 3.2.2.1 und 3.2.2.2), kann jedoch keine derart prazise
Aussage getroffen werden, da nur die Anzahl infizierter Zellen gemessen wird. Es wurde auf
Grund der zahlreichen analysierten Varianten nicht weiter untersucht wo im viralen
Replikationszyklus eine gegebene Punktmutation einen Block oder negativen Effekt
vermittelt (s. 5.1.1). Die Arbeit von Schaller et al. ist allerdings noch aus einem weiteren
Grund interessant. Es wurde gezeigt, dass ein chimares NL4-3 Virus (gag/pol von NL4-3;
env vom R5-tropen Stammes BA-L) mit der Gag-Mutation Ny,sD sowohl in HeLa TZM-bl
(Subzelllinie der humanen Zervixkarzinom-Zelllinie HeLa (CD4*, CCR5")) als auch in aus
primaren humanen Monozyten generierten Makrophagen (MDMs, monocyte derived
macrophages) nahezu replikationsinkompetent ist. Nachdem CCRS5-positive Zellen in der
Regel die primaren Wirtszellen von HIV-1 sind, kénnte dieses Ergebnis von Schaller et al.
erklaren, warum NygD in vivo nicht mit Rye4K assoziiert ist. Obwohl die NL4-3 Variante mit
NoosD on RyeK in der T-Zelllinie GXR25 (CD4*, CXCR4") deutliche kompensatorische
Eigenschaften fir den R,eK vermittelten Defekt aufweist, die durchaus mit denen der in vivo

auftretenden S;73A Mutation vergleichbar sind. Dieser Sachverhalt ist in 4.7.1 dargestellt. Es



ware interessant zu ermitteln, ob diese Variante bei Patienten mit X4-tropen Viren
nachzuweisen ist.

Neben Nup358 spielt auch das Protein Transportin 3 (TNPO3) eine wichtige Rolle bei der
Translokation des viralen Genoms bzw. beim geordneten Zerfall des Kapsids. TNPO3
bewirkt laut Shah et al. eine Destabilisierung des viralen Kapsids, die einer Kapsid-

t *® In Ubereinstimmung hierzu ist bei

stabilisierenden Wirkung von CypA entgegenwirk
einem TNPO3 knock down die Infektiositat von NL4-3 in Gegenwart von CsA um den Faktor
vier erhdht. Dies wird mit der Inhibierung der Kapsid-stabilisierenden Wirkung von CypA
durch CsA erklart *°. Die beobachtete reduzierte Infektiositit in Abwesenheit von TNPO3
wurde von Shah et al. zudem mit einer Rolle von TNPO3 bei der Integration des viralen
Genoms in Verbindung gebracht, da in Gegenwart eines Integraseinhibitors eine
Akkumulation von nicht integrierter proviraler DNA (2-long terminal repeat circels (2-LTR-
circles)) im Nukleus beobachtet wurde. Shah et al. zeigten auch, dass Mutationen an
Position 139 und 206 von p24 (Tq39l bzw. NypsD) nicht durch einen TNPO3 knock down
inhibiert werden. Auch ist die Variante mit der Mutation N»osD weniger empfanglich flr einen
TNPO3-vermittelteten Zerfall des Kapsids, obwohl sie keine Auswirkungen auf dessen
intrinsische Stabilitat hat *. Unter 5.1.4 wird die Fahigkeit einiger Mutationen (z.B.: NysD)
diskutiert den durch RyeK vermittelten Defekt in vitro vergleichbar gut zu kompensieren wie
die in vivo Mutation Sy73A (s. 4.7.1). In den hier genannten Arbeiten wird beschrieben, dass
vor allem die Mutation N,gD in vitro die Interaktion von p24 mit den Proteinen Nup358 und
TNPO3 beeinflusst und HIV-1 von diesen Faktoren weitgehend unabhangig macht %,
Damit ist jedoch auch verbunden, dass die R5-trope HIV-1 NyoeD-Variante in MDMs nahezu
nicht mehr infektios ist *°
in der hier verwendeten T-Zelllinien GXR25 im Vergleich zum WT bei 45% liegt (s. 4.7.1).

Dies deutet darauf hin, dass der Defekt von R,e:K Uber CypA nicht nur an den Zerfall des

. Wohingegen die Infektiositat der X4-tropen NL4-3 NoysD-Variante

Kapsids gekoppelt ist, sondern auch an die Prozesse der Translokation und der Integration
des viralen Genoms. Auf Grunde der gegenlaufigen Datenlage zu der Mutation NoyD in R5-
bzw. X4-positiven Zellen muss auch weiter untersucht werden, ob Zelltyp-abhangige Effekt

bestimmte Mutationen favorisieren.

5.2.3 Die Interaktion des cleavage and polyadenylation specificity factor
subunit 6 (CPSF6) mit dem viralem Kapsid

Die unter 5.2.1 und 5.2.2 aufgefiihrten und diskutierten Arbeiten liefern deutliche Hinweise,
dass das Kapsid nicht nur das virale Genom mit seinen assoziierten Enzymen schitzt,
sondern auch Uber die Interaktion mit Proteinen der Wirtszelle einen Einfluss auf

nachfolgende Schritte im Replikationszyklus von HIV-1 hat **“°. Bemerkenswerterweise



liegen alle Positionen flr Punktmutationen, die der vorliegenden Arbeit nach einen mit S73A
vergleichbaren kompensatorischen Effekt vermitteln kdnnen (s. 4.7.1), nicht auf der a-Helix 7
oder nahe der CypA-Bindeschleife, sondern in einer von den a-Helices 3 bis 5 gebildeten
Region (Abb. 26 A, gelb hervorgehobene Positionen: Ligs, Aczz, Toze, Und Nogg). Den
Ergebnissen der computergestitzten Strukturanalysen nach haben die untersuchten
Mutationen an diesen Positionen ebenso wenig einen Einfluss auf die dreidimensionale
Struktur von p24 (s. 4.9) wie die Defektmutation Rye,K. Die Ansammlung der Mutationen in
einer Region legt daher den Verdacht nahe, dass diese Region die Kontaktflache fir die
Bindung eines weiteren Proteins darstellt.

Tatsachlich konnte diese Vermutung 2012 von Price et al. bestatigt werden: Die a-Helices 3
bis 5 bilden die Kontaktflache fir die Bindung eines weiteren zelluldren Proteins, des
cleavage and polyadenylation specificity factors subunit 6 (CPSF6) ®°. In Abb. 26 B ist die
Positionierung der Interaktionsregion von CPSF6 (gelb) mit dem N-Terminus von p24 (grau)
gezeigt. Es wurde gezeigt, dass die Mutation NogsD zu einem totalen Verlust der Bindung von
CPSF6 an p24 fithrt "*'®""%2_ Price et al. identifizierten zudem fiinf weitere Mutationen, die
zumindest ahnliche phanotypische Auswirkungen haben wie NyD, darunter auch die
Mutation ToeA °. Im Gegensatz dazu wurde unter 4.7.1 eine stark ausgepragte
kompensatorische Wirkung fir Mutationen an diesen Positionen (N2gD bzw. Tosel) flir die
CsA-abhangige Defektvariante RogK gezeigt werden. Die unterschiedliche Rolle dieser
beiden Aminosauren bei der Interaktion mit einem neuen p24-Interaktionspartner spricht
daflr, dass der Rog4K-vermittelte Defekt in Zusammenhang mit CPSF6 stehen kénnte. Price
et al. zeigten ferner, dass eine Stérung der Interaktion von p24 mit CPSF6 durch NyyD einen
Verlust der Abhangigkeit von TNPO3 und Nup358 zur Folge hat "°. Passend dazu
berichteten Maertens et al., dass Mutationen in TNPO3, die eine Interaktion mit CPSF6
unterbinden, auch eine Infektion der Zellen mit HIV-1 erschweren '®. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen, die Schaller et al. in Bezug auf CypA machten *°, was ein Zusammenspiel
dieser Proteine zur Koordination von reverser Transkription, Translokation und Integration
nahe legt. Wenn der Rys4K-vermittelte Defekt mit einer veranderten Interaktion mit CPSF6
zusammenhangt und dieser Defekt mit einer CsA-Abhangigkeit einhergeht impliziert das,
dass die Ursache des Defekts in einer Stérung dieser drei Schritte des viralen

Replikationszykluses liegt.



S -
s + CypA-binding loop

\ \

0 Hiv-1 cAn
] CPSF6y5.47

Abb. 26: Dreidimensionale Darstellungen des N-Terminus von HIV-1 p24

A) Auf dem N-Terminus von p24 (griin) sind die Positionen (gelb) markiert, an denen Punktmutationen eine
Kompensation des RzesK vermittelten Defekts bewirken kdnnen (s. 4.7.1). Die Berechnung der Struktur erfolgte
durch Modeller, die graphische Darstellung mit PyMol. B) Gezeigt ist der Sequenzbereich (Aminosauren 313-327)
von CPSF6 (gelb) der die Interaktion zwischen CPSF6 und Aminosduren aus dem Bereich der p24 o-Helices 3

bis 5 des N-Terminus von p24 (grau) vermittelt. Abgewandelt nach Price et al. &

Diese Sichtweise wird durch die Arbeit von Rasaiyaah et al. unterstitzt, in der nicht nur die
Bedeutung von CPSF6 flr die frilhe Phase der Infektion bestatigt, sondern auch gezeigt
wird, dass die Rekrutierung von CypA und CPSF6 eine Evasionstrategie des Virus gegen
eine angeborene intrazellulare Interferon (IFN) Typ | Antwort der Zelle darstellt. Das Virus
tarnt sich demnach mit einer Hulle aus zelluldaren Proteinen und entgeht somit den
intrazelluldren PRRs. Die gleichen Proteine verwendet es, um die Translokationsmaschinerie
der Zelle nutzen zu kénnen '®*. Weiterhin konnte die Bindung der beiden Proteine PF-
3450074 und Nup153 im Bereich der CPSF6-Bindestelle gezeigt werden. PF-3450074 ist
eine niedermolekulare Substanz, die als moégliches Medikament in einem drug screening
Verfahren identifiziert wurde '® und als kompetitiver Inhibitor die Bindestelle fir CPSF6 auf
der Kapsidoberfliche blockiert °. Nup153 ist wie Nup358 Bestandteil eines
Kernporenkomplexes. Die Autoren, die diese Interaktion beschrieben, vertreten die Ansicht,
dass CPSF6 und Nup153 um die Bindestelle konkurrieren, was CPSF6 die Rolle eines
Restriktionsfaktors und nicht die eines Ko-Faktors zuschreibt '®®. An dieser Stelle sei
allerdings nochmals auf die Arbeit von Schaller et al. verwiesen, die eine Bindung von CypA
und der Cyp-Doméne von Nup358 beschreibt °. Da CypA schwacher an p24 bindet als
Nup358, kann CypA mdglicherweise von Nup358 verdrangt werden. Ahnliches ware auch fir

CPSF6 und Nup153 vorstellbar, kann aber nach derzeitiger Datenlage noch nicht bewiesen



werden. Im Gegensatz zum Wildtyp ist die Variante mit der N»osD Mutation nicht von Nup153
abhangig, sondern wie das feline Immundefizienzvirus abhangig von Nup155, was auf einen
alternativen Importmechanismus schlieRen lasst %.

Eine weitere Studie Uber die Funktion der Interaktion von CPSF6 mit p24 stellte sogar den
unmittelbaren Zusammenhang zu den Mutationen her, die in der vorliegenden Arbeit
analysiert wurden. Nachdem die oben genannten Arbeiten ein Zusammenwirken von CypA
und CPSF6 nahelegten und die Daten der vorliegenden Arbeit eine Kompensierbarkeit des
CsA-abhangigen Phanotyps mit Mutationen im Bereich der CPSF6-Bindestelle zumindest flr
die Variante R,eK belegen (s. 4.7.1), trugen Henning et al. erheblich zur Aufklarung der
Ursache des durch die escape Mutation RyeK vermittelten Fitnessdefekts bei. Dabei
fokussierte sich ihre Arbeit auf ein weiteres gemeinsames phanotypisches Merkmal der vier
CsA-abhangigen Varianten TqgeA, AxgE, GosD und Rye4K: Sie sind nicht mehr in der Lage

ruhende Zellen effizient zu infizieren 6710159

. Dabei ist jedoch anzumerken, dass dieser
Defekt nicht fiir alle Zelllinien /-typen zu gelten scheint '*"'°. Henning et al. zeigten auf, dass
N2oeD, Axs7T und Tasgl auch in anderen Zellsystemen eine Kompensation fir Rys4K und TqgeA
vermitteln '*°. Was einen Zelllinien-spezifischen Effekt der unter 4.7.1 gezeigten Daten
ausschliet. Ferner wurde auch der Befund von Price et al. bestatigt, dass diese
Kompensation mit einer vollstandigen (NogsD) bzw. partiellen (A3 T und Ta36l) Inhibierung der
Bindung von p24 mit CPSF6 einhergeht ">'*°. Auch fiir die Mutationen VsA und QuuH
wurde, analog zu den unter 4.7.1 gezeigten Daten, eine kompensatorische Wirkung fur den
RoesK vermittelten Defekt demonstriert, allerdings hatten beide Mutationen keinen Einfluss
auf die Bindung von CPSF6. Die gleiche Beobachtung wurde auch fir S173A gemacht: Auch
hier geht die Kompensation von RyeK (s. 4.4.1) nicht mit einer Inhibierung der p24-CPSF6
Bindung einher 1% Mit welcher Mutation eine Kompensation fir R,e:K oder T1goA auch erzielt
werden konnte, sie war immer zumindest mit einer erhéhten Fahigkeit verbunden, auch

ruhende Zellen infizieren zu kdénnen ™

° Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die
Austauschbarkeit der kompensierenden Mutationen S;73A, V1A und Ay, T demonstriert
(s. 4.4.1), was die Vermutung nahe liegen lie3, dass die alternativen Mutationen, wie z.B.:
N2geD, nicht nur fir RoesK kompensatorisch wirken koénnten. Im Zuge dieser Experimente
demonstrierten Henning et al. auch, dass die Bindungen von CypA und CPSF6 offenbar
unabhangig voneinander stattfinden, da eine Bindung von CPSF6 in den verwendeten HelL a-
Zellen weder durch CsA noch einen CypA knock down verhindert werden konnte '°.
Allerdings ist anzumerken, dass in HelLa-Zellen Tests auf CypA-Effekte nicht immer die

7. So konnte

gleichen Ergebnisse liefern wie beispielsweise in Jurkat- oder GXR25-Zellen
von Henning et al. in HeLa-Zellen weder fir den WT noch fir kompensierte RKLM-Varianten

die beschriebene Abhangigkeit von CypA festgestellt werden, wohl aber in Jurkat-Zellen **°.



Eine Rekrutierung von CPSF6 durch CypA ist nach momentanem Wissensstand deswegen
noch nicht sicher auszuschlie3en.

Die sekundaren Mutationen fir die CsA-abhangigen Varianten lassen sich somit in zwei
Gruppen einteilen. Die erste Gruppe wirkt demnach Uber eine Beeintrachtigung der Bindung
von CPSF6 (NxsD und Ays;T), die zweite Gruppe kompensiert offenbar die negativen
Auswirkungen der Mutation R,e:K, ohne die Bindung von CPSF6 an p24 zu beeintrachtigen
(S173A, Va1gA, Tazel und QuasH) *°. Eine kompensatorische Wirkung dieser Mutationen fiir den
Defekt der RK-Variante, die auch immer eine Wiederherstellung des CypA-abhangigen
Phanotyps bewirkte (s.4.4.1 und 4.7.1), konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls
demonstriert werden. Der zu Grunde liegende Defekt ist nach allen Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit in Ubereinstimmung zu Henning et al. bei den vier untersuchten
Defektvarianten (T1geA, AoxaE, G2D und Rye4K) sehr ahnlich (s. 4.4 bis 4.7). Die oben
beschriebenen Gruppen an kompensatorisch wirkenden Mutationen weisen auf eine
theoretische Flexibilitat des Virus bei der Interaktion mit seinen zellularen Ko-Faktoren hin,
die jedoch in vivo in der Regel nicht beobachtet wird. Zudem ist trotz dieser Fllle an neueren
Erkenntnissen der Mechanismus, der dem Fitnessdefekt der CsA-abhangigen Varianten zu
Grunde liegt, weiterhin ungeklart. Es muss aber angenommen werden, dass die CsA-
abhangigen Varianten schwerwiegenden Stérungen beim komplexen Zusammenspiel von
reverser Transkription, Translokation und Integration unterliegen **"%*'° Mgglicherweise
kommt es zudem als Folge daraus zu einer Induktion von antiviralen Antworten der Zellen

durch die Aktivierung von PRRs, wie es von Rasaiyaah et al. beschrieben wurde ",



5.2.4 Schematisches Modell der p24-Proteininteraktionen

In Abb. 27 ist ein zusammenfassender schematischer Uberblick der Interaktionen von p24
mit seinen zellularen Ko-Faktoren gegeben. CypA bindet im Zytoplasma an die CypA-
Bindeschleife **; an der Kernmembran bindet Nup358 (iber seine Cyp-Doméne an die CypA-
Bindeschleife und verdrangt mutmafilich auf Grund seiner grofleren Bindungsaffinitat das
zytoplasmatische CypA “°. Unabhangig von CypA bindet CPSF6 im Bereich der a-Helices 3
bis 5 an p24. Ob es zu einer Interaktion zwischen CypA und CPSF6 kommt ist noch

unbekannt 7%1%°

. Allerdings sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und von
Henning et al. dafiir, da Mutationen wie R,s,K oder N,osD phanotypische Effekte vermitteln,
die beide p24-Interaktionspartner betreffen (s.5.2.3 "*'%). Auch ist nicht abschlieRend
geklart ob es zwischen p24 und TNPO3 zu einer direkten Interaktion kommt oder ob die

Interaktion indirekt (iber CPSF6 vermittelt wird >¢°.

Nup358

/ o

p24

. .
4mmmm) Direkte Interaktionim Zytoplasma

Direkte Interaktion an der Kernmembran

<> Direkte Interaktion

Abb. 27: Schematisches Modell der p24-Proteininteraktionen

Direkte Interaktionen zwischen p24 und einem anderen Protein werden durch dicke Pfeile gekennzeichnet.
Dabei wird unterschieden ob die Interaktion im Zytoplasma stattfindet (schwarze Pfeile) oder an der den Poren
der Kernmembran (grauer Pfeil). Eine mdégliche Interaktion zwischen zwei Interaktionspartnern von p24 ist durch
einen dunnen Pfeil angedeutet. Interaktionen die noch nicht sicher belegbar sind durch rote Fragezeichen

kenntlich gemacht.



6. Zentrale Aussagen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei wichtige Aspekte erarbeitet:

1) Die in Patientenisolaten (in vivo) relevante sekundare Mutation S473A kompensiert in vitro
alle als CsA-abhangig bekannten Varianten (,universeller Kompensator®). In eingeschrank-
tem Malf gilt dies ebenfalls fur V,1gA und Ay3;T. Dies demonstriert, dass es sich nicht nur um
mehrere Mutationen handelt, die zu einem ahnlichen Phanotyp flhren, sondern dass die
Mutationen TigsA, AxE, GsD und RyesK den gleichen molekularen Mechanismus
beeintrachtigen.

2) Es wurden mehrere, noch nicht beschriebene, kompensatorisch wirksame Mutationen fur
die RK-Variante identifiziert, die in vitro in ihrer Wirkung mit der S;73A Mutation vergleichbar
sind und ebenfalls eine Wiederherstellung der CypA-Abhangikeit vermitteln.

3) Die computergestitzten Berechnungen der Kapsidvarianten lieferten keine Anhaltspunkte
dafur, dass die untersuchten Mutationen die Proteinstruktur von p24 verandern und zeigten
zudem, dass die wirksamsten der alternativen kompensatorischen Mutationen in der Region
der p24 o-Helices 2 bis 5 liegen.

Dies flhrt zu der Hypothese, dass dieser Bereich eine mdgliche Bindestelle fir einen
weiteren HIV-1 Ko-Faktor darstellt, der entweder Uber eine direkte Interaktion mit CypA oder
indirekt an der Generierung des CsA-abhangigen Phanotyps der RK-Variante beteiligt ist.
Mittlerweile konnte von Price et al. mit CPSF6 ein Faktor identifiziert werden, der diesen
Effekt vermittelt °. Unterstiitzt wird dies durch Daten von Henning et al., die zeigen, dass die
hier untersuchten alternativen kompensatorischen Mutationen einen inhibierenden Einfluss
auf die Interaktion mit CPSF6 ausiiben . Die zitierten Arbeiten unterstreichen, dass die
vorgestellten Daten sowohl einen Beitrag zu einem besseren Verstandnis der vielfaltigen
Funktionen des viralen Kapsids leisten kdnnen, als auch helfen Angriffspunkte fir neuartige
antiretrovirale Medikamente zu identifizieren.



7. Ausblick

Einige neue Erkenntnisse, die im Laufe der vergangenen zwei Jahre publiziert wurden
unterstitzen und bestatigen manche der in der Diskussion aufgestellten Hypothesen und
Uberlegungen. Dies gilt vor allem fiir die Entdeckung von CPSF6 als p24-Interaktionspartner
und der Beschreibung der CPSF6-Bindestelle in der Region der a-Helices 3 bis 5 von p24 ™,
aber auch fur die unter 5.1.2, 5.1.3 und 5.2.4 beschriebenen kompensatorisch wirkenden
Mutationen fir den R,sK vermittelten Defekt aus dem Bereich der CPSF6-Bindestelle
(s. 4.7.1 und ™). AuBerordentlich wichtig ist daneben auch die Erkenntnis, dass CypA und
CPSF6 Interaktionspartner von Kernporenproteinen sein kénnten ***°. Dadurch zeichnet sich
ab, dass Vorgange im Zytoplasma und die Struktur des viralen Kapsids einen mafigeblichen
Einfluss auf den Vorgang und den Mechanismus der Translokation und indirekt sogar auf
nukleare Prozesse wie die Integration des viralen Genoms in das Wirtszellchromatin haben
%8 Diese Prozesse sind iiber das Kapsid an weitere essentielle virale Prozesse gekoppelt,
wie beispielsweise die reverse Transkription, die ihrerseits von einem geordneten Zerfall des
Kapsids abhangig ist '®. Es handelt sich also um ein (iberaus komplexes Zusammenspiel
zellularer und viraler Proteine, das zudem mehrere Abschnitte des viralen Replikations-
zykluses betrifft. Bedingt durch diese Komplexitat ist es nicht weiter verwunderlich, dass
auch mit den neuen Informationen aus der Literatur und der vorliegenden Arbeit die Frage
nach dem eigentlichen Mechanismus der CsA-Abhangigkeit noch nicht abschlieRend
beantwortet kann. Hierbei konnten sich jedoch Untersuchungen zu den seltenen p24-
Varianten RyeA/G/IQ/T " bzw. AxpuV (s. 4.7.1 und ') als hilfreich erweisen, fiir die im
Unterschied zu Ry4K und Ay4E in der Literatur keine CsA-Abhangigkeit beschrieben wurde.
Auch die Frage nach Interaktionen zwischen CypA und CPSF6 ist zurzeit noch nicht
zufriedenstellend geklart. Bis jetzt ist nur die jeweils unabhangige Bindung von CypA und
CPSF6 an p24 bekannt "*°. Es ist allgemein anerkannt, dass die Wechselwirkung zwischen
CypA und p24 einen Einfluss auf die Stabilitit des Kapsids hat, auch wenn es
widerspriichliche Ansichten dariiber gibt ob es stabilisierende * oder destabilisierende (*°
Effekte sind. Die Kapsidstabilitdt von HIV-1 ist ein streng regulierter Prozess, der durch
zellulare Enzyme positiv oder negativ modelliert werden kann. Bei einem replikationsfahigen
Virus wie z.B. NL4-3 oder einem dominantem Patientenisolat-Virus besitzt das Kapsid eine
Aminosauresequenz die eine optimale Stabilitdt bietet. Wird dieses Gleichgewicht aus
stabilisierenden und destabilisierenden Einflissen gestoért (Mutationen, Hemmung oder
knock down von Ko-Faktoren) koénnen diese Auswirkungen eventuell durch
kompensatorische wirkende Mutationen wieder ausgeglichen werden. Jedoch erreichen
selbst gut kompensierte Varianten zumindest in vitro im Vergleich zu einem Referenzvirus
selten das Optimum (vergleiche beispielsweise 4.7.1: NypD on Rys4K und Sq73A on RyeK mit

dem WT NL4-3). Die in dieser Arbeit und auch von Henning et al. demonstrierte



Austauschbarkeit der kompensatorisch wirkenden Mutationen fir den durch R,eK
vermittelten Defekt legt den Eindruck nahe, dass beide Enzyme Teil des gleichen Prozesses
sind. Unterstutzt wird diese Annahme durch die Abhangigkeit von HIV-1 von Nup358 und
TNPO3, die sowohl durch CypA als auch CPSF6 vermitteltet wird “>'*°. Uber die genauen
Mechanismen ist allerdings auch hier noch wenig bekannt. Weitere Interaktionsstudien, vor
allem mit den CsA-abhangigen Varianten kénnten hier weitere Erkenntnisse liefern. Durch
den knock down weiterer Bestandteile von Kernporenkomplexen oder pull-down-Assays
konnten zudem zusétzliche oder alternative Interaktionspartner fir Wildtyp-p24 oder fir die
in dieser Arbeit vorgestellten p24-Varianten identifiziert werden. Desweiteren erscheint es als
bedeutsam, die einzelnen Varianten in verschiedenen Wirtszellpopulationen auf ihre
Infektiositat hin zu untersuchen, um das dominante Auftreten der SARK-Variante in vivo
besser zu verstehen. Vor allem Untersuchungen mit Makrophagen-artigen Zellen und der
Population der CCR5-positiven T-Helferzellen kénnten wichtige Erkenntnisse liefern. Auch
bioinformatische bzw. -physikalische Ansatze sollten in Betracht gezogen werden, um mehr

Informationen Uber die Natur der Interaktion von p24 mit CypA und/oder CPSF6 zu erhalten.
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App. 1: Sequenzunterschiede von Gag NL4-3 zu einem Konsensus Gag.

Gezeigt ist die Aminosauresequenz von NL4-3. Dick gedruckte Aminosauren markieren eine Position, die einem
vielfachen von zehn entspricht. In der Konsensussequenz sind Unterschiede zu NL4-3 durch die
Konsensusaminosaure an der entsprechenden Position kenntlich gemacht (K14R, Q2sK, lg2V, VesT, DosE, D1o2E,
N125S, HosoN, GaaoA, P373S, la7sM, KagoR, SaesN). Entsprechend implizieren Punkte eine Ubereinstimmung in der

Aminosauresequenz zwischen der NL4-3 Sequenz und der Konsensussequenz.
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App. 2: Sequenzunterschiede von Pol NL4-3 zu einem Konsensus Pol.
Gezeigt ist die Aminosauresequenz von NL4-3. Dick gedruckte Aminosauren markieren eine Position, die einem vielfachen von zehn entspricht. In der Konsensussequenz sind
Unterschiede zu NL4-3 durch die Konsensusaminosaure an der entsprechenden Position kenntlich gemacht (Qzs7K, C317S, Y336C, M33gV, Raz2K, Vaasl, Ks13R, Ise0V, V7srl, Vs2sl, lgssV,

Vaaol). Entsprechend implizieren Punkte eine Ubereinstimmung in der Aminosduresequenz zwischen der NL4-3 Sequenz und der Konsensussequenz.
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