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Einleitung

1. Einleitung

AIDS ist auch im 21. Jahrhundert eine ernste Bedrohung fiir die Menschheit. Nach Daten der
UNALIDS lebten 2001 40 Millionen Menschen mit HIV oder zeigten AIDS Symptome. Allein
im Jahr 2001 starben 3 Millionen Menschen an den Folgen der HIV-Infektion und
5 Millionen infizierten sich mit HIV-1. Uber 95 % der Infizierten leben in den sogenannten

Entwicklungsléndern.

1.1  HIV/AIDS: Ursache und Wirkung

1981 wurden bei klinischen Untersuchungen junger, homosexueller Manner Haufungen sonst
seltener Krankheitserscheinungen festgestellt. Diese waren der erste Hinweis auf eine neue,
bis dahin unbekannte Krankheit. Die Erkrankten litten unter opportunistischen Infektionen,
wie zum Beispiel Lungenentziindungen, ausgeldst durch Pneumocystis carinii (Gottlieb et al.,
1981) oder an Infektionen verursacht durch Erreger aus dem Mycobacterium avium-Komplex
(Zakowski et al., 1982; Greene et al., 1982). Haufig zeigte sich auch ein GefaBBtumor der
Haut, der Kaposi-Tumor (Friedmann-Kien, 1981). Diese Erkrankung war bei jungen
Menschen sonst recht selten. Die untersuchten jungen Mianner zeigten einen starken Verlust
an CD4" T-Helferzellen. Aufgrund dieses Verlustes hatten sie keine dauerhaft effiziente
antivirale Immunabwehr mehr (Gottlieb et al., 1981; Masur et al., 1981; Siegal et al., 1981;
Ammann et al., 1983). Dieses Krankheitsbild wurde 1982 vom "Centers for Disease Control"
(CDC, USA) als AIDS (acquired immunodeficiency syndrom) bezeichnet. Nicht nur
Homosexuelle litten an der erworbenen Immunschwéche (AIDS), sondern auch Empfianger
von Bluttransfusionen und Blutpridparaten, Spritzen benutzende Drogenabhéngige und
Neugeborene von Miittern mit AIDS (CDC, 1982a, b, c, d). 1983 wurden erste experimentelle
Beweise fiir einen Zusammenhang zwischen einer Retrovirusinfektion und AIDS
verdffentlicht. Am Pariser Pasteur Institut war es gelungen, ein neues Retrovirus zu isolieren,
welches als LAV (lymphadenophaty-assosiated virus) bezeichnet wurde (Barre-Sinoussi
et al., 1983). 1984 isolierten Wissenschaftler am NIH (National Institutes of Health) ein
zytopathisch, T-Zell lymphotropes Virus aus AIDS-Patienten und Gesunden, die spdter an
AIDS erkrankten (Gallo et al., 1984). Dieses Virus wurde als HTLV-III (human
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T-lymphotropic virus type III) bezeichnet. Zur gleichen Zeit isolierten Wissenschaftler in San
Francisco ein Retrovirus aus AIDS-Patienten, dem sie den  Namen

,»AlDS-associated retrovirus* (ARV) gaben (Levy et al., 1984).

Nukleotidsequenz-Analysen von HTLV-III, LAV and ARV zeigten eine grof3e
Ubereinstimmung zwischen den Isolaten, die demnach unabhingige Isolate des gleichen
Virus waren (Wain-Hobson etal.,, 1985; Hahn etal., 1984; Ratner etal., 1985;
Sanchez-Pescador et al., 1985). Vom International Committee of Viral Taxonomy wurden sie
als ,,human immunodeficiency virus“ (HIV) zusammengefasst (Coffin et al., 1986).

1986 wurde in West-Afrika ein weiteres humanes Immundefizienzvirus isoliert (Clavel et al.,
1986). Das Isolat unterschied sich sowohl in der serologischen Reaktivitit als auch in der
Genomstruktur (Clavel etal., 1986a) von HIV-1 und wurde HIV-2 genannt. HIV-1 und
HIV-2 verursachen ein vergleichbares Spektrum an Erkrankungen, jedoch ist der Zeitraum
von der Infektion bis zur Ausbildung des Krankheitsbildes AIDS bei einer Infektion mit
HIV-2 deutlich langer (Dufoort et al., 1988; Pepin et al., 1991).

1.2 Genomstruktur und Morphologie von HIV-1

Das HIV-1 Genom weist drei offene Leserahmen auf: gag, po/ und env. Der gag-Leserahmen
kodiert fiir das 55 kDa Vorlduferprotein (Gag: group-specific antigen) aus dem die
Hauptstrukturproteine des Virus prozessiert werden: Matrixprotein (MA), Kapsidprotein
(CA), Nukleokapsidprotein (NC) und Protein p6 (Gowda et al., 1989; Kaplan et al., 1991).
Der Leserahmen pol kodiert fiir die viruseigenen Enzyme: Protease (PR), Reverse
Transkriptase (RT), RNase H und Integrase (IN) und wird als Gag-Pol exprimiert. Fiir die
Translation von Gag und Gag-Pol wird die gleiche mRNA verwendet. Diese mRNA umfasst
die R-Region im 5'-LTR und das gesamte Virusgenom (Modrow, 1997). Das Gag-Protein
wird an freien Ribosomen im Zytosol von dieser mRNA translatiert bis zum Stopp-Codon
nach dem p6. In dem Teil, der fiir das NC des Gag-Polyproteins kodiert, befindet sich eine
uridinreiche Sequenzfolge in der mRNA. In ca. 5-10 % der Translationsereignisse erfolgt in
diesem Bereich ein ribosomaler Leserasterschub von —1. Durch diese Verschiebung wird statt
p6 nun im "neuen" Leseraster das Transframeprotein p6* translatiert an dessen Ende es kein
Stopp-Codon gibt. Die mRNA wird weiter translatiert und es kommt zur Expression des

Gag-Pol-Fusionsproteins, dass neben den Strukturproteinen MA, CA und NC, im Pol-

2
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Vorlduferprotein die viralen Enzyme Protease, Reverse Transkriptase und Integrase enthilt
(Modrow, 1997). Durch env wird das Vorlduferprotein gp160 der viralen Hiillproteine gp41
(TM, Transmembranprotein) und gp120 (SU, Oberflichenprotein) kodiert (Abb. 1).

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 kbp
]

VPU

GAG |~ _REV—|
u3f] | POL ¥ BNV | usll
/| /|

U

TAT\D

\ N\

/
R U5 VPR R U5
L1 L1
LTR LTR

Abb. 1 Genomaufbau von HIV-1

Darstellung des proviralen Genoms mit flankierenden Enden. Die verschiedenen Exons fiir ein Protein
sind durch Striche miteinander verbunden. U3: U3-Region , R: R-Region, U5: U5-Region, LTR: long
terminal repeat, GAG: group-specific antigen, POL: polymerase, VIF: virion infectivity factor , VPR:
viral protein R, REV: regulator of expression of virus proteins , ENV: envelope, TAT: transactivator
of transcription, VPU: viral protein U, NEF: negativ factor

HIV-1 gehort zur Gruppe der komplexen Retroviren und kodiert noch fiir sechs weitere
regulatorische Proteine. Die Genprodukte von rev (regulator of expression of virus proteins)
und fat (transactivator of transcription) ibernehmen regulatorische Aufgaben (Cullen, 1992),
nef (negativ factor) und vpu (viral protein U) haben einen Einfluss auf die Expression des
CD4-Rezeptors der Wirtszelle (Chen et al., 1996). Das Produkt von vif (virion infectivity
factor) ist wichtig fiir die Ausbildung infektioser Viren (Borman et al., 1995). Am Transport
der viralen DNA vom Zytoplasma in den Nukleus ruhender Zellen ist das vpr (viral protein R)
kodierte Protein als Bestandteil des Prédintegrationskomplexes (PIC: preintegration complex)

beteiligt (Heinzinger et al., 1994).

Retroviren besitzen als einzige Viren ein diploides Genom. Dieses (+)Strang-RNA-Genom
dient nicht gleich nach einer Infektion als mRNA, sondern erst in der spédten Phase der
Virusvermehrung. Die ca. 9000 Nukleotide umfassende RNA weist die typischen Merkmale

einer eukaryotischen mRNA auf. Sie trigt am 5’-Ende einen 7-Methylguanosinrest, eine



Einleitung

sogenannte ,Kappe™“ (cap). Dieser Rest ist iiber eine Triphosphatbriicke mit der
5’-OH-Gruppe des nachfolgenden Nukleotids verkniipft. Am 3’-Ende weist die virale mRNA
einen poly(A)-Schwanz auf, eine Abfolge von etwa 200 Adenylatresten. Charakteristisch fiir
das retrovirale RNA-Genom sind die R- und Us-Region sowie die Primerbindungsstelle am
5’-Ende und die Us- und R-Region am 3’-Ende. Dieses RNA-Genom wird durch die virale
Reverse Transkriptase zum ds-DNA-Molekiil umgeschrieben, in den Zellkern transportiert
und mittels Integrase in das Wirtszellgenom integriert. Die provirale Form dient dann als
Matrize fur die Bildung neuer (+)Strang RNA-Genome, die in die sich neubildenden Viren

eingeschlossen werden.

1.3  Viraler Replikationszyklus

Beim Austritt aus der Wirtszelle schniirt sich das unreife Virus durch Knospung mit einem
Teil der Zytoplasmamembran der Wirtszelle ab. In diese sind virale Glykoproteine (gp41) als
transmembrane Proteine eingelagert, die iiber eine Region von ca. 20-25 hydrophoben
Aminosduren in der Membran verankert sind (Coffin, 1996). Mit dem auBerhalb der
Membran gelegenen Teil des gp 41 ist ein externes virales Glykoprotein (gp120) durch nicht
kovalente Bindungen assoziiert. Neben den viralen Proteinen enthélt die Membran auch

zellulédre Proteine (Gelderblom et al., 1987).

Im Inneren sind die Gag-Vorlduferproteine Gag und Gag-Pol radial mit den N-Termini an die
Innenseite der Hiillmembran gelagert. Die C-Termini zeigen ins Innere des Viruspartikels
(Wilk etal.,, 2001). Es kommt zur autokatalytischen Prozessierung der viralen
Proteasemonomere aus dem Gag-Pol-Vorldauferprotein. Das enzymatisch aktive
Proteasehomodimer prozessiert die Gag und Gag-Pol Vorlauferproteine (Kaplan et al., 1994).
Durch die Freisetzung der viralen Strukturproteine und Enzyme bildet sich ein reifes,
infektioses Virus. Die reifen infektiosen Viruspartikel haben einen Durchmesser von 100 nm

bis 300 nm (Abb. 2) (Wilk et al., 1999).
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gp4l
po6
gpl20
Protease
pl7 (Matrixprotein)
RNA
RT /RNAse H Nukleokansid
. ' ukleokapsid-
p24 (Kapsidprotein) protein (p7)
Integrase

Abb. 2 Schematischer Aufbau des Humanen Immundefizienz Virus 1

Darstellung eines reifen, infektiosen HI-Virus; gp41: transmembranes Glykoprotein; gp120: externes
Glykoprotein; RT: Reverse Transkriptase; p6: Linkerprotein; RNA: HIV-Genom.

An der Innenseite der Hiillmembran sind Matrixproteine (pl17) iiber aminoterminale
Mpyristinsdurereste angelagert. Das Protein p6 verbindet das Viruskapsid im Inneren mit der
Virushiille. Im Inneren des Viruskapsids, das aus Kapsidprotein (p24) gebildet wird, befinden
sich zwei identische einzelstrangige (+)RNA-Molekiile als Virusgenom (Cann et al., 1989),
an die jeweils im Bereich des 5'-Endes eine tRNA als Primer fiir die Initiation der Reversen
Transkriptase assoziiert ist. Weiterhin sind die viruseigenen Enzyme Reverse Transkriptase
(RT), Integrase (IN) und Protease (PR) und das Nukleoprotein (NC) Bestandteil des
Kapsidinnenraumes. Das nukleinsdurebindende NC Protein (p7) bindet iiber Zink-Finger-

Motive an das RNA-Genom.

Das externe Hiillprotein gp120 von reifen, infektiosen HI-Viren bindet an den CD4-Rezeptor
der Zielzelle (McDougal et al., 1986). CD4 wird z.B. von T-Helferzellen und Makrophagen
exprimiert. Der CD4-Rezeptor wurde fiir die Eintrittspforte des Virus in die Zielzelle
gehalten. Durch Versuche mit Maiusezellen, die humane CD4-Rezeptoren auf ihrer
Oberfliche exprimierten, wurde eine Bindung des Virus an CD4 erreicht, aber keine
Anzeichen einer HIV-Infektion nachgewiesen (Levy, 1993). Die Bindung an CD4 ist
notwendig fiir eine Infektion aber nicht ausreichend. Fiir die Membranfusion von Virus und
Wirtszelle sind noch weitere zelluldre Oberflaichenmolekiile notwendig. In den letzten Jahren

wurden Rezeptoren identifiziert, die neben CD4 als Co-Rezeptor von gp120 erkannt werden

5



Einleitung

und eine Rolle bei der Infektion der Zelle spielen. Die Membranfusion kann durch Co-
Rezeptoren wie CCRS5, CXCR4 und weiteren Chemokin-Rezeptoren ausgelost werden. Es hat
sich weiter gezeigt, dass die Co-Rezeptoren beim Tropismus eine wichtige Rolle spielen. Mit
CXCR4 wurde ein Co-Rezeptor T-Zelltroper HIV-Stimme isoliert, die bevorzugt T-Zellen
infizieren (Feng etal,, 1996). CCRS5 ist ein Co-Rezeptor M-Zelltroper HIV-Stimme

(Samson et al., 1996), die bevorzugt Makrophagen infizieren.

Das virale gp120 bindet zuerst an das CD4 der Zielzelle (McDougal et al., 1986), dadurch
kommt es zu einer konformationellen Anderung des gpl120. Die neue Konformation
ermoglicht die Bindung an einen Co-Rezeptor. Es kommt zur Membranfusion von Virus und
Wirtszelle, vermittelt durch eine Konformationsdnderung des gp41 (Kliger et al., 2000).
Durch die Transmembranprotein gp4l vermittelte Membranfusion (Perez etal., 1992;
Gabuzda et al., 1992) gelangt das Viruskapsid ins Zellinnere. Nach dem Eintritt kommt es
durch sogenanntes "uncoating" zur Auflosung des Kapsids. Es folgt der Prozess der Reversen
Transkription, der durch die mitgefithrte Reverse Transkriptase (RT) katalysiert wird. Nach
dem Umschreiben der viralen RNA durch die RT, tiber ein RNA-DNA-Hybrid als
Zwischenprodukt, in doppelstringige DNA (Baltimore, 1970; Temin und Mizutani, 1970;
Fujiwara und Craigie, 1989) erfolgt die Integration der dsDNA durch die virale Integrase {iber
die LTRs in das Wirtszellgenom. Im Gegensatz zu anderen retroviralen Unterfamilien muss
die Zelle bei einer Infektion durch Lentiviren keine Mitose zur Integration des viralen
Erbgutes durchlaufen. Am Ende der Prozesse des "uncoating" und der Reversen Transkription
steht die Bildung eines Priintegrationskomplexes (PIC) (Fouchier et al., 1999). An diesem
Komplex sind die Integrase, das Nukleoprotein, das MA-Protein, Vpr und die virale DNA
beteiligt. Dieser PIC ermoglicht den Transport der DNA in den Nukleus und die Integration
der proviralen DNA in das zellulire Genom. Nach der Integration der proviralen DNA
(Provirus) kommt es zur Expression der regulatorischen Gene fat und rev (Muesing et al.,
1985). Das Tat-Protein bindet an einen als TAR (trans-activation responsible region)
bezeichneten R-Abschnitt in der LTR und steigert die Transkriptionsrate (Muesing et al.,
1987). Das Rev-Protein bindet im Zellkern an die RRE-Region (rev responsible element
region) (Rosen et al., 1985; Malim et al., 1989). Diese ca. 240 Nukleotide lange RNA-
Sequenz findet man im Bereich des env-Gens in allen einfachgespleifiten oder ungespleifiten
viralen mRNA-Molekiilen (Modrow, 1997). Die Anlagerung von Rev erhoht die
Halbwertszeit der RNAs und bewirkt den bevorzugten Transport in das Zytoplasma (Malim
et al., 1989). Die in das Zytoplasma transportierten RNA-Molekiile dienen zum einen der

6



Einleitung

Translation virusspezifischer Proteine und zum anderen werden ungespleillite mRNA-Strange

als genomische RNA in Viruspartikel verpackt.

Die Translation der env-mRNA erfolgt an den Ribosomen des Endoplasmatischen Retikulums
(ER) in das ER-Lumen als 160 kDa-Vorlduferprotein hinein (Wyatt et al., 1998). Das
Vorlduferprotein ist im Lumen tiber hydrophobe Wechselwirkungen des C-Terminus mit der
ER-Membran verankert. Die Env-Bereiche, die sich frei im Lumen befinden, werden an
Asparaginresten glykosyliert (Fenouillet et al., 1995). Das gp160 Vorldauferprotein wird
wihrend des Transports iiber den Golgi-Apparat zur Zellmembran durch zellulidre Proteasen
zu gp4l und gpl20 prozessiert (Kimura et al., 1994). Die Translation aller anderen
viruskodierten Proteine erfolgt an freien Ribosomen im Zytoplasma. Die Gag- und Pol-
Vorlduferproteine werden wihrend ihrer Synthese am N-Terminus myristiliert und mittels
zelluldrer Faktoren zur Zellmembran transportiert, an die sie sich anlagern. An der
Zellmembran findet die weitere Morphogenese statt. Durch die Zusammenlagerung von ca.
2000 Gag und 200 Gag-Pol Molekiilen mit viraler RNA (Géttlinger et al., 1989; Wilk et al.,
1999), kommt es zur Ausbildung von ringformigen, unreifen Partikeln (Gelderblom, 1991).
Durch das Ausknospen werden die Partikel mit Wirtszellmembran umhiillt. Wahrend des
Abschniirvorgangs dieser Partikel von der Zellmembran kommt es zur autokatalytischen
Freisetzung der Protease. Im freigesetzten Virus prozessiert die virale Protease Gag- und Gag-
Pol Vorléduferproteine in Strukturproteine (MA, CA, NC und Linker-Protein p6) und virale
Proteine (PR, RT, IN). Dadurch kommt es zur Entstehung reifer, infektioser Viren.

1.4  Therapie

Im dritten Jahrzehnt nach der Beschreibung der ersten AIDS Symptome ist die Krankheit
noch nicht heilbar. Fiir die Therapie HIV-Infizierter stehen 16 zugelassene Medikamente zur
Verfiigung (Shafer, 2002). Die Préparate sind gegen zwei Ziele gerichtet: die virale Protease
und die Reverse Transkriptase. Die Wirkstoffe lassen sich nach der Art der Hemmung in drei
Klassen einteilen: nukleosidanaloge Reverse Transkriptaseinhibitoren (nRTI), nicht-
nukleosidanaloge Reverse Transkriptaseinhibitoren (nnRTI) und Proteaseinhibitoren (PI). Die
nRTI bewirken einen Abbruch der DNA-Synthese wihrend der Reversen Transkription. Die

nnRTI binden an die RT und hemmen deren katalytische Funktion, dabei kommt es allerdings
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nicht zur Blockierung der Substratbindung. Die Proteaseinhibitoren blockieren das aktive

Zentrum der viralen Protease.

Durch den Einsatz der Reversen Transkriptase bei der Umschreibung der viruseigenen
(+)-RNA in dsDNA und der Verwendung der zelluliren RNA-Polymerase II zur
Transkription des RNA-Virusgenoms, kommt es zu Mutationen im Virusgenom (Modrow,
1997), da beide Enzyme iiber keine proofreading-Funktion verfiigen. Je stdrker das Virus
repliziert, desto Ofter kann es zu Mutationen kommen. HIV-Infizierte weisen einen durch
Mutation entstandenen heterogenen genomischen HI-Viren Pool in ihrem Korper auf.
Mutationen im kodierenden Bereich fiir die viralen Enzyme RT und Protease kénnen zur
Resistenzbildung gegen in der Therapie verwendete Inhibitoren fithren (Shafer, 2002). Durch
die Ahnlichkeit von Inhibitoren einer Klasse kann es durch Mutationen auch zu
Kreuzresistenzen gegen Inhibitoren kommen, die noch nicht fiir eine Therapie des Infizierten
benutzt wurden. Seit 1995 wird deshalb anstatt der Monotherapie mit einem Inhibitor haufig
eine Kombinationstherapie eingesetzt. In dieser Therapie werden nicht mehr nur ein Inhibitor,
sondern z.B. zwei nukleosid-RT-Inhibitoren mit einem Protease-Inhibitor bzw. einem nicht-
nukleosid-RT-Inhibitor zusammen verabreicht (O'Brien, 2000). Aufgrund der urspriinglich
guten Erfolge wurde diese Therapieform als "hochaktive anti-retrovirale Therapie" (HAART:
highly active anti-retroviral therapy) bezeichnet. Diese Behandlungsform konnte die Anzahl
von HI-Viren pro ml Blut stark senken. Es konnten jedoch nach wie vor replikations-
kompetente Viren isoliert werden (Finzi et al., 1997). So lange aber HI-Viren noch
replizieren, konnen neue Mutationen Resistenz gegen einen Inhibitor bewirken (Martinez-

Picado et al., 2000).

1.5  Neue Therapieformen

Die Integration des Virusgenoms von HIV-1 in das Genom infizierter Zellen bedingt nach
dem heutigen Stand der Forschung eine lebenslange Therapie der infizierten Menschen (Finzi
et al.,, 1999). Mit der HAART konnte die Sterblichkeitsrate gesenkt werden (Mocroft et al.,
1998), dass heist mehr Menschen leben mit HIV/AIDS und benétigen Therapiekonzepte. Die
groflte  Schwierigkeit bei HIV-Langzeittherapien ist die sich durch Resistenzbildung
verringernde Auswahl an Inhibitoren, die noch eingesetzt werden konnen. Sind die Viren im

Korper des Infizierten gegen alle Medikamente resistent, steht keine antivirale Therapie mehr
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zur Verfliigung. Neben der Resistenzbildung sind die durch die tdgliche Einnahme von bis zu
finf verschiedenen Prdparaten verursachten Nebenwirkungen ein Problem. Die
Nebenwirkungen unterscheiden sich je nach Kombinationstherapie. Sie reichen von Ubelkeit,
Kopf- und Nervenschmerzen {iiber Hautverdnderungen bis hin zu Entziindungen der
BlutgefiBe und innerer Organe (Schieferstein, 2002). Aus diesem Grund werden die
Therapien hédufig auf Wunsch der Patienten abgebrochen. Die zur Zeit verfiigbaren
Inhibitoren mit den aufgezeigten Nebenwirkungen sind nicht ausreichend und geeignet fiir
lebenslange Therapiekonzepte HIV-Erkrankter. Fiir erfolgreiche Therapien werden neue

Medikamente benétigt, die sich auch gegen neue virale Ziele richten miissen.
Aus diesem Grund werden neben der Erforschung von neuen Inhibitoren zur Hemmung von

RT und PR, Inhibitoren weiterer Schritte im Replikationszyklus von HIV untersucht und

getestet. Die Tab. 1 fast Angriffspunkte fiir solche Inhibitoren zusammen.

Tab. 1 Ziele neuer antiviraler Substanzen

Angriffspunkte fiir Inhibitoren

Verhinderung der Bindung von gp120 an CD4
Inhibierung der Bindung von gp120 an Co-Rezeptoren
Verhinderung der Fusion von Virus- und Zellmembran
Inhibierung der Integration viraler DNA in das Erbgut
Verhinderung der Expression viraler Gene

Verhinderung des Zusammenbaus der Viren

Inhibitoren der erst genannten Angriffspunkte, konnen die Anheftung des Virus an die
Zielzelle und die Membranfusion unterdriicken. Die Virusmembran und die Membran der
Zielzelle sind physikalische Barrieren, die umhiillte Viren bei der Infektion der Zelle
tiberwinden miissen. HIV-1 benutzt fiir die Membranfusion die Hiillproteine gp120 und gp41
als Mediatoren. Gelédnge es gp120, Co-Rezeptoren oder gp41 zu blockieren, kime es nicht zur
Penetration der Zellmembran und zur Aufnahme des Viruskapsids in die Zelle. Zur
Blockierung von gp120 wurden zuerst verschiedene Formen rekombinanter CD4-Molekiile

mit geringem Erfolg getestet (Daar et al., 1990). Zur Zeit untersuchte "attachment"
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Inhibitoren wie z.B. PRO 542 (Jacobson et al., 2000), ein tetravalentes CD4-1gG2
Fusionsprotein, weisen ein stirkeres antivirales Potential gegen HIV-1 auf. Zur Verhinderung
des Viruseintritts durch Blockierung der Co-Rezeptoren CXCR4 oder CCRS werden ebenfalls
verschiedene Ansdtze untersucht. PRO 140 (Trkola et al., 2001) ist ein monoklonaler anti-
CCRS5 Antikorper der die Interaktion von HIV-1 und CCRS5 blockiert. Die Blockierung hat
aber keinen Einfluss auf die Aktivitdt von CCRS als Chemokine-Rezeptor. Zur Verhinderung
der durch gp41 vermittelten Membranfusion werden z.B. Peptide wie T20 (Kirby et al., 1998)
getestet. Alternativ zur Verhinderung der Infektion wiirde durch die Blockierung der
Integration des viralen Genoms in das humane Genom durch die Hemmung der viralen
Integrase eine Therapie erleichtert. Ansatzpunkte fiir Inhibitoren der Integrase konnten

Diketoséduren sein, wie L-731 (Espeseth et al., 2000).

Weitere Untersuchungen zum Einsatz von Peptidsequenzen gegen HIV-1 wie z.B. die
Inhibition der viralen Integrase durch kurze Peptide (DeSoultrait et al., 2002), Hemmung der
viralen Protease durch Vif abgeleitete Peptide (Blumenzweig et al., 2001) oder die Hemmung
der Interface-Region der Protease (Cartas et al., 2001; Schramm et al., 1996) durch abgeleitete
Peptide von der Proteasesequenz zeigten antivirale Effekte gegen HIV-1. Die Erforschung
von Peptidsequenzen auf inhibitorische Eigenschaften konnte zur Entstehung einer neuen

Klasse von HIV-Therapeutika fiihren.

1.6  Protease als therapeutisches Ziel

Durch die zur Zeit angewendete HAART sollen die Reverse Transkriptase und die Protease
von HIV gehemmt werden. Die Inhibition der RT stoppt einen Prozess in der frithen Phase
des viralen Replikationszykluses, die Umschreibung des (+)RNA-Genoms in dsDNA. Ohne
virale dsDNA kann es nicht zur Integration des Virusgenoms in das zellulire Genom
kommen. Durch die Hemmung der viralen Protease wird die Ausbildung reifer Viren in der
spiaten Phase der Replikation unterbunden. Aus diesem Grund ist der Einsatz von
Proteaseinhibitoren von hohem therapeutischen Nutzen bei der Behandlung chronisch

HIV-infizierter Zellen.

Die enzymatisch aktive virale Protease von HIV-1 ist ein Homodimer. Die viralen

Proteasemonomere prozessieren sich autokatalytisch in trans aus den Gag-Pol-Polyproteinen.
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Das aktive Zentrum der Protease wird durch beide Untereinheiten gebildet. Jedes der 99
Aminosdure langen Proteasemonomere liefert einen aktivierten Aspartatsdurerest im
konservierten Sequenzmotiv Asp-Thr-Gly fiir das zusammengesetzte aktive Zentrum. Die zur

Zeit klinisch verwendeten Proteaseinhibitoren hemmen das aktive Zentrum der Protease.

Die Dimerbildung ist nicht an das aktive Zentrum gebunden, sondern héngt von der
Ausbildung der sogenannten Interface-Region ab. Sie wird durch die N- und C-Termini beider
Monomere gebildet, es entsteht eine anti-parallele B—Faltblattstruktur. Durch diese
Konformation wird das Dimer hauptsdchlich stabilisiert. Aufgrund dieser Bedingung zur
Ausbildung des Dimers wurde eine Hemmung der viralen HIV-1 Protease durch
Verhinderung der Bildung der Interface-Region postuliert und nachgewiesen (Weber, 1990;
Zhang et al., 1991; Schramm et al., 1991). Die Arbeitsgruppen konnten einen inhibitorischen
Effekt, ausgeiibt von Peptiden, die von N- und C-terminalen Aminosdureresten der
Proteasemonomere abgeleitet wurden, auf die Protease nachweisen. Diese Peptide wurden in
der Folgezeit als Interface-Peptide bezeichnet (Schramm et al., 1996). Es konnte
nachgewiesen werden, dass die ersten acht N- und acht letzten C-terminalen Aminoséurereste
einen antiviralen Effekt auf die virale Protease in vitro hatten (Schramm et al., 1991, 1992).
Der inhibitorische Effekt von Peptiden, die vom C-Terminus abgeleitet wurden, war starker
als der, die von N-terminalen Sequenzen abgeleitet wurden. Die C-terminale
Aminosduresequenz der viralen Protease von HIV-1 diente als Ausgang fiir das
Computermodeling (Arbeitsgruppe Schramm) kurzer Peptidsequenzen mit starker Bindung an
Proteasemonomere, erfolgversprechende Peptide wurden synthetisiert und in biochemischen
Tests gegen rekombinante HIV-1 Protease getestet (Schramm et al., 1996). Die Untersuchung
der antiviralen Wirkung solcher Peptide in HIV-1 infizierten Kulturen zeigte nur einen
geringen inhibitorischen Effekt dieser Peptide (personliche Mitteilung Dr. Petry). Die geringe
Wirkung der Peptide in Zellkulturversuchen konnte in einer schlechten Aufnahme der Peptide
in die Zellen begriindet sein. Um auszuschlieBen, dass die geringe Wirkung der Peptide an
einer schlechten Membrangingigkeit liegt, wurden am Deutschen Primatenzentrum
Untersuchungen zur intrazelluldren Expression der Interface-Peptide durchgefiihrt (Ast, 1998;
Lieder, 1998). Diese Arbeiten lieferten erste Daten {iber antivirale Effekte intrazellulér

exprimierter Interface-Peptide gegen HIV-1.
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1.7  Aufgabenstellung

In vorausgegangenen Untersuchungen wurde in einem prokaryotischen Wachstumstest durch
Expression rekombinanter viraler HIV-1 Protease und Interface-Peptiden eine Inhibition der
Protease durch die Peptide nachgewiesen (Ast et al., 1998; Lieder 1998). Im ersten Teil dieser
Arbeit sollte der antivirale Effekt intrazellular exprimierter Interface-Peptide in
eukaryotischen Zellen untersucht werden. Der inhibitorische Effekt sollte nach Kotransfektion
von Peptidexpressionsvektoren und einem HIV-1 exprimierenden Klon (pNL4-3) analysiert

werden. Fir die Untersuchung wurden die Zelllinien COS-7 und LC-5 verwendet.

Kommt es zur Hemmung der viralen Protease von HIV-1 werden die viralen
Vorlauferproteine Gag (p55) und Gag-Pol (p160) nicht in die Strukturproteine MA(pl7),
CA(p24), NC(p7), p6 und die viralen Proteine Protease, Reverse Transkriptase und Integrase

gespalten. Ohne die Prozessierung bilden sich keine reifen, infektiosen Viren.

Der Nachweis von Viren im Zellkulturiiberstand transfizierter Zellen sollte iiber einen p24-
ELISA erfolgen. Durch die Verhinderung der Prozessierung sollte es zu einer Zunahme von
pS5 in der Viruspopulation kommen. Funktionell sollte der Nachweis einer Hemmung der
Protease durch Infektionsstudien mit Viren aus Zellkulturiiberstinden erfolgen und das
Verhiltnis von p24/p55 mittels Western-Blot Analyse der Virionen im Zellkulturiiberstand

analysiert werden.

Die virale Protease von HIV-1 wird in ausknospenden Viruspartikeln enzymatisch aktiv.
Inhibitoren der Protease konnen nur wirken, wenn sie im Viruspartikel vorliegen. Aus diesem
Grund wurde im zweiten Teil dieser Arbeit untersucht, ob durch Fusion nicht-viraler Proteine
an virale leader-Sequenzen ein Transport an die Zytoplasmamembran, dem Ort der
Virusassemblierung und weitergehend eine Verpackung in neuentstehende Viruspartikel
erfolgt. Fiir die anfinglichen Untersuchungen wurde das nicht-virale Protein EGFP (EGFP:

enhanced green fluorescent protein) mit den viralen leader-Sequenz Gag™*® und Myr"
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fusioniert. Durch Fluoreszenzmikroskopie und Western-Blot Untersuchungen sollte die
zelluldre Lokalisation der intrazelluldr exprimierten Fusionsproteine innerhalb der Zellen
untersucht werden. Ob die EGF-Proteine in neuentstehende HI-Virionen verpackt werden,
sollte ebenfalls nach Kotransfektionen mit dem molekularen HIV-1 Klon pNL4-3 untersuchte

werden.
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2. Material

2.1 Chemikalien
Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien von den Firmen Merck (Darmstadt),
Hoechst (Frankfurt), Sigma (Deisenhofen), Roth (Karlsruhe) und Serva (Heidelberg) im

jeweils hochsten Reinheitsgrad bezogen.

2.2 Puffer und Medien

Hiufig verwendete Puffer und Medien sind in Tab. 2 aufgefiihrt und wurden mit zweifach

destilliertem Wasser (H,Opiq) angesetzt.

Tab. 2 Puffer und Medien

Puffer / Medium Zusammensetzung
BLOTTO 5 % [w/v] fettfreies Milchpulver, 0,2 % [v/v] Tween 20 in PBS
DMEM Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (PAN Biotech GmbH,

Aidenbach), supplementiert mit 10 % [v/v] hitzeinaktiviertem
FCS (PAN Biotech GmbH, Aidenbach), 2 mM Glutamin (PAA
Laboratories GmbH, Coélbe), 50 U/ml Penicillin  und
50 pg/ml Streptomycin (PAA Laboratories GmbH, Colbe)

LB-Medium 1 % [w/v] Bacto-Trypton (Applichem, Darmstadt), 0,5 % [w/Vv]
Hefeextrakt (Applichem, Darmstadt), 1 % [w/v] NaCl

LB-Agar 1,5 % Agar [w/v] (Difco, Detroit, USA) in LB-Medium

RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute Medium 1640 (PAN Biotech

GmbH, Aidenbach), supplementiert mit 10 % [v/V]
hitzeinaktiviertem FCS (PAN Biotech GmbH, Aidenbach),
50 U/ml Penicillin und 50 ug/ml Streptomycin (PAA
Laboratories GmbH, Célbe)

Fortsetzung Tab. 2 néchste Seite
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Fortsetzung Tab. 2

Puffer / Medium Zusammensetzung

50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin (PAA
Laboratories GmbH, Célbe)

PBS 120 mM NacCl, 17 mM Na,HPO,, 3 mM KH,POy, pH 7,2

TAE 40 mM Tris-Acetat, 2 mM EDTA, pH&8,0

TBS fiir Transfektion |25 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,7 mM CaCl,,

0,5 mM MgCl,, pH 7,2

TE 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, ImM EDTA

2.3 E. coli-Stamm

Fiir die Transformation und Amplifikation von Plasmid-DNA wurde der E. col/i Stamm

DH5a verwendet, dessen genetische Eigenschaften in Tab. 3 zusammengefal3t sind.

Tab. 3 Verwendeter Bakterienstamm

Stamm Relevante Charakteristika” Referenz

E. coli DH5a |supE44, AlacU169, (D80 AlacZ M15), relAl, Hanahan et al., 1983
hsdR17, recAl, endA1, gyrA96, thi-1

"Genotypbezeichnungen gemiB Berlyn et al. (1996)
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2.4 Vektoren

Fiir Klonierung und Transfektionsexperimente wurden folgende Vektoren verwendet (Tab. 4).

Tab. 4 Verwendete Plasmide

Plasmid Charakteristik Referenz

pSV-B-Gal eukaryotischer Expressionsvektor fiir Promega
Saugetierzellen

pcDNA-3 eukaryotischer Expressionsvektor fiir Invitrogen
Saugetierzellen

pNL4-3 HIV-1-Gesamtklon Adachi et al., 1986

pEGFP-C1 eukaryotischer Expressionvektor fiir EGFP- [ Clontech

Fusionsproteine

pSV-B-Gal-PI 5

exprimiert Interface-Peptid (PI) 5

Lieder, 1998

pSV-B-Gal-P1 7

exprimiert Interface-Peptid (PI) 7

Ast, 1998

pSV-B-Gal-PI 12

exprimiert Interface-Peptid (PI) 12

Lieder, 1998

pSV-B-Gal-PI 17

exprimiert Interface-Peptid (PI) 17

Lieder, 1998

pSV-B-Gal-PI 24

exprimiert Interface-Peptid (PI) 24

Lieder, 1998

pSV-B-Gal-PI 25

exprimiert Interface-Peptid (PI) 25

Lieder, 1998

pSV-B-Gal-PI 26

exprimiert Interface-Peptid (PI) 26

Lieder, 1998

pSV-B-Gal-PI 27

exprimiert Interface-Peptid (PI) 27

Lieder, 1998

pEGFP

EGFP kloniert in pcDNA-3

Strom, 1999 / d.A.

pMyr -EGFP

Myr -EGFP kloniert in pcDNA-3

Strom, 1999 / d.A.

pGag*"*-EGFP

Gag""*-EGFP kloniert in pcDNA-3

Strom, 1999 / d.A.

d.A.: diese Arbeit
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2.5 Zelllinien

Fir die Kotransfektionsexperimente wurden adhdrente COS-7 Zellen (CV1-
Affennierenzellen; Gluzman, 1981) und LC-5 Zellen verwendet. Fiir die Infektionsversuche

die Suspensionszelllinie MT-2.

Tab. 5 Zellinien

Zellinie Spezies aus Medium Referenz

COS-7 Affe Niere DMEM Gluzman, 1981
LC-5 Mensch Lunge RPMI 1640 Mellert et al., 1990
MT-2 Mensch Blut RPMI 1640 Miyoshi et al., 1981

2.6  Oligonukleotide

Die in Tab. 6 aufgefiihrten Primer wurden von der Firma MWG (Ebersberg) synthetisiert.

Tab. 6 Verwendete Primer
Primerbezeichnung | Primersequenz (5-3") Beschreibung
AS_7(Kpn I) GCT GCT GGT ACC GCT AGC GTG |5  HIV-1 spez. Primer des gag

AGT ACG CCA AAA ATT

AS-6(Bgl 1) TAT ATA AGA TCT TGC TTC AGC |3" HIV-1 spez. Primer des gag
CAA AAC TCT TGC AGT ACA ATC |ohne p6, fiihrt noch kodierenden

ITT CAT TTG GTG Bereich fiir Erkennungssequenz

der HIV-1 Protease ein

AS-1(Bgl 1I) TAT ATA AGA TCT GTG AGC AAG |pEGFP spez. Primer fiir 5
GGC GAG GAG CTG egfp ohne Startcodon
AS-2(EcoR 1) TGA CTA GAA TTC TTA TTA CTT |pEGFP spez. Primer fiir 3’
GTA CAG CTC GTC CAT egfp
OA44(Hind 111) GCT GCA AGC TTG CTA GCG TGA |5 HIV-1 spez. Primer fiir den
GTA CGC CAA AAA TT kodierenden Bereich der ersten
31 AS von MA

Fortsetzung Tab. 6 nichste Seite
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Fortsetzung Tab. 6

Primerbezeichnung | Primersequenz (5-3°) Beschreibung

OA45(Hinf 1) CCA GAG TCG TAG TTT ATA TTG |3" HIV-1 spez. Primer fiir den
TTT CTT kodierenden Bereich der ersten

31 AS von MA

AS-2(Kpn 1) TGA CTA GGT ACC TTA TTA CTT |pEGFP spez. Primer fiir 3’
GTA CAG CTC GTC CAT egfp

AS-1(HinfT) TAT ATA GAA TCG TGA GCA AGG |pEGFP spez. Primer fiir 5°
GGG AGG AGC T egfp ohne Startcodon

T7_seq TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 5’ Primer zur Sequenzierung

T3 seq GAT TTA GGT GAC ACT ATA G 3" Primer zur Sequenzierung

GFP1(Hind 11T) TCT GAA GCT TAT GGT GAG CAA |pEGFP spez. Primer fiir 5°
GGG CGA GGA GCT GTT egfp mit Startcodon

2.7 Antisera und Antikorper

Die verwendeten Antikoérper und das Antiserum sind in Tab. 7 zusammengefalit. Die

Antikorper wurden von den Firmen Roche (Mannheim) und Dianova (Hamburg) bezogen.

Tab. 7 Antisera und Antikorper

Antisera / Antikérper Spezifitiit

humanes HIV-1 spezifische Antiserum gepooltes polyklonales Serum HIV-1
infizierter Patienten, eingesetzt zum
Nachweis von p24/p55

mouse anti-GFP (monoklonal) zum Nachweis von EGF-Proteinen

anti-mouse IgG (H+L)-AP gegen Maus IgG gerichteter Antikorper,
konjugiert mit alkaliner Phosphatase
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3. Methoden

3.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Fiir die mikroskopische Betrachtung der Zellkultur wurde ein Invers-Mikroskop Typ IX-70
(Olympus, Hamburg) verwendet. Das Mikroskop verfligte iiber eine Fluoreszenzausstattung.
Zur Dokumentation der Ergebnisse diente eine Olympusphotokamera (SC35) am Fotoport.
EGFP exprimierende Zellen wurden mit dem GFP-Filtermodul (Olympus, Hamburg)
betrachtet.

3.1.1 Kultivierung von COS-7 Zellen

Die adhdrenten COS-7 Zellen wurden mit supplementiertem DME-Medium (DMEM) in
75 cm? Zellkulturflaschen (Sarstedt, Niimbrecht) kultiviert. Die Kulturen wurden in einem
Brutschrank (Labotect, Gottingen) in einer wasserdampfgesittigten Atmosphéire mit 5 % [v/v]
CO; bei 37 °C gehalten. Die Morphologie der Zellen wurde téglich mikroskopisch tiberpriift.
Dreimal wochentlich mufiten die Zellen passagiert werden. Das alte Medium wurde
abgesaugt, die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen und durch anschlieBende Behandlung mit
1,5 ml EDTA-Trypsin (0,125 % [w/v] EDTA und 0,125 % [w/v] Trypsin in PBS) von der
Aufwuchsfliche abgelost. Die abgelosten Zellen wurden mit 10 ml Medium von der Fliache
gesplilt und fiir 5 min bei 1200 Upm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde danach noch zweimal
mit je 5 ml Medium gewaschen und wieder zentrifugiert. Nach dem Waschen wurde das

Pellet 1:3 bis 1:5 aufgeteilt und die Zellen auf neue Platten umgesetzt.

3.1.2 Kultivierung von LC-5 Zellen

Die adhirenten LC-5 Zellen wurden mit supplementiertem RPMI 1640 Medium in 75 cm’
Zellkulturflaschen (Sarstedt, Numbrecht) kultiviert. Die Kulturen wurden in einem

Brutschrank (Labotect, Gottingen) in einer wasserdampfgesittigten Atmosphére mit 5 % [v/v]

CO; bei
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37 °C gehalten. Die Morphologie der Zellen wurde tdglich mikroskopisch tiberpriift. Die
Zellen wurden bei Erreichen von 80 % Konfluenz passagiert. Das alte Medium wurde
abgesaugt, die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und durch anschlieBende Behandlung mit
1,5 ml EDTA-Trypsin (0,125 % [w/v] EDTA und 0,125 % [w/v] Trypsin in PBS) von der
Aufwuchsfliche abgelost. Die abgelosten Zellen wurden mit 10 ml Medium von der Flache
gespiilt, in ein konisches 15 ml Rohrchen (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) tiberfiihrt
und fiir 5 min bei 1200 Upm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde danach noch zweimal mit je
5 ml Medium gewaschen und wieder zentrifugiert. Nach dem Waschen wurde das Pellet 1:3

bis 1:5 aufgeteilt und die Zellen auf neue Platten umgesetzt.

3.1.3 Kultivierung von MT-2 Zellen

Die Suspensionszelllinie MT-2 wurde mit supplementiertem RPMI 1640 Medium, das mit
2mM Glutamin komplementiert war, in 75 cm® Zellkulturflaschen (Sarstedt, Niimbrecht)
kultiviert. Die Kulturflaschen wurden stehend in einem Brutschrank (Labotect, Géttingen) in
einer wasserdampfgesittigten Atmosphdre mit 5% [v/v] CO;, bei 37 °C kultiviert. Die
Morphologie der Zellen wurde tdglich mikroskopisch tiberpriift. Die Kultur wurde in einer
Zelldichte von 2-9 x 10° Zellen/ml gehalten. Wurde die Zellzahl iiberschritten, wurden Zellen
aus dem Kulturgefdl abgesaugt. Alle drei Wochen wurden die Zellen in ein neues
Zellkulurgefal tiberfiihrt. Das Zellkulturmedium wurde nie vollstdndig erneuert. Aus der
Zellkultur wurden 2/3 Medium abgesaugt und durch frischen Medium ersetzt (konditioniertes

Medium).

3.1.4 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der lebenden Zellen pro ml Kulturvolumen wurde eine Zihlkammer nach
Neubauer benutzt. Die adhdrenten Zellen wurden mittels Zellschaber vorsichtig vom
Kulturgefiiboden gelost und mit Medium aus der Flasche in ein Greiner-Rohrchen tiberfiihrt.
Suspensionszellen wurden aus dem Zellkulurgefdl entnommen.

Die Zellen wurden fiir 5 min bei 1200 Upm sedimentiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und die Zellen in 3 ml DMEM (RPMI) resuspendiert. Ein Probevolumen der Zellkultur wurde

mit dem gleichen Volumen an Trypanblau-Losung (0,5 % [w/v] in PBS) versetzt und fiir
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Smin bei Raumtemperatur inkubiert. Tote Zellen waren danach im Hellfeld des
Lichtmikroskops aufgrund ihrer blauen Fiarbung gut von ungefirbten lebenden Zellen zu

unterscheiden.

3.1.5 Lagerung der Zellkulturen / Passagen

Fiir die verschiedenen Versuche wurden Zellen einer Passage verwendet, dafiir wurden die
Zellen in Kultur genommen, expandiert und die so entstandenen Kulturen einer Passage im
Kryotank mit Stickstoff gelagert. Die Zellen wurde in Einfriermedium kontrolliert
eingefroren. Dazu wurden die Zellen geerntet, zentrifugiert und das Pellet mit PBS
gewaschen. Die Zellen wurden anschlieBen wieder durch Zentrifugation pelletiert und in 0,8
ml Einfriermedium suspendiert.

Einfriermedium:
e 10%[v/v] DMSO
e 20% [v/v] FCS
o 70% [v/v] desjeweiligen Kulurmediums

Die Suspension wurde in 2,0 ml Cryorshrchen (Cryo.s™; Greiner, Frickenhausen) iiberfiihrt.
Die Lagerrohrchen wurden beschriftet in einen mit Isopropanol gefiillten Einfrierbehilter
(Nalgene Cryo 1°C Freezing container, Nunc, Wiesbaden) gestellt. Der verschlossene
Einfrierbehilter wurde in den -80 °C Tiefkiihlschrank gestellt. Der Behilter sorgte fiir ein
gleichméfiges Abkiihlen der Rohrchen um -1 °C/min auf -80 °C. Nach 12 h wurden die
gefrorenen Rohrchen in den Kryotank tiberfiihrt.
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3.2 Protein-biochemische Methoden

3.2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteingemische konnen durch Elektrophorese in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen
(Laemmli, 1970) aufgetrennt werden. Unter denaturierenden Bedingungen werden Proteine
hauptsichlich aufgrund ihrer Masse und Ladung getrennt. Die Denaturierung wurde durch
Zusatz von Natriumdodecylsulfat (SDS) und Dithiothreitol (DTT) erreicht.

Probenpuffer:

40 mM Tris-HCI, pH 6,8

0,25 M DTT

7,5 M Harnstoff

2,3 % [w/v] SDS

0,05 % [w/v] Bromphenolblau

SDS bewirkt die Zerstérung der nichtkovalenten Wechselwirkungen in nativen Proteinen, und
DTT diente zur Reduktion von Disulfidbriicken. Es bindet etwa ein SDS-Anion pro zwei
Aminoséurereste. Der Komplex aus denaturiertem Protein und SDS ist negativ geladen und
wandert zur Anode im elektrischen Feld. Die Wanderungsstrecke der Komplexe ist ungefahr
ihrer Masse proportional.

Die Gele wurden in Flachbettkammern von 1 mm Stidrke, einer Breite von 16 cm und einer
Hohe von 14 cm gegossen, wobei 2 cm der Hohe vom Sammelgel gebildet wurden.

Trenngel:
o 12 % [v/v] Acrylamid (Acrylamid und N,N’-Methylen-bisacrylamid im
Verhiltnis 37,5 : 1 [w/w])
und 1 % [w/v] SDS
in 375 mM Tris-HCI, pH 8,0;
Zur Polymerisation (pro 12 ml Gelvolumen):
24 ul 10 % [w/v] Ammoniumpersulfat (APS) als Kettenstarter und
8 ul N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) als
Radikaltibertrager zugegeben

.\7..

Zum spiteren Probenauftrag wurden im Sammelgel Taschen mit einem Volumen von 35 pl

mit einem Gelkamm erzeugt.
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Sammelgel:

5 % [w/v] Acrylamid

0,1 % [w/v] N,N’-Methylenbisacrylamid

0,1 % SDS in 375 mM Tris-HCI, pH 6,8

zur Polymerisation wurden zu 10 ml Gelvolumen

100 pl 10 % [w/v] Ammoniumpersulfat (APS)

10 pl N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

.\7...

Die Elektrophorese erfolgte in einer Elektrophoresekammer (Penguin™ water-cooled dual-
gel electrophoresis system) bei konstanten Stromstirken von 20 mA widhrend der
Konzentrierung der Proben im Sammelgel und 40 mA beim anschlieBenden Lauf im
Trenngel. Beim Lauf von zwei Gelen pro Kammer wurden die Stromstédrken verdoppelt.

Elektrodenpuffer:
e 25 mM Tris-HCI, pH 8,3
e 200 mM Glycin
e 0,1% SDS

Markerproteine (gefirbt):

e op-Makroglobulin (180 kDa)
e [-Galaktosidase (116 kDa)
e Fructose-6-Phosphatkinase ( 84 kDa)
e Pyruvat-Kinase (58 kDa)
e Fumarase (48,5 kDa)
e Lactat-Dehydrogenase (36,5 kDa)

Triose-Phosphat-Isomerase (26,6 kDa)

» durch die Farbung der Markerproteine schwankte das
Molekulargewicht der Markerproteine je nach Charge, tatsdchliches
Gewicht siehe Beschriftung der Western-Blots (Sigma, Deisenhofen)

3.2.2 Proteinfirbung mit Coomassie Blue

Polyacrlyamidgele wurden fiir 20-30 min in Férbelosung (modifiziert nach Weber und
Osborn, 1969) und anschlieBend in Entférbelosung geschwenkt.

Férbelosung:
= 1,25 g Serva Blue R-250
= 227 mlMethanol
= 46 ml 96 % Essigsdure
= ad 500 ml H,0ui4q
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Die Entfirbelosungen wurden mehrfach gewechselt, bis der Gelhintergrund vollstéindig
entfarbt war und nur die Proteinbanden gut sichtbar blieben.

Entfirbelosung I:
e 450 ml Methanol
e 160 ml Essigsdure (60 %)
e ad 1000 ml Hzobid

Entfirbelosung II: zur Entfirbung iiber Nacht
e 50 ml Methanol
e 80 ml Essigsdure (60 %)
e ad 1000 ml Hzobid

Die gefirbten Gele wurden auf Filterpapier gelegt und mittels Geltrockner (Slab-
Geldryer GD 40/50, GIBCO BRL) getrocknet. Nach der Trocknung wurden sie mit Folie

iiberzogen.

3.2.3 Western-Blot zum Proteinnachweis

Bei dieser Methode werden elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus dem Trenngel auf
einen geeigneten Trigerfilm (z.B. Nitrozellulose- oder Nylon-Membran) iibertragen. Durch
die Ubertragung der Proteine entsteht eine Kopie des Gels, wobei die Proteine auf der
Membran immobilisiert werden. Bei geeigneten Transferbedingungen bleibt sowohl die
Immunreaktivitét als auch die funktionelle Aktivitit der Proteine erhalten (Ibelgaufts, 1993).
Die Proteine wurden denaturiert und durch Polyacrylamid-Gelelekrophorese (SDS-PAGE)
aufgetrennt und anschlieend aus dem Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulosemembran
(Schleicher und Schiill, Dassel) iibertragen. Die Ubertragung erfolgte durch das Blottgerit
(Biotec-Fischer, Reiskirchen) bei konstanter Stromstirke von 250 mA tiiber Nacht im
Puffertank.

Transferpuffer:

20 mM NaH2P04

20 mM Na,HPO4

0,2 % [w/v] SDS

in 20 % [v/v] Methanol

Auf die Membran iibertragene Proteine wurde durch eine Antikérperreaktion sichtbar

gemacht.
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Vor der Inkubation mit dem ersten Antikérper wurde die Membran zunédchst 30 min mit
Blotto bei 37 °C abgesittigt. Danach folgte die Inkubation mit dem in Blotto verdiinnten
ersten Antikorper oder Anitserum bei 37 °C fiir 1 h. Nach diesem Schritt wurde die Membran
fiinfmal fiir jeweils 5 min mit PBS gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen.
Zum optischen Nachweis spezifischer Banden wurde die Membran mit einem zweiten in
Blotto verdiinnten Antikoérper wieder fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Der zweite Antikdrper war
an Alkalischer Phosphatase gekoppelt. Im Anschlu3 an die Inkubation wurde die Membran
fiinfmal fiir 10 min mit TBS-Puffer und anschlieBend dreimal fiir 20 min mit Carbonat-Puffer
gewaschen.

TBS:
e 20 mM Tris-HCl
e 500 mM NaCl, pH 7,5

Carbonat-Puffer:
e 100 mM NaHCO;
e | mM MgCl,, pH 9,8

Zur enzymatischen Farbreaktion wurden 100 pl NBT-Losung und 133 pl BCIP-Losung in
30 ml Carbonat-Puffer gegeben.

NBT-Losung:
¢ 30 mg/ml p-Nitroblau-tetrazoliumchlorid in 70 % [v/v]
N,N’-Dimethylformamid

BCIP-Losung:
e 15 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat, Toluidensalz in
100 % [v/v] N,N’-Dimethylformamid

In der Féarbelosung wurde die Membran bei Raumtemperatur ca. 10 - 30 min inkubiert.

Die Reaktion wurde durch Waschen mit H,Oy;q beendet und die Nitrozellulosemembran

zwischen FlieBpapier getrocknet.
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Nachweis viraler HIV-1 Proteine:

e primédr:  humanes HIV-1 spezifisches Antiserum, 1:1000
e 2. Antikorper, goat anti-human IgG (H+L), 1:2000

Nachweis von EGFP-Fusionsproteinen:

e 1. Antikoérper mouse-anti-GFP, 1:2000
e 2. Antikorper goat-anti-mouse, 1:2000

3.2.4 X-Gal Firbung

Am dritten Tag nach Transfektion wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit
2,5 ml Fixierlosung fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Fixierlosung:

e 1mM MgCl,

e 0,25 % Glutaraldehyd
e 0,1 M Na-Phosphat, pH 7,0

Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit der Férbelosung im
Wairmeschrank (37 °C) fiir 4 h.

Farbelosung:
o 02% X-Gal
e 1 mM MgCl,
e 150mM NaCl
e 33mM  KyFe(CN)gx 3 H,O
L 3,3 mM K3F€(CN)6
e 60 mM Na,HPO,
e 40 mM NaH2P04

Nach 4 h wurden die Zellen mikroskopiert. Zellen die B-Gal-Fusionspeptide exprimierten

konnten an der Blaufirbung identifiziert werden. Durch Uberschichten der angefirbten

Zellen mit Glycerin konnte der Inkubationsansatz konserviert werden.
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3.2.5 Virusernte aus dem Uberstand kotransfizierter Zellen

Die Zellkulturiiberstinde wurden gesammelt und bei 10000 rpm (Kontron-Rotor TST 41-14)
fiir 60 min bei 4 °C zentrifugiert, um Zelldebris zu pelletieren. Die Viren die sich nach der
Zentrifugation im Uberstand befanden, wurden durch Ultrazentrifugation iiber ein 20 %
Saccharosekissen fiir 16 h bei 24000x g (TST41-14) und 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde in
PBS aufgenommen und fiir 2 h inkubiert. Danach wurden die Proben mit dem gleichen
Volumen an reduzierendem Probenpuffer versetzt, fiir 5 min bei 95 °C gekocht und

anschlieend tiber ein 12 % Polyacrlyamidgel aufgetrennt.

3.2.6 Zelllyse kotransfizierter LC-5 Zellen

Zur Gewinnung der Zytosol- und Membranfraktion kotransfizierter LC-5 Zellen wurden die
Uberstande von den kotransfizierten LC-5 Zellen 48 h nach der Transfektion abgenommen.
Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mittels Zellschaber von der Aufwuchsfldache
gelost und in PBS aufgenommen und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde nochmal in PBS
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend in LSEB (low salt
extraction buffer) suspendiert.

LSEB:

e (0,14 mM NaCL

e 10 mM Tris-HCl

e 2mM MgCl,x 6 HO

e 2 mM Dithiothreitol

e in 900 ml H,O 16sen, pH 8,0 einstellen

e 3 ml NP-40 zugeben

e 2ml Aceton mit 2 ml NP-40 mischen und 350 mg Phenylmethyl-
sulfonylfluorid (PMSF) darin auflosen

e [osung tropfenweise zu den 900 ml zugeben

e Lagerung bei -20 °C

Die Ansdtze wurden fiir 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde das Zelllysat mit 4000x g fiir
10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der so erhaltene klare Uberstand wurde in einer Tischzentrifuge
mit 14000x g bei 4 °C fiir 30 min zentrifugiert. Das Pellet enthielt die Membranfraktion, der
Uberstand die Zytosolfraktion. Das Pellet wurde in einer dem Volumen des Uberstands

entsprechenden Menge an PBS resuspendiert. Beide Fraktionen wurden mit reduzierendem
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Probenpuffer versetzt und fiir 5 min bei 95 °C aufgekocht. Die Proben wurden iiber ein 12 %

Polyacrlyamdigel aufgetrennt.

3.3 Verwendete Transfektionsmethoden

3.3.1 Transfektion nach der DEAE-Dextranmethode

DEAE-Dextran (Diethyl-aminoethyl-Dextran) wurde als polykationisches
Transfektionsreagenz verwendet. Das Polykation DEAE-Dextran bildet aufgrund
elektrostatischer Wechselwirkungen mit dem negativ geladenem Phosphatriickgrat von
Nukleinsduren Komplexe, welche auf der negativ geladenen Zelloberfldche adsorbieren und
durch Endozytose aufgenommen werden. COS-7 und LC-5 Zellen wurden mit der DEAE-
Dextran-Methode (Vaheri und Pagano, 1965) transfiziert. Dazu wurden 24 h vor der
Transfektion je 3 x 10° Zellen in 25 cm® Zellkulturflaschen (Sarstedt, Niimbrecht) ausgesiit.
Am nidchsten Tag wurde das Medium abgesaugt, der Zellrasen zweimal mit TBS-Puffer
gewaschen und die Transfektionslosung (DNA in 250 ul TBS und 250 pl DEAE-Dextran
(0,5mg/ml in TBS)) vorsichtig aufgetragen. Die Flaschen wurden 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und dabei alle 10 min geschwenkt. Das Schwenken sollte ein
Austrocknen der Zellen verhindern und die gleichmiBige Verteilung der Losung
gewdhrleisten. Anschlieend folgte die Inkubation mit 15 % [v/v] DMSO (Dimethylsulfoxid)
in DMEM (COS-7) bzw. RPMI (LC-5) fiir 2 min. Nach diesem Schritt wurden die Zellen
einmal mit TBS gewaschen und fiir 3 h in DMEM (COS-7) bzw. RPMI (LC-5) mit 0,1 mM
Chloroquine (Sigma, Deisenhofen) im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die Losung

abgesaugt und durch 5,0 ml DMEM (COS-7) bzw. RPMI (LC-5) ersetzt.

3.3.2 Transfektion von LC-5 Zellen mittels Effectene®

Die fiir die Transfektion geeignetsten Bedingungen wurden nach dem Protokol des Herstellers
ermittelt. LC-5 Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in Zellkulturflaschen (Sarstedt,
Niimbrecht) mit 2 x 10> Zellen / 5 ml Medium umgesetzt. Am nichsten Tag wurde die zur
Transfektion benotigte Menge DNA X pg (min 0,1 pg/ul) mit EC-Puffer (DNA-

Kondensationspuffer) zu 150 pul ergénzt. Dem Ansatz wurden 8 ul Enhancer zugesetzt und fiir
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1 Sekunde gevortext. Nach der Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur wurde der Ansatz
kurz zentrifugiert. Nach der Zugabe von 10 pl Effectene-Reagenz wurde der Ansatz
10 Sekunden durch vortexen gemischt. Die Ansdtze wurden fiir 5— 10 Minuten bei
Raumtemperatur zur Komplexbildung inkubiert. In der Inkubationszeit wurde das Medium
aus den fir die Transfektion vorbereiteten Zellkulturgefalen abgesaugt. Die Zellen wurden
mit PBS gewaschen und mit 4 ml frischem Medium versorgt. Nach der Inkubation erfolgte
die Zugabe von 1 ml Zellkulturmedium zu den Transfektionsansdtzen. Durch zweimaliges
Aufsaugen mit der Pipette wurde der Ansatz durchmischt und der Komplex schnell
tropfchenweise auf die Zellen geben. Das Zellkulturgefdll wurde leicht geschiittelt um eine
gute Durchmischung zu erreichen. AnschlieBend folgte die Inkubation bei 37 °C und 5 %
COa,.

3.4  Molekulargenetische Methoden

3.4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Reinigung, Identifizierung und Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden
Elektrophoresen in Agarosegelen (Sambrook et al., 1989) durchgefiihrt. Je nach GrofBe der zu
erwartenden Fragmente (0,1 - 14 kb) wurden Horizontalgele verwendet, die 0,7 % - 2 % [w/V]
Agarose (Biozym, Hess. Oldendorf) in TAE-Puffer enthielten. Zum spéteren Nachweis der
DNA-Banden mit UV-Licht (UV-Tisch Chroma 43, A = 302 nm, Vetter, Wiesloch) wurden
pro 100 ml Gelvolumen 2,5 pl einer 0,1 % [w/v] Ethidiumbromidldsung zugesetzt.

Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/10 ihres Volumens an Probenpuffer versetzt.

Probenpuffer:
e 50 9% [v/v] Glycerin
e 0,25 % [w/v] Bromphenolblau
e 0,25 %[w/v] Xylencyanol
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Als Laufpuffer wurde 1x TAE-Puffer verwendet.

50x TAE-Laufpuffer:

e 242 g Tris-HCl
100 ml 0,5 mM EDTA
57,1 ml konz. Essigsdure
ad 1 1 mit Hzobid
einstellen auf pH 8,5

Als Léangenstandard diente 1 pg des 1 kb-Markers der Firma GIBCO (75 - 12216 bp, GIBCO
BRL, Gaithersburg, USA) (Hartley and Gregori, 1981) in 10 pul Probenpuffer. Die
Auftrennung der Fragmente erfolgte bei konstanter Spannung von 80 V in einer Agargel
Midi-Wide Horizontalelektrophoresekammer (Biometra, Gottingen) mit 1x TAE als
Laufpuffer. Nach der Elektrophorese wurden die Gele mit dem Geldokumentationssystem Gel

Print 20001 (Biophotonics) fotografiert.

3.4.2 Minipriparation von Plasmid-DNA

Kleine Mengen an DNA wurden nach der Methode von Birnbaum und Doly (1979) isoliert.
Hierzu wurden von Einzelkolonien 2ml LB-Flissigkulturen (versetzt mit dem
entsprechenden Antibiotikum) angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C im Rundschiittler
inkubiert. Die Zellen wurden am nédchsten Morgen durch 3miniitige Zentrifugation bei
13000x g pelletiert. Das Pellet wurde in 200 pl Losung 1 resuspendiert.

Losung 1:
e 4 mg/ml Lysozym
e 50 mM Glucose
e 10mM EDTA
e 25 mM Tris-HCI, pH 8,0

Die Suspension wurde geschiittelt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend
wurde 400 ul frisch angesetzte Losung 2 zugegeben.

Losung 2:
e (0,2 NNaOH
e 1% [w/v] SDS

Der Ansatz wurde gemischt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde 300 pl einer

7,5 M Ammoniumacetat-Losung zugegeben, kurz durchmischt und fiir 10 min auf Eis
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inkubiert. Der Ansatz wurde anschlieBend bei 13000x g fiir 30 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt, mit 0,7 Volumen Isopropanol
versehen und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation
bei 13000x g fiir 30 min. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 0,6 Volumen
70 % [v/v] Ethanol gewaschen, zentrifugiert, getrocknet und in 40 pl TE-Puffer

aufgenommen.

Geringe DNA-Mengen fiir Sequenzierungen wurden durch Spin-Préparation (Qiagen, Hilden)

nach dem Protokoll des Herstellers i1soliert.

3.4.3 Midipriparation von Plasmid-DNA

Groflere Mengen Plasmid-DNA wurden durch den Einsatz des Midi-Priparations-Kit der
Firma Qiagen (Hilden) erhalten.

50 ml LB-Medium (mit entsprechendem Antibiotikum versetzt) wurden mit dem jeweiligen
Klon angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C auf dem Rundschiittler inkubiert. Die Zellen
wurden durch Zentrifugation mit 3500x g fiir 20 min sedimentiert. Das Pellet wurde in 4 ml
Puffer 1 resuspendiert und dann mit 4 ml Puffer 2 versetzt, vorsichtig geschwenkt und fiir

5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Puffer P1:
e 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
e 10mM EDTA
e 100 pg/ml RNase A
Puffer P2:

e 200 mM NaOH,
e 1% [w/v]SDS

AnschlieBend wurden 4 ml Puffer 3 zugesetzt und sofort geschwenkt.

Puffer 3:
e 3 M Kaliumacetat, pH 5,5

Nach 15 min Inkubation auf Eis wurde der Ansatz 40 min mit 3500x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und auf eine mit 4 ml QBT-Puffer equilibrierte Qiagen-100-

Sdule gegeben.
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QBT-Puffer:

750 mM NaCl

50 mM MOPS (3-[N-Morpholino|propansulfonsédure, pH7,0)
15 % [v/v] Isopropanol

0,15 % [v/v] Triton® X-100

Die Sdule wurde mit 2 x 10 ml Puffer QC gewaschen und die DNA anschlieBend mit 5 ml
QF-Puffer eluiert.

QC-Puffer:
e 1MNaCl
e 50 mM MOPS, pH 7,0
e 15 % [v/v] Isopropanol
QF-Puffer:

1,25 M NaCl
50 mM Tris-HCI, pH 8,5
15 % [v/v] Isopropanol

Das Eluat wurde mit 0,6 Volumen Isopropanol versetzt und wie unter 3.4.2 beschrieben

gewaschen und in einem geeignetem Volumen H,O / TE aufgenommen.

3.4.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

DNA-Fragmente, die zur Klonierung eingesetzt werden sollten, wurden mit einem Skalpell
unter UV-Licht aus dem Agarosegel geschnitten und mit dem GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) wie folgt isoliert:

Die ausgeschnittenen Gelstiicke wurden in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefd3 tiberfiihrt. Auf
einer mit dem leeren Reaktionsgefdl3 tarierten Waage wurde die Masse des Gelstiicks
bestimmt (max. 300 mg). Pro 10 mg Masse wurden 10 pul Capture Buffer in das
Reaktionsgefiall pipettiert. Das Reaktionsgefdl wurde verschloBen und der Ansatz kriftig
geschiittelt. AnschlieBend folgte eine Inkubation im Heizblock bei 60 °C bis sich das
Gelstiick vollstandig gel6st hatte (ca. 15 min). Wihrend der Inkubation wurde eine GFX-
Sdule in ein 2,0 ml Eppendorf-Reaktionsgefdll gestellt. Nachdem sich das Agarosegelstiick
gelost hatte, wurde der Ansatz kurz zentrifugiert. Die Losung wurde im Anschlufl auf die
GFX-Séule tiberfiihrt und 1 min bei RT inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 15000x g

in einer Tischzentrifuge. Das Sé&uleneluat wurde aus dem Sammelgefd3 dekantiert,

32



Methoden

anschlieBend wurde die Séule wieder in das Sammelgefdl gestellt. Auf die GFX-Séule
wurden 500 ul Waschpuffer pipettiert. Der Ansatz wurde fiir 1 min mit 15000x g
zentrifugiert. Die Sdule wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal tiberfithrt. Auf
die GFX-Séule wurden 40 pl steriles HyOpig pipettiert. Nach 1 min Inkubation bei RT wurde
der Ansatz fiir 1 min mit 15000x g zentrifugiert. Die so aus dem Gelblock isolierte DNA

wurde im Anschlufl weiter verwendet.

3.4.5 Prizipitation von DNA-Fragmenten mit Ethanol oder Isopropanol

DNA wurde zur Konzentrierung und Entsalzung mit Ethanol gefillt. Dazu wurden wissrige
DNA-Lo6sungen mit 3 M Natriumacetat-Lsg. (pH 4,8) auf eine Salzkonzentration von 0,3 M
Natriumacetat eingestellt und mit dem 2,5-fachen Volumen 96 % [v/v] Ethanol versetzt. Die
Proben wurden 1h bei -80 °C oder tiber Nacht bei -20 °C inkubiert. Der Ansatz wurde
anschlieBend 15 min bei 4 °C mit 13000x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstand vorsichtig abgenommen und das DNA-Pellet mit 70 % [v/v] Ethanol gewaschen
und danach getrocknet. Das trockene Pellet wurde in einem geeigneten Volumen sterilem
H;Oyiq oder TE-Puffer resuspendiert. Die Konzentration wurde photometrisch bei 260 nm
bestimmt (Sambrook et al., 1989; s. 3.4.6).

Zur Konzentrierung der DNA oder zur Entfernung sehr kleiner DNA-Fragmente wurden die
Ansitze mit dem 0,6-fachen Volumen an Isopropanol ohne Salzzugabe versetzt und 30 min
bei Raumtemperatur gefillt. Danach wurde wie fiir die Ethanolfillung beschrieben verfahren

(Sambrook et al., 1989).
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3.4.6 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung von DNA wurde in entsprechenden Verdiinnungen
photometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm (GeneQuant, Pharmacia Biotech, Freiburg)
gegen TE-Puffer bzw. gegen H,Ong in Quarzglaskiivetten durchgefiithrt. Bei einer
Schichtdicke von 1cm entspricht fiir dsDNA eine ODyg-Einheit 50 pg dsDNA / ml
(Sambrook etal., 1989). Die Reinheit der DNA ergab sich aus dem Quotienten der
Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm. DNA-Lsungen mit einem geringen Proteinanteil

zeigen dabei Quotienten von 1,8-2,0.

3.4.7 Priparation transformationskompetenter E. coli Zellen

Fiir die Herstellung transformationskompetenter E. coli Zellen (Cohen et al., 1972) wurden
2 ml LB-Medium mit dem jeweiligen Stamm angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C auf dem
Rundschiittler inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden am nichsten Morgen 200 ml LB-
Medium versetzt und unter den gleichen Bedingungen weiter kultiviert. Das Wachstum der
Kultur wurde photometrisch bei 600 nm verfolgt. Beim Erreichen einer ODgyy von 0,2 bis 0,3
wurden die Zellen durch 10miniitiges Zentrifugieren mit 3500x g pelletiert und anschlieBend
mit 50 ml eiskalter 100 mM CaCl,-Losung suspendiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis
wurden die Zellen wieder 10 min bei 3500x g (4 °C) pelletiert. Das Pellet wurde danach in
10 ml Lagermedium (20 % Glycerin, 50 mM CaCl,) aufgenommen. Die Zellen wurden in
0,5 ml Portionen aufgeteilt, in fliissigem Stickstoff gefroren und bis zur Verwendung bei

-80 °C gelagert.

3.4.8 Transformation von E. coli DH50

Zum Ligationsansatz wurden 50 pl TCM-Puffer (10 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl,, 10 mM
MgCl,) und 125 pl auf Eis aufgetaute kompetente E. coli Zellen gegeben. Der Ansatz wurde
danach leicht durchmischt und 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein zweiminiitiger
Hitzeschock bei 42 °C und danach die Zugabe von 1 ml LB-Medium. Der Ansatz wurde fiir
1 h bei 37 °C auf dem Rundschiittler inkubiert. Die transformierten Zellen wurden danach bei

3500x g fiir 5 min pelletiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Bakterienpellet im
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Restvolumen suspendiert. Der Ansatz wurde auf LB-Agarplatten mit entsprechenden
Antibiotikum ausplattiert und diese {iber Nacht bei 37 °C kultiviert. Zur Kontrolle wurde die

gleiche Menge nicht transformierter Bakterien ausgestrichen.

3.4.9 Bestimmung der optischen Dichte

Die optische Dichte (OD) von Bakterienkulturen wurde in 0,5 ml Kiivetten mit einer
Schichtdicke von 1 cm in einem Spektralphotometer (UVIKON 810, Kontron) bei einer
Wellenlédnge von 600 nm (ODggo) gegen das entsprechende Medium als Leerwert bestimmt.
Proben mit hohen Zelldichten wurden mit Medium auf Werte unter 0,4 verdiinnt, um den

Bereich der linearen Beziehung zwischen Zellmasse und Extinktion nicht zu verlassen.

3.4.10 Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zur Charakterisierung der dsDNA-Molekiile iiber Restriktionsfragmente wurde die Spaltung
mit Restriktionsendonukleasen entsprechend den Angaben der Herstellerfirma (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Fragmente durch
Agarosegelelektrophorese getrennt, nachgewiesen und bei weiterer Verwendung aus dem Gel
eluiert. Bei Verwendung von Restriktionsenzymen mit unterschiedlich optimalen
Reaktionsbedingungen wurde zuerst das bei einer niedrigeren Salzkonzentration arbeitende
Enzym eingesetzt, dann die Salzkonzentration erhoht und mit dem zweiten Enzym im

UberschuB weiter inkubiert.

3.4.11 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation wurde zur Verkniipfung von Vektor- und Insert-DNA genutzt (Weiss et al.,
1968; Sambrook et al., 1989).
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Ligationsansatz:

10 - 50 ng Vektor-DNA

3:1  UberschuB an Insert-DNA
I ul  10x Ligationspuffer

1 ul  T4-Ligase (5 U)

ad 20 ].Ll mit H2Obid

Die Ligation wurde {iber Nacht bei 14 °C im Wasserbad durchgefiihrt.

10 x Ligationspuffer:
e 300 mM Tris-HCI, pH 7,8
e 100 mM MgCl,
e 100 mM DTT
e 10mM ATP

3.4.12 Nichtradioaktive DNA-Sequenzierung

Es wurde eine Methode zur direkten Sequenzierung von PCR-Fragmenten eingesetzt, die auf
dem Kettenabbruchverfahren zur Sequenzierung von ssDNA beruht (Sanger et al., 1977). Es
wurde ein DNA-Sequenziergerdt der Serie LI-COR 4000 (Fa. MWG, Ebersberg) verwendet.
Der zu sequenzierende dsDNA-Bereich wurde auf dem nicht-kodierenden Strang durch ein
Oligonukleotid in 3’-Richtung als Primer definiert begrenzt. Das verwendete Oligonukleotid
muBte fiir den spéteren Nachweis mit IRDyegqo' " gelabelten dNTPs synthetisiert werden (Fa.
MWG, Ebersberg). Es wurde der CycleReader™ Auto DNA Sequencing Kit (MBI Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot) verwendet. Die "cycle-sequencing" Reaktion wurde in vier getrennten
Reaktionsansitzen durchgefiihrt. Als Substrat fiir die Reader'V-Tag DNA-Polymerase dienten
jeweils die vier in der DNA vorkommenden dNTPs. Jeder Reaktionsansatz enthielt zusétzlich
ein jeweils unterschiedliches 2°,3’-Didesoxy-Nukleosid-5"-Triphosphat (ddNTP), welches
ebenfalls von der Polymerase als Substrat erkannt wird und in den wachsenden DNA-Strang
eingebaut wird. Der Einbau der ddNTPs fithrt zum Kettenabbruch, da die fiir die
Kettenverlangerung benétigte 3’-Hydroxyl-Gruppe fehlt. Wenn die Reaktionsbedingungen so
gewdhlt worden sind, dal3 statistisch nur ein ddNTP an einer beliebigen Stelle in jedes DNA-
Molekiil eingebaut wird, erhilt man eine Population von unvollstidndig synthetisierten DNA-

Molekiilen. Diese Molekiile weisen alle ein durch das Oligonukleotid definiertes 5'-Ende auf.
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Reaktionsansiitze:

2,5 ul Sequencingpuffer

1,0 pl markierter Primer (2pmol/ml)

x ul  dsDNA (400 ng DNA < 8 kb)
1,0 ul Reader'™-Tag DNA-Polymerase
ad 17 pl mit HyOpig

Der Reaktionsansatz wurde auf Eis pipettiert, gemischt und kurz zentrifugiert. Je 4 pl des
Enzym/Primer/Template-Gemisches wurden in vorbereitet 0,5 ml Eppendorf-PCR-
Reaktionsgefifle pipettiert. Die PCR-Reaktionsgefdfle enthielten 2 pl des entsprechenden
Terminationsmixes. Der Ansatz wurde mit 10 pl Mineraldl tiberschichtet und die PCR im
Thermocycler durchgefiihrt. Die Reaktionsgefdfle wurden erst nach dem Erreichen von 95 °C
in den Thermoblock gestellt.

Nach der PCR wurden die Reaktionsansdtze mit 3,0 pul Stoppmix versetzt und fiir 3 min bei
95 °C thermisch durchmischt und hitzedenaturiert. Anschliefend erfolgte die Auftrennung
nach GroBe durch Elektrophorese in einem 6 %igen denaturierenden Polyacrylamid-Gel und
automatischer Detektion der Banden mittels LI-COR 4000.

PAGE:
e 35ml Gen Page Plus 6% denaturing DNA
sequencing gel (Ambresco, Ohio USA)
e 350ul 10 % [w/v] Ammoniumpersulfat-Lsg.
o 35ul TEMED

Als Laufpuffer diente 1x TBE. Die Auftrennung erfolgte bei einer Geltemperatur von 50 °C.
10x TBE (Laufpuffer):

e 25mM EDTA
e 45 mM Borsédure
e 1,34 MTris

(pH 8,3 - 8,7 von 1 x TBE bei 50 °C!)

3.4.13 Methoden der Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Technik (Saiki etal., 1988; Mullis und Faloona, 1987) ist eine enzymatische
Methode fiir die in vitro Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente. Die Spezifitit der
Amplifikation basiert auf zwei Oligonukleotiden, die das zu amplifizierende DNA-Segment
flankieren und an den komplementiren Stringen binden. Die Oligonukleotide sind in

entgegengesetzter Richtung orientiert, so dal die DNA-Region zwischen ihnen synthetisiert
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werden kann. Durch sich wiederholende Zyklen von Denaturierung der DNA-Stringe,
Anlagerung der Oligonukleotide und DNA-Synthese wird eine exponentielle Vermehrung des
jeweiligen DNA-Bereiches erreicht. Der Einsatz der hitzestabilen DNA-Polymerase (7ag-
Polymerase) des Archaebakteriums Thermus aquaticus (Chien et al., 1976) ermoglichte die

Automatisierung der PCR.

3.4.14 PCR-Technik mit Plasmid-DNA

Sehr hdufig tritt das Problem auf, daBl in der zu amplifizierenden Plasmid-DNA keine
geeigneten Restriktionsschnittstellen vorhanden sind, um ein benétigtes Fragment klonieren
zu konnen. Diese Schwierigkeit kann umgangen werden, indem das gewiinschte DNA-
Fragment mit der PCR amplifiziert wird.

PCR-Reaktionsansatz:

. <100 ng dsDNA

e Sul 10 x Taq-Polymerase-Puffer
e 1,5ul MgCl, (50 mM)

e lul Oligonukleotide 1 (50 pmol)
o 1ul Oligonukleotide 2 (50 pmol)
o lul dNTP-Mix (je 10,0 mM)

e 0,5uL Tag-Polymerase

e ad50pl H20viq

Die Ansdtze wurden mit 60 pl sterilem Mineraldl tiberschichtet. Die Amplifikationsreaktion

wurde in einem PCR-Thermocycler der Firma MWG (Ebersberg) durchgefiihrt.

Bei Verwendung der PCR-Technik mit vereinfachtem ,hot-start” wurden die Ansétze erst
beim Erreichen von 94 °C in den Thermoblock des Thermocyclers gestellt und fiir 2 min bei
dieser Temperatur gehalten. Danach folgte das Programm. Nach den programmierten Zyklen

kiihlte der Thermocycler die Proben auf 25 °C ab.
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3.5 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Es wurde ein kéduflicher HIV-1-Antigen-ELISA (Innotest HIV Antigen mAb; Innogenetics
GmbH, Heiden) zum Nachweis des HIV-1 p24 Antigens im Zellkulturiiberstand verwendet.
Der Test wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. In die mit humanen
polyklonalen Antikérpern gegen HIV beschichteten Reaktionskammern der Mikrotiterplatte
wurden 100 pl der Reaktionslosung 1 pipettiert, danach erfolgte die Zugabe von 100 ul des zu
untersuchenden Zellkulturiiberstandes. Die Platte wurde mittels Klebefolie versiegelt, zur
besseren Durchmischung fiir 1 min mit 200 Upm maschinell geschiittelt und danach fiir 1 h
bei 37 °C inkubiert. In dieser Zeit bildeten sich die Antigen-Antikoérper-Komplexe. Die
Reaktionslosung 1 enthdlt monoklonale biotinylierte murine anti-p24 Antikorper. Durch die
humanen Antikorper werden virale Antigene an die Platte gebunden. Die murinen anti-p24
Antikorper binden an das virale Kapsidprotein (p24). Durch fiinfmaliges Waschen mit jeweils
300 ul Waschlosung wurden ungebundene Molekiile entfernt. Durch die Biotinylierung der
anti-p24 Antikorper kann der Antigen-Antikérper-Komplex Streptavidin binden. In diesem
ELISA sind die Streptavidinmolekiile Peroxidase-gekoppelt (Reaktionslosung 2). 200 ul der
Reaktionslosung 2 werden fiir 30 min bei 37 °C in den Plattenvertiefungen inkubiert. Durch
finfmaliges Waschen mit jeweils 300 ul Waschlosung wurden ungebundene Streptavidin-
Molekiile entfernt. Nach dem letzten Waschschritt wurde 200 pl Substratlosung in die
Reaktionskammer pipettiert. Die bei Raumtemperatur ablaufende Férbereaktion wurde nach
5 min durch Zugabe von 50 pl H,SO4 abgestoppt. Die Farbung der einzelnen Ansitze wurde
mit Hilfe eines ELISA-Readers (MR 5000, Dynatech Laboratries, Denkendorf) als optische

Dichte (OD) bei einer Wellenlédnge von 450 nm gemessen.
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4. Ergebnisse

4.1 Interface-Peptide und die Wirkung auf HIV-1

Arbeiten am Deutschen Primatenzentrum zeigten, dass die intrazelluldre Expression von
Interface-Peptiden einen antiviralen Effekt in HIV-1 produzierenden eukaryotischen
Zelllinien bewirkte. In einem prokaryotischen Nachweissystem, in dem rekombinante HIV-1
Protease und Interface-Peptide koexprimiert wurden, konnte eine direkte inhibitorische
Wirkung gegen rekombinante HIV-1 Protease nachgewiesen werden (Ast et al., 1998; Lieder,

1998).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die inhibitorische Wirkung intrazelluldr exprimierter
Interface-Peptide gegen HIV-1 weiter untersucht werden. Dazu wurde die Wirkung der
Interface-Peptide in der CD4" Zelllinie COS-7 und der CD4" Zelllinie LC-5 untersucht. In der
CD4" COS-7 Zellline kommt es nach der Transfektion des proviralen HIV-1 Klons pNL4-3
zur Bildung reifer, infektioser Viren im Zellkulturiiberstand. Die Viren konnen sich aber
aufgrund des fehlenden CD4-Rezeptors nicht an COS-7 Zellen heften und diese infizieren.
Durch die Kotransfektion von COS-7 Zellen mit dem molekularen HIV-1 Klon pNL4-3 und
Interface-Peptid exprimierenden Vektoren kann untersucht werden, ob die Interface-Peptide
einen inhibierenden Effekt auf die Ausbildung reifer, infektioser Viren haben. Die
Verwendung der CD4" LC-5 Zellline ermoglicht die Gewinnung experimenteller Daten fiir
die Inhibitoren mit Zellen, an denen sich das Virus anheften kann und die durch neugebildete
Viren infiziert werden konnen. Untersuchungen mit LC-5 sind eher vergleichbar mit den
in vivo Bedingungen, in denen sich HIV-1 an den CD4-Rezeptor von Zellen anheftet und es
durch Interaktion mit weiteren zelluldren Rezeptoren zur Infektion der Zelle kommt. Fiir die
Untersuchungen wurden die Zellen mit dem molekularen HIV-1 Klon pNL4-3 und
verschiedenen Interface-Peptid exprimierenden Vektoren kotransfiziert. Der antivirale Effekt

wurde mittels p24-ELISA, Western-Blot Analysen und in Infektionsstudien untersucht.

4.1.1 Verwendete Interface-Peptid exprimierende Vektoren

Fiir die intrazellulire Expression der Peptide wurde der Vektor pSV-f-Gal verwendet. Mit

Hilfe der PCR-Technik wurden die kodierenden Bereiche der verschiedenen Peptide
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hergestellt. Der "forward"-Primer fiihrte eine Sac I-Schnittstelle in das PCR-Produkt ein. Der
"reverse"-Primer kodierte fiir eine HIV-1 Proteaseerkennungssequenz, die Sequenz fiir das
jeweilige Peptid und eine BamH I-Schnittstelle. Das Plasmid pSV-B-Gal diente als Matrize.
Das entstandene PCR-Produkt und das pSV-B-Gal Plasmid wurden mit Sac I und BamH I

verdaut, ligiert und in E. coli DH5a transformiert (Abb. 3).

PCR
SV40 early Promotor .
und enhancer Segment "forward” Primer
Sac I-N
3122b
[ P
. } BamH 1
2635b
P pSV-B-Gal \1,
pSV-B-Gal Vektor als Matrize %e@\}e&\q’ ©
Vektor Q&o’&e’e;o’ & oS
Amp’ (6821 bp, Promega) Q /\&3«? \&0& Qoe>
S >
lac Z "{;é‘ RS
& G
&
%
,@é "reverse” Primer"
AN

Sac 1
(2633 bp)

BamH 1
(4151 bp)

Verdau von Vektor und
PCR-Fragment
mit BamH 1 und Sac 1

v
Ligation

v

Transformation in E. coli DH5o

v

Selektion der Bakterien, Isolierung
und Charakterisierung der Plasmide

Abb. 3 Schematische Darstellung der Herstellung der peptidkodierenden Vektoren

Amp": Ampicilinresistenz-Gen; SV40: Simian Virus 40.
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Die Expression der Peptide erfolgte als Fusionsprotein mit B-Galaktosidase. Zwischen die
kodierende Sequenz von B-Gal und des jeweiligen Interface-Peptides wurde ein kodierender
Bereich fiir eine FErkennungssequenz der HIV-1 Protease kloniert. Uber diese
Proteaseerkennungssequenz der HIV-1 Protease am C-Terminus der B—Galaktosidase sind die

Interface-Peptide fusioniert (Abb. 4).

N B-Galaktosidase PR—Erkennungsseq.‘ Pl C

Abb. 4 Schematische Darstellung der exprimierten -Gal-Fusionsproteine
mit Interface-Peptid

PR: Protease; PI: Interface-Peptid

Die Fusion an -Galaktosidase ermoglichte den Nachweis einer erfolgreichen Transfektion
der pSV-B-Gal-Vektorkonstrukte durch X-Gal-Farbung der Zellen. Die HIV-1-
Proteaseerkennungssequenz (-D-R-Q-G-T-V-S-P-N-I-P-Q-I-T-) zwischen [—Galaktosidase
und Interface-Peptid sollte die Freisetzung des Peptides durch die proteolytische Aktivitit der
HIV-1 Protease ermoglichen. Die verwendete HIV-Proteaseerkennungssequenz wurde durch
ein Programm zur Vorhersage von Prozessierungsstellen der HIV-1 Protease aus der
Arbeitsgruppe von Dr. Schramm (MPI, Martinsried) berechnet. Die Prozessierung dieser
Erkennungssequenz ~ durch  die virale Protease von HIV-1 wurde durch
erkennungssequenz-enthaltende Fusionsproteine nachgewiesen (Lieder, 1998). Durch die
Prozessierungsstelle kann das Interface-Peptid durch die virale Protease abgespalten werden,

wenn sie noch nicht durch das fusionierte Peptid gehemmt worden ist.

In der Tab. 8 sind die Nukleotid- und Aminosduresequenz der fiir die Kotransfektions-

experimente verwendeten Interface-Peptid-exprimierenden Vektoren zusammengefasst.
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Tab. 8 Kodierende Abschnitte der Interface-Peptid-exprimierenden Vektoren

Plasmid peptidkodierende Nukleotidsequenz Peptidsequenz
pSV-B-Gal-PI 5 ACG ATC ACC TAC AAA TTG T I T Y KL
pSV-B-Gal-P1 7 ACG GTT TCA TAT GAA TTA TV SYEL
pSV-B-Gal-PI 12 ACG GTT ACA TAC AAG TTC TV TYZKF
pSV-B-Gal-PI 17 ACT GTA ACA TAT GAC TTC TV TYTDF

pSV-B-Gal-PI24 |TAC GAA ATT AGT TAC GAC CIC |[Y E I S Y D L

pSV-B-Gal-P125 |TAC GAA TTT AGT TAC GAC CTC |[Y E F S Y D L

pSV-B-Gal-PI1 26 |ACA GTA AGT TAC GAC CTC TVSYDL

pSV-B-Gal-P127 |ACA GTA ACA TAC GAA CTG TVTYEL

Bei den untersuchten Interface-Peptiden handelt es sich um Hexa- und Hepta-Peptide. Die
Auswabhl der in dieser Arbeit verwendeten Peptide richtetet sich zum Teil nach publizierten
Daten (Schramm et al., 1996). Auf Grund dieser Daten und personlicher Mitteilungen von
Dr. Schramm wurden Sequenzmotive wie -Y EL-, -Y D L- oder Peptidsequenzen wie
-TVSYEL- ausgewdhlt und die Sequenzen und Motive teilweise durch

Aminosiureaustausche verindert.

4.1.2 Inhibitorische Wirkung intrazelluliir exprimierter Interface-Peptide in COS-7
Zellen

Das COS-7 Zellsystem eignet sich gut zur Untersuchung antiviraler Effekte gegen neu
entstehende HI-Viren, da es in den Zellen nur zur Virusbildung kommt. Fiir die Infektion von
Zellen durch HIV-1 sind entsprechende Rezeptoren auf der Zelloberfliche notwendig. Fehlen
diese, kommt es nicht zur Virusanheftung und damit auch nicht zu weiteren Schritten wie der
Infektion neuer Zellen. In vivo infiziert das Virus CD4" Zellen wie z.B. Lymphozyten und
Makrophagen. In der verwendeten CD4™ COS-7 Zelllinie kann es nach der Transfektion des
molekularen HIV-1 Klons pNL4-3 zwar zur Virusbildung kommen, die Viren kdnnen aber

keine COS-7 Zellen infizieren. Antivirale Effekte sollten im COS-7 System {iber die
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neuentstehende Menge an p24, dem viralen Kapsidprotein (CA) von HIV-1, nachgewiesen

werden.

Die CD4" COS-7 Zellen wurden mit jeweils einem der pSV-B-Gal-PI Vektoren und dem
molekularen HIV-1 Klon pNL4-3 kotransfiziert. Die kotransfizierten Zellen wurden dann fiir
die Dauer von drei Tagen kultiviert. Diese Zeitspanne wurde gewéhlt, da vorhergehende
Untersuchungen gezeigt hatten, dass bis zum dritten Tag nach Transfektion eine Zunahme
viralen Antigens (p24) zu messen war und danach keine weitere Zunahme von p24 im
Uberstand stattfand (Lieder, 1998). 24 h, 48 h und 72 h nach Transfektion wurden jeweils
120 pl Zellkulturiiberstand aus den verschiedenen Ansédtzen entnommen und bei -20°C
gelagert. Nach Beendigung des Transfektionsversuches wurde iiber den p24-Gehalt die

Menge der neugebildeten HI-Virionen im Uberstand transfizierter Zellen nachgewiesen.

4.1.2.1 X-Gal Firbung zur Uberpriifung der Kotransfektion

Als Kontrolle, ob der kotransfizierte pSV-Vektor von den Zellen aufgenommen und das
jeweilige Fusionsprotein exprimiert wurde, wurde am 3. Tag eine X-Gal-Farbung der Zellen

durchgefiihrt.

Dazu wurden nach Abnahme der entsprechenden Proben fiir die p24-ELISA am dritten Tag
nach Transfektion, die kotransfizierten Zellen mit PBS gewaschen, fixiert und eine X-Gal
Farbung durchgefiihrt. Die Abb. 5 zeigt Aufnahmen kotransfizierter COS-7 Zellen nach der

Farbreaktion.
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Abb. 5 X-Gal-Firbung von COS-7 Zellen zum Nachweis der B-Gal-Fusionsprotein
Expression

Aufnahmen transfizierter COS-7 Zellen nach der Farbreaktion mit X-Gal. A: pSV-f—Gal + pNL4-3;
B: pSV-B-Gal-PI1 12 + pNL4-3; C:pSV-p-Gal-PI 7+ pNL4-3; D: pSV-f—Gal-PI 26 + pNL4-3;
E: ohne pSV-f—-Gal.

Im lichtmikroskopischen Hellfeld wurden B—Gal exprimierende Zellen durch ihre blaue
Féarbung detektiert. Die Aufnahme A) in der Abb. 5 zeigt COS-7 Zellen, die mit pSV--Gal
Vektor transfiziert wurden. In den Aufnahmen B), C) und D) sind kotransfizierte COS-7
Zellen dargestellt die f—Gal-Fusionsproteine exprimierten. Zum Vergleich zeigt das Bild E)
nur mit H>O behandelte COS-7 Zellen als Kontrolle.

Durch den Nachweis X-Gal gefdrbter Zellen konnte die Expression der -Gal-Proteine und
damit die erfolgreiche Transfektion der Expressionsvektoren nachgewiesen werden. Zwischen
den Ansidtzen mit Zellen, die mit pSV-B-Gal oder pSV-B-Gal-PI transfiziert wurden, gab es

keinen Unterschied in der Expressionstérke.

4.1.2.2 Antivirale Effekt der Interface-Peptide in COS-7 Zellen

Die nach den Kotransfektionen ermittelten ELISA-Werte sind in Abb. 6 graphisch dargestellt.
In der Abbildung wurde nicht der gemessene p24-Wert in OD (optischer Dichte) des
jeweiligen Zellkulturiiberstands angegeben, sondern das prozentuale Verhéltnis von p24 in

den kotransfizierten Ansédtzen im Vergleich zur Positivkontrolle, in der COS-7 Zellen mit
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pNL4-3 transfiziert wurden. Dieser Bezug ermdglicht einen direkten Vergleich der Ergebnisse
verschiedener Transfektionsversuche und die Mittelwertbildung mit den verschiedenen
p24-Werten des jeweiligen Interface-Peptids. In der Graphik der Abb. 6 sind die Mittelwerte

als Sdulen dargestellt.

% p24

Abb. 6 Prozentualer Gehalt an p24 im Zellkulturiiberstand transfizierter COS-7 Zellen

COS-7 Zellen wurden mit 0,1 pg pNL4-3 und 5 ug pSV-B-Gal-PI transfiziert. 24 h, 48 h und 72 h
nach Transfektion wurden Proben fiir den p24-ELISA aus den Kulturiiberstinden entnommen.
Mittelwert gebildet aus n=3.
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24 h nach Transfektion zeigten sich keine Unterschiede im p24-Gehalt der verschiedenen
Ansitze. 48 h nach Transfektion wurde im Zellkulturiiberstand von Zellen, die mit dem
molekularen HIV-1 Klon pNL4-3 transfiziert wurden ein deutlicher Anstieg auf 60 % p24
gemessen. Bei den Kotransfektionsansidtzen konnte hingegen 48 h nach Transfektion nur ein
geringer Anstieg des p24-Gehalts nachgewiesen werden. Fiir Transfektionen mit pNL4-3 und
pSV-B-Gal Vektor zeigte sich ein Anstieg des prozentualen p24-Gehaltes auf 10 %. Bei
Kotransfektionsansidtzen mit pNL4-3 und pSV-B-Gal-PI 7 bzw. pSV-B-Gal-PI 17 stieg der
Gehalt an p24 auf ca. 5 %. Fir alle anderen Kotransfektionsansédtze wurden p24-Werte von

unter 5 % ermittelt.

72 h nach Transfektion zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen den verschiedenen
Ansdtzen. Der Gehalt an p24 im Zellkulturiiberstand von COS-7 Zellen, die mit dem
pSV-B-Gal Vektor und pNL4-3 Plasmid kotransfiziert wurden, betrug 62 % des p24 Gehalts
der Positivkontrolle. Allein die Verwendung des Expressionsvektors pSV-B-Gal bewirkte
demnach bei Kotransfektionen mit pNL4-3 eine Reduktion des p24-Gehalts. Eine wesentlich
starkere Reduktion des p24-Gehalts wurde hingegen in Transfektionsansidtzen mit den
Interface-Peptiden ermittelt. Im Zellkulturiiberstand mit pNL4-3 und pSV-B-Gal-PI 5
kotranstizierter COS-7 Zellen wurden 72 h nach Transfektion p24 Werte ermittelt, die unter
10% der Kontrolle lagen. Transfektionen von pNL4-3 und pSV-B-Gal-PI26 bzw.
pSV-B-Gal-PI1 27 zeigten ebenfalls in der graphischen Auswertung nach 72 h einen p24-
Gehalt von unter 10% im Vergleich zur Positivkontrolle. Die Transfektion mit
pSV-B-Gal-PI 24 und pNL4-3 ergab einen p24-Gehalt von unter 20 % und Kotransfektionen
von pSV-B-Gal-PI 7 bzw. pSV-B-Gal-PI 12 und pNL4-3 wiesen einen Gehalt von unter 30 %
p24 1m Vergleich zur Positivkontrolle auf. FEinen prozentualen p24-Gehalt im
Zellkulturiiberstand um die 30 % wurde in COS-7 Zellen gemessen, die mit pSV-B-Gal-PI 17
und pNL4-3 transfiziert wurden. Einen p24-Wert um die 35 % wurde fiir COS-7 Zellen
nachgewiesen, die mit pNL4-3 und pSV-B-Gal-PI 25 kotransfiziert wurden.

In Kotransfektionsansdtzen mit Interface-Peptid-exprimierenden Vektoren lagen die p24-
Werte bei 5 % - 35 % des p24-Gehaltes der Positivkontrolle. Somit bewirkte die Expression
der Interface-Peptide in HIV-1 produzierenden COS-7 Zellen einen antiviralen Effekt gegen
HIV-1. Die Transfektionsexperimente zeigten auch, dass allein die Verwendung des

Kontrollplasmids pSV-B-Gal zusammen mit pNL4-3 in kotransfizierten COS-7 Zellen zu
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einem geringeren Anstieg des p24-Gehalts im Zellkulturtiberstand fiihrte. Diese Reduktion
des p24-Gehalts ist offensichtlich auf das Vorhandensein von zwei Expressionsplasmiden in
den kotransfizierten Zellen zuriickzufiihren. Da durch die Kotransfektion sowohl die viralen
Proteine des pNL4-3 Vektors als auch das 3-Gal-Protein des pSV-B-Gal Plasmids exprimiert
werden, kommt es moglicherweise durch die Aufteilung der Syntheseleistung der Zellen auf
zwei Expressionsvektoren zu einer Verringerung der Produktion viraler Proteine. Trotz dieses
unspezifischen Effekts ist ein signifikanter Inhibitionseffekt auf die Expression der

Interface-Peptide zuriickzufiihren.

4.1.2.3 Untersuchung der Lebendzellzahl nach Kotransfektion

Die Kotransfektionsexperimente mit COS-7 Zellen hatten gezeigt, dass die Expression der
Interface-Peptide einen antiviralen Effekt auf HIV-1 hatten. Um auszuschlieBen, dass die
Verringerung an p24 im Zellkulturiiberstand transfizierter COS-7 Zellen auf einer
zytotoxischen Wirkung durch die intrazelluldre Expression der Interface-Peptide beruhte,

wurde die Lebendzellzahl 72 h nach Transfektion bestimmt (Abb. 7).

72 h nach Transfektion betrug die Zellzahl in den Ansdtzen, die nur mit dem
Transfektionsagenz behandelt wurden 3 x 10° Zellen / ml. Die mit dem molekularen HIV-1
Klon transfizierten COS-7 Zellen erreichten am Versuchsende ebenfalls Werte von ca. 3 x 10°
Zellen / ml. Die Lebendzellzahlen der Transfektionsanséitze mit pSV--Gal-PI Vektoren, bzw.
mit pSV-B-Gal und pNL4-3 wiesen gleichfalls Werte um 3 x 10° Zellen / ml auf. Somit kam
es durch die Verwendung der verschiedenen Vektoren zu keiner nachweisbaren Abnahme der
Zellzahl wihrend des Versuchsablaufs. Ein zytotoxischer Effekt der exprimierten Peptide
konnte als Grund fiir den verringerten p24-Gehalt im Uberstand damit ausgeschlossen

werden.
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Abb. 7 Lebendzellzahl transfizierter COS-7 Zellen am dritten Tag nach der
Transfektion

Die Beschriftung unter den Sdulen gibt an, womit die COS-7 Zellen transfiziert wurden. Eingesetzte
DNA-Mengen: pNL4-3 0,1 pg; pSV-B-Gal 5 pg; pSV-B-Gal-PI 5 pg. Die Lebendzellzahl wurde nach
dem Ablosen der Zellen mittels Zellschaber durch Anférbung mit Trypanblau ermittelt.

4.1.3 Wirksamkeit der Interface-Peptide gegen HIV-1 in CD4" LC-5 Zellen

Fir die Infektion von Zellen durch HIV-1 sind entsprechende Rezeptoren auf der
Zelloberflache notwendig. Fehlen diese, kommt es nicht zur Virusanheftung und damit auch
nicht zur Infektion neuer Zellen. In vivo infiziert das Virus CD4" Zellen wie z.B.
Lymphozyten und Makrophagen. Nach dem Nachweis eines inhibitorischen Effekts gegen
HIV-1 in CD4 COS-7 Zellen sollte der antivirale Effekt der Interface-Peptide in einer CD4",
HIV-1 suszeptiblen Zelllinie untersucht werden. Fiir diese Untersuchungen wurde die humane
CD4" Zelllinie LC-5 verwendet. Die Verwendung dieser Zelllinie ist eine Annéiherung an die
in vivo Verhéltnisse. Durch Inhibitoren der viralen Protease wird die Bildung reifer,

infektioser Viren verhindert. Untersuchungen mit Zelllinien, die durch neuentstehende
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HI-Viren infiziert werden konnen, bieten daher die Moglichkeit genau diesen wichtigen Punkt

zu untersuchen.

4.1.3.1 Antiviraler Effekt von Interface-Peptiden in LC-5 Zellen

Die LC-5 Zellen wurden nach dem gleichen Protokoll wie die COS-7 Zellen transfiziert. Die
Abb. 8 zeigt den prozentualen p24-Gehalt der verschiedenen Ansitze 72 h nach Transfektion.
Die Kotransfektion von pSV-B-Gal und pNL4-3 Plasmid fiihrte zu einem p24-Gehalt im
Zellkulturtiberstand der kotransfizierten LC-5 Zellen von 65 %. Diese Reduktion des p24-
Gehalts entsprach dem Ergebnis der Kotransfektionsansitze mit COS-7 Zellen (Abb. 5). LC-5
Zellen, die mit pSV-B-Gal-PI 7 und pNL4-3 transfiziert wurden, wiesen im Uberstand einen
p24-Gehalt um die 60 % auf, vergleichbar dem Wert der Kontrolle mit pSV-B-Gal. Somit
hatte die Expression des Interface-Peptides PI 7 keinen signifikanten inhibitorischen Effekt
auf den p24-Gehalt und PI 7 zeigte keinen antiviralen Effekt gegen HIV-1 im LC-5 System.
Kotransfektionen mit pSV-B-Gal-PI 26 und pNL4-3 ergaben 72 h nach Transfektion einen
p24-Gehalt von 55 %. Kotransfektionen von LC-5 mit pSV-B-Gal-PI 12 und pNL4-3
erreichten nach 72 h einen p24-Gehalt von 45 %. Kotransfektionen mit pSV--Gal-PI 5 bzw.
pSV-B-Gal-PI 24 und pNL4-3 wiesen in der graphischen Auswertung einen p24-Gehalt von
weniger als 40% auf. Der p24-Gehalt im Uberstand mit pSV-B-Gal-PI125 bzw.
pSV-B-Gal-PI 27 und pNL4-3 kotransfizierter LC-5 Zellen betrug nach 72 h um die 20 %.
Einen Wert von unter 20 % p24 im Zellkulturiiberstand bewirkte die Expression von PI 17 in

kotransfizierten LC-5 Zellen.
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% p24

Abb. 8 Prozentualer p24-Gehalt im Zellkulturiiberstand kotransfizierter LC-5 Zellen

Prozentualer p24-Gehalt im Zellkulturiiberstand mit 0,1 pg pNL4-3 und 5 pg pSV-B-Gal-PI
kotransfizierter LC-5 Zellen 72h nach der Transfektion. Mittelwert gebildet aus n=3.

In den Untersuchungen mit den CD4", HIV-1 suszeptiblen LC-5 Zellen zeigten die
Interface-Peptide PI 17, PI 25 und PI 27 einen deutlichen antiviralen Effekt gegen HIV. Die
Expression der Interface-Peptide P15, PI 12 und PI 24 bewirkte im Vergleich dazu einen
schwicheren antiviralen Effekt. Fiir die Peptide PI 7 und PI 26 konnte nach Kotransfektionen
mit pNL4-3 in LC-5 Zellen kein inhibitorischer Einflu auf HIV-1 festgestellt werden. Im
Gegensatz hierzu wurde in HIV-1 produzierenden COS-7 Zellen fiir alle Peptide ein
antiviraler Effekt, bei gleichen Mengen transfizierter DNA, nachgewiesen. In der
CD4"-HIV-1 suszeptiblen LC-5 Zelllinie kann das HI-Virus Zellen infizieren, es kann
replizieren. So konnen nach der Transfektion neu gebildete HI-Viren LC-5 Zellen infizieren,

die bei der Transfektion keine Vektorkonstrukte aufgenommen haben. Somit kann die Anzahl
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der Zellen ansteigen, die Viren bilden, aber keine Interface-Peptide exprimieren, und im
folgenden die Virusmenge zunehmen. Die Potenz des durch das jeweilige Interface-Peptid
bewirkten antiviralen Effekts wird so sichtbar. In den CD4-Rezeptor negativen COS-7 Zellen
kann es nicht zu einer Infektion von Zellen durch das Virus kommen. Reife infektiose Viren
im Zellkulturiiberstand fithren nicht zur Neuinfektion von COS-7 Zellen. Auffallend war das
es keine offensichtliche Korrelation zwischen den Ergebnissen aus den COS-7 und den LC-5
Zellen gab. Expressionsvektoren, die in COS Zellen einen starken inhibierenden Effekt
aufwiesen waren in LC-5 gar nicht oder nur schwach wirksam. Das auffilligste Ergebnis
wurde in dieser Beziehung mit PI 26 erzielt, dass in COS-7 Zellen stark und in LC-5 Zellen
nur schwach wirksam war. Dies legt die Vermutung nahe, dass unterschiedliche

Inhibitionsmechanismen den gewonnen Resultaten zu Grunde liegen.

4.1.4 Einfluss der proviralen DNA-Konzentration auf den antiviralen Effekt der

Interface-Peptide in COS-7 Zellen

Ein moglicher Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse liegt in der Menge an infektiosen
Viren, die im COS-7 und im LC-5 System vorhanden waren. Im Gegensatz zu COS-7 kann
das Virus in LC-5 Zellen neue Zellen infizieren und es kommt in der Folge zu einem Anstieg
virusproduzierender Zellen. Damit spielt die neuentstehende Virusmenge in LC-5 Zellen eine
groBere Rolle als in COS-7 Zellen. Die Menge neu entstehender Viren kann in COS-7 Zellen
z.T. durch die Applikation hherer DNA-Konzentrationen bei der Transfektion nachgestellt

werden.

Die Interface-Peptide zeigten nach Transfektion von COS-7 Zellen (Abb. 6) mit 0,1 pg
pNL4-3 DNA und 5pg pSV-B-Gal-PI des jeweiligen Interface-Peptid-Vektors einen
antiviralen Effekt. In Transfektionsversuchen mit LC-5 Zellen und gleichen DNA-Mengen
(Abb. 8) zeigten alle bis auf 2 Interface-Peptide eine inhibitorische Wirkung gegen HIV-1. Im
Gegensatz zu COS-7 kann das Virus in LC-5 Zellen neue Zellen infizieren, dadurch kann es

zu einem Anstieg virusproduzierender Zellen kommen.

In COS-7 Zellen, wo es nicht zu einer Neuinfektion von Zellen durch HI-Viren kommen
kann, sollte deshalb untersucht werden, welche Auswirkung ein Anstieg der proviralen DNA

auf den Interface-Peptid vermittelten antiviralen Effekt hat. Dafiir wurde die transfizierte
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provirale Virus-DNA-Menge um den Faktor 10 erhoht (1 pg pNL4-3 DNA) und der
p24-Gehalt transfizierter COS-7 Zellen am dritten Tag nach Transfektion gemessen (Abb. 9).

% p24

Abb. 9 Prozentualer p24-Gehalt kotransfizierter COS-7 Zellen nach 72 h

p24-Gehalt im Zellkulturiiberstand mit 1 pg pNL4-3 und 5 pg pSV-B-Gal-PI kotransfizierter COS-7
Zellen 72 h nach der Transfektion. Mittelwerte gebildet aus n=3.

In der graphischen Auswertung zeigte sich, dass nicht fiir alle intrazelluldr exprimierten
Peptide eine inhibitorische Wirkung gegen HIV-1 nachgewiesen werden konnte. Bei den
Kotransfektionsansédtzen mit 1 ng pNL4-3 DNA und 5 pg pSV-B-Gal wurde ein p24-Gehalt
im Zellkulturiiberstand der transfizierten COS-7 Zellen von ca. 50 %, im Vergleich zur

Positivkontrolle bestimmt. Diese Reduktion des p24-Gehalts ist vergleichbar mit den
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ermittelten Werten in den Kotransfektionen von COS-7 und LC-5 mit jeweils 0,1 pg pNL4-3
und 5 pg pSV-B-Gal.

Der p24-Gehalt im Uberstand mit pNL4-3 und pSV-B-Gal-PI 12 bzw. pSV-B-Gal-PI 27
kotransfizierter COS-7 Zellen lag bei ca. 60 %. Somit bewirkt die Expression der Interface-
Peptide PI 12 und PI27 bei Kotransfektion mit 1 ug pNL4-3 in COS-7 Zellen keinen
inhibitorischen Effekt. Im Gegensatz hierzu zeigten die anderen Interface-Peptide deutlich
niedrigere Werte beim p24-Gehalt im Vergleich zu den Kontrollansdtzen. Die
Kotransfektionsansidtze mit molekularem HIV-1 Klon pNL 4-3 und pSV-B-Gal-PI 5 bzw.
pSV-B-Gal-PI 17 wiesen nur einen p24 Gehalt um 5 % auf. Durch die Expression von PI 24
wurde ein p24-Gehalt unter 10 % im Vergleich zum Kontrollansatz mit pNL4-3 erreicht.
Kotransfektionen mit pNL4-3 und pSV-B-Gal-PI125 bzw. pSV-B-Gal-PI 26 zeigten einen
prozentualen Gehalt an p24 von unter 159% verglichen mit der Positivkontrolle.
Kotransfektionsansétze mit pSV-B-Gal-PI 7 erreichten einen p24-Wert im Zellkulturiiberstand
kotransfizierter COS-7 Zellen von unter 25 %.

Die COS-7 Transfektionsexperimente mit 5 ug pSV-B-Gal-PI und der erhohten Menge
pNL4-3 (1 png) zeigten, dass die Expression der Interface-Peptide PI 12 und PI 27 keinen
antiviralen Effekt hatte. Die Expression der iibrigen Interface-Peptide hingegen bewirkte
einen antiviralen Effekt gegen HIV-1, im Gegensatz zu den Transfektionsansétzen mit 0,1 pg
pNL4-3 und 5 pg pSV-B-Gal-PI, wo fiir alle Interface-Peptide ein antiviraler Effekt
nachgewiesen wurde. Nicht alle exprimierten Interface-Peptide bewirkten einen antiviralen
Effekt gegen HIV-1 in COS-7 Zellen mit ansteigender Proviruslast. Die Ergebnisse der
Kotransfektionsversuche mit CD4" LC-5 Zellen zeigten ebenfalls, dass nicht alle Interface-
Peptide eine antivirale Wirkung hatten. Bei den LC-5 Versuchen waren es jedoch nicht, wie
bei den COS-7 Versuchen mit erhohter Proviruslast die Interface-Peptide PI 12 und PI27,
sondern die Interface-Peptide PI 7 und PI 26. Mit beiden Ansidtzen konnte eine stdrkere
Unterscheidung der antiviralen Potenz der verschiedenen Interface-Peptide nachgewiesen

werden.
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4.1.5 Infektidsitit von Virionen aus dem Uberstand kotransfiziert LC-5 Zellen

Die in COS-7 und LC-5 Zellen erzielten Ergebnisse zeigten, dass einige der verwendeten
Expressionsplasmide eine Inhibition der HIV-Replikation bewirkten. Aus vorausgegangenen
Untersuchungen war bekannt, dass einige der Interface-Peptide rekombinante HIV-1 Protease
in vitro inhibieren und damit vermutlich die Bildung infektioser Viren. Der Nachweis
geringerer p24 Mengen in den Zellkulturiiberstinden kotransfizierter COS-7 und LC-5 Zellen
im Vergleich zur Positivkontrolle kdnnte demnach auf eine Hemmung der Protease deuten.
Im Infektionstest sollte deshalb untersucht werden, ob die geringere p24-Konzentration mit

einer geringeren Infektiositit der virusenthaltenden Zellkulturiiberstande korreliert.

Durch Infektionsstudien mit der Zelllinie MT-2 sollte die Infektisitit der Viren im Uberstand
kotransfizierter LC-5 Zellen untersucht werden. Dieser Test ermdglicht es auch, eine
quantitative Aussage hinsichtlich der Menge an infektiosen Virus in einer gegebenen
virushaltigen Losung zu machen. Hierfir wird die Riesenzellbildung in MT-2 Zellen als
Nachweis fiir eine Virusreplikation beobachtet. Der MT-2 Test ist ein etabliertes
Nachweisverfahren fiir Synzytien-induzierende HI-Viren. Durch Verdiinnungen der
Uberstinde (Titration), kann man mit Hilfe dieses Tests Aussagen erhalten iiber die

Infektiositidt und den Gehalt der Viren im Vergleich zu einer Kontrolle (Harada et al., 1984).

Im vorliegenden Experiment wurden deshalb die Zellkulturiiberstinde aus den
Kotransfektionsversuchen verdiinnt und die verschiedenen Verdinnungsstufen in
Infektionsversuchen mit MT-2 Zellen eingesetzt. Im zeitlichen Verlauf der Infektion von
MT-2 Zellen wurden 5 Tage nach Zugabe der Uberstinde beginnende Riesenzellbildung
nachgewiesen. Ab dem 8. Tag nach Infektion kam es zu keiner weiteren Zunahme der
Riesenzellbildung. In Abb. 10 wurden die Daten fiir den 8. Tag nach Infektion der MT-2
Zellen mit Zellkulturiiberstanden von kotransfizierten LC-5 Zellen (72 h nach Transfektion)
zusammengefasst. Graphisch dargestellt wurden die Ergebnisse der Verdiinnungsstufe 1/6.
Dies war die hochste Verdiinnung, mit der noch Virusreplikation in den verschiedenen
Ansidtzen nachgewiesen werden konnte. Mit dieser Verdiinnungsstufe konnte eine Aussage
iiber den Virusgehalt in den Zellkulturiiberstinden gemacht werden. Die Prozentangaben
beziehen sich, analog der Darstellung der p24-ELISA-Werte auf das prozentuale Verhiltnis

der Riesenzellbildung (%) zur Positivkontrolle.
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Die Uberstinde aus den Kotransfektion von LC-5 Zellen mit pNL4-3 und pSV-B-Gal
bewirkten 1/6 verdinnt eine Riesenzellbildung von ca. 55 % im Vergleich zur

Positivkontrolle.

Abb. 10 Riesenzellbildung in MT-2 Kulturen nach Infektion mit Uberstinden
kotransfizierter LC-5 Zellen

Die Abbildung zeigt die Verhéltnisse in Prozent (%) der MT-2 Riesenzellbildung am 8. Tag nach
Infektion der MT-2 Zellen mit Uberstinden kotransfizierter LC-5 Zellen. Dargestellt sind die Werte
fir die Verdiinnungsstufe 1/6. Die LC-5 Zellen wurden jeweils mit 0,1 pg pNL4-3 und 5 pg des
jeweiligen pSV- B-Gal-PI Vektors transfiziert. 72 h nach der Transfektion wurden die Uberstinde fiir
die Infektionsversuche verwendet. Mittelwert gebildet aus n=3.

Riesenzellbildung war bei MT-2 Zellen, die mit Uberstinden aus den Transfektionsansitzen
mit pNL4-3 und pSV- B-Gal-PI 7 bzw. pSV- B-Gal-PI 25 oder pSV- B-Gal-PI127 infiziert
wurden waren bei der Verdiinnungsstufe 1/6 kaum nachweisbar. Fiir Uberstinde mit pNL4-3
und pSV- B-Gal-PI 17 zeigte sich in den MT-2 Zellkulturen eine Riesenzellbildung von 5 %.

Bei den Infektionsansitzen mit Uberstinden aus Transfektionen mit pNL4-3 und
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pSV- B-Gal-PI 12 lag der prozentuale Anteil unter 10 % Riesenzellen. Die Uberstinde aus
Transfektionsansdtzen von LC-5 Zellen mit pNL4-3 und pSV-p-Gal-PI5 bzw.
pSV- B-Gal-PI 24 oder pSV- B-Gal-PI 26 bewirkten bei MT-2 Zellen eine Riesenzellbildung

um 15 %.

Trotz des beobachteten inhibierenden Effekts auf den LC-5 Zellen, war in allen Uberstinden
infektioses Virus nachzuweisen. Allerdings waren die Viruskonzentrationen in den einzelnen
Ansidtzen, ausgehend von dem MT-2 Test, sehr unterschiedlich. Nach Expression der
Interface-Peptide PI 17, PI 25 und PI 27 waren im LC-5 Test die niedrigsten p24-Gehalte zu
messen gewesen (Abb. 8). Dementsprechend wurde in den Infektionsversuchen auf MT-2
Zellen mit Uberstinden aus diesen Kotransfektionsansitzen die geringste Riesenzellbildung
beobachtet (Abb. 10). Eine entsprechende Korrelation wurde gleichfalls beobachtet bei den
Ansitzen mit PI 5, PI 12 und PI 24. Mit den Interface-Peptiden PI 7 und PI 26 mit denen in
LC-5 Zellen keine inhibitorischen Effekte nachgewiesen wurden, war ebenfalls eine
gegeniiber der Kontrolle niedrigere Infektiositdt zu beobachten. Das deutet darauf hin, dass

PI 7 und PI 26 einen anderen inhibierenden Einfluf3 auf HIV-1 hatten.

4.1.6 Analyse des p24/p55 Verhiltnisses in Viruspartikeln

Durch Kotransfektionsexperimente mit COS-7 und LC-5 Zellen konnten antivirale Effekte fiir
einige intrazelluldr exprimierte Interface-Peptide erreicht werden. Durch Infektionsstudien mit
MT-2 Zellen wurde gezeigt, dass die Menge an reifen infektiosen Viren in den Ansédtzen mit
Interface-Peptid-Expression deutlich geringer war als bei den Kontrollen. Dies kénnte durch
die Hemmung der viralen Protease bedingt sein. Wenn die HIV-1 Protease gehemmt wire,
sollten im Uberstand kotransfizierter Zellen mehr unreife als reife, infektisse HI-Viren
vorhanden sein. Die Untersuchung, ob im Zellkulturiiberstand weniger reife Viren vorhanden
waren, erfolgte mit der Analyse des p24/p55 Bandenmusters im Western-Blot. Die Reifung
der Viren bedingt eine Prozessierung des Vorldauferproteins Gag (p55) in die Strukturproteine.
Dadurch kommt es zur Abnahme von p55 und zum Anstieg des Gehalts von MA, CA (p24)
und NC.

COS-7 Zellen wurden mit jeweils 0,lpg pNL4-3 und 5 pg pSV-B-Gal-PI Vektor

kotranstiziert. Der p24-Gehalt der verschiedenen Transfektionsansidtze wurde 72 h nach
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Transfektion mittels p24-ELISA bestimmt. Die Virionen wurden durch Ultrazentrifugation
aus dem Uberstand angereichert. Dafiir wurden die Uberstinde erst fiir 10 min bei 1200x g
zentrifugiert. Aus den Uberstinden dieser Zentrifugation wurden iiber Nacht bei 4 °C mittels
Ultrazentrifugation die Viren durch ein 20 %iges Saccharosekissen pelletiert. Das Viruspellet
wurde in PBS suspendiert und mit gleichem Volumen reduzierendem Probenpuffer versetzt.
Die Proben wurden 5 min bei 95 °C denaturiert und anschlieBend in einem 12 %igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Danach wurden die Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran
tibertragen. Anschliefend wurden die viralen Proteine p24 und p55 mittels eines humanen

HIV-1 spezifischen Antiserums im Immunoblot nachgewiesen.

4.1.6.1 Analyse der Virionen aus dem Zellkulturiiberstand transfizierter COS-7
Zellen

In allen Préparationen wurden Banden fiir p24 detektiert. Das virale Vorlauferprotein p55

konnte nicht in allen Ansdtzen nachgewiesen werden (Abb. 11).

In der Spur mit pelletierten Viren aus der COS-7 Zelltransfektion mit pNL4-3 zeigte die p24
Bande ein stirkeres Signal als die p55 Bande. Die schwache p55 Bande weist auf eine
Prozessierung des Vorlduferproteins p55 (Gag) durch die virale Protease hin. Das Viruspellet
aus dem Kontrollansatz von COS-7 mit pSV--Gal und pNL4-3 zeigte im Western-Blot nur
einen geringen Unterschied zwischen der Bandenintensitit von p24 und pS5S.
Kotransfektionen mit pNL4-3 und pSV-B-Gal-PI des jeweiligen peptidexprimierenden
Vektors ergaben ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den p24 und p55
Banden. Bei den Transfektionsansitzen mit pSV-p-Gal-PI 5, 7, 12 und 17 konnte wie bei den
Ansidtzen mit pSV-B-Gal und pNL4-3 allein auch p55 nachgewiesen werden. Bei den
Ansétzen mit pSV--Gal-PI 24, 25, 26 und 27 konnte die p55 Bande nicht nachgewiesen

werden.
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Abb. 11 Western-Blot mit Viren aus Uberstinden transfizierter COS-7 Zellen

Western-Blot mit humanem Antiserum zum Nachweis viraler HIV-1 Proteine aus dem Uberstand
transfizierter COS-7 Zellen(0,1 ug pNL4-3; 5 pg pSV-B-Gal-PI ); 0,1 pg rek. p24 Protein.

Der Nachweis einer schwachen p55 Bande bzw. das Fehlen der p55 Bande bei einigen
Ansidtzen zeigt, dass es nicht zu einer Verhinderung der Prozessierung des viralen
Vorlduferproteins pS5 gekommen ist. Die Western-Blot Untersuchungen der verschiedenen
Viruspraparationen aus den Zellkulturiiberstinden kotransfizierter COS-7 Zellen wiesen
keinen p24/p55 Shift nach. In den Zellkulturiiberstinden befanden sich demnach, reife
infektiose Viren. Nimmt man die p24 Bande als Marker fiir das Vorhandensein reifer Viren,
dann zeigte sich in den Viruspriparationen aus kotransfizierten COS-7 Zellen ein geringerer

Gehalt an Viren als bei der Kontrolle (nur mit pNL4-3 transfiziert).
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4.1.6.2 Analyse der Virionen aus dem Zellkulturiiberstand transfizierter LC-5

Zellen

Die p24/p55 Bandenintensititen von HI-Viren in ausgewihlten Uberstinden kotransfizierter
LC-5 Zellen wurden ebenfalls verglichen. Hierzu wurden Viruspriparationen von LC-5
Zellen, die mit pNL4-3 und pSV-B-Gal-PI 5 kotransfiziert wurden (im COS-7 Versuch wurde
p55 Bande nachgewiesen) und pNL4-3 und pSV-B-Gal-PI 24 (im COS-7 Versuch konnte
keine p55 Bande nachgewiesen werden) untersucht. Im Western-Blot wurde nur die p24

Bande in den Spuren nachgewiesen, es wurde kein p55 detektiert (Abb. 12).
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Abb. 12 Western-Blot mit Uberstinden kotransfizierter LC-5 Zellen

Western-Blot mit humanem HIV-1 spezifischen Antiserum zum Nachweis viraler HIV-1 Proteine aus
dem Uberstand transfizierter LC-5 Zellen. Spuren: Marker; Negativkontrolle; 0,1 pg pNL4-3;
0,1 ug pNL4-3 und 5 pg pSV-p-Gal-P1 5, 0,1 ug pNL4-3 und 5 pg pSV-B-Gal-PI 24.
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Auch in diesen Prédparationen waren reife Viren wie bei den COS-7 Viruspriparationen
vorhanden. Die Abwesenheit der p5S5 Bande zeigt, dass keine signifikante Anzahl unreifer,

nichtprozessierter Viren in den Uberstdnden vorhanden war.

Der Nachweis prozessierter Virusproteine (p24) und das Nichtvorhandensein einer stirkeren
p55 Bande im Vergleich zur Viruskontrolle zeigt, dass in untersuchten Viruspréparationen aus
den Zellkulturiiberstinden kotransfizierter COS-7 und LC-5 Zellen keine Anzeichen einer
Hemmung der viralen Proteine nachweisbar waren. Durch Western-Blot Untersuchungen
wurde aber bestitigt, dass der Gehalt an reifen Viren in den Kotransfektionsansitzen geringer

war als in der Viruskontrollen (nur pNL4-3).

Antivirale Effekte intrazelluldarexprimierter Peptide in HIV-1 produzierenden Zelllinien
konnten durch die Bestimmung des p24-Gehalts im Zellkulturiiberstand nachgewiesen
werden. Durch die Infektionsstudien mit MT-2 Zellen konnte gezeigt werden, dass sich in den
Zellkulturiiberstinden mit geringeren p24-Gehalten weniger infektiose Viren als in den
Kontrollansidtzen befanden. Es konnten jedoch in Western-Blot Experimenten keine
Ansammlung unreifer, nicht-infektioser HI-Viren in diesen Zellkulturiiberstinden
nachgewiesen werden. Fiir die HI-Viren in den untersuchten Zellkulturiiberstinden konnte
keine Verschiebung des p24/p55 Gehalts aufgezeigt werden, durch die auf eine Hemmung der
viralen Protease durch Interface-Peptide in den ausbuddenden Viruspartikeln geschlossen
werden konnte. Die experimentellen Daten deuten darauf hin, dass der antivirale Effekt durch
die Interface-Peptide schon vor dem Ausknospen der Viruspartikel stattfinden kdnnte und

einen EinfluB} auf die Freisetzung von Viren hat.
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4.2  Untersuchungen zur Verpackung intrazellulir exprimierter nicht-viraler

Proteine

Der Frage nach der gezielten Verpackung intrazelluldr exprimierter Proteine in neu
entstehende HI-Viruspartikel zur Einschleusung von Interface-Peptiden, wurde im zweiten
Teil der Arbeit nachgegangen. Zur Untersuchung der Verpackung nicht-viraler Proteine
wurde das Gag-Protein von HIV-1 benutzt. Dieses Polyprotein hat alle Eigenschaften, die
notwendig sind fiir eine Verpackung. Es wird posttranslational muyristiliert und zur
Zytoplasmamembran transportiert, dort bindet es an die Membran (Jacobs etal., 1989;
Morikawa et al., 2000). Die Gag-Proteine sind die notwendigen Bausteine fiir die virale
Assemblierung und das Ausknospen aus der Zelle (Ono et al., 2000a). Dieser Prozess sollte

fiir das "drug-targeting" ausgenutzt werden.

Fiir die Untersuchung zum Transport nicht-viraler Proteine an die Zytoplasmamembran wurde
das Reporterprotein EGFP (enhanced green fluorescent protein) verwendet. EGFP
ermoglichte die Detektion sowohl durch Fluoreszenzmikroskopie der Zellen als auch durch

Western-Blot Analysen verschiedener Zellfraktionen mit EGFP-Antikorper.

Fir die Untersuchung der Verpackung nicht-viraler Proteine wurden deshalb zwei EGF-
Fusionsproteine Gag*"®-EGFP und Myr -EGFP kloniert und dann intrazellulir exprimiert.
Durch Western-Blot Analysen von Zellfraktionen transfizierter LC-5 Zellen und Virionen aus
dem Zellkulturiiberstand wurde die Lokalisation der Fusionsproteine in den Zellen und die

Verpackung in neuentstehende Viruspartikel untersucht.

4.2.1 Herstellung der Expressionsplasmide

Zur Untersuchung der intrazelluliren Lokalisation und der Verpackung der EGF-
Fusionsproteine in HI-Virionen wurden verschiedene Vektorkonstrukte hergestellt, wobei der

Vektor pcDNA-3 als ,,background* diente.

Da frithere Untersuchungen gezeigt hatten, dass die Expression von gag zur Bildung von
viralen Partikeln fiihrt, wurde eine Deletionsmutante hergestellt, von der bekannt ist, dass die

Bildung von Partikeln unterdrickt wird (Huang etal., 1995). In dieser Mutante
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(Gag"**-EGFP) wurde das C-terminale Ende des gag-Gens, das fiir das Protein p6 kodiert,
deletiert. Dies sollte sicherstellen, dass die Fusionsproteine nicht als "virus like particles"
ausbudden und damit nicht mehr fiir eine Verpackung in neu entstehende Viruspartikel zur
Verfiigung stehen. Zwischen Gag™® und EGFP enthdlt das Fusionsprotein eine
Prozessierungsstelle mit der Aminosduresequenz -A R VL A E A M- fiir die virale Protease

von HIV-1.

Fiir die Herstellung des pGag*"*-EGFP Plasmids wurde mittels PCR aus dem molekularen
HIV-1 Klon pNL4-3 die kodierende Sequenz des gag ohne p6 mit dem Primerpaar
AS-7/AS-6 amplifiziert (Abb. 13). Die Primer fithrten zur Klonierung bendtigte
Restriktionsendonukleaseschnittstellen ~ und  die  kodierende  Region  fiir  die
Prozessierungssequenz der HIV-1 Protease ein. Die kodierende Region von EGFP wurde
durch PCR mit dem Primerpaar AS-1/ AS-2 aus dem EGFP Expressionsplasmid pEGFP-C1
amplifiziert. Beide PCR-Amplifikate wurden mit Bg/ II verdaut und anschlieBend ligiert. Das
Ligationsprodukt wurde im Anschlul mittels PCR mit dem Primerpaar AS-7/ AS-2
amplifiziert. Das PCR-Produkt und der Vektor pcDNA-3 wurden mit Kpn 1/ EcoR 1 verdaut
und das Fragment in den Vektor ligiert (Abb. 13).

63



Ergebnisse

gag

pNL4-3
14824 bp

pNL4-3 diente
als Matrize

“reverse” Primer
AS 7 AS 6

“forward” Primer

Kpn 1 PRES Bglll -
T :

743bp 761bp  2050bp 2071 bp

gag

Verdau des
PCR-Fragments
mit Bgl/ 11

\ Ligation der PCR-Fragmente [ und II /

1) PCR

hCMV
Promotor

egfp

pEGFP-C1
4731 bp, Clontech

R
nco

pEGFP-C1 diente
als Matrize

“forward” Primer “reverse” Primer
AS-1 AS-2
Bgl 11 EcoR 1
T

743 bp 761 bp 988 bp 1008 bp

Verdau des

PCR-Fragments
mit Bg/ 11

Amplifikation des Ligates mittels PCR

und Primerpaar AS-7 / AS-2

Verdau von pcDNA-3 und des PCR-Produktes

(KpnI/EcoR 1)

Ligation von Vektor und Insert

v

pGag™-EGFP

Abb. 13 Klonierungsschritte zur Herstellung des GagAp6-EGFP Expressionsplasmids

Angaben des Basenpaares kennzeichnen den Bindungsbereich der Primer; hCMV: humanes
Cytomegalovirus; neo®: Neomycin-Resistenz; EGFP: enhanced green fluorescent protein; gag: group
specific antigen; PRES: HIV-1 Proteaseerkennungssequenz zur Prozessierung.

Das N-terminale Matrixprotein im Gag-Polyprotein hat einen wesentlichen Anteil am

Transport des Polyproteins zur Zytoplasmamembran und der Bindung an die Membran. Das
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Matrixprotein enthélt die Myristilierungsstelle und eine basische Region, die wichtig ist fiir
die Anlagerung von Gag an der Zytoplasmamembran (Pal et al., 1990; Ono et al., 2000b). Aus

diesem Grund wurden parallel zu Gag"®

auch die Sequenz der ersten 31 Aminosdurereste des
Matrixproteins untersucht (in dieser Arbeit kurz als Myr" bezeichnet), ob sie zum Transport
des Fusionsproteins an die Zytoplasmamembran und fiir die Verpackung in Viruspartikel
eingesetzt werden kann.

Fiir die Amplifikation der kodierenden Region von Myr wurde, wie bei der Herstellung von
pGag™™-EGFP, der Vektor pNL4-3 als Matrize verwendet. Durch die PCR mit dem
Primerpaar OA44 /OA45 wurde der kodierende Bereich fiir die ersten 31 Aminoséuren des
MA-Proteins amplifiziert und die zur Klonierung bendtigten Restriktionsschnittstellen
eingefiigt. Die kodierende Region fiir EGFP wurde wie fiir pGag"**-EGFP amplifiziert, der
Primer AS-1(Hinf1) fiihrt bei dieser Reaktion eine Restriktionsschnittstelle fiir Hinf1 ein.
Beide PCR-Fragmente wurden Hinf1 verdaut und anschliefend ligiert. Das Ligationsprodukt
wurde mit dem Primerpaar OA44 / AS-2 amplifiziert. Das PCR-Produkt und der pcDNA-3
Vektor wurden anschlieBend mit Hind 111 / EcoR 1 verdaut und ligiert.

Als Kontrollvektor wurde ein pEGFP Expressionsplasmid hergestellt. Mittels PCR mit dem
Primerpaar GFP I/ AS-2 wurde aus dem Vektor pEGFP-C1 die kodierende Region fiir EGFP
mit den zur Klonierung benétigten Restriktionsschnittstellen amplifiziert. Das PCR-Produkt

und der Vektor pcDNA3 wurden mit Hind I11 / EcoR I verdaut und ligiert.

In der Abb.14 sind die verwendeten Expressionsplasmide mit ihren kodierenden

Eigenschaften zusammengefasst.
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Abb. 14 Vektorkarten der verwendeten Plasmide

Die Proteine wurden durch den pcDNA3-Vektor exprimiert. Gag"*®: Gag ohne C-terminales Protein

p6; Myr': N-terminal die ersten 31 Aminoséuren des Matrix-Proteins (MA) mit Myristilierungssignal
und basischer Doméne; EGFP: enhanced green fluorescent protein; BGH polyA: bovine growth
hormon polyA; SV40 polyA: Simian virus 40 polyA.

4.2.2 Untersuchung zur Expression der EGF-Proteine

Nach der Sequenzierung der Expressionsvektoren wurde zuerst deren Funktion iiberpriift.
Hierzu wurden LC-5 Zellen mit 1 ug des jeweiligen Vektors transfiziert. 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen durch Fluoreszenzmikroskopie auf die Expression der EGF-

Proteine untersucht (Abb. 15).
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Abb. 15 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen transfizierter LC-5 Zellen

24 h nach Transfektion; A: Negativkontrolle (untransfizierte LC-5 Zellen); LC-5 Zellen transfiziert
mit B: 1 ug pEGFP; C: 1 ug pMyr-EGFP; D: 1 ug pCDNA-Gag"**-EGFP.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigten, dass LC-5 Zellen nach Transfektion mit
den Vektorkonstrukten EGF-Proteine exprimierten. Die Anzahl der Zellen, die nach
Transfektion mit pEGFP, pMyr -EGFP und pGag**°-EGFP EGF-Proteine exprimierten, war
in den Ansétzen annidhernd gleich. Auffallend war jedoch, dass die Fluoreszenzstiarke in LC-5

Zellen, die mit pGag™™

-EGFP transfiziert wurden, bei vielen Zellen sehr schwach war. Nur
ein geringer Teil der Zellen wies eine Fluoreszenzstirke auf (Abb. 15 D), die vergleichbar

war mit der in Myr -EGFP bzw. EGFP exprimierender Zellen beobachteten Fluoreszenzstirke

(Abb. 15 B/C).

Weitere Unterschiede wurden in der intrazelluliren Lokalisation der einzelnen Proteine
beobachtet. Wihrend Zellen, die EGFP exprimierten, ein gleichméfBiges Leuchten iiber den

Gesamtzellkorper aufwiesen, wurde die Fluoreszenz der Fusionsproteine Myr -EGFP und
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APS_EGFP eher an zelluliren Membranen nachgewiesen. Myr -EGFP exprimierende

Gag
Zellen wiesen deutliche Konzentrationen von  Fluoreszenzsignalen an  der
Zytoplasmamembran aber auch an der Kernmembran auf. In den Gag*"*-EGFP
exprimierenden Zellen war das Fusionsprotein fast ausschlieflich im Bereich der
Zytoplasmamembran lokalisiert.

A6 bzw. Myr" bewirkt eine

Die Fusion von EGFP mit den viralen leader-Sequenzen Gag
Konzentrierung der Proteine an den Zellmembranen, wohingegen EGFP allein iiber die

gesamte Zelle verteilt vorlag.

4.2.2.1 Expressionsnachweis der verschiedenen EGF-Proteine mittels Western-

Blot

Der Nachweis der EGF-Proteine durch Fluoreszenzmikroskopie hatte gezeigt, dass die Zellen
erfolgreich transfiziert und die Proteine in den Zellen exprimiert wurden. Die
Fluoreszenzaufnahmen zeigten Unterschiede in der Verteilung der verschiedenen EGF-
Proteine innerhalb der Zelle. Zur weiteren Untersuchung der intrazelluldren Lokalisation der
EGF-Proteine wurden LC-5 Zellen, die mit dem entsprechenden Vektor transfiziert worden
waren, 24 h nach Transfektion mit PBS gewaschen und anschlieend mittels LSEB lysiert.
Das Lysat wurde in Membran- und Zytosolfraktion getrennt, und beide Fraktionen sowie der
Zellkulturiiberstand wurden mittels Western-Blot mit anti-EGFP Antikérper und humanem

HIV-1 spezifischen Antiserum untersucht.
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Abb. 16 Western-Blot zum Nachweis der Expression der EGF-Proteine in LC-5 Zellen

LC-5 Zellen wurden mit 1pg des entsprechenden Plasmids transfiziert und 24 h nach der Transfektion
wurden Membran- und Zytosolfraktion pripariert und mittels Western-Blot mit anti-EGFP Antik6rper
bzw. humanem HIV-1 spezifischen Antiserum untersucht.

Im Western-Blot (Abb. 16) konnte in den Spuren mit Proteinen aus Transfektionsansitzen mit
1 ug pGag"*®-EGFP in der Membran- und Zytosolfraktion eine Proteinbande im Bereich
zwischen den 68 kDa und 90 kDa Markerproteinen nachgewiesen werden. Das rechnerische
Molekulargewicht von Gag“P°-EGFP liegt bei ca. 80 kDa [Gag"**-EGFP = Gag (55 kDa) - p6
(6 kDa) + Erkennungssequenz + EGFP (27 kDa)]. Aufgrund der Lauthéhe der Bande und der
Detektion des Proteins durch den EGFP-Antikérper und das humane HIV-1 spezifische
Antiserum (Abb. 16) handelt es sich um Gag**°-EGFP. In den Spuren mit Proteinen aus
Zytosolfraktionen von pMyr -EGFP und pEGFP Transfektionen wurden mit dem EGFP-
Antikorper starke Proteinbanden auf Hohe des 32 kDa Markerproteins nachgewiesen. Diese
Laufhohe liegt im Bereich des entsprechenden Molekulargewichts von Myr -EGFP und
EGFP. Der Nachweis der Myr'-EGFP und EGFP Proteine im Western-Blot mit
EGFP-Antikorper ergab die in der Abb. 16 gezeigten typischen Bandenmuster.
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Abb. 17 Western-Blot mit Zellkulturiiberstinden transfizierter LC-5 Zellen

Western-Blot mit EGFP-Antikoérpern. LC-5 Zellen wurden mit 1 pug des jeweiligen Vektors
transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Proteine aus den Zellkulturiiberstinden der
transfizierten Zellen durch Ultrazentrifugation tber ein 20 % Saccharosekissen pelletiert und im
Western-Blot nachgewiesen.

Im Western-Blot mit Proteinen aus dem Zellkulturiiberstand transfizierter LC-5 Zellen
konnten 24 h nach Transfektion keine EGF-Proteine im Western-Blot nachgewiesen werden
(Abb. 17). Es kam nicht zum Ausbudden von GagAp6-EGFP Partikeln in den
Zellkulturtiberstand.

Die Western-Blot Analysen bestétigten das fluoreszenzmikroskopische Bild transfizierter
LC-5 Zellen. Danach wiesen die verschiedenen intrazelluldr exprimierten Proteine eine
unterschiedliche zelluldre Lokalisation auf. Wéhrend fiir EGFP in der Zytosolfraktion starke
Banden nachgewiesen wurden, war dieses Protein in der Membranfraktion nur gering
vertreten. Myr -EGFP konnte sowohl in der Zytosol- als auch in der Membranfraktion
nachgewiesen werden, wobei die Bande der Membranfraktion schwicher ausgepragt war. Fiir

Ap6

Gag™™-EGFP wurden die schwichsten Bandensignale nachgewiesen. Wie bei Myr'-EGFP

Ap6

war auch bei Gag ™ -EGFP die Bande in der Membranfraktion schwécher als in der

Zytosolfraktion. Die fluoreszenzmikroskopisch sichtbare geringere Fluoreszenz von
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Gag"**-EGFP im Vergleich zu Myr -EGFP und EGFP wurde durch den Nachweis schwacher
Proteinbanden durch die Western-Blot Analysen bestitigt. 24 h nach Transfektion konnten in

den Zellkulturiiberstdnden keine EGF-Proteine nachgewiesen werden.

4.2.3 Nachweis der Lokalisation von EGF-Proteinen in kotransfizierten LC-5 Zellen

und Viruspartikeln

Nachdem die Expression der verwendeten Konstrukte durch Fluoreszenzmikroskopie und
Western-Blot Untersuchungen nachgewiesen war, sollte untersucht werden, ob eine
Verpackung der verschiedenen EGF-Proteine in HI-Viruspartikel stattfand. Hierzu wurden
CD4" LC-5 Zellen mit 1 pg der verschiedenen Expressionsvektoren und verschiedenen
Mengen des molekularen HIV-Klons pNL4-3 kotransfiziert. Durch Western-Blot Analysen
der Zytoplasma- und Membranfraktion kotransfizierter LC-5 Zellen sollte die Lokalisation
der EGF-Proteine intrazelluldir nachgewiesen werden. Mit Western-Blot Analysen von
Viruspartikeln aus dem Zellkulturiiberstand sollte analysiert werden, ob EGF-Proteine in
Viruspartikel verpackt wurden. Zum Nachweis der EGF-Proteine wurden Western-Blot
Untersuchungen mit EGFP-Antikorper durchgefiihrt. Western-Blot Untersuchungen mit
einem humanen HIV-1 spezifischen Antiserum wurden zum Nachweis viraler Proteine und

APS_EGF-Fusionsproteins durchgefiihrt.

des Gag
LC-5 Zellen wurden jeweils mit 1 ug Plasmid-DNA der verschiedenen Vektoren und 0,1 pg,
0,2 ug, 0,3 ng bzw. 0,4 ung pNL4-3 kotransfiziert. Es wurden 0,1 ug pNL4-3 Plasmid
transfiziert, vergleichbar den Ansétzen zur antiviralen Wirkung von intrazelluldrexprimierten
Interface-Peptiden. Die bis 0,4 pg ansteigenden pNL4-3 DNA-Mengen wurden eingesetzt, um
einen evtl. Verpackungseffekt mit der Zunahme der Virusbildung erkennen zu kénnen. 48 h
nach der Transfektion wurden die kotransfizierten Zellen lysiert. Das Zelllysat wurde in
Zytosol- und Membranfraktion getrennt und im Western-Blot mit EGFP-Antikorper und
humanem HIV-1 spezifischen Antiserum analysiert. Die Viruspartikel aus dem
Zellkulturiiberstand wurden durch Ultrazentrifugation iber ein 20 % Saccharosekissen

pelletiert und ebenfalls durch Western-Blot Analysen untersucht.
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4.2.3.1 Lokalisation von EGF-Proteinen in der Zytosolfraktion kotransfizierter

LC-5 Zellen

Die Western-Blot Untersuchungen der Zytosolfraktionen kotransfizierter LC-5 Zellen mit
anti-EGFP Antikorpern zeigten Unterschiede in der nachgewiesenen Menge an EGFP und
EGF-Fusionsproteinen in den verschiedenen Transfektionsansédtzen (Abb. 18). In der Spur mit
Proteinen aus der Transfektion mit 1 pg pGag™**-EGFP ohne Kotransfektion von pNL4-3

APS_EGFP. In den Kotransfektionsansétzen

fand sich nur ein schwaches Bandensignal fiir Gag
mit 1 pg pGag***-EGFP und verschiedenen Mengen an molekularem HIV-1 Klon pNL4-3
nahm die Menge an Gag*"*-EGFP in der Zytosolfraktion mit Verringerung der transfizierten

Menge an pNL4-3 zu.

Die Proteinbanden der Kotransfektionsexperimente mit pNL4-3 und pMyr -EGFP liefen im
Bereich des 32 kDa Markerproteins. Es zeigte sich kein Unterschied in der Bandenintensitét
von Myr -EGFP in den verschiedenen Ansitzen. Die Kontrolle mit pMyr -EGFP und die
pMyr -EGFP Kotransfektionsansitze wiesen im Western-Blot ein gleiches Banden- und
Intensitdtsmuster auf. Neben einer 32 kDa Bande wurden noch weitere schwichere Banden,
die auf einen Abbau des Proteins deuten, unterhalb des 32 kDa Markerproteins durch den
EGFP-Antikorper erkannt.

In den Spuren mit Proben aus Transfektionsansdtzen mit pEGFP und pNL4-3 wurden
ebenfalls Proteinbanden im Bereich des 32 kDa Markerproteins nachgewiesen. In der
Zytosolfraktion mit 1 pg pEGFP transfizierter LC-5 Zellen konnte im Western-Blot eine
starke Bande bei 32 kDa nachgewiesen werden. Unterhalb dieser Bande wurden weitere
schwichere Bande nachgewiesen. Bandenvergleiche zwischen Spuren mit Proben aus den
pEGFP-Kotransfektionen und der pEGFP Kontrolle wiesen eine Zunahme der 32 kDa Bande
bei den Kotransfektionen mit Abnahme der eingesetzten pNL4-3 Menge auf. Unterhalb von
32 kDa zeigten die Kotransfektionen ein vergleichbares Bandenmuster wie die Kontrolle mit

pEGFP.
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Abb. 18 Anti-EGFP Western-Blot der Zytosolfraktion kotransfizierter LC-5 Zellen

Zytosolfraktionen kotransfizierter LC-5 Zellen. Die fiir die Kotransfektionen eingesetzten Mengen an
DNA stehen tiber der jeweiligen Spur des Western-Blots.

Das Laufverhalten von Myr'-EGFP und EGFP unterschied sich nur gering. Die Myr -EGFP-
Bande lief unterhalb der EGFP-Bande, worauf dieses abweichende Laufverhalten beruhte

konnte nicht geklart werden (s. Diskussion).

In der Abb. 19 ist der Western-Blot mit humanem HIV-1 spezifischen Antiserum der
Zytosolfraktionen abgebildet. Die Spuren mit Proben der Kontrolltransfektion von LC-5
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Zellen mit pNL4-3 zeigten eine Abnahme der viralen Proteine mit Verringerung der

eingesetzten DNA-Menge.
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Abb. 19 Western-Blot mit humanem HIV-1 spezifischen Antiserum der Zytosolfraktion
kotransfizierter LC-5 Zellen

Zytosolfraktionen kotransfizierter LC-5 Zellen. Die fiir die Kotransfektionen eingesetzten Mengen an
DNA stehen tiber der jeweiligen Spur des Western-Blots.

In der Zytosolfraktion der Gag*"®-EGFP Kontrolle wurde wie im Western-Blot mit EGFP-
Antikorper ein Bandensignal fiir Gag"*°-EGFP detektiert. Proben der Kotransfektionen mit
pGag***-EGFP und pNL4-3 zeigten eine schwache Zunahme der Gag"*°-EGFP-Bandenstirke
je weniger pNL4-3 DNA transfiziert wurde. Ebenfalls mit Reduktion der pNL4-3 Menge
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konnte eine schwache Abnahme der viralen Proteinbanden nachgewiesen werden. Diese
Abnahme der viralen Proteine war jedoch schwécher als bei der pNL4-3 Kontrolle. In den
Spuren mit Proben aus Kotransfektionen mit pMyr'-EGFP konnte nur die Abnahme viraler
Proteine im Zytosol mit Verringerung der transfizierten pNL4-3 Menge nachgewiesen
werden. Die virale leader-Sequenz von Myr'-EGFP wurde vom humanen HIV-1 spezifischen
Antiserum nicht erkannt. Die Transfektionsansitze mit pEGFP zeigten fiir die Kontrolle mit
EGFP allein keinen Nachweis durch das humane HIV-1 spezifische Antiserum. Die
Kotransfektionsansidtze wiesen eine Abnahme der viralen Proteine mit der Verringerung der

transfizierten DNA-Menge auf.

Alle drei verschiedenen EGF-Proteine konnten in der Zytosolfraktion nachgewiesen werden.
Wihrend im Western-Blot mit EGFP-Antikorper fiir die Ansitze mit pMyr -EGFP und
pEGFP starke Bandensignale detektiert werden konnten, waren Gag*"*-EGFP Banden kaum
nachweisbar. Die Western-Blot Untersuchungen bestdtigen damit die Fluoreszenzaufnahmen,

in denen mit pGag"F®

-EGFP transfizierte LC-5 Zellen kaum Fluoreszenz im Zytosol zeigten.
Fiir mit pEGFP und pMyr'-EGFP transfizierte LC-5 Zellen konnte hingegen Fluoreszenz im

Zytosol beobachtet werden.

4.2.6 Lokalisation von EGF-Proteinen in der Membranfraktion kotransfizierter LC-5

Zellen

Im Gegensatz zur Zytosolfraktion, die liberwiegend Nicht-Membranbestandteile enthilt,
finden sich in der Membranfraktion vorwiegend Membranbestandteile und Proteine, die mit
Membranen  interagieren.  Die =~ Western-Blot ~ Analysen  der  verschiedenen
Membranfraktionsproben  dienten dem  Nachweis, ob  EGF-Proteine in den

Membranfraktionen vorhanden waren.

Mit dem anti-EGFP Western-Blot wurde in den Spuren mit Proben von pGag“"°-EGFP
transfizierten LC-5 Zellen Gag™"*-EGFP in der Membranfraktion nachgewiesen (Abb. 20).

Ap6

Fiir die Membranfraktion der Kontrolltransfektion mit pGag™ -EGFP allein wurde nur eine

Ap6

schwache Gag™"-EGFP Bande nachgewiesen. Im Vergleich zur Kontrolle war die Expression

75



Ergebnisse

des Fusionsproteins GagAp6-EGFP in den Kotransfektionsansitzen stirker. Die Bandenstirke

nahm mit Verringerung der transfizierten pNL4-3 Menge zu.
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Abb. 20 Anti-EGFP Western-Blot der Membranfraktion kotransfizierter LC-5 Zellen

Membranfraktion kotransfizierter LC-5 Zellen. Die fiir die Kotransfektionen eingesetzten Mengen an
DNA stehen tiber der jeweiligen Spur des Western-Blots.

Durch den anti-EGFP-Antikorper wurden im Western-Blot starke Myr -EGFP-Banden in der
Membranfraktion nachgewiesen. Die stirksten Bandensignale liefen auf Hohe des 32 kDa-
Markers. Die Kontroll- und Kotransfektionsansitze mit pMyr -EGFP wiesen annihernd
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gleiche Bandenintensititen an Myr'-EGFP auf. Die transfizierte Menge pNL4-3 DNA hatte
keinen Einfluss auf die Stirke der Proteinbanden.

Auch in den Membranfraktionen der EGFP-Transfektionen wurden EGF-Proteine
nachgewiesen. Die Bandenintensitdt der EGFP-Kontrolle und der Kotransfektionen waren
gleich. Durch die Transfektion verschiedener pNL4-3 Mengen zeigten sich keine

Unterschiede in den Ansitzen.

Mittels Western-Blot konnte gezeigt werden, dass alle drei EGF-Proteine in der
Membranfraktion vorhanden waren. Die stirksten Proteinbanden wiesen die Ansdtze mit
Myr"-EGFP und EGFP auf. Fiir die Ansitze mit Myr -EGFP wurde eine starke Hauptbande
um die 32 kDa und einige schwichere Banden detektiert. In den EGFP-Ansédtzen wurden
hingegen drei gleichstarke Banden im Bereich des 32 kDa Markers und kleinere schwichere
Banden vom Antikorper erkannt. Im Gegensatz dazu wurde in den Membranfraktionen der
Ansitze mit pGag*"*-EGFF nur eine Bande durch den EGFP-Antikorper nachgewiesen, d.h.
es wurden keine nachweisbaren Prozessierungen oder Abbauprozesse des Fusionsproteins
detektiert. Ebenfalls zeigte sich nur bei diesen Ansitzen eine Zunahme der Gag"*°-EGFP

Bande mit Verringerung der transfizierten pNL4-3 Menge.

In der Abb.21 ist der Western-Blot mit humanem HIV-1 spezifischen Antiserum der
Membranfraktionen dargestellt. Die Untersuchung der Kontrolle (nur pNL4-3) durch die
Western-Blot Analyse mit humanem HIV-1 spezifischen Antiserum zeigte, dass die Menge
viraler Proteine in der Membranfraktion mit der Verringerung der transfizierten proviralen

HIV-1 DNA pNL4-3 abnahm.
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Abb. 21 Western-Blot mit humanem HIV-1 spezifischen Antiserum der
Membranfraktionen kotransfizierter LC-5 Zellen

Membranfraktion kotransfizierter LC-5 Zellen. Die fiir die Kotransfektionen eingesetzten Mengen an
DNA stehen tiber der jeweiligen Spur des Western-Blots.

In allen vier Spuren der pGag™"®-EGFP / pNL4-3 kotransfizierten Ansitze konnten virale
Proteine nachgewiesen werden. Die Proben zeigten eine Abnahme von Gag*"*-EGFP in der
Membranfraktion mit Zunahme der transfizierten DNA-Menge an pNL4-3 (Abb. 21). Die

APS_EGFP Banden unterschied sich bei den Ansétzen. Die Ansitze

Intensitdt der p24 und Gag
mit 0,4 ug bzw. 0,3 pg pNL4-3 DNA und 1 pg pGag**°-EGFP wiesen stirkere p24 Banden
im Vergleich zu den Ansitzen mit 0,2 ug bzw. 0,1 pg pNL4-3 auf. Bei der Gag"**-EGFP
Bande verhielt es sich genau umgekehrt, hier war die Intensitdt bei den Ansétzen mit 0,2 ug
und 0,1 pg stirker. In den Membranfraktionen der Transfektionsansitze mit pMyr -EGFP und
pEGFP wurden nur virale Proteine durch das humane HIV-1 spezifische Antiserum erkannt.

Wie auch schon beim Western-Blot mit humanem HIV-1 spezifischen Antiserum der
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Zytosolfraktion (Abb. 19), konnte Myr -EGFP nicht durch das Serum nachgewiesen werden.
Bei diesen Ansidtzen zeigte sich, wie bei den Kontrolltransfektionen mit pNL4-3, eine
Abnahme viraler Proteine mit der Verringerung der transfizierten pNL4-3 Menge.

APS_EGFP-Banden war im Western-Blot der Membranfraktion

Die Bandenintensitdt der Gag
mit EGFP-Antikorper stirker als im Western-Blot der Zytosolfraktion. Sowohl in der
Zytosolfraktion als auch in der Membranfraktion kam es zu einer Zunahme der Gag*"*-EGFP-
Bandenstirke mit Verringerung der transfizierten Menge an pNL4-3. Jedoch zeigte die

Bandenstirke von Gag™*®

-EGFP in den Western-Blot Untersuchungen der Membranfraktion
mit EGFP-Antikorper die starkere Membranlokalisierung des Fusionsproteins.

Der Vergleich der Ergebnisse der Western-Blot Untersuchungen mit EGFP-Antikorper fiir die
Ansitze mit pMyr -EGFP zeigte ebenfalls, dass die Myr -EGFP-Bandensignale in der
Membranfraktion deutlich stirker waren, als die der Zytosolfraktion. In Western-Blots mit
humanem HIV-1 spezifischen Antiserum konnte Myr -EGFP nicht nachgewiesen werden. In
der Zytosol- und Membranfraktion zeigte sich nur die Abnahme viraler Proteine mit
Verringerung der transfizierten proviralen HIV-1 DNA-Menge (pNL4-3).

Durch Western-Blot Analysen mit humanem HIV-1 spezifischen Serum konnte EGFP nicht
nachgewiesen werden. Die Western-Blots zeigten aber wie bei den anderen
Transfektionsansidtzen eine Abnahme viraler Proteine mit Verringerung der transfizierten
pNL4-3 Menge. Durch Western-Blot Untersuchungen mit EGFP-Antikérpern fiir die
Transfektionsansdtze mit pEGFP hingegen konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Stiarke der EGF-Proteinbanden in Zytosol- und Membranfraktion aufgezeigt werden. Damit
bestdtigten die Ergebnisse der Western-Blot Analysen die Fluoreszenzaufnahmen (Abb. 15).
EGFP transfizierte Zellen wiesen ein gleichméfBiges Leuchten iiber die gesamte Zelle auf,
wohingegen Myr -EGFP in der Zelle und etwas stirker an zelluliren Membranen

fluoreszierte. Gag”"

-EGFP hingegen war stirker membranlokalisiert. Durch die
Kotransfektion mit pNL4-3 kam es zur Steigerung der Expression von Gag“P°-EGFP im
Vergleich zur Transfektion von pGag**®-EGFP allein. Eine Steigerung der
Ap6

Gag™""-EGFP-Expression oder hohere Stabilitit des Fusionsproteins durch die Kotransfektion
und Expression viraler Proteine durch den proviralen HIV-1 Klon pNL4-3 kann nicht

ausgeschlossen werden.
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Durch die Fusion der viralen leader-Sequenzen Gag™® bzw. Myr" an EGFP, wiesen diese
Fusionsproteine ein Lokalisationsmuster auf, das sich von EGFP innerhalb der Zelle
unterscheidet. Sie sind stirker in der Membranfraktion vertreten, EGFP hingegen in beiden

Fraktionen gleichstark.

4.2.6 Viruspartikel aus dem Zellkulturiiberstand

Die Western-Blot Untersuchungen der Viruspartikel aus dem Zellkulturiiberstand der
transfizierten LC-5 Zellen sollten zeigen, ob eine Aufnahme der exprimierten EGFP-

Fusionsproteine in die Viruspartikel erfolgte.

Die Abb.22 zeigt den Western-Blot mit anti-EGFP Antikérpern fiir die aus den
Zellkulturiberstinden durch ein 20 % Saccharosekissen zentrifugierten und pelletierten

Virionen.

Die viralen Proteine der Transfektionsansdtze mit pNL4-3 allein konnten mittels EGFP-
Antikorper nicht im Western-Blot nachgewiesen werden. Der Kontrollansatz mit 1 pg
pGag"*®-EGFP zeigte ecbenfalls kein Signal. In den Spuren mit Pellets aus
Zellkulturiiberstanden mit 1 pg pGag**®~-EGFP und verschiedenen Mengen an pNL4-3 konnte

Ap6 Ap6

Gag™"-EGFP nachgewiesen werden. Neben der Gag™ -EGFP Bande zeigten alle vier
Ansidtze noch eine Bande unterhalb der Lauthohe des 32 kDa Markerproteins. Die
Bandenstirke wies in allen Ansidtzen die gleiche Intensitdt auf. Bei diesen durch anti-EGFP
Antikorper nachgewiesenen Banden handelte es sich um ein Prozessierungsprodukt des

APS_EGFP Fusionsproteins. Die Laufhohe dieser Proteinbande liegt auf der Hohe von

Gag
EGFP. Aufgrund des Nachweises durch den anti-EGFP Antikorper und der Lauth6he handelt
es sich um vom Fusionsprotein abgespaltenes EGFP. Die Abspaltung von EGFP vom
Fusionsprotein und die Laufhohe unterhalb des 32 kDa Markerproteins zeigt eine

Prozessierung des Fusionsproteins durch die virale Protease an.
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Abb. 22 Anti-EGFP Western-Blot

Western-Blot mit EGFP-Antikoper der Viruspréparation aus den Zellkulturiiberstinden transfizierter
LC-5 Zellen.

Im Gegensatz zur pGag*"®-EGFP Kontrolle, in der kein Gag"*°*-EGFP nachgewiesen werden
konnte, zeigte sowohl die Kontrolltransfektion mit pMyr -EGFP als auch die mit pEGFP, das
schwache = Vorhandensein der entsprechenden = EGF-Proteine 1im  Pellet des
Zellkulturiiberstands. Auch ohne Vorhandensein von HI-Virion gelangten beide Proteine in
den Zellkulturiiberstand. Im Gegensatz zur Kontrolle wurden in den Spuren mit
Zellkulturiiberstandpellets von pMyr -EGFP / pNL4-3 kotransfizierten LC-5 Zellen jedoch
deutlich stirkere Banden von Myr -EGFP nachgewiesen. Dies deutet daraufhin, dass
Myr -EGFP auch in neuentstehende Viruspartikel verpackt wurde.

Die Bandenstirke von EGFP im Western-Blot mit EGFP-Antikérper nahm mit der Zunahme
transfizierter pPNL4-3 DNA deutlich zu. Die Verpackung konnte jedoch in diesem Fall einfach

Ap6

unspezifisch sein. Im Gegensatz zu Gag™ -EGFP, dass viel geringer exprimiert wird, bendtigt

EGFP erst eine hohe Anzahl von Viren im Zellkulturiiberstand um ein vergleichbares
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Bandensignal zu erreichen. Die Verpackung konnte also eine zufillig Aufnahme von EGFP in

die Viruspartikel sein, da EGFP stark exprimiert in den Zellen vorliegt.

Der Western-Blot mit humanem HIV-1 spezifischen Antiserum zeigte bei den entstandenen
Viruspartikeln der pNL4-3 Transfektionen einen Zusammenhang zwischen der Abnahme
viraler Proteine im Uberstand und der Verringerung der transfizierten pNL4-3 Menge

(Abb. 23).
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Abb. 23 Western-Blot mit humanem HIV-1 spezifischen Antiserum

Uberstéinde kotransfizierter LC-5 Zellen. Die zur Transfektion eingesetzten DNA-Mengen stehen iiber
der jeweiligen Spur.

Die Spur mit der Negativkontrolle zeigte keine Banden, die durch unspezifische Reaktionen

zelluldrer Proteine mit dem Antiserum hétten entstehen konnen. Die Spur mit dem Pellet der
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Kontrolltransfektion von 1pg pGag™®-EGFP zeigte nur ein schwaches Signal fiir
Gag"P*-EGFP. Der Kotransfektionsansatz mit 1 ug pGag**®-EGFP und 0,4 pg pNL4-3 zeigt
im Western-Blot eine stirkere pGag"**-EGFP Bande als die Kontrolle. Das Bandenmuster
viraler Proteine entsprach dem des pNL4-3 Kontrollansatzes mit 0,4 pg DNA. Die Intensitét

der Banden war beim pGag**®

-EGFP Kotransfektionsansatz jedoch stirker. Der
Kotransfektionsansatz mit pMyr -EGFP und 0,4 ug pNL4-3 zeigte ebenfalls das virale
Bandenmuster. Die Banden waren aber schwicher als die beim Ansatz mit pGag"**-EGFP
und pNL4-3. Der vergleichbare Kotransfektionsansatz mit pEGFP zeigte ebenfalls nur das
virale Bandenmuster. Fiir den Ansatz 1 pg pGag**®-EGFP / 0,3 pg pNL4-3 war die
nachgewiesene Gag“*’-EGFP Bande stirker als beim Ansatz mit 1 pg pGag"**-EGFP und
0,4 ug pNL4-3. Die Kotransfektionsansidtze mit 0,3 pug pNL4-3 und jeweils 1 pg
pMyr -EGFP bzw. pEGFP zeigten nur schwache virale Banden im Western-Blot. Der Ansatz
mit 0,2 pg proviraler HIV-1 DNA und 1 pg pGag“**-EGFP zeigte fiir die Gag"**-EGFP und
viralen Banden ein vergleichbares Muster zu den Ansédtzen mit 0,4 ug bzw. 0,3 ng pNL4-3
DNA. Fiir die Ansitze mit 1 pg pMyr -EGFP bzw. pEGFP und 0,2 ug pNL4-3 wurden nur
noch schwache virale Banden nachgewiesen. In der letzten Transfektionsstaffel mit 1 pg
pGagAp6—EGFP, pMyr -EGFP oder pEGFP und jeweils 0,1 pg pNL4-3 wurden nur noch in der

Ap6

Spur mit pGag“P°-EGFP virale Proteine vom Antiserum erkannt. Gag**®-EGFP zeigte eine

schwichere Bande als im Vergleich zu den Ansdtzen mit 0,4; 0,3 bzw. 0,2 pg pNL4-3.

Die Untersuchungen bestitigten friihere Untersuchungen, dass die Gag*"®-Deletionsmutante
die Partikelbildung fast verhindert, die aus der Zelle ausgeschleust werden. Die Versuche
zeigten aber auch, dass Gag™"*-EGFP in die Viruspartikel verpackt wurde. Erst nach

APS_EGFP im Uberstand der transfizierten Zellen

Kotransfektionen mit pNL4-3 konnte Gag
nachgewiesen werden. Dartiber hinaus war es zu einer Prozessierung des C-terminalen EGFP-
Teils des Gag“"®-EGFP-Fusionsproteins gekommen. Da diese Prozessierung erst in den
ausgeschleusten Partikeln beobachtet wurde und nicht in den zelluldren Zytoplasma- oder
Membranfraktionen zu finden war, ist sie auf die Aktivitit der viralen Protease
zuriickzufiihren. Die virale Protease wird erst im ausknospenden Viruspartikel aktiv (Kaplan
etal, 1994). Aus diesem Grund ist die Prozessierung ebenfalls ein Hinweis auf eine

Verpackung des Gagf

-EGF-Fusionsproteins. Die im Western-Blot nachgewiesenen
Myr-EGFP Banden hatten bei den Kotransfektionsansitzen mit 0,1 pg bzw. 0,2 pg pNL4-3

gleiche Intensitdten wie die nachgewiesenen Banden des prozessierten EGFPs vom Gag-
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Fusionsprotein. Diese Bandenstirke konnte ebenfalls auf eine gezielte Verpackung deuten.
Warum die Bandenstédrke bei den Ansédtzen mit 0,3 pg und 0,4 pg geringer ist, konnte nicht
beantwortet werden. Die nachgewiesenen Banden fiir EGFP erreichten diese Bandenstirke
erst mit ansteigender transfizierter pNL4-3 Menge, dies konnte auf eine unspezifische

Aufnahme von EGF-Protein in neu entstehende Viruspartikel hindeuten.

Die Western-Blot Analysen mit EGFP-Antikorper und humanem HIV-1 spezifischen
Antiserum der Zytosol- und Membranfraktion kotransfizierter LC-5 Zellen zeigten, dass die
Fusion der viralen leader-Sequenzen Gag"*® und Myr" an EGFP einen Einfluss auf die
intrazelluldare Lokalisation dieser Fusionsproteine hatte. EGFP wurde in der Zytosol- und
Membranfraktion mit gleichen Bandenstirken detektiert. Zwar konnten die Fusionsproteine
Gag*"®-EGFP und Myr-EGFP auch in der Zytosolfraktion nachgewiesen werden, die
Bandenstirken im Western-Blot mit den Membranfraktionen belegten jedoch eine stirkere
Lokalisation in der Membranfraktion. Durch die Verwendung beider viraler
leader-Sequenzen (Myr™ und Gag“*®) wurden die intrazelluldr exprimierten nicht-viralen
Proteine an zellulire Membranen transportiert. Dies wurde auch durch Fluoreszenzaufnahmen
bestitigt. Durch Western-Blot Untersuchungen von Virusprdparationen aus dem
Zellkulturiiberstand kotransfizierter Zellen, konnte gezeigt werden, dass Gag“*®-EGFP
Molekiile in Viruspartikel verpackt werden. Durch die Prozessierung des Fusionsproteins und
der Abspaltung von EGFP, kann die Funktionalitit der Proteaseerkennungsstelle zwischen
Gag™™ und EGFP angenommen werden. Myr -EGFP und EGFP wurden ebenfalls in den
Viruspriparationen nachgewiesen. Die Bandenstirke von Myr -EGFP schon bei geringer
Kotransfektion von pNL4-3 (0,1 pug und 0,2 ng) deutete eher auf eine Verpackung der
Fusionsproteine hin, wohingegen die Zunahme der Bandenstdrke von EGFP mit der Zunahme
der Bildung von Viruspartikeln erfolgt. Aus diesem Grund konnte die Aufnahme von EGFP

wahrscheinlich eher zufillig erfolgen.
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5. Diskussion

Die zur Zeit verwendeten Therapien gegen HIV-1 richten sich gegen die viruseigenen,
spezifischen Enzyme Reverse Transkriptase (RT) und Protease. Durch die Kombination
verschiedener RT- und Proteaseinhibitoren (HAART) ist es seit Mitte der 90er Jahre des
20. Jahrhunderts moglich den Gehalt an freien HI-Viren im Plasma zu senken (Collier
etal., 1996). Die Verringerung des Gehalts an freien Viren, teilweise sogar unter die
Nachweisgrenze, gab Anlass zur Hoffnung auf eine vollstindige Hemmung der
Virusreplikation im Korper HIV-Infizierter. Immunologische Daten zeigten bei Patienten mit
HAART einen Anstieg der CD4-Zellpopulation, was auf ein verbessertes Immunsystem in
den Patienten hindeutet (Li et al., 1998). Der Nachweis von resistenten Viren in HAART-
Patienten zeigte jedoch, dass HIV trotz der anfinglich viel versprechenden Therapieerfolge
weiterhin replizierte. In weiteren Untersuchungen wurde dann nachgewiesen, dass das Virus
bestimmte ,,Riickzugsgebiete” im Korper hat, wie z.B. persistierende, latent infizierte ruhende
CD4" Zellen. Aus diesen Zellen kann noch nach Jahren der HAAR-Therapie infektioses Virus
isoliert werden (Finzi et al., 1997)

Die weiterhin stattfindende schwache Virusreplikation, das Entstehen resistenter Viren und
der Nachweis viraler Riickzugsgebiete im Korper HIV-1 Infizierter unter HAART zerstorte
die Hoffnung, dass mit dieser Therapieform HIV vollstindig aus den Korperzellen Infizierter
eliminiert werden kann. Nebenwirkungen unter HAART sind ein weiteres hdufig auftretendes
Problem bei der Behandlung von AIDS Patienten. Oft bedingen die Nebenwirkungen einen
Kompromiss zwischen optimalen Nutzen mit moglichst langer HIV-Suppression und der
Toxizitdt der Substanzen. Innerhalb der ersten 9 Monate wechseln bis zu 70 % der Patienten
ithre HAART wegen der Nebenwirkungen (Highleyman, 2000). Aufgrund der chronischen
Infektion von Korperzellen mit HIV, bedingt eine HIV-Infektion eine lebenslange Therapie.
Die aufgefiihrten Punkte, Resistenzbildung und Nebenwirkungen, bewirken eine
Einschriankung der Therapiemdglichkeiten mit voranschreitender Therapiedauer, bis es keine
Therapiemoglichkeit mehr gibt. Aus diesem Grund werden neue Inhibitoren und

Therapieformen benétigt.

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass es durch die Verwendung von

Peptiden mit Aminosduresequenzen, die sich von HIV-Proteinen ableiten, zu antiviralen
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Effekten gegen HIV kommt. Ein erfolgversprechender Ansatz konnte z.B. die Verwendung
von T-20 sein. T-20 ist ein Peptid aus 36 Aminosdureresten, das einer Region des viralen
Glykoproteins gp41 entspricht. Es wirkt als "entry"-Inhibitor in der spédten Phase der
Infektion. Zur Zeit wird T-20 klinisch getestet (Kilby et al., 1998; Chen et al., 2002). Ein
anderes Beispiel ist die Hemmung der viralen Protease von HIV-1 durch kurze
Aminosduresequenzen des viralen Vif-Proteins in vitro (Blumenzweig et al., 2002). Weitere
Peptide von denen eine inhibitorische Wirkung bekannt ist sind aus der viralen Protease
abgeleitet. So wurde die Inhibition der HIV-1 Protease durch Interface-Peptide von
verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt (Babe et al., 1992; Schramm et al., 1992, 1996). Der
Begriff Interface-Peptid bezeichnet kurze Peptidsequenzen, die mit der Interface-Region der
HIV-1 Protease interagieren, um so die Ausbildung eines enzymatisch aktiven
Proteasehomodimers zu verhindern. Die Moglichkeit, diese Peptide im Rahmen einer
Gentherapie einsetzen zu konnen, eréffnet neue Behandlungsmoglichkeiten. Deshalb wurde in
dieser Arbeit der antivirale Effekt intrazelluldr exprimierter Interface-Peptide in

eukaryotischen Zellen untersucht, die auch HIV exprimieren.

5.1 Interface-Peptide als antivirale Substanzen

Das grofle Problem der Therapie von AIDS-Patienten ist die Resistenzausbildung der
HI-Viren gegen verwendete RT- und Proteaseinhibitoren. Die Auswertung der Sequenzdaten
von Viren mit Mutationen im proteasekodierenden Bereich zeigt die Variabilitit des viralen
Enzyms. In diesen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass der Austausch einer
Aminosdure ausreicht, um eine Resistenzbildung zu bewirken (El-Farrash et al., 1994; Lin
et al.,, 1995). Gleichzeitig wurde gezeigt, dass Mutationen, die zur Resistenz fiihren, keine
signifikante Auswirkung auf die katalytische Funktion des viralen Enzyms haben. Im
Gegensatz dazu sind fiir die N- und C-terminalen Aminosduresequenzen der
Proteasemonomere (Aminosédureposition 1-4, 96-99), die die Interface-Region bilden, bisher
noch keine HIV-Mutanten bekannt (Datenbankabfrage 2002, Shafer et al., 2000). Dies konnte
Interface-Peptide in klinischen Anwendungen zu Proteaseinhibitoren machen, die tiber einen
langen Zeitraum wirksam bleiben. Voraussetzung dafiir wire, dass sich die Interface-Region
in vivo unter dem Selektionsdruck der Interface-Peptide als nicht variabel zeigt in Bezug auf
Aminosdureaustausche, ohne ihre Funktion zu verlieren. Da Interface-Peptide nicht das

aktive Zentrum, sondern die Interface-Region inhibieren, konnten sie ebenfalls gegen Viren
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eingesetzt werden, die gegen Proteaseinhibitoren des aktiven Zentrums bereits resistent sind.
Die in dieser Arbeit untersuchten Interface-Peptide basisieren auf Computer-Modelling Daten

(Schramm et al., 1996).

5.2 Antivirale Effekte der Interface-Peptide gegen HIV-1 in COS-7 Zellen

Antivirale Effekte wurden zundchst durch Kotransfektion des proviralen HIV-1 Klons
pNL4-3 mit den jeweiligen pSV-B-Gal-PI in COS-7 Zellen nachgewiesen. Der stérkste
inhibitorische Effekt wurde durch die Expression des Peptids PI 26 erzielt. Dass PI 26 eine
inhibitorische Wirkung auf die virale Protease bewirkte war aus vorhergehenden Versuchen
bekannt (Lieder, 1998). In diesen Versuchen wurde in einem prokaryotischen Wachstumstest
die Expression rekombinanter HIV-1 Protease und Interface-Peptide durch IPTG-Stimulation
in E. coli bewirkt. Die Expression der rekombinanten HIV-1 Protease allein wirkt zytotoxisch
auf die Bakterien, es kommt nur zu einem geringen Bakterienwachstum der Kultur (Ast et al.,
1998). Durch Koexpression von Interface-Peptiden kam es zur Hemmung der viralen Protease
in E. coli. Die inhibitorische Aktivitdit des Peptids PI 26 wurde dariiber hinaus in einem
invitro Assay bestdtigt. Dazu wurde die Peptidsequenz synthetisiert und in einem
biochemischen Test zusammen mit rekombinanter gereinigter HIV-1 Protease die
Enzymaktivitdt mit einem fluorochromen Substrat bestimmt. Durch diese biochemischen
Enzymtests wurde fiir die Peptidsequenz -T VSY D L- von PI26 ein ICsy von 0,7 uM
gemessen (personliche Mitteilung Dr. Ast).

Das Interface-Peptid PI7 wies im Transfektionsversuch mit 0,1 pg pNL4-3 einen
schwiécheren antiviralen Effekt als PI26 auf. Mit der synthetisierten Peptidsequenz
-T VS Y E L- von PI 7 wurden ebenfalls Enzymtests mit gereinigter Protease durchgefiihrt.
Dabei wurde fiir P17 ein ICsyp von 1,3 uM bestimmt (Dr. Ast, unverdffentlichte Daten).
Offensichtlich hatte der Austausch einer Aminosdure, bei der es sich zudem um einen
homologen Aminosdureaustausch handelt, einen Abfall der inhibitorischen Wirkung zur
Folge.

Die Wirkung der weiteren getesteten Interface-Peptide P15, P1 12, PI 17, PI 24, PI 25 und
PI 27, lag in COS-7 Zellen ebenfalls im Bereich des antiviralen Effekts der Interface-Peptide
PI 7 und PI 26. Die Peptide PI 5 und PI 27 hatten eine Wirkung, die &hnlich stark war wie die
von Peptid PI 26. Der antivirale Effekt der Peptide PI 12, PI 17, PI 24 und PI 25 war hingegen

etwas schwicher und lag im Bereich des antiviralen Effekts von Peptid PI 7.
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Es war liberraschend, dass alle Interface-Peptide (PI) einen antiviralen Effekt bewirkten. In
fritheren Untersuchungen am DPZ wurden alle in dieser Arbeit verwendeten Interface-Peptide
in einem prokaryotischen Wachstumsversuch (Ast et al., 1998; Lieder, 1998) getestet. Es
zeigte sich, dass fiir die Peptide PI 12 und PI17 kein inhibitorischer Effekt gegen die
rekombinante Protease von HIV-1 nachgewiesen werden konnte. Die Peptidsequenz von
PI12 -T VTY K F- wurde synthetisiert und in biochemischen Versuchen mit rekombinanter
Protease getestet. Es konnte keine Inhibition der Protease durch das Peptid bis zu einer
Konzentration von 28,3 uM nachgewiesen werden (Ast, unverdffentlichte Daten). Die
Expression der Peptide PI 12 und PI 17 bewirkte jedoch im COS-7 Zellkultursystem einen
antiviralen Effekt. Die unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen Interface-Peptide in
den Untersuchungen legen nahe, dass unterschiedliche Mechanismen zu den beobachteten
antiviralen Effekten fithren. PI 12 und PI 17 hemmen zwar nicht die rekominante HIV-1
Protease, aber sie bewirkten einen antiviralen Effekt gegen HIV-1 in COS-7 Zellen. Fiir die
Peptide PI 7 und PI 26 konnte ebenfalls ein antiviraler Effekt in COS-7 nachgewiesen werden,
beide Peptide hemmen aber auch die rekombinante HIV-1 Protease. Die Inhibition von HIV-1
durch diese zwei Peptide konnte wohl auf einer Hemmung der viralen Protease beruhen,

wohingegen PI 12 und PI 17 einen anderen Weg der Inhibition beschreiten.

5.3 Kotransfektionsexperimente mit der CD4" LC-5 Zelllinie

Um niher an den in vivo Bedingungen zu sein, wurden die Transfektionsversuche ebenfalls
mit LC-5 Zellen durchgefiihrt. LC-5 Zellen exprimieren auf ihrer Oberfliche den CD4-
Rezeptor und sind HIV-1 suszeptibel, d.h. sie konnen infiziert werden, im Gegensatz zu
COS-7 Zellen. Die reifen, infektiosen Viren kénnen neue LC-5 Zellen infizieren, welche noch
nicht mit HIV infiziert, bzw. mit dem molekularen Klon transfiziert worden sind. Durch die
Neuinfektion der Zellen, die nicht transfiziert wurden, entsteht ein Multiplikationseffekt, der

schnell zum Anstieg des Virusgehalts im Zellkulturiiberstand fiihrt.

Uberraschend konnte in den Versuchen mit CD4" LC-5 Zellen kein antiviraler Effekt fiir das
PI 7 nachgewiesen werden, das in in vitro Tests, im E. coli Test und auch im COS-7 Test die
virale rekombinante HIV-1 Protease bzw. die Entstehung reifer Viren inhibierte. Aus dem
gleichen Grund war es deshalb ebenfalls iiberraschend, dass das Interface-Peptide PI 26

ebenfalls kaum einen antiviralen Effekt bewirkt, wihrend alle weiteren getesteten Peptide
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einen hemmenden Einfluss auf HIV-1 im LC-5 System ausiibten. Dieser antivirale Effekt war
im Vergleich zu den Kotransfektionen von COS-7 Zellen mit den gleichen DNA-Mengen
(0,1 ng pNL4-3/5 pg pSV-B—Gal-PI) jedoch schwécher. Dieser Unterschied konnte aber
durch den Multiplikationseffekt durch Neuinfektion von LC-5 Zellen begriindet sein. Auch
durch die Ergebnisse der LC-5 Versuche zeigen sich Hinweise auf unterschiedliche
Mechanismen der Inhibition. Gerade die Peptide mit guter inhibitorischer Wirkung gegen
rekombinante HIV-1 Protease bewirken keinen antiviralen Effekt, der durch den p24-ELISA

nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu hemmen hier wieder Peptide wie PI 12 und PI 17.

5.4  Kotransfektion von COS-7 Zellen mit erhéhter pNL4-3 Menge

Die Transfektionsversuche mit 0,1 ug pNL4-3 und 5 ug pSV-B-Gal-PI in COS-7 und LC-5
Zellen zeigten antivirale Effekte fiir die verwendeten Interface-Peptide. Der antivirale Effekt
im LC-5 System war jedoch schwicher. In weiteren Experimenten wurden die COS-7 Zellen
mit einer 10-fach hoheren Menge des proviralen HIV-1 Klons pNL4-3 bei gleichbleibender
Inhibitormenge transfiziert. Diese Experimente wurden durchgefiihrt, um die hohere
Virusmenge, die in den LC-5 Zellen aufgrund des Multiplikationseffekts entsteht, zumindest

ansatzweise in den COS-7 Zellen nachstellen zu kénnen.

Im COS-7 System, mit 1 ug pNL4-3 und 5 pg pSV-p-Gal-PI, bewirkten die Interface-Peptide
PI 7 und PI 26, wie schon in COS-7 Versuchen mit nur 0,1 ng pNL4-3, einen antiviralen
Effekt. Im Gegensatz zum LC-5 Zellkultursystem wo Peptid PI 7 keinen und PI 26 nur einen
schwachen Effekt gegen HIV-1 hatte, zeigen beide mit erhohter Proviruslast im COS-7
System einen antiviralen Effekt. Durch die Expression der Peptide PI 12 und PI 27 konnte
dagegen nach Transfektion von 1 pg pNL4-3 in COS-7 Zellen kein antiviraler Effekt
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu hatten beide Peptide bei einer transfizierten
pNL4-3 Menge von 0,1 pg antivirale Effekte in COS-7 und LC-5 Zellen bewirkt. Nach
Steigerung der Menge an transfizierter pNL4-3 DNA, die eine hohere Virusbildung in COS-7
Zellen bewirkte, konnte fiir beide Peptide kein antiviraler Effekt mehr im p24-ELISA
nachgewiesen werden. Die intrazelluldire Expression der Interface-Peptide P15, PI 17, PI 24
und PI 25 bewirkte sowohl in COS-7 und LC-5 Zellen, die mit 0,1 pg pNL4-3 transfiziert
wurden, als auch in mit 1 pg pNL4-3 transfizierten COS-7 Zellen eine inhibitorische
Wirkung.
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Das durch die p24-ELISA-Daten belegte, unterschiedliche Verhalten der Interface-Peptide

gegen neu entstehende HI-Viren deutet auf eine unterschiedliche Potenz der Inhibitoren hin.

5.5  Auswirkung der Interface-Peptidsequenz auf den antiviralen Effekt

In der Tab. 9 sind die untersuchten Peptide mit ihrer Aminosduresequenz zusammengefasst.
Der Datenvergleich der verschiedenen Kotransfektionsversuche dieser Arbeit und die
Einbeziehung von Ergebnissen vorausgegangener Untersuchungen (Ast etal., 1998 und
unver6ffentlichte Daten; Lieder, 1998) zeigen, dass die Peptide trotz teilweise nur geringer

Sequenzunterschiede ein anderes inhibitorisches Verhalten aufweisen.

Tab. 9 Antivirale Effekte gegen HIV-1 nach Kotransfektion in COS-7

PI-Vektor Peptidsequenz'

pSV-B-Gal-PI 5 TITYKL

pSV-B-Gal-PI 7 TVSYETL

pSV-B-Gal-PI 12 TVTYKF

pSV-B-Gal-PI 17 TVTYDF

pSV-B-Gal-PI24 Y E I S Y D L

pSV-B-Gal-PI25 Y E F S Y D L

pSV-B-Gal-PI 26 TVSYDL

TVTYETL

pSV-B-Gal-PI 27

" Im Sequenzvergleich kennzeichnen blaue Buchstaben Ubereinstimmungen mit der Sequenz von
pSV-B-Gal-PI 7 und pSV-B-Gal-PI 26; rote Buchstaben Ubereinstimmungen mit der Sequenz von
pSV-B-Gal-PI 7 und griine Buchstaben Ubereinstimmungen mit der Sequenz von pSV-B-Gal-PI 26.

Die Sequenz der Interface-Peptide PI 26 und PI 7 unterscheidet sich nur in der vorletzten
Aminosdureposition (Tab.9). In biochemischen Untersuchungen gegen gereinigte
rekombinante HIV-1 Protease bewirkt dieser Sequenzunterschied einen Faktor von 2 in der
Wirksamkeit [ICsp-Werte]. Die Aminosduresequenzunterschiede bewirkten aber auch ein
unterschiedliches Verhalten in den verschiedenen Zellkulturen. Die Interface-Peptide PI 7 und
PI 26 hatten keinen bzw. nur einen geringen antiviralen Effekt in LC-5 Zellen, hatten aber bei
den COS-7 Transfektionen mit 0,1 pg und 1 pg pNL4-3 DNA eine inhibierende Wirkung auf
HIV-1. Im Gegensatz zum Interface-Peptid PI 27, welches in mit 0,1 pg transfizierten LC-5

und COS-7 Zellen einen deutlichen antiviralen Effekt bewirkte, jedoch keine inhibitorische
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Wirkung in COS-7 Zellen mit 1 pg pNL4-3 zeigte. Die Abb. 24 verdeutlicht die geringen
Unterschiede in der Aminoséduresequenz der Interface-Peptide P1 7, P1 26 und PI 27.

PI 26 TV S Y D L
i1
PI 7 TV SYZEL
11/101
PI 27 TV TYE L

Abb. 24 Sequenzvergleich der Interface-Peptide

Dunkelgrauer Kasten: gleiche Aminosédurereste an denselben Positionen aller Peptide.
Hellgrauer Kasten: gleiche Aminoséurereste an denselben Positionen zweier Peptide.
Pfeil: Aminosédureaustausch.

Obwohl sich PI 7 und PI27 nur in einer Aminosdureposition unterscheiden, wirken beide
Peptide unterschiedlich auf HIV-1. Im LC-5 Test konnte durch die Expression von PI 7 kein
antiviraler Effekt erreicht werden, PI 27 zeigte jedoch einen antiviralen Effekt. Im COS-7
Kotransfektionsversuch mit 0,1 pg pNL4-3 hemmten beide Peptide HIV-1. Bei
Kotransfektionsversuchen mit 1 pg pNL4-3 DNA wurde ein antiviraler Effekt fir P17
nachgewiesen. Die Expression von PI 27 hatte keinen Effekt auf HIV-1. Diese Unterschiede
zeigen, dass durch die Sequenzunterschiede teilweise nicht nur die Stirke des antiviralen

Effekts beeinflul3t wird, sondern manchmal auch die Art der Inhibition.

Die Auswirkung einzelner Aminosdureaustausche wird auch deutlich bei den Interface-

Peptiden PI 12 und PI 17 (Abb. 25).

PI 12 TV T Y K F
111/l
PI 17 TV T Y DF

Abb. 25 Sequenzvergleich von PI 12 und PI 17

Dunkelgrauer Kasten: gleiche Aminoséurereste an denselben Positionen aller Peptide.
Hellgrauer Kasten: gleiche Aminoséurereste an denselben Positionen zweier Peptide.
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Beide Peptide hatten in prokaryotischen Untersuchungen keinen inhibitorischen Einfluss auf
die virale Protease. In Kotransfektionsversuchen mit eukaryotischen Zellen zeigten sie aber
antivirale Effekte gegen HIV-1 im COS-7 und LC-5 System mit 0,1 pg pNL4-3, wobei PI 17
in LC-5 Zellen einen stirkeren antiviralen Effekt bewirkte. In mit 1 pg pNL4-3
kotransfizierten COS-7 Zellen bewirkte nur die Expression von PI 17 einen antiviralen Effekt,
fiir PI 12 konnte keine inhibitorische Wirkung nachgewiesen werden. Auch hier hat ein

Aminosidureaustausch einen starken Einfluss auf die Wirksamkeit.

Die weiteren untersuchten Interface-Peptide PI 5, PI 24 und PI 25 hatten in vorausgegangenen
Untersuchungen im prokaryotischen E. coli System die rekombinante virale Protease
gehemmt (Lieder, 1998). Der in dieser Arbeit nachgewiesene antivirale Effekt durch die
intrazelluldre Expression dieser Interface-Peptide in COS-7 war gleich den durch Expression
von PI 7 und PI 26 erzielten Werten. Die Abb. 26 zeigt den Vergleich der Peptidsequenzen
von PI 5, PI 24 und PI 25 mit der Sequenz des im biochemischen Test wirksamsten Peptids

PI 26.

PI 26 T VS Y DL
VIO
PI 25 Y EF S Y DL
NINRIN iy
PI 24 YE I S Y DL
ALYVTYV
PI 5 T I T Y K L

Abb. 26 Sequenzvergleich verschiedener Interface-Peptide

Dunkelgrauer Kasten: gleiche Aminoséurereste an denselben Positionen aller Peptide.
Hellgrauer Kasten: gleiche Aminosiurereste an denselben Positionen zweier Peptide.
Pfeil: Aminosédureaustausch.

C-terminal endet die Sequenz bei den Interface-Peptiden PI26, PI125 und PI24 mit
-SY D L-, nur die N-Termini unterscheiden sich. Die Peptidsequenz von PI5 endet
C-terminal hingegen mit -T Y K L-. Das inhibitorische Verhalten dieser Peptide gegen HIV-1
in den Kotransfektionsansétzen dhnelt sich. Auffillig ist nur der geringe antivirale Effekt von
PI126 im LC-5 Testsystem. Einzelne Aminosdureaustausche in der kurzen Peptidsequenz

haben einen entscheidenden Einfluss auf die Stirke und Art des antiviralen Effekts.
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5.6  Untersuchung des antiviralen Effekts

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnen Daten fiir die Interface-Peptid PI 7 und PI 26
zusammen mit Ergebnissen der biochemischen und prokaryotischen Untersuchungen, deuten
auf eine Hemmung der viralen Protease hin. Dementsprechend sollte die Prozessierung und
damit verbunden die Reifung der Viren inhibiert sein. Dieses wurde durch Infektionsstudien
mit MT-2 Zellen und Western-Blot Untersuchungen von Viren aus dem Uberstand

kotransfizierter COS-7 und LC-5 Zellen untersucht.

MT-2 Zellen konnen mit HIV-1 infiziert werden. Die Infektion und anschlieBende
Replikation von HI-Viren, die Synzytien induzieren, bewirkt bei MT-2 Zellen einen
zytopathischen Effekt. Es kommt im Verlauf der Infektion zur Verschmelzung von MT-2
Zellen und damit zu bldschenféormigen Gebilden, den sogenannten Riesenzellen. Die
Riesenzellbildung kann als MalBstab fiir die Infektiositdt und den Gehalt der Viren, die zur
Infektion eingesetzt wurden, herangezogen werden (Harada et al., 1985). Nach Infektion von
MT-2 Zellen mit virushaltigen Uberstinden kénnen deshalb Aussagen iiber den Gehalt an

infektiosen HI-Viren im Vergleich zu einer Positivkontrolle getroffen werden.

Die Untersuchungen zum Nachweis reifer, infektioser Viren durch Infektion von MT-2 Zellen
ergab einen geringen Gehalt infektioser Viren im Uberstand kotransfizierter Zellen. Die MT-2
Daten zeigten einen geringeren Gehalt an infektiosen Viren im Uberstand kotransfizierter
LC-5 Zellen als bei der Kontrolle (nur pNL4-3) an. Diese Aussage der Infektionsstudien
bestitigt die p24-ELISA-Werte fiir die Interface-Peptide P15, P1 12, P1 17, PI 24, PI1 25 und
PI 27. Ebenfalls wurde fiir die Interface-Peptide PI 7 und PI 26 ein Effekt nachgewiesen. Das
war sehr tiberraschend, da die Ergebnisse aus den p24-ELISA keine antivirale Wirkung
angezeigt hatten. Moglicherweise deutet diese Diskrepanz auf die Freisetzung von unreifen
Viren im LC-5 Zelltest hin, bewirkt durch die Expression der Peptide PI 7 und PI 26. Die
biochemischen und prokaryotischen Tests zusammen mit den MT-2 Ergebnissen deuten daher
fiir die Interface-Peptide PI 7 und PI 26 auf einen Mechanismus hin, der die Reifung von
Viruspartikeln unterbindet. Beide Peptide hemmen die rekombinante HIV-1 Protease und die
Uberstinde von Kotransfektionsversuchen in LC-5 Zellen enthalten nur wenig reife,
infektiose Viren. Die p24-Daten dieser Peptide aus den LC-5 Transfektionen zeigen dagegen
keine Anzeichen eines antiviralen Effekts gegen HIV-1. Dies kann womdoglich am

verwendeten Nachweis des p24 mittels ELISA liegen. Es besteht die Moglichkeit, dass der

93



Diskussion

ELISA nicht nur prozessiertes p24 nachweist, sondern auch p24 welches im Gag-
Vorlduferprotein unprozessiert vorliegt. Der Vorldufer ist wiederum Bestandteil unreifer
HI-Viren. Dies bedeutet, dass der ELISA zwar eine Aussagekraft hat in bezug auf den Gehalt
der Viren im Zellkulturiiberstand, aber mittels ELISA keine Aussage iiber reife oder unreife
Viren getroffen werden konnen. Durch den Nachweis von p24 und p55 im Western-Blot mit

humanem HIV-1 spezifischen Antiserum wurde diese Fragestellung untersucht.

Im Gegensatz zum p24-ELISA kann im Western-Blot zwischen p24 und p55 unterschieden
werden. Die Untersuchungen der verschiedenen Viruspriparationen zeigten keine Zunahme
der p55-Bande, die auf einen hohen Anteil unreifer Viren schlieBen ldsst. Die schwécheren
p24-Bandensignale der Ansédtze im Vergleich zur Viruskontrolle zeigen aber den geringeren
Gehalt an reifen Viren im Zellkulturiiberstand kotransfizierter Zellen an. Das Vorhandensein
von weniger Viren in den Zellkulturiiberstinden von Kotransfektionsanséitzen als bei der

Positivkontrolle (nur pNL4-3) zeigten auch die gemessenen p24-Werte im ELISA an.

Die Bandenintensitidt von p24 und p55 der Virusprédparationen aus den Zellkulturiiberstinden
kotransfizierter Zellen wies keine Unterschiede auf, die einen hohen Gehalt unreifer Viren
belegen konnte. Der geringe Gehalt an Viren in den Uberstinden Interface-Peptid
exprimierender Zellen konnte durch eine Behinderung der Viruspartikelbildung (virus
assembling) oder Virusfreisetzung (virus release) durch die Peptide bedingt sein. Die
enzymatisch aktive HIV-1 Protease ist notwendig fiir die effektive Freisetzung der

Viruspartikel aus der Zelle (Kaplan et al., 1994).

5.7  Der antivirale Effekt der Interface-Peptide

Die Auswertung der Daten der p24-ELISA, MT-2 Infektionsstudien und Western-Blot
Analysen zeigen, dass es bei den verwendeten Interface-Peptiden nicht den "antiviralen"
Effekt gibt. Die Ergebnisse deuten vielmehr darauf hin, dass die intrazelluldre Expression der
Peptide eine hemmende Wirkung auf sich neu bildende HI-Viren hat, der Mechanismus der
Inhibition sich aber von Peptid zu Peptid unterscheidet. Bei den Peptiden PI 7 und PI 26

konnte dieser Effekt auf der Hemmung der viralen Protease beruhen.
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5.8  Gezielte Verpackung nicht-viraler Proteine in HIV-1

Die Hemmung der viralen Enzyme Reverse Transkriptase und Protease bedingt das
Vorhandensein der Inhibitoren an dem Ort, an dem das virale Enzym aktiv ist. Wahrend die
Reverse Transkriptase nach der Infektion durch HIV in der infizierten Zelle das RNA-Genom
in ein ds-DNA Molekiil umschreibt, wird die virale Protease erst in der spiten Phase des
viralen Replikationszyklus im unreifen Viruspartikel aktiv (Kaplan et al., 1994). Durch die
intrazelluldre Expression von antiviralen Peptiden gegen die HIV-1 Protease konnten zwar
infizierte Zellen Inhibitoren gegen die Protease exprimieren, die Aufnahme der Inhibitoren in
neuentstehende Viruspartikel bleibt aber ungerichtet. Aus diesem Grund wurden
Untersuchungen zur gezielten Verpackung nicht-viraler Proteine in neu entstehende

Viruspartikel gemacht.

Die Assemblierung der Gag- und Gag-Pol Proteine zum Viruspartikel, mit der Verpackung
des RNA-Genoms findet an der Zytoplasmamembran statt (Huang etal., 1997). Die
Viruspartikel knospen aus den Zellen aus und werden dabei von der Wirtszellmembran
umhiillt, die die viralen Hiillproteine gp41 und gp120 enthilt (Coffin, 1996). Erst mit den
Prozessen der Assemblierung und des Ausbuddens kommt es zur autokatalytischen
Prozessierung der viralen Proteasemonomere. Der Ausbildung des enzymatisch aktiven
Proteasechomodimers folgt die Prozessierung der Vorlduferproteine Gag und Gag-Pol zu
viralen Strukturproteinen und Enzymen (Kaplan et al., 1994). Erst nach Durchlaufen dieser
Prozesse entstehen aus unreifen Viruspartikeln, reife infektiose HI-Viren (Kaplan et al., 1993;
Rose et al., 1995). Es handelt sich dabei um viruseigene Prozesse, die notwendig sind fiir die

virale Replikation. Aus diesem Grund bieten sie einen Ansatzpunkte fiir antivirale Therapien.

Eine Verhinderung der Ausbildung reifer, infektioser Viren durch die Hemmung der viralen
Protease durch Proteaseinhibitoren gehort inzwischen zur klinischen Standardtherapie. Die
Aufnahme der Proteaseinhibitoren erfolgt in der Regel oral. Nachteil dieser Applikationsform
ist die geringe biologische Verfiigbarkeit der Therapeutika. HIV-Patienten leiden oft unter
Magen-Darm-Erkrankungen, die die Aufnahme der Inhibitoren verschlechtern (Schieferstein,
2002). Der Inhibitor und die zu hemmende Protease treffen nur zufillig aufeinander. Der
Inhibitor muss aber im unreifen Viruspartikel vorliegen, um die Reifung verhindern zu

konnen.
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Die Verwendung von Interface-Peptiden zur Hemmung der Virusassemblierung und
Prozessierung konnte neue Therapiemdglichkeiten fiir die Zukunft bieten. Peptide konnen
intrazelluldar exprimiert werden und sind fiir gentherapeutische Anwendungen prinzipiell
geeignet. Damit konnten Probleme wie geringe Bioverfiigbarkeit durch geringe
Membrangingigkeit und Nebenwirkungen, die durch die orale Verabreichung und Aufnahme

der Inhibitoren tiber den Magen-Darm-Trakt entstehen, tiberwunden werden.

Aber auch bei der im ersten Teil der Arbeit beschriebenen intrazelluldiren Expression
antiviraler Peptide gegen die virale Protease kommen die rekombinant exprimierten
Inhibitoren und das virale Enzym nur ungerichtet in Kontakt miteinander. Aus diesem Grund
untersuchen verschiedene Arbeitsgruppen die gerichtete Aufnahme antiviraler Peptide in
neuentstehende Viruspartikel. Ein Beispiel sind chimédre Vpr-Aminosduresequenzen mit
Interface-Peptiden, die zur gezielten Prédsentation der antiviralen Peptide in Viruspartikel

fithren (Cartas et al., 2001).

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen zum Transport intrazelluldr exprimierter
nicht-viraler Proteine zur Zytoplasmamembran, dem Ort der Virusassemblierung und zur
gezielten Verpackung in Viruspartikel durchgefiihrt. Als leader-Sequenz fiir eine Verpackung
wurde das virale Gag-Protein gewdhlt. Gag wurde zum einen fiir die Untersuchungen
verwendet, da es alle notwendigen Eigenschaften fiir eine Verpackung in Viruspartikel
aufweist und zum anderen das Substrat der viralen Protease ist. Die schematische Zeichnung
in der Abb. 27 zeigt die autokatalytische Prozessierung der viralen Protease aus Gag-Pol,
sowie die Prozessierung von Gag-Pol und Gag Vorlduferproteinen (Abb. 27 A). Die Fusion
nicht-viraler Sequenzen C-terminal an das Gag-Protein konnte die fusionierte Sequenz nicht
nur in das Viruspartikel bringen, sondern auch in die unmittelbar Néhe der viralen Protease

(Abb. 27 B).
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) a. P.: Autokatalytische Prozessierung der
Proteasemonomere aus dem

Vorlduferprotein in trans

| MA CA NC | PR RT NT |
Gag-Pol Vorlduferprotein X a. P. X
| MA CA NC | PR RT NT |

Prozessierung von Gag-Pol durch die Protease

MA | CA INC [ pet| PR | RT RNaseH || INT
02

Gag (p5)5)

| MA CA NC p6)

l Prozessierung von Gag durch die Protease

A | CA [[NCips

p2  pl
B)
| MA CA NC | PR RT NT |
| MA CA NC Gag-Fusionsprotein
| MA CA NC | PR RT NT |

Evtl. Inhibition der autokatalytischen Freisetzung
der Proteasemonomere durch Interaktion von
Peptidsequenzen der Gag-Fusionsproteine mit
der Proteasesequenz im Gag-Pol Protein

Abb. 27 Schema der Prozessierung von Gag und Gag-Pol mit der Modellvorstellung
des Gag-Fusionsproteins

MA: Matrixprotein; CA: Capsidprotein; NC: Nukleokapsidprotein; p6: Linkerprotein; p6 :

Transframeprotein; p2 und pl: kurze Spacerproteine; PR: Protease; RT: Reverse Transkriptase; INT:
Integrase.

Fiir eine spétere Kombination von viralen /eader-Sequenzen mit Interface-Peptiden gegen die
HIV-Protease konnte die Nédhe zur Proteasemonomersequenz im Gag-Pol Rahmen evtl. die

autokatalytische Prozessierung der viralen Protease verhindern.
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Anstelle der antiviral wirksamen Interface-Peptide wurde EGFP fiir die Untersuchung der
Verpackung benutzt. Neben dem Gag“*®-EGF-Protein wurde noch ein Fusionsprotein
verwendet (Myr -EGFP), das als leader-Sequenz, nur die ersten 31 Aminosiuren des Matrix-
Proteins (MA) enthilt. Dieser Abschnitt des MA-Proteins, welches selbst N-terminaler
Bestandteil des Gag-Vorlduferproteins ist, enthdlt das Signal fiir die posttranslationale
Mpyristilierung und eine Doméne basischer Aminosduren, die wichtig ist fiir die Anlagerung
an die Zytoplasmamembran. Durch Myr -EGFP sollte untersucht werden, ob dieser Bereich,
der auch bei Gag und Gag-Pol-Proteinen fiir den Transport und die Anlagerung an die
Zellmembran verantwortlich ist, ausreicht fiir eine Verpackung in Viruspartikel. Als Kontrolle
diente EGFP. Die Proteine wurden durch Expressionsvektoren intrazelluldr exprimiert. Die in
dieser Arbeit verwendeten Expressionsvektoren wurden erstmals 1999 am Deutschen
Primatenzentrum kloniert (Strom, 1999). Die Verwendung dieser Expressionsplasmide war
im LC-5 Zellsystem nicht zu friedenstellend. Das Gag-Fusionsprotein wurde nur sehr
schwach exprimiert und im Western-Blot lief die Myr -EGFP Bande unterhalb von EGFP.
Aus diesen Griinden wurden die Vektoren im Rahmen dieser Arbeit noch einmal hergestellt.
Das Laufverhalten von Myr -EGFP zu EGFP war bei den neu hergestellten Vektoren wie bei
den getesteten Expressionsplasmiden von Strom (1999), d.h. Myr'-EGFP lief unterhalb der
EGFP-Bande. Durch eine erneute Sequenzierung der Klone konnte eine Verwechslung und

ein Stopp-Codon im Leserahmen von Myr'-EGFP ausgeschlossen werden.

Durch Transfektion der Expressionsvektoren in LC-5 Zellen und die Untersuchung durch
Fluoreszenzmikroskopie und Western-Blot mit EGFP-Antikorpern und humanem HIV-1
spezifischen Antiserum wurde eine unterschiedliche Lokalisation der verschiedenen
EGF-Proteine in den Zellen nachgewiesen. Fluoreszenzaufnahmen EGFP exprimierender
LC-5 Zellen zeigten eine Fluoreszenz von EGFP iiber die Zelle. Fiir Myr -EGFP
exprimierende Zellen wurde das EGF-Fusionsprotein zwar auch in der gesamten Zelle
nachgewiesen aber im Gegensatz zu EGFP war es stiarker membranassoziiert. Im Gegensatz
dazu wiesen Gag*"®-EGFP exprimierende Zellen starke lokale Fluoreszenzsignale an der
Zytoplasmamembran auf. Fir Gag ist bekannt, dass sich Gag-Molekiile an der
Zytoplasmamembran zu sogenannten 'rafts” (FloBen) und "barges”, raft-dhnlichen
Membranmikrodoménen zusammenlagern (Lindwasser et al., 2001). Die Deletion von p6 des
Gag-Polyproteins hat keine Auswirkung auf die Ausbildung von '"rafis” an der
Zytoplasmamembran (Lindwasser et al., 2001). Die starken lokalen Fluoreszenzsignale an den

Ap6

Zytoplasmamembranen Gag™ -EGFP exprimierender LC-5 Zellen weisen auf solche
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Zusammenlagerung hin. Fiir die ersten 31 Aminosduren des MA-Proteins, mit der
Aminosdure Glycin an Position 2, welche nach Entfernung der ersten Aminosdure
posttranslational myristiliert wird und der basischen Aminosduredomaine ist beschrieben, dass
diese Sequenz fiir den Transport und die Bindung von Gag und Gag-Pol an die
Zytoplasmamembran wichtig ist (Zhou et al., 1994). Das Myr -EGFP lagerte sich aber nicht
nur an der Zytoplasmamembran an, sondern z.B. auch an der Membran des Zellkerns. Der
Transport an die verschiedensten zelluliren Membranen kann an der Deletion des C-Terminus
des MA-Proteins liegen. Fiir diesen Teil konnte gezeigt werden, dass er einen Einfluss auf die
Transportrichtung von Gag hat (Ono et al., 2000a).

Die Fluoreszenzaufnahmen wiesen auch Unterschiede in den Expressionsstirken der
verschiedenen EGF-Proteine nach. Diese Unterschiede in der Expression wurden durch die
Western-Blot Untersuchungen mit EGFP-Antikorpern bestétigt. 24 h nach der Transfektion
konnten Gag*"*-EGFP, Myr'-EGFP als auch EGFP in der Zytosolfraktion detektiert werden.
Fiir EGFP wurden die stirksten Bandensignale detektiert, die Bandenstirken von Myr -EGFP
waren schwicher und das Gag'™*-EGFP Bandensignal noch schwicher. In der
Membranfraktion konnten nur schwache Banden an EGFP nachgewiesen werden, hier waren
die Banden von Myr'-EGFP deutlich stirker und die Gag"**-EGFP Bande war von der Stiirke
vergleichbar mit EGFP, obwohl GagAp6-EGFP viel geringer exprimiert wurde.

Im Gegensatz zu den Fluoreszenzaufnahmen, wo Gag"P®-EGFP deutlich an der
Zytoplasmamembran nachgewiesen wurde, wies der Western-Blot mit EGFP-Antikorper nur
wenig EGFP mit den viralen leader-Sequenzen Gag"*® nach. Dies lisst auf einen Transport an
die Zytoplasmamembran schlieBen, wobei der Western-Blot zeigt, dass es noch nicht zu einer
Interaktion mit der Membran kam. Im Zellkulturtiberstand konnte 24 h nach Transfektion der
verschiedenen Expressionsvektoren keine EGF-Proteine im Western-Blot nachgewiesen

werden.

5.9  Einfluss der viralen leader-Sequenzen auf die Lokalisation von EGFP

Die zelluldre Lokalisation der verschiedenen EGF-Proteine wurde durch die Kotransfektion
verschiedener Mengen des molekularen HIV-1 Klons pNL4-3 nicht verdndert. Auch in
Western-Blot Untersuchungen der Zytosolfraktionen 48 h nach Kotransfektion von LC-5

Zellen wurden alle drei EGFP-Varianten nachgewiesen, die Bandenstirke nahm auch hier
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wieder von EGFP iiber Myr"-EGFP nach Gag™®-EGFP ab. Durch den Western-Blot mit
humanem HIV-1 spezifischen Antiserum konnte gezeigt werden, dass mit Verringerung der
Menge des transfizierten molekularen HIV-1 Klon pNL4-3, die Expression viraler Proteine in
der Zytoplasmafraktion abnahm. Im Gegensatz dazu stieg die nachgewiesene Menge von
Gag*"®-EGFP an. Der Nachweis, dass die transfizierte pNL4-3 Menge in Korrelation zur
Virusproteinexpression stand, konnte auch fiir die Membranfraktion erbracht werden. Auch in
der Membranfraktion stieg der Gehalt von Gag""*-EGFP mit Verringerung der transfizierten
Menge pNL4-3 an. Im Gegensatz zur Zytosolfraktion konnte hier fiir Myr -EGFP und nicht
fir EGFP das stirkste Bandensignal detektiert werden. Auch fiir Gag"**-EGFP war das
Bandensignal stirker als in der Zytosolfraktion. Die Unterschiede in den verschiedenen
Membranfraktionen zeigen deutlich eine Verdnderung in der Lokalisation der EGF-Proteine
mit viraler /eader-Sequenz gegeniiber EGFP auf. Wiahrend EGFP in der gesamten Zelle
vorliegt, sind die Proteine mit viraler /eader-Sequenz eher Membran-assoziiert. Ob diese
Assoziation mit der Membranfraktion auch eine Aufnahme der EGF-Proteine in
neuentstehende Viruspartikel bewirkt, wurde durch Western-Blot Untersuchung von
Viruspriparationen mit EGFP-Antikorper und humanem HIV-1 spezifischen Antiserum
nachgewiesen.

Im Gegensatz zur Kontrolle (Gag™™*-EGFP allein), fiir die kein EGF-Fusionsprotein im
Zellkulturiiberstand nachgewiesen werden konnte, wurden sowohl in den Kontrollansétzen
mit pMyr-EGFP als auch pEGFP die entsprechenden EGF-Proteine nachgewiesen. Das
Gag"*°-EGFP-Bandensignal in den Viruspréparationen der verschiedenen
Kotransfektionsansédtze war schwach. Statt dessen wurde ein starkes Bandensignal fiir ein
Protein detektiert, dessen Lauthhe im Bereich von EGFP lag, d.h. es kam zur Prozessierung

APS_EGF-Fusionsproteins. Dies zeigt die Verpackung von Gag**°-EGFP in

des Gag
neuentstehende Viruspartikel, in denen die virale Protease enzymatisch aktiv wird. Da in
keiner der zelluldren Fraktionen eine Prozessierung des Fusionsproteins nachgewiesen wurde,
deutet der Nachweis auf eine Prozessierung durch die HIV-1 Protease hin.

Die in den Viruspriparation der Myr -EGFP Kotransfektionsansitze nachgewiesenen
stirkeren Bandensignal im Vergleich zur Kontrolle Myr'-EGFP lassen auch hier den
Riickschluss auf eine Verpackung zu. Interessanter Weise ist das Bandensignal von
Myr -EGFP bei geringerer Virusbildung stirker als bei hoher Virusbildung. Die
Bandensignale von EGFP belegen eine Aufnahme in die Viruspartikel. Mit Zunahme der

Virusbildung steigt auch die Bandenstiarke an. Aufgrund der starken Expression und gleich
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mifBigen Verbreitung von EGFP in der gesamten Zelle, kann fiir EGFP eher von einer

zufilligen Aufnahme und Verpackung in die Viruspartikel ausgegangen werden.

5.10 Virale leader-Sequenzen zur Verpackung nicht-viraler Proteine in HI-Virionen

Durch die Fusion von EGFP an die virale leader-Sequenzen Gag™*® bzw. Myr™ wiesen die
Proteine eine andere intrazelluldre Lokalisation im Vergleich zum EGFP Kontrollprotein auf.
Wihrend fiir EGFP im Western-Blot starke Banden in den Zytosolfraktionen transfizierter
Zellen nachgewiesen wurden, zeigten sich fiir die Fusionsproteine stidrkere Banden in den
Membranfraktionen. Durch Fluoreszenzaufnahmen transfizierter LC-5 Zellen konnte gezeigt

A% pzw. Myr~ an der

werden, dass sich EGFP mit viraler /leader-Sequenz Gag
Zytoplasmamembran anlagert. Diese experimentellen Daten belegen, dass durch die viralen
leader-Sequenzen intrazelluldr exprimierte nicht-virale Proteine zur Zytoplasmamembran
dirigiert werden konnen, dem Ort der Virusassemblierung. Durch Western-Blot
Untersuchungen mit Viruspartikeln aus dem Zellkulturiiberstand kotransfizierter LC-5 Zellen
konnten Gag"*°-EGFP, Myr'-EGFP und EGFP nachgewiesen werden. Das in Viruspartikel

verpackt Gag*"®

-EGFP wurde durch die virale Protease stark prozessiert. Es war deutlich
mehr durch Prozessierung abgespaltenes EGFP nachweisbar als Fusionsprotein GagAp6—EGFP.
Dies zeigt, dass durch die Fusion an die virale Gag-Sequenz, dass nicht-virale Protein in die
unmittelbare Nihe der viralen Protease gelangt. Die Verwendung von Gag'*® als virale
leader-Sequenz zur Verpackung von intrazelluldr exprimierten inhibitorischen Peptiden der

HIV-Protease bietet sich aufgrund der Ergebnisse dieser Untersuchung an.

5.11 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Kotransfektionsexperimente zur Untersuchung
des antiviralen Effekts intrazellular exprimierter Interface-Peptide gegen HIV-1 und zur
Verpackung nicht-viraler Proteinsequenzen in HI-Virionen haben gezeigt, dass es zur

Hemmung von HIV-1 und zur Verpackung nicht-viraler Proteine in Viruspartikel kam.
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Die verwendeten in vitro Systeme eignen sich zum Nachweis eines antiviralen Effekts
intrazelluldr exprimierter Peptide gegen HIV-1. Durch die Verwendung eines transienten
Kotransfektionssystems konnen Wirkungen und Effekte der Interface-Peptide jedoch nur {iber
einen kurzen Zeitraum beobachtet werden. Aus diesem Grund ist die Etablierung
stabiltransfizierter Zelllinien geplant, die es ermoglichen die Peptide {iber einen lidngeren
Zeitraum zu exprimieren. Die Verwendung stabiltransfizierter Zelllinen erlaubt die
Durchfiithrung von Langzeitstudien und Tests gegen die verschiedensten Virusisolate. Mit
diesen geplanten Untersuchungen kann gezeigt werden ob Resistenzen gegen diesen
Inhibitortyp vorhanden sind oder auftreten. Neben der Etablierung permanenter Zelllinien ist
die Etablierung eines direkten Nachweisverfahrens fiir die Interface-Peptide geplant. Durch
den direkten Nachweis der Interface-Peptide konnen die Wirkmechanismen gegen HIV-1 in

folgenden Untersuchungen weiter charakterisiert werden.

Die Verpackung nicht-viraler Proteine in neu entstehende Viruspartikel konnte im Rahmen
dieser Arbeit nachgewiesen werden. Es ist geplant, nach der Etablierung -eines
Nachweissystems fiir die Peptide, Vektoren zur intrazelluliren Expression von
Interface-Peptiden mit viraler /eader-Sequenz herzustellen. In weiteren Versuchen soll dann
geklart werden, zu welchen Effekten es gegen HIV-1 durch direkte Verpackung der

Inhibitoren kommt.
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6. Zusammenfassung

Das Ziel der Arbeit war die Identifizierung von intrazelluldr exprimierten Peptidsequenzen,
die die Proteaseaktivitit und damit verbunden die HIV-Replikation inhibieren, und die
Etablierung eines Verfahrens, mit dem intrazellulir exprimierte Peptide gezielt in neu
gebildete Viren eingeschleust werden konnen, um an den Ort zu gelangen, an der die Protease

aktiv ist.

Gegen die zur Zeit verwendeten Proteaseinhibitoren des aktiven Zentrums kommt es schnell
zur Ausbildung von Resistenzen. Die Beschreibung neuer Inhibitoren ist daher notwendig fiir
die weitergehende Hemmung der HIV-1 Protease in der Therapie. Das Problem der
untersuchten Peptide, die attraktive Alternativen zu bestehenden Inhibitoren sein koénnen, ist
deren geringe Bioverfligbarkeit. Diese kann in der Zukunft méglicherweise durch den Einsatz
gentherapeutischer Methoden iiberwunden werden. Daher sollten peptidexprimierende
Vektoren charakterisiert werden, deren Aktivitit die Vermehrung von HIV-1 inhibiert. Im
weiteren sollte ein Verfahren erarbeitet werden, mit dem solche intrazelluldr exprimierten
Peptide gezielt zu ihrem Wirkungsort, den unreifen neugebildeten Viren transportiert werden

konnen.

Es wurden verschiedene Expressionsvektoren identifiziert, von denen ausgehend die
Replikation von HIV-1 inhibiert wird. Die inhibierende Aktivitit wurde in zwei
verschiedenen in vitro Systemen untersucht. Die dabei erzielten Ergebnisse lassen darauf
schlieBen, dass der beobachteten Inhibition unterschiedliche Mechanismen zugrunde lagen.
Bei einigen der untersuchten Peptide liegt der inhibierenden Wirkung mit hoher
Wabhrscheinlichkeit eine Wechselwirkung mit der Protease zugrunde. Ob es sich dabei jedoch
um Interaktionen mit der Interface Region handelt, muss in weiteren Untersuchungen gekléart
werden. Bei anderen Peptiden sind es mit hoher Wahrscheinlichkeit von der viralen Protease
unabhingige Faktoren, die fiir die Inhibition verantwortlich sind. Die Aufklarung dieser

Faktoren muss weiteren Arbeiten vorbehalten bleiben.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein spezifischer Aspekt des Drug Delivery untersucht. Es
wurde der Frage nachgegangen, wie ein Peptid nach intrazelluldrer Expression an seinen
Wirkungsort innerhalb des Virus gelangen kann. Es konnte gezeigt werden, dass unter
Ausnutzung viraler Mechanismen Peptidsequenzen gezielt in neu entstechende Viruspartikel
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eingeschleust werden konnen. Die Fusion der peptidexprimierenden Sequenz erméglichte es,
dass das Fusionsprotein integraler Teil des neu entstehenden Kapsids innerhalb des umhiillten
Virus wurde. Die zusitzliche Insertion einer Schnittstelle fiir die virale Protease ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit dafiir verantwortlich, dass das Fusionsprotein prozessiert und das Peptid
freigesetzt wurde. Um diese Prozesse anschaulich und eindeutig zu dokumentieren, wurden
die entsprechenden Versuche mit dem EGFP durchgefiihrt. Die Ubertragung dieses
Transportmechanismus auf die antiviral wirksamen, intrazelluldr exprimierten Peptide war
allerdings noch nicht moglich, da es zur Zeit keine Moglichkeit gab, die Einschleusung der
Peptide in die Viren eindeutig nachzuweisen. Es sind deshalb Versuche geplant,
entsprechende Nachweismethoden zu etablieren und die Aufnahme von Interface-Peptiden in

sich neu bildende Viren in Zukunft zu untersuchen.
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danke ich fiir das nette Arbeitsklima, die gute Zusammenarbeit und Hilfsbereitschaft.
Besonders natiirlich Frau Karin Giller, Frau Evelyn Meyer, Frau Corinna Boike und Herrn
Alexander Strom.

Bei Herrn Dr. Oliver Ast bedanke ich mich fiir die gute Zusammenarbeit auf dem weiten Feld
der Proteaseforschung. Frau Dr. Claudia Goldmann danke ich vor allem fiir ihre
Hilfsbereitschaft und viele nette Gesprache.

Frau Angelika Jurdzinski, Kerstin Fuhrmann, Alexander Marten und den restlichen "Maidels"
meiner neuen Arbeitsgruppe danke ich fiir das tolle Arbeitsklima und die mir gewéhrte
Unterstiitzung.

Frau Dr. Martina Blaschke danke ich fiir [hr Bemiihen aus dem Text die kleinen Fehler des
Tippers zu eliminieren. Bei Herrn Dr. Bernhard Kusian bedanke ich mich fiir die Hilfe beim

Druck der Arbeit.

Dank schulde ich auch meiner Tochter Nele fiir Ihr Verstindnis, dass sie mich trotz Threr
Aussagen: "Papa muss nicht zur Arbeit" hat doch gehen lassen und Dani fiir ihre Hilfe.

AbschlieBend gebiihrt meinen Eltern ein groBer Dank, denn ohne Ihr Vertrauen und Ihre
Unterstiitzung hitte ich dieses Ziel nicht erreicht.
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Anhang

Name:

Geburtstag, -ort:
Familienstand:
Staatsangehorigkeit:

Mai 1989:
Juni 1989-Oktober 1990:
September 1990-Juli 1992:

Oktober 1992-1998:

Oktober 1994
Februar 1997:

Marz 1997-April 1998:

Juli 1998-Juni 2001:

seit Juli 2001:

Lebenslauf

Kai Lieder

30.01.1969, Wolfenbiittel
verheiratet, eine Tochter
deutsch

Abitur am Gymnasium "Grof3e Schule" in Wolfenbiittel
Grundwehrdienst bei der Marine in Flensburg

Ausbildung zum staatlich anerkannten Biologisch-technischen
Assistenten an der Berufsfachschule Dr. Morgenstern in
Braunschweig

Studium der Biologie an der Georg-August-Universitit,
Gottingen

Vordiplompriifung

Miindliche Diplompriifungen im Hauptfach Mikrobiologie und
den Nebenfiachern Biochemie und Organische Chemie

Anfertigung der experimentellen Diplomarbeit am Deutschen
Primatenzentrum, Abt. Virologie und Immunologie bei Herrn
Prof. Dr. G. Hunsmann mit dem Thema: Untersuchungen zur
Wirksamkeit intrazelluldr exprimierter HIV-1 spezifischer
Proteaseinhibitoren

Doktorand am Deutschen Primatenzentrum, Abt. Virologie und
Immunologie bei Herrn Prof. Dr. G. Hunsmann. Beginn der
Anfertigung der vorliegenden Arbeit mit dem Thema:
Interface-Peptide der viralen Protease von HIV-1 als
gentherapeutisch einsetzbare antivirale Substanzen

Wissenschaftlicher Mitarbeiter in der Abt. Reproduktions-
biologie in der Arbeitsgruppe Ovarphysiologie bei Frau Prof.
Dr. A. Einspanier
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