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1. EInleitung

1. Einleitung

1.1 Humanes Immundefizienz-Virus

1.1.1 Entdeckung und Geschichte von HIV

Die ersten Ausbriiche der Immunschwacheerkrankung AIDS (engl. ,, Acquired Immune Deficiency
Syndrome”) in der Homosexuellenszene in Kalifornien, USA zu Beginn der 1980er Jahre (1) waren
gleichzeitig auch die Geburtsstunde der HIV Forschung. Es dauerte nur knapp zwei Jahre bis ein
Virus als Verursacher der Erkrankung gefunden wurde. Francoise Barré-Sinoussi und Luc
Montagnier vom franzosischen Institut Pasteur in Paris war es 1983 gelungen Virionen zu isolieren
und im Labor zu kultivieren. Sie beschrieben das neue Virus als eng mit dem Humanen T-
lymphotrophen Leukdamie Virus | (HTLV-I) verwandt, grenzten diese jedoch klar voneinander ab, da
die entnommenen Antikérper aus dem Serum des untersuchten, infizierten Patienten zwar mit
Proteinen von HTLV-Il reagierten, jedoch typen-spezifische Antiseren von HTLV-I nicht zu einer
Prazipitation mit den Proteinen des Virusisolates flihrten. Daher definierten sie das Virus als ein
vollig neuartiges Retrovirus (2).

Allerdings war die franzosische Arbeitsgruppe nicht alleine mit ihrer Entdeckung. Auch der
amerikanische Wissenschaftler Robert Gallo vom National Institute of Health in Bethesda,
Maryland, USA beanspruchte den Ruhm der Neuentdeckung des Virus fir sich. Er schrieb in einer
Publikation, die nicht nur im gleichen Jahr, sondern zudem in derselben Ausgabe des Science
Journals veréffentlicht wurde, wie auch die Funde von Barré-Sinoussi und Montagnier, von einem
neuartigen Virus, welches er als neues Mitglied der HTL-Viren charakterisierte und als Ursache fiir
AIDS bezeichnete (3).

Am 23. April 1984 trat Robert Gallo zusammen mit der damaligen Gesundheitsministerin der USA
bei einer Pressekonferenz auf die Biihne und erklarte HIV/AIDS den Kampf und sich zum Entdecker
des Krankheitserregers. Er sprach davon, innerhalb der nachsten zwei Jahre einen Impfstoff
entwickeln zu wollen, um die Krankheit besiegen zu kbnnen. Wie wir heute wissen, kam alles
anders, Gallo kdmpfte im Rechtsstreit mit Montagnier, um die Anerkennung und bis zum heutigen
Tage ist es nicht gelungen einen Impfstoff oder gar ein Heilmittel gegen HIV zu entwickeln.

Da es zu Beginn der HIV-Forschung noch keine einheitliche Nomenklatur gab, tauchten zu dieser
Zeit einige Bezeichnungen fiir das Virus auf, welche mehr oder weniger Verwendung fanden.
Neben LAV fir Lymphadenopathie-assoziiertes Virus und HTLV-III, waren auch Namen wie ARV fir
AIDS-related Virus oder IDAV fir Immundefizienz-assoziiertes Virus im Umlauf. Aus diesem Grund
wurde 1986 in einem Artikel des Nature Magazins dazu aufgerufen den Namen Humanes
Immundefizienz Virus (HIV) einheitlich zu verwenden. Begriindet wurde die Namensgebung

anhand der tblichen Nomenklatur fiir Retroviren, die an erster Stelle den Wirtsorganismus stellt,
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1. EInleitung

in diesem Falle den Menschen (engl. ,human®), im Anschluss steht eine der pathogenen
Haupteigenschaften, also Immundefizienz, und daran wird das Wort Virus angehangt (4).

Insgesamt rund 25 Jahre nach der urspriinglichen Entdeckung von HIV wurden Francoise Barré-
Sinoussi und Luc Montagnier 2008 hierfiir der Nobelpreis fir Medizin verliehen. Robert Gallo
wurde dabei nicht bericksichtigt, was in der Virologen-Gemeinschaft damals bis heute sehr

gemischt aufgenommen wurde (5,6).

1.1.2 Epidemiologie von HIV

HIV ist es gelungen, sich aufgrund seiner besonderen Charakteristika pandemisch auf der
gesamten Welt auszubreiten und zu manifestieren. In diesem Teil der Dissertation soll die
Epidemiologie des Virus genauer beleuchtet werden. Hierbei soll Aufschluss tber die globale
Verbreitung, die méglichen Ubertragungswege des Virus, den Krankheitsverlauf nach HIV Infektion,

aber auch den Ursprung von HIV gegeben werden.

1.1.2.1 Klinische Pravalenz, Inzidenz und Mortalitdtsrate der HIV Infektion

Laut aktuellsten Informationen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) waren im Dezember 2018
weltweit rund 37,9 Millionen Menschen mit HIV-1 infiziert. Dies entspricht einer Pravalenz von
0,8 % in der Bevolkerungsgruppe der 15- bis 49-Jahrigen. In 2018 kam es zu insgesamt rund
1,7 Millionen Neuinfektionen mit HIV, wahrend schatzungsweise 0,77 Millionen Menschen an den
Folgen der AIDS Erkrankung verstarben. Im Vergleich zu 2010 ist hierbei die Zahl der Menschen, die
mit HIV leben um 20 % gestiegen. Dieser Anstieg ist jedoch vor allem auf die durch die effektive
antiretrovirale Therapie stark verminderte Mortalitatsrate und weniger auf eine erhéhte Inzidenz
zurlUckzufiihren. Seit 2010 kam es jahrlich zu 33 % weniger HIV/AIDS basierten Todesféllen,
wahrend die Anzahl der Neuinfektionen pro Jahr im Vergleichszeitraum nur um rund 16 %
zurlickgegangen ist (7).

Bei einem Blick auf die weltweite Verteilung der HIV infizierten Menschen féllt auf, dass fast zwei
Drittel auf dem afrikanischen Kontinent beheimatet sind (Abbildung 1). Jedoch sind die Zahlen fir
die Inzidenz und die Mortalitdtsrate in Afrika seit 2000 insgesamt riickldufig. Wohingegen in den
WHO Regionen Europa und Ostliche Mittelmeerregion (welche vor allem das nordéstliche Afrika
bis Pakistan umfasst) die Zahl an Neuinfektionen im gleichen Zeitraum um 18 % bzw. 31 %

gestiegen ist (7).
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A - Weltweite Privalenz der HIV-1 Infektionen 2018

B - 37,9 Mio. Menschen leben weltweit mit HIV-1

Bl Afrika (25,7 Mio.)
Bl Amerika (3,5 Mio.)
Sidostasien (3,8 Mio.)
Europa (2,5 Mio.)
Westliche Pazifikregion (1,9 Mio.)

Ostliche Mittelmeerregion (0,4 Mio.)

Abbildung 1. Weltweite Pravalenz der HIV-1 Infektionen 2018. (A) Laut WHO betragt die weltweite Pravalenz von
HIV-1 Infektionen in (%) bei 15- bis 49-J4hrigen 0,8 [0,6-0,9]; unterteilt in die einzelnen WHO Regionen: Ostliche
Mittelmeerregion (hellgelb: 0,1 [<0,1-0,1]), Westliche Pazifikregion (gelb: 0,1 [0,1-0,2]), Sidostasien (hellorange: 0,3
[0,2-0,4]), Europa (orange: 0,4 [0,4-0,5]), Amerika (hellrot: 0,4 [0,4-0,5]) und Afrika (rot: 3,9 [3,3-4,5]) (7). (B) Das
Kuchendiagramm zeigt den Anteil Menschen aller Altersgruppen, die mit einer HIV-1 Infektion leben, nach WHO
Region. Weltweit leben rund 37,9 Mio. Menschen mit HIV-1. Die Abbildung wurde teils von der WHO lbernommen
und angepasst (A) bzw. mithilfe von durch die WHO veroffentlichten Zahlen selbst angefertigt (B) (7).

Die WHO verfolgt mit groRem Nachdruck das ,90-90-90“-Ziel, wonach bis zum Jahr 2020
insgesamt 90 % aller HIV Infizierter Gber ihren Status informiert sein sollen. Davon sollen weitere
90 % die antiretrovirale Therapie erhalten und bei wiederum 90 % der unter Therapie stehenden
Patienten die Virusmenge unterhalb der Nachweisgrenze sein. So kdnnte die Pandemie unter
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Kontrolle gebracht werden. Der aktuelle Stand dieses Zieles in 2018 lautet ,, 79-78-86", es gilt also
in allen Regionen der Welt weiterhin fir mehr Aufklarung und Unterstiitzung zu sorgen, um dieses

ambitionierte Ziel noch erreichen zu kdnnen (8,9).

1.1.2.2 Ubertragung von HIV

HIV lasst sich in bestimmten Korperfliissigkeiten wie Blut, Vaginal-, Rektal- und Samenflissigkeit,
sowie Muttermilch von HIV positiven Menschen nachweisen. Daher gibt es verschiedene
Transmissionsrouten, Uber die es durch Kontakt von kontaminierten Korperfliissigkeiten mit
Schleimhauten, offenen Wunden oder Injektion direkt in die Blutbahn zu einer HIV Infektion
kommen kann (10). Die grofRte Gefahr besteht hierbei vor allem bei ungeschiitztem analen oder
vaginalen Geschlechtsverkehr mit einer HIV positiven Person (10). Eine erfolgreiche antiretrovirale
Therapie der HIV Infektion, wodurch sich die Viruslast des Patienten unter der Nachweisgrenze
befindet, verringert die Ubertragungsrate bei Paaren mit unterschiedlichem serologischen Status
deutlich (11,12). Besonders hohes Risiko besteht auch fir Personen, die sich beim Drogenkonsum
beispielsweise Spritzen oder Nadeln teilen, die zur Injektion der Drogen dienen (10). Zu Beginn der
HIV/AIDS Pandemie, als die genauen Ubertragungswege noch nicht bekannt waren, bestand zudem
ein hohes Risiko sich durch Bluttransfusionen oder bei Organtransplantationen mit HIV zu
infizieren. Heutzutage werden alle Blutkonserven streng kontrolliert und entsprechend auf HIV und
andere Krankheitserreger getestet, um die Infektion Uber diese Transmissionsroute nahezu
ausschlieBen zu kénnen (10). Bei HIV positiven Miittern besteht wahrend der Schwangerschaft, bei
der Geburt, sowie beim Stillen des Siuglings die Gefahr einer Ubertragung der HIV Infektion auf
das Kind. Das Risiko einer solchen Transmission kann durch entsprechende Therapie der Mutter

stark minimiert werden (10).

1.1.2.3 Krankheitsverlauf bei HIV/AIDS

Vom Zeitpunkt des urspriinglichen Erstkontaktes mit HIV und der damit einhergehenden Infektion
bis hin zum Ausbruch der Krankheit AIDS und dem Tod des Infizierten dauert es ohne Behandlung
im Durchschnitt 8-10 Jahre (Abbildung 2). Der Verlauf der HIV Infektion kann in drei Phasen
unterteilt werden. Der Zeitraum direkt nach der Infektion bis ungefdahr 6-9 Wochen danach
bezeichnet man als akute Phase. Hierbei etabliert sich die Infektion im Korper des Infizierten,
wodurch sehr hohe Viruslasten von (ber 106 Kopien der HIV RNA im Blut mittels RT-PCR
nachgewiesen werden konnen (13). Diese Phase der akuten Infektion flihrt zu einem ersten starken

Einbruch der Anzahl der von HIV infizierten CD4+ T-Lymphozyten. Die am haufigsten auftretenden
-4 -
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Anzeichen dhneln typischen Grippe Symptomen wie Fieber, geschwollenen Lymphknoten oder
Hautausschldagen. Aufgrund dieser sehr unspezifischen Symptomen kann eine HIV Infektion nicht
ohne einen entsprechenden Test nachgewiesen werden. Hierbei kdnnen die HIV RNA oder das
Gag-p24 Antigen im Blut mittels RT-PCR bzw. p24-ELISA, sowie vom Immunsystem gebildete
Antikorper, jedoch erst rund 6-8 Wochen nach Beginn der Infektion, mithilfe eines HIV-

Antikorpertests nachgewiesen werden (13).
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Abbildung 2. Schematischer Verlauf einer HIV Infektion. Gezeigt werden sowohl eine reprasentative Anzahl CD4+ T-
Lymphozyten (griin), als auch die im Blut nachweisbaren Kopien der HIV RNA (lila) im Verlauf der Jahre einer HIV
Infektion vom Zeitpunkt der urspriinglichen Infektion bis hin zum Tod des Patienten. Die HIV Infektion wird in drei
Hauptphasen unterteilt: Akute Phase zu Beginn der Infektion, Latenzzeit und der Ausbruch von AIDS. Das Schema

entspricht einer adaptierten Form einer Abbildung aus (14).

Im Anschluss an diese akute Phase der Infektion stabilisiert sich die Zahl der CD4+ T-Lymphozyten
und HIV féllt in einen latenten Zustand (Abbildung 2). In dieser zweiten Phase, der Latenzzeit,
werden deutlich geringere Mengen der Virionen produziert. Jedoch sinkt die Zahl der im Patienten
vorhandenen T-Helferzellen immer weiter ab, bis es aufgrund des durch HIV immer weiter
geschwachten Immunsystems zu einer Anhaufung von opportunistischen Erkrankungen kommt,

welche der Korper eines gesunden Menschen eigentlich ohne Probleme ausheilen kdnnte (15).
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Dies fiihrt zum Ubergang in das letzte Stadium der Infektion, die Manifestierung der AIDS
Erkrankung. Laut WHO gilt eine nachgewiesene HIV Infektion mit gleichzeitigem Auftreten einer
AIDS-definierenden Erkrankung, wie beispielsweise die Candidose, eine CMV Infektion,
Histoplasmose oder auch ein Kaposi-Sarkom, oder eine nachgewiesene HIV Infektion mit
gleichzeitiger Zahl CD4+ T-Lymphozyten unter 200 Zellen/pl (bzw. <15 % Anteil an allen
Lymphozyten) als AIDS. Zuletzt sterben die Patienten aufgrund des durch HIV extremst
kompromittierten Immunsystems an den Folgen der opportunistischen Erkrankungen (15,16).

Durch die antiretrovirale Kombinationstherapie kann die Phase der Latenzzeit des Virus stark
verlangert werden, wodurch die Infektion zwar nicht besiegt werden kann, jedoch aus einem

klaren Todesurteil eine kontrollierbare Erkrankung wird.

1.1.2.4 Phylogenese von HIV

Die HI-Viren lassen sich in zwei Typen unterteilen, HIV-1 und HIV-2. Betrachtet man die
Aminosauresequenzen beider Virustypen, betrdagt deren Sequenzhomologie lediglich 45-50 %.
Trotz dieses erheblichen Unterschiedes haben beide Viren sehr dhnliche Eigenschaften in Bezug
auf ihre Transmissionsroute oder den Krankheitsverlauf — in beiden Fallen fiihrt die Infektion
letztendlich zu AIDS. Jedoch ist der Transmissionsgrad bei HIV-2 geringer und auch die Infektion
selbst verlauft deutlich verlangsamt und milder als bei HIV-1. Wahrend sich HIV-2 Infektionen auf
Westafrika konzentrieren, erstreckt sich HIV-1 Giber den gesamten Globus (17).

Beide Viren lassen sich weiter in Gruppen und Subtypen unterteilen, die sich mehr oder weniger
haufig auf der Welt verbreitet haben. HIV-1 wird in vier Gruppen unterteilt. Hierbei sind Viren der
M-Gruppe (,Major”) hauptverantwortlich fiir die HIV Pandemie. Viren der Gruppen N, O und P
beschranken sich auf Kamerun und Westafrika (18-20). HIV-1 Gruppe M Viren werden weiter in die
Subtypen A, B, C, D, F, G, H, J und K unterteilt, wahrend die Subtypen A und F mit weiteren Sub-
Subtypen Al, A2, A3, A4 und A6 bzw. F1 und F2 bezeichnet werden kénnen (21). Subtyp C ist
hauptséachlich in Afrika zu finden und ist mit 48,2 % am haufigsten vertreten. Subtyp A (12,0 %) ist
in Zentralasien beheimatet, wohingegen Subtyp B mit 11,3 % vorherrschend in Europa und auf
dem amerikanischen Kontinent vorkommt. Zudem besteht ein bedeutender Anteil von 20,5 % der
HIV-1 Gruppe M Viren aus sogenannten CRFs (,Circulating recombinant forms“), also
Rekombinanten aus zwei Subtypen (19,21). HIV-2 wird in die nicht-rekombinanten Gruppen A-G
unterteilt, die, wie oben erwdhnt, hauptsachlich in den Landern Westafrikas verbreitet sind (22).
Der eigentliche Ursprung von HIV findet sich auf dem afrikanischen Kontinent wieder. Mit sehr
hoher Wahrscheinlichkeit ist der erste Kontakt des Menschen auf zoonotische Ubertragungen von

SI-Viren (Simianes Immundefizienz-Virus) aus unterschiedlichen Affenspezies zuriickzufiihren, die
-6 -
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sich im Anschluss durch Mutationen an den menschlichen Organismus angepasst haben. HIV-1
Viren aus den Gruppen M, N und O sind sehr wahrscheinlich aus SIV entstanden, welches
urspriinglich von Schimpansen (SIVcpz) Gbertragen wurde (22,23). HIV-1 Gruppe P Viren mutierte
aus zoonotisch transmittierten SIV aus Gorillas (SIVgor) (20), wohingegen HIV-2 Viren von SI-Viren
aus Rufmangaben (SIVsmm) abstammt, Primaten aus der Familie der Meerkatzen (22,24). Die
engen Verwandtschaftsverhaltnisse zwischen HIV und SIV werden im phylogenetischen Baum in
Abbildung 3 noch einmal genauer hervorgehoben.

Es ist nicht ganz geklart wie genau es zu diesen Zoonosen gekommen ist. Vermutungen legen nahe,
dass es zum ersten Kontakt des Menschen mit SI-Viren durch die Jagd und den Verzehr von Affen
kam. Beim Ausnehmen der Jagdbeute kdonnte das Virus in offene Wunden des Jagers eingetreten
sein. Die altesten Proben von HIV-Infizierten stammen aus den Jahren 1959 und 1960 (25,26).
Anhand der Analyse beider Proben konnte aufgrund deutlicher sequenzieller Unterschiede
festgestellt werden, dass HIV schon lange vor 1960 in Afrika zirkulierte. Das Erstauftreten von HIV
wird auf die Jahre zwischen 1902 und 1921 geschatzt (26). Es stellt sich jedoch die Frage, wie sich
HIV pandemisch ausbreiten konnte und auf welchem Weg es bis zum ersten dokumentierten
Auftreten von AIDS in Kalifornien in die USA gelangen konnte. Die Reportage , AIDS - Erbe der
Kolonialzeit” folgte Dirk E. Teuwen und Michael Worobey, Koautoren des zitierten Nature Artikels,
auf ihrem Weg zur Aufklarung der Herkunft und des Alters der HIV Infektionen (26,27). Es wird
angenommen, dass sich das Virus, besonders durch die Verwendung unsteriler Spritzen im Zuge
der Behandlung von Trypanosomiasis (der Schlafkrankheit) wahrend der Kolonialzeit in Belgisch-
Kongo Anfang der 1960er Jahre, innerhalb der lokalen Bevolkerung stark verbreiten konnte (27).
Im Anschluss an die Kolonialherrschaft wurde HIV von Aufbauarbeit leistenden Haitianern 1967
aus Afrika auf den amerikanischen Kontinent tiberfihrt und hiernach tber Bluttransfusionen in die
USA verschleppt. 1968 wurden beim Patienten Robert Rayford AIDS &hnliche Symptome
beschrieben, jedoch konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden, dass es sich damals um eine
HIV-1 Infektion handelte (28). Die friihesten serologischen Nachweise in den USA stammen von
1978 und wurden in Gruppen homosexueller Madnner in San Francisco und New York City

nachgewiesen (29,30).
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Abbildung 3. Phylogenetischer Baum basierend auf den kompletten Genomen von HI und Sl Viren. Die Skala (0,1)
steht fir 10 % Unterschied auf Nukleotid-Level. Humane Viren: HIV-1 M Gruppe (engl. ,major group”), wird in
Subtypen A, B, C, D, F, G, H, J und K und weiter in die Sub-Subtypen A1, A2, A3, A4, A6, F1, und F2 unterteilt. Gruppe M
Viren sind hauptverantwortlich fir die Pandemie. HIV-1 O Gruppe (engl. ,outlier group”), haufigster Genotyp in
Westafrika. HIV-1 N Gruppe (engl. ,Not-M, Not-O group”), wurde bisher nur in einer kleinen Gruppe von Infizierten in
Westafrika gefunden. HIV-1 P Gruppe, Ursprung aus Zoonose von SIV aus Gorillas, HIV-2 nicht-rekombinante Gruppen
A-G, Ursprung aus Zoonose von SIV aus RuBmangaben. Fiir Zoonosen verantwortliche Affen-Viren: SIV aus
Schimpansen, Pan troglodytes troglodytes und Pan troglodytes schweinfurthii, SIV aus Gorillas und SIV aus
RuBmangaben. Der phylogenetische Baum wurde mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. Brian T. Foley aus der
Arbeitsgruppe fiir theoretische Biologie und Biophysik des Los Alamos National Laboratory, USA angefertigt. Zur
Erstellung dieses phylogenetischen Baumes wurden alle Sequenzen aus der Kategorie ,other SIV/includes HIV-1 and
HIV-2 sequences” (ohne 5 und 3’ LTR Region) der Sequenzdatenbank des Los Alamos National Laboratory, USA
verwendet.
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1.1.3 Charakteristische Eigenschaften von HIV

1.1.3.1 Taxonomie von HIV

Das Humane Immundefizienz Virus (HIV) gehort zur Ordnung der Ortervirales und zur Familie der
Retroviren. Weiterhin wird es der Unterfamilie Orthoretrovirinae und der Gattung Lentivirus
zugeordnet. Auch der vom Affen abstammende Vorldufer von HIV, das Simiane Immundefizienz
Virus (SIV), folgt dieser Taxonomie. Bei HIV handelt es sich um ein behiilltes Virus mit komplexer
Symmetrie, aufgrund des konisch vorliegenden Kapsids, und als Dimer vorliegendem Einzelstrang-

(ss)RNA-Genom mit positiver (+)-Polaritat (14).

1.1.3.2 Genomaufbau von HIV

Die gesamte genetische Information des HI Virus wird von einem (+)ssRNA-Genom mit einer Lange
von 9.200-9.600 Nukleotiden bei HIV-1, rund 9.800 Nukleotiden bei HIV-2 codiert (31). Jedes
Viruspartikel enthélt je zwei Kopien des viralen Genoms (31). Um repliziert werden zu kénnen, wird
die virale RNA zuerst zu DNA revers transkribiert und als Provirus in das Wirtsgenom integriert
(Details s. 1.1.3.5) (14). Das provirale HIV Genom enthélt neun offene Leserahmen, sogenannte
»open reading frames” (ORFs), die flir insgesamt 15 Proteine codieren (Abbildung 4A). Diese ORFs
des Provirus werden zu beiden Seiten von nicht-proteinkodierenden LTR-Sequenzen (engl. ,long
terminal repeat”) eingefasst, welche den Promotor fiir die Transkription der viralen Gene enthalten
(32). Die 15 Proteine verteilen sich wie folgt auf die neun ORFs (32): Das gag-Gen codiert fir das
Gag-Polyprotein, welches als Vorldufer fiir das Matrix-Protein p17, das Kapsid-Protein p24, das
Nukleokapsid-Protein p7, sowie das Protein p6 dient. Durch proteolytische Spaltung des Gag-
Polyproteins entstehen die jeweiligen Einzelproteine. Das pol-Gen, welches fiir die viralen Enzyme
Protease (PR, p12), Reverse Transkriptase mit RNase H-Domane (RT, p66) und Integrase (IN, p32)
codiert, Gberlappt vor allem mit dem ORF des Gens gag, weshalb das daraus entstehende Produkt
Gag-Pol-Polyprotein genannt wird. Auch dieses Polyprotein wird autokatalytisch von der HIV-
Protease gespalten. Das env-Gen enthdlt kodierende Sequenzen fiir die beiden Oberflachen-
proteine gp120 und gp4l. Hinzu kommen insgesamt sechs ORFs fiir die regulatorischen Proteine
Tat und Rev, welche in jeweils zwei Exons kodiert werden und somit nur durch alternatives Splicing
der urspriinglichen mRNA entstehen kénnen (33), sowie die akzessorischen Proteine Vif, Vpr, Vpu

und Nef (32). Im Falle von HIV-2 wird anstelle des vpu Gens das vpx Gen codiert (34).
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Abbildung 4. Schematische Darstellung des im Wirtszellgenom integrierten Provirus und der Transkripte in friiher
und spdter Phase der Expression: (A) Das in das Wirtsgenom integrierte provirale Genom von HIV beinhaltet
insgesamt neun offene Leserahmen, die auf beiden Seiten von nicht-kodierenden LTR Sequenzen (weil}) eingefasst
werden (32). Das gag-Gen (violett) kodiert hierbei fur die Strukturproteine pl7 (Matrix), p24 (Kapsid) und p7
(Nukleokapsid), sowie das Protein p6. Der Leserahmen fiir pol (griin) enthalt Sequenzen fir die HIV-Enzyme Protease
(PR, p12), Reverse Transkriptase mit RNase H (RT, p66) und Integrase (IN, p32). Das env-Gen kodiert fir die beiden
Oberflachenproteine gp120 und gp41. Zudem beinhaltet das HIV-Genom noch Leserahmen fiir die regulatorischen
Proteine Tat (hellgrau) und Rev (dunkelgrau), sowie die akzessorischen Proteine Vif (gelb), Vpr (orange), Vpu (rot) und
Nef (hellblau). Im Falle von HIV-2 wird anstelle von Vpu das Protein Vpx exprimiert (34). (B) Bei der Transkription des
Provirus entsteht zuerst ein ungespleilites Volllangentranskript, welches in der Folge durch alternatives Splicing in tGber
40 verschiedene mRNAs prozessiert wird, die in drei Klassen (9 kB/ungespleit, 4 kB/einfach gespleit, 1,8 kB/
vollstandig gespleillt) eingeteilt werden kénnen. Je nach Phase der Expression liegen diese Transkriptspezies in
unterschiedlicher Verteilung vor. Solange noch kein Rev produziert wurde bzw. Rev noch in zu geringen
Konzentrationen vorliegt, wird das urspriingliche Volllangentranskript entweder vollstéandig gespleillit oder abgebaut.
Daher werden in der friihen Phase der Expression nur die von der 1,8 kB mRNA codierten Proteine Tat, Rev und Nef
produziert. Sobald geniligend Rev (blauer Kreis) im Nukleus vorliegt, kann dieses an das RRE (engl. ,Rev responsive
element”, oranges Quadrat) binden, das Splicing kontrollieren und die 4 kB und 9 kB mRNAs zur Translation ins
Zytoplasma transportieren. So kdnnen in der spaten Phase der Replikation auch die anderen Virusproteine produziert
werden (35). Griine Pfeile deuten an, welche Proteine in der jeweiligen Phase des Replikationszyklus produziert
werden. Transparente Transkripte liegen in der jeweiligen Phase der Expression im Vergleich zu den anderen

Transkriptspezies vermindert vor.

Um die Expression aller im proviralen Genom enthaltenen und sich Uberlappenden ORFs zu
kontrollieren, ist HIV auf komplexes alternatives Splicing der mRNA angewiesen. Bei der
Transkription des Provirus entsteht zuerst ein ungespleifStes Volllangentranskript, welches in der

Folge durch alternatives Splicing an den vier Splice-Donor- und acht Splice-Akzeptor-Stellen in tGber
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40 verschiedene mRNAs prozessiert werden kann, die anhand ihrer ungefahren GroéBe in drei
Klassen (9 kB/ungespleil’t, 4 kB/einfach gespleift, 1,8 kB/vollstandig gespleilit) eingeteilt werden
kénnen (35-37). Je nach Phase der Expression liegen diese Transkriptspezies in unterschiedlicher
Verteilung vor (Abbildung 4B) (36,37). Solange noch kein Rev produziert wurde bzw. Rev noch in zu
geringen Konzentrationen vorliegt, wird das urspriingliche Volllangentranskript entweder
vollstandig gespleillt oder abgebaut, wodurch zum Grof3teil vollstandig gespleiite mRNAs vorliegen
(35,36). Da die groReren Transkriptspezies nur mithilfe des viralen Proteins Rev aus dem Nukleus
ins Zytoplasma transportiert werden kénnen, werden in dieser friihen Phase der Expression nur
die von der 1,8 kB mRNA codierten Proteine Tat, Rev und Nef produziert (35,38,39). Die frihen
Proteine Tat und Rev wandern im Anschluss in den Zellkern und verstirken dort die
Transkriptionseffizienz bzw. beeinflussen den Ubergang von der frithen zur spaten Phase der
Expression. Sobald genligend Rev im Nukleus vorliegt, kann dieses an das RRE (engl. ,Rev
responsive element”) binden, das Splicing kontrollieren und die 4 kB und 9 kB mRNAs (iber den
CRM1-Exportmechanismus zur Translation ins Zytoplasma transportieren (38,39). So kénnen in der
spaten Phase der Replikation auch die anderen Virusproteine produziert werden. Die rund 9 kB
groBe mRNA bildet das gesamte virale Genom ab und kann daher entweder als Template fiir die
Translation der Gag- und Gag-Pol-Polyproteine dienen oder als virales (+)ssRNA-Genom direkt in
einen neuen Viruspartikel eingebaut werden. Die einfach gespleiRten mRNA Spezies mit einer
GroRe von 4 kB codieren fiir die Env-Proteine, sowie die akzessorischen Proteine Vpu, Vif und Vpr
(35,40).

Neben den primdren genetischen Informationen zur Produktion der viralen Proteine enthalt das
RNA-Genom von HIV auch hochkonservierte Sekundarstrukturen, die unter anderem fir die
Aktivierung der Transkription, den Start der reversen Transkription, die Verpackung der RNA im
spateren Virion oder auch den Export der verschiedenen mRNAs aus dem Nukleus verantwortlich

sind (41,42).

1.1.3.3 Partikelstruktur von HIV

Das reife HIV Virion (Abbildung 5) erscheint durch VergréRerung mit einem Elektronenmikroskop
als spharischer Partikel mit einem Durchmesser von rund 100-120 nm (31). HIV-2 ist hierbei
morphologisch nicht von HIV-1 zu unterscheiden (43). Im Inneren des Viruspartikels befinden sich
zwei Kopien der viralen genomischen RNA, welche als nicht-kovalent verbundenes Dimer und
zusammen mit dem Nukleoprotein p7 im sogenannten Nukleokapsid/RNA-Komplex vorliegen (44).
Das Nukleokapsid enthalt rund 50 Kopien der Protease, Reverse Transkriptase und Integrase, die

jeweils im Dimer vorliegen, sowie rund 100-200 Kopien des Vpr Proteins, welches durch
11 -
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Interaktion mit p6 in das Virion aufgenommen wird (45). Im Inneren des Partikels befinden sich
zudem die viralen akzessorischen Proteine Vif und Nef (32,46). Der Proteinkomplex wird von einem
konischen Kapsid, bestehend aus dem Kapsidprotein p24, umschlossen. Der Kapsidkegel ist Gber
sein spitz zulaufendes Ende mit der duBeren Kapsidmembran verbunden, welche sich aus dem
Matrixprotein pl7 zusammensetzt (47). Trimere des Matrixproteins binden mittels
Myristinsaurereste an die Innenseite einer das Virion umfassenden Phospholipiddoppelschicht und

sorgen so fiir die Stabilitat des Viruspartikels (14).

Lipidmembran

Integrase
gpl120

gp4l

Matrixprotein p17

Nukleokapsid (p7)-
RNA-Komplex

Reverse Transkriptase

Abbildung 5. Schematische Darstellung eines reifen HIV Virions: Bei HIV handelt es sich um ein behiilltes RNA-Virus
aus der Familie der Retroviren. Jedes Virion enthilt zwei Kopien des (+)ssRNA-Genoms, welches komplexiert mit dem
Nukleokapsidprotein p7, sowie der Reversen Transkriptase im Inneren des konisch zulaufenden Kapsids vorliegt,
welches sich aus dem Kapsidprotein p24 zusammensetzt. Das Matrixprotein pl7 bindet im Inneren Uber
Myristinsdurereste an die Lipidmembran, in der Trimere des Oberflichenproteins gp160, bestehend aus gp120 und
gp41l, integriert vorliegen. Zudem fiihrt das Viruspartikel die fiir die Infektion wichtigen Proteine Integrase, Protease,

Protein p6, Vif, Vpr, sowie Nef mit sich. gp = Glykoprotein; p = Protein.

Die Virushille hat ihren Ursprung in der Zellmembran, von der das Virus abknospte. In dieser
duBeren Membran verankert befinden sich ungefidhr 14 sogenannte Spikes, bestehend aus
Trimeren der beiden vom env-Gen codierten Proteine (48). Hierbei ist jeweils ein Trimer des

Oberflachenproteins gp120 mit einem Trimer des Transmembranproteins gp41l nicht-kovalent
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verbunden, woriliber die Proteine in die Hillmembran hineinragen (49-51). Beide Proteine

stammen vom Vorlauferprotein gp160 ab, welches durch zellulare Proteasen gespalten wird.

1.1.3.4 Funktion der HIV Proteine
Das Genom von HIV codiert fiir insgesamt 15 Proteine, deren Funktion in diesem Abschnitt der

Dissertation genauer beschrieben wird.

gag-Gen
Das Matrix-Protein (p17) bildet das N-terminale Ende des Gag-Polyproteins, sowie des Gag-Pol-
Vorlauferproteins und fihrt die jeweiligen Polyproteine zum Viruszusammenbau zur
Plasmamembran, wo es sich liber Myristinsdaurereste in der Membran verankert (52). p17 bildet
Trimere und tragt zur Stabilitat des reifen Viruspartikels bei (14). Zudem hilft das Matrix-Protein

beim Einbau des Transmembranproteins gp41 in die Virushillmembran (53).

Das Kapsid-Protein (p24) bildet das konische Kapsid, welches das virale Genom und

verschiedene Proteine (s. 1.1.3.3) umschlief8t (32).

Nukleokapsid-Proteine (p7) ummanteln die virale genomische RNA vollstandig und bilden so
den Nukleokapsid/RNA-Komplex. Dies fuhrt zur Kondensation der RNA, schitzt diese vor
Nukleasen und tragt zur Dimerisierung der beiden RNA Molekile bei (32). Zudem unterstiitzt p7

die Reverse Transkription der RNA in DNA (45).

Das Protein p6 bindet an das akzessorische Protein Vpr und fihrt dieses so wahrend des
Viruszusammenbaus in das Virion (54). Zudem ist es bei der Knospung neuer Viruspartikel

involviert (55).

pol-Gen
Die Protease (p10) ist fir die Reifung des Viruspartikels verantwortlich. Dies geschieht durch
proteolytische Spaltung des Gag-Polyproteins, sowie des Gag-Pol-Vorldauferproteins in die
viralen Strukturproteine p17, p24, p7 und p6, sowie die Enzyme Protease, Reverse Transkriptase

und Integrase (31,32).
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Die Reverse Transkriptase ist ein Heterodimere aus je einem p51- und einem p66-Protein,
welche beide aus dem Pol-Polyprotein hervorgehen. Das p66-Protein enthalt im Gegensatz zu
p51 neben der Polymerasedomadne auch eine RNase H Domadne. Im Heterodimer liegt p66 in
seiner offenen, aktiven Form vor, wahrend die p51-Untereinheit durch Konformations-
anderungen in seiner geschlossenen, inaktiven Form angehdngt ist (56). Das Reverse
Transkriptase Dimer katalysiert sowohl die RNA-abhangige, als auch die DNA-abhangige DNA
Polymerisation, um die virale RNA vor der Integration ins Wirtsgenom in virale DNA zu
transkribieren. Die in p66 zusatzlich vorhandene RNase H Domaiane zerschneidet die
urspriingliche virale RNA nach erfolgreicher Transkription des ersten DNA-Stranges und der

Bildung eines RNA/DNA-Hybrid Molekiils (56).

Die Integrase (p32) ist neben der schon revers transkribierten viralen DNA eine der
Hauptkomponenten des Pra-Integrations-Komplexes (PIC) und ist aufgrund seiner
enzymatischen Aktivitat hauptverantwortlich fir die Integration der viralen DNA in das

Wirtsgenom der infizierten Zelle (57).

env-Gen
Das Oberflichenprotein (gp120) ist eines der beiden Proteine, die durch proteolytische
Spaltung des Env-Vorlduferproteins gpl60 entstehen. gpl120 vermittelt das Andocken des
Viruspartikels an Heparansulfate, sowie die Bindung an Oberflaichenrezeptoren der Zelle
(58,59). Im Detail bindet gp120 spezifisch an CD4-Rezeptoren an der Oberflaiche von priméren
Makrophagen und T-Zellen. Um letztendlich in die Zelle eintreten zu kdnnen, ist die Bindung an
einen weiteren Korezeptor essentiell. Je nach Viruspartikel kann es hier zu einer Bindung mit
den Chemokinrezeptoren CCR5 auf Makrophagen (R5-Tropismus) bzw. CXCR4 auf T-Zellen (X4-

Tropismus) kommen (60,61).

Das Transmembranprotein (gp41) ist eines der beiden Proteine, die durch proteolytische
Spaltung des Env-Vorlauferproteins gp160 entstehen. gp41 ist in der viralen Membran verankert
und bindet nicht-kovalent an gp120. Nach der Bindung des Viruspartikels an die Zelle vermittelt

gp41 die Fusion von viraler und zellularer Membran (32).
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tat-Gen

Ohne das Transkriptions-Transaktivator Protein Tat (p14/p16) verlauft die Transkription des
Provirus trotz der Anwesenheit von zelluldaren Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, Sp1l und TBP
sehr ineffektiv (62). Tat rekrutiert den zelluldren positiven Transkriptions-Elongationsfaktor P-
TEFb zum TAR Element (engl. ,Trans-activation Response”), eine RNA Haarnadel-Struktur am 5’-
Ende der neu entstehenden viralen mRNA, was zur Hyperphosphorylierung der RNA
Polymerase Il und somit einer rund 100-fachen Verstarkung der viralen Transkription fihrt
(63-65).

Zudem spielt Tat eine wichtige Rolle in der Regulation des Splicings. Tat verstarkt das Splicing an
der HauptspleiRdonorstelle (66) und reguliert in seiner acetylierten Form das Splicing durch
Rekrutierung des SpleiRregulatorproteins p32, welches als Inhibitor des SpleiRfaktors SRSF1
fungiert (67).

rev-Gen
Das Expressionsregulator-Protein Rev (p19) spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation des
Splicings der viralen mRNA. Es bindet lber ein Arg-reiches Motiv (ARM) an das RRE (engl. ,,Rev-
responsive element"), eine Sekundarstruktur der viralen mRNA, reguliert somit sehr
wahrscheinlich das vollstandige Splicing der mRNA, wodurch ungespleifte und einfach
gespleiBte mRNAs stabilisiert werden (35,36). Uber den CRM1-abhingigen Export fiihrt Rev
diese einfach gespleillten und ungespleiRten mRNA Spezies aus dem Nukleus in das Zytoplasma,
wo sie in Strukturproteine translatiert werden kénnen (38,39). Zudem reguliert Rev die
Provirusmenge pro infizierter Zelle durch Bildung eines integrationsinhibierenden Integrase-

Rev-Komplexes, wodurch die Zelle vor dem Zelltod geschitzt wird (68).

nef-Gen
Der Negativ regulierende Faktor Nef (p27) greift auf verschiedenste Weisen in unterschiedliche
Funktionen der Wirtszelle ein und tragt somit zur Pathogenese der HIV Infektion bei. Nef nimmt
Einfluss auf die Endozytose, die Signaltransduktion, sowie intrazellulare vesikulare Bewegungen
(69-71). Dabei erleichtert es Nef durch gezielten lysosomalen Abbau der CD3- und CD4
Rezeptoren, sowie das Herunterregeln der MHC | Komplexe, der zellularen Immunantwort zu

entkommen (72-74).
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vpr-Gen
Das Virale Protein R Vpr (p15) wird durch Bindung an das Protein p6 beim Zusammenbau des
Viruspartikels in das Virion aufgenommen (54). Vpr vermittelt den Transport des Pra-
Integrations-Komplexes (PIC) zur Nukleusmembran, sowie den Import des PIC in den Nukleus

von sich nicht-teilenden Zellen (75,76).

vpu-Gen
Das Virale Protein U Vpu (p16, nur HIV-1) verhilft den neu gebildeten Virionen bei der
Freisetzung von der Zelloberflache. Zum einen flihrt Vpu zur Degradierung neu produzierter
CD4-Rezeptoren, die intrazelluldr an das Protein gpl60 binden kénnten (77), zum anderen
verhindert es die Retention neuer Viruspartikel an der Zelloberfliche durch Unterbinden des
Kontaktes zum zellularen Oberflaichenprotein Tetherin (78,79). Vpu reguliert zudem die
Produktion von MHC | Proteinen herunter, um so die infizierte Zelle vor dem Immunsystem zu

schiitzen (80).

vpx-Gen
Das Virale Protein X Vpx (p15, nur HIV-2) induziert den proteosomalen Abbau des HIV
Restriktionsfaktors SAMHD1 (34).

vif-Gen
Der Virale Infektivitatsfaktor Vif (p23) spielt eine essentielle Rolle beim viralen Zusammenbau
und der Partikelreifung, in dem es zum Abbau der zellularen Restriktionsfaktoren APOBEC-3F

und APOBEC-3G beitragt (81).

1.1.3.5 Replikationszyklus von HIV

Das HI-Virus infiziert eine Zelle Gber Rezeptor-vermittelte Fusion mit der Zellmembran. In einer
ersten Annaherung an die Zelle durch Bindung des Oberflachenproteins gp120 an Heparansulfate,
Glykosaminoglykane an der Zelloberflache, heftet das Virion an der Zelle an (Abbildung 6, Schritt 1)
(58,59). Dadurch kann sich das HIV-Partikel den zum Eintritt in die Zelle notwendigen Rezeptoren
weiter anndhern. HIV nutzt den CD4-Rezeptor auf der Oberflaiche von Makrophagen, T-
Helferzellen, Dendritischen Zellen und Astrozyten als Hauptrezeptor (82).

Jedoch kann die Infektion nur durch die zusatzliche Interaktion mit weiteren Korezeptoren
stattfinden (Abbildung 6, Schritt 2). Die Bindung an den CD4-Rezeptor fihrt zu

Konformationsanderungen bei gpl120, sowie bei CD4, was die zusatzliche Interaktion mit
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Korezeptoren ermoglicht (83). Hierbei handelt es sich um die Chemokinrezeptoren CCR5 auf
Makrophagen, sowie CXCR4, der sich unter anderem auf der Oberflaiche von T-Zellen befindet.
Viruspartikel, die den Korezeptor CCR5 benutzen, werden als R5-trope Viren bezeichnet, solche,
die mit CXCR4 interagieren, als X4-trop (60,61). Betrachtet man den Tropismus der Viruspartikel im
Verlauf einer HIV Infektion im Menschen, werden wahrend der akuten Phase zu Beginn der
Infektion hauptsachlich Makrophagen liber R5-trope Virionen infiziert. Erst nach einigen Jahren mit
Ausbildung der AIDS Erkrankung zeigt sich eine deutliche Erhohung der X4-tropen Viren
(Abbildung 7) (14).

Die Korezeptorbindung des Viruspartikels fiihrt zu einer weiteren Konformationsdanderung bei
gp120 und infolgedessen beim Transmembranprotein gp41, wodurch es zu einer pH-unabhangigen
Fusion von viraler und zelluldarer Membran kommt (Abbildung 6, Schritt 3) (84). Das Viruskapsid
wird ins Zytoplasma der Zelle freigesetzt und behalt dabei seine Struktur bei (Abbildung 6,
Schritt 4).

Die Abtrennung einiger Kapsid-Molekile ermdglicht die Infiltrierung des entstehenden Reverse-
Transkriptions-Komplexes durch Nukleotide. Die Reverse Transkriptase ist nun in der Lage das
virale RNA Genom Uber ein RNA-DNA-Hybrid Intermediat in die virale Doppelstrangige DNA
umzuschreiben. Mithilfe der RNase H Domane wird die urspriingliche RNA abgebaut (56). Der
entstehende Druck im Inneren des konischen Kapsids fliihrt zum Uncoating des Nukleoprotein-
DNA-Komplexes (Abbildung 6, Schritt 5) (85). Da die Reverse Transkriptase nicht auf korrektes
Umschreiben der RNA kontrollieren kann, kommt es mit einer Fehlerrate von 10-4-10-3 pro Base zu
Mutationen in der neu entstandenen viralen DNA, was die hohe Mutationsrate bei Retroviren

erklart (86).
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Abbildung 6. Schematische Darstellung des Replikationszyklus von HIV: Das HIV Virion nahert sich zuerst Uber
Bindung an Heparansulfat-Proteoglykane an die Zelloberfliche der Zielzelle an (1. Anheftung), wodurch es in die
direkte Umgebung der zur Infektion notwendigen Rezeptoren gelangt. HIV bindet Gber das Oberflaichenprotein gp120
an den zelluldren Rezeptor CD4 und einen der Korezeptoren CXCR4 oder CCR5 (2. Rezeptorbindung). Die Interaktion
zwischen gp120 und CD4 fiihrt zu einer Konformationsanderung von gp41l, wodurch Virus- und Zellmembran
miteinander fusionieren (3. Fusion). Beim Eintritt in die Zelle bleibt das Kapsid erhalten und es bildet sich der RT-
Komplex (4. Eintritt). Das virale Genom wird nun im Inneren des Kapsids mithilfe der Reversen Transkriptase in DNA
umgeschrieben, wodurch der entstehende Druck zur Auflosung des konischen Kapsids und somit zum Uncoating fuhrt
(5. RT und Uncoating). Die provirale DNA bildet zusammen mit der Integrase, Vpr und dem Matrix-Protein den Pra-
Integrations-Komplex (PIC), wandert in den Nukleus und integriert dort in das Genom der Zielzelle (6. Integration). In
der (7a.) friihen Phase der Transkription der proviralen DNA werden zuerst Volllangentranskripte produziert, die nach
mehrfachem Splicing zur Translation dieser MSmRNA in die friihen viralen Proteine Tat, Rev und Nef (8. Translation
friiher Proteine) ins Zytoplasma gelangen. Die regulatorischen Proteine Tat und Rev werden zuriick in den Zellkern
transportiert, wo sie sowohl die Transkription stabilisieren und verstarken (Tat) als auch den Export von ungespleiRten
und einfach gespleiBten Transkripten ins Zytoplasma vermitteln (Rev), (7b. Spate Phase der Expression). Infolgedessen
kommt es nun auch zur Produktion spéater Proteine (9. Translation spater Proteine), die sich an der Zellmembran
anlagern und so die Knospung des Virions initiieren (10. Zusammenbau und Knospung). Direkt nach Austritt aus der
Zelle liegen noch unreife Viruspartikel vor (11. Freisetzung), in denen sich die Protease selbst autokatalytisch und alle
anderen Proteine aus den Gag und Gag-Pol Polyproteinen ausschneidet, um so die Reifung zu einem infektiésen

Viruspartikel zu vollziehen (12. Reifung). Die Abbildung wurde mithilfe von http://www.somersault1824.com

angefertigt.

-18 -



1. EInleitung

R5-trope Viren

VR

Spiegel der HIV-Varianten

X4-trope Viren

ﬁ/
7/
o 3 6 9 12/ 1 2 3 a 5 6
Wochen Jahre

Abbildung 7. Schematische Verlauf der Viruskonzentrationen im Blut mit Bezug auf ihren Tropismus. Zu Beginn der
Infektion wahrend der akuten Phase und auch im Verlauf der ersten Jahre ist der Anteil R5-troper HIV Partikel im Blut
des Patienten deutlich héher als der Teil X4-troper Viren. Mit Fortlaufen der Infektion sinkt der Anteil R5-troper
Virionen immer starker ab, wahrend die Konzentration an T-Helferzellen infizierender X4-troper Virionen immer weiter
zunimmt und mit dem Ausbruch der AIDS Erkrankung einhergeht. Das Schema entspricht einer adaptierten Form einer
Abbildung aus (14).

Die nun frei gewordene virale DNA bildet zusammen mit der Integrase und den Proteinen Vpr und
Matrix den Pra-Integrations-Komplex (PIC) (57), welcher Vpr/Matrix-Protein vermittelt durch die
Kernporen in den Nukleus transportiert wird (75,76). Durch die Aktivitat der Integrase wird die
virale DNA an einer im Euchromatin zugdnglichen Position als Provirus ins Wirtsgenom integriert
(Abbildung 6, Schritt 6) (32). Je nachdem an welcher Stelle des Genoms die Integration stattfindet,
kann dies zelluldre Gene zerstoren oder aktivieren, es beeinflusst aber auch die spatere
Transkription des Provirus. In inaktiven Bereichen des Wirtsgenoms kommt es nur selten zur
Transkription und die Infektion geht in einen latenten Zustand Uber, in aktiven Bereichen kommt es
durch zellulare Faktoren zur Transkription des proviralen Genoms (Abbildung 6, Schritt 7a/b) (14).

Allerdings wird das Provirus trotz der Anwesenheit von zelluldren Transkriptionsfaktoren wie NF-
kB, Spl und TBP am LTR-Promotor nur sehr ineffektiv transkribiert, sodass die Transkription haufig
nach nur wenigen 100 Basenpaaren abstoppt (62). Kommt es in dieser frihen Phase der
Genexpression zur Produktion einer vollstandigen pra-mRNA, wird diese nach mehrfachem Splicing
zur Translation der friihen viralen Proteine Tat, Rev und Nef ins Zytoplasma transportiert

(Abbildung 6, Schritt 7a und 8). Die beiden regulatorischen Proteine Tat und Rev wandern zurlick in
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den Zellkern, wo sie zum einen die Transkription verstarken (Tat) und zum anderen den Export
ungespleiBter und einfach gespleiSter HIV mRNA Spezies aus dem Zellkern vermitteln (Rev)
(Abbildung 6, Schritt 7b). Tat rekrutiert hierbei den zelluldren positiven Transkriptions-
Elongationsfaktor P-TEFb zum TAR Element (engl. ,Trans-activation Response”), eine RNA
Haarnadel-Struktur am 5’-Ende der neu entstehenden viralen mRNA, was zur Hyper-
phosphorylierung der RNA Polymerase Il und somit einer rund 100-fachen Verstarkung der viralen
Transkription fuhrt (63-65). In der spaten Phase der HIV Genexpression bindet Rev im Zellkern (iber
ein Arg-reiches Motiv (ARM) an das RRE (engl. ,,Rev-responsive element”), eine Sekundarstruktur
der viralen mRNA, die in ungespleiten und einfach gespleiften mRNA Spezies vorhanden ist, und
vermittelt die Translokation dieser mRNAs (iber einen CRM1-abhangigen Export aus dem Zellkern
in das Zytoplasma (38,39).

Hierbei codieren die einfach gespleiRten mRNAs fiir die Proteine Env, Vif, Vpr und Vpu, wahrend
die ungespleiften mRNAs die genetische Information fiir die Gag- und Gag-Pol-Polyproteine
enthalten und vollstandige Kopien der viralen RNA darstellen (32,87). Sowohl das Env-Vorlaufer-
Protein gp160, als auch Vpu werden an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER)
translatiert und im Anschluss Gber den Golgi-Apparat an die Zelloberflache transportiert. Wahrend
dieses Transportprozesses wird gpl60 von zellularen Proteasen in gpl120 und gp4l gespaltet
(88,89). Vpu fuhrt zur Degradierung neu produzierter CD4-Rezeptoren, die intrazellular an die Env-
Proteine binden konnten (77). Die Translation aller anderen Proteine findet an freien Ribosomen
im Zytoplasma der Zelle statt (Abbildung 6, Schritt 9) (88).

Der N’-terminale Matrix-Anteil des Gag- bzw. Gag-Pol-Polyproteins wird myristoyliert und bindet
Uber diesen Rest an die Zellmembran oder die Membran des ER (14). Die ungespleilSten
Transkripte, welche die gesamte virale RNA enthalten, binden tber ein W-Element spezifisch an die
Nukleoprotein-Anteile des Gag- bzw. Gag-Pol-Polyproteins (44). Uber diesen Vorgang des
Zusammenbaus konnen sich neue virale Partikel von der Zellmembran oder in das ER-Lumen
abschniren. Neben den Gag- bzw. Gag-Pol-Polyproteinen und zwei Kopien der RNA werden auch
die Proteine Vpr, Vif und Nef mit in das Virion eingebaut (Abbildung 6, Schritt 10) (32,46). Die neu
gebildeten Viruspartikel werden vom zellularen Oberflaichenproteinen wie Tetherin
zuriickgehalten. Die Bindung an Tetherin wird durch das virale Protein Vpu unterbunden, um so die
vollstandige Freisetzung des Virus von der Zelle gewahrleisten zu kdnnen (Abbildung 6, Schritt 11)
(78,79).

Innerhalb der noch unreifen Viruspartikel liegt nun aufgrund der entsprechenden
Aminosaurezusammensetzung der Proteine ein leicht saures Milieu vor (pH 6-6,2), wodurch es der
Protease nun moglich wird sich autokatalytisch aus dem Polyprotein herauszuschneiden und diese

vollstandig proteolytisch zu prozessieren. Dadurch kdnnen sich die einzelnen Proteine neu
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anordnen und den reifen Viruspartikel mit seinem typischen konischen Kapsid ausbilden

(Abbildung 6, Schritt 12) (32).

1.1.4 Behandlungsansatze zur Therapie von HIV Infektionen

1.1.4.1 Antiretrovirale Kombinationstherapie

Infolge des verstarkten Auftretens von an AIDS erkrankten Patienten und der enormen Ausbreitung
von HIV zu Beginn der 1980er Jahre (1), war es von oberster Prioritdt so schnell wie moglich
wirksame anti-HIV Medikamente zu entwickeln. Nach der Entdeckung von HIV-1 durch Barré-
Sinoussi und Montagnier 1983 (2) dauerte es bis ins Jahr 1987, bis das erste Medikament fiir die
klinische Anwendung zur Bekdmpfung der HIV Infektion zugelassen wurde (Abbildung 8) (90).
Zidovudin (AZT), das erste Nukleosidanalogon, blockiert die Reverse Transkription des RNA-
Genoms in die virale DNA effektiv. Jedoch fiihrt ein Aussetzen der Behandlung zu einem direkten

Rickfall (91). AZT unterdrickt die Infektion nur, es ist aber keine Heilung.

Antiretrovirale Medikamente Vordosierte Zwei- und Dreifachkombinationen

1987 - Zidovudin (AZT)
1991 - Didanosin (ddl)*
1992 - Zalcitabin (ddC)*
1994 - Stavudin (d4T)*
1995 — Lamivudin (3TC), Saquinavir (SQV)* i

< eIY-1YV2-I0N\

1996 - Indinavir (IDV)*, Nevirapin (NVP), Ritonavir (RTV)
1997 — Delaviridin (DLV)*, Nelfinavir (NFV)* 1997 — AZT/3TC
1998 — Abacavir (ABC), Efavirenz (EFV)
1999 — Amprenavir (APV)*

2000 - Lopinavir/Ritonavir (LPV/r) 2000 - AZT/3TC/ABC

2001 - Tenofovir Disoproxil Fumarat (TDF) ; 2002 - d4T/3TC*, d4T/3TC/NVP*
2003 - Atazanavir (ATV), Emtricitabin (FTC), =_U|

Enfuvirtid (T-20), Fosamprenavir (fAPV)* _':(3: 2004 — ABC/3TC, TDF/3TC, TDF/FTC
2005 - Tipranavir (TPV)* @ 2005 - AZT/3TC/NVP
2006 — Darunavir (DRV) 2006 — TDF/FTC/EFVq,
2007 — Maraviroc (MVC) 2011 - TDF/FTC/RIL
2008 - Etravirin (ETR), Raltegravir (RAL) 2012 - TDF/FTC/EVG/COBI
2011 - Rilpivirin (RIL) 2014 - ABC/3TC/DTG
2012 - Elvitegravir/Cobicistat (EVG/COBI) 2015 - RAL/3TC, TAF/FTC/EVG/COBI
2013 - Dolutegravir (DTG) 2016 - TAF/FTC, TAF/FTC/RIL

2015 - Tenofovir Alfenamid (TAF) 2017 - DTG/RIL, TDF/3TC/DTG, TDF/3TC/EFV 4,
2018 — Bictegravir (BIC), Doravirin (DOR), Ibalizumab (1BZ) 2018 — TAF/FTC/DRV/COBI, TAF/FTC/BIC, TDF/3TC/DOR

Abbildung 8. Ubersicht aller zugelassener anti-HIV Einzelmedikamente und fest vordosierter Kombinationen von
1987-2018. *Wirkstoffe oder Kombinationen, die vom Markt genommen wurden oder nicht mehr fiir den Einsatz in

der antiretroviralen Kombinationstherapie (cART) empfohlen werden. Informationen aus Vitoria et al. 2019 (92).
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Bis heute wurden 32 weitere anti-HIV Wirkstoffe zugelassen (nur 23 von 33 finden noch klinische

Anwendung), die in insgesamt sieben Klassen eingeteilt werden (Abbildung 9) (92):

Bindungsinhibitoren: Maraviroc (MVC), ein CCR5-Antagonist, sowie lbalizumab (IBZ), ein anti-

CD4 monoklonaler Antikorper.

Fusionsinhibitoren: Enfuvirtid (T-20)

Fusionsinhibitoren
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(2) Rezeptorbindung Pharmakokinetische Verstarker

(1) Anheftung

(4) Eintritt

(8) Translation friiher Protei

NRTI /\(5) RT & Uncoating

NNRTI

(10) Zusammenbau & Knospung

(6) Integration

7a) friihe Phase

Integraseinhibitoren (7) Transkription/Splicing Proteaseinhibitoren

(7b) spéte Phase (11) Freisetzung

12) Reifun
(9) Translation-spater Proteine (12) &

Abbildung 9. Angriffspunkte der antiretroviralen Therapie im Replikationszyklus von HIV. Angegeben sind die
momentan verfligbaren Wirkstoffklassen mit ihren Angriffspunkten im HIV Replikationszyklus. Nachfolgend werden die
zugelassenen Einzelwirkstoffe aufgelistet, die Teil der Kombinationstherapie sein kénnen. Unterstrichen sind alle
Wirkstoffe, die in dieser Dissertation als Vergleichssubstanzen herangezogen wurden. Bindungsinhibitoren: Maraviroc,
Ibalizumab; Fusionsinhibitoren: Enfuvirtid; NRTI (Nukleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren): Abacavir,

Didanosin*, Emtricitabin, Lamivudin, Stavudin*, Tenofovir-Alafenamid, Tenofovir-Disoproxil-Fumarat, Zalcitabin*,

Zidovudin; NNRTI (Nicht-nukleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren): Delavirdin*, Doravirin, Efavirenz, Etravirin,
Nevirapin, Rilpivirin; Integraseinhibitoren: Bictegravir, Dolutegravir, Elvitegravir, Raltegravir; Proteaseinhibitoren:
Amprenavir*, Atazanavir, Darunavir, Fosamprenavir*, Indinavir*, Lopinavir/Ritonavir, Nelfinavir*, Ritonavir,
Saquinavir*, Tipranavir*; Pharmakokinetische Verstérker: Cobicistat. Rote ,T“-Zeichen zeigen an, welcher Schritt des
Replikationszyklus inhibiert wird. Blaue Pfeile geben an, welche Inhibitorgruppe von pharmakokinetischen Verstarkern

unterstitzt werden. *Vom Markt genommene oder nicht mehr empfohlene Medikamente.
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Nukleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTI): AZT, Abacavir (ABC), Didanosin (ddl),
Emtricitabin (FTC), Lamivudin (3TC), Stavudin (d4T), Tenofovir-Alafenamid (TAF), Tenofovir-
Disoproxil-Fumarat (TDF) und Zalcitabin (ddC). Wobei ddl, ddC und d4T nicht mehr zur
Anwendung kommen. Nukleosidanaloga blockieren die Reverse Transkription der viralen RNA in

DNA durch Herbeiflihren eines Kettenabbruchs wahrend der Polymerisation.

Nicht-Nukleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren (NNRTI): Delavirdin (DLV), Doravirin
(DOR), Efavirenz (EFV), Etravirin (ETR), Nevirapin (NVP) und Rilpivirin (RIL). Wobei DLV nicht
mehr zur Anwendung kommt. NNRTI inhibieren die Reverse Transkriptase durch allosterische

Hemmung der Enzymaktivitat.

Integraseinhibitoren: Bictegravir (BIC), Dolutegravir (DTG), Elvitegravir (EVG) und Raltegravir
(RAL). Alle bisher auf dem Markt befindlichen Integraseinhibitoren wirken nach dem gleichen

Wirkmechanismus als sogenannte Strangtransfer-Inhibitoren (INSTIs).

Proteaseinhibitoren: Amprenavir (APV), Atazanavir (ATV), Darunavir (DRV), Fosamprenavir
(fAPV), Indinavir (IDV), Lopinavir/Ritonavir (LPV/r), Nelfinavir (NFV), Ritonavir (RTV), Saquinavir
(SQV), Tipranavir (TPV). Wobei APV, fAPV, IDV, NFV, SQV und TPV nicht mehr zur Anwendung

kommen.

Pharmakokinetische Verstarker: Cobicistat (COBI). Hierbei handelt es sich nicht direkt um einen
anti-HIV Wirkstoff, da dieser nur in Kombination zur Verstarkung anderer Wirkstoffe eingesetzt

wird.

Aufgrund schnellen Therapieversagens bei Monotherapie wird seit 1996 die antiretrovirale

Kombinationstherapie (cART) angewandt (93), bei der eine Kombination aus drei anti-HIV

Wirkstoffen zur Bekampfung der HIV Infektion zum Einsatz kommen. Die Basis einer solchen

Kombination bilden jeweils zwei NRTI, welche zusammen mit einem NNRTI, einem Integrase- oder

Proteaseinhibitor eingesetzt werden (92). In manchen Fallen soll die Wirkung mit geringen Dosen

von Ritonavir oder Cobicistat gesteigert werden (92). Zu Beginn bestand die ,First-Line“ cART-

Kombination aus AZT, 3TC und NVP. Diese wurde jedoch von TDF/3TC/EFV abgelost. Mit der

Zulassung des sehr gut vertraglichen und hochwirksamen Integraseinhibitors DTG im Jahr 2013

durch die FDA (Food and Drug Administration, USA) wurde EFV durch DTG als ,,First-Line” Wirkstoff

ausgetauscht (92).
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Trotz der enormen Wirksamkeit und der deutlich geringeren Nebenwirkungen der cART und der
damit einhergehenden Verbesserung der Lebensqualitdat der unter Therapie stehenden HIV
Patienten, flihrt die Behandlung nicht zu einer Heilung, weswegen eine lebenslange Therapie
unabdingbar ist. Daher gilt es auch in Zukunft weiter an neuen anti-HIV Wirkstoffen zu forschen.
Hierbei soll ein besonderes Augenmerk darauf liegen, dass die Therapie fir alle Menschen
bezahlbar wird und die Anwendung weniger Nebenwirkungen mit sich bringt und vereinfacht wird,
um vor allem das Therapieversagen durch zu geringe Therapietreue der Patienten zu verhindern
(92). Seit Beginn der cART-Ara hat sich die Menge der Pillen pro Tag und pro Zeitpunkt deutlich
verringert, nun stehen vor allem lang-wirksame Wirkstoffe im Fokus, die mdglicherweise nur
einmal in der Woche oder sogar im Monat verabreicht werden miissen (94). Zudem gibt es
laufende Studien fir den Einsatz einer Zweifachkombination aus 3TC und DTG anstelle der

Ublichen cART Dreifach-Zusammensetzung (95,96).

Eine Kombination der beiden NRTI Emtricitabin und Tenofovir (Truvada) kann von HIV-negativen
Personen als Safer-Sex-Methode, als sogenannte Pra-Expositions-Prophylaxe (PrEP) angewandt
werden. Bei richtiger Anwendung, das heiRt einmal taglich, bei Mannern zwei Tage, bei Frauen
sieben Tage vor einem potentiellen Risikokontakt und im Anschluss an den sexuellen Kontakt fiir
mindestens die gleiche Zeitdauer, vermindert die PrEP das Risiko fiir eine HIV Infektion um bis zu
92 % (97). Damit schitzt eine PrEP so gut wie der Einsatz von Kondomen oder die HIV-Therapie
gegen eine HIV Infektion, jedoch nicht gegen andere sexuell tibertragbare Erkrankungen. Die PrEP
wurde 2012 von der FDA zugelassen, wird seit 2014 von der WHO als Safer-Sex-Methode gefiihrt

und ist auch in der Europaischen Union seit 2016 verfligbar (98).

Zur Vermeidung einer HIV Infektion nach einer moglichen Exposition mit HIV, gibt es die
Moglichkeit einer Post-Expositions-Prophylaxe (PEP). Schon eine Kontrollstudie mit Angestellten
aus dem Gesundheitswesen aus dem Jahr 1997 zeigte, dass eine Behandlung mit Zidovudin als PEP
nach potentiellem Kontakt mit HIV eine protektive Wirkung aufweist (99). Heutzutage werden zur
PEP Ublicherweise Kombinationen aus mindestens drei Medikamenten eingesetzt. Emtricitabin
und Tenofovir bilden hier die Basis der Therapie, wahrend Dolutegravir, Raltegravir oder Darunavir
als dritter Wirkstoff eingesetzt werden (100). Da die PEP im Vergleich zur PrEP erst nach einem
Risikokontakt eingenommen wird, ist die Verabreichung in hoheren Dosierungen notwendig. Die
PEP bietet nur einen effektiven Schutz, wenn sie bis spatestens 72 h nach dem sexuellen Kontakt

und im Anschluss 1-2x taglich fir 28 Tage eingenommen wird (101).
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1.1.4.2 Resistenzentwicklung bei der antiretroviralen Therapie

Aufgrund des nicht vorhandenen Heilmittels sind HIV Infizierte gezwungen die cART Behandlung
ein Leben lang fortzusetzen, um ein Fortschreiten der Erkrankung so lange wie moglich
hinauszogern zu konnen. Solch eine Dauerbehandlung der Infektion birgt das Risiko zur
Entwicklung durch Mutationen resistenter Viren (93).

Hierbei gibt es mehrere Mechanismen, die fir das Auftreten resistenter Virusstimme
verantwortlich sein konnen. Die Reverse Transkriptase besitzt kein Kontrollsystem zur
Fehlererkennung beim Umschreiben der RNA, was mit einer Fehlerrate von 10-4-10-3 pro Base zu
Mutationen in der proviralen DNA flhrt (86,102). Im Falle der Superinfektion einer Zelle mit
verschiedenen Virusvarianten kann es zu einer Rekombination der unterschiedlichen Virusgenome
kommen (103). Zudem bilden sich, obwohl die urspriingliche Infektion durch nur eine Variante von
HIV ausgeldst wird, innerhalb weniger Wochen unzahlige sogenannte Quasispezies aus, wodurch
es zur Akkumulation von vielen proviralen Varianten des Virus kommen kann. Resistente Viren
kénnen sich nur etablieren, solange auch ein gewisser Selektionsdruck vorliegt. Da eine solche
Mutation haufig die Fitness des Virus beeintrachtigt, wiirde sich ohne Selektionsdruck daher eher
das Wildtyp-Virus gegeniber der Resistenzmutante durchsetzen (104-106).

Durch die ,90-90-90“ und ,Treat all“ (engl. ,Behandelt alle”) Offensiven von WHO und UNAIDS
bekommen immer mehr Leute auf der ganzen Welt Zugang zur cART. Jedoch ist es sehr haufig
aufgrund von hohen Kosten, Aufwand oder auch hoher Temperaturen nicht moglich iberall die
gleichen Standards fir eine geregelte und gleichwertige medizinische Versorgung einzufiihren und
auch aufrecht zu erhalten. Um Therapieversagen durch Resistenzmutationen vorbeugen zu
kdnnen, wird in einkommensstarken Landern standardmaRig nach Erhalt der Erstdiagnose zum
Einstellen der richtigen Medikamentenkombination, aber auch bei wiederkehrenden Kontrollen
oder Therapieversagen immer wieder auf Resistenzen getestet (107).

Es gibt zwei Moglichkeiten mit denen untersucht werden kann, ob Patienten mit Viren infiziert
sind, die gegen verschiedene Medikamente Resistenzen aufweisen. Zum einen gibt es den
phanotypischen Ansatz, bei dem zu untersuchende Virusisolate mit einem Standard-Wildtyp-Virus
in in vitro Zellkulturmodellen mit entsprechenden Wirkstoffen behandelt und anschlieRend anhand
ihrer Konzentrationen, die zu einer Inhibition von 50 % (ICso-Werte) fiihren, vergleichend
dargestellt werden (108,109). Zum anderen gibt es den genotypischen Ansatz, bei dem mittels
Sanger oder Next Generation Sequenzierung das virale Genom sequenziert und anschlielend
mithilfe phylogenetischer Analysen untersucht wird. Aufgrund des Zeit- und Kostenaufwandes
bleibt der phdnotypische Ansatz, wie auch in dieser Dissertation zu sehen (s. 4.5.2), eher der
Wirkstoffentwicklung vorbehalten und wird in der Klinik nicht angewandt (107). In

einkommensschwachen Landern fehlt hierflir haufig die Infrastruktur, um solche Testverfahren
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durchfiihren zu kdnnen. Jedoch zeigen Rechenmodelle verschiedener Studien, dass die Einflihrung
solcher genotypischen Resistenztests kostenneutral fiir das Gesundheitssystem sein konnte.
Zumeist wird die Medikamentierung bei Therapieversagen der zuerst eingesetzten 1st line
Wirkstoffkombinationen sofort auf 2nd Jine Medikamente umgestellt, wodurch allerdings
gleichzeitig auch die Kosten ansteigen (110,111). Jedoch koénnen nur rund 80 % des
Therapieversagens auf erworbene Resistenzen zurilickgefiihrt werden. In den meisten anderen
Fallen liegt das Versagen der cART an der unzureichenden Therapietreue der Patienten, bei denen
daher die Therapie nicht sofort auf die teureren Medikamente umgestellt werden misste
(110,111).

Die Wahrscheinlichkeit, dass sich eine gegen bestimmte Medikamente resistente Virusmutante
wahrend der Infektion etabliert, variiert stark zwischen den einzelnen Wirkstoffen, aber auch
innerhalb der einzelnen Wirkstoffklassen. Abbildung 10 verdeutlicht dies durch den Vergleich der
antiviralen Potenz der in der Klinik eingesetzten Medikamente mit ihrer jeweiligen genetischen
Resistenzbarriere. Je héher diese Resistenzbarriere desto mehr notwendige Mutationen missen
fiir die Ausbildung einer Resistenz vorliegen, damit es phanotypisch liberhaupt zu einer Resistenz
gegen einen bestimmten Wirkstoff kommt (107).

Bei der Gruppe der NRTI ist die genetische Resistenzbarriere besonders niedrig, da bei diesen
Wirkstoffen nur ein bis zwei Mutationen an der richtigen Stelle ausreichen, damit entsprechend
resistente Viren auftreten (Abbildung 10). Die Resistenz kann durch zwei Mechanismen beglinstigt
werden. Entweder wird es der Reversen Transkriptase durch die Mutationen maoglich zwischen den
dideoxy-NRTI und den zellularen dNTPs zu unterscheiden oder diese werden schneller aus der
viralen DNA entfernt, wodurch der Kettenabbruch verhindert wird (112). Die haufigste Mutation ist
die M184V/l Mutation, die zu einer sehr starken Resistenz (200fache Abschwachung) gegen 3TC
und FTC fihrt (113,114). Jedoch werden diese beiden Wirkstoffe zumeist nicht aus der Therapie
entfernt, da die entsprechende Virusmutatente eine sehr geringe Fitness besitzt und deutlich

empfindlicher auf AZT und TDF reagiert (109).

-26 -



1. EInleitung

3log —

;
: (3
6
c

2log —
ABC

llog —t

Antivirale Potenz
(geschatzter log-Unterschied der Viruslast)

| | | |
1 2 3 4

Genetische Resistenzbarriere
(ungefahre notige # Mutationen zum Therapieversagen)

Abbildung 10. Antiretrovirale Potenz und genetische Resistenzbarriere eines HIV-Medikamentes. Bindungsinhibitor
(griin): Maraviroc (MVC); Fusionsinhibitor (gelb): Enfuvirtid (T-20); NRTI (schwarz): Abacavir (ABC), Emtricitabin (FTC),
Lamivudin (3TC), Tenofovir (TDF), Zidovudin (AZT); NNRTI (lila): Efavirenz (EFV), Etravirin (ETR), Nevirapin (NVP),
Rilpivirin (RIL); Integraseinhibitoren (rot): Dolutegravir (DTG), Elvitegravir (EVG), Raltegravir (RAL); Proteaseinhibitoren
(blau): Atazanavir (ATV), Lopinavir (LPV), Darunavir (DRV), mit Ritonavir verstarkt (/r). Wirkstoffe innerhalb einer Ellipse

haben ungefahr die gleiche antivirale Potenz, sowie genetische Resistenzbarriere. Bei dieser Abbildung handelt es sich

um eine adaptierte Version der Abbildung 1 aus (107).

Auch die NNRTI haben eine niedrige genetische Resistenzbarriere (Abbildung 10). Diese Wirkstoffe
zeichnen sich durch ein sehr hohes Level an Kreuzresistenzen aus (115). Das bedeutet, dass eine
Mutation zu einer Resistenz gegen gleich mehrere Medikamente dieser Wirkstoffklasse fiuhren
kann. Kreuzmutationen gibt es nur innerhalb einer Wirkstoffklasse, jedoch nicht zwischen
unterschiedlichen Wirkstoffklassen. Das Wissen Uber Kreuzmutationen ist vor allem wichtig, um
nach moglichem Therapieversagen die Medikamentenkombination neu einstellen zu kénnen
(109,112,115,116). Wegen seiner hoheren Resistenzbarriere wird ETR erst als 279 [ine Wirkstoff
verwendet, falls schon Resistenzen gegen die anderen NNRTI vorliegen sollten (117).

Proteaseinhibitoren zeigen in ihrer durch Ritonavir verstarkten Anwendung eine deutlich héhere
genetische Resistenzbarriere als ohne RTV Verstarkung und kommen daher vor allem bei

Therapieversagen zum Einsatz (118-120). Verschiedene Studien zeigen, dass Patienten mit
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Proteaseinhibitoren in ihrer 1st line cART deutlich seltener Resistenzmutationen gegen die Therapie
entwickeln als Kombinationen ohne Proteaseinhibitor. Daher wird hier das Therapieversagen vor
allem mit geringer Therapietreue der Patienten erklart, was unter anderem an den starkeren
Nebenwirkungen von Proteaseinhibitoren liegt (121,122).

Abbildung 10 zeigt fiir die Integraseinhibitoren ein diverses Bild, wahrend RAL und EVG eine relativ
niedrige Resistenzbarriere und hohe Kreuzmutationen aufweisen, ist DTG deutlich robuster
gegeniber einer Resistenzentwicklung (123,124).

Der CCR5-Antagonist MVC zeichnet sich durch eine hohe genetische Resistenzbarriere aus, jedoch
ist hier das grofSte Problem, dass dieser nur gegen R5-trope Viren wirken kann und auf X4-trope
Viren keinerlei Effekt zeigt. Rund 80 % der Primdrinfektionen werden von R5-tropen Viren
ausgelost, jedoch kann sich der Tropismus im Verlauf der Infektion verandern (s. Abbildung 7 in
1.1.3.5), weshalb vor allem bei der Einstellung der Therapie kontrolliert werden muss, ob sich eine
Behandlung mit MVC Uberhaupt lohnt (125,126).

Ein weiteres Problem, dass durch das zunehmende Vorkommen resistenter Viren auftritt, ist die
héhere Wahrscheinlichkeit fur Primarinfektionen durch bereits resistente HIV Varianten. Besonders
in den einkommensstarken Landern, die schon lange Zugang zur cART haben, kommt es gehauft zu
solchen Fallen. Dies betrifft rund 10 % der Neuinfektionen in Europa und sogar 12-24 % der
Primarinfektionen in den USA. Jedoch gibt es auch Falle in einkommensschwachen Regionen der

Welt, wo die Rate noch unter 5 % liegt (127-129).

1.1.4.3 Therapieansatze der Zukunft

Der Hauptgrund weshalb es noch immer keine Heilung fiir eine HIV Infektion gibt, ist die Fahigkeit
des Virus sich ins Wirtsgenom zu integrieren, in einen Zustand andauernder Latenz lberzugehen
und in sogenannten Reservoirs zu Uberdauern bis es reaktiviert wird (130). Neben CD4+ T-
Lymphozyten kann HIV auch Makrophagen und Monozyten (131), sowie Dendritischen Zellen (132)
und Astrozyten (133,134) latent infizieren.

Mittels cART ist es zwar moglich die Viruslast im Blut des Patienten unterhalb des Detektionslimits
zu senken, jedoch kommt es zu einem direkten Wiederanstieg der Viruslast, sobald die Therapie
ausgesetzt wird, da die langlebigen HIV-Reservoirs von den heutigen Medikamenten unangetastet
bleiben (91). Solange es keine Moglichkeit gibt diese Reservoirs komplett aus dem Korper zu
entfernen, wird es keine Chance auf eine Heilung der HIV Infektion geben (135). In den letzten
Jahren haben sich jedoch einige mogliche Herangehensweisen heraus kristallisiert, mit denen es
womoglich zu schaffen sein konnte, HIV in seinen Reservoirs auszumerzen. Nachfolgend sind diese

Therapiemodelle kurz vorgestellt (Abbildung 11):
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»shock & kill“

Bei diesem Ansatz sollen alle latenten Proviren mittels LRAs (engl. , Latency reversing agents®)
absichtlich reaktiviert werden (,,shock”). Durch zuséatzlichen Einsatz einer starken cART soll
wahrend dieses angeregten Zustandes verhindert werden, dass es zur de novo Infektion nicht
infizierter Zellen kommt. Es wird davon ausgegangen, dass es so moglich ware, dass alle
Reservoire enthaltende und reaktivierte Zellen entweder durch das Immunsystem oder durch
zytopathische Effekte der Infektion zerstort werden (,kill“). In ersten Patientenstudien dieses

Ansatzes war es leider nicht moglich die Reservoirs dauerhaft zu eliminieren (136).

CART . o Immunsystem

\J
.

Apoptose

Zelluldre
Restriktionsfaktoren

f A

\provirale DNA Inhibitoren
| Entfernung
/ des Provirus
7//”

Genomeditierung

' Inaktivierung
des Provirus

Abbildung 11. Anséatze zur Bekdmpfung von latenten HIV-Reservoirs (137).
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,block & lock”
Das ,block & lock” Modell geht davon aus, dass es nicht moglich sein wird, alle latenten
Proviren aus den Reservoirs im Korper zu entfernen. Daher soll die Reaktivierung des Provirus
durch neue Inhibitoren und zellulare Restriktionsfaktoren, die in die Expression des proviralen
Genoms eingreifen, blockiert werden (,block”), um so HIV in seinen Reservoirs einzusperren
(,lock”). Ob es moglich ist, solch eine Methode in die Praxis zu libertragen, konnte bisher noch

nicht bewiesen werden (136).

Hhit & cut”

Ein weiteres Therapiemodell schlagt vor, die latenten Proviren mithilfe neuer
molekularbiologischer Tools, auch molekulare Scheren genannt, wie CRISPR/Cas9,
Zinkfingernukleasen oder TALENs gezielt in den Reservoirzellen zu inaktivieren oder gar
komplett zu entfernen. Hierbei soll das Schneidewerkzeug (iber virale Vektoren zielgerichtet in
die Reservoirzellen transportiert werden, wodurch dort das provirale HIV Genom spezifisch
anvisiert werden kann (,hit“), um dieses dann entweder durch gezieltes Entfernen fir die
Expression wichtiger Elemente still zu legen, bzw. vollstandig aus dem Genom
herauszuschneiden (,,cut”) (138).

Der chinesische Wissenschaftler He Jiankui nutzte die CRISPR/Cas9 Technik im Jahr 2018 auch
im Kontext mit HIV. Hierbei versuchte er nicht wie im soeben beschriebenen ,hit & cut” Modell
eine bereits bestehende HIV Infektion zu bekdmpfen, er verwendete CRISPR/Cas9, schon im
Keimzellstadium, um eine Mutation im CCR5-Rezeptor-Gen in der befruchteten Eizelle zu
implementieren, mit dem Ziel gegen HIV resistente Zellen zu erschaffen. Laut Angaben von He
Jiankui, wurden im Herbst 2018 CRISPR/Cas9 behandelte Zwillinge geboren. Jedoch scheinen
die Babies die gewiinschte Mutation im CCR5-Gen nicht zu tragen. Das Vorgehen wurde sehr
kontrovers diskutiert. Da bis heute noch kein wissenschaftlicher Report zu dieser Arbeit
veroffentlicht wurde, besteht keine Mdglichkeit diesen Vorgang nachvollziehen zu kénnen (139).
Sowohl bei der Anwendung solcher Tools zur Zerstérung des proviralen Genoms, als auch in
anderen Bereichen, ist es von hochster Prioritat, unspezifisches Schneiden in der nicht-HIV-DNA
zu vermeiden, um keinen weiteren Schaden in der Zielzelle zu verursachen. Daher miissen diese
Techniken bis zu ihrem Einsatz im Patienten genauestens evaluiert und ausgereift werden und
sollten nicht vorschnell in Experimenten am Patienten, wie im Fall der CRISPR-Babies, eingesetzt

werden (140).
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1.2 Entwicklung von neuen Wirkstoffen

Seit Jahrtausenden strebt der Mensch danach Antworten auf all die Leiden und Krankheiten zu
finden, die ihm widerfahren (141). Die Suche nach Heilmitteln und Wirkstoffen war im Laufe der
Zeit einem starken Wandel unterworfen. Wahrend die Forschung anfanglich noch allein darauf aus
war, herauszufinden, womit man einer Erkrankung Herr werden kann, reicht dies in der heutigen
Zeit nicht mehr aus. Heute liegt der Fokus verstarkt in der Aufklarung und dem genauen Verstehen
der Wirkmechanismen neuer Wirkstoffe, noch bevor diese beim Patienten zum Einsatz kommen
(142). Zudem sollen Nebenwirkungen auf ein Geringstes minimiert werden, damit Patienten nicht
wegen daraus resultierender fehlender Therapietreue ihre Behandlung unzureichend fortfiihren.
Auch im Verlauf dieser Dissertation wurde diesen grundlegenden Fragen der Wirkstoffforschung
nachgegangen, weswegen die nachfolgenden Abschnitte einen einleitenden Uberblick iiber
verschiedenste Strategien und Herangehensweisen bei der Suche nach neuen Wirkstoffen geben

sollen.

1.2.1 Ansadtze und Herausforderungen in der Wirkstoffentwicklung

Bei der Entwicklung eines Wirkstoffes gibt es auf dem Weg von der urspriinglichen Idee bis hin zur
Behandlung eines Patienten einige Hirden zu meistern und Entscheidungen zu treffen (Abbildung
12). Zu Anfang steht die Frage nach der Indikation des zu suchenden Wirkstoffes. In der
vorliegenden Dissertation steht hierbei die Bekampfung der HIV Infektion im Vordergrund. In den
meisten Fallen werden heutzutage grofRe Substanzbibliotheken bemiiht, bei denen mittels
Hochdurchsatz-Screening nach ersten moglichen Treffern oder ,Hits” gesucht wird. An diesem
Punkt stellen sich entscheidende Fragen nach der Art des Screenings und des Testsystems. Soll
beispielsweise die Aktivitat eines ganz bestimmten Enzyms reguliert werden, das im Zentrum des
Wirkstoffmechanismus stehen soll, ist das System schon auf dieses eine Enzym optimiert (,Target-
based Drug Discovery”) (143). Im Falle von HIV kdnnte zum Beispiel mit einfachen biochemischen
Assays die Wirkung der zu testenden Substanzen auf die virale Reverse Transkriptase, Integrase
oder Protease bestimmt werden (s. 3.4.1, 3.4.2 oder 3.4.3). Eine andere Herangehensweise
besteht im Durchfiihren eines phanotypischen Screenings, bei dem der Fokus weniger auf der
Aktivitdat einer Substanz gegen ein ausgewdhltes Biomolekiil, sondern viel mehr auf der
allgemeinen Wirkung auf ein ganzheitliches, physiologisch relevantes System liegt, wie
beispielsweise einem entsprechenden Tier- oder Zellkulturmodell (,,Phenotypic Drug Discovery”)
(143). Der Ursprung dieser Arbeit liegt in einem solchen phanotypischen Screening, bei dem die
antivirale Wirkung von tber 10.000 Substanzen einer Naturstoffbibliothek in einem zelluldren HIV-

Replikationssystem, dem EASY-HIT System (144), untersucht wurde. Dieser Ansatz gibt eine direkte
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Aussage dariber, ob ein moglicher Hit auch in ein ganzheitliches HIV-Replikationssystem eingreifen
kann und nicht nur bei direktem Kontakt zum ausgewahlten Zielmolekil seine Wirkung entfaltet. In
der heutigen Zeit steht der molekulare, Zielmolekil-basierte Ansatz verstarkt im Fokus (143,145).
Jedoch zeigt sich in Anbetracht der angewandten Ansatze, die allen Wirkstoffen zugrunde liegen,
welche zwischen 1999-2008 von der FDA zugelassen wurden, dass eine phanotypische
Herangehensweise gerade im Bereich der ,First-in-class“ Medikamente, die einen véllig neuen
Mechanismus aufweisen, viel haufiger zum Erfolg fihrt. Im angegebenen Zeitraum wurden
insgesamt 259 Wirkstoffe zugelassen, wovon 75 in die ,First-in-class” Kategorie fallen. Hiervon
basierten 37 % auf einem phanotypischen Ansatz, nur 23 % auf der Zielmolekiil-basierten
Methode. Die Ubrigen Anteile verteilen sich auf ,Biologics” (33 %) und modifizierte Naturstoffe
(7 %). Das Hauptargument fir die in dieser Phase der Entwicklung verstirkte Nutzung des
phanotypischen Ansatzes liegt in der unvoreingenommen Herangehensweise bei der Identifikation
des Wirkmechanismus (142,145). Bei Nachfolger-Wirkstoffen hingegen, also ,Second-in-class”
Wirkstoffen mit gleichem Wirkmechanismus, verandert sich dieses Bild deutlich, wahrend ein
phanotypisches Screening als Basis der Wirkstoffidentifikation nur noch 18 % der zugelassenen
Medikamente zugrunde liegt, bilden Wirkstoffe aus Zielmolekil-basierten Screenings den
Hauptanteil von 51 % (142,145). Beispiele fiir Medikamente, die einem phanotypischen Screening
entsprangen sind der HDAC-Inhibitor Vorinostat oder das Antibiotikum Linezolid. Wahrend
besonders HIV Medikamente wie der CCR5-Inhibitor Maraviroc oder der Integrase-Inhibitor
Raltegravir aus Zielmolekdl-basierten Screenings hervorgingen (143,145).

Dem phanotypischen Ansatz stellt sich jedoch die Aufgabe, im Laufe der Entwicklung eines neuen
Wirkstoffes auch dessen genauen Wirkmechanismus aufzuklaren oder gar ein gesondertes
Zielmolekil angeben zu kénnen, da ansonsten die mogliche Akzeptanz und Einfiihrung eines
solchen Wirkstoffes auf den Markt sehr unwahrscheinlich zu werden droht. In der Entwicklung
neuer Medikamente besitzt das genaue Verstandnis des Wirkstoffes oberste Prioritat, wahrend fir
den letztendlichen Einsatz im Patienten nur zahlt, dass die Therapie einfach anwendbar, héchst
effektiv und mit geringst moglichen Nebenwirkungen ablauft (145). Eine Gratwanderung, die es zu
bewaltigen gilt.

Nach Auswahl und Durchfiihrung des bevorzugten Screeningansatzes resultiert das Hochdurchsatz-
Screening im optimalen Falle in einem oder mehreren Treffern, die nun auf verschiedene
Parameter analysiert und optimiert werden miissen, um am Ende aus einem solchen Hit auch eine
Leitsubstanz oder ,Lead” entstehen zu lassen (Abbildung 12). Hierbei stehen vor allem
Eigenschaften wie Effektivitat, Toxizitat und Stabilitat der Substanz im Vordergrund. Um diese

Parameter genauer untersuchen zu kdnnen, wird zumeist eine ganze Reihe zur Ausgangssubstanz
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chemisch unterschiedlicher Derivate synthetisiert und diese mittels Struktur-Wirkungsbeziehung-

Studien (SAR, vom englischen ,,structure activity relationship”) genauer analysiert (146).

4 d K d : In vitro
edlkamentendeslg »Sicherheitsscreening
Hit-to- Iead

Optlmlerung

Target bekannt

Hochdurchsatz-
Screenlng

Phanotyplsch

Bei phdanotypischem Ansatz:

Target Analyse

Bioverfiigbarkeit,

Pharmakokinetik . Metabolismus
In vivo

Tierversuche proof—of—concept

Kandidat fiir klinische Versuche

Abbildung 12. Schematischer Ablauf der praklinischen Wirkstoffentwicklung - Von der Idee bis zur klinischen
Erprobung.

Bevor die Entscheidung fir eine oder mehrere Leitsubstanzen, die nach Mdoglichkeit im Anschluss
in ersten in vivo Tierversuchen eingesetzt werden, getroffen werden kann, sollten die sogenannten
ADME-Parameter noch in vitro untersucht werden. ADME steht fir A = Administration,
D = Distribution/Verteilung, M = Metabolismus und E = Exkretion. Hierbei konnen verschiedenste
Parameter wie beispielsweise die Bindung an Plasmaproteine, Stabilitdt in Plasma oder
Lebermikrosomen, sowie Inhibition verschiedener CYP450 Isoformen analysiert werden (147).

Nach erfolgreicher ,Hit-to-Lead” Optimierung kénnen Leitsubstanzen nun in einem
entsprechenden Tiermodell weiterfliihrend getestet werden. Hierbei gilt es nicht nur die Wirkung
auf das Zielmolekdl in vivo zu bestétigen (,proof-of-concept”), sondern auch herauszufinden, ob
die Substanz beispielsweise oral, subkutan oder intravents appliziert werden kann
(Bioverfiigbarkeit bei unterschiedlichen Administrationstechniken), welche Dosierungen des
Wirkstoffs eingesetzt werden kdnnen oder welche Halbwertszeit die Substanz im Organismus
besitzt (Pharmakokinetik). Auch Parameter wie Metabolismus und Toxizitdt sind von duBerster
Wichtigkeit. Ob Substanzen eher (ber die Leber oder die Niere abgebaut bzw. ausgeschieden

werden, kann wichtige Anhaltspunkte und Erklarungen fiir mégliche toxische Nebeneffekte liefern.
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Im absoluten Idealfall kristallisiert sich im Verlauf der Tierversuche heraus, ob eine Substanz das
Potential besitzt, um im Anschluss auch in der klinischen Phase und somit in Humanversuchen
eingesetzt werden zu kdnnen. In den meisten Fallen scheitern Substanzen jedoch aufgrund ihrer zu
hohen in vivo Toxizitdt, nur rund 23 % der Leads schaffen den Ubergang in klinische Studien, die
klinische Phase der Wirkstoffentwicklung (148). Daher sind meist weitere Optimierungsrunden
notwendig, um am Ende die optimale Leitsubstanz zu erhalten. Dies kann nicht nur von der Wahl
des richtigen, sondern auch von der Verfiigbarkeit eines fir die jeweilige Fragestellung geeigneten

Tiermodells abhangen.

1.2.2 Naturstoffe als Grundlage der Wirkstoffentwicklung

Wie im einleitenden Abschnitt 1.2 erwdhnt, wird Wirkstoffforschung seit jeher betrieben. Schon in
den Anfingen bedienten sich Heiler antiker Volker in der Natur und suchten dort nach Pflanzen
und Krdautern mit heilenden oder schmerzlindernden Eigenschaften. Zu einem der altesten
medizinischen Schriftstlicke gehort das Papyrus Ebers aus einer Zeit um 1500 v. Chr., welches
Anweisungen zur Nutzung und Anwendung verschiedener Krauter enthalt, die unter anderem bei
Diabetes mellitus oder zur Schwangerschaftsverhiitung eingesetzt werden kénnen (141). Diese
Erkenntnisse aus der direkten Anwendung von Naturprodukten in der frihen Medizin bildet bis
heute die Grundlage der Wirkstoffentwicklung. Mit heutigen Techniken und Verfahren ist es nun in
den meisten Fallen auch maoglich, die fur die eigentliche Wirkung verantwortlichen Molekile aus
Pflanzen, Bakterien oder Pilzen zu extrahieren, um deren genaue Wirkmechanismen zu studieren
und auf Basis dieser Naturstoffe neue, potentere Wirkstoffe entwickeln zu kdénnen. Trotz neuer,
hoch gehandelter Ansatze wie beispielsweise der kombinatorischen Chemie, bei der durch
Kombination unterschiedlichster von Wirkstoffen bekannter Molekiilbausteine de novo neue
chemische Entitdten erschaffen werden sollen, bleiben Naturstoffe bis heute ein fester Bestandteil

in der Entwicklung von neuen Arzneimitteln (149).
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Abbildung 13. Naturstoffe als Grundlage der Wirkstoffentwicklung in den Jahren 1981-2014. (A) Anteilige Ubersicht
aller im Zeitraum von 1981-2014 zugelassener Wirkstoffe (n = 1562). B, biologische Makromolekile; N, unverdanderte
Naturstoffe; NB, botanische Wirkstoffe; ND, Naturstoffderivate; S, synthetische Wirkstoffe; S/NM, synthetische
Wirkstoffe/Naturstoffimitat; S*, synthetische Wirkstoffe, deren Pharmakophor von Naturstoffen abstammt; S*/NM,
synthetische Wirkstoffe, deren Pharmakophor von Naturstoffen abstammt/Naturstoffimitat; V, Impfstoffe. (B)
Prozentanteil der ,small molecule” Wirkstoffe aus der Kategorie N* (N/NB/ND) im Vergleich zur Gesamtmenge aller
zugelassener Wirkstoffe im Zeitraum von 1981-2014, aufgeteilt in die einzelnen Jahre. Der durchschnittliche Anteil der
N* Wirkstoffe im angegebenen Zeitraum betrdgt 33 + 9 % (grauer Bereich). Alle Zahlen entstammen dem Review von
Newman und Cragg, 2016 (149).
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Newman und Cragg behandeln in ihren Reviews den Anteil von Naturstoffen an allen Wirkstoffen,
die im Zeitraum von 1981-2014 zugelassen wurden (149-153). Hierbei werden alle 1562
Medikamente unterschiedlichen Gruppen zugeordnet: B fiir ,biologische Makromolekiile®, N fir
,unveranderte Naturstoffe”, NB fiir ,botanische Wirkstoffe, ND fir ,Naturstoff-Derivate”, S fir
,synthetische Wirkstoffe, S/NM fur ,synthetische Wirkstoffe/Naturstoffimitat®, S* fur
,synthetische Wirkstoffe*“, deren Pharmakophor von Naturstoffen abstammt, S*/NM fir
»synthetische Wirkstoffe*/Naturstoffimitat”, deren Pharmakophor von Naturstoffen abstammt,
sowie V fir ,Impfstoffe”. Abbildung 13A zeigt die Prozentanteile der angegebenen Kategorien im
Zeitraum von 1981-2014, wobei die Hauptnaturstoffkategorien N (4 %), NB (1 %) und ND (21 %)
zusammen rund ein Viertel aller zugelassener Wirkstoffe stellen. Wenn man deren Anteil auf alle
zugelassenen ,small molecules” bezieht, handelt es sich sogar um rund 33 + 9 % der zugelassenen
Medikamente (149). Bei Betrachtung der Anteile in den einzelnen Jahren, zeigt sich, dass
Naturstoffe Uber den gesamten Zeitraum die stabile Basis der Wirkstoffentwicklung sind
(Abbildung 13B). Bezieht man auch alle Naturstoffimitate mit in die Berechnungen ein, zu denen
hier auch beispielsweise Nukleosidanaloga zdhlen, bilden Naturstoffe einen Anteil von rund 70 %
an allen im Zeitraum zugelassenen Medikamenten, was einmal mehr die Wichtigkeit von
Naturstoffen hervorhebt.

Der Grofiteil aller zugelassener Naturstoffe beschrankt sich auf die finf grofen medizinische
Anwendungsbereiche: Infektionskrankheiten (bakteriell, viral, fungal), Krebs, Bluthochdruck,
Entziindungen und Diabetes. Besonders interessant fiir diese Dissertation ist vor allem der Bereich
der Infektionserkrankungen, bei der rund 30 % der zugelassenen Medikamente auf Naturstoffen
beruhen. Hierbei finden die meisten Wirkstoffe antibakteriellen Einsatz; 50 % aller antibakteriellen
Arzneimittel basieren auf Naturstoffen. Newman und Cragg ordnen die im Labor synthetisierten
Nukleotidanaloga der S* (synthetische Wirkstoffe, deren Pharmakophor von Naturstoffen
abstammt) und nicht den Naturstoff-basierenden N* Kategorien zu (149), wodurch bei antiviralen
Wirkstoffen nur rund 3 % der Medikamente auf die N* Kategorien entfallen, den groBten Anteil
bilden hier die Impfstoffe (44 %). Seit 2007 kommt es zu einem starken Anstieg der nicht-,small
molecules”, besonders biologische Makromolekiile und Impfstoffe bilden mit durchschnittlich 36 %
den groflten Anteil. Trotz allem sind Naturstoff-basierte ,,small molecule” Wirkstoffe weiterhin

gefragt (149) und stehen auch im Fokus dieser Dissertation.

Die bei der Suche nach neuen Wirkstoffen verwendeten Substanzbibliotheken aus teilweise Gber
10.000 Einzelsubstanzen werden heutzutage nicht mehr bevorzugt fir Hochdurchsatz-Screenings
verwendet. Viele Firmen versuchen ihre Substanzbibliotheken auf GréRen von rund 100-3.000

Molekiile zu optimieren und setzen hierbei verstarkt auf eine hohe Diversitdt der wichtigsten
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Strukturen von Naturstoffen vor allem im Hinblick auf Heteroatome und chirale Zentren (, diversity
oriented synthesis”) (154,155).

Naturstoffe werden in der Medizin auch heutzutage nicht ausschliefRlich als Einzelmolekiile
verabreicht, sondern finden ihren Einsatz vor allem in der Volksmedizin als Stoffgemische in
Ausziigen von Pflanzen. Beispielsweise werden Extrakte der sudafrikanischen Heilpflanze
Pelargonium sidoides oder auch der im Mittelmeerraum beheimateten Pflanzenart Cistus incanus
zur Behandlung von Halsbeschwerden oder Durchfall angewandt. Die Wirkung wird hierbei auf die
adstringierenden Eigenschaften der in groRen Mengen enthaltenen Polyphenole zurtickgefiihrt. In
der virologischen Forschung wurden die Polyphenolextrakte beider Pflanzen hinsichtlich moglicher
antiviraler Eigenschaften schon genauer untersucht und im Zellkulturmodell gezeigt, dass sie
sowohl Influenza A Viren (156), HIV (157,158), als auch mit Oberflachenproteinen des Ebola- bzw.
Marburg-Virus pseudotypisierte Lentiviren (158) an ihrem Eintritt in die Zelle hindern. Jedoch gibt
es bisher keinerlei klinische Daten zu einer moglichen prophylaktischen Anwendbarkeit der
Extrakte, weswegen bisher keines der beiden Produkte eine Zulassung als antivirales Medikament

erhalten hat.

1.2.3 Multiple Antiviral y-Pyrone Inspired Compounds

Der Grundstein fir diese Dissertation wurde von Dr. Markus Helfer gelegt, der mittels
Hochdurchsatz-Screening einer 10.000 Naturstoffe umfassenden Substanzbibliothek im EASY-HIT
System (144) nach Treffern mit hochaktiven anti-HIV Eigenschaften suchte. Hierbei kristallisierten
sich die beiden y-Pyrone Neoaureothin (#0) und Aureothin (#1) mit ICso-Werten unter 6 nM als die
interessantesten und aussichtsreichsten Kandidaten fir weiterflihrende Charakterisierungen
heraus.

Aureothin wurde erstmals 1953 aufgrund antibiotischer Wirkungen erwahnt (159). Die Struktur
des von den Bakterien Streptomyces thioluteus produzierten Naturstoffes wurde 1961 von Hirata
et al. beschrieben (160). Wie in Abbildung 14, #1 dargestellt, handelt es sich hierbei um ein ,small
molecule” bestehend aus einer y-Pyron-Einheit, an die ein Tetrahydrofuranring anschliet, der
Uber einen Dien-Linker mit einem 4-Nitro-Phenylrest verbunden ist. Neoaureothin oder auch
Spectinabilin genannt wurde erst 1976 entdeckt und aus Streptomyces spectabilis isoliert (161).
Die Struktur dieses Molekiils (Abbildung 14, #0) unterscheidet sich lediglich in der Linge des
Linkers von der von Aureothin, welcher bei Neoaureothin eine Kettenldnge von sieben
Kohlenstoffatomen statt drei und insgesamt vier Doppelbindungen statt derer zwei bei Aureothin

aufweist.
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Aufgrund der schon in der Literatur beschriebenen Photolabilitdt von Neoaureothin (162) und der
in beiden Molekilen enthaltenen und in der Wirkstoffentwicklung wegen ihrer potentiellen
Toxizitat unfavorisierten Nitrogruppe (163) am Benzolring, wurden zu Beginn und im weiteren
Verlauf dieser Dissertation eine Sammlung von insgesamt 33 Aureothin-Derivaten (Abbildung 14,
#2-34) in enger Zusammenarbeit mit dem Medizinalchemiker Dr. Manfred Rosner, der maligeblich
zum Design der Molekile beigetragen hat, entworfen und von den Experten aus der Firma Bicoll
Biotechnology Co Ltd., Shanghai, China (Substanzen #2-21, sowie #30-34) und der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Oliver Plettenburg vom Institut fir Medizinalchemie des Helmholtz Zentrum Miinchen
(Substanzen #22-29) synthetisiert. Die Entscheidung fir Aureothin und gegen Neoaureothin als
Basis zur Entwicklung neuer Derivate beruht unter anderem auf der schon im Detail beschriebenen
Chemie zur Totalsynthese von Aureothin (164-166). Auch bei anderen Arbeitsgruppen stand
Aureothin schon vermehrt im Fokus, um die biochemische Synthese genauer zu beschreiben.
Hierbei entstanden mittels kombinatorischer Biosynthese einige wenige semisynthetische Derivate
von Aureothin, bei denen eine antimykotische und antiproliferative Aktivitdt nachgewiesen wurde
(167,168).

Im Falle der in dieser Dissertation bearbeiteten Aureothin-Derivate wurde die Synthese der
einzelnen Substanzen auf der Grundlage des Reaktionsprinzips nach Jacobsen et al. durchgefiihrt
(164,169). Zusammengefasst wurden passend substituierte Benzaldehyde zu entsprechend
substituierten 2,2-Dibromovinylbenzenen umgewandelt und mithilfe des Boronesters des
Schliisselintermediates y-Pyron-Furanon (Abbildung 14, #2) und anschlieBender Br-Methyl-
Konversion mit den Katalysatoren Zn(CHs); und Pd-Phosphin zu den jeweiligen Endprodukten
abreagiert.

Diese chemisch komplett neue Substanzgruppe wurde im Laufe dieser Dissertation aufgrund ihrer
starken antiviralen Wirkung und des Hauptbausteines y-Pyron mit dem Akronym Multiple Antiviral
Gamma-Pyron Inspired Compounds oder kurz MAGIC benannt.

Mit dieser breiten Auswahl an chemisch sehr unterschiedlichen und mehr Medikamenten-
dhnlicheren MAGIC Substanzen sollten SAR-Studien durchgefiihrt werden, um optimiertere
Derivate herausfiltern zu kdnnen. Beim Design dieser Molekiile wurden hauptsichlich Anderungen
am Benzolring vorgenommen. Die unerwiinschte Nitrogruppe sollte weichen und wurde durch
Elektronen ziehende oder schiebende, lipophile oder polare Substituenten nicht nur in para-,

sondern auch in ortho- oder meta-Position am Benzolring ersetzt.
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Abbildung 14. Ubersicht aller MAGIC-Derivate. Gezeigt sind die Strukturformeln von Neoaureothin (#0), Aureothin
(#1) und allen Aureothin-Derivaten (#2-34). Anhand der Struktur von #1 werden die einzelnen Strukturelemente von

Aureothin erldutert: 4-Nitro-Phenylrest (gelb), Dien-Linker (griin), Tetrahydrofuranring (THF; blau), y-Pyronring (rot).
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1.3 Zielsetzung der Dissertation

Auch heute noch, fast 40 Jahre nach der ersten AIDS Diagnose, bleibt HIV/AIDS eines der grofRten
Gesundheitsprobleme der Menschenheit. Da es noch immer kein Heilmittel gegen die
Infektionskrankheit gibt, sind die rund 38 Millionen Menschen, die weltweit mit HIV infiziert sind,
auf die tagliche antiretrovirale Therapie angewiesen. Die hochwirksame cART wandelt zwar ein
sicheres Todesurteil in eine kontrollierbare Erkrankung um, jedoch treten durch die
Dauerbehandlung und die hohe Mutationsrate des Virus immer haufiger resistente Viren auf, was
letztendlich zu einem Therapieversagen bei manchen Patienten fiihren kann. Daher ist es von
groBter Wichtigkeit immer wieder nach neuen Wirkstoffen im Kampf gegen HIV zu suchen.

Hierbei bieten Naturstoffe ein reichhaltiges Angebot an Strukturen, die sich die Wirkstoffforschung
zu Nutze machen kann, um neuartige Arzneimittel zu entwerfen. Auch die Grundlage dieser Arbeit
basiert auf einem Naturstoff, Aureothin, das von Dr. Markus Helfer im Hochdurchsatz-Screening
einer Naturstoffbibliothek auf Substanzen mit anti-HIV Wirkung ausgewahlt wurde.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation bestand darin, Aureothin und die Gruppe der MAGIC
Substanzen mittels Struktur-Wirkungsbeziehung-Studien genauer zu charakterisieren, um im
Anschluss auf Basis einer daraus hervorgehenden Leitsubstanz die antivirale Wirkungsweise dieser
neuen Substanzgruppe auf die Replikation von HIV im Detail zu analysieren und aufzuklaren.
Zudem sollten sowohl die anti-HIV Eigenschaften der MAGIC Substanzen im Vergleich und im
Zusammenspiel mit zugelassenen Medikamenten, als auch ein mdgliches breites
Wirkungsspektrum gegen unterschiedliche Genotypen von HIV untersucht werden.

Mithilfe der in dieser Dissertation erarbeiteten Charakterisierung der neuen MAGIC Substanzklasse
sollte die Basis fiir eine neuartige anti-HIV Wirkstoffgruppe bereitet werden, die moglicherweise
Teil einer zukiinftigen anti-HIV-Therapie werden kdnnte. Schlief3lich verlangt es auch weiterhin
nach neuen anti-HIV Wirkstoffen mit bisher noch unbekannten Mechanismen, die sich perfekt in
die bestehende Kombinationstherapie einfliigen und diese erganzen und durch die es moglich ist,
die gesamte Bandbreite der HI-Viren zu bekdmpfen. Letztendlich ist dies der Schlissel zum Erfolg

im Kampf gegen die HIV Pandemie und AIDS.
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2. Materialien
2.1 Gerate und Software

Tabelle 1. Gerdte und Software.

Bezeichnung

Accu-jet® pro

Acquity UPLC M-Class HSS T3 Saule, 1,8 um, 75 um x 250

nm
Bakterienschittler - Minitron

BLAST

Blotting Maschine - Mini Trans-Blot® Cell
CO2 Inkubator - HERAcell™ 150i
Durchflusszytometer - FACS Canto Il
Faden-Schere

Feinwaage

FigTree Software

Fluoreszenzmikroskop - IX81

Fusion FX Chemolumineszenz Detektor
Gefrierschrank (-20 °C)

Gefrierschrank (-80 °C)

Gel Bildgebungssystem - ChemiDoc™ XRS
Gelelektrophoreseeinheit - Mini-PROTEAN Tetra cell
Grafiksoftware - ChemDraw® Professional
Graphen- und Analysesoftware - Prism7
HandyStep® electronic
Kombinations-Analysesoftware - CompuSyn
Kihlschrank (4 °C)

Laborwaage - L310

Lampe (2x Philips Master PL-S-9W/840/2P)
Lichtmikroskop - Primovert

Light Cycler® 48011 96 (Version 1.5.0.39)
Magnetrihrer mit Heizeinheit - RCT basic
Microplate reader - Infinite M200

Microplate reader software - i-control™

Hersteller

Brand, Wertheim, Deutschland

Waters, Eschborn, Deutschland

Infors HT, Basel, Switzerland

NCBI, Bethesda, MD, USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, TN, USA
Droh, Mainz, Deutschland

Mettler Toledo, Columbus, OH, USA
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/ figtree, UK
Olympus, Tokyo, Japan

Vilber, Eberhardzell, Deutschland

Liebherr, Ulm, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA
GraphPad Software, San Diego, CA, USA
Brand, Wertheim, Deutschland

ComboSyn Inc., Paramus, NJ, USA

Liebherr, Ulm, Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Philips, Amsterdam, Niederlande

Carl-Zeiss, Jena, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz

IKA, Staufen, Deutschland

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Tecan, Mannedorf, Schweiz
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Bezeichnung

Microsoft Office 2010

Minischuttler - IKA® MS3 basic
Multikanalpipette - Research Plus (100 pl)
NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer
Pipetten - Research Plus (2,5/10/100/1000 pl)
Pipettiersystem - Liquidator™ 96

PowerPac™ Basic

Primer BLAST

Progenesis QI Software v3.0, Nonlinear Dynamics
Protein- und Genlistenanalyse Software
QExactive HF Massenspektrometer
Schlauch-Klemme

Serial Cloner 2.6.1

Sicherheitswerkbank S2 - HERAsafe Heraeus™
Sicherheitswerkbank S3 - 2100

SnapGene®

Thermocycler - peqSTAR 96 universal gradient
Thermomixer - 5436

Tischzentrifuge - Minifuge Sprout

Ultimate 3000 RSLC nano-HPLC
Ultraschallbad - S10 Elmasonic

Vakuum Zentrifuge - Concentrator 5301
Vakuumpumpe - VACUSAFE Comfort

Vortexer - Orbit 300

Vortexer - Vortex Genie 2

Wasserbad

Zentrifuge - 5415 R

Zentrifuge - Heraeus™ Multifuge™ X3R

Zentrifuge - Hettich® Rotanta 460 R

Hersteller

Microsoft Corp., Redmond, WA, USA

IKA, Staufen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mettler Toledo, Columbus, OH, USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA
NCBI, Bethesda, MD, USA

Waters, Eschborn, Deutschland

Genomatix AG, Miinchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
Droh, Mainz, Deutschland

Serial Basics, Boulder, CO, USA

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
Schulz Lufttechnik, Sprockhovel, Deutschland
GSL Biotech LLC, Chicago, IL, USA

VWR, Radnor, PA, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
HeathrowScientific, Nottingham, UK
Dionex, Sunnyvale, CA, USA

Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Integra Biosciences GmbH, Biebertal, Deutschland

Labnet international inc., Edison, NJ, USA
Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA
GFL, Hannover, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA

Hettich, Tuttlingen, Deutschland
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2.2 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 2. Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung

Hersteller

Cellstar® (6/12/24/48/96-well), Flachboden, farblos
Cellstar® (96-well), V-Boden, farblos

Cellstar® aerologische Pipetten (2/5/10/25/50 ml)
Cellstar® uClear (96-well), Flachboden, weil}
Cellstar® pClear (96/384-well), Flachboden, schwarz
Combitips Plus (1/5/10 ml)

Deckglaser, rund

Falcon® FACS Roéhrchen (5 ml)

Filtropur S 0,45 um

Glasausstattung

Handschuhe - KIMTECH Science Purple Nitrile
Handschuhe - Semperclean™ MC7.5

Handschuhe Nitrit NextGen®

Kryoflakon

Nitrocellulose Blotting Membran Amersham™ Protran™

Objekttrager

Parafilm®

PCR Platte - FrameStar® (96-well)
Pipettenspitzen - Liquidator™ 96 (20/200 pl)

Pipettenspitzen mit und ohne Filter - Tip One
(2.5 ul, 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl)

QlAShredder Saule

Reagenzreservoir

Reagenzréhrchen (15/50 ml)
ReaktionsgefaRe (0,5 ml) - amber/safe-lock
ReaktionsgefaRe (0,5/1,5/2 ml)
Rontgenfilm

Schutzanzug - KleenGuard A50
Zellkulturlaschen (T25/75/175)
Zellschaber

Zellzahlkammer - Fast-Read 102°

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland
VWR, Radnor, PA, USA

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Schott DURAN, Wertheim, Deutschland
Kimberly-Clark, Irving, TX, USA

Sempermed, Singapore

Meditrade, Kiefersfelden, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA

GE Healthcare, Chicago, IL, USA

Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland
Bemis Company Inc., Oshkosh, WI, USA

4titude® Ltd., Wotton, UK

Mettler Toledo, Columbus, OH, USA

Starlab International GmbH, Hamburg, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Sorensen BioScience Inc., Salt Lake City, UT, USA
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

KODIAK, Hamburg, Deutschland

Kimberly-Clark, Irving, TX, USA

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz

Immune Systems Ltd., Paignton, UK
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2.3 Chemikalien, Losungen und Kits

Tabelle 3. Chemikalien und Lésungen.

Bezeichnung

Hersteller

(VLE)-RPMI 1640 Medium mit Glutamin
2-log DNA Standard
2-Propanol

ACK Lysepuffer

Agarose NEEO Ultra-Quality
Ampicillin
Antibiotic-Antimicotic (100x)
Biocoll Trennldsung
Bromphenolblau

BSA

CaCl;

Chloroform

DAPI

Desoxycholsdure

DMEM mit Glutamin und 4,5 g/L Glucose
DMSO mit Zellkulturgite
DNase |

dNTPs

DTT

EDTA

EGTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

FBS, Hitze-inaktiviert
Geneticin®

Glycerol

H.02

HCI

Hefeextrakt

Hepes

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Gibco, Paisley, UK

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, Paisley, UK

BioWest, Nuaillé, Frankreich
Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Gibco, Paisley, UK

PanReac AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Gibco, Paisley, UK

Gibco, Paisley, UK

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Gibco, Paisley, UK
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Bezeichnung Hersteller

hiL-2 Roche, Basel, Schweiz

Hygromycin B Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
KClI Roth, Karlsruhe, Deutschland

KH2POg4 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
L-Glutamine (100x) Gibco, Paisley, UK

Light Cycler® 480 SYBR Green | Mastermix Roche, Basel, Schweiz

Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

MgCl, Roth, Karlsruhe, Deutschland

Milchpulver Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Milli-Q Wasser Merck-Millipore, Billerica, MA, USA
Mowiol Roth, Karlsruhe, Deutschland
N,N-Dimethylformamid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Na;HPO4 Roth, Karlsruhe, Deutschland

NaCl Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

NaOH Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumacetat Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumpyruvate (100x) Gibco, Paisley, UK

NEAA Gibco, Paisley, UK

NP40 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
PAGERuler Prestained Protein Standard (#26619) Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
Penicillin/Streptomycin Gibco, Paisley, UK

PFA (2 % in PBS) Roth, Karlsruhe, Deutschland

PfuUltra Il Fusion HS DNA Polymerase Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland
PfuUltra |l Reaktionspuffer Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland
PHA Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Pierce™ ECL Western Blotting Substrat Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
Protease Inhibitor Complete Roche, Mannheim, Germany
Rekombinantes HIV-1 Protease Protein Abcam, Cambridge, UK

RNase-freie DNase Qiagen, Hilden, Deutschland

RNAsin RNase-Inhibitor Promega, Madison, WI, USA

S.0.C. Medium Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
SDS Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Bezeichnung Hersteller

Triton-X100 Roth, Karlsruhe, Deutschland

TRIzol Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
Trypanblau Roth, Karlsruhe, Deutschland
Trypsin(0,05 %)-EDTA(0,02 %) (1x) Gibco, Paisley, UK

Trypton Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Tween 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
X-treme Gene 9 DNA Transfektionsreagenz Roche, Basel, Schweiz

B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Tabelle 4. Kits.

Bezeichnung Hersteller

CellTiter-Blue® Zellviabilitatsassay Promega, Madison, WI, USA

CellTiter-Glo® 2.0 Zellviabilitdtsassay Promega, Madison, WI, USA

CellTox™ Green Zelltoxizitatsassay Promega, Madison, WI, USA

Colorimetric Reverse Transcriptase Assay Kit Roche, Basel, Schweiz

DNA Extraktion - QlAamp® DNA Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

HIV Protease Substrate 1 Kit Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

HIV-1 Integrase Assay Kit XpressBio, Frederick, MD, USA

HIV-1 p24 Antigen Capture Assay Advanced Bioscience Laboratories, Rockville, MD, USA
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel, Diren, Deutschland
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
Plasmid DNA Maxiprep - NucleoBond® PC500 Macherey-Nagel, Diren, Deutschland
Plasmid DNA Miniprep - NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel, Diren, Deutschland
RNA Extraktion - RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

SuperScript Il First-Strand Synthesis System Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
SuperSignal™ West Femto Substrat Kit Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA
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2.4 MAGIC und Referenzsubstanzen

Tabelle 5. MAGIC und Referenzsubstanzen.

Bezeichnung

Hersteller

Abacavir (ABC; Cay14746-10)
Aureothin (AUR)
Dolutegravir (DTG; T6198)
Efavirenz (EFV; 14412)
Emtricitabin (FTC; ab145045)
Enfuvirtid (T-20; SML0934)
Flavopiridol (FLV; $1230)

Lamivudin (3TC; T0682)

MAGIC-Derivate

Neoaureothin (NeoAUR; 170BIA-

N1058-1)

Saquinavir (SQV; 9001893)

2.5 Zellen und Zelllinien

Biomol, Hamburg, Deutschland
Biomol, Hamburg, Deutschland
TargetMol, Wellesley Hills, MA, USA
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA
Abcam, Cambridge, UK

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Biozol, Eching, Deutschland
TargetMol, Wellesley Hills, MA, USA

Alle MAGIC-Derivate wurden entweder per Auftrag von der Firma Bicoll
Biotechnology Co Ltd., Shanghai, China oder von Oliver Plettenburg,
Helmholtz-Zentrum Miinchen, Hannover, Deutschland synthetisiert.

Tebu-bio, Offenbach, Deutschland

Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA

2.5.1 LC5-RIC und LC5-RIC-R5 Zelllinie

Sowohl die LC5-RIC (RIC = red infected cells) als auch die LC5-RIC-R5 Zelllinie sind urspriinglich von
Hela Zellen abgeleitete Zelllinien, die im Falle der LC5-RIC die Zelloberflichenrezeptoren CD4 und
CXCR4, im Falle der LC5-RIC-R5 zusatzlich noch CCR5 stabil auf der Zelloberflache exprimieren
(144,170). Durch die Expression der Oberflachenrezeptoren werden die Zellen empfanglich fir
eine HIV Infektion. Wahrend LC5-RIC Zellen nur durch X4-trope HIV Stamme infiziert werden
kdonnen, sind LC5-RIC-R5 Zellen sowohl fir X4- als auch R5-trope Virusstimme empfanglich. Zudem
enthalten beide Zelllinien ein Reportergen, welches in Anwesenheit von und unter Aktivierung

durch die HIV Proteine Tat und Rev das rot fluoreszierende Reporterprotein DsRed1 exprimiert

(Abbildung 15) (144).
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Abbildung 15. Schema des HIV Tat und HIV Rev abhdngigen Reporterkonstrukts in LC5-RIC und LC5-RIC-R5 Zellen
(144). (A) Das integrierte Reporterkonstrukt beinhaltet den fiir die HIV Tat induzierte Transkription wichtigen 5’-LTR-
Promotor von HIV (blau), daran angeschlossen eine fiir das rot fluoreszierende Protein DsRed1 kodierende Sequenz
(rot), sowie fur HIV Rev abhdngige Expression notwendige inhibitorische Sequenzen (INS) aus dem HIV-1 gag-Gen
(p17/p24 Region) und RRE (Rev Response Element) Sequenzen aus dem HIV-1 env-Gen (171). (B) Die Infektion der
Zellen durch HIV fihrt in der friihen Phase der viralen Expression zur Produktion der HIV Proteine Tat und Rev.
Infolgedessen konnen Tat an das Trans-activation Response Element (TAR) und Rev an das RRE der Reporter mRNA

binden, wodurch die Expression des Reporterproteins DsRed1 initiiert wird. Die Abbildung wurde adaptiert von (144).

2.5.2 HEK293T/17 Zelllinie

Die HEK293T/17 Zelllinie ist ein Derivat der HEK293 Zelllinie aus humanen fetalen Nierenzellen. Die
HEK293T Zelllinie ist ein sehr gut transfizierbarer Klon der HEK293 Zelllinie, dem das
temperatursensitive Gen des SV40 T-Antigens hinzugefiigt wurde. Aus der HEK293T Zelllinie
wurden mehrere Derivate kloniert, um eine Zelllinie zu generieren, die besonders zur Produktion
von hohen Titern infektioser Retroviren herangezogen werden kann, den hier verwendeten Klon

HEK293T/17 (172). Die Zelllinie wurde von der ATCC bezogen (ATCC® CRL-11268™).
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2.5.3 H9 Zelllinie

Die T-Zelllymphoma Zelllinie H9 ist ein klonaler Abkémmling der HuT 78 Zelllinie. Der H9 Klon
wurde speziell fiir die Replikation von HIV-1 ausgewdhlt, um HIV-1 aus dem Blut von infizierten
Patienten zu isolieren und zu vermehren (173,174). Auch in dieser Dissertation wurde die H9
Zelllinie unter anderem zur Vermehrung der verwendeten Patientenisolate (s. 2.6 und 3.2.1.2)

benutzt. Die Zelllinie wurde von der ATCC bezogen (ATCC® HTB-176™).

2.5.4 PBMC

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes, auch PBMC genannt, beschreiben die Gesamtheit der
einkernigen Zellen des Blutes wie beispielsweise Lymphozyten oder Monozyten. Die in dieser
Arbeit verwendeten PBMC wurden aus vom Deutschen Roten Kreuz zur Verfligung gestellten

Blutproben isoliert. Details zur Isolation von PBMC siehe Methoden 3.1.1.1.

2.6 Viren und Bakterien

Tabelle 6. Viren und Bakterien. Alle HIV Patientenisolate wurden freundlicherweise von Lutz Glirtler und Josef Eberle,
Max von Pettenkofer Institut, Miinchen, zur Verfiigung gestellt (18,158).

Bezeichnung Beschreibung

Kompetente, gram-negative Bakterien zur Transformation und Produktion des HIV-
E. coli DH5a Plasmids pLAI.2; Endonuklease- (endA) and Rekombinationsdefizient (recA); Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL, USA

R5-troper HIV-1 Laborstrang, produziert durch Transfektion des proviralen Plasmids

R pNL(ADS8) in HEK293T/17 Zellen (s. 3.2.1.1)

HIV-Lon X4-troper HIV-1 Laborstrang, produziert durch Transfektion des proviralen Plasmids
pLAI.2 in HEK293T/17 Zellen (s. 3.2.1.1)

HIV-1Mmvpggs-87 Klinisches Patientenisolat, HIV-1, Hauptgruppe M

HIV-10mvps180-91 Klinisches Patientenisolat, HIV-1, Untergruppe O

Multiresistentes klinisches Patientenisolat aus einem Patienten mit gescheiterter
CART, HIV-1, Hauptgruppe M, Subtyp B; Sequenzanalyse zeigte mehrfache
Resistenzmutationen in fiir Reverse Transkriptase (RT) und Protease (PR) kodierenden
Regionen: RT: T69I, V75I, L100I, K103N, Y115F, V118l, Q151M, V179L, M184V, L210F,
K219E, H221Y; PR: L10I, V111, K20R, V32I, L33F, E35D, M46l, 154L, Q58E, A71V, G73T,
V82A, 184V, LOOM

HIV-1v13-034138

HIV-2mvp1066s-93 Klinisches Patientenisolat, HIV-2
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2.7 Plasmide

Tabelle 7. Plasmide. Detaillierte Informationen zu den Plasmiden befinden sich im Anhang 7.2 und in (175,176).

Bezeichnung Hersteller

NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH, von

pLAI.2

pNL(ADS)

Dr. Keith Peden

2.8 Medien und Pufferlésungen

Tabelle 8. Zusammensetzung der Zellkulturmedien.

NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH, von
Dr. Eric O. Freed

Zur Kultivierung X X Natrium-
DMEM RPMI FBS Anti-Anti

von pyruvate
H9 - 500 ml 56 ml 5,6 ml -
HEK293T/17 500 ml - 56 ml 5,6 ml 5,6 ml
LC5-RIC 500 ml - 56 ml 5,6 ml 5,6 ml
LC5-RIC-R5 500 ml - 56 ml 5,6 ml 5,6 ml
PBMC - 500 ml 56 ml 5,6 ml -

Tabelle 9. Zusammensetzung der Pufferlosungen und Bakterienndhrmedien. Detaillierte Informationen zum Laemmli

Puffer befinden sich in (177).

Puffer/Nidhrmedium

Zusammensetzung

2x Towbin Puffer

50x Tris-Acetat-EDTA (TAE) Puffer

5x Laemmli Puffer

FACS Puffer

HIV-Protease Aktivitatsassay Puffer

LBo Ndhrmedium

LBamp Selektionsmedium

Lysepuffer

50 mM Tris, 400 mM Glycin, 0,1 % SDS, 40 % Methanol
2 M Tris-Acetat, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI

250 mM Tris-HCI (pH 6,8), 10 % SDS, 0,5 % Brom-
phenolblau, 50 % Glycerol

PBS, 1 % FBS

100 mM NaAcetat, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
10 % DMSO, 1 mg/ml BSA, pH 7,4

1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl,, pH 7,5

1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 1 % NaCl,, 100 mg/ml
Ampicillin, pH 7,5

100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 150 mM NacCl, 1 % Glycerol,
1% NP40, 0,5 % Deoxycholsaure, 0,1 % SDS, 0,1 %
Triton-X100
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Puffer/Nihrmedium Zusammensetzung

PBS-T Puffer PBS, 0,1 % Tween-20

140 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 9,7 mM Na;HPO4 x 2x H20,

Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS) 2 MM KH>POu, pH 7,4
2 4, ’

Tris-Glycine-SDS Puffer (TGS) 25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1 % SDS

2.9 Primer

Tabelle 10. Primer. Alle Primer wurden von Metabion, Planegg, Deutschland synthetisiert. Primer wurden entweder
selbst mithilfe der Serial Cloner Software entworfen oder entstammen aus nachfolgenden Quellen 1(178), 2(134),
3(179), 4(180).

Primer Sequenz (5’ - 3’)

Vollstandig gespleiRte HIV-1 Transkripte, MS forward ATG GAG CCA GTA GAT CCT AG
Vollstandig gespleiBte HIV-1 Transkripte, MS reversel AGT CTC TCA AGC GGT GGT
Einfach gespleilte HIV-1 Transkripte, SS forward? GGC GGC GAC TGG AAG AAG C

Einfach gespleillte HIV-1 Transkripte, SS reversel CTA TGA TTA CTA TGG ACC ACA

Ungespleifdte HIV-1 Transkripte, US forward?
Ungespleifite HIV-1 Transkripte, US reversel
»alle HIV-1 Transkripte” (Nef ORF), forward?
»alle HIV-1 Transkripte” (Nef ORF), reverse?
RNA Polymerase Il Transkripte, Pol Il forward3

RNA Polymerase Il Transkripte, Pol Il reverse3

L-M667 (R Region des LTR)4

Alu 14

Alu 24

Lambda T4
AA55M (U5-LTR)4
B-Globin, forward4

B-Globin, reverse4

CTG AAG CGC GCA CGG CAA

GAC GCT CTC GCA CCCATCTC

GTG TGT GGT AGA TCC ACA GAT CAA GG

CCA GTC ACA CCT CAG GTA CCT TTAAGA CC

GCACCACGTCCAATG ACAT

GTG CGG CTG CTT CCATAA

ATG CCA CGT AAG CGA AAC TCT GGC TAA CTA GGG AAC
CCACTG

TCC CAG CTA CTG GGG AGG CTG AGG

GCC TCC CAAAGT GCT GGG ATTACAG

ATG CCA CGT AAG CGAAACT

GCT AGA GATTTT CCACACTGACTAA

ACA CAA CTG TGT TCA CTA

CAA CTT CAT CCA CGT TCA
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2.10 Antikorper

Tabelle 11. Antikorper.

Zielmolekul Host/Typ Verdiinnung Typ Hersteller
Anti-hGAPDH M 1:10.000 M " | Thermo Fisher Scientific,
- aus e onokiona Rockford, IL, USA
. Calbiochem, San Diego, CA,
Anti-HIV p24 Maus 1:10.000 Monoklonal USA
Anti-M Jackson ImmunoResearch,
- . aus- Ziege 1:10.000 Monoklonal Cambridgeshire, UK
Peroxidase
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3. Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von Zellen und Zelllinien

Um Zellen aus 1 ml Kryostocks in Kultur zu nehmen, wurden die Zellen ziigig im Wasserbad
aufgetaut, in ein 15 ml Reaktionsréhrchen lberfiihrt und 9 ml des entsprechenden vorgewarmten
Mediums (s. 2.8, Tabelle 8) hinzupipettiert, wodurch die fiir die Zellen toxischen 10 % DMSO des
Einfriermediums verdinnt wurden. Hiernach wurden die Zellen flir 5 min bei 200 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet mit 12 ml frischem Medium resuspendiert und in
T75 oder T175 Zellkulturflaschen Uberfihrt, wobei in der grolRen Flasche auf 25 ml Medium
aufgefillt wurde. PBMC wurden nicht aus Kryoproben in Kultur genommen, sondern immer aus
frischen Blutproben des Deutschen Roten Kreuzes isoliert (s. 3.1.1.1).

Alle Zellen wurden bei Standardbedingungen in einem Zellkulturbrutschrank bei 37 °C und 5 % CO>
kultiviert. Mit Ausnahme der PBMC, die aufgrund ihres Primarzellstatus nicht fir eine
Dauerkultivierung ausgelegt sind, wurden alle Zelllinien alle 3-4 Tage gesplittet. Beim Splitvorgang
wurde zwischen adhéarenten Zellen (LC5-RIC, LC5-RIC-R5, HEK293T/17) und Suspensionszellen (H9)
unterschieden. Die H9 Zellen wurden in der Flasche resuspendiert, 90 % der Zellsuspension fiir
Experimente entnommen oder verworfen und anschlieBend wieder mit frischem Medium
versorgt. Um adharente Zellen splitten zu kénnen, miissen diese erst vom Flaschenboden geldst
werden. Hierzu wurde das gesamte Zellkulturmedium abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen
und zum Ablésen mit 1 ml (T75) bzw. 2,5 ml (T175) einer Trypsin(0,05 %)-EDTA(0,02 %)-Losung fir
1-2 min im Zellkulturbrutschrank bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Um die enzymatische Reaktion
des Trypsin abzustoppen und die Zellen zu splitten, wurde auf 10 ml mit Medium aufgefiillt und die
Zellen durch wiederholtes Resuspendieren vom Flaschenboden abgespilt und vereinzelt, um dann
90 % der Zellsuspension entweder fir Experimente zu entnehmen oder zu verwerfen. Hiernach
wurde wieder auf die Ausgangsmenge mit Medium aufgefiillt.

Bei LC5-RIC und LC5-RIC-R5 Zellen wurde bei jeder zweiten Passage zusatzlich 0,74 mg/ml
Geneticin und 0,125 mg/ml Hygromycin B hinzugegeben, um auf Zellen mit Reporter- und
Oberflaichenrezeptorgenen zu selektionieren.

Um Zellen fir die Langzeitaufbewahrung zu praparieren, wurden diese wie oben beschrieben aus
den Zellkulturflaschen entnommen, fiir 5 min bei 200 g pelletiert, in Einfriermedium (Medium mit

10 % DMSO und 20 % FBS) resuspendiert und bei -80 °C oder in flissigem Stickstoff weggefroren.
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3.1.1.1 Isolation von PBMC mittels Ficoll-Gradient

Die verwendeten PBMC wurden immer frisch aus Blutproben des Deutschen Roten Kreuzes
isoliert. Hierfuir wurden die rund 30 ml Blut aus dem Blutbeutel mit Hilfe von Schlauchklemme und
Schere in eine T75 Zellkulturflasche uberfihrt und auf 100 ml mit PBS verdiinnt. Daraufhin wurden
je 15 ml einer in einem 50 ml Réhrchen vorgelegten Ficoll-Lésung (Biocoll, Dichte 1,077 g/ml) mit
je 25 ml der Blut-PBS Losung vorsichtig Uberschichtet und fir 20 min bei 900 g ohne Bremse
zentrifugiert. Hierbei wird das Blut mithilfe des Ficoll-Gradienten in Plasma, Buffy-Coat und
Erythrozyten/Thrombozyten aufgetrennt. Die Buffy-Coats aus je zwei Rohrchen wurden nun
vorsichtig und ohne zu viele Erythrozyten aufzunehmen in ein frisches 50 ml Réhrchen tberfihrt
und mit PBS auf 50 ml aufgefillt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (10 min, 500 g, mit
Bremse) wurden die Zellpellets in je 2 ml ACK Lysepuffer aufgenommen und fiir maximal 2 min bei
ZT inkubiert, um die Ubrig gebliebenen Erythrozyten zu lysieren. Die Zellsuspensionen wurden
wieder zum Waschen auf 50 ml mit PBS aufgefiillt und fiir 10 min bei 300 g mit Bremse
zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellpellets in Zellkulturmedium (s. 2.8, Tabelle 8)

aufgenommen, in einer T75 Zellkulturflasche vereinigt und wie in 3.1.1 angegeben kultiviert.

3.1.2 Zahlen und Aussaen von Zellen fiir Experimente

Nachdem die Zellen wie in 3.1.1 gesplittet wurden, wurden die lebenden Zellen mithilfe einer
Zellzahlkammer ausgezahlt und in entsprechender Anzahl 24 h vor Start des Experimentes in
Zellkulturplatten ausgesat (Tabelle 12). PBMC wurden immer kurz vor Beginn des jeweiligen
Experimentes gezdhlt und ausgesat. Hierflir wurden 10 pl der Zellsuspension 1:10 in 80 ul Medium
und 10 pl Trypanblau verdiinnt. Das Trypanblau wurde benutzt, um zwischen lebenden und toten
Zellen zu unterscheiden, da dieses durch die geschadigte Membran toter Zellen diffundieren kann

und die Zellen so anfarbt.
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Tabelle 12. Aussdaen von Zellen. Aufgefuhrt sind Zelltyp, Zellkulturplattenformat mit Mediumvolumen und die

dazugehorige Anzahl Zellen, die pro Well ausgesat wurden.

Zelltyp | Format 6-well/2 ml 12-well/1 ml 24-well/0,5 ml 48-well/0,25 mli 96-well/0,1 ml
LC5-RIC 2x105 1x105 5x104 2x104 1x104
LC5-RIC-R5 - - - - 1x104
HEK293T/17 3x105 - - - -

H9 2x105 1x105 5x104 2x104 1x104
PBMC - 5x108 - - 5x105

3.1.3 Zelltoxizitats- und Zellviabilitatsassays

Um den Grad der toxischen Wirkung einzelner Substanzen und ihren Einfluss auf die Viabilitdt der
Zellen zu untersuchen, wurden verschiedene Assays durchgefiihrt, die zum einen die direkte
Toxizitat (CellTox™ Green) und zum anderen den Einfluss auf sowohl den allgemeinen (CellTiter-
Blue®) als auch auf den eher mitochondrienspezifischen Metabolismus (CellTiter-Glo®) beleuchten
(181). Im Folgenden sind die einzelnen Assays im Detail beschrieben. Im Verlauf der Arbeit wurden
alle drei Assays konsekutiv innerhalb eines experimentellen Ansatzes und nach einer
Inkubationszeit der Testsubstanzen von 48 h bei 37 °C, 5 % CO; durchgefihrt, um direkt
miteinander vergleichbare Datensdtze zu generieren. Aufgrund der Eigenschaften der
verwendeten Assays wurden zuerst die beiden Fluoreszenz basierten Assays, beginnend mit
CellTox™ Green, dann CellTiter-Blue®, durchgefiihrt. Da die Zellen wahrend des CellTiter-Glo®
Assays lysiert werden, um die intrazellularen ATP Level zu messen, war dies der terminale Schritt

der Testreihe.

3.1.3.1 CellTox™ Green Toxizitatsassay

Der CellTox™ Green Assay macht sich die Fahigkeit eines Cyaninfarbstoffes mit freier DNA zu
interkalieren zu Nutze. Der Farbstoff kann nur durch die gestérte Membranintegritat, die bei toten
Zellen auftritt, in die Zellen diffundieren und so mit der Zell-DNA interagieren, wodurch es zum
Anstieg messbarer Fluoreszenz kommt und ein direkter toxischer Effekt der Testsubstanzen auf die
Zellen gemessen werden kann (181).

Der Assay wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Vor Beginn des Assays wurden zum
Zwecke einer Positivkontrolle drei Wells mit 5 ul Lysepuffer fiir 30 min unter Standardbedingungen
im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Wells ohne Zellen dienen als Hintergrundkontrolle. Der

CellTox™ Green Farbstoff wurde in einer 2x Konzentration in Assaypuffer angesetzt und
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anschlieBend 1:1 zum schon vorhandenen Zellkulturiiberstand hinzupipettiert. Nach einer
Inkubationszeit von 15 min bei ZT und im Dunkeln wurde die Fluoreszenz des interkalierenden
Farbstoffes mittels Tecan Microplate Readers gemessen (Anregungswellenldange = 485 nm,
Emissionswellenlange = 530 nm). Es ist hierbei wichtig, die Messung in schwarz-wandigen Platten
durchzuflihren, da diese zu starke Lichtstreuung verhindern, wodurch die Fluoreszenzmessung

einen geringeren Hintergrundwert und somit ein besseres Signal:Rauschen-Verhaltnis liefert.

3.1.3.2 CellTiter-Blue® Viabilitatsassay

Der CellTiter-Blue® Assay beruht auf der Fahigkeit der Zellen den Indikatorfarbstoff Resazurin
metabolisch durch Reduktion in Resorufin umzuwandeln, welches anschlieRend fluoreszenz-
spektrometrisch nachgewiesen werden kann (181,182).

Der Assay wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Der Zellkulturiberstand wurde
hierfir abgenommen und eine 1:5 Verdinnung des CellTiter-Blue® Reagenz in Medium ohne
Phenolrot auf die Zellen gegeben. Wells ohne Zellen dienen hierbei als Hintergrundkontrolle, Wells
mit unbehandelten Zellen als Positivkontrolle. Nach einer Inkubationszeit von 1 h (LC5-RIC, LC5-
RIC-R5, H9) bzw. 2,5 h (PBMC) im Zellkulturbrutschrank wurde die Fluoreszenz des metabolischen
Produktes Resorufin mithilfe des Tecan Microplate Readers gemessen (Anregungswellenlange =
550 nm, Emissionswellenlange = 600 nm). Es ist hierbei wichtig, die Messung in schwarz-wandigen
Platten durchzufiihren, da diese zu starke Lichtstreuung verhindern, wodurch die Messung einen

geringeren Hintergrundwert und somit ein besseres Signal:Rauschen-Verhaltnis liefert.

3.1.3.3 CellTiter-Glo® Viabilitatsassay

Der CellTiter-Glo® Assay misst den ATP-Gehalt und somit hauptsachlich die metabolische Aktivitat
der Mitochondrien, basierend auf der enzymatischen Aktivitat der Luciferase, durch die Luciferin,
Sauerstoff und ATP reagieren und unter anderem photometrisch messbares Lumineszenzlicht
abgestrahlt wird (183).

Der Assay wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Daflir wurde der Zellkulturiiberstand
entfernt und eine 1:1 Mischung aus Medium ohne Phenolrot und CellTiter-Glo®-Reaktionsgemisch
auf die Zellen pipettiert. Wells ohne Zellen dienen hierbei als Hintergrundkontrolle, Wells mit
unbehandelten Zellen als Positivkontrolle. Die Zellkulturplatte wurde im Dunkeln fir 10 min bei ZT
schittelnd inkubiert. Das nun entstandene Zelllysat wurde in weill-wandige Zellkulturplatten
Uberfiihrt (verstarkt das Lumineszenzsignal), um anschlieBend darin die Lumineszenz am Tecan

Microplate Reader zu messen.
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3.2 Virologische Methoden
3.2.1 Produktion von HIV

Die in dieser Dissertation verwendeten HIV Stamme wurden entweder aus Plasmiden oder
Patientenisolaten hochgezogen. Im Nachfolgenden werden die beiden Methoden detailliert

besprochen.

3.2.1.1 Produktion von HIV Laborstammen aus Plasmiden

Zur Produktion von HIV aus Plasmiden wurden HEK293T/17 Zellen in 6-well Platten ausgesat und
24 h bei Standardbedingungen kultiviert. Produziert wurden HIV-1a aus pLAL.2 und HIV-1aps aus
pNL(AD8) (Plasmidkarten s. Abbildungen Al und A2 in 7.2). Zur Transfektion der Plasmid-DNA in
die Zellen wurde ein Mastermix mit je 1 pug der entsprechenden Plasmid-DNA, 3 ul X-treme Gene
Transfektionsreagenz und 200 ul DMEM ohne Zusatze pro well angesetzt, gevortext und fiir 15 min
bei ZT inkubiert. AnschlieRend wurde das Zellkulturmedium in jedem Well erneuert und je 200 pl
Mastermix auf jedes Well pipettiert. Nach 48 h Kultivierung wurde die Virusproduktion noch
einmal durch das Hinzufliigen 1 ml frischen Mediums pro well gesteigert. Nach weiteren 24 h
Inkubationszeit im Zellkulturbrutschrank wurde der HIV-haltige Zellkulturiiberstand aller Wells in
50 ml Réhrchen vereinigt, fiir 10 min bei 300 g zentrifugiert, um restliche Zellen zu entfernen, und
anschlieBend in 1 ml Aliquots in Kryoréhrchen bei -80 °C gelagert. Vor der Nutzung fir
Infektionsexperimente wurde der Virustiter mittels TCIDso Methode, wie in 3.2.3 beschrieben,

bestimmt.

3.2.1.2 Expansion von HIV Patientenisolaten

Die in dieser Dissertation eingesetzten HIV Patientenisolate HIV-1Mwmvpsgos-s7, HIV-10mypsis0-91,
HIV-2mvpiosss-93 und HIV-1y13-034138 Wurden, wie in Rebensburg et al. (158) beschrieben, expandiert.
In Kiirze, es wurden jeweils eingefrorene Zellstocks HIV-infizierter H9 Zellen in Kultur genommen
und Uber rund sechs Passagen in T75 Flaschen kultiviert. Alle 3-4 Tage wurde ungefahr die Halfte
der infizierten Zellpopulation und 75 % des Zellkulturiiberstandes durch uninfizierte H9 Zellen und
frisches Medium ersetzt. Nach sechs Passagen wurden die Zellen abzentrifugiert und sowohl der
zellfreie HIV-haltige Uberstand als auch die infizierten Zellen mit Medium zu je 1 ml aliquotiert und
bei -80 °C weggefroren. Vor der Nutzung fiir Infektionsexperimente wurde der Virustiter der

zellfreien HIV-Stocks mittels TCIDso Methode, wie in 3.2.3 beschrieben, bestimmt.
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3.2.2 Infektionsexperimente mit HIV

In dieser Arbeit wurden sowohl HIV Infektionsexperimente mit den Zelllinien LC5-RIC, LC5-RIC-R5
und H9 als auch mit PBMC durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Zellen, wie in 3.1.2 beschrieben, am
Vortag bzw. kurz vor der Inokulation ausgesat. Um PBMC fir eine HIV Infektion empfanglich zu
machen, ist eine vorhergehende Stimulation notwendig, die im Detail in 3.2.2.1 beschrieben wird.
Der verwendete Virusstock wurde vor der Inokulation fiir 1 h bei 37 °C inkubiert, um die
Maturation noch unreifer Viruspartikel durch die HIV Protease zu aktivieren. Der Reifungsprozess
darf nicht zu lange fortgesetzt werden, da der Virusstock sonst wieder an Infektiositat verliert.
Hiernach wurden die Zellen mit einer MOI von 0,5 inokuliert. Die MOI oder Multiplizitdt der
Infektion definiert die Anzahl infektioser Partikel pro Zelle. Mittels MOI, Titer des Virusstocks,
Volumen des Zellkulturiiberstands und Anzahl ausgesater Zellen kann das zur Infektion bendtigte

Volumen des Virusstocks pro Well anhand der nachfolgenden Formel berechnet werden:

VVirusstock [ml] =
Virustiter [1/ml]

3.2.2.1 Stimulation von PBMC

Da nur der Anteil CD4+ T-Lymphozyten empfanglich fir eine HIV Infektion ist, wurden die
verwendeten PBMC mit dem humanen T-Zell-Wachstumsfaktor Interleukin-2 (hIL-2; 20 IU/ml) und
dem Lektin Phytohamagglutinin (PHA; 1 pg) stimuliert, um speziell die Zellteilung der T-
Lymphozyten zu aktivieren und somit die Population HIV empfanglicher Zellen zu erhéhen. Nach
einer Inkubationszeit von 48-72 h im Zellkulturbrutschrank wurden die Zellen, wie in 3.1.2 und

3.2.2 beschrieben, fiir das entsprechende Experiment ausgesat und inokuliert.
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3.2.3 Bestimmung der Virustiter mittels neuer TCIDso Bestimmungsmethode

Die ,Tissue Culture Infectious Dose 50“ oder TCIDso beschreibt die Menge eines Pathogens, die
notwendig ist, um pathologische Verdanderungen in 50 % der infizierten Zellkultur herbeizufihren.
Im Rahmen dieser Dissertation wurde eine fiir HIV Infektionen neue Methode entwickelt, um die
TCIDso und somit den Virustiter eines Virusstocks virologisch zu bestimmen. Je nach Tropismus des
zu bestimmenden Virus, diente entweder die LC5-RIC (X4-trope Viren) oder die LC5-RIC-R5 (R5-
trope Viren) Zelllinie als Grundlage fiir diesen neuen Assay.

Je zu titrierendem Virusstock wurden, wie in 3.1.2 beschrieben, LC5-RIC oder LC5-RIC-R5 Zellen in
eine schwarze 96-well Platte ausgesat und fir 24 h kultiviert. Vor Beginn des Experimentes wurde
der zu titrierende Virusstock, wie in 3.2.2 beschrieben, vor der Inokulation zur Maturation fiir 1 h
bei 37 °C inkubiert. Hiernach wurde eine 12-stufige Verdiinnungsreihe der Virussuspension
angesetzt. Fur die Ausgangsverdiinnung (1:6) wurden 200 pl Virusstock in 1 ml Medium verdiinnt,
fir jede weitere Verdinnungsstufe (1:5) je 200 ul der vorigen Verdiinnung in 800 ul Medium
Uberfihrt und gevortext. Der Zellkulturliberstand der am Vortag ausgesaten Zellen wurde
abgenommen und durch jeweils 6x100 ul jeder Verdiinnungsstufe ersetzt, wobei in die Wells der
obersten und untersten Reihe der Platte je 100 pul Medium ohne Virus pipettiert wurde (negativ
Kontrolle). Nach 48 h Inkubation im Zellkulturbrutschrank bei 37 °C und 5 % CO, wurde die Anzahl
DsRed1 positiver und somit HIV positiver Wells am Fluoreszenzmikroskop bestimmt. Ein Well galt
als positiv, wenn nur eine einzige Zelle DsRed1 positiv war. Anschliefend wurde die TCIDso, wie von

Reed (184) beschrieben, kalkuliert.

3.2.4 EASY-HIT Infektionsinhibitions-Assay

Der EASY-HIT Assay ist ein exploratorisches Vollreplikations-Assay System zur ldentifizierung und
Analyse von HIV Inhibitoren (144). Das System basiert auf den in 2.5.1 beschriebenen
Reporterzelllinien LC5-RIC und LC5-RIC-R5 Zellen, die unter HIV Infektion das Reporterfluorophor
DsRedl1 exprimieren, wodurch inhibitorische Effekte von Testsubstanzen durch Reduktion der
Fluoreszenz gemessen werden kénnen (144).

Je nach Tropismus des eingesetzten HIV-Stammes wurden entweder LC5-RIC (X4-trope Viren) oder
LC5-RIC-R5 Zellen (R5-trope Viren), wie in 3.1.2 beschrieben, in schwarze 96-well Platten ausgesat
und kultiviert. Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurden die Zellen simultan zur Inokulation
(s. 3.2.2) mit einer 1:2 Substanzverdiinnungsreihe in einem finalen Volumen des Zellkultur-
Uberstands von 120 pl behandelt und fiir weitere 48 h im Zellkulturbrutschrank kultiviert. Hierbei

wurde die Substanz in Triplikaten und mindestens sechs unterschiedlichen Konzentrationen
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eingesetzt. Als Positivkontrolle fiir 100 % Infektion wurden Zellen mit Virus inokuliert und einer
dquivalenten Menge DMSO ohne Testsubstanz behandelt. Als Hintergrundkontrolle dienten Zellen,
die weder Virusinokulum noch Testsubstanz erhielten. AnschlieRend wurde die Expression des
Reporters DsRed1 anhand des Fluoreszenzsignals in jedem Well mithilfe eines Tecan Microplate
Readers gemessen (Anregungswellenldnge = 552 nm, Emissionswellenldnge = 596 nm). Dieser
erste Schritt des EASY-HIT Assays, im weiteren Verlauf der Arbeit auch 1st step genannt, beschreibt
die HIV Tat und Rev abhdngige Expression des Reporterfarbstoffes, wodurch inhibitorische
Wirkungen aller Substanzen nachgewiesen werden kénnen, die im Verlauf des Replikationszyklus
spatestens an der Expression der friihen HIV Proteine und deren Funktion eingreifen.

Um nun auch die Produktion infektioser Nachkommenviren analysieren zu kénnen, wurden in
einem zweiten Schritt des EASY-HITs (279 step) uninfizierte Zellen mit Zellkulturiiberstand des
1st step inokuliert. Hierfir wurden 20 pl des Zellkulturiiberstandes auf am Vortag frisch ausgesate
LC5-RIC bzw. LC5-RIC-R5 Zellen Uberfiihrt und die Zellen fir weitere 72 h im Zellkulturbrutschrank
kultiviert. Nun wurde noch einmal wie oben beschrieben die Expression des Reporters DsRed1
gemessen.

Der relative anti-HIV Effekt der Testsubstanz wurde durch Subtraktion der Hintergrundkontrolle
und anschlieBender Normalisierung auf die Positivkontrolle berechnet. Mithilfe der GraphPad
Prism7 Analysesoftware wurden zusatzlich die inhibitorischen Konzentrationen fiir 50 % (ICsp) und

90 % (ICoo) Inhibition kalkuliert.

3.2.4.1 EASY-HIT mit infizierten PBMC

Das EASY-HIT System wurde in leicht abgewandelter Form auch zur Untersuchung der
inhibitorischen Effekte der Testsubstanzen in primdren Zielzellen herangezogen. Hierfiir wurden
PBMC, wie in 3.1.2 und 3.2.2 beschrieben, ausgesat und mit Virus inokuliert. Aufgrund des
fehlenden Reporterkonstruktes in PBMC konnte hier kein 1st step, sondern nur der 2nd step des
EASY-HITs, und somit die Produktion infektioser viraler Partikel, gemessen werden. In
Experimenten mit PBMC wurden 35 ul Zellkulturiiberstand auf uninfizierte LC5-RIC bzw. LC5-RIC-R5

Ubertragen und sonst wie in 3.2.4 beschrieben verfahren.
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3.2.5 Photostabilitdts-Assay

Zur Untersuchung der Photostabilitat der MAGIC Substanzen wurde ein Experimentansatz
basierend auf dem in 3.2.4 beschriebenen EASY-HIT Assay gewahlt. Hierbei wurden die zu
untersuchenden Substanzen in ihrer 1Coo-Konzentration in Medium verdiinnt, in Triplikaten von je
110 pl auf eine durchsichtige 96-well Platte aufgetragen und fiir 24 h bei ZT entweder im Dunkeln
oder unter direkter Beleuchtung durch eine handelsiibliche Schreibtischlampe (2x Philips Master
PL-S-9W/840/2P, ca. 30 cm Entfernung zwischen Lampe und Proben; Lichtspektrum s. Abbildung
A3 in 7.3) inkubiert. AnschlieBend wurde ein EASY-HIT Assay mit 1st step und 2nd step und HIV-1,a
Inokulation fir alle beleuchteten und unbeleuchteten Proben durchgefiihrt (s. 3.2.4). Die relative
Photostabilitdt der einzelnen Testsubstanzen wurde durch Normalisierung der verbliebenen anti-

HIV Aktivitat von beleuchteten auf unbeleuchtete Subtanzen kalkuliert.

3.2.6 Time-of-Addition Assay

Beim Time-of-Addition Assay oder auch TOA werden HIV inokulierte Zellen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Inokulation mit Testsubstanzen behandelt, um so ein zeitabhdngiges
Wirkprofil zu erhalten, von dem Anhaltspunkte fiir einen Wirkmechanismus innerhalb des
Replikationszyklus abgeleitet werden kénnen.

In dieser Arbeit wurde der TOA, wie auch in Rebensburg et al. beschrieben (158), basierend auf
dem EASY-HIT Assay durchgefiihrt. Am Vortag ausgesate LC5-RIC Zellen wurden mit HIV-14
inokuliert und mit MAGIC- oder Kontrollsubstanzen (Konzentration >5x ICsg) zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Infektion (0-16 h) behandelt. In diesem Versuchsansatz beschrankte sich der
EASY-HIT Assay auf den 1st step. Als Kontrollsubstanzen wurden der Fusionsinhibitor Enfuvirtid, die
Reverse Transkriptase Inhibitoren Abacavir und Efavirenz, der Integraseinhibitor Dolutegravir,

sowie der experimentelle Expressionsinhibitor Flavopiridol verwendet.

3.2.7 Kombinations-Assay

Um die Moglichkeit einer zukinftigen Kombinationstherapie zwischen MAGIC Substanzen und
klinisch eingesetzten Substanzen in der cART zu evaluieren, wurden Kombinations-Assays auf
Grundlage des in 3.2.4 beschriebenen EASY-HIT Assays durchgefiihrt. Im Folgenden werden die
Abweichungen genauer beschrieben. In diesem Ansatz werden sowohl von Einzelsubstanzen als
auch von Substanzkombinationen 1:2 Verdinnungsreihen mit je 12 verschiedenen

Konzentrationen erstellt, mit denen HIV-1,4 inokulierte LC5-RIC Zellen simultan zur Inokulation
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behandelt werden. Die Startkonzentration jeder Substanz Ubersteigt den jeweiligen 1Coo sowohl in
Einzel- als auch in Kombinationsbehandlungen. Der EASY-HIT Assay wird mit 1st step und 2nd step
durchgefiihrt. Um die Interaktion der Substanzen in Kombinationsbehandlungen genauer zu
untersuchen, wurden die Daten aus dem 2nd step mithilfe der CompuSyn Software (185), deren

mathematische Grundlage auf dem Kombinations-Index-Theorem (186) beruht, analysiert.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren

Die Nukleinsaurekonzentration in einer Losung wurde photometrisch bei einer Absorptions-
wellenldnge von 260 nm mithilfe eines NanoDrop™ 2000 Spektrophotometers bestimmt.
Destilliertes Wasser diente als Hintergrundkontrolle. Die Reinheit von Nukleinsdaurelésungen kann
je nach Extraktionsverfahren sowohl von Proteinen (Absorptionswellenlange von 280 nm) als auch
von phenolhaltigen Losemitteln (Absorptionswellenlange von 230 nm) beeintrachtigt werden. Zur
Reinheitskontrolle wird daher das Verhaltnis aus ODys0/OD>go flir Protein- bzw. OD2go/OD23g flir
Phenolverunreinigungen berechnet. Liegen die Quotienten in beiden Fallen zwischen 1,8 und 2,0,

spricht dies flr eine hohe Nukleinsdurequalitdt in der Losung.

3.3.2 Expansion von Plasmiden

Um die zur Virusproduktion benotigten Plasmide pLAL2 und pNL(AD8) (Plasmidkarten
s. Abbildungen Al und A2 in 7.2) zu expandieren, wurde zuerst Plasmid-DNA in kompetente
Bakterien transformiert, die Bakterien zum Wachstum inkubiert und die Plasmid-DNA am Ende

wieder aus den Bakterien prapariert. Im Folgenden sind diese Schritte im Detail erklart.

3.3.2.1 Transformation von Bakterien

Die Plasmid-DNA wurde in E.coli DH5a transformiert. Hierzu wurde die Plasmid-DNA mit einer
diinnen Pipettenspitze resuspendiert, nur die adhdarente DNA mit 50 pl Bakteriensuspension
vermischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden die Bakterien erst fur exakt 45 s bei
42 °C hitzegeschockt, 2 min auf Eis abgekihlt und dann mit 400 ul S.0.C. Medium fiir 1 h bei 37 °C
geschittelt. AnschlieRend wurde die Bakteriensuspension zur Selektion auf einer ampicillin-

haltigen LBamp-Agaroseplatte ausgestrichen und fiir 16 h bei 37 °C inkubiert.
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Am darauffolgenden Tag wurde eine gut definierte Einzelkolonie gepickt und in 5 ml LBamp Medium
resuspendiert und fir 8 h bei 37 °C inkubiert. Die Vorkultur wurde in einen Erlenmeyerkolben mit

200 ml LBamp Medium tiberfiihrt und UN bei 37 °C geschiittelt.

3.3.2.2 Plasmidpraparation aus Bakterien

Die Plasmid-DNA wurde mithilfe des NucleoBond® PC500 Praparationskits nach Angaben des
Herstellers aus der Bakteriensuspension isoliert. In Kirze, die Bakterienkultur wurde in 50 ml
Réhrchen aufgeteilt und fir 20 min bei 4 °C und 5.000 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 12 ml
RNaseA-haltigem S1 Puffer resuspendiert, durch Zugabe von 12 ml S2 Puffer nach mehrmaligem
Invertieren fir 2-3 min bei ZT lysiert und nach Hinzupipettieren von 12 ml S3 Puffer invertiert und
5 min auf Eis geklhlt. Flr jede Probe wurden Sdulen mit 6 ml N2 Puffer dquilibriert und Filter mit
1 ml N2 Puffer angefeuchtet. Die lysierte Bakteriensuspension wurde durch den Filter auf die
vorbereiteten Saulen geladen, an die nun die Plasmid-DNA binden kann. Die Plasmid-DNA wurde
anschlieend mit 15 ml N5 Puffer von der Saule in ein 50 ml Réhrchen mit vorgelegten 11 ml
Isopropanol eluiert, invertiert und fiir 1 h bei 4 °C und 4.500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet mit 5 ml 70 % Ethanol gewaschen und erneut fir 30 min bei ZT und 4.500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet unter dem Abzug luftgetrocknet und die
Plasmid-DNA abschlieRend in 500 ul ddH;0 aufgenommen. Die DNA Konzentration wurde wie in
3.3.1 beschrieben photometrisch gemessen und die Probe bis zum weiteren Gebrauch bei -20 °C

gelagert.

3.3.3 Quantitative Analyse integrierter proviraler HIV-DNA

In der vorliegenden Dissertation wurde der Einfluss von MAGIC Substanzen auf die provirale
Integration von HIV-1ia in das Genom infizierter Zielzellen mittels 2-Schritt-Alu/Nested-PCR
untersucht (180). In den nachfolgenden Abschnitten wird diese Methode im Detail beschrieben.

Es wurden LC5-RIC Zellen, wie in 3.1.2 und 3.2.2 beschrieben, in 12-well Platten ausgesat, mit
HIV-1.ai inokuliert und simultan zur Inokulation behandelt. Als Referenzsubstanzen wurden der RT-
Inhibitor Efavirenz, der Integraseinhibitor Dolutegravir und der experimentell genutzte
Expressionsinhibitor Flavopiridol verwendet. Nach einer Inkubationszeit von 48 h im

Zellkulturbrutschrank, wurde die genomische DNA aus den Zellen extrahiert.
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3.3.3.1 Extraktion genomischer DNA

Um den Anteil integrierter proviraler HIV-DNA nachweisen zu koénnen, wurde zuerst die
genomische DNA mithilfe des QlAamp® DNA Mini Kit nach Angaben des Herstellers aus den
Versuchsproben isoliert. Hierzu wurden die Zellen geerntet, mit PBS gewaschen und in 200 ul PBS
aufgenommen. Zum Lysieren der Zellen wurden 20 ul Proteinase K und 200 ul ALT Puffer
hinzupipettiert, resuspendiert und fiir 10 min bei 56 °C inkubiert. Bevor das Zelllysat auf eine Saule
gegeben werden kann, wurden je 100 ul Ethanol zur Probe pipettiert, wodurch die DNA im
Anschluss an die Sdule binden kann. Hiernach wurden die Saulen in einem Auffangrohrchen fir
1 min bei 6.000 g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die auf der Sdule gebundene DNA
wurde mit 500 pl AW1 Puffer gewaschen, fiir 1 min bei 6.000 g zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. AnschlieRend wurde mit 500 pl AW2 Puffer gewaschen, fiir 3 min bei 6.000 g
zentrifugiert und der Uberstand erneut verworfen. Die DNA wurde einmal fiir 1 min bei 6.000 g
trocken zentrifugiert, bevor diese mit 30-50 pl ddH,0 (1 min inkubieren, dann fiir 1 min bei 6.000 g
zentrifugieren) in ein frisches 1,5 ml ReaktionsgefaR eluiert wurde. Die DNA Konzentration wurde
wie in 3.3.1 beschrieben photometrisch gemessen und die Probe bis zum weiteren Gebrauch bei

-20 °C gelagert.

3.3.3.2 Alu-PCR

Um die relative Menge integrierter proviraler HIV-1 DNA zu bestimmen, wurde eine 2-Schritt-Alu/
Nested-PCR durchgefiihrt (Abbildung 16) (180). In einem ersten Amplifikationsschritt, der Alu-PCR
werden sich die im humanen Genom hochkonservierten Alu-Sequenzen zu Nutze gemacht und
eine PCR mit einer Kombination aus Primern gefahren, die zum einen in der R Region des HIV-LTR
(L-M667, Primersequenz s. 2.9, Tabelle 10) und zum anderen an Alu-Sequenzen binden (Alu 1,
Alu 2, Primersequenzen s. 2.9, Tabelle 10). Als Hintergrundkontrolle wurde ein zweiter PCR Ansatz
durchgefihrt, der nur mit dem L-M667 Primer gestartet wurde. Es wurde Wasser als
Negativkontrolle eingesetzt. Im Folgenden sind der PCR Ansatz und das verwendete PCR Programm

aufgefihrt:

-64 -



3. Iviethoden

PCR Ansatz Alu-PCR:

10yl SYBR Green | Mastermix
2 ul 100 nM L-M667 Primer
2l 300 nM Alu 1 Primer

2 ul 300 nM Alu 2 Primer

2 ul ddH,0

2 ul gDNA (50 ng)

PCR Programm:

Initiale Denaturierung: 95 °C, 8 min

Periodische Amplifizierung, 12 Zyklen:
Denaturierung: 95°C,10s
Primer Annealing: 60 °C,10s

Elongation: 72°C,170s
Wirtsgenom L-me67 Alu2
> > HIV Provirus > >
— Alu i~ Alu — LTR LTR = Alu
- -
Alu 1
1. Schritt: Alu-PCR
Lambda-T

g 0
AA55M |:H:|

2. Schritt: Nested-PCR

Abbildung 16. Schematische Darstellung der 2-Schritt-Alu/Nested-PCR zur Analyse integrierter proviraler HIV-DNA.
Im ersten Amplifikationsschritt werden sich die im humanen Genom hochkonservierten Alu-Sequenzen zu Nutze
gemacht und eine Alu-PCR mit einer Kombination aus Primern durchgefiihrt, die zum einen in der R Region des HIV-
LTR (L-M667,gelb-roter Pfeil) und zum anderen an Alu-Sequenzen im Wirtsgenom binden (Alu 1, Alu 2, schwarze
Pfeile). Im zweiten Schritt, der Nested-PCR, werden mittels spezieller Primer spezifisch die HIV/Alu Produkte (gelb/rot-
grau) und nicht die Alu-Alu Produkte (grau-grau) amplifiziert. Der Lambda-T Primer (gelber Pfeil) bindet spezifisch an
die zuvor per L-M667 Primer eingefiihrte Lambda-Phasensequenz, wahrend der AA55M Primer (roter Pfeil) HIV

Genom spezifisch bindet (180).
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3.3.3.3 Nested-PCR

Der in der Alu-PCR verwendete L-M667 Primer ist um eine Lambda-Phagen spezifische Sequenz
verlangert, die nun in der zweiten PCR genutzt wurde, um spezifisch die HIV-Alu Produkte zu
amplifizieren, die in der ersten PCR produziert wurden (Abbildung 16). Es wurden der Lambda T
Primer (vorwadrts orientiert, Primersequenz s. 2.9, Tabelle 10), der an die eingefligte Lambda-
Phagensequenz bindet, und der AA55M (riickwarts orientiert, Primersequenz s. 2.9, Tabelle 10)
Primer, der im Bereich des HIV-U5-LTR ansetzt, verwendet. Es wurde Wasser als Negativkontrolle

eingesetzt. Im Folgenden sind der PCR Ansatz und das verwendete PCR Programm aufgefiihrt:

PCR Ansatz Nested-PCR:

10 Wl SYBR Green | Mastermix
2l 300 nM Lambda-T Primer
2 ul 300 nM AA55M Primer

4 ul ddH,0

2 ul Amplifikat aus Alu-PCR

PCR Programm:

Initiale Denaturierung: 95 °C, 10 min

Periodische Amplifizierung, 45 Zyklen:
Denaturierung: 95°C,10s
Primer Annealing: 60°C,5s

Elongation: 72°C,10s

Mit diesem PCR Ansatz und Programm wurde auch das Housekeeping Gen 8-Globin (4 ul 10 uM B-
Globin Primer-Mix, Primersequenzen s. 2.9, Tabelle 10) quantifiziert, das als Referenzgen
verwendet wurde.

Die relative Menge integrierter proviraler HIV-1 DNA in behandelten gegen unbehandelte Proben
wurde unter Verwendung der 2(-22¢t) Methode (187) kalkuliert (AC: = C: (HIV) - C: (B-Globin); AAC: =

Werte behandelter Proben, normalisiert auf unbehandelte Proben).
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3.3.4 Quantitative Analyse relativer Level von HIV-1 Transkripten

Um den Einfluss von MAGIC Substanzen auf die HIV spezifische Transkription infizierter Zielzellen
zu untersuchen, wurden HIV Transkripte mittels RTqPCR quantifiziert. In den nachfolgenden
Abschnitten wird diese Methode im Detail beschrieben.

Es wurden LC5-RIC bzw. H9 Zellen, wie in 3.1.2 und 3.2.2 beschrieben, in 12-well Platten ausgesat,
mit HIV-1ia inokuliert und simultan zur Inokulation behandelt. Als Referenzsubstanz wurde der
experimentell genutzte Expressionsinhibitor Flavopiridol verwendet. Nach einer Inkubationszeit

von 48 h im Zellkulturbrutschrank, wurde die RNA aus den Zellen extrahiert.

3.3.4.1 RNA Extraktion

Nach der angegebenen Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet und die RNA mithilfe des
RNeasy Mini Kits nach Herstellerangaben isoliert. Hierflir wurden die geernteten Zellen einmal mit
PBS gewaschen und mit 350 ul B-Mercaptoethanolhaltigem RLT Puffer lysiert. Mithilfe des im
Lysepuffer enthaltenen, hochst denaturierend wirkenden Guanidiniumthiocyanats wurden zum
Schutz der zu isolierenden RNA die in der Probe enthaltenen RNasen inaktiviert. AnschlieRend
wurden die Proben auf QlAshredder Sdulen geladen und fiir 2 min bei 9.600 g zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde mit 350 ul 70 % Ethanol gemischt, daraufhin auf eine RNeasy Mini Spin Saule
pipettiert und fiir 15 s bei 9.600 g zentrifugiert, wodurch die RNA an der Saulenmembran bindet.
Um unspezifisch gebundene Biomolekiile wie Kohlenhydrate, Proteine oder Fettsduren von der
RNA zu trennen, wurde die Sdule mit 350 pl guanidiniumsalz- und ethanolhaltigen RW1 Puffer
gewaschen (15 s, 9.600 g). Um die in der Probe verbliebene DNA zu entfernen, wurde die DNA
durch direkte Zugabe von 80 pl DNase | Inkubationsmix (10 pl DNase I, 70 ul RDD Puffer) auf die
Saule flir 15 min bei ZT verdaut. Die Proben wurden erneut mit 350 pl RW1 Puffer (15 s, 9.600 g)
und daraufhin zweimal mit 500 ul RPE Puffer (15 s, 9.600 g; 2 min 9.600 g) gewaschen. Um die RNA
in ein frisches RNase-freies 1,5 ml Reaktionsgefald zu eluieren, wurde die RNA unter Zugabe von
30 pl nukleasefreien Wassers fiir 1 min bei 9.600 g zentrifugiert. Die RNA Konzentration wurde wie
in 3.3.1 beschrieben photometrisch gemessen und die Probe bis zum weiteren Gebrauch bei -80 °C

gelagert.

3.3.4.2 Synthese komplementédrer cDNA
Die vorliegende RNA wurde mithilfe der SuperScript Il Reverse Transkriptase nach Angaben des
Herstellers in ihre komplementdre cDNA revers transkribiert. Dazu wurde 1 pg RNA mit

nukleasefreiem Wasser auf ein Volumen von 7 ul verdinnt, 1 pl 10 mM dNTPs und 2 pl Random
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Hexameren hinzupipettiert und fir 5 min bei 65 °C inkubiert. Nach einem weiteren
Inkubationsschritt von 1 min auf Eis wurden 9 pul eines Reaktionsmixes (2 ul 5x RT Puffer, 4 pl
25 mM dNTPs, 2 pl 0,1 mM DTT, 1 pl RNase OUT) zu jedem Ansatz hinzugegeben und fiir 2 min bei
ZT inkubiert. Hiernach wurde die Reverse Transkription durch die Zugabe von 1 ul SuperScript I
Reverse Transkriptase (50 U/ul) initiiert. Die cDNA Synthese wurde durch eine Inkubation von
zuerst 10 min bei 25 °C und weiteren 50 min bei 42 °C durchgeflihrt. Die Reverse Transkriptase
wurde durch einen Hitzeschritt fir 15 min bei 70 °C inaktiviert. Die Proben wurden fir mindestens
2 min bei 4 °C gekiihlt, kurz abzentrifugiert und dann die vebliebene RNA mit je 0,7 pul RNase H fiir

20 min bei 37 °C verdaut. Die cDNA wurde bis zum weiteren Gebrauch bei -20 °C gelagert.

3.3.4.3 Real-Time gqPCR

Die Inhibition viraler Transkription wurde abschliefend durch RTqPCR mithilfe eines LightCyclers
analysiert. Hierflir wurde die Transkription von sowohl ungespleiten, einfach gespleiRten und
vollstandig gespleiBten HIV Transkripten als auch von ,allen” HIV Transkripten mit der RNA
Polymerase Il (RP II) als Referenzgen verglichen (Primersequenzen s. 2.9, Tabelle 10; Ansatzpunkte
der HIV Transkript-spezifischen Primer s. Abbildung 17). Es wurde Wasser als Negativkontrolle

eingesetzt. Im Folgenden sind der PCR Ansatz und das verwendete PCR Programm aufgefiihrt:

PCR Ansatz gPCR:

5ul SYBR Green | Mastermix

1ul fw Primer
1l rv Primer
1l ddH,0

2 ul 1:5 verdiinnte cDNA Probe

PCR Programm:

Initiale Denaturierung: 95 °C, 5 min

Periodische Amplifizierung, 45 Zyklen:
Denaturierung: 95°C,10s
Primer Annealing: 60 °C,10s
Elongation: 72°C,10s
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Die relative Menge an HIV-1 Transkripten in behandelten gegen unbehandelte Proben wurde unter
Verwendung der 2(-22¢t) Methode (187) kalkuliert (AC: = C: (HIV) - C: (RP Il); AAC: = Werte

behandelter Proben, normalisiert auf unbehandelte Proben).

HIV Provirus 7R gag L
Genom p17 1 p24 1p71p6

TAR U;Pri::r »alle” Primer
Eeehl
9 kB, ungespleiflt D | RRE |
TAR SS Primer
4 kB, einfach |:|_-~ > e
. ~~o _—’—
gespleilt S~ "
o TAR MS Primer
1,8 kB, volistindig |:|_~ — —_—
gespleift R iy PO % 7
~.~~~ —",—’ \\v’¢

Abbildung 17. Ubersicht der Ansatzpunkte aller HIV spezifischer Primer an den verschiedenen mRNA Transkripten.
Im Verlauf der Expression von HIV liegen aufgrund des extensiven alternativen Splicings viele unterschiedliche HIV
Transkripte vor, die anhand ihrer GroRRe in drei Klassen eingeteilt werden kénnen: 9 kB, ungespleiRte (US) mRNA; 4 kB,
einfach gespleilSte (SS) mRNA; 1,8 kB, vollstdndig oder mehrfach gespleilfite (MS) mRNA. Zur quantitativen Analyse der
relativen Level an HIV-1 Transkripten wurde eine RTqPCR durchgefiihrt. Um verschiedene Transkriptspezies zu
analysieren, wurden folgende Primerpaare verwendet (Primersequenzen s. 2.9, Tabelle 10): US Primer (violette Pfeile),
welche durch das Binden im Anfangsbereich des gag-Gens ausschlieBlich ungespeifSte Transkripte detektieren;
SS Primer (griine Pfeile), mit deren Hilfe ausschlieflich einfach gespleifte mRNA Spezies amplifiziert werden. Der
Forward Primer kann nur binden, wenn der gag/pol-Bereich durch Splicing entfernt wurde, wahrend der Reverse
Primer im env-Gen bindet, welches nur vorhanden ist, solange die mRNA nicht vollstandig gespleifst wurde; MS Primer
(graue Pfeile), welche die Tat/Rev Exons Uberspannend ansetzen und somit nur vollstandig gespleite Transkripte

binden; ,alle” Primer (hellblau), welche im Bereich des nef-Gens binden und somit alle Transkripte detektieren.
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3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 HIV-Reverse-Transkriptase-Aktivitdts-Assay

Um den direkten Einfluss der MAGIC Substanzen auf die HIV Reverse Transkriptase (RT) genauer zu
bestimmen, wurde das kolorimetrische Reverse Transkriptase Assay Kit von Roche, Basel, Schweiz,
wie vom Hersteller angegeben, durchgefiihrt. In Kiirze, es wurden entweder je 4 ng pro Reaktion
der beiliegenden, in 20 ul Assay-Lysepuffer verdiinnten, rekombinanten HIV-1 RT oder 20 pl Assay-
Lysepuffer ohne HIV-1 RT (Negativkontrolle) zusammen mit je 20 pl einer Reaktionsmischung
(Template/Primerhybrid poly (A) x oligo (dT)1s, Digoxigenin- oder Biotin-markierte Nukleotide) und
mit entweder 20 ul einer in Assay-Lysepuffer verdiinnten 3x Testsubstanzlésung oder 20 pl reinem
Assay-Lysepuffer (Positivkontrolle) vermischt und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde
die gesamte Reaktionsmischung auf eine im Kit enthaltene Streptavidin-beschichtete 96-well Platte
Uberfiihrt, mit Folie versiegelt und noch einmal fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Hiernach wurden die
Wells fiinf mal mit Waschpuffer gewaschen, 200 ul anti-DIG-POD (anti-Digoxigenin-Peroxidase)
Antikorperlosung auf jede Reaktion pipettiert und erneut fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach einem
neuerlichen Waschschritt wurden je 200 ul einer ABTS Substratlosung fiir 20 min bei
Raumtempatur auf die Wells gegeben. AbschlieRend wurde die Absorption jedes Wells bei einer
Wellenldange von 405 nm (Referenzwellenlange = 490 nm) mithilfe eines Tecan Microplate Readers

gemessen.

3.4.2 HIV-Integrase-Aktivitats-Assay

Um den direkten Einfluss der MAGIC Substanzen auf die HIV-Integrase genauer zu bestimmen,
wurde das HIV-1 Integrase Assay Kit von XpressBio, Frederick, MD, USA, wie vom Hersteller
empfohlen, durchgefiihrt. In Kiirze, zuerst wurden die beiliegenden Streptavidin-beschichteten 96-
well Platten mit je 100 ul einer 1x Doppelstrang-HIV-1-LTR-U5-Donorsubstrat(DS)-DNA-LOsung (mit
Biotinlabel) pro Well fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen mit Waschpuffer
wurden die Wells mit 200 pul eines Blockpuffers fiir weitere 30 min bei 37 °C geblockt. Hiernach
wurden die Wells dreimal mit Reaktionspuffer gewaschen, bevor entweder 100 ul Reaktionspuffer
(Negativkontrolle) oder 100 pl einer Volllangen-HIV-1-Integrase-Losung (1:300 in Reaktionspuffer)
zur Inkubation (30 min bei 37 °C) hinzupipettiert wurden. Die Wells wurden erneut mit
Reaktionspuffer gewaschen, danach entweder 50 pl einer 2x in Reaktionspuffer verdinnten
Testsubstanzlosung oder 50 pl reiner Reaktionspuffer (fir Positiv- und Negativkontrolle)
dazugegeben und fir 5 min bei ZT inkubiert. Darauf folgend wurden 50 pl 1x Doppelstrang-
Targetsubstrat(TS)-DNA mit 3’-Endmodifikation direkt auf die Puffer/Substanz-Lésungen gegeben
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und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Wahrend dieser Inkubationszeit katalysiert die HIV-1 Integrase
eine Strang-Transfer-Rekombinationsreaktion, bei der die DS-DNA in die TS-DNA integriert wird.
Die Integrationseffizienz wurde mithilfe eines HRP-(Meerrettich-Peroxidase) Antikérpers, der direkt
an die TS 3’-Endmodifikation bindet, quantifiziert. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37 °C
wurde Uberschiissiger Antikorper durch vermehrtes Waschen entfernt, TMB Peroxidase-
substratlésung hinzupipettiert und nach genau 10 min bei ZT die Absorption bei einer Wellenlange

von 450 nm am Tecan Microplate Reader gemessen.

3.4.3 HIV-Protease-Aktivitats-Assay

Um den direkten Einfluss der MAGIC Substanzen auf die HIV Protease genauer zu bestimmen,
wurden 100 ng rekombinanter HIV-1 Protease mit in HIV-Protease-Aktivitats-Assay-Puffer
(Zusammensetzung s. 2.8, Tabelle 9) geloster Testsubstanz fiir 1 h bei ZT und im Dunkeln inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben zu 2,5 uM eines in HIV-Protease-Aktivitats-Assay-Puffer gelosten
und in einer schwarzen 96-Well Platte vorgelegten HIV Protease Substrates 1 hinzupipettiert. Die
HIV Protease kann nun das Substrat proteolytisch schneiden, an das sowohl das Fluorophor EDANS
(5-(2-Aminoethylamino)-1-Naphthalensulfonat) als auch das Akzeptorchromophor DABCYL (4'-
Dimethylamino-azobenzen-4-Carboxylat) an gegenliberliegenden Seiten der Schnittstelle (Tyr-Pro)
binden. Durch das Zerschneiden des Substrates werden DABCYL und EDANS voneinander getrennt,
wodurch die Fluoreszenz von EDANS nicht mehr gequencht wird und nun bei 490 nm gemessen
werden kann. Nach einer Inkubationszeit von 20 min bei 37 °C wurde der Fluoreszenzanstieg
mithilfe eines Tecan Microplate Readers gemessen (Anregungswellenldnge = 340 nm,

Emissionswellenldnge = 490 nm).

3.4.4 BCA Protein Assay

Mithilfe des BCA Protein Assays kann die Proteinkonzentration in einer Losung oder einem Zelllysat
nachgewiesen werden. Zur Lyse wurden die Zellen zuerst einmal mit PBS gewaschen und
anschlieend 10 min bei 4 °C in Lysepuffer lysiert. Das Zelllysat wurde im Well resuspendiert, in ein
1,5 ml Reaktionsgefall Gberfihrt, gevortext, fliir 20 min bei 4 °C und 16.000 g zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt.

Um die Proteinkonzentration im Zelllysat zu bestimmen wurde der BCA Protein Assay nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Hierflir wurden je 25 ul Proteinlysat oder BSA Standard in
Lysepuffer (2.000/1.500/1.000/750/500/250/125/25/0 pg/ml) in einer 96-well Platte vorgelegt und
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mit je 200 pl einer Reaktionspufferlosung (Reaktionspuffer A:B im Verhaltnis 50:1) fir 30 min bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Absorption per Tecan Microplate Reader bei 562 nm
gemessen und die Proteinkonzentration mithilfe des BSA Standards berechnet. Die Proteinlysate

wurden bis zum weiteren Gebrauch bei -20 °C gelagert.

3.4.5 Qualitativer Nachweis von Proteinen

3.4.5.1 SDS-PAGE

Um Proteine elektrophoretisch anhand ihrer molekularen Masse aufzutrennen, wurde eine
Natriumdodecylsulfat-Gelelektrophorese, auch SDS-PAGE genannt, durchgefiihrt. Aufgrund des
denaturierenden Effektes von Natriumdodecylsulfat (SDS) und eines Hitzeschrittes bei 95 °C
entfalten sich Proteine in ihre lineare Struktur und kénnen so durch Anlegen eines elektrischen
Feldes allein anhand der Lange ihrer Polypeptidkette aufgetrennt werden (188).

Das Gel einer SDS-PAGE besteht aus einem Ubereinander gegossenen Sammel- und Trenngel.
Hierbei wurde mithilfe des Protean® GelgieBsystems von Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA zuerst ein Trenngel gegossen und wahrend der Polymerisierung mit einer 1 ml
Isopropanolschicht bedeckt, um Luftblasen zu vermeiden und eine gerade Kante zu gewahrleisten.
Nachdem das Trenngel fest geworden war, wurde das Sammelgel mit Probenkamm

daraufgegossen. Die Zusammensetzung der Gele wird in Tabelle 13 aufgelistet.

Tabelle 13. Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels.

15 % Trenngel Sammelgel
ddH,0 2,3 ml 6,8 ml
30 % Acrylamid Mix 5,0 ml 1,7 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 ml 1,25 ml
10 % SDS 0,1 ml 0,1 ml
10 % Ammoniumpersulfat 0,1 ml 0,1 ml
TEMED 0,004 mi 0,004 mi

Fir die SDS-PAGE werden je 3 ug Probe mit 5x Laemmli Puffer gemischt, fiir 3 min bei 95 °C
denaturiert und in die Taschen des vorbereiteten Gels geladen. Als Proteinstandard wurden 4 ul
PageRuler™ geladen. Hiernach wurde das beladene Gel in eine mit TGS Puffer gefillte
Elektrophoresekammer gestellt und die Proteine fiir 90 min bei 15 mA pro Gel elektrophoretisch

aufgetrennt.
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3.4.5.2 Western Blot

Die durch SDS-PAGE im Gel aufgetrennten Proteine wurden mittels Western Blot auf eine
Nitrocellulosemembran lberflihrt. Hierfir wurden vier Whatman-Paper, zwei Schwamme und eine
Nitrocellulosemembran fir 2 min in Towbin Puffer getrankt, bevor sie zusammen mit dem
Proteingel in nachfolgender Reihenfolge auf eine Mini Trans-Blot® Zelle von Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, CA, USA gestapelt wurden: Anode, Schwamm, 2x Whatman-Paper, Proteingel,
Transfermembran, 2x Whatman-Paper, Schwamm, Kathode. Die Proteine wurden nun fir eine
Dauer von 1 h durch Anlegen einer Stromstadrke von 0,4 A vom Proteingel auf die Membran

Ubertragen.

3.4.5.3 Immunproteindetektion

Nachdem die Proteine auf die Membran U{bertragen worden waren, wurden diese per
Immundetektion qualitativ nachgewiesen. Hierzu wurde die Membran fir 1 h bei ZT in 5 % BSA in
PBS-T geblockt, dreimal fir 10 min mit PBS-T gewaschen und (iber Nacht bei 4 °C mit dem
entsprechenden Primarantikérper in 5 % BSA in PBS-T inkubiert (Antikdrperverdiinnung s. 2.10,
Tabelle 11). Anschliefend wurde die Membran weitere dreimal fiir 10 min mit PBS-T gewaschen,
bevor sie fir 1 h bei 4 °C mit Sekunddrantikdrper in 5 % BSA in PBS-T inkubiert wurde
(Antikérperverdiinnung s. 2.10, Tabelle 11). Nach einem weiteren Waschschritt wurde die
Membran fir 1 min mit einem Luminol-basierten chemilumineszenten Pierce™ ECL Western
Blotting Substrat getrankt, um anschlieBend das emittierte Licht der an den Sekundarantikérper

gebundene HRP mittels Fusion FX Chemolumineszenz Detektor zu detektieren.

3.4.6 Quantitativer Nachweis von Proteinen

3.4.6.1 HIV-1 p24 ELISA

In dieser Arbeit wurden mithilfe des HIV-1 p24 Antigen Capture Assays (Advanced Bioscience
Laboratories, Rockville, MD, USA) die intrazelluliren Konzentrationen an HIV p24 in HIV
inokulierten und behandelten Proben untersucht. Hierzu wurden LC5-RIC bzw. H9 Zellen, wie in
3.1.2 und 3.2.2 beschrieben, in 12-well Platten ausgesat, mit HIV-1.4 inokuliert und simultan zur
Inokulation mit Testsubstanzen behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 48 h im
Zellkulturbrutschrank wurden die Zellen geerntet, mit PBS gewaschen und mit 200 ul 5 % Triton

X-100 in PBS fiir 5 min bei ZT lysiert. Nachdem die Zelllysate fir 5 min bei 400 g zentrifugiert
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worden waren, wurden diese 1:10.000 verdiinnt und zur Analyse in den HIV-1 p24 ELISA
eingesetzt.

Zuerst wurden je 25 ul Disruptionspuffer zusammen mit je 100 pl der verdiinnten zu
analysierenden Probe oder des HIV-1 p24 Standards (100/50/25/12,5/6,25/3,125/0 pg/ml in 5 %
Triton X-100/PBS) in die microELISA Platte pipettiert und mit einer Folie versiegelt fir 60 min bei
37 °C inkubiert. Die Wells der microELISA Platte sind mit zwei murinen monoklonalen Antikérpern
beschichtet, die spezifisch an das HIV-1 p24 Protein binden kénnen. Nach viermaligem Waschen
mit Waschpuffer wurden Pufferreste durch sanftes Abklopfen an einem Papiertuch entfernt, je
100 pl Konjugatlésung hinzugegeben und mit frischer Folie versiegelt fiir 60 min bei 37 °C
inkubiert. Die Konjugatlosung enthalt einen peroxidasegelabelten humanen anti-p24 Antikorper,
der an im Well gebundenes HIV-1 p24 binden kann. Nach erneutem Waschen wurden je 100 pl
Peroxidase-Substrat hinzupipettiert und fir 30 min bei ZT inkubiert, was zu einer blaulichen
Farbung der Losung fihrte. Im Anschluss wurde die Reaktion mit je 100 ul Stoplosung abgestoppt
(Farbumschlag zu gelb) und die Absorption bei einer Wellenlange von 450 nm mithilfe eines Tecan
Microplate Readers gemessen. Aufgrund der linearen Beziehung zwischen Absorption und Menge
gebundenen HIV-1 p24 konnte die p24 Konzentration in den Testproben mittels linearer

Regressionsanalyse der Standardkurve ermittelt werden.

3.4.6.2 Proteomics

In dieser Arbeit wurde das intrazellulare Proteom von HIV inokulierten und behandelten PBMC in
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Thomas Werner von der University of Michigan und Dr. Stefanie
Hauck aus der Proteomicsabteilung des Helmholtz Zentrums Miinchen analysiert. Hierzu wurden
nach 3.2.2.1 stimulierte PBMC, wie in 3.1.2 und 3.2.2 beschrieben, in 12-well Platten ausgesat, mit
HIV-1ia inokuliert und simultan zur Inokulation mit Testsubstanzen behandelt. Nach einer
Inkubationszeit von 48 h im Zellkulturbrutschrank wurde zum einen ein 2nd step EASY-HIT Assay
durchgefiihrt, um die anti-HIV Aktivitdt der eingesetzten Substanzen zu Uberprifen (s. 3.2.4.1) und
zum anderen die Zellen geerntet, mit PBS gewaschen und mit 300 ul Lysepuffer fiir 10 min bei 4 °C
lysiert. Nachdem die Zellreste fiir 20 min bei 4 °C und 16.000 g abzentrifugiert worden waren,
konnte das Proteinlysat zur weiteren Verwendung abgenommen werden. Hiernach wurde die
Proteinkonzentration mittels BCA Protein Assay (s. 3.4.4) bestimmt und jeweils 10 ug jeder Probe
mit Trypsin mithilfe einer modifizierten Filter-unterstiitzten Praparationsmethode (FASP)

proteolysiert (189,190).
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Die LC-MSMS Analyse und Auswertung wurde von Dr. Stefanie Hauck mittels QExactive HF
Massenspektrometer durchgefiihrt, das direkt an eine Ultimate 3000 RSLC nano-HPLC gekoppelt
wurde. Die Proben wurden automatisch eingespritzt und auf die C18 Fallen-Saule geladen. Nach
5 min wurden die Proben wieder eluiert und durch die C18 Analyse-Saule mittels nicht-linearem
Acetonitril-Gradienten Uber einen Verlauf von 90 min bei einer Flussrate von 250 nl/min
aufgetrennt (191). Die MS-Spektren wurden bei einer Auflosung von 60.000 aufgenommen und
nach jedem MS1 Zyklus wurden die zehn haufigsten Peptidionen zur Fragmentierung ausgewahlt.
Die erhaltenen Rohdaten wurden jeweils separat fiir jeden Spender in die Progenesis QI
Proteomicssoftware geladen und mittels MS1 Intensitdts-basierten Label-freien Quantifizierung
analysiert (191). Im Anschluss wurden die MSMS Spektren exportiert und unter Verwendung der
Mascot Suchmaschine (Version 2.6.2) in der SwissProt Human Datenbank, mit hinzugeflgten
HIV-1.a Sequenzen (,spiked”, 20.221 Sequenzen), gesucht. Die Sucheinstellungen waren wie folgt:
Enzym Trypsin, 10 ppm Peptidmassentoleranz und 0,02 Da Fragmentmassentoleranz, eine
fehlende Schnittstelle ist erlaubt, Carbamidomethylierung wurde als fixe Modifikation
angenommen, Methionin-Oxidation und Asparagin- und Glutamin-Deaminierung wurden als
variable Modifikationen erlaubt. Es wurde zudem eine Mascot-integrierte Decoy-Datenbanksuche
mit einer durchschnittlichen Fehlerrate von <1 % mittels Mascot percolator Algorithmus
durchgefiihrt (192). Die den Peptiden zugewiesenen und gefundenen Daten wurden nun wieder in
die Progenesis QI Software importiert, um hier die Abundanzen aller einzigartigen Peptide, die
jedem Protein zugeordnet werden, aufzusummieren und die daraus resultierenden normalisierten
Abundanzen jedes einzelnen Proteins zur Bestimmung der Regulierung der Proteine und deren

Signifikanzwerte p mittels Student’s t-Test und FDR Korrektur heranzuziehen.

Die bioinformatische Analyse der erhaltenen Proteomics Datensatze wurde von Prof. Dr. Thomas
Werner durchgefiihrt. Hierbei wurden die Ergebnisse von insgesamt drei Spendern jeweils als
biologische Replikate angesehen. Proteine mit signifikanten Veranderungen (>2-fache Anderung
der Expression, sowohl hoch- als auch runterreguliert) wurden getrennt zusammengetragen (flr
jede Probe und fiir sowohl hoch- als auch herunterregulierte Proteine). Hiernach wurden die
Proteinlisten fir hoch- bzw. herunterregulierte Proteine der einzelnen Spender zusammengefasst
und deren korrespondierende ENTREZ genelDs zur weiteren Analyse herangezogen.
Zusammenfassend wurden so vier Protein/Genlisten analysiert: Hoch- bzw. runterregulierte
Proteine/Gene aus HIV-exponierten PBMC, sowie entsprechende Listen fir PBMC ohne
Anwesenheit von HIV.

Mithilfe des GeneRanker Programmes wurden Enrichmentanalysen durchgefiihrt und signifikante

Ergebnisse anschlieBend unter Anwendung arbitrar ausgewadhlter Kategorien fir HIV,
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Retrovirusinfektion und Immunsystem gefiltert. Dies wurde fiir Analysen beziiglich GO-terms in

biologischen Prozessen, kanonische Signalwege, MeSH-terms und unigene Geweben durchgefiihrt.

3.5 Statistische Auswertung

Die in dieser Dissertation aufbereiteten Ergebnisse zeigen die Mittelwerte und Standard-
abweichungen aus den Daten von jeweils mindestens drei unabhdngigen Experimenten mit
biologischen Triplikaten. Alle Berechnungen wurden mithilfe von Microsoft Excel durchgefiihrt und
anschlieBend mit GraphPad Prism7 und CompuSyn ausgewertet und graphisch dargestellt. 1Cso/
CCsp Kalkulationen wurden unter Benutzung der Gleichung fiir sigmoidale Dosis-Abhdngigkeit mit
variabler Steigung (Bedingungen: 0 als untere, 100 als obere Grenze) durchgefiihrt. Statistische
Signifikanz wurde mittels One-way oder Two-way ANOVA unter Anwendung des Dunnett’s Tests,

sowie mithilfe eines Student’s t-Tests berechnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Struktur-Wirkungsbeziehungen der MAGIC Substanzgruppe

Studien zur Struktur-Wirkungsbeziehung einer Substanzgruppe, auch SAR genannt, beschreiben
den Zusammenhang einzelner molekularer Strukturen und deren Einfluss auf die biologische
Wirkung der untersuchten Substanzen. In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der

durchgefiihrten SAR-Studien der MAGIC Substanzgruppe beschrieben.

4.1.1 Einfluss struktureller Anderungen am Molekiil auf den anti-HIV Effekt

Die Molekiilstruktur von Aureothin diente als Grundlage zur Generierung neuer synthetischer
Derivate und zur Optimierung der chemischen und antiviralen Eigenschaften dieser Substanzen.
Abbildung 18 zeigt die einzelnen Ansatzpunkte am Molekiil, an denen Anderungen vorgenommen
wurden. Die Nitrogruppe in para-Position des Benzolrings von Aureothin birgt Probleme
hinsichtlich ihrer Pharmakotoxizitat bei zukinftiger Verabreichung im Tiermodell und spateren
klinischen Phasen (163). Daher wurde im Verlauf der SAR Studien versucht die Nitrogruppe ohne
Verlust des antiviralen Effektes zu ersetzen. Speziell durch Substitution mit u.a. Halogenen (bspw.
Substanzen #3, #4, #5), Phenyl- (Substanz #19) oder Carboxygruppen (Substanz #18) in
verschiedenen Positionen (ortho/meta/para) am Benzolring (Abbildung 18-1), sowie durch
Anpassung des Dien-Linkers zwischen Benzol- und Tetrahydrofuranring durch Sattigung
(Substanzen #22, #23) oder Konfigurationsanderung (Substanz #33) (Abbildung 18-2) wurde
versucht die chemischen Eigenschaften von Aureothin zu optimieren. Aufgrund des starken
elektronenziehenden induktiven Effektes (—I-Effekt) der beiden Sauerstoffatome im y-Pyron-Ring,
sowie in der 2-Methoxygruppe (,,0 6“), bildet sich eine partielle positive Ladung am verbundenen
Kohlenstoffatom (,,C 6+“), wodurch dieses als elektrophiles Zentrum fiir einen nukleophilen Angriff
empfanglich wird. Moglicherweise kénnte dies ein chemischer Ansatzpunkt fir eine kovalente
Bindung zu einem Targetmolekil sein. Daher wurde diese Gruppe bei manchen Molekilen
(Substanzen #26-#29) durch eine Ethylgruppe ersetzt (Abbildung 18-3), wodurch der —I-Effekt der
Methoxygruppe verloren ginge, das elektrophile Zentrum am Kohlenstoffatom stark abgeschwacht
wdare und daher die Chance fiir den chemischen Angriff eines moglichen Bindungspartners an
dieser Stelle erschwert ware. Im Umkehrschluss konnte sich dies womoglich auch auf die anti-HIV

Aktivitat der Molekile auswirken.
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(1) ortho

meta

Abbildung 18. Molekiilstruktur von Aureothin. Markiert sind Ansatzpunkte fiir mogliche molekulare Anderungen an
der Strukturformel des Hauptmolekiils Aureothin: (1) Ersetzen der Nitrogruppe durch andere Substituenten in
unterschiedlicher Position am Benzolring (ortho/meta/para) und mit verschiedenen chemischen Eigenschaften (bspw.
Halogene, Carboxyl- oder Phenylgruppen), (2) Veranderung des Linkers zwischen Benzol- und Tetrahydrofuranring

durch Sattigung der vorliegenden Doppelbindungen oder Konformationsdanderung, (3) Analyse des Einflusses des
elektrophilen Zentrums (,,C 6+“) im y-Pyronring durch Austausch der Methoxygruppe.

Das antivirale Potential von Neoaureothin (#0), Aureothin (#1) und der neu synthetisierten
Aureothin-Derivate (#2-34) wurde, wie in 3.2.4 beschrieben, mithilfe des EASY-HIT Assays
analysiert. In Tabelle 14 werden sowohl ICsg als auch 1Coo Werte der Substanzbehandlungen von
HIV-1.a inokulierten LC5-RIC Zellen und humanen PBMC nebeneinander dargestellt. Das Wirkprofil
der Substanzen fir das LC5-RIC Zellsystem zeigt sich in primaren PBMC insgesamt bestatigt, hierbei
gibt es nur leichte Schwankungen zwischen den beiden Systemen. Dieses Wirkprofil andert sich
sehr stark beim Vergleich der ICso und ICoo Werte eines Molekiils innerhalb des jeweiligen Systems.
In LC5-RIC Zellen ist der ICog Wert von Substanz #3 rund 360-fach hoher als der 1Cso Wert, bei #7
betragt dieser Unterschied lediglich den Faktor 3. Da bei der Behandlung viraler Infektionen eine
Inhibition von mindestens 90 % sehr wichtig ist, werden die Substanzen vor allem anhand ihres ICq
Wertes im Vergleich zum Basismolekil #1 als stark (<10x ICgo von #1, dunkelgriin), mittel (10-25x
ICo0 von #1, griin) oder eher schwach (>25x ICoo von #1, hellgriin) klassifiziert.

Substanz #7 zeigt sowohl in LC5-RIC als auch in PBMC im Vergleich zu Substanz #1 die
vielversprechendste anti-HIV Aktivitat.
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Tabelle 14. Anti-HIV Aktivitat von Aureothin und dessen synthetischer Derivate in LC5-RIC und PBMC. Gezeigt sind
die ICsp und 1Cyo Aktivitdtswerte jeder Substanz (#), gemessen im EASY-HIT Assay mit HIV-1.4 inokulierten LC5-RIC und
PBMC. Mittelwert und Standardabweichung wurden jeweils aus Daten von mindestens drei unabhdngigen
Experimenten mit biologischen Triplikaten berechnet (n = 3; m = 3; +SD; k.D.= keine Daten; n.d. = nicht definiert). 90 %
inhibitorische anti-HIV Aktivitat in LC5-RIC farbcodiert: dunkelgriin = stark, <10x 1Co von Aureothin, griin = mittel,
10-25x ICgp von Aureothin oder hellgriin = schwach, >25x ICgo von Aureothin. Zugehdrige Molekilstrukturen s. 1.2.3,
Abbildung 14.

I LC5-RIC PBMC
Substanz #
1Cso (M) 1Coo (NM) IC50 (nM) ICo0 (nM)

i 2,2+0,06 9,7+0,26 1,1+0,08 9,1+0,71
_ 5,3+0,40 26,8 £2,54 11,7 £1,37 45,0+ 3,33

2 | > 10.000 n.d. > 10.000 n.d.
_ 1,6 £0,40 579,7 £ 14,81 0,5+0,19 2.937,0+£ 983,30

4 | 438,6 £ 55,11 3.003,0+4,73 4.021,0 + 685,80 14.102,0+ 6,74
_ 65,1+6,78 355,2 £+ 52,63 561,0 £ 101,20 4.211,0+4,41
_ 7,3+0,57 19,9+4,29 14,3+1,36 86,0 £ 3,06
_ 4,9+0,16 13,4+1,75 10,3 £ 0,65 41,0+1,23

8 290,1 £ 53,17 3.525,0+£6,20 48,7 £ 9,65 587,6 £ 148,20

9 236,8 £ 39,71 1.425,0+ 6,75 1.261,0 £+ 107,80 3.939,0 £ 3,66
_ 98,6 £ 10,13 272,6 £ 68,77 959,3 £ 222,60 8.411,0+£5,34

11 1.045,0 + 150,20 8.053,0+5,03 > 10.000 n.d.
_ 8,0+ 1,05 73,7 £6,22 1,5+0,11 74,0 £ 0,87
_ 5,8+0,50 30,1+4,72 3,6+1,54 1.818,0 + 3,29
_ 12,8+ 0,97 54,3 £3,48 22,4+£1,10 74,1+£2,42
_ 8,8 +0,86 69,7 £5,60 40,1+3,76 242,2 £ 3,20
_ 94,2 £9,97 612,1+£2,85 74,9 £ 10,92 269,8 £3,84

17 513,8 +40,91 2.938,0 £ 2,67 4.080,0 £ 1.073,00 141.326,0 £ 3.378,00

1.060,0. + 67,78 5.915,0 £2,51 10.754,0 £ 2.231,00 240.907,0 + 2.155,00

e |

_ 32,0+2,22 151,2 +3,51 53,9+3,51 463,5 £ 2,80
- 30,9+3,70 367,1+5,34 41,7 £11,02 485,2 4,14
_ 11,7+ 1,38 163,8+4,52 14,6 + 0,98 189,2 +0,82
_ 143,1+12,49 475,1+£41,47 k.D. k.D.

23 | 740,1+ 70,82 2.476,8 £ 237,00 k.D. k.D.
_ 16,5+1,18 100,6 +7,21 k.D. k.D.
_ 49,2 +4,55 274,9 + 25,40 k.D. k.D.

26 | >10.000 n.d. k.D. k.D.

-79 -



4. Ergepnisse

I LC5-RIC PBMC
Substanz #

ICs0 (NM) 1Co0 (NM) ICs0 (nM) ICg0 (NM)
i 11,0+1,30 154,2 + 18,27 k.D. k.D.
_ 4,4 +0,63 31,9+4,56 k.D. k.D.
_ 38,0+£6,47 244,0 £ 41,57 k.D. k.D.
_ 88,0+£9,63 184,1+20,13 k.D. k.D.
_ 58,9+2,71 175,9 £ 8,10 k.D. k.D.
_ 16,2 £ 0,75 48,0+ 2,24 31,0+ 2,29 107,7 £ 7,98
_ 60,6 £4,13 213,8 £ 14,54 k.D. k.D.

73,0+ 7,64 594,4 £ 62,15 k.D. k.D.

Nachfolgend wird der Einfluss einzelner Molekilstrukturen auf die anti-HIV Aktivitat von

Substanzen mit Anderungen an der entsprechenden Position im Detail vergleichend dargestellt.

4.1.1.1 Einfluss verschiedener Substituenten am Benzolring auf die anti-HIV Aktivitat

Um die negativen Eigenschaften der Nitrogruppe von Aureothin (#1) aufzuheben, wurden
Molekile designt, bei denen es zu einem direkten Austausch des Substituenten in para-Position
der Benzylgruppe kommt. Abbildung 19 zeigt eine beispielhafte Ubersicht dieser neuen Derivate
mit ihren jeweiligen 1Co0 Konzentrationen. Der Austausch der Nitrogruppe durch Halogen-
substituenten, wie die Trifluormethylgruppe von Substanz #7 (ICso = 13,4 nM) oder Substituenten,
die das aromatische System erweitern, wie bei der Phenylgruppe von #19 (ICqo = 151,2 nM) oder
der Dimethylaminogruppe von #21 (ICq = 163,8 nM), flihrt zu Derivaten, deren anti-HIV Effekt mit
dem von Aureothin (#1) vergleichbar, im Falle von #7 sogar leicht starker ist. Allerdings resultiert
eine Substitution in para-Position durch die sterisch anspruchsvolle tert-Butylgruppe (#9; ICqo =
1.425 nM) oder stark polaren Gruppen, wie Carboxyl- (#18; 1Co = 5.915 nM) oder
Methylsulfonamidresten (#11; 1Coo = 8.053 nM), zu einer drastischen Verschlechterung der
antiviralen Eigenschaften des Molekiils.

Am Beispiel von Substanz #7 sieht man, dass es moglich ist, die pharmakotoxisch problematische

Nitrogruppe ohne Verlust des anti-HIV Effektes zu ersetzen.
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Abbildung 19. Einfluss verschiedener Substituenten in para-Position des Benzolrings auf die anti-HIV Aktivitat.
Gezeigt sind die vereinfachten Strukturformeln von Aureothin (#1), sowie von Aureothin-Derivaten (#7, #9, #11, #18,
#19, #21) unterschiedlicher antiviraler Aktivitat (ICso), bei denen die Nitrogruppe durch Substitution in para-Position

des Benzolrings ersetzt wurde.

4.1.1.2 Einfluss der Position der Substituenten am Benzolring auf die anti-HIV Aktivitadt

Um herauszufinden, ob eine Veranderung des Molekils in para-Position des Benzolrings die
optimalste Losung darstellt, wurden Aureothin-Derivate entworfen, die den gleichen Substituenten
an unterschiedlichen Positionen des Benzylrestes tragen. Wie in Abbildung 20 vergleichend
dargestellt, zeigen Derivate mit Chlorsubstituent in para- (#3; 1Coo = 580 nM) oder ortho-Stellung
(#5; ICoo = 355 nM) vergleichbare, eher mittlere anti-HIV Aktivitdten (s. Tabelle 14, mittel, 10-25x
ICoo von Aureothin), wahrend die Aktivitdt von Substanz #4 (ICo = 3.003 nM; s. Tabelle 14,
schwach, >25x ICyo von Aureothin), bei der sich Chlor in meta-Position befindet, 6-8-fach
schwacher wird. Im Vergleich zur Substitution mit Chlor, bei der die IC9p Konzentrationen allgemein
recht hoch sind, zeigen Substanzen mit Trifluormethylrest in meta- (#15; 1Coo = 69,7 nM) bzw. para-
Stellung (#7; ICo0 = 13,4 nM) insgesamt eine starkere anti-HIV Wirksamkeit, jedoch ist auch hier das

para- 5-fach wirksamer als das meta-Derivat.
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Insgesamt sind ortho- und para-Substitution am Benzolring gegenliber des gleichen Substituenten

in meta-Stellung favorisiert.
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Abbildung 20. Einfluss gleicher Substituenten an verschiedenen Positionen am Benzolring auf die anti-HIV Aktivitat.
Gezeigt sind die vereinfachten Strukturformeln und die antiviralen Aktivitaten (ICqo) der Aureothin-Derivate #3, #4 und
#5. Diese unterscheiden sich lediglich in der Position des Chlor-Substituenten am Benzolring: #5, Ry oder Rs/ortho, #4,
R, oder Rs/meta und #3, Rs/para.

4.1.1.3 Einfluss des aromatischen Systems und Linkers auf die anti-HIV Aktivitat

Der Dien-Linker zwischen Benzol- und Tetrahydrofuranring von Aureothin (#1) weitet das
aromatische m-Elektronensystem (iber den Benzylrest hinaus aus und verleiht dem Molekiil ein
relativ starres Riickgrat. Im Verlauf der SAR Studien wurde unter anderem die antivirale Aktivitat
von Substanzen getestet, deren Flexibilitat durch teilweise oder vollstandige Sattigung dieser Achse
erhéht wurde. Abbildung 21 gibt eine Ubersicht tiber die chemischen Anderungen der Aureothin-
Derivate im Bereich des Linkers und die daraus resultierende anti-HIV Wirksamkeit dieser
Substanzen. Bei Substanz #22 (ICoo = 475,1 nM) wurde das aromatische System durch Sattigung der
zum Benzolring nachsten Doppelbindung auf die Benzylgruppe begrenzt und gleichzeitig die
Flexibilitat des Rickgrats leicht erhoht, wobei bei Substanz #23 (ICo = 2.476,8 nM) der Linker
vollstiandig gesattigt und somit voll beweglich vorliegt. In beiden Fillen nimmt die antivirale
Aktivitat im Vergleich zu Substanz #1 20- bzw. 100-fach ab. Im Gegensatz hierzu steht Substanz #32
(ICo0 = 48,0 nM), ein Nebenprodukt des Syntheseprozesses von #14. Ausgestattet mit einer durch
die Dreifachbindung sehr starren Achse, zeigt diese Substanz ungefihr die gleiche antivirale
Aktivitat wie das Endprodukt #14 (ICgo = 54,0 nM) und ist nur 1,9-fach schwécher als der Naturstoff
Aureothin (#1).
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Zusammenfassend zeigen Aureothin-Derivate mit starrem Linker und mit einem auf den Linker
ausgeweiteten m-Elektronensystem im Vergleich zu Molekilen mit flexiblem Riickgrat eine deutlich

hohere anti-HIV Wirksamkeit.
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Abbildung 21. Einfluss der Sattigung und Flexibilitdit des Linkers auf die anti-HIV Aktivitdt. Gezeigt sind die
vereinfachten Strukturformeln und die antiviralen Aktivitaten (ICs0) von Aureothin (#1), sowie von Aureothin-Derivaten
(#22, #23, #32), bei denen im Vergleich zu Aureothin (#1) die Flexibilitadt des Linkers durch eine Dreifachbindung (#32)
erniedrigt bzw. durch teilweise (#22) oder vollstandige Sattigung (#23) erhoht vorliegt.

4.1.1.4 Einfluss der Konfigurationsisomerie auf die anti-HIV Aktivitat

Anhand der Strukturformeln beinahe aller Aureothin-Derivate lassen sich, mit Ausnahme der
verkiirzten Substanzbausteine #2 und #26 und der Substanzen #22, #23 und #32, insgesamt vier
Stereoisomeriezentren ablesen. Es befinden sich je zwei Isomeriezentren im y-Pyronring, immer in
Z/cis Konfiguration, sowie je zwei im Linker zwischen Benzol- und Tetrahydrofuranring, die je nach
Substanz unterschiedlich vorliegen.

Das dem Tetrahydrofuranring zugewandte Isomeriezentrum im Linker wurde im Verlauf der SAR
Studien genauer beleuchtet, da eine Konfigurationsdnderung an dieser Stelle zu einer starken
Veranderung des gesamten Molekiils fuhrt. In Z/cis Konfiguration, wie sie auch bei Aureothin (#1)
vorliegt, lasst sich die Molekulstruktur als eher linear beschreiben, in E/trans Konfiguration als eher
gekriimmt. In Abbildung 22 werden jeweils Aureothin-Derivate gleicher Summenformel, jedoch
unterschiedlicher Konfigurationsisomerie gegeniibergestellt und anhand ihrer antiviralen Aktivitat
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verglichen. Die beiden Substanzen #13 (ICqo = 30,1 nM) und #28 (ICy = 31,9 nM) liegen aufgrund
ihrer Z/cis Konfiguration linear vor und weisen im Vergleich zu ihren eher gekriimmt vorliegenden
E/trans Aquivalenten #33 (ICoo = 213,8 nM) und #29 (ICgo = 244,0 nM) in beiden Fillen eine rund
7-8-fach niedrigere ICqo Konzentration und somit héhere anti-HIV Wirksamkeit auf.

Insgesamt sind Aureothin-Derivate in Z/cis Konfiguration am Tetrahydrofuran nahen
Stereoisomeriezentrum und somit in ihrer eher linearen Form deutlich antiviral wirksamer als ihre

E/trans Aquivalente.

#13, ICy = 30,1 nM #33, ICy, = 213,8 NM
NN = .
#28, ICyo = 31,9 NM #29, ICyy = 244,0 NM

Abbildung 22. Einfluss der Konfigurationsisomerie auf die anti-HIV Aktivitdt. Gegeniliber gestellt sind die
Strukturformeln und die antiviralen Aktivitdten (ICs) von Aureothin-Derivaten mit gleicher Summenformel, aber
unterschiedlicher Konfigurationsisomerie (#13 und #33, #28 und #29). E/trans und Z/cis kennzeichnen die Ausrichtung

der Stereoisomeriezentren. Die mit gelbem Strich markierten Molekiilschemata am oberen Rand veranschaulichen die
aus der Konfigurationsisomerie resultierende Ausrichtung der Molekiile (linear, gekrimmt).
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4.1.1.5 Einfluss des elektrophilen Zentrums im y-Pyronring auf die anti-HIV Aktivitat

Wie in 4.1.1 bereits erwahnt, entsteht durch die negativen induktiven Effekte der Sauerstoffatome
im y-Pyronring des Molekiils, sowie des 2-Methoxysubstituenten ein elektrophiles Zentrum am
verbundenen C-Atom, das der Theorie nach fir nukleophile Angriffe empfanglich ware (193).
Deswegen stellte sich die Frage, ob diese Position am y-Pyronring ein moglicher Angriffspunkt zur
Bindung an ein Targetmolekil sein kdnnte. Um den Einfluss des elektrophilen Zentrums auf die
anti-HIV Aktivitat der MAGIC Substanzen zu untersuchen, wurden im Zuge der SAR Studien
Molekiile synthetisiert, die eine Ethylgruppe anstelle des Methoxyrestes tragen. Aufgrund der
mangelnden Elektronegativitdt der Ethylgruppe, geht der elektronenziehende —I-Effekt verloren
und das elektrophile Zentrum wird geschwacht, wodurch kein nukleophiler Angriff eines
Bindungspartners mehr moglich sein sollte.

Die Strukturformeln, sowie die anti-HIV Effekte der Ethyl- und ihrer entsprechenden
Methoxyaquivalente werden in Abbildung 23 vergleichend dargestellt. Substanz #2 und das
Ethylaquivalent #26 sind beide bis 10 uM inaktiv und zeigen daher keinen Unterschied. Alle
anderen Substanzen sind antiviral wirksam und lassen daher Schlussfolgerungen zu. Wahrend beim
Substanzpaar #29 (ICoo = 244,0 nM) und #30 (ICo = 184,1 nM) die anti-HIV Wirksamkeit des
Ethylderivates im Vergleich zum Methoxyderivat nur unbedeutend (1,3-fach) schwacher ist, verliert
Substanz #27 (ICyo = 154,2 nM) gegenliber seines Methoxyaquivalentes #7 (ICq = 13,2 nM) deutlich
(11,5-fach) an Aktivitat.

Zusammenfassend zeigt der Austausch der Methoxygruppe am y-Pyronring durch einen Ethylrest
und dem damit einhergehenden Verlustes des elektrophilen Zentrums am verbundenen
Kohlenstoffatom je nach Gesamtstruktur der untersuchten Molekiile einen maRigen Einfluss auf

die anti-HIV Wirksamkeit, jedoch teilweise mit Tendenz hin zum Verlust des antiviralen Effektes.
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Abbildung 23. Einfluss des elektrophilen Zentrums im y-Pyronring auf die anti-HIV Aktivitdt. Gezeigt sind die
Strukturformeln und die antiviralen Aktivitaten (ICso) von Aureothin-Derivaten mit Methoxygruppe am y-Pyronring
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