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1 Einleitung

1.1 Allgemeines iiber humane Immundefizienzviren
1.1.1 Epidemiologie

Im Jahr 1981 erschienen Berichte iiber Falle in New York und Los Angeles,
bei welchen gehauft todlich verlaufende opportunistische Infektionen auf-
traten |58, 23]. Betroffen waren besonders intravents Drogenabhéngige und
Empfanger von Blutprodukten. Die Betroffenen zeigten Symptome eines
defekten Immunsystems. Alle Patienten waren anerg und lymphopen [23].
Die neue Erkrankung war assoziiert mit Pneumocystis-jiroveci-Infektionen
und Candidiasis. Auch Zytomegalievirusinfektionen und Kaposi-Sarkome
wurden beobachtet. 1982 wurde dieses Krankheitsbild von der Weltge-
sundheitsorganisation unter dem Namen Aquired immunodeficiency syn-
drome (AIDS, dt: erworbenes Immundefizienzsyndrom) zusammengefasst.
Im darauf folgenden Jahr wurde zum ersten Mal aus dem Serum eines Pa-
tienten mit Immundefizienzsyndrom ein T-lymphotropes Virus isoliert [3].
Dieses Virus wurde spéter als Humanes Immundefizienzvirus Typ 1 (HIV-
1) der Familie der Lentiviren zugeordnet [11]. Ebenfalls im Jahr 1986 wurde
ein verwandtes Virus isoliert [10], das iiberwiegend in Westafrika und In-
dien vorkommt. Dieses wurde als HIV Typ 2 bezeichnet [38].

Seither hat sich HIV weltweit verbreitet. Im Jahr 2009 waren 33,3 Millionen
Menschen Trager des HI-Virus. Die Weltgesundheitsorganisation schatzt
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2,6 Millionen Neuinfektionen und 1,8 Millionen AIDS-Tote im Jahr 2009
[59]. Damit ist AIDS an siebter Stelle der Todesursachen weltweit. Eine
Therapie ist bis heute nur fiir einen kleinen Teil der Weltbevolkerung zu-
ganglich. Die 1996 eingefiihrte Kombinationstherapie aus mindestens drei
verschiedenen antiretroviralen Medikamenten steigerte die Uberlebenszeit
der behandelten Patienten erheblich [42]. Derzeit werden hauptséchlich
Inhibitoren der viralen Enzyme reverse Transkriptase und Protease zur
Therapie eingesetzt. Eine Heilung ist bisher nicht moglich, da das Virus
sein Genom in das der Wirtszelle integriert und in langlebigen Gedécht-

niszellen persistiert.

1.1.2 Abstammung

Der Mensch ist nicht der urspriingliche Wirt der Immundefizienzviren. Die
HI-Viren entstanden durch Speziestransfer von infizierten afrikanischen Af-
fen auf den Menschen. Affenimmundefizienzviren 16sen in ihren natiirlichen
Wirten sehr selten AIDS aus, auch wenn die Viruslast im Serum sehr hoch
ist [25]. Durch Sequenzanalysen konnte gezeigt werden, dass HIV-1 vom
Schimpansen auf den Menschen tibertragen wurde [21|. HIV-2 ist von der
afrikanischen Rauchgrauen Mangabe auf den Menschen iibergetreten [27].
In freier Wildnis ist diese Art zu 40 Prozent mit Affenimmundefizienzviren
(SIV) infiziert. Inzwischen wurden Lentiviren aus tiber 40 verschiedenen

Primatenarten isoliert.
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1.1.3 Replikationszyklus

HIV infiziert Immunzellen, die den CD4-Rezeptor tragen, vor allem T-
Lymphozyten und Makrophagen. Uber das Glykoprotein 120 (gp120) bin-
det das Virus an den CD4-Rezeptor [36]. Als Korezeptoren fungieren CCR5
2] und CXCRA4 [16]. Nach dem Eintritt des Virus in die Wirtszelle beginnt
die reverse Transkriptase die virale RNA in doppelstringige DNA umzu-
schreiben. Die virale DNA wird in das zelluldre Genom integriert und als
Provirus bezeichnet [15]. Die zellulire RNA-Polymerase 11 beginnt nach
der Integration mit der Transkription der viralen Gene. Die viralen Hiill-
proteine, die Vorlauferproteine des Gruppen-spezifischen Antigens (Gag)
und der Polymerase (Pol) und ungespleifte RNA-Molekiile lagern sich an
der Zellmembran an und formieren sich zu einem neuen Virus. Wahrend
des Zusammenbaus werden die regulatorischen Proteine Negativer Faktor
(Nef), Virales Protein R (Vpr) und Viraler Infektivitédtsfaktor (Vif) inkor-
poriert. Die Knospung erfolgt von der Zelloberflache unter Mitnahme der
Plasmamembran als Virushiille. Erst nach der Knospung reift das Virus
aus. Dabei spaltet die HIV-Protease die Gag- und Pol-Vorlauferproteine,
was zu Umlagerungen und zur Ausbildung des reifen Kapsids fiihrt [19].
Das kegelformige Kapsid besteht aus p24-Proteinen. Es enthélt die viralen
Enzyme reverse Transkriptase, Integrase, Protease und die regulatorischen
Proteine Nef, Vpr und Vif. Dariiber hinaus enthélt das Kapsid zwei Kopien
einzelstrangiger Plusstrang-RNA, die Nukleokapsidproteine p7 und p9 und
das Protein Cyclophylin A (CypA)[18]. CypA ist ein zelluldres Protein, das
ubiquitdr vorkommt. Es gehort zur Familie der Hitzeschockproteine [17].
Hitzeschockproteine sind Eiweisse, die anderen Proteinen bei der Faltung

oder bei der Erhaltung ihrer Sekundarstruktur unter Extrembedingungen,
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Abbildung 1.1: HIV-Partikel: HIV hat einen Durchmesser von 100 nm und wird von einer
Phospholipidmembran umhiillt. Die Lipidhiille enthalt das Transmembran-
protein gp41 mit dem Protein gp120 und ist innen mit p17 Matrixproteinen
ausgekleidet. Das kegelformige Kapsid enthélt zwei Kopien einzelstrangiger
Plusstrang-RNA, die regulatorischen Proteine Nef, Vpr und Vif und das zel-
luldre Protein Cyclophylin A (CypA). Desweiteren enthélt das Kapsid die
viralen Enzyme reverse Transkriptase, Integrase und Protease. HIV: Huma-
nes Immundefizienzvirus. (US National Institute of Health, modifiziert)

wie Hitze oder Ultraviolettstrahlung, helfen.

1.2 Die Rolle von Cyclophylin A fiir die virale
Replikation und Infektiositat

CypA wird von HIV-1 und einigen SIV eingebaut und fiir deren volle In-
fektiositdt bendtigt 6, 26, 50].
Der Einbau von CypA in das Viruspartikel erfolgt iiber eine Interakti-
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Abbildung 1.2: HIV-1-Genom: 5-LTR: 5-Long terminal repeat, gag: Gruppen-
spezifisches Antigen, pol: Polymerase, enthélt Protease (PR), reverse Tran-
skriptase (RT) und Integrase (IN), tat: transactivator of transcription, vif: vi-
ral infectivity factor, vpr: viral protein R, vpu: viral protein U, env: Envelope-
protein, enthélt Glykoprotein 120 und Glykoprotein 41, rev: regulator of ex-
pression of virion proteins, nef: negativer Faktor, 3’-LTR: 3’-Long terminal
repeat with U3 region.

on mit dem Gag-Protein, welches das Kapsid bildet. Es wird etwa ein
CypA-Molekiil pro zehn Gag-Molekiile eingebaut [18]. Mutationen in der
CypA-Bindungsstelle fithren zu einer wenig effizienten Virusvermehrung in
humanen Zellen [18]. Neuere Studien zeigen, dass die Interaktion mit dem
Kapsid fiir die Infektiositdt von Bedeutung ist [26, 50]. Dies mag daran
liegen, dass die CypA-Bindungsstelle am Kapsid wahrscheinlich zellularen
Restriktionsfaktoren als Erkennungssequenz dient [55, 51]. Dies wiirde gut
eine verminderte Infektiositdt unter CypA-Mangel erkldaren, denn dabei
ware die Bindungsstelle frei fiir Restriktionsfaktoren. In vitro Infektion von
CypA-defekten Jurkatzellen zeigte eine verzogerte Replikation von HIV-1.
Die Replikation war um das 100- bis 1000-fache reduziert. Hingegen war
die Replikation von HIV-2, welches kein CypA einbaut, unbeeintrachtigt
|7].

Desweiteren zeigten Braaten et al. [5], dass CypA fiir die effiziente DNA-
Synthese in infizierten T-Zellen benotigt wird. Sie konnten keine Defekte

bei der RNA-Synthese, bei der Translation oder bei der Proteinprozessie-
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rung feststellen. Auch der Zusammenbau der Partikel ist unbeeintréichtigt.
Die Aktivitdt von CypA kann durch Cyclosporin A (CsA) gehemmt wer-
den. CsA ist ein Immunsuppressivum und bindet an CypA. CsA reduziert
die Infektiositdt von HIV-1 sowohl wahrend der Virusproduktion als auch
wéahrend der Infektion der Zielzelle. Sokolskaja et al. [52] wiesen nach, dass
die Reduktion der Infektiositdt durch CsA wahrend der Virusproduktion
unabhéngig von CypA ist. Bei Virusproduktion reduziert CsA das Virus-
assoziierte gp120 und gp41 und erschwert damit die Infektion einer neuen
Zelle |52]. Zusammenfassend kann man sagen, dass CsA an zwei Stellen
auf die Infektiositéit wirkt: zum Einen bei der Virusproduktion durch Re-
duktion der Glykoproteine und zum Anderen wéihrend der Infektion iiber
Hemmung von CypA.

Im néchsten Absatz soll ein virales Protein vorgestellt werden, das eben-

falls zu einer Steigerung der Infektiositéat von HIV beitragt.

1.3 Uberblick iiber die Funktionen des negativen
Faktors

Nef ist ein viraler Faktor, der wichtig fiir die virale Vermehrung ist. Rhe-
susaffen, die mit nef-defekten Viren infiziert waren, zeigten eine 100- bis
1000-fach geringere Viruslast als Tiere, die mit dem Wildtypvirus infiziert
waren. Ausserdem zeigten sie keine Progression zu sAIDS (engl.: simian
AIDS). Auch der fiir lange Zeit asymptomatische Verlauf bei Patienten,
die mit nef-defekten HI-Viren infiziert sind, ist durch eine persistierende
hohe CD4-Zellzahl und eine niedrige Viruslast gekennzeichnet [13, 32]. Im

Vergleich dazu ist die Infektion mit Wildtypviren mit wesentlich rascherer
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Progression zu AIDS assoziiert.

Nef ist ein Protein von 200 bis 280 Aminosauren und 27 bis 35 kilo-Dalton
(kDa). Es ist in allen primaten Lentiviren vorhanden. Nef induziert hohe
Virustiter, sowohl in vivo als auch in Zellkultur [14] und erhéht die virale
Pathogenitét [29] und Infektiositét [40]. Im Tiermodell zeigte sich, dass ein
defektes nef-Gen innerhalb von vier Wochen zum Wildtyp revertiert [41].
Dies unterstreicht die Bedeutsamkeit dieses Proteins fiir die Vermehrung
und Ausbreitung des Virus.

Sowohl Nef als auch das zellulare Protein CypA steigern die Infektiositét
und sind wichtig fiir die Vermehrung von HIV-1. Mdoglicherweise gibt es
dabei einen gemeinsamen Mechanismus. Auf diese Frage soll im néchsten

Abschnitt ndher eingegangen werden.

1.4 Moglicher Effekt des SIV Nef-Proteins auf die
CsA-Sensitivitat von HIV-1

Khan et al. [30] untersuchten ob Nefs aus CypA-unabhéngigen Viren einen
Einfluss auf die CsA-Resistenz haben. Dabei stellten sie fest, dass HIV-1-
Viren, die SIV- oder HIV-2-Nefs statt dem eigenen Nef exprimieren, re-
sistent gegeniiber CsA wurden. Normale HIV-1-Viren, die in Gegenwart
von CsA produziert wurden, waren wesentlich weniger infektios als HIV-1-
Viren, die das SIV-Nef exprimierten. Gleiche Effekte fanden sie, wenn CsA
wahrend der Infektion der Zielzellen zugegeben wurde [31]. Daraus folger-
ten sie, dass es entweder direkte oder indirekte Interaktionen zwischen Nef
und CypA gibt oder dass SIV-Nef und HIV-2-Nef die Rolle von CypA iiber-

nehmen kénnten. Der genaue Mechanismus, der zur CsA-Resistenz und zur
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Unabhéngigkeit von CypA fiihrt, ist bisher nicht gekldrt und umstritten.

1.5 Ziele der Studie

Mehrere Veroffentlichungen lassen annehmen, dass HIV-1 durch CypA vor
zelluldren Restriktionsfaktoren geschiitzt wird [55, 51, 26]. Die Bindungs-
stelle fiir CypA konnte gleichzeitig das Ziel von Restriktionsfaktoren sein.
Diese konnen nur wirken, wenn kein CypA an das Kapsid gebunden ist.
Dies ist der Fall unter Einfluss von CsA, welches CypA an sich bindet,
und in Zellen, die kein CypA produzieren. Allerdings benétigen nur HIV-1
und einige SIV CypA zum Schutz vor Restriktionsfaktoren. Da die Im-
mundefizienzviren alle sehr dhnlich aufgebaut sind, stellt sich die Frage
wie sich die iibrigen SIV schiitzen. Zwei Veroffentlichungen von Khan et
al. mutmaften, dass eine Funktion des Nef-Proteins von SIVmac und HIV-
2 CypA-unabhéngige Viren schiitzt. Diese Funktion ist bisher nicht ndher
untersucht worden.

Wie von Khan et al. [30] vorgeschlagen, sollen einige Nefs in diesem Zu-
sammenhang untersucht werden. Erstes Ziel der Studie ist die Ermittlung
von CsA-Konzentrationen, die nur wenig zytotoxisch sind. Denn Beein-
trachtigungen des Zellstoffwechsels vermindern gleichzeitig auch die Vi-
rusreplikation. Dies wiirde zu Effekten fiihren, die nicht auf den Mangel
an CypA zuriick zu fiihren sein wiirden. Das zweite Ziel der Studie ist die
Untersuchung der Virus-Varianten NL4.3-NL4.3nef (HIV-1-Nef), NL4.3-
NL4.3nef* (HIV-1-Nef*), NL4.3-SIVmac239nef (SIVmac-Nef) und NL4.3-
HIV-2Bennef (HIV-2-Nef) auf ihre Replikationsfahigkeit (ELISA) unter

CsA. Es wird erwartet, dass die Menge an messbarem Virusprotein nicht
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reduziert ist [5]. Im dritten Schritt soll die Infektiositit dieser Viren getes-
tet werden. Dazu sollen erstens Virusstocks unter CsA produziert werden
und mit diesen Infektionsversuche durchgefiihrt werden. Zweitens sollen
Zellen in Gegenwart von CsA infiziert werden. In beiden Féllen wird eine
CsA-Resistenz von NL4.3-SIVmac239nef und NL4.3-HIV-2Bennef erwar-
tet. Ausserdem wird eine reduzierte Infektiositat von HIV-1 erwartet. Da
CsA auch in niedrigen Konzentrationen nicht nur in die Virusreplikation,
sondern auch in den Zellstoffwechsel eingreift, wird die Arbeit in einem
vierten Schritt um eine Methode erweitert: In CypA-defekten Jurkatzellen
wird die Infektiositat und Replikation untersucht. In diesen Zellen wird eine
verminderte Infektiositat von HIV-1 erwartet. Die Reduktion der Infektio-
sitat sollte durch Expression des SIVmac-Nef oder HIV-2-Nef zu vermeiden

sein.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Plasmide

Um den Effekt von Nef auf (1) die CsA-Resistenz und (2) die CypA-
Abhéngigkeit zu untersuchen, wurden Varianten des pBRNL4.3-Klons ver-
wendet. Dabei enthélt ein pBR322 Vektor das HIV-1 NL4.3 Provirus. Bei
den Varianten wurde das nef Gen deletiert oder durch das SIVmac239,
bzw. HIV-2ben nef ersetzt [44, 45]. Die verwendeten Virus-Varianten un-
terscheiden sich somit ausschlieklich im nef Gen. Alle viralen Proteine
werden unter der Kontrolle des LTR-Promotors exprimiert. Diese Plasmi-
de sind denen von Khan et al. [31], R7 und R7 SIV Nef, sehr dhnlich. Der
einzige Unterschied besteht darin, dass sie nef und die U3-Region in voller
Lénge und ohne Uberschneidung enthalten. Dagegen iiberschneidet sich
bei den R7-Plasmiden die U3-Region mit der nef-kodierenden Region und
wurde beim Klonieren der nef-Allele ebenfalls ersetzt (siehe Abb. 2.1).
Bei den fiir die Durchflusszytometrie (Fluorescence activated cell sorting)
verwandten Varianten wurde das NL4.3-Provirus im pBR322 Vektor so
verdndert, dass nefund eGFP mittels eines IRES-Elements von einer bi-
zistronischen mRNA exprimiert werden [44, 45]. Nef und eGFP werden

dadurch in dquivalenten Mengen exprimiert und die Messung von eGFP

10
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Tat | J] veu rev[ nef |
SLTR [ RRTIN |[]] env U] 3w

pol vpr

[ RRTIN |[]] env |
vpr

pol

Tat | J veu

SLTR [ RRTIN ][] env \

mn
pol vpr
Abbildung 2.1: NL4.3-NL4.3nef (A), R7 SIV Nef (B) und NL4.3-
SIVmac239nef (C): Im NL4.3-Genom (A) iiberschneiden sich die Region
des Nef und die U3-Region. Bei R7 SIV Nef wurde das Nef inklusive eines
Teils der U3-Region ausgetauscht (B). Im NL4.3-SIVmac239nef (C) wurden
diese beiden Regionen hintereinander kloniert und nur das NL4-3 nef gegen
das SIVmac239 nef ausgetauscht.

kann als Maf fiir die Menge der infizierten Zellen verwendet werden. Um
die Infektionsrate zu steigern, wurde in einigen Versuchen VSV-G, ein Ex-
pressionsplasmid, der das Hiillprotein G des Vesicularen Stomatitisvirus
enthélt, benutzt.

Folgende Plasmide wurden verwendet:

pBRNL4.3-NL4.3nef pBRNL43-IRESeGFP-NL4.3nef
pBRNL4.3-NL4.3nef* pBRNL43-IRESeGFP-NL4.3nef*
pBRNL4.3-SIVmac239nef pBRNL43-IRESeGFP-SIVmac239nef
pBRNL4.3-HIV-2Bennef pBRNL43-IRESeGFP-HIV-2Bennef

11
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2.1.2 Eukaryote Zelllinien

Zur Transfektion von Plasmid-DNA wurden 293T, humane adherente Nie-

renepithelzellen, verwendet. Diese sind mit Adenovirus Typ 5 transformiert

und exprimieren das Simian-Virus 40 large T-Antigen. Infiziert wurden fol-

gende Zellen:
P4CCRA:

TZMBL:

CEMx174 5.25 MT:

Jurkat:

Jurkat CypA KO:

Adherente Zelllinie, die die humanen Rezeptoren CD4,
CCR5 und CXCR4 stabil exprimiert, selektioniert mit
Puromycin. Die Zelllinie enthélt das 3-Galactosidasegen
unter der Kontrolle des HIV-1 Promotors. Das heisst,
jedesmal wenn bei der Replikation eines HI-Virus der
Promotor aktiviert wird, wird aquivalent zur Virusver-
mehrung (-Galactosidase gebildet, deren Aktivitdt im

Luminometer gemessen werden kann.

Adherente HeLa-Zelllinie, die grofe Mengen CD4 und
CCRb stabil exprimiert. Sie enthélt die Gene fiir Luzi-
ferase und (3-Galactosidase unter der Kontrolle des HIV-
1 Promotors, die zur Quantifizierung der Virusausbrei-

tung dienen.

Zellhybrid aus humaner T- und B-Zelllinie, der zusatz-
lich CCR5 exprimiert. Er enthalt Gene fiir GFP und

Luziferase unter der Kontrolle des HIV-1 Promotors.
Suspensionszelllinie humaner T-Zellen.

Untergruppe der Jurkatlinie mit Knock out des CypA-

Gens.

12
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2.1.3 Bakterien

Zur Transformation wurden Escherichia coli XL2-Blue™ (Stratagene Eu-
rope AG; Heidelberg) verwendet. Sie enthalten folgende Gene: recAl en-
dA1 gyr A96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F” proAB lacl9ZdeltaM15
Tn10 (Tet!) Amy Caml.

2.1.4 Reagenzien und Hilfsmittel

Agarose Invitrogen /Gibco (Karlsruhe)
Ampicillin Bayer (Leverkusen)
Antioxidant Invitrogen /Gibco (Karlsruhe)

4-12% Bis-Tris Gel
Cyclosporin A
Dimethylsulfoxid
Ethidiumbromid

Fetales Kélberserum (FKS)
Isopropanol

L-Glutamin

2-Mercaptoethanol

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Invitrogen /Gibco (Karlsruhe)
Sigma (Miinchen)

Fluka (Neu-Ulm)

Sigma (Miinchen)

Invitrogen /Gibco (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Sigma (Miinchen)

Sigma (Miinchen)



Normales Mausserum

Normales Ziegenserum

Paraformaldehyd (PFA)

Penicillin-Streptomycin

Phosphat-Buffered-Saline (PBS)

Reaktionsgefafe
50x TAE-Puffer
Triton X-10
Tween 20
Whatmanpapier

1-kb-Leiter

Antikdrper
Anti-Cyclophylin A
Anti-p24
Anti-Aktin

Anti-Kaninchen,

Phosphatase markiert
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Sigma (Miinchen)

Invitrogen /Gibco (Karlsruhe)
Sigma (Miinchen)

Invitrogen /Gibco (Karlsruhe)
Invitrogen /Gibco (Karlsruhe)
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Sigma (Mitinchen)

Roth (Karlsruhe)

Whatman (Maidstone, Kent; GB)

Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)

Biomol (Hamburg; DE)
AIDS Repository (Frederick; USA)
Abcam (Cambridge; USA)

KPL (Maryland; USA)



2 Material und Methoden

Enzyme

Trypsin aus Rinderpankreas Stratagene Europe AG (Heidelberg)

Phosphatase aus Kélberdarm Boehringer (Mannheim)

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs (Schwalbach,
Traunstein)

Puffersysteme fiir Enzyme New England Biolabs (Schwalbach,
Traunstein)

2.1.5 Kulturmedien

Zellkulturmedien

Adherente Zellen:

Suspensionszellen:

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium, Invi-
trogen/Gibco) ergidnzt mit 350ug/ml L-Glutamin,
120pug/ml Streptomycinsulfat, 120ug/ml Penicillin

und 10% hitzeinaktiviertem fetalem Kalberserum.

RPMI-16-40 Medium (Invitrogen/Gibco) ergénzt
mit 350ug/ml L-Glutamin, 120ug/ml Streptomycin-
sulfat, 120ug/ml Penicillin und 10% hitzeinaktivier-

tem fetalem Kalberserum.
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Bakterienkulturmedien

LB-Medium:

LBy pAgar:

SOC-Medium:

2 Material und Methoden

Lysogeny-Broth-Medium: 10g/1 Bacto-Trypton, 5g/1
Hefeextrakt, 8 g/l Natriumchlorid, 1g/1 Glucose;
100mg/1 Ampicillin wurde vor Gebrauch zugegeben.
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,12 eingestellt.

15¢/1 Agar und 100mg/1 Ampicillin wurden in LB-
Medium gelGst.

Super Optimal broth with Catabolite repression Me-
dium: 20g/1 Bacto-Trypton, 5g/1 Hefeextrakt, 2,5mM
NaCl, 10mM MgCl,, 10mM MgSo, 20mM Glucose.

2.1.6 Puffer und L6sungen

Zytotoxizitats-Assay

MTT:

Losungsmittel:

3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium-bromid in Hanks’ balanced salt solution
(HBSS) 5mg/ml

Dimethylsulfoxid und Ethanol im Verhaltnis 1:1

Calcium-Phsophat Transfektion

2x Hepes Buffered 10x Stock: 8,18% Natriumchlorid, 5,94% HEPES

Saline:

M CaCly:

(w/v), 0,2% Na,HPO,. Die L6sung wurde auf den pH-
Wert 7,12 eingestellt und steril filtriert. Unmittelbar
vor Gebrauch erfolgte die Verdiinnung auf 2x Stock.

Calciumchlorid in Wasser gelost und steril filtriert.
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HIV p24 Kapsid-Antigen ELISA

Lyse-Losung:

Waschpuffer:

Probenpuffer:

Losung fiir den ersten An-

tikorper:

Losung fiir den zweiten

Antikorper:

Substrat:

Stopplosung:

10ml Triton X-100 auf 100ml HyO

25ml 20x Waschkonzentrat (KPL, Maryland)
auf 500ml H,O

RPMI-1640 Medium mit 1% Rinderserumalbu-
min und 0,2% Tween 20

RPMI-1640 Medium mit 10% FKS und 2% nor-

malem Mausserum

RPIM-1640 Medium mit 2% normalem Maus-
serum, 5% normalem Ziegenserum und 0,01%
Tween 20

TMB Peroxidase Substrat (KPL, Maryland)

IN HCI
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Westernblot

Probenpuffer: NuPAGE LDS Sample Buffer (Invitrogen) in 2-
Mercaptoethanol

Laufpuffer: 25ml MES SDS Running Buffer (Invitrogen) auf
475ml HyO

Transferpuffer: 25ml NuPAGE Transfer Buffer, 50ml Methanol

und 425ml H,O
Waschpuffer: 25ml 20x Waschkonzentrat auf 500ml HyO

Langenstandard Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Stan-
dards (Bio-Rad, Hercules)

Sonstige Losungen

FACS-Puffer: PBS mit 1% FKS

RIPA: Radioimmunoprecipitation assay buffer: 1% Tri-
ton X-100 (Sigma, Miinchen), 0,15M NaCl,
50mM Tris HCI pH 7,4 und 5mM EDTA. Vor
Gebrauch ImM Nal', ImM Na,VO; und 1mM
Phenylmethansulfonylfluorid in Ehtanol dazuge-
geben.
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2.1.7 Reagenzsysteme

Gal-Screen Systems Applied Biosystems (Foster City; USA)

HIV-1 p24 Kapsid-Antigen- AIDS Repository (Frederick; USA)
ELISA

Luziferase Assay System Promega (Madison; USA)

Wizard™ Plus Midipreps Promega (Madison; USA)

2.2 Methoden

2.2.1 Kulturen

Kultur adherenter Zellen

Die adherenten Zellen wurden in 25 cm? Zellkulturflaschen in DMEM (Dul-
becco’s modified Eagle Medium, Invitrogen/Gibco) bei 37°C und 5% CO,
kultiviert. Die Zellen wurden zweimal wochentlich im Verhéltnis 1:10 bis

1:20 gesplittet.

Kultur von Suspensionszellen

Die Suspensionzellen wurden in 25 cm? Zellkulturflaschen in RPMI-1640
bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die Zellen wurden zweimal wochentlich
im Verhaltnis 1:10 bis 1:20 gesplittet.

2.2.2 Zytotoxizitats-Assay

Vor Beginn der Infektiositatsversuche wurde die Zytotoxizitit von CsA an

den verwendeten Zelllinien getestet. Fiir den Zytotoxizitats-Assay wurden
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5000 P4CCRS5 oder TZMBL Zellen oder 25000 CEMx174 5.25 M7-Zellen
oder Jurkatzellen pro Well ausgesat und in Medium mit verschiedenen Kon-
zentrationen von CsA fiir 3 Tage inkubiert. Nach 3 Tagen wurde der wasser-
16sliche Farbstoff 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT) mit einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml zugegeben. Nach 4
Stunden Inkubation bei 37°C wurde das Medium abgezogen und die ge-
bildeten Formazan-Kristalle in Ethanol und Dimethylsulfoxid gelost. Bei
einer Wellenlange von 550-570nm wurde die Konzentration im Spektro-
photometer bestimmt. MTT wird iiber die mitochondriale Dehydrogenase
verstoffwechselt und zeigt die metabolische Aktivitdt an. Nur in lebenden

Zellen entstehen Formazan-Kristalle.

2.2.3 Transformation von Escherichia coli

Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. 10ul Bakterien wurden mit 3ul
Plasmid-DNA fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert, bevor sie fiir 30 Sekunden
bei 42°C auf den Heizblock und fiir weitere drei Minuten auf Eis gestellt
wurden. Nach Zugabe von 200ul Super Optimal broth with Catabolite
repression Medium (SOC-Medium) wurden die Bakterien fiir 30 Minuten
bei 37°C geschiittelt. Anschliekend wurden die Kulturen fiir mindestens
12 Stunden bei 37°C in Lysogeny-Broth-Medium (LB-Medium) geschiit-
telt oder auf LB,y;pAgar Platten inkubiert. Alle verwendeten Plasmide
enthalten ein Ampicillin-Resistenzgen. Die Selektion der transformierten
Bakterien wurden daher durch Ampicillin im Kulturmedium (100ug/ml)

gewihrleistet.
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2.2.4 Praparation von Plasmid-DNA

Folgende Methoden wurden nach den Protokollen von Maniatis et al. [37]
durchgefiihrt:

e Plasmid-DNA-Isolierung nach alkalischer Lyse der Bakterien
e Ethanol- und Isopropanolfiallung der DNA

e Konzentrationsbestimmung der Nucleinsauren

e Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

e Auftrennung von Nucleinsduren mittels Gelelektrophorese

Plasmid-DNA wurde durch alkalische Lyse von Bakterien und anschlie-
fsende Isolierung und Reinigung der DNA gewonnen. Die Préparationen
wurden mit dem WizardT™ Plus Midipreps (Promega;Madison, WI; USA)
nach Angaben des Herstellers durchgefithrt. Die DNA-Konzentrationen

wurden in einem Spektralphotometer (Eppendorf, Hamburg) gemessen.

Zur Uberpriifung der Transformation hinsichtlich ungewollter DNA-Rekom

binationen wurde die Plasmid-DNA mittels Restriktionsendonukleasen in
den vom Hersteller empfohlenen Puffersystemen gespalten und die Anteile
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Banden wurden auf zusatzliche

oder fehlende Fragmente iiberpriift.

2.2.5 Generierung und Konzentrationsmessung von

VirusstammlGsungen

Virusstammlosungen wurden in 293T-Zellen durch Transfektion von Plasmid-

DNA mit der Calcium-Phosphat-Methode generiert. Am Tag vor der Trans-
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fektion wurden 0,2 x 106 Zellen in 6-Well-Platten ausgesit und iiber Nacht
bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Zellen waren zum Zeitpunkt der
Transfektion 40-60% konfluent. Fiir die Transfektionslosung wurden zu
13ul 2M Calciumchlorid 5ug Plasmid-DNA gegeben und mit Wasser auf
100ul aufgefiillt. Diese Losung wurde zu 100ul 2x Hepes Buffered Saline
(HBS) getropft. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur bildet
sich ein milchiges Prazipitat. Die Transfektionslosung wurde auf die Zel-
len getropft (200ul pro Well) und fiir 8 bis 16 Stunden bei 37°C inkubiert.
Dann wurde das Medium erneuert. Um Virusstammlosungen in Gegenwart
von CsA zu produzieren, wurde an dieser Stelle Medium mit 1,25 oder 2,5
uM CsA zugegeben. Die Virusstammlosungen wurden nach 48 Stunden
abgenommen und 5 Minuten bei 3000rpm abzentrifugiert.

Um die Konzentration der Virusstammlosungen mit und ohne Einfluss von
CsA zu vergleichen, wurde ein ELISA auf p24-Kapsidprotein durchgefiihrt.
Durch Lyse der Viruspartikel mit Triton 100-X wird das p24-Kapsidprotein
freigesetzt. Dieses bindet an einen monoklonalen Mausantikérper auf der
ELISA-Platte. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden wurde ungebun-
denes Protein durch Waschen mit Waschpuffer entfernt. Nun wurde ein
polyklonaler Antikorper aus Kaninchen, der an das Protein p24 bindet
zugegeben und fiir eine Stunde inkubiert. Um das Protein zu markieren
wurde ein anti-Kaninchen-Antikorper aus Ziegenserum zugegeben, der mit
einer Peroxidase gekoppelt ist. Nach einer Stunde Inkubation wurde Sub-
strat (TMB) fiir die Peroxidase zugegeben, was zu einer Blaufarbung fiihrt.
Nach 30 Minuten wurde die Reaktion mit 1N Salzsdure gestoppt und die
Farbkonzentration bei den Wellenlangen 450 und 650nm quantitativ ge-

messen. Die Farbkonzentration ist proportional zur Menge an enthaltenem
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p24-Protein in ng/ml.

2.2.6 Westernblot

Der Nachweis von CypA in Viruspartikeln und verwendeten Zelllinien wur-
de mittels Westernblot gefiihrt. Viruspartikel wurden bei 14000rpm, Zel-
len bei 1300rpm, pelletiert und in Radioimmunoprecipitation assay buf-
fer (RIPA-Puffer) lysiert. Die Proben wurden mit Farbstoff und 10% /(-
Mercaptoethanol versetzt und bei 95°C denaturiert. Die Gelelektrophore-
se wurde bei 150V fiir 1,5 Stunden durchgefiihrt. Anschliekend wurde bei
0,04A das Protein auf eine Membran geblottet. Die Membran wurde iiber
Nacht bei 4°C mit einem Kaninchen-Antikorper gegen CypA inkubiert.
Nach dem Auswaschen von iiberschiissigem Antikorper wurde mit einem
zweiten Antikorper inkubiert, der eine Phophatase gebunden hat. Um die
Banden sichtbar zu machen, wurde Phosphatase-Substrat zugegeben. Die
Reaktion wurde mit demineralisiertem Wasser gestoppt. Als Ladekontrolle
wurde bei Viruspartikeln zusétzlich ein Antikorper gegen das Kapsidpro-

tein p24 zugegeben, bei Zellblots wurde zusétzlich Aktin detektiert.

2.2.7 Messung der Infektiositat mit $-Gal-Assay und

Luziferase-Assay

Um die Infektiositat zu iiberpriifen wurden 293T-Zellen mit der gewonne-
nen Plasmid-DNA transfiziert und mit den Uberstinden PACCR5-, TZMBL-
und CEMx174 5.25 M7-Zellen infiziert. Die Zelllinien PACCR5 und TZM-
BL enthalten das -Galactosidasegen unter der Kontrolle des HIV-1 Pro-
motors, die CEMx174 5.25 M7-Zellen enthalten Gene fiir GFP und Luzi-

ferase ebenfalls unter der Kontrolle des HIV-1 Promotors. Diese Enzyme
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werden bei Replikation von HIV dquivalent zur Menge des Virus gebildet.
Thre Aktivitat kann im Luminometer gemessen werden und ist ein Mak fiir
die Anzahl der infizierten Zellen.

5000 P4CCRb5- oder TZMBL-Zellen wurden mit Virusstammlosung infi-
ziert (genormt auf 1-10ng p24-Protein) und bei 37°C und 5% CO, fiir 3
Tage inkubiert. Dann wurde das Medium abgezogen und 40ul Gal-Screen
Buffer zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wur-
de die Aktivitat der [-Galaktosidase in relativen Lichteinheiten pro 0,1
Millisekunde im Berthold Luminometer bestimmt.

25000 CEMx174 5.25 M7-Zellen wurden mit Virusstammlosung infiziert
(genormt auf 0,1-1ng p24-Protein) und bei 37°C und 5% CO, fiir 3 Ta-
ge inkubiert. Dann wurden die Zellen in V-shape Platten iiberfiihrt und
bei 1300rpm fiir 5 Minuten abzentrifugiert. Das Medium wurde abgezogen
und die Zellen in 20ul Lysepuffer aufgenommen. Nach Zugabe von 50ul
Luziferase-Puffer wurde die Luziferaseaktivitat in relativen Lichteinheiten
pro 0,1 Millisekunde im Berthold Luminometer bestimmt.

Um den Einfluss von CsA wahrend der Infektion der Zielzelle zu unter-
suchen, wurden P4CCR5- und CEMMT7-Zellen 30 Minuten vor Infektion
in CsA inkubiert, so dass die Endkonzentrationen 1,25 und 2,5uM waren.
P4CCRA-Zellen wurden mit 100ul und CEMx174 5.25 M7-Zellen mit 10ul
Virusstammlosung infiziert. Nach drei Tagen wurde ein #-Galactosidase-,
respektive Luziferase-Assay durchgefiihrt.

Fiir die Bestimmung der viralen Replikation wurden nach 3 Tagen In-
kubation 100ul Zellen abgenommen und im Luminometer vermessen. Zu
den iibrigen Zellen wurde wieder frisches Medium dazu gegeben. Weitere

Messungen erfolgten 4, 5, und 6 Tage nach Infektion.
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2.2.8 Durchflusszytometrie

Der Einfluss von CypA auf die Replikation und Infektiositdt wurde mit der
Durchflusszytometrie in Jurkat-Zellen tiberpriift. Zur Steigerung der Infek-
tionsrate wurden pseudotypisierte Virusstocks hergestellt. Dazu wurden
293T-Zellen mit dem Expressionsplasmid, der das Hiillprotein G des Ve-
sicularen Stomatitisvirus enthélt und einem NL4.3-Provirus, der das Nef-
Protein und das Fluoreszenzprotein GFP auf einer bicistronischen RNA
exprimiert, kotransfiziert. Mit diesen Virusstocks wurden Jurkatzellen und
Jurkatzellen mit einem Defekt im CypA-Gen infiziert. Alle zwei Tage wur-
de ein Aliquot abgenommen und bei 1300rpm abzentrifugiert, mit 1ml
FACS-Puffer gewaschen und mit 200ul FACS-Puffer mit 2% Paraformal-
dehyd fiir 30 Minuten bei 4°C fixiert. Anschlieflend wurden die Zellen in
der Durchflusszytometrie (FACSCalibur, Becton-Dickinson) auf GFP un-
tersucht. GFP wird dquivalent zur Menge des Nef-Proteins gebildet und

zeigt an wie hoch der Anteil der infizierten Zellen ist.

2.3 Graphische und statistische Auswertung

Zur Auswertung der Durchflusszytometrie wurde das Programm CellQuest-
Pro von Becton Dickinson verwendet. Fiir die statistische Auswertung wur-
de GraphPad Prism Version 4.0 verwendet. Die p-Werte wurden mit einem
einseitige Mann-Whitney-Test berechnet. Zur Berechnung von Mittelwer-
ten und Standardabweichungen wurde Microsoft Excel (Office XP) ver-

wendet. Die Diagramme wurden mit gnuplot erstellt.
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3.1 Einfluss von CsA auf den Zellstoffwechsel

Um die Funktion von HIV-1-Nef, SIVmac-Nef und HIV-2-Nef unter CsA
zu untersuchen, sollten Konzentrationen ermittelt werden, die nicht to-
xisch sind. Vor Beginn der Infektionsversuche wurde die Zytotoxizitat von
CsA in TZMBL-, PACCRb5-, Jurkat-, 293T- und CEMx174 5.25 M7-Zellen
(CEMMT) mittels 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-tetrazolium- bro-
mid (MTT) tiberpriift. Die MTT-Tests zeigen, dass CsA-Konzentrationen
tiber 2,5uM zytotoxisch sind (siehe Abb. 3.1). Die Stoffwechselaktivitét
nimmt mit steigender CsA-Konzentration ab. Diese Experimente wurden
mit verschiedenen Zelldichten wiederholt. Es zeigte sich ein ahnliches Er-
gebnis: die Zytotoxizitit ist unabhéngig von der Zelldichte (nicht gezeigte
Daten).

Um zytotoxische Effekte zu vermeiden, wurden in den folgenden Experi-
menten Konzentrationen bis maximal 2,5uM verwendet. Bei Konzentra-
tionen iiber 2,5uM CsA nimmt der Stoffwechsel stark ab, wodurch auch
die Virusreplikation beeintrachtigt wére und somit keine sinnvollen Mes-

sungen mehr moglich wéren.
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Abbildung 3.1: Zytotoxizitidt von CsA: Die Zellen wurden drei Tage in CsA-haltigem

Medium inkubiert. Fiir die Stoffwechselaktivitdt wurde die Dehydrogenase-
Aktivitdt mit MTT gemessen. Die Werte sind in Prozent der Kontrollen ohne
CsA mit Standardabweichung angegeben. CsA: Cyclosporin A

3.2 Bindung von zellularem CypA an HIV-1 unter

Einfluss von CsA

CypA wird in unterschiedlichen Mengen in jeder humanen Zelle exprimiert.

Um sicher zustellen, dass mogliche Effekte nicht nur auf unterschiedli-

chen Mengen an CypA in der jeweiligen Zelle basieren, wurden TZMBL-
, PACCRS-, Jurkat-, 293T- und CEMMT7-Zellen auf die Expression von
CypA mittels eines Westernblot semiquantitativ tiberpriift. Abbildung 3.2

zeigt, dass bis auf CEMMT7 alle verwendeten Zelllinien etwa gleiche Men-
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TZMBL  P4R5 293T Jurkat  CypA- CEMM7

50kDa

Aktin

20kDa

CypA

15kDa

Abbildung 3.2: Nachweis von zellularem CypA: Je eine Million Zellen wurden lysiert
und ein Westernblot mit einem CypA-Antikorper durchgefiihrt. Die Bande
von CypA befindet sich bei 18 kDa. Als Ladekontrolle wurde Aktin verwendet
(Bande bei 45kDa). CypA: Cyclophylin A

gen an CypA exprimieren, also im Folgenden beziiglich der Fragestellung
vergleichbar sind. CEMMT7 sollten gesondert betrachtet werden. Jurkat-
zellen mit Defekt im CypA-Gen exprimieren kein CypA, wie zu erwarten.
Der Vorteil von CypA-defekten Jurkats ist es, dass mit diesen Experimente

ohne toxische Nebenwirkungen von CsA durchgefiihrt werden koénnen.

Da mit niedrigen nicht zytotoxischen CsA-Konzentrationen gearbeitet wer-
den sollte, musste iiberpriift werden, ob 2,5uM CsA den Einbau von CypA
in das Viruspartikel effektiv hemmen. In 293T-Zellen wurden Virusstamm-
16sungen ohne oder mit 2,5uM CsA produziert. 48 Stunden nach Trans-
fektion wurden die Uberstinde abgenommen und ein ELISA zur Konzen-
trationsbestimmung der Virusstammlosungen durchgefiihrt. Aus den Vi-

russtammldsungen wurden gleiche Mengen Virus pelletiert und CypA mit
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einem Westernblot nachgewiesen. Bei den mit CsA behandelten Viren war

ohne CsA mit 2,5uM CsA
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Abbildung 3.3: Einbau von zellularem CypA in HIV-1: Es wurden je 200ng Vi-
rus lysiert und ein Westernblot mit einem CypA-Antikorper (Bande bei
18kDa) durchgefiihrt. Als Ladekontrolle wurde ein p24-Antikorper (Bande
bei 24kDa) verwendet. CypA: Cyclophylin A

nur eine sehr schwache Bande fiir CypA nachweisbar, wiahrend sie bei den
Kontrollen ohne CsA deutlich zu sehen ist (Abb. 3.3). Es liessen sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen HIV-1-Nef, SIVmac-Nef und HIV-2-
Nef bei der CypA-FEinlagerung in das Virus feststellen. CsA reduziert so-
mit bei einer Konzentration von 2,5uM zuverldssig den CypA-Einbau in

HIV-1 Partikel unabhéngig vom exprimierten Nef-Protein.

3.3 Nef-Effekt auf die Replikation unter CsA

Nach diesen Vorarbeiten sollten die Virus-Varianten N1.4.3-NL4.3nef (HIV-
1-Nef), NL4.3-NL4.3nef* (HIV-1-Nef*), NL4.3-SIVmac239nef (SIVmac-Nef)
und NL4.3-HIV-2Bennef (HIV-2-Nef) auf ihre Replikationsfahigkeit unter
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CsA iberpriift werden. Es zeigten sich kaum Unterschiede in der Viruspro-
duktion nach Transfektion (siche Abb. 3.4). Die Stoffwechselaktivitidt bei
einer Konzentration von 2,5uM war ausreichend, um noch effektiv Virus

zu produzieren. Diese Ergebnisse sind unabhéngig von den verwendeten
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Abbildung 3.4: Nef-Effekte auf die Replikation unter CsA: Die Virusstammlosun-
gen wurden in 293T-Zellen durch Transfektion hergestellt und nach 48 Stun-
den ein ELISA auf p24-Protein durchgefiihrt. Die Doppelansétze wurden un-
abhéngig transfiziert. Die Angaben sind in ng/ml mit Standardabweichung
angegeben. CsA: Cyclosporin A

Nef-Varianten (sieche Abb. 3.4). Wenn das Virusplasmid mittels Transfek-
tion in die Zelle eingebracht wird, ist die unter CsA produzierte Menge an

p24-Protein nicht reduziert.
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3.4 Infektiositat 3 verschiedener Nef-Varianten unter
CsA

Da CsA keinen Einfluss auf die Virusproduktion hat, stellte sich als néchs-
tes die Frage, ob die Infektiositdt von unter CsA produzierten Viren redu-
ziert ist. Insbesondere sollte geklart werden, ob die Infektiositdat unter CsA

vom Nef-Protein abhéngig ist.

Abbildung 3.4 zeigt, dass Viren, die in Gegenwart von CsA produziert wur-
den, eine geringere Infektiositdt aufweisen als Viren ohne Einfliisse durch
CsA. Die Infektiositét ist dosisabhéngig reduziert. Diese Ergebnisse wur-
den in drei Experimenten mit jeweils zwei unabhéngig transfizierten Vi-
russtocks bestatigt.

Die Infektiositét ist in Prozent von den Werten der ohne CsA kultivierten
Zellen angegeben (siche Abb. 3.4). Damit sind die Werte fiir die Infek-
tiositdt vergleichbar unabhéngig von der unterschiedlichen Aktivitat der

einzelnen Plasmide.
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Abbildung 3.5: Einfluss von CsA wihrend der Virusproduktion: CEMM?7 und
TZMBL wurden mit 10ul und P4R5-Zellen mit 100l Virusstammlosung
infiziert. Die Virusstammlésungen wurden in 0, 1,25 oder 2,5uM CsA pro-
duziert. Nach drei Tagen wurde die Infektiositdt mit (S-Galactosidase- oder
Luziferase-Assay gemessen. Die Aktivitdtswerte sind in relativen Lichteinhei-
ten/Sek pro 1ng p24-Protein und in Prozent der nicht mit CsA behandelten
Viren mit Standardabweichung angegeben. CsA: Cyclosporin A

Da sich bei Zugabe von CsA wahrend der Virusproduktion nicht die er-
wartete CsA-Resistenz von HIV-2-Nef und SIVmac-Nef zeigte, sollte die
Infektiositét bei Zugabe von CsA wihrend des Vorgangs der Infektion der
Zielzellen iiberpriift werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass CsA in der Zielzelle die Infektiositdt reduziert
(sieche Abb. 3.6). Dies war unabhéngig vom Nef-Protein. In CEMMT7-Zellen
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Abbildung 3.6: Einfluss von CsA auf die Infektiositiat: CEMM?7- und P4R5-Zellen

wurden in Gegenwart von CsA mit 10 bzw. 100ul Viruslésung infiziert. Nach
drei Tagen wurde die Infektiositdt mit (-Galactosidase- oder Luziferase-
Assay gemessen. Die Aktivitdtswerte sind in relativen Lichteinheiten/Sek
pro Ing p24-Protein und in Prozent der nicht mit CsA behandelten Zellen
mit Standardabweichung angegeben. CsA: Cyclosporin A

war die Verminderung der Infektiositdt abhéngig von der CsA-Dosis. In
P4CCR5-Zellen waren die Effekte nicht dosisabhangig.
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Abbildung 3.7: Wirkung von CsA auf die Replikation in CEMMT7-Zellen:
CEMMT7-Zellen wurden in 96-Well-Platten in CsA-haltigem Medium ausge-
sit und mit 10p] Viruslosung infiziert. Alle zwei Tage wurde ein Aliquot ab-
genommen und ein Luziferase-Assay durchgefiihrt. Die Aktivitdtswerte sind
in relativen Lichteinheiten pro Sekunde angegeben. CsA: Cyclosporin A

Die CEMMT7-Zellen wurden weiter kultiviert und eine Replikationskine-
tik unter CsA durchgefiihrt. In der Replikationskinetik zeigte sich eine
Hemmung der Infektiositdt durch CsA unabhéngig vom Nef-Protein (siehe
Abb. 3.7). Die Infektiositét war bei beiden verwendeten Konzentrationen
geringer als die Kontrolle. Der Ubersichtlichkeit wegen, ist hier nur eine
Konzentration dargestellt.

Weder bei Produktion der Viren unter CsA, noch bei Infektion der Zellen in
Gegenwart von CsA zeigte sich der vorhergesagte Effekt der Nef-Proteine
von SIVmac und HIV-2 auf die Infektiositéit. Die Reduktion der Infektiosi-
téat unter CsA war unabhéngig von Nef. Zur weiteren Klarung wurde CsA
sowohl bei Produktion der Viren als auch bei Infektion neuer Zellen zu-
gegeben. Hierbei zeigte sich eine starke Reduktion der Infektiositédt aller
verwendeten Nef-Varianten. Der Effekt der zweimaligen Zugabe von CsA

war also additiv.
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Abbildung 3.8: Infektiositdt unter CsA: CEMM?7 wurden in Gegenwart von CsA mit
10 pl Viruslosung, die unter CsA produziert wurde, infiziert. Nach drei Tagen
wurde die Infektiositdt mit dem Luziferase-Assay gemessen. Die Aktivitéts-
werte sind in relativen Lichteinheiten/Sekunde pro 1ng p24-Protein und in
Prozent der nicht mit CsA behandelten Zellen mit Standardabweichung an-
gegeben. CsA: Cyclosporin A
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3 Ergebnisse

3.5 Infektiositat in CypA-defekten Jurkatzellen

60 T —— HIVI-Nef
—— HIVI-Nef*
SIV-Nef

50 HIV2-Nef
—— HIVI-Nef/ CypA-
—&— HIVI1-Nef* / CypA-
40 SIV-Nef/ CypA-

—&— HIV2-Nef/ CypA-

Anteil infizierter Zellen (in Prozent)

Tage nach Infektion

Abbildung 3.9: Infektiositdt in CypA-defekten Jurkatzellen: Je eine Milli-
on Jurkats und CypA-defekte Jurkatzellen wurden mit 500u1 VSV-G-
pseudotypisierten Viren infiziert. Alle zwei Tage wurde eine FACS-Analyse
auf GFP gemacht. Die Werte sind in Prozent der infizierten Zellen angegeben.
CypA: Cyclophylin A, VSV: Vesicular stomatitis virus, FACS: Fluorescence
assorted cell sorter, GFP: Green fluorescence protein

Zuletzt wurde noch die Infektiositdt der verschiedenen Nef Proteine in
gianzlich CypA depletierten Zellen untersucht. Die Ergebnisse sind eindeu-
tig: CypA-defekte Jurkatzellen sind nur wenig suszeptibel fiir die Infektion
mit HIV-1-Varianten, wahrend in normalen Jurkatzellen 10 bis 40 Prozent
Infektiositét erreicht werden (siehe Abb. 3.9).

Gleichzeitig wurden 180ul Uberstand in Triton lysiert und ein ELISA auf
p24-Protein durchgefiihrt. Die Vermehrung der Viren ist deutlich vermin-
dert in den Jurkatzellen, die kein CypA exprimieren. Dies ist durch die
verminderte Infektiositdt in CypA-defekten Zellen zu erkléaren. Im Gegen-
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Abbildung 3.10: Replikation in CypA-defekten Jurkatzellen: Je eine Milli-
on Jurkats und CypA-defekte Jurkatzellen wurden mit 500ul VSV-G-
pseudotypisierten Viren infiziert. Alle zwei Tage wurde ein Aliquot fiir einen
p24-Elisa abgenommen und in Triton lysiert. Die Werte sind in ng/ml an-
gegeben. CypA: Cyclophylin A, VSV: Vesicular stomatitis virus

satz dazu war die Replikation nach Transfektion nicht vermindert (siehe
Abb. 3.4). Da wesentlich weniger Zellen infiziert sind, ist insgesamt die
Virusproduktion reduziert. Diese Beobachtungen waren unabhéngig vom
Nef-Protein bei allen Varianten zu machen.
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4 Diskussion

Folgende Aussagen konnen festgehalten werden: (1) CsA-Konzentrationen
tiber 2,5uM sind toxisch und machen Infektiositdtsmessungen schwer ver-
gleichbar. (2) 2,5uM CsA sind ausreichend um den Einbau von CypA in
das Viruspartikel stark zu reduzieren (siche Abb. 3.3). Dabei wird die Vi-
rusproduktion nicht reduziert. (3) Die Infektiositdt der HIV-1-Varianten,
die das SIVmac- bzw. das HIV-2-Nef exprimieren, ist unter Einfluss von
2,5uM CsA reduziert (siche Abb. 3.4 und 3.6). (4) In CypA-defekten Jur-
katzellen zeigte sich eine stark reduzierte Infektiositat fiir alle Varianten.
Somit gibt es keine Anhaltspunkte dafiir, dass Nef-Proteine aus SIVmac239
und HIV-2 das HIV-1-Virus CypA-unabhéngig und gegeniiber CsA resis-

tent machen.

Zu Beginn dieser Studie wurde postuliert, dass das enthaltene Nef-Protein
bestimmt, ob CypA fiir die volle Infektiositét benotigt wird oder nicht. Dies
wurde unter CsA, einem Hemmer von CypA, und in CypA-depletierten
Zellen naher untersucht werden. CypA wird von HIV-1 und einigen SIV in
das Kapsid eingebaut, jedoch von HIV-2 und den meisten SIV nicht bend-
tigt. Im ersten Teil der Arbeit wurden die optimalen Versuchsbedingungen
ermittelt und iiberpriift. Als Referenz dienten die Veroffentlichungen an-

derer Autoren, was im Folgenden diskutiert wird.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss von CsA auf den Zellstoffwechsel und
den Einbau von CypA in HIV-Partikel

Um die Funktion von HIV-1-Nef, SIVmac-Nef und HIV-2-Nef unter CsA
zu untersuchen, sollten Konzentrationen ermittelt werden, die nicht toxisch
sind. Beeintriachtigungen des Zellstoffwechsels wiirden zu Effekten fiihren,
die nicht auf CypA oder die Nef-Proteine zuriick zu fithren sein wiirden.
Die Analyse ergab, dass CsA-Konzentrationen iiber 2,5u4M toxisch sind.
Dieses Ergebnis fand sich bei allen fiinf verwendeten Zelllinien und bei
verschiedenen Zelldichten. Der Zytotoxizitats-Assay mit MTT zeigt die
Stoftwechselaktivitat der Zelle an, welche fiir die Virusvermehrung von
Bedeutung ist. Damit ist der Test in diesem Kontext besser geeignet als
zum Beispiel Apoptosemarker auf der Zelloberfléche.

Khan et al. [30] haben laut ihrer Verdffentlichung keinen Zytotoxizitétstest
durchgetiihrt. Sie verwendeten in ihren Experimenten zum Teil Konzentra-
tionen bis 10uM CsA. Zuverlassige Messungen der Infektiositédt sind unter
diesen Bedingungen nicht moglich, denn geschéadigte Zellen produzieren
weniger Virus. In der Literatur werden meistens Konzentrationen bis 5uM
CsA verwendet [5, 57, 39.

Da andere Autoren unterschiedliche Konzentrationen verwendeten, stellt
sich die Frage, ob niedrige CsA-Konzentrationen von 2,5uM die Menge an
CypA im Virus ausreichend reduzieren. Aus diesem Grund wurde in einem
zweiten Schritt ein Westernblot aus Viruslysaten auf CypA gemacht. Die-
ser zeigt, dass niedrige CsA-Konzentrationen ausreichen, um den CypA-
Einbau in das Viruspartikel effektiv zu reduzieren (siche Abb. 3.3). Des-
weiteren sind die Ergebnisse der Infektiositatsversuche mit HIV-1 unter

CsA im Einklang mit den Beobachtungen anderer Autoren. Die Resultate
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4 Diskussion

zeigen, wie zu erwarten, eine reduzierte Infektiositat, was im Folgenden
noch néher erldutert wird. Damit ist belegt, dass nicht-zytotoxische CsA-
Konzentrationen ausreichen um CypA im Viruspartikel deutlich zu redu-
zieren und CsA-Effekte messbar zu machen.

Der Westernblot ist kein quantitativer Test. Er weist qualitativ Proteine

nach.

In einem zweiten Schritt wurden 293T-Zellen mit den Varianten NL4.3-
NL4.3nef (HIV-1-Nef), NL4.3-NL4.3nef* (HIV-1-Nef*), NL4.3-SIVmac239nef
(SIVmac-Nef) und NL4.3-HIV-2Bennef (HIV-2-Nef) transfiziert. Dabei wur-
den dem Nahrmedium 0 oder 1,25 oder 2,5uM CsA zugegeben. Um sicher
zu stellen, dass die Virusstocks von ahnlicher Qualitat sind, wurde die Men-
ge an p24, einem Kapsidprotein, mittels ELISA gemessen. Die Varianten
HIV-1-Nef, HIV-1-Nef*, SIVmac-Nef und HIV-2-Nef zeigten nach Trans-
fektion unter CsA unabhéngig vom Nef-Protein keine Unterschiede in der
Menge der Virusproduktion (Abb. 3.4). Bei einer CsA-Konzentration von
2,5uM konnte das Virus wie erwartet noch effektiv replizieren. Somit ist
die Virusproduktion und -freisetzung nicht durch CsA betroffen.

Dieses Ergebnis stimmt mit anderen Studien iiber ein |52, 5|, die besa-
gen, dass CsA die virusgebundenen Glykoproteine gpl120 und gp41 redu-
ziert und die Infektion von neuen Zellen erschwert. Da in diesem Fall das
Provirus durch Transfektion in die Zelle eingebracht wird, werden die Re-
zeptorbindung, die Fusion der Membranen und das Uncoating umgangen.
Diese Messung sagt also nichts iiber die ersten drei Schritte des Replikati-
onszyklus aus. Ebenso kann hier noch keine Aussage iiber die Infektiositét

gemacht werden. Der p24-ELISA ist eine gut etablierte Methode zur Be-
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4 Diskussion

stimmung der Menge an Virusprotein und wird auch in der Diagnostik

eingesetzt.

4.2 Der Einfluss von Nef auf die Sensitivitat
gegeniiber CsA und die Abhangigkeit von CypA

Im zweiten Teil der Arbeit sollten die Experimente von Khan et al. [31]
reproduziert werden und weiter fiihrende Experimente in CypA-defekten
Jurkatzellen durchgefiihrt werden. Dazu wurden mit den Virusstocks ver-
schiedene Zellen infiziert. Die Varianten mit exprimiertem SIVmac-Nef und
HIV-2-Nef reagierten ebenso wie HIV-1-Nef mit einer reduzierten Infektio-
sitdt auf CsA (siehe Abb. 3.4 und 3.6). Die Hypothese, dass STVmac-Nef
und HIV-2-Nef, exprimiert im HIV-1, das Virus resistent gegen CsA ma-
chen, muss verworfen werden. Die Resultate stehen im Gegensatz zu den
Veroffentlichungen von Khan et al. [30], der gezeigt hat, dass Nefs aus SIV-
mac und HIV-2 das Virus CsA-resistent machten.

Die verwendeten Virusvarianten wurden in anderen Studien erprobt [44,
45] und sind voll funktionsféhig. Die verwendeten Zelllinien sind in Labo-
ratorien weit verbreitet und verwandte Linien wurden auch von Khan et
al. [31] genutzt. Die hier prasentierten Ergebnisse sind konsistent mit Ver-
offentlichungen von Braaten et al. |5|, Hatziioannou et al. [26], Sokolskaja
et al. [50], Yang und Aiken [57|, die zeigen, dass CsA wihrend der Vi-
rusproduktion oder in der Zielzelle die Infektiositdt von HIV-1 reduziert.
Allerdings gibt es von anderen Arbeitsgruppen keine Verdffentlichungen zu

der Frage welchen Einfluss Nef auf die CsA-Resistenz hat.

41



4 Diskussion

Die Zugabe von CsA sowohl bei Virusproduktion als auch bei Infektion
neuer Zellen konnte den Effekt der CsA-Resistenz von SIVmac-Nef und
HIV-2-Nef ebenfalls nicht provozieren. Die Reduktion der Infektiositat war
hierbei additiv, was auf zwei unterschiedliche Mechanismen wahrend Vi-
rusproduktion und Infektion hinweist.

Eine neue Arbeit von Sokolskaja et al. [52] zeigt, dass CsA wihrend der
Virusproduktion die Glykoproteine 120 und 41 reduziert. Da diese Rezep-
toren fiir die Infektion einer neuen Zelle benotigt werden, ist die Infektio-
sitdt vermindert. Dieser Mechanismus ist unabhéngig von Nef und stiitzt
die Ergebnisse dieser Arbeit.

Im letzten Schritt wurden die gewonnenen Erkenntnisse in CypA-defekten
Jurkatzellen iiberpriift. Denn CsA beeinflusst auch in niedrigen Konzen-
trationen mehr als nur die Aktivitdt von CypA. Diese Zellen haben zwei
Vorteile: Sie exprimieren gar kein CypA und es muss kein CsA verwen-
det werden. Mit dieser Methode sollte der reine Effekt von CypA mit
verschiedenen Nefs untersucht werden. Unter der Annahme, dass CypA
und Nef zur Steigerung der viralen Infektiositdt miteinander interagieren,
ist dieser Versuchsaufbau gut geeignet einen Unterschied der Nef Proteine
nachzuweisen. Es gibt weitere Autoren, die CypA-defekte Jurkatzellen ver-
wendeten [7]. Verschiedene Nefs wurden bisher noch nicht in diesen Zellen
untersucht.

CypA-defekte Jurkatzellen zeigen bei Infektion mit HIV-1 niedrige Infekti-
onsraten. Die Virusvermehrung ist stark eingeschriankt (siche Abb. 3.9). In
unveranderten Jurkatzellen zeigt sich bei allen Plasmiden eine regelrechte
Infektionsrate und Replikation. Dies belegt, dass die Virusstammlosungen

infektios waren und die Reduktion der Infektiositat auf einen Mangel an
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CypA zuriickzufiihren ist. Es bestétigt sich, dass CypA bei der Infektion
neuer Zellen essentiell ist [26, 50]. Dieses Ergebnis ist unabhéngig vom ver-
wendeten Nef und belegt, dass SIVmac- und HIV-2-Nef keine Auswirkung
auf die CypA-Abhéngigkeit haben. Somit muss die diese Hypothese ver-
worfen werden.

Bei der Infektion neuer Zellen scheint die Interaktion von CypA mit dem
Kapsid eine Rolle zu spielen. Die Region der CypA-Bindestelle ist kon-
serviert. Es liegt nahe, dass diese Muster nur wenig und extrem selten
mutieren und wichtig fiir das Virus sind und einen Selektionsvorteil bil-
den. Es ware moglich, dass die Wirtszelle einen Verteidigungsmechanismus
entwickelt hat, der genau an dieser Stelle ansetzt, wie schon von anderen
Autoren vermutet wurde [55, 51, 26]. Die betroffenen Viren mussten sich
anpassen und versteckten die Erkennungssequenz hinter einem Wirtspro-
tein. Eine Beteiligung von Nef konnte bisher nicht eindeutig nachgewiesen

werden.

4.3 Ausblick

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit kein Zusammenhang zwischen
dem exprimierten Nef und der CsA-Resistenz und CypA-Abhéngigkeit
nachgewiesen werden. Dabei konnte zunéchst eine Reduktion der Infek-
tiositdt von HIV-1 unter CsA und in CypA-defekten Jurkatzellen reprodu-
ziert werden. Mit den in dieser Arbeit gewonnenen Daten lésst sich jedoch
eine Abhéngigkeit der CsA-Resistenz vom jeweiligen Nef nicht bestétigen
130].

Die hier verwendeten Zellen stammen von immortalisierten Zelllinien, die

den CD4-Rezeptor tragen und mit HIV-1 gut infiziert werden kénnen. Wei-
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terfiihrend sollten auch periphere Blutlymphozyten untersucht werden, da
diese besser die Situation in vivo zeigen. Die Beobachtung, dass es bei
HIV-infizierten organtransplantierten Patienten, die mit CsA behandelt
wurden, seltener zur Progression zu AIDS kam [46], zeigt wie wichtig die-
ser Forschungszweig ist und weckt Hoffnungen auf ein neues Medikament.
Allerdings muss vor einer breiten Anwendung dieses Medikaments die Wir-
kung und der Nutzen sehr genau geklart werden, da die Nebenwirkungen
betrachtlich sind. Bei der Wirkung von CsA kdénnten sowohl der immun-
suppressive Effekt mit einer geméfkigteren Antwort anstatt einem Overkill
des Immunsystems als auch direkte Auswirkungen auf das Virus eine Rolle

spielen.
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5 Zusammentassung

Bei Infektion mit dem Humanen Immundefizienzvirus (HIV) sind Einfliisse
von zelluldren und viralen Faktoren auf Replikationsfahigkeit und Infek-
tiositdt des Virus von Bedeutung fiir eine effektive Virusvermehrung und
-ausbreitung. Dabei spielt das zelluldre Protein Cyclophylin A (CypA) eine
wichtige Rolle. Es wird von HIV-1 und einigen SIV (simianen Immundefizi-
enzviren) in das Kapsid eingebaut und fiir die volle Infektiositét benotigt.
Durch Bindung an Cyclosporin A (CsA) kann CypA blockiert werden.
Unter CsA oder in CypA-defekten Jurkatzellen konnte die Infektion neuer
Zellen mit HIV-1 durch unbekannte humane Restriktionsfaktoren gehemmt
werden. Wenn die CypA-Bindungsstelle am Virus frei bleibt, kénnten Re-
striktionsfaktoren an dieser Stelle angreifen. Ein weiterer wichtiger Faktor
ist das virale Protein Nef, welches zahlreiche Funktionen zur Erhaltung
des Virus hat. nef-deletierte Viren sind wesentlich weniger infektios. In
der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob es Varianten von Nef gibt,
die die Ausbreitung von HIV-1 unabhéngig von CypA machen.

Zur Reduzierung der CypA-Aktivitat wurde CsA verwendet. Da Beein-
trachtigungen des Zellstoffwechsels auch die Virusreplikation vermindern,
wurden CsA-Konzentrationen ermittelt, die wenig toxisch waren. Nachdem
im zweiten Schritt die Replikation der Viren unter CsA erfolgreich war, war
das dritte Ziel dieser Studie die Untersuchung einiger Virus-Varianten hin-

sichtlich ihrer Infekiositdt unter CsA. Um Nebenwirkungen von CsA zu
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5 Zusammenfassung

vermeiden, wurde in einem vierten Schritt die Virusausbreitung und Ver-
mehrung in CypA-defekten Jurkatzellen untersucht.

Die Untersuchungen wurden mit NL4-3-Proviren durchgetiihrt, die die nef-
Gene HIV-1-; STVmac239- und HIV-2-nef oder ein deletiertes HIV-1-nef
enthalten. Infiziert wurden P4CCRb5-Zellen, TZMBL und CEMx174 5.25
MT7-Zellen. Sowohl Produktion als auch Infektion erfolgten mit 1,25 und
2,5uM und ohne CsA im Ndhrmedium. Desweiteren wurden Jurkatzellen
und CypA-defekte Jurkatzellen infiziert.

Die Zytotoxizitdtsmessungen ergaben, dass CsA-Konzentrationen iiber 2,5
1M toxisch sind. Da niedrige CsA-Konzentrationen ausreichten, den CypA
Einbau in das Viruspartikel effektiv zu reduzieren, wurde auf hohere Kon-
zentrationen verzichtet. Die verwendeten Viren zeigten nach Transfektion
unter CsA keine Unterschiede der produzierten Virusmenge. In den Infek-
tiositatsversuchen reagierten alle Viren sensibel auf CsA mit einer Reduk-
tion der Infektiositéat. Diese Beobachtungen waren unabhéngig davon, ob
CsA bei Virusproduktion oder bei Infektion den Zielzellen zugegeben wur-
de. Die Untersuchungen mit CypA-defekten Jurkatzellen zeigten eine star-
ke Beeintrachtigung der Infektiositét bei allen verwendeten Nef-Varianten.
In dieser Arbeit konnten keine spezifischen Wechselwirkungen zwischen
Nef und CypA offen gelegt werden. Denn die vorgestellten Untersuchun-
gen zeigen, dass der Austausch der nef-Gene weder einen Einfluss auf die
Abhéngigkeit der Infektiositdt von CypA noch auf die Sensitivitat gegen-
iber CsA hat. Da langst nicht alle Immundefizienzviren CypA einbauen,
aber alle ein Nef exprimieren, wire dies ein interessanter Ansatz gewesen,
der sich nicht bestatigt hat. Somit muss weiter untersucht werden, auf
welchem Weg CypA die Infektiositat steigert und warum es von HIV-1
benotigt wird.
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