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Einleitung

1 Einleitung

1.1 HIV und AIDS

1981 kam es in Kalifornien und New York zu einer ungewchnlichen Haufung lebens-
bedrohlicher, opportunistischer Infektionen [31, 59]. Die Betroffenen, meist junge und
bisher gesunde homosexuelle Ménner, wiesen die Symptome eines stark geschwéch-
ten Immunsystems auf. Das neue Krankheitsbild erhielt daher vom Center of Disease
Control (CDC) die Bezeichnung Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS). Zwei
Jahre spéter gelang es Francoise Barré-Sinoussi und Luc Montagnier ein bis dato un-
bekanntes Retrovirus zu isolieren [2]. 1986 konnte das Virus der Unterfamilie der Len-
tiviren zugeordnet werden und erhielt den Namen Humanes Immundefizienzvirus Typ
1 (HIV-1) [2]. Im gleichen Jahr wurde im Blut eines westafrikanischen AIDS-Patienten
ein zweiter HIV-Typ entdeckt und mit HIV-2 benannt [11]. Inzwischen konnten in
zahlreichen afrikanischen Affenarten eng verwandte Lentiviren nachgewiesen werden.
Sie werden nach ihrem Wirt als Affen-Immundefizienzviren (SIV; Semian Immunodefi-
ciency Virus) bezeichnet [35]. Phylogenetische Untersuchungen weisen darauf hin, dass
das in westafrikanischen Schimpansen vorkommende SIV,. bereits in der ersten Halfte
des 20. Jahrhunderts [46] auf den Menschen {ibertragen wurde und der Vorldufer des
heutigen HIV-1 ist [30]. Die Aufspaltung des HIV-1 in drei grofse Untergruppen (M
(Magjor), O (Outlier) und N (New)) gilt als Beleg dafiir, dass mehrere unabhéngige
Ubertragungen auf den Menschen stattfanden [77]. In die Untergruppe M von HIV-
1 fallen mehr als 90% aller HIV-Infektionen. Diese Gruppe wird wiederum in neun
Subtypen unterteilt, die mit A, B, C, D, F, G, H, J und K bezeichnet werden. In
Nordamerika und Europa ist vor allem der Subtyp B verbreitet. Als wahrscheinlich-
stes Vorlaufervirus fiir das HIV-2 gilt das in rauchgrauen Mangaben (sooty mangebey)
nachgewiesene SIVgy, [35]. Gelangt das HI-Virus in den Korper des Wirtes, infiziert es
vorwiegend CD41 T-Zellen [44]. Im Zuge der Evolution von SIV zu HIV-1 kam es zu
einem Verlust immunregulatorischer Funktionen des Virus [75]. Dies wird als Ursache
fiir die nur beim Menschen auftretende Hyperaktivierung des Immunsystems gesehen.
Die erhohte Aktivierungs- und Apoptoserate der T-Zellen hat langfristig eine Uber-
lastung des Immunsystems zur Folge [84]. Im Laufe einer durchschnittlich neun- bis
elfjahrigen Latenzphase sinkt die Konzentration der CD4" T-Zellen in einen kritischen
Bereich und es kommt zum Ausbruch von AIDS . Schéitzungen der UNO gehen davon
aus, dass im Jahr 2012 weltweit 34 Millionen Menschen mit HIV infiziert waren. Hinzu
kommen jéhrlich 2,5 Millionen Neuinfektionen. Das Zentrum der HIV-Epidemie liegt
in den stdlichen Léndern Afrikas (Sub-Saharan Africa). In diesen Léndern leben zwei

Drittel aller HIV-Infizierten und sterben 70 % aller AIDS-Opfer (UNAIDS 2012).
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1.2 Morphologie, Genomaufbau und Replikation des HI-Virus

HIV-Partikel haben einen Durchmesser von circa 100 nm. Das im Zentrum liegende
konische Kapsid (p24) wird von einer, der Cytoplasmamembran abgeleiteten, Doppel-
lipidschicht umgeben. Matrixproteine (p17) kleiden die Innenseite dieser Membran aus
und stehen mit dem Kapsid in Verbindung. In die Membran ist das transmembra-
ne Glykoprotein (Gp4l) eingelagert, das {iber nichtkovalente Wechselwirkungen mit
dem externen Glykoprotein (Gp120) verbunden ist. Im Inneren des Kapsids befinden
sich das mit dem Nukleokapsidprotein (p7) assoziierte virale Genom sowie die viralen
Enzyme Reverse Trankriptase, Integrase und Protease [92]. Das Genom besteht aus
zwei identischen, einzelstrangigen Plus-Strang-RNAs mit einer Lénge von jeweils circa
9,2 kb. Wie bei allen Retroviren werden diese von den LTRs (Long Terminal Repeats)
flankiert. Die LTRs spielen eine wichtige Rolle bei der Integration in das Wirtszel-
lengenom und der Transkription. Das HIV-Genom codiert insgesamt neun Gene: Drei
Hauptgene fiir die Strukturproteine (Gag), die Enzyme (Pol) und die Glykoprotei-
ne der Virushiille (Env) sowie sechs weitere fiir die Proteine Vpr, Nef, Vif, Tat, Rev
und Vpu, die vor allem in der Replikation, der Pathogenese und der Hemmung von Re-
striktionsfaktoren von Bedeutung sind [97]. Der erste Schritt im Replikationszyklus des
HI-Virus ist das Verschmelzen von Virushiille und Zellmembran (siehe Kapitel 1.4). Da-
durch werden beide RNA-Genome zusammen mit den viralen Enzymen ins Zellinnere
geschleust. Die Reverse Transkriptase katalysiert die Umwandlung der einzelstrangigen
RNA in eine doppelstrangige DNA, welche anschliefend mit Hilfe der Integrase in das
zelluldre Genom eingebaut wird. Die Transkription der viralen DNA von der zelluldren
RNA-Polymerase II folgt einem komplexen Muster: In einer frithen Phase gelangen nur
mehrfach gespleifste mRNA-Molekiile aus dem Zellkern hinaus. Diese codieren die re-
gulatorischen Proteine Tat, Rev und Nef. Das Tat-Protein bewirkt durch die Bindung
an die viralen LTRs eine erhohte Transkriptionsrate der viralen DNA, wahrend das
Rev-Protein das Ausschleusen ungespleiftter und einfach gespleifiter mRNAs aus dem
Kern ermoglicht. Deren Translationsprodukte werden beim Zusammenbau des unreifen
Viruspartikels als Strukturproteine und als RNA-Genom benétigt. Im letzten Schritt
des Reifungsprozesses werden nach der Knospung (budding) des Virus die Gag/Pol-

Vorlauferproteine von der viralen Protease in deren Funktionseinheiten gespalten.
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Abbildung 1: Morphologie und Genomaufbau von HIV-1 (US National Institute of Health,
modifiziert, PD-USGov-HHS-NIH). (A) Struktur des HIV-1-Viruspartikels (Mafistab 50.000 : 1). (B)
Genomaufbau von HIV-1, farblich hervorgehoben sind die 3 fiir die Strukturproteine codierenden
Hauptgene sowie die Anordnung der konservierten (C1-6) und hochvariablen Regionen (V1-5) in der
Hiillproteinuntereinheit Gp120. Abkiirzungen: LTR: long terminal repeat; GAG: group specific
antigen; MA: matriz; CA: capsid; NC: nucleocapsid; pol: polymerase; PR: protease; RT: reverse
transcriptase; IN: integrase; vif: wviral infectivity factor; vpr: wviral protein r; tat: transactivator
of transcription; rev: requlator of virion; vpu: viral protein u; env: envelope; gp: glycoprotein; nef:
negative factor; C1-5: constant region 1-5; V1-5: variable region 1-5; (Copyright (C) 2005 US National
Institute of Health)
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1.3 Wirkstoffe und Kombinationstherapien gegen HIV

In der HIV-Therapie werden vier Wirkstoffgruppen unterschieden: Reverse-Transkrip-
tase-Inhibitoren, Protease-Inhibitoren, Integrase-Inhibitoren und Entry-Inhibitoren. Re-
verse-Transkriptase-Inhibitoren waren die ersten verfiigharen Medikamente im Kampf
gegen HIV. In weiterentwickelter Form sind sie bis heute Bestandteil jeder modernen
Kombinationstherapie. Man unterscheidet zwischen Nukleosidischen Reverse-Transkrip-
tase-Inhibitoren (NRTIs) und Nicht-Nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren-
(NNRTIs). NRTIs werden intrazelluldr zu aktiven Metaboliten phosphoryliert. Als
falsche Substrate konkurrieren sie mit den physiologischen Nukleosiden und fiihren zu
einem DNA-Kettenabbruch [82]. NNRTIs binden in der Néhe der Substratbindungs-
stelle an die Reverse Transkriptase. Dies fiihrt zu einer deutlichen Reduktion der En-
zymaktivitdt. Protease-Inhibitoren (PIs) nutzen einen anderen Wirkmechanismus. Sie
blockieren die Substrattasche der viralen Aspartatprotease und verhindern damit die
Spaltung der Gag- und Gag/Pol-Vorlauferproteine [26]. Dieser im Replikationszyklus
des Virus sehr viel spéater liegende Angriffspunkt ermdéglicht es den Proteaseinhibitoren,
die Virussynthese auch nach abgeschlossener Integration ins Wirtszellgenom effektiv zu
unterbinden. Im Jahr 2007 wurde nach erfolgreichem Abschluss der klinischen Erpro-
bungsphase Raltegravir (Isentress’™) als erstes Priperat der Integrase-Inhibitoren in
den USA und Europa zugelassen. Der Transfer der viralen DNA ins Wirtsgenom, ein
mehrstufiger Prozess welcher durch die virale Integrase katalysiert wird, hat sich als ein
vielversprechender Ansatzpunkt herausgestellt [50]|. Zwischenzeitlich wurden mit Elvi-
tegravir und Dolutegravir zwei weitere Substanzen dieser Wirkstoftklasse entwickelt
[78, 61]. Klinische Studien konnten eine den Protease-Inhibitoren gleichwertige Wirk-
samkeit in Kombinationstherapien nachweisen |74, 95|. Die vierte Inhibitorenklasse
bildet die heterogene Gruppe der Entry-Inhibitoren. Sie verhindern iiber verschiedene

Wirkmechanismen den Eintritt der HI-Viren in die Korperzellen (siche Kapitel 1.5).

Ein grofser Durchbruch in der HIV-Therapie gelang 1996 mit der Hochaktiven Antire-
troviralen Therapie (HAART - Highly Active Antiretroviral Therapy) |76]. Durch die
Kombination verschiedener Wirkstoffe kann die in vivo Virusreplikation unter die Nach-
weisgrenze gesenkt werden. Aktuell empfohlene Kombinationstherapien bestehen meist
aus 2 NRTIs, die mit einem Protease-Inhibitor, einem Integrase-Inhibitor oder einem
NNRTT kombiniert werden [36]. Durch die Einfithrung von HAART konnten beachtliche
Erfolge erzielt werden: Die geschiitzte Uberlebenszeit unter antiviraler Therapie liegt
derzeit bei 30 Jahren [40]. Die Zahl der Menschen in Entwicklungsldndern mit Zugang
zu HAART konnte in den letzten 6 Jahren verzehnfacht werden (UNAIDS 2012). Neue

Kombinationspraparate und eine verbesserte Pharmakokinetik der Wirkstoffe fiihrten
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iiber einfachere Einnahmeregeln und weniger starke Nebenwirkungen zu einer erhoh-
ten Compliance bei den HIV-Patienten. Andere Probleme blieben bisher allerdings
ungelost: Trotz der HAART kommt es immer noch zur Bildung resistenter und multi-
resistenter Virusstdmme [34]. Verantwortlich fiir die Bildung dieser Problemviren ist ein
komplexes Zusammenspiel mehrerer Faktoren. Ungeachtet einer korrekt angewandten
HAART kann die Virusreplikation nicht vollstdndig unterdriickt werden |70, 19]. Die
geringe Leseschreibgenauigkeit der Reversen Transkriptase erzeugt standig neue Virus-
varianten. Unter dem hohen Selektionsdruck, den die antiviralen Medikamente erzeu-
gen, werden die Viren mit verminderter Sensitivitat selektiert. Im ungiinstigsten Fall
kann eine neu erworbene Resistenz gegeniiber einem Wirkstoff auch zu einer Kreuzresi-
stenz gegeniiber anderen Wirkstoffen fiithren [17]. Die Transmission dieser Viren fiihrte
in den letzten Jahren zu einem signifikant wachsenden Anteil von Patienten, die bereits
bei Behandlungsbeginn mit resistenten Viren infiziert waren [54]. Experimentell konn-
te inzwischen nachgewiesen werden, dass das Einfligen multipler resistenzvermittelnder
Mutationen nicht unweigerlich mit einer Einschrénkung der viralen Replikationsfahig-
keit verbunden sein muss [63]. Des Weiteren gibt es bis heute nur unzureichende Daten
iiber die Langzeittoxizitdt der antiviralen Wirkstoffe und die Folgen der haufig un-
ter HAART auftretenden Stoffwechselverédnderungen [73]. Dieses Problem wiegt umso
schwerer, da die Persistenz des Erregers in ruhenden T-Gedéachtniszellen und Makro-
phagen eine Elimination des Virus aus dem Korper mit den vorhandenen Medikamenten
unmoglich macht. Somit ist eine lebenslange Therapie erforderlich [25, 5]. Der beste
Weg diese Probleme zu umgehen, wire die Entwicklung eines Impfstoffes, der einen
umfassenden und zuverlédssigen Schutz gegen die verschiedenen HIV-Subtypen bietet.
Obwohl die Entdeckung zweier breit neutralisierender Antikérper (bNAb - broad neu-
tralizing antibody) im Jahr 2009 der Hoffnung auf einen HIV-Impfstoff neuen Auftrieb
gegeben hat [94], konnten bisherige Entwicklungen diesem Anforderungsprofil bei Wei-
tem nicht gerecht werden. Auf Grund der Wandlungsfahigkeit des Virus erscheinen die
Chancen auf einen raschen Durchbruch auf diesem Gebiet gering [93]. Selbst wenn die
Entwicklung eines Impfstoffes in absehbarer Zeit gelingen sollte, bedarf es weiterhin

wirksamer Medikamente fiir die Millionen von bereits Infizierten.
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1.4 Struktur des HIV-Hiillproteins und Eintritt in die Wirts-

zelle

Um eine Zelle infizieren zu konnen, muss das HI-Virus zuerst deren Plasmamembran
tiberwinden. Diese Funktion wird von dem viralen Hiillprotein (envelope-protein) iiber-
nommen. Das 160 kDa schwere Glykoprotein wird im Golgi-Apparat durch eine zel-
luldre Protease in die transmembranédre Untereinheit (Gp4l) und die extrazelluldre
Untereinheit (Gp120) gespalten. Die beiden Untereinheiten bleiben nichtkovalent mit-
einander verbunden. Jeweils drei dieser Gp120-Gp41-Komplexe bilden zusammen ei-
nes der durchschnittlich 8-15 in jeder Virusmembran verankerten Hiillprotein-Spikes
[105]. Das Gp41 wird wiederum in vier funktionelle Untereinheiten eingeteilt: Am C-
Terminus liegt die Transmembrandoméne. Sie ist fiir die Verankerung des Gp4l in
der Virusmembran verantwortlich. Es folgen die zwei heptad repeats (HR1 und HR2),
die durch ein sich wiederholendes Muster aus sieben Aminoséuren charakterisiert sind.
Das glycinreiche Fusionspeptid bildet den hydrophoben N-Terminus des Proteins [99,
7]. Vergleichende Sequenzanalysen verschiedener HIV-1, HIV-2 und SIV-Stdmme zei-
gen, dass das Gpl120 in fiinf hoch variable (V1-V5) und sechs konservierte Regionen
(C1-C6) unterteilt werden kann (Abb. 1B) [83, 62] . Die funktionell wichtigen und
daher konservierten Regionen des Gpl120 liegen iiberwiegend im Kern des Hiillprote-
ins verborgen. Die variablen Regionen bilden oberflichenexponierte Schleifen. Sie sind
stark glykolisiert und damit ausreichend vor einer Antikorperbildung geschiitzt [100].
Der konservierte Gp120 Kern besteht wiederum aus einer inneren und einer &ufse-
ren Doméne, die tiber eine Briicke (bridging sheet) miteinander verbunden sind. Diese
bridging sheet wird von der V1- und V2-Schleife, sowie der C4-Region (53, 52, 521,
£20) gebildet (Abb. 2) [48].
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Abbildung 2 ): Struktur des Gp120 Kerns gebunden an CD4 (aus [48], modifiziert). Orientie-
rung: Proximal liegt die Virusmembran, distal die Wirtszellmembran. Die innere Doméne bildet den
linken und die &uflere Doméne den rechten Teil des Gp120 Kerns. Die beiden Doménen sind unten
links iiber die bridging sheet verbunden. a-Helices sind rot dargestellt, S-Faltblitter lachsfarben. Die
Verbindungen sind grau eingezeichnet, mit Ausnahme der nicht dargestellten V4-Schleife (gestrichelte
Linie). Copyright (C) Nature License Number: 3767750947162

Der Viruseintritt in die Zelle wird durch die Bindung des Gp120 an das iiberwiegend
auf T-Lymphozyten und Makrophagen exprimierte CD4 eingeleitet. CD4 bindet so-
wohl an die Ubergangsstelle zwischen #uferer und innerer Doméne als auch an die
bridging sheet [48]. Dabei wird eine von hochkonservierten Aminosduren ausgekleidete
Tasche erzeugt. Entscheidend fiir die Bindung ist das Phenylalanin an Position 43 des
CD4. Es ist die einzige Aminosaure, die direkt in die Tasche bindet und dadurch 23 %
der gesamten Kontaktfliche bildet [57|. Aus diesem Grund wird die Tasche als Phe-
43-Cavity bezeichnet. Im Zuge der Anlagerung des CD4 an das Hiillprotein kommt es
in jedem Gpl20 Monomer zu weitreichenden Konformationsénderungen [55]. Wie ge-
nau diese Konformationsdnderungen iiber die innere Doméne des Gp120 an das Gp41l
weitergegeben werden, ist Gegenstand aktueller Forschungen. Es gibt jedoch eindeu-
tige Hinweise auf ein funktionelles Zusammenspiel der beiden Untereinheiten [22]. Im
Endeftekt fiihren diese Umlagerungen zur Freilegung der bisher verborgenen Korezep-
torbindungsstellen und zur Aktivierung des Gp41 [101]. Bei priméren HIV-1-Isolaten
dienen die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4 als Korezeptor [20, 24]. Je nach

7



Einleitung

Wahl des Korezeptors werden die HI-Viren in R5-, X4- oder R5/X4-trope Stdmme ein-
geteilt [4]. R5-trope Viren spielen vor allem bei der Virusiibertragung von Mensch zu
Mensch eine grofse Rolle. Im spéteren Krankheitsverlauf kommt es bei circa 50 % der
Infizierten zum Auftreten X4-troper Virusstdmme. Dies deutet meist auf ein fortge-
schrittenes Erkrankungsstadium hin [13]. Als Bindungsstelle fiir den Korezeptor dient
die Basis der V3-Region sowie die bridging sheet [48]. Die Korezeptorwahl wird mafs-
geblich von der Spitze der V3-Region bestimmt [14, 42|. Bereits der Austausch einer
Aminosaure in dieser Region kann zu einem Wechsel des Korezeptortropismus fiihren
[43]. Die Bindung des Korezeptors verringert zusétzlich die Distanz zwischen Virus-
und Zellmembran und ermdoglicht dem freigelegten, hydrophoben Fusionspeptid, sich
in der Zellmembran zu verankern [8, 21]. Dieser instabile Zustand, bei dem Gp41 mit
beiden Membranen in Kontakt steht, wird als prehairpin intermediate bezeichnet. Zwi-
schen den Membranen liegen nun die n- und c-terminalen heptad repeats (HR-1 und
HR-2), die iiber eine flexible Cysteinschleife miteinander verbunden sind. Im néchsten
Schritt falten sich die HR1 zuriick auf die HR2 und bilden zusammen das sogenannte
siz-heliz bundle [99]. In dieser Konformation werden die beiden Membranen einander
so weit angendhert, dass es zu einer Vermischung der Lipidschichten kommt. Durch die

dabei entstehende Pore kann das Viruskapsid in die Zelle eingeschleust werden [29].

Virion

CoR binding Coreceptor _, Fusion peptide 6-helix bundle

CD4 bindi i
INAING — Site exposure binding Insertion formation

Abbildung 3: Eintrittsmechanismus des HIV-1 (aus [64], modifiziert). Abgebildet sind die in 1.4
erliuterten Phasen des Viruseintritts mit (1) der Anlagerung des CD4 an die Hiillproteinuntereinheit
Gpl120, (2) der Exposition der Korezeptorbindungsstelle, (3) der Bindung der Korezpetoren, (4)
dem Einfiigen des Fusionspeptids (HR-1 und HR-2) in die Wirtszellmembran und (5) der Bildung des
siz-helix bundle. Abkilirzungen: env: envelope, CoR: coreceptor, V1-3: variable region 1-3, HR:
heptad repeat Copyright (©) 2003, The National Academy of Sciences
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1.5 Entry-Inhibitoren

Gemeinsames Charakteristikum aller Entry-Inhibitoren ist die vorteilhafte Eigenschaft,
das Virus schon aufserhalb der Zelle anzugreifen. Somit wird das Problem anderer
HIV-Medikamente, hohe intrazellulare Wirkstoffspiegel erzielen zu miissen, umgangen
[104]. Dem Viruseintritt in die Wirtszelle gehen umfangreiche Umlagerungen in dem
viralen Hiillprotein voraus. Diese fithren zur Exposition hochkonservierter Doménen,
welche ein vielversprechendes Ziel fiir die Entwicklung der Entry-Inhibitoren darstellen.
Die Gruppe der Entry-Inhibitoren wird in drei Klassen unterteilt: Fusions-Inhibitoren,

Korezeptor-Antagonisten und Attachment-Inhibitoren [72].

Der Fusions-Inhibitor T-20 (Fuzeon™™ | Enfuvirtide) war lange Zeit der einzige Entry-
Inhibitor, der klinisch angewandt wurde [60]. T-20 besteht aus einem 36 Aminosduren
langen, synthetischen Peptid, welches die Struktur des C-terminalen heptad repeats
(HR-2) imitiert. Durch die Bindung an HR-1 kann es die Bildung des siz-heliz bundle
und damit den Viruseintritt blockieren [98|. Verschiedene Studien belegen auch eine gu-
te in vivo Wirksamkeit des Fusions-Inhibitors [49, 51|. T-20 und das davon abgeleitete
aber nie fiir die klinische Anwendung zugelassene T-1249 miissen auf Grund ihrer Pep-
tidstruktur zweimal téglich subkutan verabreicht werden [28]. Diese aufwéndige Verab-
reichungform und die hohen Herstellungskosten fiihrten dazu, dass sich T-20 bisher nur
als Reservemedikament etablieren konnte. Zur Anwendung kommt es vorwiegend bei
bestehenden Resistenzen oder Unvertraglichkeiten gegeniiber anderen Medikamenten
[90].

Die zweite Gruppe unter den Entry-Inhibitoren bilden die Korezeptor-Antagonisten. Sie
sind wiederum unterteilt in CCR5- und CXCR4-Antagonisten. Der Wirkstoff TAK-779
war einer der ersten selektiven CCR5-Antagonisten [1|. Da jedoch die parenterale Ver-
abreichung an der Injektionsstelle zu Irritationen fiihrte, wurde die weitere klinische
Erprobung eingestellt [69]. Aus einer ganzen Reihe weiterer neu entwickelter Wirkstoffe
gelangten mit Vicriviroc, Aplaviroc und Maraviroc drei CCR5-Antagonisten in fortge-
schrittene Stadien der klinischen Erprobung am Menschen. Vicriviroc (SCH-D) ist ein
nicht-peptidischer, selektiver CCR5-Antagonist, der durch die Bindung in die trans-
membrane Tasche des CCR5 eine Interaktion mit Gp120 verhindert [91] . Auf Grund
der geringen Molekiilgrofse kann Vicriviroc oral verabreicht werden. In zwei Phase-I11-
Studien (VICTOR-E3 und VICTOR-E4) blieb die Wirkung bei bereits vorbehandel-
ten Patienten hinter den hohen Erwartungen zuriick. Der Antrag auf Zulassung wurde
deshalb zunéchst zuriickgestellt, weitere klinische Studien werden aber fortgesetzt. Die
Entwicklung von Aplaviroc musste nach der Entdeckung einer erhéhten Lebertoxizitét
des Wirkstoffes [66] eingestellt werden. Somit ist Maraviroc (CelsentriTM) bis dato der
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einzige fiir die Behandlung von Patienten zugelassene CCR5-Antagonist [23]. AMD3100
war einer der ersten CXCR4-Korezeptor-Antagonisten, der eine hohe antivirale Potenz
in vitro und in vivo nachweisen konnte [18]. Seine weitere Entwicklung wurde jedoch
nach dem Auftreten kardiotoxischer Nebenwirkungen in einer Phase-Ia/IIb-Studie ge-
stoppt [38]. Mit SDF-1a konnte ein natiirlicher Ligand des CXCR4-Rezeptors identi-
fiziert werden, der in Hamatopoese, Gehirnentwicklung und Herzfunktion eine wichti-
ge Rolle zu spielen scheint [86,106|. Zukiinftige CXCR4-Antagonisten stehen vor der
schwierigen Aufgabe, eine effiziente Blockade des Viruseintrittes zu gewahrleisten, ohne

dabei die natiirliche Funktion des Rezeptors zu blockieren.

Die dritte Gruppe wird von den Attachment-Inhibitoren gebildet. Sie blockieren die
Bindung zwischen CD4 und Gp120 und die daran anschliefenden Umlagerungsprozes-
se im Hiillprotein. Der Attachment-Inhibitor BMS-806 (frither BMS-378806) gehort mit
einem Molekulargewicht von 406,5 g/mol zu den niedermolekularen HIV-1 Inhibitoren
[53]. Die im Jahr 2003 erstmals beschriebene Struktur (Abb. 4C) des 4-Methoxy-7-
Azaindol-Derivats ermoglicht eine gute orale Bioverfiighbarkeit [96]. BMS-806 bindet an
Gp120 unabhéngig von dessen Korezeptortropismus [33] und zeigt mit einer mittleren
ICsp von 12 nM eine gute Wirksamkeit gegen eine Reihe von priméaren HIV-1 Subtyp B
Isolaten [53]. SIV, HIV-2 und einige HIV-1 Subtyp C Stdmme koénnen durch BMS-806
nicht inhibiert werden, da ihre Hiillproteine von Natur aus resistenzvermittelnde Muta-
tionen aufweisen [65]. Die Bindungsstelle des BMS-806 am Hiillprotein und der genaue
Wirkmechanismus des Inhibitors sind umstritten. Einigkeit besteht in der Annahme,
dass BMS-806 an das Hiillprotein Gp120 bindet, und zwar vor dessen Kontakt mit
CD4. Ein Teil der Publikationen vertritt die These, dass BMS-806 mit CD4 um die-
selbe Bindungsstelle in der Phe-53-Cavity konkurriert [33, 53|. Die Ergebnisse einer
aktuellen molecular-docking-Studie stiitzen diese Vermutung [45]. Im Widerspruch da-
zu steht die These, dass BMS-806 nur die Konformationséinderungen, die durch die
Bindung des CD4 hervorgerufen werden, blockiert, und nicht dessen Bindung an sich
[85, 81]. Einige in vitro erzeugte Mutationen in HIV-1-Viren vom Subtyp B, die zu
einer verminderten Sensitivitdt gegeniiber BMS-806 fiihrten, lieferten schon friih erste
Hinweise auf die Lokalisation der Bindungsstelle [53]. Diesem Ansatz folgend konn-
ten weitere resistenzvermittelnde Aminoséduren identifiziert werden. Sie sind um die
Phe-43-Cavity und die daran angrenzenden Strukturen gruppiert [57| . BMS-806 inhi-
biert den CD4-Bindungsprozess und damit den initialen Schritt des Viruseintritts. Es
muss daher schon vor dem Kontakt zwischen Virus und Zelle an das Virushiillprotein
gebunden sein. Der komplizierte Aufbau des Gp120 mit seinen 5 variablen Schleifen
(V1-5) und seinem hohen Grad an Glykolisierung machten die zweifelsfreie Identifizie-

rung der BMS-806-Bindungsstelle bisher jedoch unmdoglich. Neue Untersuchungen tiber
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die Struktur des ungebundenen SIV Gpl20 fiihrten zu der Entdeckung einer von 10
Aminosauren gebildeten hydrophoben Tasche [9] (Abb. 4B). Diese hydrophobe Tasche
existiert nur im ungebundenen Hiillprotein. Weite Teile der Aminoséduresequenz von
SIV Gp120 stimmen mit denen des HIV-1 Gp120 iiberein (35% identisch, >70% Ho-
mologie). Daher war es durch einen Vergleich der beiden Sequenzen moglich, die Amino-
sduren zu ermitteln, welche die hydrophobe Tasche im HIV-1 Gp120 bilden (Abb. 4A).
Weitergehende Untersuchungen zeigten, dass es sich nicht um dieselben Aminoséduren
handelt, welche die Phe-53-Cavity bilden. Hingegen besteht eine groke Ubereinstim-
mung zwischen den Aminoséuren, deren Mutation zu einer Resistenzbildung gegeniiber
BMS-806 fiihrt [57] und denen, welche die hydrophobe Tasche im ungebundenen HIV-
1 Gp120 auskleiden. Deshalb gilt die hydrophobe Tasche in HIV-1 als die potenzielle
Bindungsstelle fiir BMS-806 und andere Entry-Inhibitoren.
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Abbildung 4: (A) Vergleich der Aminosduresequenz von HIV-1 HXBc2 und SIVmac32
im Bereich des Gp120 (aus [9], modifiziert). Blaue Aminosduren (AS) sind identisch, griine sind

homolog substituiert. Kursiv geschriebene AS sind delokalisiert. Die zehn AS der hydrophoben Tasche

sind rot umrahmt. Die Sekundérstrukturen beider Proteine werden durch Pfeile (8-Faltbldtter) und
Zylinder (a-Helices) verdeutlicht. (B) Struktur des ungebundenen HIV-1 Gpl120 Kerns mit
hydrophober Tasche (aus [9]). Farbgebung: Aufere Doméne: blau; Innere Domiine ist entsprechend

ihren Untereinheiten gefirbt (entspricht der Farbgebung in 4A); Brigding sheet: rot. Bekannte, ge-

geniiber BMS-806 resistenzvermittelnde AS der hydrophoben Tasche sind griin hervorgehoben. (C)
Chemische Struktur des BMS-806 (aus [103]). Copyright (C) Abb. 4 (A) und (B) Nature License
Number: 3767781316142 und Abb. 4 (C) Biopharmaceutics and Drug Disposition, License Number:
3767790410285
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1.6 Fragestellung

Auf Grund seines komplexen Aufbaus und seines hohen Grades an Glykolisierung konn-
te die Struktur des ungebundenen HIV-1 Hiillproteins Gpl120 noch nicht vollstédndig
aufgeklart werden. Kristallstrukturanalysen des ungebundenen SIV Gp120 zeigten eine
bisher unbekannte hydrophobe Tasche im SIV Hiillprotein [9]. Diese, nur im ungebunde-
nen Zustand existierende Tasche, wird von zehn Aminoséduren ausgekleidet. Mittels ei-
nes Sequenzvergleichs war es moglich, die korrespondierenden Aminoséauren des Gp120
im HIV-1 zu ermitteln. Es besteht eine grofie Ubereinstimmung zu einer Reihe von
Aminoséuren, deren Mutation bei HIV-1 zur Resistenzbildung gegeniiber dem neuent-
wickelten Attachment-Inhibitor BMS-806 fiihrt [57]. Die genaue Bindungsstelle dieses
niedermolekularen HIV-1 Inhibitors ist noch umstritten. Welche Bedeutung diese zehn
Aminosduren und die hydrophobe Tasche fiir das HI-Virus besitzen, ist weitgehend

unbekannt.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, welchen Einfluss die zehn Aminosau-
ren im Hiillprotein des HIV-1 auf die Infektiositit, die Replikationsfahigkeit sowie die
Sensitivitdt gegeniiber BMS-806 und anderen Entry-Inhibitoren haben.
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2 Material und Methoden

2.1 FEukaryote Zelllinien
Suspensionszelllinien

— PBMC: (engl.: peripheral blood mononuclear cell) periphere Blutmonozyten, ab-

geleitet aus peripherem Blut vom Menschen (homo sapiens)

Adharente Zelllinien

— 293T: Humane Nierenepithelzellen, die mit Adenovirus Typ 5 transformiert wur-
den und das SV40 (simian virus 40) large T-Antigen exprimieren (DuBridge et
al., 1987)

— TZM-bl: HeLa-Zelllinie, die CD4, CCR5 und CXCR4 exprimiert. Sie verfiigt iiber
Luciferase und B-Galaktosidase Gene, die unter Kontrolle des HIV-1 Promotors

stehen

— U373-CCR5-/CXCRA4-Zellen: Humane Glioblastomzellen, die das Gen fiir huma-
nes CD4 sowie das Gen fiir #-Galaktosidase unter Kontrolle des HIV-1-Promotors
enthalten. Sie wurden stabil mit einem Expressionsvektor fiir CCR5 bzw. CXCR4
transfiziert (Labrosse et al., 1998)

2.2 Bakterien

Escherichia coli XL2-Blue’™: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F’ proAB lacl?ZAM15 Tnl0 (Tet”) Amy Cam”| (Bullock et al., 1987) (Stra-
tagene; Heidelberg)
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2.3 Nukleinsauren

Oligonukleotide

Folgende Oligonukleotide wurden von biomers.net GmbH (Ulm, Deutschland) bezogen:

5’NL43Ndel 5’-GATGCTAAGCATATGATACAGAGG-3’
3’NL43Stul 5-GGATACCTTTGGACAGGCCTGTGTA-3’
5’NL43Stul 5-GTCATTACACCAAAGG-3’

3’NL43Nhel 5’-GCAAAATGGACCACTT-3’

5’NL43Nhel 5-GCAAAATGGAATGCCACTT-3

3’NL43BamHI

5-GCTCCGCAGATCCCAG-3’

3’'NL43W112Alef

5’-CCTTAGGCTTTGATCAGCTAAACTG-3’

5 NL43W112Arig

5-CAGTTTAGCTGATCAAAGCCTAAAG-3

|0 ||| T || W N+~

3’NL43D113Alef

5’-GCTTTAGGCTTTGAGCCCATAAAC-3’

—
e}

5’NL43D113Arig

5 -GTTTATGGGCTCAAAGCCTAAAGC-3

—_
—_

3’NL43L125Alef

5-CTTTAAACTAACACAAGCTGGGGTT-3’

—
[\

5’NL43L125Arig

5-AACCCCAGCTTGTGTTAGTTTAAA-3

—_
w

3’NL43T257Alef

5-CAGCAGTTGAGCTGATACTACTG-3’

-
s

5’NL43T257Arig

5-CAGTAGTATCAGCTCACCTGCTG-3’

—
[

3’NL43S375Alef

5-CCTCAATTAAAAGCGTGCGTTAC-3

—_
(@)

5'NL43S375Arig

5-GTAACGCACGCTTTTAATTGTGGAGG-3’

—
PN {

3’NL43F382Alef

5-GAATTACAGTAGAAAGCTTCCCCTCC-3’

—
oo

5’ NL43F382Arig

5-GGAGGGGAAGCTTTCTACTGTAATTC-3’

—_
Ne)

3’NL43M426Alef

5-CCTACTTCCTGCCAAGCGTTTATAA-3

]
(e

5'NL43M426Arig

5-TTATAAACGCTTGGCAGGAAGTAGG-3’

N}
—_

3’'NL43W427Alef

5-TCCTACTTCCTGAGCCATGTTTAT-3’

[\
(\V]

5'NL43W427Arig

5-ATAAACATGGCTCAGGAAGTAGGA-3

[\]
w

3’NL43A433L1ef

5-GAGGGGCATACATTAGTTTTCCTAC-3

[\
=~

5’NL43A433Lrig

5-GTAGGAAAACTAATGTATGCCCCTC-3

[\)
ot

3’NL43M475Alef

5-GGAGGAGGCGATGCTAGGGACAATTG-3’

]
(@)

5'NL43MA75Arig

5-GGAGGAGGCGATGCTAGGGACAATTG-3’

15



Material

Plasmide

Alle verwendeten Plasmide enthalten das Ampicillinresistenzgen zur Selektion in Bak-

terienstammen.

— PCR2.1-TOPO-TA-Vektor: Vektor zum Klonieren der PCR-Fragmenten von In-

vitrogen (Karlsruhe)

— pBR NL4-3: Modifizierter pBR322-Vektor, der das gesamte provirale Genom des
pathogenen HIV-1 pNL4-3 Klons (SuptypB, X4-trop) enthalt

— pBR-NL4-3 005pf135: Modifizierter pBR NL4-3-Vektor, dessen V3-Loop gegen

einen CCR5-tropen V3-Loop aus einem primérem Isolat ausgetauscht wurde |?]

— pCAGGS-NL4-3env: pCAGGS-Variante, in die direkt aus NL4-3 iiber die Re-

striktionsschnittstellen EcoRI und Xhol das env-Gen kloniert wurde

Langenstandard

“1-kb-Leiter” Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)

Nukleotide fiir die Polymerase-Ketten-Reaktion

dNTPs fir die Polymerase-Ketten-Reaktion wurden von Invitrogen (Karlsruhe) bezo-

gen.

2.4 Enzyme

Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs (Schwalbach, Traunstein)

bezogen und in den von den Herstellern empfohlenen Puffersystemen verwendet.

Sonstige Enzyme

Tag-DNA-Polymerase

T4-DNA-Ligase

RNAse A aus Rinderpankreas

Trypsin aus Rinderpankreas

Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm

Stratagene Europe AG (Heidelberg)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Boehringer (Mannheim)

Stratagene Europe AG (Heidelberg)

Boehringer (Mannheim)
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2.5 Reagenzien und Laborhilfsmittel

[a3?P]-dTTP

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Dithiothreitol (DTT)
Ethidiumbromid (EtBr)
Ethylen-Diamin-Tetraacetat (EDTA)
Ficoll-Paque

Fotales Kéalberserum (FKS)
Glycerin
Hydroxyethyl-Piperazin-Ethansulfonsaure
Hygromycin B

Wasserstoffperoxid (HyO5)
Interleukin-2 (IL-2)

Isopropanol

Kleenex

L-Glutamin

LiChrosolv-H,0O

Magermilchpulver, 1% Fett
Natriumazid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Hybond ECL Nitrozellulose-Membranen
NuPAGE®) Novex Bis-Tris Gele
NuPAGE®) LDS Sample Buffer
NuPAGE®) Reducing Agent

Oligo (dT)12-18

Penicillin G
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphat-Buffered-Saline (PBS)
Phytohédmaglutinin (PHA)

Poly A

Reaktionsgeféfe

Rontgenfilme

Tris

Triton X-100

Tween 20

Whatman Papier

Amersham-Buchler (Braunschweig)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Sigma (Miinchen)

Bayer (Leverkusen)

Amersham Pharmacia (Freiburg)
Sigma (Miinchen)

Sigma (Miinchen)

Amersham Pharmacia (Freiburg)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

Roche (Mannheim)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Miinchen)

Merck (Darmstadt)
Kimberley-Clark (Koblenz)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Nestlé (Frankfurt)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Miinchen)

Amersham Pharmacia (Freiburg)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Amersham Pharmacia (Freiburg)
Sigma (Miinchen)

Merck (Darmstadt)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)
Murex (Burgwedel)

Amersham Pharmacia (Freiburg)
Eppendorf (Hamburg)

Kodak (Stuttgart)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Miinchen)

Roth (Karlsruhe)

Whatman (Maidstone, Kent; England)
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2.6 Inhibitoren

T-20 IPF Pharmaceuticals
T-1249 IPF Pharmaceuticals
BMS-806  DAIDS, NIAID
AMD3100 DAIDS, NIAID
TAK-779  DAIDS, NIAID
SCH-D690 DAIDS, NIAID

2.7 Reagenzsysteme (Kits)

Geneclean®) II Kit

HIV-1 p24 Kapsid-Antigen-ELISA

TA Cloning®) Kit

Takara DNA Ligationskit

Wizard? Plus Midipreps

NuPAGE®) Novex Bis-tris-Gele fiir Western-Blot
Tropix-Gal Screen@®) system

Ultra Clean®™ 15

2.8 Medien

Zellkulturmedien

Dianova (Hamburg)

AIDS Repository (Frederick, MD; USA)
Invitrogen (Breda; Niederlande)
Boehringer Ingelheim (Heidelberg)
Promega (Madison, WI; USA)
Invitrogen (Karlsruhe)

Applied Biosystems (USA)

MOBIO Laboratories INC. (USA)

— Adhérente Zellen: DMEM (Invitrogen/Gibco; Karlsruhe) mit 350 pg/ml L-Glutamin,
120 pg/ml Streptomycinsulfat, 120 pg/ml Penicillin und 10 % (v/v) hitzeinakti-

viertem FKS.

— Suspensionszellen: RPMI-1640 Medium (Invitrogen/Gibco; Karlsruhe) mit 350
ng/ml L-Glutamin, 120 pg/ml Streptomycinsulfat, 120 pg/ml Penicillin und 10 %

(v/v) hitzeinaktiviertem FKS.

Bakterienkulturmedien

— LB-Medium: 10 g/1 Bacto-Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt, 8 g/1 NaCl, 1 g/l Glukose;
Zugabe von 100 mg/l1 Ampizillin vor Gebrauch. Der pH-Wert wurde mit NaOH

auf 7,2 eingestellt.

— LBAMPAgar: 15 g/1 Agar und 100 mg/1 Ampicillin in LB-Medium
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— SOC-Medium: 20 g/1 Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 2,5 mM NaCl, 10 mM
MgCly, 10 mM MgSOy, 20 mM Glukose
2.9 Losungen und Puffer
Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Resuspensionspuffer (P1), Lysispuffer (P2), Neutralisationspuffer (P3) (Qiagen, Hil-
den), 70% EtOH, 90% Isopropanol, LiChrosolv-H,O.

Calcium-Phosphat-Transfektion

— 2xHBS: (10xStock): 8,18 % NaCl (w/v); 5,94 % HEPES (w/v); 0,2 % NagHPO,
(w/v). Die Losung wurde sterilfiltriert und der pH-Wert mit 1M NaOH auf 7,12

eingestellt.

— 2M CaClg

HIV p24 Kapsid-Antigen-ELISA

— Losung zur Lyse der Viruspartikel: 10 ml Triton X-100 (Sigma, Miinchen), ad

Waschpuffer: 25 ml 20* Waschkonzentrat (KPL, Maryland), ad 500 ml mQ-H,O

— Probenpuffer: 89,8 ml RPMI-1640, 10 ml 10 % BSA diluent (KPL; Maryland),
200 ul Tween 20 (Sigma; Miinchen)

— Losung fiir den 1. Antikorper: 10 % FKS and 2 % Normal Mouse Serum (NMS)
(Sigma, Miinchen) in RPMI- 1640

— Losung fiir den 2. Antikorper: 2 % Normal Mouse Serum (NMS) (Sigma, Miin-
chen), 5 % Normal Goat Serum (NGS) (Gibco/BRL, Eggenstein), 0,01 % Tween
20 in RPMI-1640

— Substrat: TMB Peroxidase Substrat System (KPL, Maryland)

— Stopplosung: 4 N HySO4
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Western-Blot

— RIPA-I-Puffer: 1 % Triton X-100 (v/v), 0,15 M NaCl, 50 mM Tris HCI (pH 7,4),
5 mM EDTA, 1 mM PMSF

— Kathoden Puffer: 12,5 ml 2 M Tris, 3,24 g 6-Aminocaproic Saure, 200 ml Metha-

nol, mit destilliertem Wasser auf 1 1 aufgefiillt.

— Anoden Puffer I: 15 ml 2 M Tris, 200 ml Methanol, mit destilliertem Wasser auf
1 1 aufgefiillt.

— Anoden Puffer II: 150 ml 2 M Tris, 200 ml Methanol, mit destilliertem Wasser
auf 1 1 aufgefiillt.

— Blockpuffer: PBSo mit 0,4 % Tween 20 (v/v) und 5 % Magermilchpulver (w/v);

— Antikorperpuffer: PBSo mit 0,05 % Tween 20 (v/v) und 5 % Magermilchpulver
(w/v);

— ECL-Detektion: Losung A (Luminol) mit 30 % HyOs (v/v) und 1 % Losung B
(Enhancer), Gemisch lichtempfindlich;

Reverse Transkriptase-Test

— RT-Arbeitslosung (fir 200 ml): 10 ml 1M Tris-Losung, pH 7,8; 5 ml 3 M KCI-
Losung; 4 ml 0,1 M Dithiothreitol-Losung; 6,6 ml 0,15 M MgCls-Losung; 10 ml
100 pg/ml poly-A-Losung; 10ml 31,5 pg/ml oligo-dT-Losung; 200 ul 10 nCi/ml
a2 —P-dTTP-Losung; 5 ml 2 % NP40-Losung; 149,2 ml ddH,0;

— 20xSSC: 3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat.

Sonstige Losungen und Puffer

— PBS: 137 mM NaCl; 7,3 mM NayHPOy; 1,47 mM KyHPOy; 1 mM CaCly; 2 mM
MgClg

— PBSo: PBS ohne CaClyund MgCly;

— 50x TAE-Puffer: 500 mM Tris, 250 mM Natriumacetat, 50 mM Na,EDTA.
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2.10 Antikorper fiir die Western-Blots

HIV-1 Gp120 Rabbit Antiserum Advanced Biotechnologies; USA
Rabbit anti-HIV-1 p24 AIDS Repository; Fredrick; USA
Phosphatase konjungierte Goat Anti-Rabbit IgG  Jackson Immuoresearch; USA
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2.11 DNA-Methoden
Standard-Methoden

Folgende Methoden wurden nach Protokollen von Maniatis et al., 1989, durchgefiihrt:

— Isolierung von Plasmid-DNA nach alkalischer Lyse der Bakterien

— Ethanol- und Isopropanolfallung der DNA

— Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren

— Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

— Auftrennen von Nukleinsduren durch Gelelektrophorese

— Dephosphorylierung von DNA 5’-Enden mit alkalischer Phosphatase

— Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Plasmid-DNA fiir Klonierungen wurde durch alkalische Lyse von Bakterien und an-
schliefende Isolierung und Reinigung der DNA gewonnen (Maniatis et al., 1989). Fiir
Sequenzierreaktionen oder die Transfektion eukaryoter Zellen wurden die Prépara-
tionen mit dem Wizard?™ Plus Midipreps Kit (Promega; Madsion, WI, USA) oder
dem QIAwell 8 Miniprap Kit (Qiagen; Hilden) nach Angaben der Hersteller durchge-
fithrt. Die DNA-Konzentrationen wurden in einem Spektralphotometer (Eppendorf)

bestimmt.

Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Die DNA-Fragmente wurden in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, unter
Bestrahlung mit langwelligem UV-Licht (366 nm) sichtbar gemacht und die DNA-
Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten. Anschliefend wurde die DNA mit dem
Geneclean®) II Kit (Dianova, Hamburg) entsprechend den Anweisungen des Herstellers

isoliert.

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) Alle PCR-Reaktionen wurden in einem
Thermocycler (PTC-100TM, MJ Reserach) durchgefiihrt mit den PCR-Reagenzien von
Promega (USA). Die gewiinschten Punktmutationen im Bereich des externen Glyko-
proteins (Gpl120) wurden mittels SOE-PCR erzeugt.
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PCR zum Einfiigen einer Punktmutation

Folgende Einstellungen wurden gewéhlt: (1) Initiale Denaturierung: 94°C fiir 2 min; (2)
Denaturierung: 94°C fiir 1 min; (3) Anlagerung: 50°C fiir 1 min; (4) Elongation: 72°C (1
min/kb); (5) Wiederholungen: 25; (6) Letzte Elongation: 72°C fiir 8 min; Zusammensetzung
(bei 50 pl Gesamtmenge): HoO (37,5 pl), Puffer (5,0 ul), ANTPs (5,0 pl), Polymerase
(0,5 wl), Primer 1 (1,0 pl), Primer 2 (1,0 ul), DNA-Vorlage (0,1 pul)

PCR zur Fusion der beiden iiberlappenden PCR-Fragmente

Folgende Einstellungen wurden gewéhlt: (1) Initiale Denaturierung: 94°C fiir 2 min; (2)
Denaturierung: 94°C fiir 1 min; (3) Anlagerung: 42°C fiir 1 min; (4) Elongation: 72°C (1
min/kb); (5) Wiederholungen: 10; (6) Denaturierung: 94°C fiir 1 min; (7) Anlagerung: 52°C
fiir 1min; (8) Elongation 72°C (1 min/kb); (9) Wiederholungen: 20; (10) Letzte Elongation:
72°C fiir 8 min; Zusammensetzung (bei 50 pl Gesamtmenge): HoO (34,5 ul), Puffer
(5,0 ul), dNTPs (5,0 pl), Polymerase (0,5 ul), Primer 1 (1,5 ul), Primer 2 (1,5 ul),
DNA-Vorlage 1 (1,0 pl), DNA-Vorlage 2 (1,0 ul)

Ligation von DNA

Ligationen wurden mit dem Takara DNA Ligationskit (Boehringer Ingelheim, Heidel-
berg) durchgefithrt. Plasmid-DNA und Insert-DNA wurden im Verhéltnis von 1 : 3

nach den Protokollen der Hersteller eingesetzt.

DNA-Sequenzierung

Sequenzierreaktionen wurden kommerziell bei der Firma MWG-Biotech AG in Auftrag

gegeben. 2 pg DNA wurden bei 58°C eingedampft und eingeschickt.

2.12 Bakterienkultur

Alle verwendeten Plasmide enthalten ein Ampicillin-Resistenzgen. Transformierte Bak-
terien wurden daher durch Zusatz von Ampicillin (100pg/ml) zum Kulturmedium se-
lektioniert. Verwendet wurde der Escherichia coli-Stamm XL27*-Blue. Die Kulturen
wurden fiir mindestens 12h bei 37°C in LB,,,,-Flissigmedium geschiittelt oder auf
LB,mn,-Agar Platten inkubiert. Bakterienstocks wurden durch Vermischen von 500ul
Bakterienkultur mit 500ul Glycerin erstellt und bei -80°C eingefroren.
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Transformation von Escherichia coli XL27M_-Blue

Nach dem Auftauen der kompetenten Zellen auf Eis wurden 3 pl des Ligationsansatzes
zu jeweils 12 pl der kompetenten Zellen zugegeben. Im Anschluss wurden die Bakterien
fiir 20 min auf Eis, fiir 30 sec bei 42°C im Wasserbad und fiir weitere 2 min 30 sec auf
Eis gestellt. Nach Zugabe von 200 pl SOC-Medium und einer Inkubation von 30 min
bei 37°C wurde die Bakteriensuspension auf LB,,,,-Agarplatten ausplattiert und bei
37°C iiber Nacht inkubiert.

2.13 Zellkultur

Kultur adharenter Zellen

Die adhiirenten Zellen wurden in 25 cm? Zellkulturflaschen in DMEM mit 1 % L-
Glutamin (Gibco; Karlsruhe), 1 % Penicillin-Streptomycin (Gibco; Karlsruhe) sowie
10 % Hitze-inaktiviertem FKS (Gibco; Karlsruhe) bei 37°C und 5 % CO. kultiviert.

Die Zellen wurden zweimal wochentlich im Verhéltnis 1:10 bis 1:20 gesplittet.

Kultur von Suspensionszellen

Die Suspensionszellen wurden in 25 cm? Zellkulturflaschen in RPMI-1640 mit 1 % L-
Glutamin (Gibco; Karlsruhe), 1 % Penicillin-Streptomycin (Gibco; Karlsruhe) sowie
10 % Hitze-inaktiviertem FKS (Gibco; Karlsruhe) bei 37°C und 5 % CO, kultiviert.
Die Zellen wurden zweimal wochentlich im Verhéltnis 1:10 bis 1:20 gesplittet.

Isolierung priméirer Blutlymphozyten aus Buffy coat

Zur Isolierung primérer Blutlymphozyten (PBL ,primary blood lymphocyte* oder PBMC
»peripheral blood mononuclear cells*) wurde Buffy Coat (Lymphozytenkonzentrat aus
500 ml Vollblut) von der Blutspendenzentrale Ulm bezogen und 1:3 in PBSo ver-
diinnt. Anschliefend wurde das verdiinnte Buffy Coat iiber 20 ml Ficoll (Biochrome)
geschichtet und iiber Dichtegradientenzentrifugation fiir 45 min bei 1700 rpm aufge-
trennt. Die angereicherten Lymphozyten wurden aus der Interphase abgenommen und
dreimal in PBSo gewaschen (5 min, 1200 rpm, 20°C). Anschliefend wurden sie in
25 cm? Zellkulturflaschen in RPMI-1640 mit 1 % L-Glutamin (Gibco; Karlsruhe), 1 %
Penicillin-Streptomycin (Gibco; Karlsruhe) und 10 % Hitze-inaktiviertem FKS (Gibco;
Karlsruhe) aufgenommen, und mit 3 yg/ml Phytohdmagglutinin (PHA) und 10 ng/ml
Interleukin stimuliert. 2-3 Tage nach Stimulation wurden sie in 96-Well-Platten ausge-

sit, und mit den entsprechenden Virusstdmmen infiziert.
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2.14 Herstellung von HIV-1 Gp120-Mutanten

Die HIV NL4-3 Gp120 Mutanten wurden mittels splice overlap extension (SOE)-PCR
hergestellt. Als Template dienten molekulare Klone des pBR-NL43-Plasmids. In er-
sten Standard-PCR-Reaktionen wurde mit den spezifischen 5'Primern bzw. 3’Primern
und dem jeweils entsprechenden, die gewiinschte Punktmutation tragenden Primern
zwei Fragmente erzeugt, die sich im Bereich der Mutation iiberlappten. Die Produkte
aus diesen PCR-Reaktionen wurden iiber Agarosegelelektrophorese aufgereinigt, die
DNA aus dem Gel isoliert und die jeweils zueinander gehérenden PCR-Fragemente als
Template in einer zweiten PCR mit den zugehorigen spezifischen Primern amplifiziert.
Dieses Amplikon wurde wiederum aufgereinigt und iiber Standardmethode laut Her-
steller in den pCR2.1-TOPO-TA Vektor kloniert. Mittels Sequenzierung aller Produkte
konnte die gewiinschte Mutation nachgewiesen und unerwiinschte Mutationen ausge-
schlossen werden. Danach erfolgte die Umklonierung der Gp120 Mutanten iiber die
entsprechenden Schnittstellen in das Provirus pBR-NL4-3 sowie spéter in die Vektoren
pBR-NL4-3 005pf135(R5) und pCAGGS-NL4-3env. Da die zu verdndernden Amino-
sduren weitrdumig iiber den env-Bereich verteilt sind, kamen verschiedene spezifische

Primerpaare bzw. Restriktionsenzyme (Ndel, Stul, Nhel, BamHI) zum Einsatz.

Primerpaar Mutation

5'NL43Ndel und 3’'NL43Stul WI112A, D113A, L125A

5’NL43Stul und 3’NL43Nhel T257TA

5’NL43Nhel und 3’NL43BamHI | S375A, M426A, W427A, A433L, M475A

2.15 Herstellung von Viren
Kalzium-Phosphat-Transfektion von 293T-Zellen

Die Transfektion der 293T-Zellen wurde nach der Kalzium-Phosphat-Préazipitat-Methode
durchgefiihrt. Am Tag vor der Transfektion wurden 5*10° Zellen in 6-Well-Platten aus-
gesit und tiber Nacht bei 37°C und 5 %igen COs-Gehalt inkubiert. Die Zellen waren
zum Zeitpunkt der Transfektion zu 50-75 % konfluent. Fiir die DNA-Arbeitslosung wur-
den 5 pg DNA mit 13 pl 2 M CaCl, gemischt und mit HoO auf 100 pl aufgefiillt. Diese
Loésung wurde tropfenweise zu 100 pl 2xHBS zugegeben. Nach 5 min Inkubation bei
Raumtemperatur bildete sich ein milchiges Prézipitat. Der Transfektionscocktail wurde
auf das Medium der Zellkulturen getropft und die Zellen iiber Nacht bei 37°C inku-
biert. Am néchsten Tag wurde das Medium (DMEM: 10 % FKS, 1 % L-Glutamin, 1 %

Penicillin-Streptomycin) erneuert. 48 h nach der Transfektion wurden die Uberstinde
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abgenommen und bei 1200 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Die aliquotierten Virusstamme

wurden bei -80°C eingefroren.

HIV p24 Kapsid Antigen-ELISA

Die Konzentration viralen Antigens in Virusiiberstdnden wurde mittels HIV p24 Kapsid-
Antigen-ELISA (AIDS Repository; Frederick, MD; USA) bestimmt. Das durch Lyse mit
Triton X-100 freigesetzte HIV-Kapsidprotein p24 bindet an einen monoklonalen Maus-
Antikorper. Ungebundenes Material wurde durch Waschen entfernt. Die Quantifizie-
rung des Kapsidproteins erfolgte durch die sogenannte , sandwich“-ELISA-Methode.
Zuerst wurde ein polyklonaler Antikorper aus Kaninchen zugegeben, der an das Kapsid-
protein p24 bindet. Der gebundene Antikérper wurde mit Anti-Kaninchen-Antikérper
aus Ziegen, der mit einer Peroxidase gekoppelt ist, inkubiert. Durch Zugabe des Sub-
strates (TMB) kommt es zu einer Farbénderung der Losung. Die Reaktion wurde durch
4 N Schwefelsdure gestoppt. Die Quantifizierung des gefarbten Produktes erfolgt bei den
Wellenléngen 450 nm und 650 nm. Die gemessene Farbkonzentration ist proportional
zu der Menge an Kapsidprotein und wird in ng/ml p24 angegeben. Um Messwerte zu
erhalten, die im linearen Bereich des Messsystems liegen, wurden die lysierten Proben
1:100 und 1:500 mit Probenpuffer verdiinnt.

2.16 Bestimmung der viralen Infektiositat, Sensitivitat und

Replikation

Fiir die gesamte Versuchsreihe wurden TZM-bl Zellen verwendet. Diese Zellreihe expri-
miert stabil CD4, CXCR4 und CCRA5.

Infektion

Je 5000 TZM-bl Zellen pro Well wurden in 96-Well-Platten ausgesit und iiber Nacht
bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Am néichsten Morgen wurden die verschiedenen Virus-
stamme mit DMEM auf 1 bzw. 5 ng p24 Antigen in 100l Gesamtvolumen normalisiert
und diese anschliefend auf die Zellkulturen iibertragen. Zwei Tage nach der Infektion

wurde die virale Infektiositat mittels eines S-Galactosidase-Tests bestimmt.

Sensitivititstests gegeniiber Inhibitoren

Je 5000 TZM-bl Zellen pro Well wurden in 96-Well-Platten ausgesit und iiber Nacht
bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Am néchsten Morgen wurden die Zellen in Tripletts
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mit verschiedenen Konzentrationen der Inhibitoren AMD3100, BMS-806, SCH-D, T-20,
T-1249, TAK-779 versetzt und mit den gleichen Mengen HIV NL4-3 Gp120 Mutanten
und WT-Virus infiziert. Zuvor wurden die Viruskonzentrationen mittels der Ergebnisse
der p24-Antigen Messung (ELISA) angeglichen. Zur Kontrollmessung wurden die Zel-
len auch in Abwesenheit der Inhibitoren infiziert. Zwei Tage nach der Infektion wurde
die virale Infektiositét durch den £-Gal-Assay) bestimmt. Zur Berechnung der relativen
viralen Infektiositdt wurde die £-Gal Aktivitat (RLU) fiir jede Inhibitorkonzentration
durch die f5-Gal Aktivitdt in Abwesenheit von Inhibitoren dividiert. Die Inhibitorkon-
zentration, bei der eine 50 % Hemmung der Virusaktivitit (ICs) vorlag, wurde mittels

des Softwareprogramms GraphPad Prism 5 berechnet.

[-Galactosidase-Test

TZM-bl-Zellen exprimieren CD4, CCR5 und CXCR4 und enthalten das Gen fiir f-
Galaktosidase unter Kontrolle der HIV-1-LTR. Nach der Virusinfektion kommt es zu
einer Tat vermittelten Expression von $-Galaktosidase, die sich durch Lumineszenz-
Messung nachweisen lasst. Um die Verdnderung der Infektiositét bei den verschiedenen
HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten bzw. die Auswirkungen der eingefiigten Mutationen auf
die Sensitivitdt der Viruspartikel gegeniiber verschiedenen Inhibitoren zu untersuchen,
wurden die Zellen einen Tag nach Aussaat mit den Virusstammen (1 bis 5 ng p24-
Antigen) in einem konstanten Volumen infiziert und fiir 48 h bei 37°C und 5 % CO,
inkubiert. Anschliefsend wurde das Medium entfernt und die Zellen in 40 pl einer 1:1 fs-
Gal-Screen/PBSo-Losung aufgenommen. Nach 60 min Inkubation bei 37°C wurden 35

nl in Lumistripes iiberfithrt und anschlieffend im Chiron’ "' -Luminometer vermessen.

Reverse Transkriptase Test

Die Reverse Transkriptase verfiigt iiber vier enzymatische Aktivitdten: Sie kann als
RNAseH, RNA-Endonuklease, DNA-abhéangige DNA-Polymerase und RNA-abhéngige
DNA-Polymerase aktiv sein. Ihre Aktivitat als RNA-abhingige DNA-Polymerase wird
im RT-Test als Mals fiir die virale Replikation quantifiziert. Dazu wurden die Zellen
ausgesit, am néchsten Tag mit einer definierten Menge an viralem Antigen infiziert
und danach wie beschrieben kultiviert. Im Abstand von drei Tagen wurde Uberstand
abgenommen und bei -20°C eingefroren. Um das Replikationsvermégen der einzelnen
Virusmutanten zu untersuchen, wurde zu 6 pl Kulturiiberstand 25 ul RT-Arbeitslosung
gegeben und dies fiir 2h bei 37°C inkubiert. Die Komponenten des RT-Mix haben fol-
gende Funktionen: SDS und NP-40 schlieffen das Virus-Kapsid auf. Die polyA-Stringe

dienen der RT als Matrize, wihrend die Desoxythimidin-Oligomere die Primer fiir die
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reverse Transkription bilden. Stabilisiert durch zweiwertige Ionen, nutzt die RT nun
die radioaktiv markierten dTTPs zur Synthese des komplementéren DNA-Stranges.
Nach der Reaktion wurden 6 pl des Reaktionsgemisches auf Whatman Filterpapier
aufgetropft und fiir 10-20 min bei Raumtemperatur getrocknet. Je nach Radioakti-
vitdt auf den Filtern wurden diese 3-5-mal mit 2xSSC-Puffer gewaschen. Nach dem
letzten Waschschritt sollte in der SSC-Losung keine Radioaktivitat nachweisbar sein.
Danach wurden die Filter zweimal fiir 1min in 96 % Ethanol gewaschen und fiir 1 h bei
60°C getrocknet. Die Aktivitdten der Proben wurden mit Hilfe eines Phospho-Imagers
(BAS2000, Fuji Photo Film Co., Ltd.; Japan) ermittelt und mit Hilfe der Computer-

programme Basread, Aida und Excel ausgewertet.

2.17 Nachweis viraler Proteine durch Western Blot Analyse
Herstellung der Zelllysate

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden in 6-Well-Platten mit 5 pg proviraler DNA
transfizierte 293T-Zellen verwendet. Zur Gewinnung einer Positivkontrolle wurden die
Zellen ebenfalls mit HIV-1 NL4-3 WT transfiziert, als Negativkontrolle dienten un-
transfizierte 293T-Zellen. Drei Tage nach der Transfektion wurde das Kulturmedium
abgenommen, die Zellen jeweils mit 1ml PBS vom Boden gelést und in ein Eppendorf-
Reaktionsgefafs iiberfiihrt. Diese Zellen wurden fiir 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert,
und der Uberstand abpipettiert. Zu den Zellpellets in den Eppendorf-Reaktionsgefifen
wurde jeweils 150 pl RIPA T Puffer hinzugegeben und bei 4°C fiir 10 min inkubiert.
AnschlieRend wurden die Proben bei 14000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in neue Eppendorf-Reaktionsgeféifse pipettiert und bei -20°C gelagert.

Herstellung der Viruslysate

Die Virusstdmme wurden fiir 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Die Viruskonzentratio-
nen der verschiedenen Proben wurden durch die entsprechende Hinzugabe von DMEM
auf 200 ng p24 angeglichen. Danach wurden die Proben fiir 5 h bei 14000 rpm zen-
trifugiert und der Uberstand vorsichtig abgezogen. Zu den verbleibenden Viruspellets
wurde jeweils 60 pl RIPA T Puffer hinzugegeben (pro ml 20 ul PMSF) und die Proben
iiber Nacht bei -20°C aufbewahrt.
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Western-Blot

Jeweils 6 pl der Virus- und Zelllysate wurden mit 7,5 pl Tris-Glycine Sample Buffer
und 1,5 pl NuPAGE®) Reducing Agent geméf den Herstellerangaben gemischt. An-
schliefend wurden die Proben fiir 2 min auf 85°C erhitzt. Jeweils 15 pl der Proben
wurden mit einer Hamilton-Spritze auf ein NuPAGE Novex Bis-Tris Polyacrylamidgels
aufgetragen und mit Hilfe einer XCell SureLock Mini-Cell Elektrophoresekammer auf-
getrennt (Invitrogen). Nach dem Prinzip des Semi-Dry-Blots wurden die aufgetrennten
Proteine dann mit einem Trans-Blot SD Gerét (BioRad, USA) auf Nitrozellulosemem-
bran iibertragen. Diese wurden iiber Nacht in einer 5 % Milchlosung leicht geschwenkt
und am néchsten Morgen 3-mal mit 10 ml PBS/Tween fiir 10 min gewaschen. Anschlie-
fsend wurde der fiir das zu detektierende Protein spezifische Antikorper entsprechend
den Herstellerangaben zugesetzt und die Membran fiir eine weitere Stunde geschwenkt,
bevor die ungebundenen Antikorper in drei Waschschritten a 5 min mit PBS/Tween
entfernt wurden. Durch Inkubation der Membran fiir 1 h mit einem spezifisch an den
ersten Antikorper bindenden zweiten Antikorper, der mit alkalischer Phosphatase mar-
kiert war (KPL), wurden nach weiteren drei Waschschritten die Proteine durch Zugabe
von BCIP/NBT Substrat (KPL, USA) in einer enzymatischen Reaktion direkt auf der

Membran nachgewiesen.

2.18 Zellfusions-Test

Je 5*%10° 293T-Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesit und am zweiten Tag mit den
unterschiedlichen pCAGGS-NL4-3env und SIV-TAT Expressionsplasmiden kotransfi-
ziert. Ebenfalls am zweiten Tag wurden die TZM-bl Zellen in 96-Well-Platten (10%
Zellen pro 100 ul) ausgesét. TZM-bl-Zellen exprimieren CD4, CCR5 und CXCR4 und
enthalten das Gen fiir -Galaktosidase unter Kontrolle der HIV-1-LTR. Am Morgen des
dritten Tages wurde das Medium der 293T Zellen erneuert. Zehn Stunden spéter wur-
den die transfizierten 293T-Zellen vorsichtig aus den 6-Well-Platten gelost und jeweils
2,5%10% Zellen zu den TZM-bl in 96-Well-Platten gegeben. Bei erfolgreicher Zellfusion
kommt es zu einer Tat-vermittelten Expression von f-Galaktosidase, die sich durch
Lumineszenz-Messung nachweisen lasst. Am sechsten Tag wurden das alte Medium
vollstandig aus den 96-Well-Platten entfernt und die Zellen in 40 ul einer 1:1 #-Gal-
Screen/PBSo-Losung aufgenommen. Nach 60 min Inkubation bei 37°C wurden 35 pl

in Lumistripes iiberfithrt und anschlieffend im ChironTM-Luminometer vermessen.
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2.19 Computerprogramme und Datenquellen

Die HIV-Sequenzen wurden von folgender Seite bezogen: http://www.hiv.lanl.gov

Fiir die Auswertung von Aminoséure- und DNA-Sequenzen wurden folgende Program-

me benutzt:

Sequenz-Alignment Programm MultAlin (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin /)
— Sequence Reverse Complementor (http://molbiol.virtualave.net/revcomp.html)

— Expasy-Tool (http://www.expasy.org/tools/dna.html)

— Gene Construction Kit V2.0

— Chromas Version 1.62

— GraphPad Prism 5 zur Berechnung der IC5p-Werte und die statistische Analyse

2.20 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte £ Standardabweichung aus Dreifachmessungen

dargestellt, berechnet mit Excel und Prism.
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3 Ergebnisse

3.1 Funktionelle Analyse der hydrophoben Tasche im ungebun-
denen HIV-1 NL4-3 Gp120

Die hydrophobe Tasche im ungebundenen Hiillprotein Gp120 des HIV-1 [9] wird von
zehn hochkonservierten Aminoséuren begrenzt. Um ihre Bedeutung im Rahmen der
viralen Replikation und Pathogenese zu analysieren, wurde mittels SOE-PCR jeweils
eine dieser zehn Aminosduren in Alanin umgewandelt. Das an Position 433 bereits
vorhandene Alanin wurde durch Leucin ersetzt. Das Erzeugen unerwiinschter Mutatio-
nen, verursacht durch die geringe Lese-Schreib-Genauigkeit der Tag-DNA-Polymerase,
konnte unter Zuhilfenahme einer anschlieffenden Kontrollsequenzierung ausgeschlossen
werden. Eine Ubersicht iiber alle eingefiigten Mutationen ist in Abb. 5 dargestellt.
Nach ihrer Fertigstellung wurden die PCR-Produkte in die proviralen Plasmide pBR-
NL4-3 (X4-trop) und pBR-NL4-3 005pf135 (R5-trop) sowie in das Expressionsplasmid
pCAGGS-NL4-3env kloniert. Die Konzentration der damit jeweils erzeugten Virus-
stdmme wurde mittels p24-Kapsid-Antigenmessung (ELISA) bestimmt. Somit konnten
die folgenden Experimente mit einer angeglichenen Viruskonzentration und in einem
konstanten Volumen durchgefiihrt werden. Die Vektoren und die damit erzeugten Vi-
russtdmme konnten anschliefsend dafiir verwendet werden, die Expression des Hiillpro-
teins sowie Replikation, Infektiositdt und Korezeptortropimus der Mutationstrager zu

untersuchen.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Aminosiuresequenz im HIV-1 NL4-3 Gp120
(Wild-Typ) und der erzeugten Mutationen. Die zehn Aminoséuren, die in der Tertirstruktur
des ungebundenen Hiillproteins die hydrophobe Tasche bilden, sind hervorgehoben (oberste Zeile).
Die Nummerierung der Aminoséuren basiert auf der Nummerierung fiir die HIV-1 HXB2 Envelope-
Sequenz in der Los Alamos Datenbank. ,,//“ ersetzt einen langeren identischen Sequenzabschnitt. ,-
bezeichnet dieselbe Aminosiurensequenz. Die erste Spalte zeigt eine Ubersicht der erzeugten Mutanten
des HIV-1 (NL4-3).
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3.1.1 Expression und Prozessierung des Hiillproteins der HIV-1 NL4-3
Gp120 Mutanten

Um den Effekt der eingefiigten Mutationen auf die Expression und die Prozessierung
der veréinderten Hiillproteine zu bestimmen, wurde das Lysat transfizierter Zellen sowie
das Lysat der Viruspartikel unter Anwendung des Western Blot Verfahren untersucht.
Der Nachweis des p24 Antigens fungierte als Positivkontrolle fiir Virusprotein in den
Proben. Das Hiillprotein wurde mittels HIV-1 Gp120 Rabbit Antiserum nachgewiesen.
Wie die Abb. 6A und 6B zeigen, konnte sowohl p24- als auch Gp120 in allen Proben
nachgewiesen werden. Die Doppelbande in den Zelllysatproben entsteht durch die zu-
sitzliche Bindung des Gp120 Antikorpers an das ungespaltene Vorlauferprotein Gp160.
Die Analyse der aufgetrennten Zelllysate liefs keine Unterschiede zwischen dem NL4-3
WT und den Gpl120 Mutanten bei der Expression der Hiillproteine erkennen. Eben-
so ergaben sich aus den aufgetrennten Viruslysaten keine Hinweise auf eine Stérung
der posttranslatorischen Prozessierung. Das lédsst darauf schliefsen, dass die eingefiig-

ten Mutationen keinen Einfluss auf die Expression und Prozessierung des Hiillproteins
haben.
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Abbildung 6: Expression und Prozessierung des Hiillproteins der HIV-1 NL4-3 Gp120
Mutanten. Zur Uberpriifung der viralen Genexpression und der posttranslatorischen Prozessierung
der veriinderten Hiillproteine wurden (6A) die Zelllysate bzw. (6B) die zellfreien Uberstinde von
transfizierten 293T Zellen zentrifugiert. Anschliefend wurden die Virus- sowie die Zelllysat-Pellets nach
Auftrennung mittels Western Blot Verfahren mit Antikérpern gegen das Hiillprotein Gp120 und den
Kapselbaustein p24 inkubiert. Zum Vergleich wurde jeweils eine NL4-3 Wildtyp Probe mituntersucht.
Die Ergebnisse konnten in einem weiteren unabhéngigen Experiment bestétigt werden.
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3.1.2 Infektiositdt der HIV-1 NL4-3 (X4) und HIV-1 NL4-3 005pf135 (R5)
Mutanten in TZM-bl-Zellen

Fiir die Infektion einer Wirtszelle benotigt das HI-Virus ein funktionelles Hiillprotein.
Der Austausch einer der hochkonservierten Aminoséduren in der hydrophoben Tasche
konnte die Infektiositéit des Virus beeinflussen. Zur Uberpriifung der Infektiositét wur-
den TZM-bl-Zellen mit den zehn Gpl20 Mutanten sowie dem NL4-3 WT infiziert.
Um auszuschliefen, dass ein Wechsel des Korezeptortropismus die Infektiositat der
Gp120 Mutanten beeinflusst, wurden auch die entsprechenden R5-tropen HIV-1 NL4-
3 005pf135 Mutanten getestet. Da TZM-bl-Zellen neben CD4 und CXCR4 ebenfalls
CCRbH exprimieren, konnten sie in beiden Versuchsreihen verwendet werden. In den
mit HIV-1 infizierten Reporterzellen kommt es zu einer Tat vermittelten Expressi-
on der #-Galaktosidase, die sich mit einer Lumineszenz-Messung quantifizieren lasst.
Durch den Vergleich der NL4-3 W'T Werte mit denen der Gp120 Mutanten konnte die
relative Infektiositdt der Viren ermittelt werden. Diese war bei den X4-tropen Muta-
tionen T257A, S375A, A433L und M475A mit dem NL4-3 WT vergleichbar. Die Mu-
tante D112A verfiigte iiber eine leicht reduzierte Infektiositat. Die anderen fiinf Gp120
Mutanten besafen keine (W112A, L125A, F382A, W427A) bzw. eine deutlich herabge-
setzte (M426A) Infektiositat. Bei den R5-tropen Virusstdmmen fiihrten die Mutationen
W112A, L125A, F382A und W427A zu einem vollstdndigen Verlust der Infektiositat,
wahrend die Mutationen T257A und S375A keinen negativen Einfluss hatten. Die Mu-
tanten D113A, A433L und M475A zeigten im Vergleich zum NL4-3 WT und zu ihren
CXCR4-tropen Mutanten eine nur leichte Minderung der Infektiositéat, wohingegen die
Infektiositat des Mutanten M426A erneut stark reduziert war. Somit wird, unabhéngig
vom Korezeptortropismus, nur der Austausch von sechs der zehn Aminoséduren in der

hydrophoben Tasche toleriert. Die vier anderen sind essenziell fiir den Viruseintritt.
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Abbildung 7: Infektiositidt der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten in TZM-bl-Zellen. Abb. TA
zeigt die Infektiositat der X4-tropen Stamme, Abb. 7B zeigt die Infektiositdt der R5-tropen Stdmme.
Die TZM-bl-Zellen wurden in 3-fach Ansétzen mit 2 verschiedenen Virusstdmmen infiziert (n=3). Die
verwendeten Virusstdmme enthielten die 1 bzw. 5 ng p24. Als Maf fiir die virale Infektiositdt wurde 3
Tage nach Infektion die fs-Galaktosidase-Aktivitét in den Zelllysaten ermittelt. Die durchschnittliche
R-Galaktosidase-Aktivitdt + Standardabweichung ist in% der NL4-3 WT Infektiositit angegeben.
Abkiirzungen: p24: Virus-Kapselbaustein WT: wildtype
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3.1.3 Replikation der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten

Das Ziel dieses Versuches war, den Einfluss der in das Hiillprotein eingefiihrten Mu-
tationen auf das Replikationsverhalten des Virus zu untersuchen. Dazu wurden sti-
mulierte humane PBMC’s jeweils mit 0,4 bzw. 2 ng Virus infiziert. Alle drei Tage
wurden die Uberstéinde abgenommen. Anschliefend konnte die jeweilige Replikations-
rate durch Bestimmung der Reverse Transkriptase in den Virionen ermittelt werden.
Die in Abb. 8A dargestellte kumulative Reverse Transkriptase Aktivitit zeigte deut-
lich, dass fiinf der Gp120 Mutanten (W112A, L125A, F382, M426, W427A) nicht zu
einer effektiven Replikation befdhigt waren. Die Mutanten T257A und S375A besafien
eine dem NL4-3 WT vergleichbare kumulative Reverse Transkriptase-Aktivitat, wo-
hingegen bei den Mutanten D113A, A433L und M475A eine signifikante Reduktion
der Replikationsrate nachweisbar war. Sowohl die mutationstragenden Virenstdmme
als auch das NL4-3 WT Virus hatten nach sechs Tagen ihre maximale Replikations-
rate erreicht. Sie fiel danach auf Grund des Mangels an weiteren infizierbaren Zellen
rasch wieder ab. Zusammengefasst zeigen die Daten der Replikationsexperimente, dass
von den insgesamt zehn untersuchten Gp120 Mutanten fiinf (W112A, L125A, F382A,
M426A, W427A) nicht zur Replikation fahig sind. Die anderen fiinf in dem Experiment
untersuchten Mutanten (D113A, T257A, S375A, A443L, M475A) zeigen eine dem NL-
4-3 W'T vergleichbare bzw. leicht verminderte Replikationsrate. Damit bestétigen die

Replikationsexperimente die Ergebnisse der vorausgegangenen Infektiositatsstudien.
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Abbildung 8: Replikation der HIV-1 Gp120 NL4-3 Mutanten. Stimulierte PBMC’s (peripheral
blood mononuclear cells) wurden mit 0,4 und 2 ng Virus infiziert und im Abstand von 3 Tagen
Uberstéinde abgenommen. Die Menge an im Uberstand vorhandener Reverser Transkriptase diente als
Maf fiir die virale Replikation. Die Ergebnisse errechneten sich aus dem Mittel von einem Experiment
mit 2 unabhéngigen Stocks sowie 2 PBMC-Spendern. Abb. 8A zeigt die kumulative RT-Aktivitat in
% der NL4-3 WT RT-Aktivitdt vom 3.-9. Tag + Standardabweichung. Abb. 8B zeigt die jeweilige
RT-Aktivitdt im Verlauf der ersten 9 Tage. Abkiirzungen: RT: Reverse Transkriptase, PSL: photo

stimulated light emission; dpi: days post infection
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3.1.4 Fusogenitiat der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten

Die Fusion von Virus- und Zellmembran ist ein essenzieller Schritt bei der Infektion
der Wirtszelle und wird von den eingelagerten Hiillproteinen Gp120 und Gp41 vermit-
telt. Dabei kommt es im Hiillprotein zu einer Reihe komplexer Umlagerungen. In dem
folgenden Zell-Zell-Fusionstest wurde untersucht, welchen Einfluss die eingefiigten Mu-
tationen auf die Fusogenitét des Hiillproteins haben. Die Ergebnisse (Abb. 9) zeigten,
dass die Mutationen T257A, S375A, A433L und M475A die Fusogenitdt im Vergleich
zum NL4-3 nicht beeinflussen. Die Fusogenitét des Gp120 mit der Mutation D113A war
um die Halfte reduziert. Die vier nicht infektiosen Mutanten (W112A, L125A, F382A,
W427A) waren inklusive des schwach infektiosen M426A Mutanten nicht féhig, eine
effiziente Fusion zu vermitteln. Dieses Ergebnis steht auch in Ubereinstimmung mit

den Resultaten des Replikationstests.
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Abbildung 9: Fusogenitiat der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten. Fiir den Zell-Zell-Fusionstest
wurden 293T-Zellen (effector-Zellen) mit den Expressionsplasmiden pCAGGS-NL4-3env (3 pg) und
SIV-TAT (3 pg) kotransfiziert, wodurch die Zellen sowohl das regulatorische Protein Tat als auch
die unterschiedlichen Gp120 Hiillproteine exprimierten. Nach 24h wurden je 2,5%10* 293T-Zellen in
96-Well Platten mit bereits ausgesiten TZM-bl Zellen tberfiihrt. Diese target-Zellen exprimierten
stabil eine groke Menge an CD4, CXCR4 und CCR5. Bildeten sich in den néchsten zwei Tagen
Synzytien, fiihrte dies zu einer Tat vermittelten Expression der -Galaktosidase in den TZM-bl Zellen.
Diese konnte mit einem f$-Galatosidase-Test quantitativ nachgewiesen werden. Die #-Galaktosidase-
Aktivitat (Durchschnitt von je 3 unabhéngigen Transfektionen + Standardabweichung) ist in % der
NL4-3 WT-Aktivitdt angegeben.
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3.1.5 Korezeptortropismus der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten

Der Korezeptortropismus des HI-Virus wird iiberwiegend von Struktur und Ladung
der V3-Region des Gp120 bestimmt. Bereits der Austausch einer Aminosédure kann zu
einem Korezeptorwechsel fithren. Aber auch andere Anteile des Hiillproteins nehmen
Einfluss, insbesondere die angrenzende V1/V2-Region. Deshalb wére es moglich, dass
das Einfiigen der Mutationen in die eng benachbarte hydrophobe Tasche des Gpl120
Einfluss auf den Korezeptortropismus nimmt. Aus diesem Grund wurden sowohl die X4-
tropen HIV-1 NL4-3 Mutanten als auch die R5-tropen HIV-1 NL4-3 005pf135 Mutanten
untersucht. Fiir diesen Versuch wurden die Zelllinien U373-CXCR4 und U373-CCR5
verwendet. Sie exprimieren CD4 und jeweils nur CXCR4 oder CCRb5. Jede Zelllinie
wurde mit beiden Stdmmen (Mutanten und WT) infiziert und die Infektiositdat mittels
f-Galaktosidase-Test bestimmt (Tab. 1). Die Ergebnisse dieses Versuchs zeigen deut-
lich, dass die X4-tropen Virusmutanten nur Zellen infizieren konnten, die auch CXCRA4
exprimierten. Umgekehrt konnten die R5-tropen Virusmutanten nur die Zelllinie mit
CCRA-Rezeptoren infizieren. Die Einfiihrung der Mutation hat weder bei X4-tropen-

noch bei R5-tropen-Mutanten einen Einfluss auf den Korezeptortropismus.

Tabelle 1: Infektiositit der HIV-1 NL4-3 Mutanten in U373-CXCR4- und U373-CCR5-
Zellen. Die Zellen wurden mit 1 und 5 ng in 3-fach Ansétzen und mit 2 verschiedenen Virusstdmmen
infiziert. Als Mafk fiir die virale Infektiositdt wurde 3 Tage nach der Infektion die #-Galaktosidase-
Aktivitdt in den Zelllysaten ermittelt. Die durchschnittlich gemessene £-Galaktosidase-Aktivitét ist in
% der NL4-3 WT-Infektiositéit angegeben. Abkiirzungen: HIV-1 NL4-3 (X4): X4-trope HI-Viren,
HIV-1 NL4-3 005pf135 (R5): R5-trope HI-Viren, X4.15 Zellen: exprimieren den Korezeptor X4,
R5.15 Zellen: exprimieren den Korezeptor R5

HIV-1 NL4-3 (X4) HIV-1 NL4-3 005pf135 (R5)
Mutation X4.15 Zellen R5.15 Zellen | X4.15 Zellen R5.15 Zellen
W112A 444 0 0 0+1
D113A 37+7 0 0 4445
L125A 0+2 0 0 0+2
T257A 87+14 0 0 102+11
S375A 74413 0 0 91+15
F382A 0+3 0 0 0+1
M426A 17+4 0 0 7+3
W427A 0+2 0 0 0+1
A433L 96411 0 0 5446
M475A 69+12 0 0 33+6
NL4-3 WT (X4) 100+14 0 100+14 0
NL4-3 WT (R5) 143 100+12 143 100£17
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3.2 Sensitivitat der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten gegeniiber
Entry-Inhibitoren

In den folgenden Experimenten wurde die Sensitivitat der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutan-
ten gegeniiber verschiedenen HIV-1 Entry-Inhibitoren untersucht. Hierfiir wurden nur
diejenigen Gp120 Mutanten verwendet, welche in den vorangegangenen Experimenten
eine ausreichende Infektiositdt nachweisen konnten. Diese Voraussetzung wurde von
folgenden Mutanten erfiillt: D113A, T257A, S375A, M426A, A433L und M475A. Als
Referenz diente X4-trope NL4-3 WT bzw. R5-trope NL4-3 005pf135. Die Mutation
M426A verfiigte im Vergleich zum NL4-3 WT nur iiber eine stark reduzierte Infek-
tiositdt. Um auszuschliefsen, dass dies die Sensitivitdt gegeniiber den Inhibitoren be-
einflussen konnte, wurde auch eine “ WT-low”-Variante untersucht. Die Konzentration
des NL4-3 WT Virus wurde fiir diese Variante um 80 % verringert. Der Attachment-
Inhibitor BMS-806 ist fiir die Sensibilititdtsuntersuchung von besonderem Interesse,
da seine Bindungsstelle in der hydrophoben Tasche des ungebundenen Gp120 vermu-
tet wird. Die anderen untersuchten Entry-Inibitoren binden entweder direkt an die
transmembrane Untereinheit Gp41l (T-20, T1249) oder blockieren durch Bindung an
den Korezeptor den Kontakt zur Korezeptorbindungsstelle (AMD3100, TAK-779, SCH-
D). Da die hierbei beteiligten Strukturen alle in enger Nachbarschaft zur hydrophoben
Tasche liegen, wurden auch diese Entry-Inhibitoren auf eine veranderte Wirksambkeit
gegeniiber den Gp120 Mutanten untersucht. In den vorangegangenen Infektiositéts-
studien hatte das Einfiigen einer Mutation in die hydrophobe Tasche keinen Einfluss
auf den Korezeptortropismus. Daher wurden die beiden selektiven CCR5-Antagonisten
TAK-779 und SCH-D nur mit R5-tropen Viren untersucht. Umgekehrt wurde der selek-
tive CXCR4-Antagonist AMD3100 sowie T-20 und T1249 ausschliefslich mit X4-tropen
Viren getestet. Die Wirksamkeit von BMS-806 wurde sowohl mit X4- als auch mit R5-

tropen Viren untersucht.
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3.2.1 Sensitivitat der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten gegeniiber dem
Attachment-Inhibitor BMS-806

BMS-806 gehort zu den niedermolekularen HIV-1 Inhibitoren [53|. Die BMS-806-Bin-
dungsstelle wird in der hydrophoben Tasche des ungebundenen Gp120 vermutet [33].
Es besteht daher die Moglichkeit, dass die eingefiigten Mutationen Einfluss auf die
Sensitivitat gegeniiber diesem Inhibitor haben [9]. NL4-3 WT zeigte mit einer durch-
schnittlichen IC5y von 1,4 nM eine hohe Sensitivitit gegeniitber BMS-806 [53]. Die
WT-low-Variante stellte sich noch ein wenig empfindlicher dar und zeigte eine minimal
nach links verschobene Sensitivitdtskurve. Zwei Mutanten, M426A und S375A, besafken
eine deutlich erhéhte Sensitivitidt gegeniiber BMS-806. Im Gegensatz dazu bedurfte es
bei den Mutationstragern T257A und M475A einer stark erhohten Wirkstoffkonzen-
tration, um eine wirksame Einschrénkung ihrer Infektiositit zu erreichen. Die beiden
Mutanten D113A und A433L waren gegeniiber BMS-806 mit einer 1C5,>100 nM weit-
gehend resistent. Die Ergebnisse der X4- und R5-tropen Virusstamme standen im Ein-
klang miteinander (Abb. 10A/B und Tab. 2). Somit hat das Einfiigen der Mutationen
in die hydrophobe Tasche des Gp120 einen groffen Einfluss auf die Sensitivitat gegen-
tiber BMS-806. Es kann die Sensitivitat erhéhen (M426A, S375A), vermindern (T257A,
M475A) oder sogar zur Bildung von Resistenzen fithren (D113A, A433L).
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Abbildung 10: Sensitivitdt der HIV-1 NL4-3 Gpl20 Mutanten gegeniiber dem
Attachment-Inhibitor BMS-806. Abb. 10A zeigt die Sensitivitdt der X4-tropen Stadmme, Abb.
10B zeigt die Sensitivitdt der R5-tropen Stdmme. Die TZM-bl Zellen wurden in Gegenwart der be-
schriebenen Menge BMS-806 in 3-fach Ansétzen infiziert (n=3). Die verwendeten Virusstimme ent-
hielten 1 ng p24 (Viruskapselbaustein). Als Maf fiir die virale Infektiositdt wurde 3 Tage nach Infektion
die #-Galaktosidase-Aktivitéat in den Zelllysaten ermittelt.
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3.2.2 Sensitivitat der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten gegeniiber den Fusions-
Inhibitoren T-20 und T1249

Die beiden Fusions-Inhibitoren T-20 und T1249 bestehen jeweils aus einem syntheti-
schen Peptid, das die Struktur des C-terminalen heptad repeats (HR-2) imitiert [60]. Auf
Grund ihrer sehr dhnlichen, jedoch abgewandelten Struktur binden sie an zwei {iber-
lappende Regionen des HR-1. Als Folge davon wird die Bildung der siz-heliz bundle
verhindert [98]. Die bisher entdeckten resistenzvermittelnden Punktmutationen liegen
iiberwiegend im Bereich des HR-1 “GIV”-Motivs, einem Teil des transmembranen Gp41.
Im folgenden Versuch wurde untersucht, ob die in die hydrophobe Tasche des Gp120
eingefiigten Mutationen die Sensitivitéit gegeniiber T-20 und T1249 beeinflussen. Stei-
gende Konzentrationen des Fusions-Inhibitors T-20 fiihrten sowohl beim NL4-3 WT
als auch bei den Gpl120 Mutanten rasch zu einer Abnahme ihrer Infektiositat. Die-
se Beobachtung konnte ebenfalls bei Experimenten mit T1249 gemacht werden. Die
[C59-Werte fiir NL4-3 WT lagen bei T-20 um 68 nM und bei T1249 um 1,2 nM. Die
[C50-Werte der Gp120 Mutanten lagen fiir beide Inhibitoren in einem gegeniiber dem
NL4-3 WT vergleichbaren Bereich (Abb. 10 und Tab. 2). Kleine Abweichungen lassen
sich am ehesten durch die begrenzte Messgenauigkeit erklaren. Die Wirksamkeit der
Fusions-Inhibitoren T20 und T1249 wird folglich nicht durch die in die hydrophobe

Tasche eingefiigten Mutationen beeinflusst.
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Abbildung 11: Sensitivitdt der HIV-1 NL4-3 Gpl20 Mutanten gegeniiber Fusions-
Inhibitoren. Abb. 11A: Sensitivitdt gegeniiber T-20. Abb. 11B: Sensitivitit gegeniiber T1249.
Die TZM-bl Zellen wurden in Gegenwart der beschriebenen Menge T-20 bzw. T1249 in 3-fach An-
sitzen infiziert (n=3). Die verwendeten Virusstamme enthielten 1 ng p24 (Viruskapselbaustein). Als
Mafk fiir die virale Infektiositdt wurde 3 Tage nach Infektion die $-Galaktosidase-Aktivitdt in den
Zelllysaten ermittelt.
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3.2.3 Sensitivitat der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten gegeniiber den CCR5-
Antagonisten SCH-D und TAK-779

SCH-D und TAK-779 gehoren zur Gruppe der CCR5-Antagonisten [91, 1]. Durch die
Bindung in die transmembrane Tasche des zelluldren Rezeptors CCR5 konnen sie dessen
Interaktion mit der Korezeptorbindungsstelle auf Gp120 unterbinden. Da die CCR-5-
Antagonisten keine Wirkung auf X4-trope Virusstimme haben, wurden in den folgen-
den Sensitivitatstests nur die R5-tropen HIV-1 005pf135 Gp120 Mutanten verwendet.
In den durchgefiihrten Experimenten besaken beide CCR5-Antagonisten gegeniiber
dem NL4-3 WT sowie gegeniiber samtlichen G120-Mutanten eine gute Wirksamkeit
(Abb. 12 und Tab. 2). Sowohl im Verlauf der Infektiositdtskurve unter ansteigenden
Inhibitorkonzentrationen als auch in den jeweiligen 1C5o-Werten stimmten bei beiden
Inhibitoren die Resultate des NL4-3 W'T und der Gp120 Mutanten {iberein. Somit hat
das Einfiigen der Mutationen in die hydrophobe Tasche des Gp120 keinen Einfluss auf
die Sensitivitat gegeniiber den CCR5-Antagonisten SCH-D und TAK-779.
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Abbildung 12: Sensitivitit der HIV-1 NL4-3 005pfl35 Gpl20 Mutanten gegeniiber
CCRS5-Antagonisten. Abb. 12A: Sensitivitdt gegeniiber TAK-779. Abb. 12B: Sensitivitidt ge-
geniiber SCH-D. Die TZM-bl Zellen wurden in Gegenwart der beschriebenen Menge SCH-D bzw.
TAK-779 in 3-fach Ansétzen infiziert (n=3). Die Virusstdmme enthielten 1 ng p24 (Viruskapselbau-
stein). Als Maf fiir die virale Infektiositéat wurde 3 Tage nach Infektion die §-Galaktosidase-Aktivitét
in den Zelllysaten ermittelt.
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3.2.4 Sensitivitat der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten gegeniiber dem CXCR4-
Antagonisten AMD3100

AMD3100 bindet an oberflichennahe Teile der Ligandenbindungstasche von CXCR4
unter Beteiligung der die Bindungstasche umgebenden Transmembrandoménen I, II,
IV, VI und VII [18]. Auf diese Weise blockiert AMD3100 die Bindungsstelle des HIV-
Korezeptors sowie des natiirlichen Liganden SDF-1a.. Da der CXCR4-Antagonist keine
Wirkung auf R5-trope Virusstdmme besitzt, wurden in den folgenden Sensitivititstests
nur die X4-tropen Gpl20 Mutanten verwendet. Die Ergebnisse dieses Experiments
zeigten deutlich, dass sowohl NL4-3 WT als auch alle Gp120 Mutanten hochsensitiv
gegeniiber dem getesteten Inhibitor waren (Abb. 13 und Tab. 2). Fiir den NL4-3 WT
konnte eine ICsy von 1,1 nM ermittelt werden, die IC5y der Gpl120 Mutanten lagen
zwischen 0,8 und 1,5 nM. Somit haben die eingefiigten Mutationen im Gp120 keinen
Einfluss auf die Sensitivitat gegeniiber dem CXCR4-Antagonisten AMD3100.
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Abbildung 13: Sensitivitidt der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten gegeniiber dem CXCR-
4 Antagonisten AMD3100. Die TZM-bl Zellen wurden in Gegenwart der beschriebenen Menge
AMD3100 in 3-fach Ansétzen mit Virusstdmmen infiziert (n=3). Die Virusstdmme enthielten 1 ng
p24 (Viruskapselbaustein). Als Maf fiir die virale Infektiositdt wurde 3 Tage nach Infektion die %-
Galaktosidase-Aktivitit in den Zelllysaten ermittelt.
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3.2.5 Tabellarische Zusammenstellung aller IC5,-Werte

Tabelle 2: Zusammenstellung aller IC5o-Werte. ' Getestet wurde der CXCR4-trope HIV-1 NL4-
3. 2Getestet wurde der CCR5-trope HIV-1 NL4-3 005pf135. % Die IC50 Werte (in nM) wurden aus

3 unabhéngigen Experimenten mit Graph Pad Prism ermittelt. 4 N-fache Reduktion der Sensitivitit
gegeniiber dem HIV-1 NL4-3 WT

Mutation des BMS-806! AMD3100!
HIV-1 NL4-3 | IC53(nM) N-fold* | IC53(nM) N-fold*
WT 1,540.4 1,0 1,140,2 1,0
WT low 0,94+0,3 0,6 1,1+0,4 1,0
D113A ~100 ; 1,340,5 1,2
T257A 92,3+ 9.7 14,9 1,5+0,2 1,3
S375A 0,6£0,0 0,4 1,340,2 1,2
M426A 0,2:40,1 0.1 0,8+0,3 0.8
A433L >100 - 1,0£0,3 0,9
M475A 11,5+ 3,5 7.7 1,140,3 1,0
Mutation des T-20! T-1249!
HIV-1 NL4-3 IC503(nM) N-fold* IC503(nM) N-fold*
WT 68,3203 1.0 1,4+1,0 1.0
WT low 54,3+11.8 0.8 1,30,9 0,9
D113A 64,04+21,2 0,9 1,4+1.0 1,0
T257A 78,0415,1 1,1 1,6+1,2 1,2
S375A 60,7+19,9 0,9 2.3+1,6 1,6
M426A 24,7485 0.4 1,3+0,9 0,9
A433L 78,3471 1,1 1,4+1,0 1,0
MA475A 56,0+6,5 0,8 1,7£1,2 1,2
Mutation des SCH-D? TAK-779?
HIV-1 NL4-3 | IC5*(nM) N-fold* | ICs5,*(nM) N-fold*
WT 43+1,9 1,0 41,0+17,3 1,0
WT low 3.941,5 0,9 24,0+13,2 0.6
D113A 2.940 4 0,7 24,0+ 6,2 0,6
T257A 5,940,7 1,4 54,0+ 8,5 1,3
S375A 47413 11 39,3+20,0 1,0
M426A 6,3+1,0 15 98,0+17,0 0.7
A433L 2.2:40,9 0.5 17,24 6,3 0.4
MA475A 5,142,0 1,2 98,4-+17,6 0.7
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4 Diskussion

Das virale Hiillprotein Gp120/41 ermoglicht HIV-1 die Plasmamembran der Wirtszelle
zu iberwinden [101]. Dieser initiale Schritt des viralen Replikationszyklus wird von
den beiden env-Untereinheiten Gp4l und Gpl120 vermittelt. Die komplexe Struktur
und die hochgradige Glykolisierung des Hiillproteins haben bis heute eine vollstéandige
Aufklarung der Konformation des ungebundenen HIV Gp120 verhindert [52]|. Mittels
Kristallstrukturanalyse gelang es 2005 die rdumliche Struktur des ungebundenen SIV
Gp120 zu entschliisseln [9]. In dieser Konformation enthélt das Hiillprotein eine bisher
unbekannte hydrophobe Tasche. Sie liegt im Ubergangsbereich zwischen der inneren
und der dufseren Doméne und wird von zehn weitgehend konservierten Aminoséuren
begrenzt (siehe Abb. 4). Mit Hilfe eines Sequenzvergleiches ist es moglich, die kor-
respondierenden Aminosauren im HIV-1 Gp120 zu ermitteln. Ein Vergleich der zehn
Aminoséauren der hydrophoben Tasche mit den Ergebnissen einer zuvor veroffentlich-
ten Studie {iber resistenzvermittelnde Mutationen gegeniiber dem Attachment Inhibi-
tor BMS-806 zeigt eine weitgehende Ubereinstimmung [57]. Daher gilt die hydrophobe
Tasche als die wahrscheinlichste Bindungsstelle fiir BMS-806 und als eine potenzielle
Bindungsstelle fiir weitere neu zu entwickelnde Inhibitoren [9]. Das Ziel dieser Pro-
motionsarbeit ist, die jeweilige Bedeutung der zehn Aminosduren fiir die Infektiositét
und das Replikationsverhalten des Virus zu untersuchen sowie ihren Einfluss auf die

Sensitivitat gegeniiber BMS-806 und weitere Entry-Inhibitoren zu bestimmen.

Voraussetzung fiir die Charakterisierung der hydrophoben Tasche war die Herstellung
von Gp120 Mutanten, bei denen selektiv eine der zehn begrenzenden Aminoséuren mit-
tels SOE-PCR (splice-overlap-extension) zu Alanin mutiert wurde. Das an Position 433
bereits vorhandene Alanin wurde durch Leucin ersetzt. Die hier angewandte Methode
der Alanin Scanning Mutagenesis (ASM) ist eine einfache und weit verbreitete Technik
zur Analyse der jeweiligen Funktion einzelner Aminosduren in komplexen Proteinen.
Die Substitution durch Alanin fiihrt zu einer Elimination der Seitenkette jenseits der
B-Carboxy-Gruppe. Die unerwiinschten elektrostatischen und sterischen Effekte auf die
Konformation der Hauptkette sind mit Alanin Scanning Mutagenisis somit vergleich-
weise am geringsten [15]. Ein Austausch einer funktionell oder strukturell essenziellen
Aminoséure eines Proteins gegen Alanin hat in der Regel den Verlust der Proteinfunk-
tion zur Folge. Die alleinige Interpretation einer Substitutionsanalyse gestattet es aber
nicht, sicher zu differenzieren, ob ein Funktionsverlust des Proteins durch die Verén-
derung eines direkten physischen Kontaktes der substituierten Aminoséaure oder durch

indirekte sterische Effekte auf die ndhere Umgebung dieser hervorgerufen wurde [32].
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4.1 Funktionelle Analyse der hydrophoben Tasche im ungebun-
denen HIV-1 NL4-3 Gpl120

Alle zehn mutierten Gpl20 Varianten konnten drei Tage nach Transfektion mittels
Western Blot Verfahren im Lysat der infizierten Zellen sowie im Lysat der Virusparti-
kel nachgewiesen werden (Abb. 6). Die verdnderten Gensequenzen haben somit keinen
Einfluss auf die Expression und die posttranslatorische Prozessierung des Hiillprote-
ins. Obwohl alle Virusvarianten nachweislich iiber das fiir die Infektion notwendige
Gp120 Protein verfiigen, zeigen die Infektiositdtsmessungen ein sehr heterogenes Bild:
Das Einfligen der Mutationen W112A, L125A, F382A, W427A in Gpl120 fithrt zu ei-
nem fast vollstdndigen Verlust der Infektiositdt. Die Variante M426A ist in ihrer In-
fektiositat deutlich eingeschrankt. Bei den Mutationstragern D112A, T257A, S375A,
A433L und M475A kann hingegen keine negative Auswirkung auf die Infektiositét
festgestellt werden. Der jeweilige Korezeptortropismus der Virusstdmme hat auf die
Infektiositdt in den TZM-bl keinen Einfluss (Abb. 7). In einer fritheren Studie [57]
wurde bereits die Infektiositat von fiinf der zehn Gp120-Mutationen (W112A, D113A,
T257A, S375A, A433L) untersucht. Hierfiir wurden CD4 und CXCR4/CCRb5 expri-
mierende Hundethymozyten (Cf2Th) mit Luciferase exprimierenden, rekombinanten
HIV-1 Gpl120-Mutanten (HXBc2) infiziert. In dieser Studie wurde eine normale Infek-
tiositdt fir die Mutation T257A ermittelt sowie eine etwas verminderte Infektiositét
fiir die Varianten D112A und A433L. Die Infektiositdt der Mutationen W112A war
deutlich reduziert (<1% des WT). Im Widerspruch zu den Ergebnissen dieser Arbeit
besals die Mutation S375A bei Madani et al. nur eine stark verminderte Infektiosi-
tat. Die Ergebnisse der Infektiositatsstudien werden im direkten Vergleich mit dem
untersuchten Replikationverhalten der HI-Viren in humanen PBMC’s bestétigt. Nur
bei den fiinf in TZM-bl Zellen infektiosen Mutationstragern D113A, T257A, S375A,
A433L und M475A kann eine relevante Reverse Transkriptase Aktivitdt nachgewiesen
werden. Der Verlauf der Reverse Transkriptase Aktivitat des NL4-3 W'T kann stellver-
tretend fiir das natiirliche Repliktionsverhalten des HIV-1 angesehen werden (Abb. 8).
Die Reverse Transkriptase Aktivitdten der fiinf infektiosen Mutationstrager besitzen
hierzu einen qualitativ sehr dhnlichen Verlauf mit einer maximalen Aktivitdt nach 6
Tagen, gefolgt von einem raschen Abfall. Quantitative Unterschiede in der Hohe der
maximalen Aktivitdt konnen durch die unterschiedliche Infektiositdt der Mutationstra-
ger erklart werden. Dementsprechend wiirde die nicht-messbare Reverse Transkriptase
Aktivitat der Mutationstrager W112A, L125A, F382A, M426A und W427A durch ihre
unzureichende Infektiositat bedingt sein. Um den Verlust der Infektiositét einzelner

Gp120 Mutanten und die damit verbundene Unfahigkeit zur Replikation weiter aufzu-
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klaren, wurde die Fusogenitét jedes verdnderten Hiillproteins untersucht. Hierfiir wur-
den Zell-Zell-Fusiontests mit env-expremierenden 293T-Zellen sowie CD4, CXCR4 und
CCR5 exprimierenden TZM-bl-Zellen durchgefiihrt (Abb. 9). In grofer Ubereinstim-
mung mit den Infektiositdtsraten besitzen die Virusmutanten W112A, L125A, F382A,
M426A und W427A eine stark verminderte Féahigkeit, eine Zellfusion herbeizufiihren.
Dies kann als Indiz dafiir gewertet werden, dass die stark verminderte Infektiositéat
dieser Mutationen durch einen Verlust der fusogenen Eigenschaften ihres mutierten

Hiillproteins bedingt ist.

Die zehn Aminosauren, welche die hydrophobe Tasche des Gp120 auskleiden, liegen in
der Primérstruktur des Proteins weit voneinander entfernt und sind daher iiber ver-
schiedene Untereinheiten verteilt. Erst in der Tertidrstruktur des ungebundenen Hiill-
proteins kommt es zu der grofen rdumlichen Anndherung. Obwohl die komplizierten
Umlagerungsprozesse und die Funktionen der inneren Doméne und ihrer Untereinhei-
ten bisher nur unvollstédndig aufgekldrt wurden, konnen die bereits gewonnenen Daten
dazu beitragen, mogliche Erkldrungen fiir die in den Experimenten gemachten Beob-
achtungen zu finden. Eine potenzielle Erklarung fiir die stark reduzierte Infektiositét
der Gp120 Variante W112A wird in einer kiirzlich verdffentlichten molecular-docking-
Studie [16] gegeben. Die Anlagerung des CD4 an Gp120 induziert und stabilisiert eine
hydrophobe Bindungstasche bestehend aus den Aminosduren Val 255, Thr 257, Phe
382, Trp 427, Tyr 435 und Met 475 [16]. Das auf der a-1- Helix der inneren Doméne
gelegene Trpl12 lagert sich an diese Bindungstasche an. Dieses Zwischenstadium er-
moglicht die Ausbildung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den 52/43- und
20/ (21 Stréangen (siehe Abb. 2) und somit die Bildung der bridging sheet. Da et
al. konnte zeigen, dass das zu Alanin mutierte Trp112 nicht mehr zur Anlagerung
an die Bindungsstelle geeignet war, mit der Folge, dass die Ausbildung der bridging
sheet ebenfalls unterblieb. Da die Bildung der bridging sheet fiir die stabile Bindung
von CD4 und des Korezeptors und damit fiir den Viruseintritt in die Zelle eine zen-
trale Rolle spielt [48], stellen die von Da et al. gewonnenen Ergebnisse eine plausible
Erklarung fiir die geringe Infektiositdt und Fusogenitdt der Gpl20 Variante W112A
dar [57]. Die Mutation der Aminoséuren Leu 125, Phe 382, Trp 427 zu Alanin fiihrt
ebenfalls zu einem vollstdndigen Verlust der Infektiositdt. Ein Vergleich von 250 Gense-
quenzen unterschiedlicher HIV-1 Subtypen aus der Los Alamos Datenbank zeigt keine
natiirlich vorkommenden Mutationen an diesen Positionen. Ebenfalls sind sie in der
von Chen et al. [9] untersuchten SIVmac32-Variante konserviert. Der hohe Grad der
Konservierung und die Beteiligung der Aminosduren Phe 382 und Trp 427 an der Trp
112-Bindungstasche lassen auf eine Beteiligung dieser an der Ausbildung der bridging

sheet schlieen. Die Aminosdure Leu 125 liegt im (21-Strang und ist damit Teil der
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bridging sheet selbst.

Der ebenfalls untersuchte Korezeptortropismus der HI-Viren wird mafigeblich von der
Struktur und der Ladung der Seitenketten in der Spitze der V3-Schleife bestimmt |37,
27]. Es gentigt in diesem Bereich schon der Austausch einzelner Aminoséuren, der mit
einer Vergroferung der positiven Ladung einhergeht, um einen Wechsel des Korezep-
tortropismus von CCR5 auf CXCR4 herbeizufiithren [79, 27|. Fiir die Erkennung und
Bindung der Korezeptoren sind neben der V3-Schleife einige hochkonservierte Bereiche
der bridging sheet, insbesondere die 519 Region, von entscheidender Bedeutung |3, 71,
10]. Aktuelle Bindungsmodelle beschreiben eine primére Assoziation des extra cellular
loop 2 (ECL2) des Chemokinrezeptors an die Spitze der V3-Schleife, die die folgende
Bindung des N-Terminus des Korezeptors im Bereich der bridging sheet und der Basis
der V3-Schleife vermittelt [41]. Einige der Aminosauren aus dem Bereich der hydropho-
ben Tasche im Gp120 (L125A, M226A, W227A, A443L) sind ebenfalls Teil der bridging
sheet. Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefiihrten Untersuchungen der Gp120
Mutanten in der korezeptorspezifischen Zelllinie (U373) erbringen jedoch weder bei den
X4-tropen noch bei den R5-tropen HI-Virusstdmmen einen Hinweis auf einen durch das
Einfiigen der Mutationen ausgelosten Wechsel des Korezeptortropismus (Tab. 1). So-
mit gibt es auch keine Anhaltspunkte fiir einen Einfluss der hydrophoben Tasche auf
die Wahl des Korezeptors.

4.2 Sensitivitat der HIV-1 NL4-3 Gp120 Mutanten gegeniiber
Entry-Inhibitoren

In den vorangegangenen Infektiositdtsmessungen konnten sechs Gp120 Mutanten (D113A,
T257A, S375A, M426A, A433L, M475A) mit nachgewiesener, jedoch zum Teil unter-
schiedlicher Infektiositéit selektiert werden. Zusammen mit dem als Referenz dienenden
NL4-3 WT Virus wurden diese auf eine Beeinflussung ihrer Sensitivitat gegeniiber sechs
Entry-Inhibitoren (AMD3100, Tak-779, Sch-D, T-20, T-1249, BMS-806) untersucht. In
den zuvor von anderen Forschungsgruppen durchgefiihrten Untersuchungen hatten die
differierenden Infektiositéatsraten der verschiedenen Gpl20 Mutanten keinen Einfluss
auf die Sensitivitdt gegeniiber den getesteten Entry-Inhibitoren [57, 80]. Diese Beob-
achtung konnte durch die iibereinstimmenden Ergebnisse der Sensitivatsmessungen mit
verdinntem (1:5) und unverdiinntem NL4-3 WT Virus bestétigt werden (Tab. 2).

Die Entry-Inhibitoren AMD3100, Tak-779 und Sch-D sind Antagonisten der HIV-1
Korezeptoren. Eine Bindung der Inhibitoren an CXCR4 bzw. CCR5 bewirken eine

Konformationsédnderungen dieser. Die verdnderte Bindungsstelle kann von der viralen

49



Diskussion

V3-Schleife und bridging sheet nicht mehr erkannt werden [41, 10, 88|, so dass die Bin-
dung des HIV-Hiillproteins an den Korezeptor unterbleibt. Bereits bekannte resistenz-
vermittelnde Mutationen liegen im Bereich der Basis und Spitze der V3-Schleife [89]
sowie in den Gp120 Regionen V2, C3 und V4 [67, 58]. Sie ermoglichen trotz Anwesen-
heit des Inhibitors eine suffiziente Bindung des Gp120 an den Korezeptor. Bei keinem
der in dieser Arbeit untersuchten Gp120 Mutanten ist eine verdnderte Sensitivitit ge-
gentiber den 3 Korezeptor-Antagonisten nachgewiesen worden (Abb. 12 und 13, Tab.
2). Es ergeben sich folglich keine Hinweise auf einen Einfluss der in der hydrophoben

Tasche liegenden Aminoséauren auf den Korezeptorerkennungs- und Bindungsprozess.

Der Fusionsinhibitor T-20 (Enfurvitide) und dessen Weiterentwicklung T-1249 imi-
tieren die Struktur des heptad repeats-2 (HR-2). Durch Anlagerung an das HR-1 im
Transmembranprotein Gp41 kann die Bildung der siz helix bundle zuverlissig verhin-
dert werden [69]. Die in die hydrophobe Tasche des Gp120 eingefiigten Mutationen
haben keinen Einfluss auf die Wirksamkeit von T-20 und T-1249 (Abb. 11 und Tab.
2). Dies steht in Ubereinstimmung mit bisherigen Forschungsergebnissen, die die Ent-
wicklung einer Resistenz des HI-Virus gegeniiber den beiden Fusionsinhibitoren nur
durch den Erwerb verschiedener Punktmutationen im Bereich des HR-1 “GIV”-Motivs

nachweisen konnten [56, 10].

Der neuartige Wirkstoff BMS-806 ist ein niedermolekularer und daher peroral appli-
zierbarer HIV-1 Inhibitor mit einer mittleren IC5y von 12 nM [96, 53|. Der Wirkme-
chanismus und die exakte Bindungsstelle konnten bisher nicht vollstandig aufgeklart
werden. Die in dieser Arbeit durchgefithrte Sensitivitatstestung der sechs infektiosen
Gp120 Mutanten mit BMS-806 ergibt in Abhéngigkeit von der eingefiigten Mutation
deutliche Unterschiede (Abb. 10 und Tab. 2): Das Einfiigen der Mutationen S375A und
M426A fiihrt zu einer leicht erh6hten Sensitivitat gegeniiber dem Attachment-Inhibitor.
Die Mutanten T257A und M475A besitzen eine etwas verminderte Sensitivitdt. Den
deutlichsten Effekt hatte aber das Einfiigen der Mutationen D113A und A433L. Mit
einer IC5y von > 100 nM verleihen die beiden Mutationen HIV-1 eine weitgehende
Resistenz gegeniiber BMS-806 (Abb. 10, Tab. 2). ). Einige der hier gewonnenen Er-
gebnisse stehen in Ubereinstimmung mit mehreren unabhiingigen Publikationen [53,
33, 57]. Diese Arbeiten wurden aber vor Veroffentlichung der Struktur des ungebunde-
nen SIV Gp120 durch Chen et al. [9] durchgefiihrt und liefern daher im Gegensatz zu
dieser Untersuchung keine vollstdndige Charakterisierung der hydropoben Tasche im
Gp120. Madani et al. [57] konnte nachweisen, dass neben den oben beschriebenen Mu-
tationen D113A und A433L die Mutationen W112A, T257R, S375W, F382L, M426L
und M475S ebenfalls zu einer stark verminderten Sensitivitat gegeniiber BMS-806 fiih-
ren. Diese Resistenz wird bei den Mutationen W112A, S375W, F382L und M426L im
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HXBc2-Stamm jedoch von einer im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduzierten Infek-
tiositét begleitet (<1% des WT) [57]. Dies spricht zusammen mit der geringen Anzahl
von natiirlich vorkommenden Mutationen unter HIV-1 Stdmmen im Bereich der hy-
drophoben Tasche fiir eine bedeutende Rolle dieser Region im viralen Eintrittsprozess.
In dem resistenten Mutanten S375W fiihrt das Einfiigen des Tryptophans durch ein
teilweises Auffiillen der Phe-43 cavity zu einer Konformationsdnderung im ungebun-
denen Gp120 [102]. Diese verinderte Konformation weist groke Ahnlichkeit mit der
Konformation des an CD4 gebundenen Gp120 auf, so dass eine suffiziente Anlagerung
des Inhibitors BMS-806 nicht mehr moglich ist [33]. Ein dhnlicher Mechanismus ist
auch fiir resistenzvermittelnde Substitutionen des Thr 257 denkbar. Diese Aminoséure
befindet sich ebenfalls in der Wand der Phe-48 cavity und in direkter Nachbarschaft zu
Ser 375 [48]. Das Einfiigen kurzkettiger Aminosduren an dieser Position (T257A und
T257G) ist nur mit einer geringgradigen Resistenz gegeniiber BMS-806 verbunden. Die
lange Seitenkette des Arginins der Mutation T257R fithrt jedoch zu einer hochgradi-
gen Resistenz gegeniiber BMS-806 [57]. Da die Mutation von Ser 375 und Thr 257
zu kurzkettigen Aminosduren zu keiner oder nur geringgradiger Resistenz gegeniiber
BMS-806 fiihrt, scheint die Resistenz an diesen Positionen am ehesten durch die For-
mationsdnderung des Proteins und nicht durch den Verlust des Kontaktes zwischen der
mutierten Aminosdure und dem Inhibitor bedingt zu sein. Im Gegensatz dazu fithren
die Mutationen W112A, D113A, F382L, M426L und A433L zwar zu einer Resistenz
gegeniiber BMS-806, sie sind jedoch mit keiner relevanten Vergréferung der Seitenket-
te verbunden. Die Ursache der Resistenz konnte in diesen Féllen der Verlust der an
den Inhibitor bindenden Seitenkette sein [57|. Weitere, aber weniger stark ausgeprégte
Resistenzen wurden nach Einfiigen von Mutationen in direkt an die hydrophobe Ta-
sche angrenzenden Aminosduren (N377L, K429L, M434I) beobachtet |53, 57]. Sie sind
am ehesten durch die rdumliche Ndhe und damit verbundener Konformationsénderun-
gen in der Bindungstasche erkldrbar [53]. Der Wirkmechanismus von BMS-806 ist bis
heute nicht vollstiandig aufgeklart. Eine Bindung des Inhibitors an Gp120 vor dessen
Kontakt mit CD4 gilt als sicher [53, 85, 39]. Uber die Folgen dieser Interaktion wurden
jedoch verschiedene Hypothesen aufgestellt: BMS-806 kénnte durch eine Bindung in
die Phe-438 cavity den Kontakt zwischen Gp120 und CD4 im Sinne eines kompetitiven
Antagonisten blockieren. Hinweise hierauf wurden in mehreren Versuchen mit sCD4
gefunden [53, 33, 45, 39]. Die hierfiir benétigte Inhibitorkonzentration lag mit ca. 100
nM jedoch mehrfach iiber der zur Virushemmung notwendigen [53]. Im direkten Wider-
spruch dazu stehen die Ergebnisse anderer Untersuchungen, die keinerlei Einfluss von
BMS-806 auf die Bindung zwischen Gp120 und CD4 feststellen konnten [31, 57, 85].
Wiirden BMS-806 und CD4 um die gleiche Bindungsstelle konkurrieren, dann sollte
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die Mutation der entsprechenden Aminosduren im Gp120 einen Einfluss sowohl auf die
Bindung von BMS-806 als auch auf die von CD4 besitzen. Aus einer Reihe von Mutan-
ten (D368R, E370R, W427V und D457R), welche nachweislich eine Bindung zwischen
CD4 und Gp120 verhindern [48|, war lediglich der in der hydrophoben Tasche liegende
Mutant W427V nicht in der Lage, BMS-806 zu binden [33]|. Ebenfalls ldsst sich mit der
beschriebenen Hypothese nicht die gute Wirkung des Inhibitors auf CD4-unabhingige
Virusstdmmen erkléren [81]. Alternativ wére eine Bindung von BMS-806 auch aufser-
halb der Phe-43 cavity denkbar. Seine Anlagerung an Gpl20 koénnte die durch den
Kontakt mit CD4 ausgelosten komplexen Konformationsdnderungen des Gp120 |9, 85|
oder deren Weiterleitung in das assozierte Gp41 [81] verhindern. Weiteren Aufschluss
iiber den Wirkmechanismus kénnte die Bestimmung der exakten Bindungsstelle des
Inhibitors erbringen. Die Position der bekannten resistenzvermittelnden Amimoséuren
ermoglicht es, indirekt hieriiber wichtige Informationen zu gewinnen [65]. In dem an
CD4 gebundenen Gp120 stehen die fiinf resistenzvermittelnden Aminosauren Trp 112,
Thr 257, Ser 375, Phe 382 und Met 426 in engem Kontakt mit der Phe-43 cavity [48,
47]. Von der Phe-43 cavity ausgehend, besteht {iber einen mit Wassermolekiilen gefiill-
ten Kanal eine Verbindung zu der Oberflache des Hiillproteins. Dieser Kanal wiederum
wird unter anderem von den ebenfalls resistenzvermittelnden Aminosduren Trp 112,
Asp 113, Phe 382, Met 426 und Ala 433 ausgekleidet [57|. Zwei molecular docking Stu-
dien konnten zeigen, dass eine Bindung von BMS-806 im Bereich einer dieser beiden
Strukturen ohne grofsere sterische Konflikte moglich wére [87, 45]. Sie werden daher
in einem Teil der Publikationen als wahrscheinlichste Bindungsstelle bewertet [53, 33].
In dieser Hypothese bleiben jedoch die weitreichenden Umlagerungsprozesse, welche
das Hillprotein Gp120 nach Kontakt mit CD4 durchlauft [9], vollig unberticksichtigt.
Sie spielen aber auf der Suche nach der BMS-806-Bindungsstelle eine entscheidende
Rolle, da die Bindung von BMS-806 an Gp120 bereits vor dem Kontakt zu CD4 [53],
und damit in einer anderen Gp120 Konformation erfolgt. Kristallstrukturanalysen des
ungebundenen SIV Gp120 haben eine hydrophobe Tasche im SIV Hiillprotein zur Dar-
stellung gebracht [9]. Ein Vergleich zwischen den Aminoséuren der hydrophoben Tasche
und den bekannten resistenzerzeugenden Mutationen zeigt, dass jede hohergradige Re-
sistenzbildung gegeniiber BMS-806 durch die Mutation einer der zehn Aminoséduren in
der hydrophoben Tasche des ungebundenen Gp120 bedingt ist. Fiir eine letztendlich
eindeutige Aufkléarung des Bindungsortes und des Wirkmechanismus von BMS-806 er-
scheint die bis heute leider nicht vorliegende Struktur des ungebundenen HIV-1 Gp120
unabdingbar. Zusammengenommen sprechen aber die Struktur des ungebundenen SIV
Gp120 und die Position der resistenzvermittelnden Aminoséauren fiir die hydrophobe
Tasche im Gp120 als wahrscheinlichsten Bindungsort von BMS-806.
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5 Zusammenfassung

Das virale Hiillprotein ermdoglicht es dem Humanen Immundefizienz-Virus Typ 1

(HIV-1) die Plasmamembran der Wirtszelle zu tiberwinden. Dieser initiale Schritt des
viralen Replikationszyklus wird von den beiden Glykoproteinuntereinheiten Gp41l und
Gp120 vermittelt. Eine Aufkldrung der Konformation des ungebundenen HIV-1 Gp120
ist bis heute auf Grund der komplexen Struktur und der hochgradigen Glykolisie-
rung nicht gelungen. Die vorliegende Struktur des ungebundenen Gpl20 des Simia-
ne Immundefizienz-Virus (SIV) offenbarte eine bisher unbekannte, von zehn Amino-
sduren begrenzte, hydrophobe Tasche [9]. Einige Mutationen der korrespondierenden
Aminoséuren im HIV-1 gehen mit einer Resistenz gegeniiber dem niedermolekularen
Attachment-Inhibitor BMS-806 einher. Das Ziel dieser Promotionsarbeit ist, die Be-
deutung der hydrophoben Tasche im HIV-1 Gp120 fiir die Infektiositdt und das Re-
plikationsverhalten des Virus zu untersuchen sowie ihren Einfluss auf die Sensitivitét

gegeniiber BMS-806 und weitere Entry-Inhibitoren zu bestimmen.

Hierzu wurden die zehn Aminosduren der hydrophoben Tasche mittels SOE-PCR. (spli-
ce overlap extension polymerase chain reaction) jeweils zu Alanin mutiert. Das PCR-
Produkt wurde in einen auf HIV-1 basierenden Vektor (pBR-NL43) kloniert und an-
schliefend 293T-Zellen zur Virusherstellung transfiziert. Von den zehn untersuchten
Gpl120 Mutanten besaken die Mutationstrager D113A, T257A, S375A, A433L und
M475A eine anndhernd unverdnderte Infektiositét. Die stark eingeschréinkte Infektiosi-
tat der Mutanten W112A, L125A, F382A und W427A beruht auf der Unféhigkeit der
veranderten Hiillproteine eine Fusion zwischen der Virus- und Zellmembran herbeizu-
fithren. Hierfiir ist eine durch die mutierten Aminosduren blockierte Ausbildung der
bridging sheet als Ursache zu vermuten. Ein Einfluss der eingefiigten Mutationen auf
das Replikationsverhalten und den Korezeptortropimus des Virus war nicht nachweis-
bar. Fiir die Resistenzmessungen gegeniiber den Entry-Inhibitoren wurden die sechs
Gpl20-Mutanten ausgewihlt, deren ausreichende Infektiositit in den vorangegange-
nen Untersuchungen belegt werden konnte. Das Einfligen der Mutationen D113A und
A433L fiihrt zu einer Resistenz gegeniiber BMS-806. Eine Kreuzresistenz gegeniiber
AMD3100, Tak-779, Sch-D, T-20 und T-1249 konnte nicht nachgewiesen werden.

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, dass die Mutation von
vier der zehn Aminosduren der hydrophoben Tasche zu Alanin mit einem Verlust der
viralen Infektiositét einhergeht. Die Hiillproteine der nicht-infektiosen Mutationstréger
waren nicht mehr in Lage, eine Fusion zwischen der Virus- und der Zellmembran her-
beizufiihren. Von den sechs infektiosen Mutanten besitzen die Mutanten D113A und

A433L eine Resistenz gegeniiber BMS-806. Kreuzresistenzen gegen weitere untersuchte
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Entryinhibitoren konnten nicht nachgewiesen werden.
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