Aus dem Lehrstuhl fur Virologie des Max von Pettenkofer-Institutes,
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Vorstand: Prof. Dr. med. U. Koszinowski

Ein neuartiges enzymatisches Auswerteverfahren fir die in vitro

Detektion phanotypischer HIV-1 Proteaseresistenz

Dissertation
Zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der

Ludwig—Maximilians-Universitéat zu Minchen

vorgelegt von

Dieter Hoffmann

aus Temeschburg

2002



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultéat

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den
promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der miundlichen Prifung:

der Universitat Miinchen

Prof. Dr. U. KoszinowskKi

Prof. Dr. E. Fink
Prof. Dr. Dr. K.-S. Boos

Dr. H. Nitschko

Prof. Dr. Dr. h.c. K. Peter

19.12.2002



INHALTSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS ...ttt ettt sasanans 1
A EINTEITUNG ...t e b b e e sb e e s nneennes 3
Al Morphologie, Struktur und genomische Organisation von HIV ... 3
A.2 Biochemische Eigenschaften der HIV-1 Protease...........ccccoveevieeveescieesee s 5
A3 Pharmakotherapie der HIV-Infektion..........ccccviiieiiiciie e 6
A4 Resistenz gegen HIV-Chemotherapeutika ..o 7
A5 Moglichkeiten der HIV-ReSIStENZMESSUNG.......ccveeiieeieeiieeiiee e esee e 8
A51 GenotypiSChe RESISIENZIESS .......cccveiieiieriesieeeeee e e 8
A.5.2  Phanotypische RESISIENZLESES.........cccvieiieiee e 9
A.5.2.1 Phanotypische Resistenzmessung in ZelKUltur...........cccoeveieeieiceccie e, 9
A.5.2.2 Enzymatische phanotypische RESISLENZIESES ........cccevvevieevie i 10
A.5.2.3 Anaytische und klinisch relevante Grenzwerte (,, Cut-off“ Werte)............. 10

A.5.3 Vergleich phéanotypischer und genotypischer Resistenztests..........ccccccvevvevnnns 11
A.54 Indikationen fur die Bestimmung der HIV-ReSIStENZ..........cceceiiieiincnenenins 12

A.6 Hintergrund deS PrOJEKLES .......ccueieereeieeeere et 13
A7 AUFGADENSIEITUNG.....c.eoiiiee e 15

B Material UNd MEtNOTEN..........cccoiiiie e 17
B.1 GErate UNA SOFtWEIE.......ccueiieieieiecee et s 17
B.2 VerbratuChSMEaterialieN.........coooi e s 18
B.3 CREMIKBITEN.....ceeee e e 19
B.3.1  ENZYIME .ot nn e ne s 19
B.3.2  Substrate flr die HIV Protease..........cccooiiieieriinieneeie e 20
B.3.3 Inhibitoren der HIV Protease..........ccovveieiiesicie e eae e 20
B.3.4 DNA- und Protein-GroRenstandards...........ccoceevereereriinneenesieseesiesee e 20
B.3.5  KitSZUr DNA-EXIraKIiON......cciieiieiesieeie et ae et nnn e 20
B.3.6  FaIDSIOM@ ... 21
B.3.7  HIV-ISOI@.....oec ettt et te e b e sane e reesnreens 21
B.3.8  EXPreSSIONSVEKLON .....ccviiiiieiieeitie ettt sttt sttt sreesnre e 21
B.3.9  OligONUKIEOLITE. ..ot 21
B.3.10 Elektroporationskompetente E. coli-Zellen............ccoooveeiiieiiiiiccie e 21

o TG 00 I R N 1] (o o= S TSSOSO 21



B.4 Losungen, Puffer und Medien..........coooeiiieie i 22

o B (Y = [ 1= o 1SRRI 24
B.5 Molekularbiologische Methoden.............coereiiiiinine e 24
B.5.1 Miniprgparation von Plasmid-DNA ausE. COli.......cccoovvvviviiiiiiiecceeciecies 24
B.5.2  Konzentrationsbestimmung von NUKIEINSAUIeN...........ccocevereririeenene e 24
B.5.3  Extraktion der proviralen HIV-1 DNA aus Leukozyten............cccceeevceeveninnns 25
B.5.4 Amplifikation des HIV PR Gens mittels, single” PCR..........ccccccevivevivviiennenne 25
B.5.5 Extraktion der RNA und PCR im Rahmen der Virusdiagnostik............cccccue... 26
B.5.6 Ermittlung der Sequenz des HIV PR-GENS........ccooirinireninineeee e 27
B.5.7 Restriktion der HIV Protease AMplifikate........ccooooeviriiiiininiieeeeeee 27
= T N I T 7= o] o PSR 28
B.5.9 Aufreinigung des Ligationsproduktes fur die Elektrotransformation................ 29
B.5.10 Agarosegelelektrophorese von NUKIGINSAUreN...........ccccvvvereecieneeneeeseeseeens 29
B.6 Mikrobiologische Methoden ... 30
B.6.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen...........cccoccveveiiievie s 30
B.6.2  EleKtrotransformation............cocvecueeienieiesee s csee e eee e see e eee e nae e 30
B.6.3 Rekombinante Expression der HIV-1 Protease ..........ccccecceeveevcieevee e 30
B.7 Proteinchemische Methoden ... 31
B.7.1  Gewinnung der rekombinant exprimierten Protease...........ccocvveveverenesesereennes 31
B.7.2 Anreicherung der WT Protease.........cccccveiieiiieeiee it sies e 32
B.7.3  Bestimmung des Gesamtproteingehaltes..........ccooovirinirenenenieeeese e 32
B.7.4  SDSPAGE ..ottt 33
B.7.5 Silberfarbung des SDS- ProteingelS.........cooveeieienineneresereee e 33
B.7.6  Nachweisder HIV Protease im Western BlOL.........cccoooiviineniinieneee e 34
B.8 Fluoreszenzsubstrate und ihre Verwendung zur Messung der HIV-1
PIOLEASE ... e 35
B.9 TESIDIINZIP ..ottt b ettt b et nae b nae s 36
B.10  Proteaseaktivitédtsmessung im KUVettenformat............coovevereneeenenesene e 37
B.10.1  AllGEMEINES......cciiiiie ettt e e b e st e b e e et e e saeesaneesreesnreens 37
B.10.2 Versuchsdurchflnrung ... 37
B.10.3 Weiterverarbeitung der Messdaten mit Flucol4 und Flukind9............ccccceeeeennee 38
B.11  Aktivitdtsmessung im Mikrotiterplattenformat............ccccevveevieevincceenee e 38
B.11.1 AlIGEMEINES. ...ttt b e nre s 38
B.11.2 VersuchsdurchfUNrUNg .........cooiiiiiiiie e 39



B.11.3 Erstellung einer Eichkurve mit EDANS ... 40

B.12  Theoretische Grundlagen der Enzyminhibition...........cccccovviiiiinccecvec v 42
B.13  Enzymkinetische Auswertung mit Bestimmung der
Dissoziationskonstanten (K;) des Enzym-Inhibitor-Komplexes...........ccccccoeenee. 44
B.14  Berechnung der ReSIStENZIaKIOreN.........ccooeeieieiierseeeee e 46
ErgEDNISSE ... e 47
Cl Etablierung und Optimierung des Fluoreszenzassays und seiner
AUSWEITUNG ...t e e n e s e e nn e smn e e ne e snneenneennneens 47
C.1.1  Substrat- und DM SO-KONZENIratioN .......cocueieerierieniesiee e 47
C.1l2 Stabilisierende AQJUVANTIEN.........cooeveiirireeeee e 49
C.1.3 Handhabung der PI, des Assay Puffers und des
FlUOrESZENZSUDSIFALES. ... .cveeeeeceeeieee ettt 52
C.14 Vergleich der Fluoreszenzspektren von EDANS und des
Spaltproduktes PIVQ-EDANS..........coieeee e 53
C.1.5 Vergleich der Fluoreszenz von PIVQ-EDANS-L 6sungen
veschiedener KONZEeNtrationeN...........covevveeerieresieseese e e e ee e 55
C.1.6 Fluoreszenzsignal in Gegenwart unterschiedlicher EDANS- und
SUBSEratkONZENEIEt ONEN........eeeeeeeeeee e nae e 57
C.1.7 Korrektur des,,inner filter effect” ..., 59
C2 Bestimmung der Michaelis-Konstante K, einer WT- und einer aus
Patientenmaterial exprimierten Protease..........ccocvverererereseneeeeee e 60
C3 Titration des aktiven Zentrums der HIV Protease.........cccccveeveevesceeseeseesseeneeenen 62
C.4  Auswertung der in Kivetten gemessenen HIV Proteasen..........ccocevevencvencnens 64
C5 Untersuchung der Wildtyp HIV Protease im Kivettenformat .............cccccveeveneene. 67
C.6 Messung von Patientenproteasen im Kuvettenformat...........cccoceveeevveceneciennnne 69
C.6.1 Kinetische Analyse 3 hochresistenter, aus Patientenmaterial
EXPrIMIEITEr PrOLEASEN ..o 69
C.6.2 Untersuchung genotypisch intermediér resistenter bzw. sensitiver HIV
PR aus PatientenNmaterial ..........cccooveveveereeieniesie e 71
C.7 Fluoreszenzmessungen im MikrotiterplattenformatFehler! Textmarke nicht definiert.
C8 Bestimmung der Dissoziationskonstanten fur WT PR und
therapeutisCh eiNQESEIZIE Pl ..........oooeveece e 74
C9 Untersuchung von aus Patientenmaterial exprimierten Proteasenim
MiKrotiterplattenfOrMEL..........ccoiiriereiereree e 74
C.9.1 Messung von 3 hochresistenten Proteasen aus Patientenmaterid ..................... 74



C.9.2 Messung von Proteasen aus Patientenmaterial mit niedriger bzw.

INtErMEIErEr RESISLENZ........ecee et 76
C.9.3 Untersuchung von definierten Mischungen aus hochresistenten
Proteasen Und WIlGLYP .....occoveieereeee e 77
C.10 Vergleich der Messergebnisse zwischen Kivetter+ und
MiKrotiterplattenfOrmMat...........ccooiieiiiecie e 78
D D1 0 S o o S 80
D.1  Ziel der vorliegenden ArbDEIT ... 80
D.2 Konzept und Schlussfolgerungen der bisher durchgefihrten
UNEEISUCNUNGEN. ...ttt sttt e et e st e e nbe e enneenneas 82
D.3 Zusammenfassende Bewertung des gesamten Resistenztests zum
BKEUBHTEN SEANG ... e e e sreenneeneens 84
D.4  Vergleich des vorliegenden Assays mit Zellkultur-basierter
ReSIStENZDESIMMUNG ......cooiie e 86
D.41 Zeitbedarf fir gesanten Resistenztest bei Auswertung im
MikrotiterplattenfOormal.............coceeiiieiie e 87
D.A2  SENSIHIVITAL.....cceiecece et e e e nesresreeneenn 87
D.4.3 Kosten flr gesamten RESISLENZIESL.........c.ccvieeiiievieecie e 88
D.5  Vorteile und Nachteile des enzymatischen Resistenztests..........ccoceeceeveevieecieenn, 89
D.6  Ausblick, zukinftige EXPErimente .........ccevvcievie et 90
D.6.1 Validierung des gesamten RESISENZIESES........cceverereniereneneeee e 20
D.6.1.1 Untersuchung von HIV-Referenzstammen...........ccocvevererieeienenene e 90
D.6.1.2 Ermittlung analytischer (technischer) Grenzwerte .........cccocvveveiencrennne 90
D.6.1.3 Kaorrelation der Resistenzdaten mit dem klinischen Verlauf....................... 90
D.6.2 Expression der HIV Protease mittels gekoppelter in vitro
TransKription/TranS alioN. .........ccveiieiiieeiie e 91
D.7 Nutzen des Assays in der Patientenbetreuung, mogliche Einsatzfelder ................ 92
LITERATURVERZEICHNIS ...ttt 95
ZUSAMMENFASSUNG..... oottt sttt st sse s sseeseensessessessesnensens 104
DANKSAGUNG ...ttt sttt e te s aesbesreaneese e e e e e aentesrensenreann 107
LEBENSLAUF ...ttt st b et et et nenbenrenns 108



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

aP

BSA
cDNA

d

Da
DABCYL
DMSO
DNA
ds-DNA
DTT
EDANS
EDTA
E. coli

g
HAART
HIV

h

I1Cso

Ki
LB-Medium
LTR

M

I

NP-40
oD
PCR
PEP
PBS

Pl

PR

RNA

alkalische Phosphatase

bovines Serumalbumin
copy-Desoxiribonukleinsaure

Tag

Dalton
4-(4-Dimethylaminophenylazo)benzoat
Dimethylsulfoxid
Desoxiribonukleinséure

doppel stréngige Desoxiribonukleinsaure
Dithiothreitol
5-(2-Aminoethylamino)- 1-naphthal ensulfonat
Ethylendiamintetraacetat
Escherichia coli

Gramm

Hochaktive antiretrovirale Therapie
humanes | mmundefizienzvirus
Stunde

50 %-ige Hemmkonzentration
[nhibitionskonstante
Luria-Bertani-Medium

»Long terminal repeat”

Mol/Liter

Liter

Nonidet P-40

Optische Dichte
Polymerasekettenreaktion
Postexpositionsprophylaxe
Phosphate-buffered saline
Proteaseinhibitor

Protease

Ribonukleinsiure



Rpm

RPC

RT
SDS-PAGE

TAE
TBS

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
reversed phase chromatography
Reverse Transkriptase

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid
Gelelektrophorese

Tris-Acetat-EDTA-Elekrophoresepuffer
Tris-buffered saline



A Einleitung

A.l Mor phologie, Struktur und genomische Organisation von HI'V

Das humane Immundefizienzvirus (HIV) wurde 1983 (Barre-Sinoussi et a.) isoliert und 1984
(Gallo et a.) als Verursacher des erworbenen Immundefizienzsyndroms (AIDS) identifiziert.
HIV gehdrt zur Familie der Retroviren. Dies sind einzelstréngige RNA-Viren, die im Virion
das Enzym Reverse Transkriptase (RT) enthalten. Dadurch kdnnen sie ihre Erbinformation in
doppel stréngige DNA umschreiben, die in das Wirtszellgenom integriert.

Die aulRere Hille (envelope) besteht aus Glycoprotein gp120, das Uber gp4l in einer Lipid-
Membran verankert ist. Diese beiden Proteine sowie das Vorstufenprotein gpl60 werden des-
halb as ENV-Proteine zusammengefasst. Auf ihrer Innenseite bildet das p18 Matrix-Protein
eine weitere Schicht mit Kontakt zu den ENV-Proteinen.

Das Eindringen von HIV in T-Helferzellen erfolgt Uber die Bindung von gp120 an den CD4-
Rezeptor. Das Capsid baut sich aus p24 auf und enthdlt 2 Molekile RNA gekoppelt mit je-
weils einem Molekil RT.

Abb. A.1. Morphologie des
HI-1 Virion. (Cooper,
Lawton, 1998)

Die RT ist mit dem Nukleocapsid p7 komplexiert. Zusétzlich befindet sich im Capsid Protea-
se (PR) und Integrase (INT). Die RT katalysiert die Umnschreibung von RNA in cDNA, sie
hat zusdizlich RNAse-Aktivitét, um die RNA des DNA/RNA Hybrids bel der Synthese



doppelstrangiger DNA (ds-DNA) abzubauen. Die ds-DNA wird durch die Integrase in die
genomische DNA der Wirtszelle integriert. Die Matrixproteine pl17, p7, p18 und p24 gehdren
Zu den gruppenspezifischen Antigenen (GAG). RT, PR und INT werden als POL-Proteine

zusammengefasst.
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Abb. A.2. Schematische Darstellung der Genomstruktur von HIV

Das HIV-Genom besteht aus 2 Molekilen einzelstrangiger RNA mit positiver Polaritét. Es
umfasst ca. 10.000 bp und enthalt die 3 Genbereiche gag, pol und env. Die Translation von
env fuhrt zu dem gp 160 Vorlauferprotein, das in gpl20 (Oberflachenprotein) und gp4l
(Transmembranprotein) gespalten wird.

Die Trandation von gag fuhrt in 95% zum Vorlauferprotein GAG. In 5% der Falle wird durch
einen ribosomalen ,, frameshift” das Stopcodon in gag Uberlesen und ein GAG-POL-V orlaufer
synthetisiert. Die Gene fur die PR und die RT liegen dabei innerhalb von pol direkt benach-
bart (Abb. A.2). Nach autokatalytischer Freispaltung prozessiert die Protease GAG und GAG-
POL Vorlaufer. Gp160 wird dagegen durch zellulédre Proteasen prozessiert.

Am 5- und 3-Ende des Genoms befinden sich jeweils identische Sequenzbereiche, die as
»long terminal repeats’ (LTR) bezeichnet werden. Sie sind fir die Integration des Provirus in
das Zellgenom (Colicelli et a., 1985) und fir die Regulation der viralen Genexpression wich-
tig. Ein LTR besteht aus den 3 unabhangigen Untereinheiten U3, R und U5 (U= unique,
R= redundant). Die Transkription beginnt an der U3/R Grenze des 5-LTR und endet an der
R/U5 Grenze des 3-LTR.

Die TAT-Proteine wirken a's Transaktivatoren der Transkription. Sie entfalten ihre Wirkung
im Zellkern im Zusammenspiel mit den LTR. Da HIV nur einen Promotor im LTR aufwelst,

ist die Regulation der Genexpression auch nach der Transkription wichtig. Das REV-Protein



steuert als posttranskriptionell wirkender Transaktivator die zeitliche Abfolge der Genexpres-
sion.
Zu den akzessorischen Proteinen gehéren VIF, VPR, VPU, NEF.

Replikationszyklus von HIV

Die Aufnahme von HIV in die wichtigsten Zielzellen, die T-Lymphozyten, geschieht rezep-
torvermittelt. Dabel bindet gpl120 an den T-Zellrezeptor, das HI-Virion wird durch gp4l-
vermittelte Fusion mit der Zellmembran aufgenommen. Intrazellulér entsteht durch reverse
Transkription aus HIV-RNA doppelstréngige DNA. Diese wird aktiv in den Zellkern trans-
portiert (Freed, Martin, 2001) und dort in das zellulére Genom integriert. Durch Transkription
dieser permanent integrierten Proviren entstent wiederum HIV-RNA. Diese erfiillt abhéngig
von ihrer Lange verschiedene Funktionen: Ein- oder mehrfach ,, gespleif3te® RNA wird fur die
Trandation viraer Proteine verwendet. ,Ungespleif3te’ RNA dient als , Template® fur die
Translation von GAG sowie GAG/POL oder wird als vollsténdiges HIV-Genom in die neu
entstehenden Virionen eingebaut (Modrow, Falke, 1997). Schliefdich werden die Virusparti-
kel durch ,,Knospung” freigesetzt. Sie erlangen erst jetzt durch die Aktivitét der HIV PR ihre
Infektiositét.

A.2 Biochemische Eigenschaften der HIV-1 Protease

Die HIV-1 Protease gehort in biochemischer Hinsicht wie andere retrovirale Proteasen zu den
Aspartatproteasen (von der Helm, 1977, 1996). Diese sind im aktiven Zentrum durch ein Asp-
Thr-Gly Motiv gekennzeichnet. Mit 99 Aminosduren ist die HIV-1 PR ein ungewdhnlich
kleines Protein. In der aktiven Form bildet sie ein Homodimer (Naviaet al., 1989; Katz et d.,
1994). Beziiglich der in vitro Enzymaktivitét mit synthetischen Substraten liegt das pH Opti-
mum im sauren Bereich bei pH 4,5-5,5 (Matayoshi et al., 1990; Kraft, Wang, 1994).

Die HIV PR ist Teil des Pr160°*¢7°- Polyproteins, das durch ribosomalen , frameshift* zwi-
schen den offenen Leserahmen gag und pol synthetisiert wird (A.1).

Durch ihre proteolytische Aktivitét entstehen im Laufe der Bildung infektioser Virionen aus
den Vorlauferproteinen funktionsfahige virale Proteine. Die 8 Schnittstellen haben unter-
schiedliche Aminosauresequenzen, die von der HIV-1 PR spezifisch erkannt werden (Tomas-
selli, Heinrikson, 1994).



Die in vivo Expression der HIV Protease (z. B. in E. coli) wird durch ihre Toxizitét erschwert
(Baum et al., 1990). Bei der Prdparation aktiven Enzyms muss die Hydrophobizitdt bertick-

sichtigt werden.

A.3 Pharmakotherapie der HIV-Infektion

Die kontinuierliche Verbesserung der antiretroviralen Chemotherapie hat zu einer deutlichen
Senkung der Mortalitét von HIV-Infizierten gefthrt (Gulick et al., 1997). Heute erscheint das
Erreichen einer normalen Lebenserwartung bel guter Lebensqualitdt als realistisches Thera-
pieziel.
Prinzipiell kann jedes HIV-Enzym durch spezifische Inhibitoren gehemmt werden und daher
Angriffspunkt einer antiviralen Therapie sein. Neben Hemmstoffen der Protease und der Re-
versen Transkriptase ist die Entwicklung von Inhibitoren der Integrase und der gp4l-
vermittelten Fusion von HIV mit der Zielzelle am weitesten fortgeschritten (Richman, 2001).
Die derzeit eingesetzten antiretroviralen Wirkstoffe werden in drel Klassen unterschieden:

Nukleosidische Inhibitoren der Reversen Transkriptase (NRTI)

Nicht- nukleosidische Inhibitoren der Reversen Transkriptase (NNRTI)

Inhibitoren der Protease (Pl)
NRTI sind Nukleosidanaloga, sie werden ebenso wie die , natirlichen“ Nukleoside in den
wachsenden Nukleinsdurestrang eingebaut, fuhren aber aufgrund der fehlenden 3-OH-
Gruppe zum Kettenabbruch. NNRTI wirken as nichtkompetitive Inhibitoren der RT. Pl
hemmen die PR kompetitiv, sie binden an ihr katalytisches Zentrum, kénnen aber nicht pro-
teolytisch gespalten werden. Im Rahmen der hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART)
werden heute bel den meisten HIV-Infizierten 3 Substanzen aus den obigen Wirkstoffklassen
miteinander kombi niert (Department of Health and Human Services, 1998).
Diese Kombinationstherapien hemmen die HIV-Replikation sehr effektiv, bel der Mehrzahl
der Patienten lasst sich die Virudlast (Anzahl Viruspartikel/ml Plasma) Uber mehrere Jahre
unter die Nachweisgrenze der derzeit verwendeten PCR-Verfahren senken (Gulick et al.,
2000). Diese betrégt bei neuentwickelten, hochempfindlichen Methoden ca. 50 Genoméquiva-
lente/ml (Johanson et al., 2001). Eine HIV-bedingte Schadigung des Immunsystems kann so
weitgehend verhindert bzw. teilweise wieder riickgangig gemacht werden (Planaet al., 2002).



Abgesehen von Einzelfallberichten in sehr frihem Infektionsstadium ist es mit den derzeiti-
gen therapeutischen Optionen nicht moglich, HIV vollstandig aus dem Korper des Patienten
zu eliminieren (Pierson et a., 2000). Eine ,,Heilung® der HIV-Infektion wird demnach nicht
erreicht, die antiretrovirale Therapie muss daher |ebenslang fortgeftihrt werden.

Die lange Therapiedauer und die hohe Mutationsrate von HIV fordern das Auftreten von Re-
sistenzmutationen. Tats&chlich ist die Resistenzbildung eines der gréften Probleme in der
Anwendung der HAART (Richmann, 2001).

A4 Resistenz gegen HIV-Chemother apeutika

Resistenz gegen Pl sowie RTI und NRTI wird durch Mutationen in den codierenden Sequen-
zen fir die entsprechenden HIV-Enzyme verursacht. Wenn diese Mutationen Aminosaureaus-
tausche bewirken, kénnen die Enzyme so veréndert werden, dass ihre Aktivitét durch die ent-
sprechenden Inhibitoren nicht mehr effizient bzw. gar nicht mehr gehemmt werden kann. Im
Unterschied zu solchen Primdrmutationen verursachen Sekundarmutationen bei alleinigem
Auftreten noch keine Resistenz. Sie kdnnen aber die durch Primé&rmutationen bedingte Resis-
tenz verstérken oder Replikationsdefizite ausgleichen (Miller, 2001 b).

Die fehlende Korrekturleseaktivitat der zelluldren RNA-Polymerase Il sowie der HIV RT
verursacht eine hohe Mutationsrate (Modrow, Falke, 1997). Dadurch entstehen stéandig neue
Quasispezies (Domingo et a., 1995), genetisch eng verwandte HIV-Genome, die sich nur
durch wenige Mutationen voneinander unterscheiden.

Quasispezies mit resistenzverursachenden Mutationen konnen bereits bel therapienaiven Pati-
enten nachgewiesen werden. Haufig haben sie jedoch einen so geringen Anteil an der gesam-
ten HIV-Population, dass sie durch direkte Sequenzierung der HIV-RNA oder der proviralen
DNA nicht detektiert werden konnen (Paolucci et al., 2001). In Abwesenheit antiviraler The-
rapeutika sind resistente Quasispezies gegentber dem Wildtyp in der Regel benachteiligt und
gehen durch Selektionsprozesse verloren. Durch eine Therapie mit den entsprechenden M-
rostatika haben HIV-Stamme mit resistenzverursachenden Mutationen einen Selektionsvor-
tell. Resistente Quasispezies konnen dann ihren Anteil an der Gesamtpopulation rasch ver-
grofRern und zu einer klinisch manifesten Resistenz fiihren.

Zur Inzidenz der HIV-Resistenz gibt es unterschiedliche Angaben, sie hdngt vom untersuch-

ten Patientengut ab.



Nach Cozzi Lepri et a. (2000) lag der Anteil phanotypischer Resistenz gegen den verabreich-
ten Pl bei Patienten mit Wiederanstieg der Virudast unter Therapie bel 45,1%. Ristig et al.
(2002) fanden bei Patienten mit HI'V-Primérinfektion in 17 % genotypische Resistenz.

A.5 Moglichkeiten der HIV-Resistenzmessung

A5.1 Genotypische Resistenztests

Fur genotypische Resistenzbestimmungen werden zwei unterschiedliche experimentelle An-
Sdtze verwendet.

Bel auf Sequenzierung basierenden Tests wird die vollstandige Sequenz der zu untersuchen-
den Genabschnitte, meist Protease und Reverse Transkriptase ermittelt. Durch Vergleich mit
der Sequenz eines vollstandig sensitiven WT-Isolates, werden alle Mutationen identifiziert,
unabhangig davon ob es sich um bereits bekannte Resi stenzmutationen handelt oder nicht.
Punkt-Mutations-Assays hingegen suchen gezielt nach Mutationen in bestimmten, fir die
Resi stenzentwicklung wichtigen Positionen (Miller, 2001 a).

Es gibt umfangreiche Daten zur Bewertung von Mutationen hinsichtlich ihrer Auswirkung auf
die Resistenz des jeweiligen Enzyms. In diese Beurteilung flief3en Informationen aus Zellkul-
turexperimenten mit entsprechend mutierten HIV-Stdmmen, also phénotypische Resistenzda-
ten ein. AulRerdem werden epidemiol ogische Daten, etwa die Haufigkeit der betreffenden Mu-
tation in therapienaiven bzw. vortherapierten Patienten verwendet. Eine Vorhersage des Re-
sistenzgrades bei komplexen Mutationsmustern eines individuellen Patienten ist oft schwierig
und subjektiv. In diesem Zusammenhang ist die Verwendung von Datenbanken nttzlich, die
die stdndig wachsende Informationsmenge bezliglich Resistenzmutationen und deren Wech-
selwirkungen speichern und verarbeiten konnen. Teilweise sind diese Datenbanken frel im
Internet verfigbar (z. B. http://hiv-4.stanford.edu/cgi-bin/hivseqweb.pl) oder sie dienen der
spezifischen Auswertung kommerzieller genotypischer Testsysteme (D.1). Mit Hilfe entspre-
chender Software wird hier nach Eingabe der PR- bzw. RT-Sequenz das jeweilige genotypi-
sche Resistenzprofil erstellt. Dabel wird der Grad der Resistenz meist in verschiedenen Kate-
gorien, z. B. sensitiv, intermediar- und hochresistent angegeben. Bezlglich der gesamten In-
terpretation gibt es keine festgelegten Kriterien zwischen den verschiedenen genotypischen
Datenbanken, was eine unterschiedliche Einstufung von Mutationsmustern in Bezug auf ihren
Resistenzgrad zur Folge haben kann (Hanna, D Aquila, 2001; Department of Health and Hu-
man Services, 1998).



A.5.2 Phanotypische Resistenztests

Hier wird direkt die Wirkung von Inhibitoren auf die Replikation von HIV in Zellkultur oder
die in vitro Aktivitét isolierter HIV-Enzyme untersucht. Dabel werden meist 1Cso oder 1Cq
bestimmt: Dies sind digjenigen Inhibitorkonzentrationen, bei denen die Virusreplikation bzw.
die gemessene Enzymaktivitat um 50 bzw. 90% gehemmt wird (Hirsch et al., 1998; Montaner
et a., 2001). Die Resistenzfaktoren werden durch Division von ICg, oder 1Cqy aus Patienten-
material durch die jeweiligen Werte eines Wildtyp-Referenzstammes erhalten (Garcia-Lerma
et a., 2001; Demeter et al., 2001). Im Gegensatz zur genotypischen Resistenzbestimmung
handelt es sich nicht um eine indirekte Dateninterpretation, die Resistenzfaktoren leiten sich

unmittelbar aus Messergebnissen ab.

Ab521 Phéanotypische Resistenzmessung in Zellkultur

Zunéchst wurden fur die phanotypische Resistenzmessung in Zellkultur direkt Virusisolate
aus Patientenmaterial verwendet. Die Virusreplikation wurde in Gegenwart verschiedener
Konzentrationen der zu untersuchenden antiviralen Substanzen gemessen. Die quantitative
Messung der Virusreplikation ist jedoch methodisch schwierig: Manche Isolate replizieren in
Zdelkultur nur langsam oder praktisch Uberhaupt nicht. Larder et al. verwendeten 1990 einen
Pague-Reduktionsassay, damit konnten nur syncytienbildende Stamme nachgewiesen wer-
den. Die Quantifizierung der Virusreplikation durch Messung von Antigen in Zellkulturiber-
stand (Japour et al., 1993) erfasst einen grofReren Anteil der HIV-Isolate, ist jedoch sehr auf-
wendig (Zeitbedarf ca. 6 Wochen).

Unabhangig von der Testauswertung ist die Virusisolierung aus Patientenmaterial schlecht
standardisierbar. Da die betreffenden Isolate auch in Bezug auf andere Gene (z. B. Integrase)
nicht isogen sind, kdnnen Unterschiede im Replikationsverhaten auch auf andere Faktoren
als Resistenz gegen die im Test eingesetzten Inhibitoren zurlickzufthren sein.

Aus diesen Grinden haben sich in den letzten Jahren Resistenztests mit rekombinanten HI-
Viren durchgesetzt. Diese Assays basieren auf PCR-Amplifikation der die PR und RT codie-
renden Gene aus Patientenmaterial. Die Amplifikate werden anschlief3end in HIV-1 Vektoren
eingeflgt, bei denen die betreffenden Gene deletiert wurden. Die entstehenden rekombinanten
HIV-Isolate sind auf¥erhalb dieser Regionen isogen. Sie werden in Zellkultur mit den zu un
tersuchenden Inhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen behandelt, dabei werden ihre
ICsp bzw. 1Cqo bestimmt. Um die Virusreplikation schneller, einfacher und quantitativ. mess-



bar zu machen, wurden Indikatorgene wie Luziferase in die defizienten Vektoren eingeflgt
(Petropoulos et al., 2000).

Gegenwartig werden zwel derartige Tests kommerziell angeboten: Antivirogram Assay (Vir-
co, Mechelen, Belgien), sowie PhenoSense (Viro-Logic, San Francisco, USA). Sie unter-
scheiden sich in technischen Aspekten, wie der Art der Detektion der Virusreplikation. Ihr
Preisliegt bel ca. 700-1000 $ (Flexner, 2000).

A522 Enzymatische phanotypische Resistenztests

Hierbel wird die in vitro Hemmbarkeit des Zielenzyms (PR oder RT) durch die therapeutisch
eingesetzten Inhibitoren untersucht.

Fir die Reverse Transkriptase sind solche Assays bereits entwickelt worden (Garcia-Lerma et
al., 1999; VasquezRosales et al., 1999).

Zur Messung der RT-Aktivitat wird die neu synthetisierte cONA nach Inkubation mit einer
definierten heterologen RNA quantifiziert. Durch Amplifikation der cONA mittels PCR wird
eine hohe Sensitivitdt erreicht. Die phanotypische Resistenz der RT aus Patientenmaterial
wird bestimmt, indem die Reverse Transkription in Gegenwart der zu untersuchenden RTI
durchgefihrt wird (Garcia-Lerma et a., 1999). Wie bei den Zellkultur-basierten Assays wird
fUr jeden Inhibitor 1Csq bzw. 1Cy und daraus die Resistenzfaktoren der Patienten RT be-

stimmt.

A523 Analytische und klinisch relevante Grenzwerte (,, Cut-off* Werte)

Die Interpretation der quantitativen Resistenzfaktoren wird durch Grenzwerte (, Cut-off*)
erleichtert. Bei Uber diesen Grenzwerten liegenden Resistenzfaktoren muss ein signifikanter
Wirkungsverlust des jeweiligen Inhibitors angenommen werden. Dabel wird zwischen analy-
tischen und klinisch relevanten Grenzwerten unterschieden.

Die analytischen (technischen) Grenzwerte werden von der Reproduzierbarkeit des gesam-
ten phanotypischen Resistenztests bestimmt (Larder, 2001). Ihre Ermittlung erfolgt durch
wiederholte Untersuchung des Wildtyps in voneinander unabhangigen Testdurchgangen aus-
gehend von der gleichen DNA as Template. Aus den Ergebnissen werden Standardabwel-
chung und 95% Konfidenzintervall der 1Cso-Werte bestimmt. Der Grenzwert wird meist, wie
bei anderen mikrobiologischen oder klinisch-chemischen Testverfahren, durch Mittelwert +

2x bzw. 3x Standardabweichung definiert. Auf}erhalb dieses Bereichs liegende Messwerte
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gelten als signifikant vom WT abweichend. Analytische Grenzwerte sind nur begrenzt aussa-
gekréftig bezlglich der klinischen Relevanz von Resistenzfaktoren. Informationen dartiber
koénnen nur durch Korrelation der Testergebnisse mit klinischen Verlaufsdaten erhalten wer-
den. Die Bestimmung genauer, klinisch relevanter Grenzwerte ist dabel schwierig (Garcia-
Lerma, Heneine, 2001).

A53 Vergleich phanotypischer und genotypischer Resistenztests

Im Folgenden werden die beiden Konzepte der in vitro Resistenzbestimmung einander ge-
genlibergestellt. Zur besseren Ubersicht sind jeweils die wichtigsten Vor- und Nachteile in
Tabelle A.1 zusammengefasst.

Vorteile Nachteile
Genotypische Relativ schnell durchfuhrbar, Resistenzdaten schwierig zu inter-
Resistenztests technischer Aufwand vergleichs- | pretieren, v. a. bel komplexen Mu-
weise gering; tationsmustern; Wechselwirkun-
hohe Reproduzierbarkeit. gen der verschiedenen Mutationen
untereinander kann schlecht vor-
hergesagt werden;

bei neuentwickelten Wirkstoffen
kaum Mutations- und Resistenzda-

ten.
Phanotypische Direkte, funktionelle Messung Testdurchfiihrung aufwendig und
Resistenztests der Resistenz; teuer;

Einfache Interpretation der Resis- | Reproduzierbarkeit durch lange
tenzdaten, auch bei neuen Inhibi- | Testprozedur mit vielen Storgr6-
toren. [3en geringer als bei genotypischen

Assays.

Tab. A.1

Ein wichtiger Vorteil phanotypischer Resistenztests ist die Tatsache, dass Resistenzfaktoren
hier direkt aus Messdaten ermittelt, also objektiv bestimmt werden. Dies bringt aber
gleichzeitig das Problem der Interpretation der Messwerte und die Notwendigkeit der
Bestimmung analytischer und méglichst auch klinischer Grenzwerte (A.5.2.3) mit sich.

Genotypische Resistenzdaten sind das Ergebnis einer komplexen Interpretation mit Bewer-

tung der Auswirkung der einzelnen Mutationen und ihres Zusammenspiels auf die Resistenz.
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Da es sich hier nicht um quantitative Messwerte handelt, sind keine ,, Cut-off* -Werte notwen-
dig. Die Interpretation findet bereits bei der Bewertung der Mutationen statt. So werden geno-
typische Resistenzdaten meistens in Kategorien, wie z. B. empfindlich, intermediér resistent
und resistent angegeben.
Phanotypische sind gegentiber genotypischen Resistenzbestimmungen insbesondere im Vor-
teil bei:
Komplexen Mutationsmustern, da hier der Einfluss auf die Resistenz genotypisch
schwer vorhergesagt werden kann. Dabei kann sowohl eine Verstarkung der Resistenz
durch synergistische Wechselwirkung als auch eine Verminderung durch kompensie-
rende M utationen erfolgen.
Untersuchung neuer Inhibitoren, fir die erst wenige oder keine genotypische Resis-

tenzdaten verfugbar sind.

A5.4 Indikationen fur die Bestimmung der HIV-Resistenz

Die Indikationen fir in vitro Resistenzbestimmung sind standig im Fluss. Gegenwartig wer-
den von der ,,EuroGuidelines Group for HIV Resistance” Resistenzbestimmungen in folgen-

den klinischen Situationen empfohlen:

Versagen der antiretroviralen Therapie

Die diagnostische Wertigkeit von Resistenztests ist hier am besten abgesichert. Therapiever-
sagen ist keineswegs immer durch Resistenz gegen die jeweiligen Therapeutika verursacht,
sondern auch durch schlechte Compliance oder pharmakokinetische Faktoren. Resistenzbe-
stimmungen helfen, vor einer notwendig gewordenen Therapieumstellung antiretrovirale Sub-
stanzen mit reduzierter bzw. aufgehobener Wirksamkeit zu identifizieren und sie im neuen
Therapieschema zu vermei den.

HIV-Infektion in der Schwanger schaft

Eine hochwirksame Pharmakotherapie trégt dazu bei, das Risiko einer Infektion des Kindes
zu verringern. Fiscus et a. (1999) berichten von einer Verringerung des Risikos einer vertika-
len Ubertragung auf bis zu 3,1%. Resistenzbestimmung gewahrleistet eine moglichst wirksa-
me Pharmakotherapie mit effizienter Senkung der Virudast. In der Schwangerschaft miissen
resistenzbehaftete Virostatika rasch identifiziert und abgesetzt werden, da Nebenwirkungen

einer Pharmakotherapie hier besonders schwer sein kénnen. Resistenzbestimmung wird au-
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Rerdem bel HIV-infizierten Kindern von Mdttern mit nachweisbarer Viruslast unter Therapie

empfohlen.

Akute HIV-Infektion vor Therapiebeginn

Ermittlung der Resistenz ist insbesondere wichtig bei erhthter Wahrscheinlichkeit der Infek-
tion mit resistenten HIV-Stammen. Es wird jedoch empfohlen, sofort mit einer antiretrovira-
len Therapie zu beginnen und sie nach Vorliegen der Resistenzdaten diesen anzupassen.
Durch einen méglichst frihen Therapiebeginn hofft man, die T-Zell Funktion des Patienten
besser aufrecht erhaten zu kdnnen (Hanna, D"Aquila, 2001).

Bereitslanger bestehende Infektion vor Therapiebeginn

Auch hier sind Resistenztests vor allem bel erhohtem Risiko indiziert, z. B. bei bekannter
oder vermuteter Resistenz der Infektionsquelle.

Der Resistenznachweis ist jedoch haufig schwierig, da resistente HIV-Populationen ohne Se-
lektionsdruck rasch von , fitteren® WT-Stammen verdrangt werden. Resistente Quasispezies
werden aber haufig nicht vollstandig eliminert, sondern persistieren in Geweben mit geringer
Virusproduktion. Haufig sind sie wegen ihres sehr geringen Anteils an der Gesamtpopulation
kaum zu erfassen. Ein wichtiger Aspekt neben der Eingrenzung der Ursache einer bereits kli-
nisch manifest gewordenen Resistenz ist ihre Diagnose, bevor sie zu einem Therapieversagen
gefuhrt hat. Petropoulos et a. (1999) berichten Uber die Detektion phanotypischer Resistenz
vor Anstieg der Viruslast bei Therapieversagen.

Postexpositionsprophylaxe
Die Postexpositionsprophylaxe (PEP) kann das Risiko einer HIV-Infektion nach erfolgter
Exposition signifikant verringern. Die PEP soll unverziglich begonnen und modifiziert wer-

den, falls Resistenzdaten rechtzeitig verflgbar sind.

A.6 Hintergrund des Projektes

Im Unterschied zu bereits entwickelten Enzymtests fur die RT (A.3.2.2) existiert derzeit noch
kein Assay fir die enzymkinetische phanotypische Resistenzbestimmung der HIV PR aus
Patientenmaterial (Garcia-Lerma and Heneine, 2001). Eine wesentliche Erleichterung bei der
Entwicklung von enzymatischen RT-Assays ist die Tatsache, dass cODNA als Produkt der en-
zymatischen Reaktion durch PCR amplifiziert und damit sehr sensitiv nachgewiesen werden

kann. Die Aktivité im Plasma vorliegender RT kann somit direkt gemessen und zur Ermitt-
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lung phanotypischer Resistenz verwendet werden (Heneine et al., 1995; Garcia-Lerma, 1999).
Die Produkte der durch die Protease katalysierten Reaktionen sind as Oligopeptide dagegen
nicht amplifizierbar. Das Enzym kann daher nicht direkt in Patientenmaterial detektiert wer-
den, sondern muss zunéchst in ausreichender Menge hergestellt werden. Dies kann zum einen
durch Amplifikation des PR-Gens mittels PCR und anschlief3ender rekombinanter Expression
in verschiedenen Zellkultursystemen erfolgen. Ein alternatives Verfahren ist die zéellfreie in
vitro Transkription/Trandation (D.4.2).

Ausreichende Mengen HIV PR flr enzymatische Untersuchungen wurden in der Vergangen-
heit durch rekombinante Expression in E. coli gewonnen. Dabel wurde sowohl Wildtyp-PR
als auch solche mit definierten Resistenzmutationen exprimiert und enzymkinetisch unter-
sucht (Ermolieff et al., 1997; Mascheraet al., 1995).

Zur Auswertung peptidolytischer Proteaseassays wurden unter anderem chromatographische,
kolorimetrische (Absorptionsmessung) und fluorometrische Verfahren eingesetzt. Eine konti-
nuierliche Registrierung der Enzymaktivitét ist bel Absorptions- und Fluoreszenzmessungen
moglich, da die Absorption bzw. das emittierte Signal der Menge des gespaltenen Substrates
proportiona ist. Mit chromatographischen Verfahren wird der Anteil gespaltenen Substrates
zu bestimmten Zeitpunkten gemessen, die Enzymaktivitét kann nicht kontinuierlich registriert
werden.

Eine Erhéhung des Probendurchsatzes im Mikrotiterplattenformat ist prinzipiell fur kolori-
metrische und fluorometrische Assays moglich. Die Sensitivitét ist bei Verwendung kolori-
metrischer Substrate geringer. So bendtigten Debbins et al. (1997) 200-300 nM HIV PR im
Assay und konnten deshalb nur Inhibitoren mit hoher Dissoziationskonstante (K;) des Enzym-
Inhibitor-Komplexes unter Gleichgewichtsbedingungen (B.12) untersuchen. Die Verwen-
dung eines Fluoreszenzsubstrates erlaubte Maschera et al. (1995), die PR-Konzentrationen auf
1,5-20 nM zu reduzieren und K; der therapeutisch eingesetzten Pl zu bestimmen.

Die bisher entwickelten Assays zur enzymatischen Untersuchung der HIV PR dienten meist
der phénotypischen Charakterisierung von Resistenzmutationen oder zum Screening neuer PI.
Dabel wurden as Ausgangsmaterial meist HIV-Isolate mit definierten Mutationen aus Zell-
kultur verwendet. Keines der bisher entwickelten Verfahren war fir die Untersuchung von
aus Patientenmaterial exprimierten HIV Proteinasen ausgelegt. Demnach war es bisher nicht
moglich, Roteaseassays zur phanotypischen Resistenzbestimmung bei Patienten unter anti-

retroviraler Therapie einzusetzen.
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A.7 Aufgabenstellung

Am Max von Pettenkofer-Institut war bereits ein Expressionssystem fur die HIV-1 PR in
E. coli (von der Helm et al., 1994) sowie ein Proteaseassay mittels RPC (reversed phased
chromatography) etabliert worden. Dieser Ansatz wurde zu einem Verfahren fr die von Pati-
entenmaterial ausgehende rekombinante Expression der HIV-1 PR in E. coli und anschlief3en-
de in vitro Resistenzbestimmung weiterentwickelt (Gehringer, 2001). Dabel wurde gezeigt,
dass durch das verwendete Expressionssystem HIV PR mit unterschiedlichen Resistenzprofi-
len in ausreichender Menge hergestellt werden konnte.
Durch Messung der prozentuellen Spaltung eines Substrates bel unterschiedlichen PI-
Konzentrationen wurden mittels RPC 1Csy Werte bestimmt. Dabei wurde fur die Untersu-
chung einer HIV PR pro getestetem Pl ca. 3 h bendtigt.
Die RPC-Auswertung ist damit fur den Einsatz in der Routinediagnostik zu zeitaufwendig, sie
erlaubt zudem keine enzymkinetischen, sondern nur Ein-Punkt-Messungen mit entsprechend
grof3er Messungenauigkeit.
Sowohl die Sensitivitét als auch den Probendurchsatz betreffend schien ein Fluoreszenzmess-
verfahren der geeignetste Ansatz zur Losung dieser Problematik. Zudem erlaubt eine online
Fluoreszenzmessung die kontinuierliche Bestimmung der Proteaseaktivitét wahrend des g
samten Messzeitraums mit enzymkinetischer Auswertung (A.6). Die Etablierung eines sol-
chen fluorometrischen Peptidassays zur enzymatischen Bestimmung der PR Resistenz ist das
Hauptthema vorliegender Arbeit.
Dabei wurden voranging folgende Aspekte und Fragestellungen bearbeitet:
Etablierung der Versuchsbedingungen fur einen Fluoreszenzassay im Klvettenfor mat
Entwicklung eines Verfahrens zur enzymkinetischen Auswertung der Fluoreszenz-
messungen
Enzymatische Charakterisierung der WT PR sowie ausgewahlter PR aus Patientenma-
terial durch K.-Bestimmung und Titration des aktiven Zentrums
Messung des WT und ausgesuchter aus Patientenproben exprimierten PR im Kivet-
tenformat; Vergleich der Resistenzdaten mit Ergebnissen der RPC-Auswertung und
den jeweiligen genotypischen Resistenzprofilen
Transfer des Fluoreszenztests in Mikrotiterplattenformat zur Erhéhung des Proben-
durchsatzes
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Wahl des geeignetsten Gerdtes zur Fluoreszenzmessung beziglich Sensitivitét, Aus-
werte-Software, Messgeschwindigkeit und Anschaffungspreis sowie Etablierung des

Verfahrens im optimierten System
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B Material und Methoden

B.1 Gerate und Software

Brutschrank B 10

Agaroseel ektrophoresekammern incl. Zubehor
Proteinel ektrophoresekammern incl. Zubehor
Elektroporationsgerdt Gene pulser 11
Geldokumentationsgerét E.A.S.Y. Win 32
Geltrocknungsrahmen 24x24 cm
HPLC-Anlage AKTA explorer incl. Software

I nkubationsschuttler Innova 4000

Kuhlzentrifuge Sorvall RC-5B
Kuhlzentrifuge RotixalK S
K Uvettenfluorometer SM25
Magnetrihrer |kamag Reo
Mikrotiterplattenlesegerdate HTS 7000
Fluoroscan Ascent FL
Fl 600
Mikrowellengerét Micro-Chef FM B 930
PCR-Gerét UNO Il Thermocycler
pH- Meter ph 526
Pipetten Gilson Pipetman
Eppendorf
SLG, autoklavierbar
Pipettierhilfe Pipetboy
Power Supply GPS 200/400

Power Supply Power Pack 200
Sequenziergerét ABI PRISM 377A incl. Software

Spektralfluorometer SFM 25
Spektralfluorometer Fluoro Max
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Memmert, Schwabach

bts, St. LeonRot
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Biorad, Minchen

Herolab, Wiesloch

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

New Brunswick Scientific GmbH,

Nurtingen

Du Pont Instruments, Bad Homburg

Hettich, Tuttlingen

Biotek Kontron, Neufahrn
Ika Labortechnik, Staufen
Perkin Elmer, Weiterstadt
Labsystems, Frankfurt/Main
Biotek Kontron, Neufahrn
Moulinex, Solingen
Biometra, Géttingen
Bachofer, Reutlingen
Abimed, Langenfeld
Eppendorf, Hamburg

Sud-L aborbedarf, Gauting
Integra Biosciences, Fernwald

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Biorad, Minchen
Perkin EImer, Weiterstadt

Biotek Kontron, Neufahrn

Spex Industries, Edison,
New Jersey, USA



Sterilbank Laminar Flow BDK

Thermostat K20
Thermostat RM 6

Tischzentrifugen Centrifuge 5417C

Centrifuge 5415
Mikroliter

Ultraschallgerét Branson Sonifier B-15
Schittelgerét Vortex-2-Genie

Software
Verwendungsaweck
Flucol
Flukin49
FigureP

Steuerung von SM25
Auswertung der SM25 Messungen

Enzymkinetische Auswertung der
M essergebnisse

B.2 Verbrauchsmaterialien

Einweg-K onzentrator Centricon
Eppendorf Gefél3e 1,5 und 2 ml

Kivetten ¥2 Mikro PMMA

K lvetten fur Elektrotransformation
., Gene Pulser Cuvette*

Mikrotiterplatten
Fluoro-Nunc
FIA-Platte, schwarz
96 Well Black/ Clear Bottom Plate

» PCR tubes"

Pipettenspitzen 10 pl
20-200 pl
1000 pl

Pi pettenspitzen gestopft, 10, 100, 1000 pl
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Luft- und Renraumtechnik GmbH,
Sonnenbihel-Genkingen

Haake, Karlsruhe
Lauda, Konigshofen
Eppendorf,Hamburg

Bachofer, Reutlingen
Hettich, Tuttlingen

Bachofer, Reutlingen

Bachofer, Reutlingen

Quelle

Labor Prof. Machleidt, LMU Minchen
Labor Prof. Machleidt, LMU Mnchen
Biosoft, Cambridge, GB

Amicon, Witten
Eppendorf, Hamburg

Mueller Ratiolab,
Dreieich-Buchschlag

Biorad, Minchen

Nunc, Wiesbaden
Greiner, Frickenhausen
Corning GmbH, Wieshaden

Perkin Elmer Deutschland, Uberlingen

Biozym, Hessisch Oldendorf
Sarstedt, NUrnbrecht
Sarstedt, Nrnbrecht
Biozym, Hessisch Oldendorf



B.3 Chemikalien

Andere als die nachfolgend angeftihrten Chemikalien wurden in der Reinheitsstufe ,,z.A.“ von

folgenden Firmen bezogen: Merck, Darmstadt; Roth, Karlsruhe; Sigma-Aldrich, Delsenhofen.

Wassrige Ldsungen wurden mit gereinigtem Wasser der Reinstwasseranlage der Fa. Mem-

tech, Morenweis hergestelt.

Fur molekularbiologische und andere Reaktionsansdtze mit gof3em Rei nheitsanspruch wurde

steriles, bidestilliertes Wasser ,, Ampuwa“ der Firma Fresenius, Bad Homburg, verwendet.

Konzentrationen werden in der Regel als Volumenprozente (v/v) angegeben.

Agarose Seakem LE
Ammoniumperoxodisul fat
Ampicillin, Natriumsalz
Bacto-Agar

Dithiothreitol
PCR-Nukleotid-Mix

10 x PCR-Puffer

»Big Dye”

Tryptone Peptone

Hefeextrakt

B.3.1 Enzyme
AmpliTagGold-Polymerase 5U/ul
Benzonase 25 U/ul
Lysozym 20 mg/ml
Restriktionsenzyme mit 40 U/l
zugehorigem Puffer B

Tag-Polymerase 1U/ul
T4 DNA-Ligase 1 U/l
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Biozym, Hessisch Oldendorf
Serva, Heidelberg

Biomol, Hamburg

Difco Laboratories, Detroit, USA
Biomol, Hamburg

Roche, Mannheim

Perkin Elmer, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Difco Laboratories, Detroit, USA
Difco Laboratories, Detroit, USA

Perkin Elmer, Weiterstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
MBI Fermentas, St. Leon-Rot



B.3.2 Substrate fur dieHIV Protease

(Bachem, Heidelberg)

Fluoreszenzsubstrat: DABCY L-?-Abu-Ser-GIn-Asn-Tyr-Pro-
lle-Va-GInrEDANS
Proteasesubstrat 111: H-His-Lys-Ala-Arg-Val-Leu-p-nitro-Phe-

Glu-Ala-Nle-Ser-NH.,

B.3.3 Inhibitoren der HIV Protease

Wirkstoff Handelsname Bezugsquelle

Amprenavir Agenerase Glaxo Wellcome, Greenford, GB

Lopinavir Kaetra Abbott Laboratories, North Chicago, IL, USA

in Kombination mit Ritonavir

Indinavir Crixivan Merck Research Laboratories, Rahway NJ, USA

Nelfinavir Viracept Agouron Pharmaceuticals Inc., La Jolla, CA, USA

Ritonavir Norvir Abbott Laboratories, North Chicago, IL, USA

Saquinavir Invirase/Fortovase Roche Products LTD., Welwyn Garden City, GB

B.34 DNA- und Protein-Gr 6l3enstandar ds

GeneRuler™ DNA Ladder Mix MBI Fermentas, St. Leon-Rot

BenchMark™ Protein Ladder Mix Gibco BRL, Eggenstein

BenchMark™ Prestained Protein Ladder Gibco BRL, Eggenstein

B.3.5 Kits zur DNA-Extraktion

Bezeichnung Verwendungszweck Bezugsquelle

NucleoSpin Blood Kit Extraktion genomischer Macherey und Nagel,
DNA aus Vollblut Diren

Nucleobond PC 100 Préparation von Plasmid- Macherey und Nagel,
DNA Diren

High Pure Vira Nucleic Acid Kit Extraktion viraler Nuklein- Roche, Mannheim
sauren

QIAEX Il Agarose Gel Extraction  Extraktion von PCR-Produkt Qiagen, Hilden

Kit aus Agarosegelen
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B.3.6 Farbstoffe

2,7-Diamino-10-ethyl-9-phenyl -phenanthridiniumbromid Sigma-Aldrich, Deisenhofen
(Ethidiumbromid)

3,3, 5, 5 -Tetrabromophenol sulfonphthalein Sigma-Aldrich, Deisenhofen
(Bromphenol blau)

Westernblot Chromogen-/Substratl 6sung Biosens, Oberhaching

B.3.7 HIV-Isolate

Wildtyp HIV BRU; Wain-Hobson et al. (1985)
MvP-899 Wildtyp; Eberle et al. (1995)
Roche-M utante 899; Eberle et al. (1995)

B.3.8 Expressionsvektor

PBD2 Expressionsvektor (Broker et al., 1986)

B.3.9 Oligonukleotide

P3D2, PAM Roth, Karlsruhe

Genol, Geno2 Applied Biosystems, Weiterstadt
B.3.10 Elektroporationskompetente E. coli-Zellen

TGl Stratagene, Heidelberg

B.3.11 Antikor per

Anti-HIV Protease, Kaninchen Eurogentec, Herstell, Belgien
Anti-Kaninchen IgG, aP markiert Dianova, Hamburg
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B.4 L 6sungen, Puffer und Medien

Agarosegel matrix:

Ammoniakalk. Silbernitratl6sung:

auf 100 ml mit Ampuwa-H,O auffillen

Agarose in gewinschter Konzentration in 1x TAE-

Puffer unter Erhitzen 16sen

15% v/iv Ethanol
17,7 mM NaOH
0,44% viv NH,OH

0,9 g AgNO3zin 4 ml Ampuwa-H,O l6sen und langsam zu obiger Ldsung tropfen.

Anodenpuffer:

2x Assay Puffer:

Entfarbel 6sung fir silbergefarbte Gele:

Entwickler fur Silberféarbung:

Fixierlosung fur Silberfarbung:

» Gelfixer* fur Silberféarbung:

Gelpuffer:

32 mM Tris
pH 8,9 mit konz. HCI einstellen

100 mM NaAc

2 mM EDTA
5mM DTT
2M NaCl
5% viv Glycerin

pH mit HCI auf 4,7 einstellen

10% viv Ethanol

5% viv Essigséure
106 mM Na,CO3
0,015% v/v Formaldehyd
1% viv Glutaraldehyd
0,2M NaHCO;
50% v/v M ethanol
10% v/v Essigsaure

30 mM Tris

0,1 mM SDS
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Geltrocknungsl 6sung:

20% v/v
10% v/v

NaAc- Losungen fur Aufarbeitung der Protease

Losung 1:

Ldsung 2:

6x ,Loading Dye":

PBS-Puffer:

4x SEB fur SDS-PAGE:

TAE- Puffer:

Towbin Transfer Puffer:

50 mM
5mM
1mM
15% v/v

05M
5mM
1mM
15% v/v

60 mM
60% v/v
0,2%

137 mM
2,7 mM
10mM

1,8 mM

Ethanol
Glycerin

NaAc pH 5,5
DTT

EDTA
Glycerin

NaAc pH 5,5
DTT

EDTA
Glycerin

EDTA
Glycerin
Bromphenolblau

NaCl

KClI
Na;HPO,
KH,PO,

pH mit HCl auf 7,4 einstellen

9% viv
7,3% viv
2,6 M
0,02%

0,04 M
1mM

30,39
1441 ¢
109

Glycerin

SDS
[3-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

Tris-Acetat
EDTA

Tris
Glycin
SDS

mit Aqua bidest. auf 10 | auffillen.
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B.4.1 Medien

LB-Medium: 109/ Trypton
59d/ Hefeextrakt
10 g/l NaCl
evtl. 15 g/l Bacto-Agar (fur Platten)

bei Bedarf 100 pg/ml Ampicillin

SOB-Medium 209/l Trypton
59d/ Hefeextrakt
0,59/l NaCl
autoklavieren
+ 10 mi 1M MgCl,
+ 10 ml 1M MgSO,
SOC-Medium: 20 mM Glucose

in SOB-Medium gelost

B.5 M olekular biologische M ethoden

B.5.1 Minipr&paration von Plasmid-DNA ausE. coli

Zur Praparation von Plasmid-DNA wurden 2 ml einer Ubernachtkultur transformierter E. co-
li-Zellen verwendet und die Plasmid-DNA mit Hilfe des Nukleobord AX PC 100 Kits (Ma
cherey und Nagel, Duren) nach der Anleitung des Herstellers isoliert. Das Vorgehen ent-
spricht weitgehend der von Birnboim et al. (1979) beschriebenen Methode:

Nach Lyse der Bakterienzellen wird die chromosomale und Plasmid-DNA in einer
NaOH/SDS-L6sung dereturiert. Im folgenden Schritt wird die chromosomale DNA durch
KAc gefédllt, wahrend die Plasmid-DNA bel 5 min Inkubationszeit in Ldsung bleibt. Diese
wird an eine Anionenaustauschersaule mit Silicamatrix adsorbiert, gewaschen und anschlie-
3end eluiert.

B.5.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduresuspensionen durch photometrische Mes-

sung erfolgte in Quarzkivetten bei 260 und 280 nm. Bel 1 cm Schichtdicke entspricht der
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Absorptionswert OD,gonm =1 einer DNA Konzentration von 50 ng/ml. Der Quotient
OD 260n{OD 250nm it ein Mal fur die Reinheit der Nukleinsaure. Bei reinen Proben liegt er
zwischen 1,6 und 2,0 be Verunreinigungen mit Proteinen oft darunter, durch RNA-
Beimengungen inder Regel dartber (Sambrook, Fritsch, Manatis, 1989).

Eine Abschézung der DNA-Menge wurde mit Hilfe eines Markers auf einem Agarosegel
vorgenommen. Dabel wurde die Intensitét der abzuschétzenden Bande unter UV-Licht mit
einer Bande des DNA Markers verglichen. Beide Banden mussen dhnliche Grofsen aufwel -
sen, weil die Menge an eingelagertem Ethidiumbromid und somit die Signal stérke von der
Grof3e der DNA Molekile abhangt.

B.5.3 Extraktion der proviralen HIV-1 DNA aus L eukozyten

Bel Verwendung des ,,High pure viral nucleic acid kit* (Roche, Mannheim) wurde die provi-
rale DNA aus 200 ul EDTA-BIlut gemal3 der Anleitung des Herstellersisoliert.

Grolere Mengen DNA wurden aus 1000 pl Vollblut mit Hilfe des ,, QlIAmp Blood Midi Kit"
(Qiagen, Hilden) der Anleitung des Herstellers folgend, extrahiert.

Beide Kits arbeiten nach der gleichen Methode: Die Lymphozyten werden zunéchst durch
Proteinase K lysiert. Nach Zugabe von Isopropanol bzw. absolutem Ethanol wird die DNA an

eine Saule adsorbiert, mehrfach gewaschen und mit Elutionspuffer von der Saule eluiert.

B.5.4 Amplifikation desHIV PR Gens mittels, single® PCR

Dadas HIV-Genom, einschlief3ich der Protease im Patientenmaterial meist in relativ geringer
Menge vorkommt, wurde es durch PCR spezifisch amplifiziert.

Der PCR-Ansatz fur eine Probe setzte sich wie folgt zusammen:

Zugegebenes Volumen/Menge Komponente Konzentration im
(Konz. der Sammlésung) PCR- Ansatz

400 ng (auf Gel abgeschédtzt) DNA 8 ng/ul

2 Wl Primer P3 (10 pmol/ul) 0,25 uM

2 Primer P4 (10 pmol/ul) 0,25 uM

1,25l dNTPs (10 mM) 0,25 mM

6 ul MgCl, (25 mM) 3mM

5ul 10 x PCR-Puffer 11 (ohne MgCl ,)

0,3 ul AmpliTagGold-Polymerase (5 U/pl)
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33,45 ul Ampuwa-H,O
50 pl Gesamtvolumen
Als Reaktionsgefafde dienten 0,2 ml PCR-tubes der Firma Perkin EImer, Weliterstadt.

Die PCR wurde im UNO |l Thermocycler (Biometra, Goéttingen) unter Verwendung folgen-
den Programms durchgefihrt:

Schritt Vorgang Temperatur [°C] Zeit

1 Denaturierung der DNA, 95 12 min
Aktivierung der Tag Gold Polymerase

2 Denaturierung der DNA 95 30s

3 Anlagerung der Primer 48 45s

4 Polymerisation 72 60s

5 Vervollstandigung der Extension 72 7 min

6 Khlen des Ansatzes zur Verhinderung 4 unbegrenzt

weiterer Reaktionen

Schritte 1, 5 und 6: 1 Zyklus
Schritte 2, 3 und 4: 55 Zyklen

B.5.5 Extraktion der RNA und PCR im Rahmen der Virusdiagnostik

Im Zuge der Weliterentwicklung des phénotypischen Resistenztests wurde diese PCR der in
der Virusdiagnostik fur die genotypische Resistenzbestimmung verwendeten ,, nested PCR*
angeglichen. Die Amplifikation erfolgte meist ausgehend von HIV-RNA, die aus EDTA-
Plasma extrahiert wurde. Nach reverser Transkription wurde die 1. PCR gemeinsam fir beide
Resistenztests mit folgenden Primern durchgeftihrt:

Genol: GCG TGT TGG AAA TGT GGR AAR GA 5~ Primer

Geno2: TTA CAT CAT TAG TGT GGG CAS 3'- Primer

Die Amplifikation mit dem ,, Expand long template PCR System* (Roche, Mannheim) fand
unter folgenden Bedingungen statt: : 2,5 U Enzymmmix, 1,75 mM MgCl,, 0,35 mM dNTP,
Anlagerungstemperatur 50°C, 35 Zyklen.

Fur die 2. PCR mussten Primer verwendet werden, die die Expression enzymatisch aktiver
Protease erlauben. Diesist nach Erfahrung der eigenen Arbeitsgruppe nur gewahrleistet, wenn
das synthetisierte Protein nicht mehr als 2 bis 3 Aminosauren tber den G-Terminus der HIV
PR hinausgeht.
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Die verwendeten Primer waren:

P3D2: CGG GGA TCC TTC AGA GCA GAC CAG AG 5'- Primer

PAM: GCC AAG CTT TCA AAA ATT TAA AGT GCA ACC AAT 3'- Primer
Amplifikationsbedingungen: 1,5 U AmpliTag Gold Polymerase, 3 mM MgCl,, 0,20 mM
dNTP, Anlagerungstemperatur 48°C, 40 Zyklen.

B.5.6 Ermittlung der Sequenz desHIV PR-Gens

Die Sequenz des HIV Proteasegens wurde aus aufgereinigtem Amplikon bestimmt. Hierfr
kam eine Modifikation der von Sanger et a. (1977) beschriebenen Didesoxinukleotid-
Methode zur Anwendung. Es wurde jeweils eine Sequenz-Reaktion mit Primer P3 bzw. P4 in
folgendem Ansatz durchgefihrt:

sul »Big Dy¢e"

100 - 200 ng aufgereinigtes PCR Produkt

1l Primer P3 bzw. P4 (10 pmol/ul)
xul Ampuwa-H,O

20 pl Gesamtvolumen

Bedingungen fir die Taq Cycle-Sequenzierung:

Schritt Vorgang Temperatur [°C] Zeit

1 Denaturierung der DNA 96 30s

2 Anlagerung der Primer 55 10s

3 Polymerisation 60 4 min

4 Kuhlung des Ansatzes zur 4 unbegrenzt

Verhinderung weiterer Reaktionen
Schritte 1-3: 25 Zyklen

B.5.7 Restriktion der HIV Protease Amplifikate

Restriktionsendonukleasen schneiden DNA an fir sie spezifischen Sequenzen (Schnittstel-
len).

Demnach werden bei einer Restriktion Fragmente mit definierten Endsequenzen erzeugt.
Wird ein Vektor mit demselben Restriktionsenzym behandelt, entstehen gleiche bzw. kom-

plementare DNA-Termini, eine Voraussetzung fur eine erfolgreiche Ligation (B. 5.8).
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Das spezifische PCR Produkt wurde, wie unter B.5.10 beschrieben, durch Agarosegel-
elektrophorese von eventuell vorhandenen Verunreinigungen getrennt. Von den nach Extrak-
tion anfallenden 45 pl Eluat wurden im Normalfall 35 pl in folgendem Ansatz geschnitten,

um passende DNA-Termini fur die Ligation zu erhal ten:

35 pl eluiertes Amplikon
5ul 10 x Puffer B

0,25 ul BamHI (40 U/ul)
0,25 Hindlll (40 U/pl)
95ul Ampuwa-H,0O

50 ul Gesamtvolumen

Die Restriktion wurde fur 2 h bei 37°C im Brutschrank durchgefiihrt, die restringierten Frag-
mente wurden anschlief3end mit Hilfe des,,Qiaex |1 Agarose Gel Extraction Kit“ aufgereinigt.
Von der so erhaltenen DNA-L6sung wurden 5 mt einer Agarosegel elektrophorese unterwor-

fen, um die Gesamtmenge an restringiertem Amplikon abzuschéatzen.

B.5.8 Ligation

Um eine effiziente Elektrotransformation zu gewdhrleisten, muss das zu transformierende
Gen in einem zirkul&ren Plasmid vorliegen. Das restringierte Amplikon wurde deshalb in den
ebenfalls mit BamHI und Hindlll behandelten Vektor pBD2 ligiert. Die Reaktion wurde in
einem moglichst kleinen Volumen durchgefihrt, um die Wahrscheinlichkeit der Ligation von
Vektor und zu inserierendem Fragment zu erhGhen.

Folgender Ansatz wurde bei ca. 10°C Uber Nacht inkubiert:

50 ng mit BamHI und HindIlI
geschnittener Vektor pBD2

50 ng mit BamHI und HindIlI
geschnittenes Amplikon

viou T4 DNA-Ligase

1m 10x Ligationspuffer

xm Ampuwa-H,O

10 m Gesamtvolumen
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B.5.9 Aufreinigung des Ligationsproduktes fur die Elektrotransformation

Nachfolgende Schritte haben den Zweck, lonen zu entfernen, da sie die Elektrotransformation
stéren. Zunachst wurde das Ligationsprodukt mit Ampuwa-H,O auf 100 m aufgefullt, zur
Erleichterung der Falungsreaktion (Kopréazipitation) diente 1 m Hefe-RNA. Nach Zugabe
von 300 nt absolutem Ethanol sowie 1/10 Vol 3 M NaAc pH 5,2 wurde die DNA bei ca. —
20°C fur 30 min geféllt. Es erfolgten zwei Waschschritte mit 300 und 200 m 70 % Ethanal,
schliefdlich wurde das Ligationsprodukt in 20 m Ampuwa-H,O aufgenommen.

B.5.10 Agar osegelelektr ophor ese von Nukleinsauren

Die Auftrennung von Nukleinsauren nach ihrer Grofe erfolgte in Agarosegelen durch Anle-
gen elektrischer Spannung. Kleine Molekile durchdringen die dreidimensionale Struktur des
polymerisierten Gels leichter und laufen somit schneller und weiter als grof3ere Molekile.

Im Normalfal wurden Gele mit einer Agarosekonzentration von 1,4% verwendet. Zu ihrer
Herstellung wurde zunéchst die Agarose in 1x TAE kurz aufgekocht, um sie vollstandig zu
|Gsen.

Anschlief3end wurde das Gel in 50 bzw. 200 ml Elektrophoreseschlitten gegossen und ein

Kamm eingesetzt. Nach Polymerisation wurde der Kamm entfernt, das Gel in die Gelkammer
gesetzt und 1x TAE bis zur vollstandigen Bedeckung des Gels zugegeben. Dem TAE-Puffer
wurde 0,5 nmg/ml Ethidiumbromid zugesetzt, um die DNA-Banden unter UV-Bestrahlung
sichtbar zu machen. Ethidiumbromid interkaliert in die Doppelhelixstruktur der DNA und
fluoresziert in diesem Zustand bei Anregung mit UV-Licht.

Die Proben wurden mit 1/5 Volumen 6x ,,loading dye" versetzt und in die Taschen pipettiert.
Schliefdich wurde die Elektrophorese je nach Grof3e der Gelkammern mit 50 bzw. 80-90 V
durchgefuhrt.

Die 200 ml Gele dienten zur Trennung von DNA einer bestimmten Gréle (z. B. PCR-
Produkt) von anderen DNA-Banden. Zu diesem Zweck wurde die betreffende Bande unter
UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und die daraus DNA mit Hilfe des ,Qiaex || Agarose
Gel Extraction Kit* (Qiagen, Hilden) der Anleitung des Herstellers folgend isoliert.
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B.6 Mikr obiologische M ethoden

B.6.1 Her stellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Einem modifizierten Protokoll von Dower et al. (1988) folgend, wurde vom jeweiligen
Stamm eine Einzelkolonie oder 100 pl Glycerinkultur als Ubernachtkultur bei 37°C und
225 rpm unter Schiitteln angezogen. Die Ubernachtkultur wurde am darauffolgenden Tag
1:50 in LB-Medium tberimpft und ebenfalls bel 37°C und 225 rpm inkubiert, bis bei 590 nm
eine OD von 0,5-1,0 erreicht war. Anschlief3end wurde die Kultur jeweils 10 min auf Eis ge-
kihlt und 10 min bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert. In den darauffolgenden 3 Schritten
wurden die Zellen mit 250, 150 und 50 ml kaltem, bidestilliertem Wasser sowie mit 15 ml
kalter, 10%-iger Glycerinlésung gewaschen und bel 4°C und 4000 rpm zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 1 ml kalter, 10%-iger Glycerinlésung resuspendiert, und 150 pl-Aliquots so-
fort in einer Aceton/Trockeneismischung eingefroren. Bei ca. -70°C gelagert, konnten die

elektrokompetenten Zellen mehrere Monate ohne Qualitétsel nbul3e verwendet werden.

B.6.2 Elektrotransfor mation

Die elektrokompetenten E. coli-Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut und jeweils 40 pl
mit ca. 5 ng Ligationsprodukt bzw. Plasmid versetzt. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde
der Transformationsansatz in ,Gene Pulser Kivetten® (Biorad, Munchen) Uberfihrt. Die
Transformation erfolgte bei einer Spannung von 2,5 kV und 25 pF Kondensatorkapazitét im
»Gene Pulser Apparat 11“ (Biorad, Minchen). Sofort nach dem Stromstof3 wurden 950 pl
SOC-Medium zugesetzt, die phanotypische Expression erfolgte bei 37°C und 225 rpm fir
eine Stunde. Zur Uberprifung der Transformation wurden eine Ampicillin enthaltende
(0,1 mg/ml) Agarplatte mit 100 mi des Ansatzes beimpft, der Rest wurde tber Nacht in 9 ml
LB/AmpicillinrMedium kultiviert.

B.6.3 Rekombinante Expression der HIV-1 Protease

Die folgenden Schritte wurden im Inkubationsschittler Innova 4000 (New Brunswick, Nir-
tingen) bei 37°C und 225 rpm durchgefihrt:

Zunachst wurde die Ubernachtkultur des Transformationsansatzes in 500 ml LB/Ampicillin-
Medium bis zu einer ODgoo nm VON etwa 0,5 angezogen. Nun erfolgte die Induktion des
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lac-Promotors nach Zugabe von 0,2 % Lactose (Endkonzentration) fir einen Zeitraum von
2,5 h. Die Kultur wurde anschlief3end bei 5000 rpm fiir 5 min zentrifugiert und entweder so-

fort weiterverarbeitet oder bel ca. —20°C gelagert.

B.7 Proteinchemische M ethoden

B.7.1 Gewinnung der rekombinant exprimierten Protease

Zur Auflésung der Zellwénde wurden die transformierten E. coli-Zellen aus B.6.3 zunéchst in
30 ml PBS, 0,2% Tween resuspendiert und nach Zugabe von 1 U/ml Benzonase und
200 ng/ml Lysozym 45 min bel 37°C inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen jewells

5 ma in 25 ml PBS, 0,2% Tween aufgenommen, mit Ultraschall behandelt und 10 min bel
1000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das Pellet mit
Ul-traschall in 10 ml Losung 1 resuspendiert, der pH mit 1 M HCI auf 2,0 eingestellt und die
Suspension 30 min auf Eis gertihrt. Dabel 16st sich ein Tell der HIV PR, wéahrend der Grofitell
anderer Proteine aufgrund des niedrigen pH ungelost bleibt, oder denaturiert und ausfallt.
Durch die anschlieRende Zentrifugation wurden diese abgetrennt, zum Uberstand wurde
1Vol. Lésung 2 zugegeben und 30 min auf Eis gerthrt. In diesem Schritt geht die Protease in
die enzymatisch aktive dimere Form Uber. Zur Falung des Enzyms wurde die Ldsung lang-
sam und unter Ruhren auf Eis mit Ammoniumsulfat bis zu 50% Séttigung versetzt und 2-3 h
oder Uber Nacht bei 2-8°C inkubiert. Nach Zentrifugation der geféliten Protease wurde diese
in 300-500 m 1x Assay Puffer, 10% DMSO durch 30-mindtige Inkubation auf Eis unter
mehrfachem grindlichen Durchmischen gelost. Durch 2-minttige Zentrifugation bei 4°C
wurden eventuell vorhandene unl6sliche Bestandteile abgetrennt. Dann wurde die Ldsung mit
ca. 300 m Assay Puffer, 10% DM SO versetzt, unter Rihren auf Eis eluiert und anschlief3end
nochmals bel 4°C fur 2 min zentrifugiert. Die so erhaltene PR-Ldsung konnte direkt oder in
entsprechender Verdinnung in 1x Assay Puffer, 10% DMSO fir die Fluoreszenz- oder
HPLC-basierte Aktivitdtsmessung verwendet werden. In einzelnen Féllen wurde exempla-
risch eine SDS-PAGE durchgefiihrt, um die Menge an exprimierter HIV PR abschétzen zu

kdnnen.
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B.7.2 Anreicherung der WT Protease

Fur die Etablierung des Fluoreszenztests wurde eine ausreichend grof3e Menge angereicherter
WT PR bendtigt. Hierzu wurde die in Assay Puffer aufgenommene Protease aus 5 Aufarbei-
tungen in einem Ansatz vereinigt. und bei 4°C zentrifugiert. Der 1. Uberstand wurde abge-
trennt und verworfen, da hier neben einem Tell der Protease auch viele andere leichtl6sliche
Proteine enthalten waren. Das Sediment wurde erneut mit 1x Assay Puffer versetzt, 3-4 h auf
Eis gerthrt und fur 2 min bel 4°C bel 10 000 rpm zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 2 mal
wiederholt, die Uberstande wurden anschlieffend vereinigt und das Volumen mit Hilfe von
Centriprep-10 Concentrator (Amicon, Beverly, USA) eingeengt. Im vorliegenden Fall hatte
der Einwegkonzentrator einen ,, Cut-off* von 10 kD, d.h. der verwendete Filter war fir Mole-
kile mit einer Masse <10 kD durchlassig. Kleinere Proteine und Peptide sowie Salze und
Wasser werden durch Zentrifugation von der zurtickbleibenden Proteasel6sung getrennt. Die-
se wird demzufolge mit zunehmender Zentrifugationsdauer immer starker konzentriert und
gereinigt. Die angereicherte PR-Ldsung wurde aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. Dies
garantierte, dass wahrend der Etablierung des Fluoreszenzassay HIV PR mit gleichbleibenden
und flr das Expressionssystem reprasentativen Eigenschaften zur Verflgung stand.

Die Schritte B.7.3 bis B.7.6 wurden nicht routinemaldig innerhalb des Resistenztests durchge-
fuhrt. Sie dienten zum Nachweis und zur quantitativen Abschétizung der HIV PR. Im Unter-
schied zum Fluoreszenztest wird die Protease hier unabhéngig von ihrer enzymatischen Akii-

vitét und Loslichkeit nachgewiesen.

B.7.3 Bestimmung des Gesamtpr oteingehaltes

Um bei der SDS-PAGE (B.7.4) die Geltaschen mit vergleichbaren Gesamtproteinmengen zu
beladen, wurde die Proteinkonzentration in den jeweiligen Proben bestimmt. Dies geschah
durch photometrische Bestimmung mit einem Verfahren nach Bradford (1976). Als Farbstoff
dient Coomassie Brillant Blau, das leicht an Proteine bindet und dadurch sein Absorptions-
maximum von 465 auf 595 nm verandert.

Hierzu wurde 1 ml der 1:5 verdinnten Bradfordiésung (Biorad, Minchen) mit einem be-
simmten Volumen PR-Losung versetzt. Nach Mischen und 5-mindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Extinktion bei 595 nm photometrisch gemessen. Die Umrechnung
in Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe @ner Eichkurve, die mit unterschiedlich konzent-

rierten BSA-L6sungen erstellt wurde.
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B.7.4 SDS-PAGE

Nach der diskontinuierlichen Methode von Schagger und von Jagow (1987) wurden
3-phasische SDS-Gele mit Tricin-haltigem Kathodenpuffer verwendet, da diese sich fir die
Auftrennung kleiner Proteine wie der HIV Protease (11 kDa) gut eignen. Die verschiedenen

Komponenten eines Gels setzten sich wie folgt zusammen:

» Separating gel” » Spacer gel” » stacking gel“
40 % Acrylamid 89 ml 54 ml 09 ml
Gelpuffer 8,9 ml 8,9 ml 28 ml
Glycerin 28 ml - -
H,O 6,0 ml 24 mi 7,5 ml
APS (100 mg/ml) 88,9 m 88,9 m 88,9 ni
Temed 8,9 n 8,9 n 8,9 n

Zunéchst wurden 13 cm , separating gel“ und 4 cm ,spacer gel“ zwischen zwel durch Ab-
standshalter getrennte Glasplatten gegossen. Zur Verbesserung der Polymerisierung und zum
Schutz vor Austrocknung wurden diese mit einigen mm Ampuwa-H,O Uberschichtet. Nach
dem Festwerden wurde 3 cm ,, stacking gel* zugefligt und der Kamm eingesetzt, die Polymeri-
sation erfolgte tber Nacht.

Die PR-L6sung wurde auf eine Proteinkonzentration von 1 ng/m eingestellt und mit 1/3 Vo-
lumen 4x SEB Puffer versetzt. Nach kurzem Aufkochen und Zentrifugieren wurde das Gel
mit 7 m dieser Losung pro Tasche beladen, die Elektrophorese erfolgte bei 30 mA und
90-100 V Uber Nacht in der Elektrophoreseeinheit E 5514 (Sigma-Aldrich, Deisenhofen).

B.7.5 Silberfarbung des SDS- Proteingels

Die folgenden Waschschritte wurden mit destilliertem Wasser durchgefihrt und dauerten je-
weils 10 min.

Zunéchst wurde das Gel 20-30 min in Fixierlésung 1 langsam geschiittelt, anschlief3end wur-
de zweimal gewaschen. Nach Behandlung mit Fixierlésung 2 (1% Glutaraldehyd, 0,2 M
NaHCOs;) fur 30 min und 2x Waschen wirkte eine ammoniakalkalische AgNO; Ldsung
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20-40 min ein. Diese wurde durch 1x Waschen entfernt, nun erfolgte die Entwicklung bis die
Banden die gewtinschte Intensitét hatten. Durch Zugabe von Entfarbel6sung (5% v/v Essig-
saure; 10% v/v Ethanol) wurde die Entwicklung beendet, das Gel wurde mehrmals gewaschen
und im Geltrocknungsrahmen 24x24 cm (Roth, Karlsruhe) gemal der Anleitung des Herstel-
lers getrocknet.

B.7.6 Nachweisder HIV Protease im Western Blot

Der Western Blot dient zum spezifischen Nachwels einzelner Proteine mit Hilfe von Antikor-
pern. Die Proteine werden zunachst mi ttels SDS-PAGE aufgetrennt. Anschlief3end werden sie
auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen (, geblottet”). Durch enzymmarkierte (Alkalische

Phosphatase oder Meerrettichperoxidase) Antikorper werden die jeweiligen Proteine spez-

fisch nachgewiesen.

Zunéchst wurde, wie unter B.7.4 beschrieben, eine SDS-PAGE durchgefihrt.

Anschliefend wurden die Proteine mittels ,, Semi -dry* Transfer auf Nitrozellulose tGbertragen.

Dabel wurde eine in der ingtitutseigenen Werkstatt hergestellte Apparatur und folgende

Schichtung verwendet (von oben nach unten):

Graphitkathode; Schwamm; 2 Lagen Whatman-Papier; SDS-Gel; Nitrozellulosemembran;

2 Lagen Whatman-Papier; Schwamm; Graphitanode.

Der Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran erfolgte fur 2 h bei 0,75 A. Die un-

ter den vorhandenen Bedingungen neggtiv geladenen Proteine wandern bei Anlegen einer

Spannung zur Anode und werden so auf die Nitrozellulosemembran tbertragen.

Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran zur Séttigung unspezifischer Protein-

bindungsstellen ca. 1 h mit 0,1% Milchpulver in TBS inkubiert.

Zum Nachweis der HIV Protease dienten folgende nacheinander verwendete Antikorper:
Anti-HIV Protease, Kaninchen monoklona (Eurogentec, Herstell, Belgien)
Anti-Kaninchen IgG, mit alkalischer Phosphatase markiert (Dianova, Hamburg)

Die beiden Antikorper wurden jewells 1:2000 in TBS verdiunnt und inkubierten 1 h wnter

Schitteln bei Zimmertemperatur. Vor Zugabe des 2. Antikérpers bzw. des Substrates wurde

mehrmals mit TBS gewaschen, um den vorhergehenden Antikorper vollstandig zu entfernen.

Die Farbreaktion erfolgte mit Chromogen-Substratl6sung (Biosens, Oberhaching) und wurde

durch mehrfaches Waschen mit destilliertem Wasser beendet, sobald die Banden eine ausrei-

chende Intensitét hatten.
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B.8 Fluor eszenzsubstrate und ihre Verwendung zur M essung der
HIV-1 Protease

Fluoreszenzsubstrate sind in der Enzymologie neben chromogenen Substraten weit verbreitet.
Sie erlauben eine kontinuierliche und sensitive Messung der Enzymaktivitét.
Jedes Fluoreszenzsubstrat enthdlt ein sogenanntes ,, Fluorophor“, welches bei Anregung mit
elektromagnetischer Strahlung in einem bestimmten Wellenldngenbereich (Exzitati-
onsspektrum) ein Fluoreszenzsignal hoherer Wellenlange emittiert.
Das Fluoreszenzsignal bei Spaltung des Substrates kann durch zwei unterschiedliche Mecha-
nismen entstehen:

Direkte Abspaltung des Fluorophors vom Peptidanteil des Substrates,

Substrat enthdt ein Fluorophor sowie einen , Quencher”. Dieser hemmt die Fluores-

zenz des Fluorophors, eine Spaltung des Substrates hebt diese Hemmung auf.
Die meisten Fluoreszenzsubstrate bestehen aus 24 tber Peptidbindungen verknipften Ami-
nosauren, das Fluorophor befindet sich C-terminal. Es wird enzymatisch abgespalten und
emitiert dabei ein Fluoreszenzsignal. HIV-1 Protease bendtigt, wie andere retrovirale Aspar-
tatproteasen zum Erkennen einer Schnittstelle auf beiden Seiten bestimmte Aminosdurereste,
das Fluorophor kann nicht isoliert abgespalten werden (Kraft et al., 1994). Peptidsubstrate der
HIV PR missen aus mindestens 7 Aminosauren bestehen (Billich et al., 1988). Deshalb sind
Quenchsubstrate hier besonders geeignet. Die Peptidsequenzen aller natirlich vorkommender
acht Schnittstellen innerhalb des GAG-POL-Vorléauferproteins (A.2) kénnen prinzipiell fir
die Herstellung synthetischer Substrate verwendet werden.
In der Vergangenheit wurden bereits mehrere Substrate fir die HIV-1 Protease entwickelt, bel
denen die Hemmung der Fluoreszenz im intakten Substrat auf ,, Resonanz Energie Transfer”
(RET) beruht (Geoghegan et d., 1990; Meldal, Bredam, 1991; Matayoshi et al., 1990; Wang
et al., 1990).
Die durch die Anregungsbestrahlung zugefiihrte Energie wird dabei durch intramolekulare
Elektronenverschiebung auf den ,, Quencher* tbertragen und nicht als Fluoreszenzsignal ab-
gestrahlt. Dies geschient umso effizienter, je besser das Emissionsspektrum des Fluorophors
mit dem Absorptionsspektrum des ,, Quenchers® Ubereinstimmt (Matayoshi et al., 1990).
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B.9 Testprinzip

Der im Rahmen dieser Arbeit enwickelte Fluoreszenztest basiert auf der Verwendung folgen-
den ,, gequenchten” Substrates:
DABCYL-gAbu-Ser-Gln-Asn-Tyr-Pro-lle-Va-GIn-EDANS (Bachem, Heidelberg);

Spaltstelle
Die Sequenz des Octapeptids wurde aus der pl7/24 Schnittstelle im Vorlauferprotein
Pr 55 GAG hergeleitet (Matayoshi et a., 1990).
1,5-EDANS (5-(2-Aminoethylamino)- 1-naphthalensulfonat) wirkt als Fluorophor, DABCYL
(4-(4-Dimethylaminophenylazo)benzoat) als ,, Quencher”.
Im ungespaltenen Substrat bewirkt der intramolekulare Resonanz-Energietransfer zwischen
EDANS und DABCYL ene starke Reduzierung des Fluoreszenzsignals. DABCYL ist as
»Quencher” fur die durch EDANS verursachte Fluoreszenz besonders geeignet, da sein Exz-
tationsspektrum sehr gut mit dem Emissionsspektrum von EDANS Ubereinstimmt. Spaltung
zwischen Tyr und Pro trennt Fluorophor und ,, Quencher” réaumlich voneinander und fihrt bei
vorliegendem Substrat zu einer 40-fachen Steigerung des Fluoreszenzsignals (Matayoshi et
al., 1990).
Die Glechartigkeit einer Losung des Spaltpoduktes EDANS-GIn-Va-lle-Pro- und einer
EDANS-L6sung gleicher Konzentration in Bezug auf das Fluoreszenzsignal konnte in Vor-
versuchen gezeigt werden (C.1.5). Die Eichung sowohl des Kiivetten als auch der Mikroti-
terplattenfluorometer erfolgte deshalb mit kommerziell erhdtlichem EDANS.
EDANS, in geringerem Mal3 auch DABCYL fihrt als polares Molekil zu einer deutlich ver-
besserten L 6slichkeit des recht hydrophoben Substrates in wassrigen Lésungen, z. B. in Assay
Puffer.
Zwischen Fluoreszenzsignal und Konzentration des gespaltenen Substrates besteht ein linea-
rer Zusammenhang (B.11.3). Dies erlaubt eine einfache Berechnung des Stoffumsatzes aus

der gemessenen Fluoreszenzzunahme pro Zeiteinheit.
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B.10 Proteaseaktivitdtsmessung im K Uvettenfor mat

B.10.1 Allgemeines

Die Messungen wurden mit dem Fluorometer SFM 25 (Biotek-K ontron, Neufahrn) durchge-
fuhrt. Das Gerdt verflgt Uber einen Klvettenwechsler mit 4 Messplétzen, fur jede Klvette
kann ein Messwert pro Minute erhaten werden. Die Temperatur wurde mit Hilfe des Ther-
mostaten K20 (Haake, Karlsruhe) auf 30°C eingestellt. Das Reaktionsvolumen betrug 500 ni.
Es wurden Einmalkivetten aus Polystyrol der Firma Mller-Rationlab (Dreieich-Buchschlag)
verwendet.

Die Messung und Aufzeichnung der Fluoreszenzwerte erfolgten rechnergestiitzt mit Hilfe des

Programms Flucol4.

B.10.2 Versuchsdurchfiihrung

Nach jedem Einschalten der Fluoreszenzlampe wurden zunéchst die Exzitations- und Emissi-
onswellenléngen eingegeben und das Fluorometer mit einer 2000 nM EDANS-L6sung in As-
say Puffer geeicht. Das Fluoreszenzsignal dieser Losung wurde dabei vom Gerét auf 100%
gesetzt.

Die Eichlésung wurde durch Zugabe von 10 m einer 100 nM EDANS Stockl6sung zu 490 mi
Assay Puffer erhalten.

Anschlief3end wurden die Konzentration der Eichlosung, Dauer der Messung sowie weitere,
die Messtechnik betreffende Parameter in Flucol4 eingegeben.

Der Grofdteil der kinetischen Fluoreszenzmessungen wurde bei einer Substratkonzentration
von 10 bzw. 12 mM durchgefihrt.

Zunéchst wurden pro Kivette 450 m Assay Puffer vorgelegt. In 50 m DM SO waren die je-
weiligen Volumina der Substrat-Stockl6sung enthalten. Das Differenzvolumen zu 50 m wur-
de als reines DMSO zum Assay Puffer zugeftigt. Anschlief3end erfol gte die Substratzugabe.
Nach grindlichem Vermischen mit einem Ruhrstdbchen wurden 2-3 Messpunkte vor Zugabe
der Protease gewonnen, um die Stabilitét des Fluoreszenzsignals zu Uberprifen. Anschlief3end
wurde die Messung unterbrochen und eine definierte Menge HIV PR in die jeweilige Klvette
pipettiert. Die zugegebene Proteasemenge wurde so gewéhlt, dass der Substratumsatz im Be-
reich von 10 bis 30 nM/min lag.
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Nach ca. 15 min bzw. 15 Messpunkten erfolgte die Zugabe der Pl in gewlnschter Konzentra-

tion. Die Reaktionskinetik wurde mindestens tber weitere 15-20 Messpunkte verfolgt.

B.10.3 Weiterverarbeitung der Messdaten mit Flucol4 und Flukin49

Flucol4 registriert die Zunahme des Fluoreszenzsignals pro Zeiteinheit. Fur die Berechnung
des Stoffumsatzes pro Zeiteinheit benttigt die Software die Eichung mit einer EDANS-
Losung bekannter Konzentration. Da fir die Eichung des Kuvettenfluorometers nur eine
EDANS Konzentration vorgesehen ist und das ungespaltene Substrat eine erhebliche Hinter-
grundfluoreszenz verursacht, wurde die Eichung in Abwesenheit des Substrates durchgefiihrt.
Eine Korrektur des ,,inner filter effect” (C.1.7) war deshalb notwendig.

Durch das Auswerteprogramm Flukind9 konnte fir einen selbstgewéhlten Zeitraum der

durchschnittliche Stoffumsatz in nM/min ermittelt werden.

B.11 Aktivitdtsmessung im Mikrotiter plattenfor mat

B.11.1 Allgemeines

Um einen hoheren Probendurchsatz zu erméglichen, wurde der urspriinglich verwendete Ku-
vettenassay auf Mikrotiterplattenformat Gbertragen. Die Messungen wurden hauptsachlich auf
dem Fluorometer FL 600 (Biotek-Kontron, Neufahrn) durchgefihrt. Dartiber hinaus wurden
die Gerdate HTS 7000 (Perkin Elmer, Weiterstadt) und Fluoroscan Ascent FL (Labsystems,
Helsinki, Finnland) getestet.

Im FL 600 wurde fUr die Anregung ein Filter mit 360 nm Wellenlange bel 40 nm Bandbreite
eingesetzt, der Emissionsfilter hatte eine Wellenlénge von 485 nm bei 20 nm Bandbreite.

Die Steuerungssoftware KC4 erlaubt dem Benutzer, die meisten Parameter fir die Messungen
selbst zu wahlen. Fett gedruckt : Routinemaf3ig ver wendete Werte. Diese Voreinstellungen
erwiesen sich beztiglich der Ergebnisse und Praktikabilitét des Tests als optimal.

Anzahl der Messungen pro Well und Messdurchgang: 10 Messungen pro Well.

FL 600 fuhrt pro Well die angegebene Anzahl an Einzelmessungen aus, der angegebene
Messwert ist das arithmetische Mittel aus den Einzelwerten. Je hoher dieser Wert, desto gro-

[3er die Genauigkeit des mittleren Messwertes, der Messvorgang wird jedoch langsamer.
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Zeit zwischen der Plattenbewegung und Beginn der Messung: 0,35 s. Je grof3er der zeitliche
Abstand, desto unwahrscheinlicher sind Artefakte durch Bewegung des Fliissigkeitsspiegels.
Sengitivitdt des Photomultipliers, einstellbarer Bereich 0-220: 200 bei Verwendung von
Mikrotiterplatten mit schwarzem, 170 fur solche mt transparentem Boden. Der Wert wur-
de so gewdhlt, dass das Fluoreszenzsignal von 1000 nM EDANS, 10 pM Substratldsung
innerhalb des dynamischen Bereichs von 0-99999 Fluoreszenzeinheiten (FU) lag.

Die Fluoreszenzmessung erfolgte in schwarzen 96-Well Platten mit einem Volumen von
200 pl pro Well. Im Laufe der Testentwicklung kamen mehrere Plattentypen der Firmen Nunc
und Corning (Wiesbaden) sowie Greiner (Frickenhausen) zur Anwendung.

Jeder Messwert wurde im Doppelansatz ermittelt. Je nach verwendetem Plattentyp wurde ein
Substratumsatz im Bereich von 5-50 nM/min eingestellt.

B.11.2 Versuchsdurchfihrung

Die Reaktionslésungen wurden in Eppendorfgefél3en vorbereitet und anschlief3end auf die
Mikrotiterplatten tberfuhrt. Zunéchst wurde 90% des angestrebten Endvolumens in Form von
Assay Puffer vorgelegt. Die restlichen 10% DM SO setzten sich aus Substrat- und Pl Stockl 6-
sung sowie aus reinem DM SO zusammen.

Die Reaktion wurde wie im Klvettenformat durch Proteasezugabe gestartet. Im Unterschied
dazu wurden die Pl kereits vor Reaktionsbeginn vorgelegt; die Messung des ungehemmten
Stoffumsatzes erfolgte in gesonderten Wells (Abb. B.1).

Flr die weitere enzymkinetische Auswertung erwies sich die Bestimmung des Stoffumsatzes
in Gegenwart von 4-5 Pl-Konzentrationen als ausreichend.

Dasin Abb. B.1 gezeigte Pipettierschema erméglicht die Untersuchung der phanotypischen
Resistenz gegen 6 Pl auf einer Platte. Fir Lopinavir lagen zum Zeitpunkt der Fertigstellung
dieser Arbeit noch keine Daten vor. Die verwendeten Pl-Konzentrationen wurden so gewahlt,
dass sie die Berechnung des K; sowohl bel sensitiven als auch hochresistenten Proteasen a-
maoglichten. Wenn zum Zeitpunkt der Messung genotypische Resistenzdaten vorhanden wa-
ren, was meist der Fall war, wurden die eingesetzten Pl-Konzentrationen entsprechend ange-
passt.
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Abb. B.1. Belegung einer Mikrotiterplatte fir die Resistenzbestimmung einer Patientenpro-
tease. Jede PIl-Konzentration wird im Doppelansatz, untersucht, vowird in 4-fachem Ansatz
bestimmt. vy, wird méglichst prazise bestimmt, da fur jeden Messwert das Verhaltnis v; /vqg
gebildet und fur die weitere enzymkinetische Auswertung verwendet wird.

Die Erzeugung eines Messpunktes pro Well in einer wiein Abb. B.1 belegten Platte bendtigte
mit den oben angegebenen Parametern 60-80 s. In der Regel wurde die Reaktion tber 25-30
solcher Einzelmessungen verfolgt, was einer gesamten Messdauer von insgesamt 30-45 min
entspricht.

B.11.3 Erstellung einer Eichkurve mit EDANS

Im Mikrotiterplattenformat wurde mit unterschiedlichen Konzertrationen des Fluorophors
EDANS eine Eichgerade erstellt (Abb. B.2). Bei der Eichung mit mehreren Messpunkten
stérte die Hintergrundfluoreszenz des ungespaltenen Substrates nicht. Um den Versuchsbe-
dingungen der kinetischen Messungen moglichst nahe zu kommen, wurde in Anwesenheit
von 10 mM Substrat und 10% DM SO geeicht.

Die eingesetzten EDANS-Konzentrationen entsprechen dem im Messzeitraum bei den ver-
schiedenen PI-Konzentrationen zu erwartenden Stoffumsatz von 0-2000 nM. Die Steuerungs-
software erstellt durch lineare Regression eine den Messpunkten moglichst gut angepasste
Gerade.
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Zwischen der Zunahme der EDANS-Konzentration und des zugehérigen Fluoreszenzsignals
besteht ein linearer Zusammenhang: DF = a* Dc(EDANS), m ist hierbel die Steigung der
Eichgeraden.

Eichung EDAMS
100000

30000

80000 /,,/

F0000

60000 -
50000

40000 Ll
30000 S
20000
10000

—m

-400 -2000 0 200 400 &00 800 1000 1200 1400
[EDANS]

Linear Regression py=a®x+h
a=h1.94 b=3236E+004 R=0.9398 R#=09937 en=320.3

ADbb.B.2. Eichkurve, erstellt mit EDANS (Biotek FL600, Biotek-Kontron, Neufahrn)
X-Achse: EDANS-Konzentration (nM), Y-Achse: relative Fluoreszenzeinheiten.

Die getesteten Mikrotiterplattenlesegerdte geben die durchschnittliche Zunahme an fluoreszi e-
renden Einheiten pro Zeiteinheit Gber flr einen vom Benutzer zu wéhlenden Zeitraum inner-
halb der Messung an. Die Division dieses Wertes durch die Steigung m der Eichgeraden er-
gibt den mittleren Stoffumsatz pro Zeiteinheit v (nM/min). Da die Eichgerade ebenso wie die
kinetischen Messungen in Gegenwart von 10 mM Substrat erstellt wurde, ist keine Korrektur
des ,inner filter effect” (C.1.7) notwendig. Zur enzymkinetischen Auswertung bendtigt das
Kurvenanpassungsprogramm FigureP das Verhditnis vi/v, und die zugehdrige PI-
Konzentration. nach Eingabe der entsprechenden Formeln berechnet die Steuerungssoftware
KC4 fur das Mikrotiterplattenlesegerét FI 600 v sowie das Verhdltnis v/v, fur jede Probe
(B.12) autorratisch.
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B.12 Theor etische Grundlagen der Enzyminhibition

Enzyminhibitoren sind Hemmstoffe, die durch Wechselwirkung mit Enzymmolekilen deren
katalytische Aktivitédt vermindern. Irreversible Inhibitoren binden dabel kovalent an das En-
zymmolekil und kénnen physikalisch (z. B. durch Dialyse) nicht wieder entfernt werden.
Dagegen zeigen reversible Inhibitoren nichtkovalente Enzymbindung, die leicht durch Dialy-
se wieder gel6st werden kann.

Abhéngig von der Bindungsstelle am Enzymmolekil unterscheidet man kompetitive und
nichtkompetitive Inhibitoren. Kompetitive Inhibitoren binden an das aktive Zentrum des En-
zyms und treten dabei in direkte Konkurrenz mit dem Substrat. Nichtkompetitive Inhibitoren
binden an andere Stellen des Enzymmolekiils und beeinflussen die Enzymaktivitét durch
K onformationsanderung.

Bei einer reversiblen Enzyminhibition stellt sich zwischen freiem Enzym, ungebundenem

Inhibitor und Enzym:Inhibitor-Komplex ein Gleichgewicht ein:

El 27 E+I
Dieses ist durch die Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes K; (Inhibiti-
onskonstante) charakterisiert:

Ki =[E] °[1]/[El] (Gl. B.1)

Nach Morrison (1982) werden reversible Inhibitoren nach dem Verhdtnis von Inhibitorkon-
zentration |, zur Enzymkonzentration E; und nach der Geschwindigkeit der Gleichge-

wichtseinstellung zwischen E, | und El in vier Gruppen eingeteilt (Tab. B.1).

Inhibitor-Typ Verhdtnisl,zuE, ~ Geschwindigkeit der
Gleichgewichtseinstel -

lung zwischen E, | und El

klassisch [1] >> [E] schnell

fest bindend (tight-binding) [1] € [E] schnell
Langsam bindend (slow-hinding) [1l] >> [E] langsam
Langsam, fest bindend (slow, tight-binding) [1] ¢[E] langsam

Tab. B.1. Einteilung reversibler Enzyminhibitoren (Morrison, 1982).
[Et] und [It] sind die Gesamtkonzentrationen an freiem und gebundenem Enzym bzw.
Inhibitor

42



Die Enzymhemmung hangt auBerdem entscheidend vom Verhatnis [E:]/Ki ab (Bieth, 1974):

Wenn [Et]/Ki » 1 (Inhibitor liegt etwa zu gleichen Teilen frei und an Enzym gebunden vor,
Gleichgewichtsbedingungen), gilt folgende algemeine Gleichung fir kompetitive, festbin-
dende Inhibitoren (Morrison, 1969):

1

v _, B0k {(E] 4 k) - EDA]) 2

" JE] (Gl. B.2)

Vi = Gleichgewichtsgeschwindigkeit in Gegenwart des Inhibitors, gemessen
als D[Produkt ] / min

Vo = Anfangsgeschwindigkeit in Abwesenheit des Inhibitors, gemessen

[&]
[1]

Kiapp

Gesamtkonzentration des Enzyms (frei und komplexiert)

Gesamtkonzentration des Inhibitors (frei und komplexiert)

scheinbare Dissoziationskonstante des EnzymtI nhibitor-Komplexes bei einer
bestimmten Substratkonzentration.

Unter sog. Titrationsbedingungen bei [Et]/ Ki >1 liegt der Inhibitor grofitenteils als B
zym:Inhibitor-Komplex vor, K; kann in der allgemeinen Gleichung fur festbindende Inhibito-

ren vernachlassigt werden, die Gleichung (1) kann folgendermal3en umgeformt werden:

Vi _ oo [|t]
%—1 IE] (Gl. B.3)

Wenn [Et]/ Ki <1 Uberwiegt bei weitem ungebundener Inhibitor, man spricht in diesem Fall

von klassischer Inhibition. Hier gilt die Gleichung:
Vi 1

— = Gl.B.4
Vo 1+||'[|/Kia0p ( )

Die Grenzen zwischen klassischen und Glechgewichtsbedingungen sowie zwischen Gleich-
gewichts- und Titrationsbedingungen sind flief3end.
Unabhéngig von der verwendeten Gleichung gilt fir die Bestimmung der Variablen E; und Ki;:



Je niedriger die Enzymkonzentration, desto genauer kann die Inhibitionskonstante K; be-
stimmt werden. Je héher die Enzymkonzentration gewahlt wird, desto genauer kann diese
selbst bestimmt werden.

Die scheinbare Inhibitionskonstante K, steht mit der tatsachlichen Inhibitionskonstante K in
folgendem Zusammenhang:

Kiapp: Ki (1+[S]0/Km) (G| B.5)

Kiapp kann demnach naherungsweise mit K; gleichgesetzt werden, wenn die Substrat-

konzentration deutlich unter der K, liegt.

Fur die Enzymkonzentration im Versuchsansatz gilt:

_ Vo([S] + Km) /[

E Gl. B.6
t e ( )
Kea = katalytische Konstante
[S] = Substratkonzentration

Vo = Stoffumsatz

Zur Auswertung des in dieser Arbeit entwickelten enzymkinetischen Fluoreszenztests wird

die Gleichung B.2 zur Kurvenanpassung verwendet.

B.13 Enzymkinetische Auswertung mit Bestimmung der Dissoziati-

onskonstanten (K;) des Enzym-Inhibitor-K omplexes

Der Zweck der weiteren Datenverarbeitung war die Ermittlung der K; der untersuchten PR
und die Quantifizierung ihrer Resistenz durch Resistenzfaktoren.

Dies erfolgte mit Hilfe des Programms FigureP (Biosoft, Cambridge).

Die PI Konzentrationen sowie das zugehdrige Verhéltnis von gehemmtem zu ungehemmtem
Stoffumsatz vi/vo wurden als Wertepaare eingegeben, im folgenden exemplarisch fur eine

Patientenprotease und den Pl Saquinavir gezeigt:



[Saq] VilVo

0,5 0,62
1,0 0,43
2,0 0,20
4,0 0,08

FigureP bestimmt durch nichtlineare Regression die vom Benutzer as ,variabel” gekenn-
zeichneten Parameter.

Fir die Berechnung der Regressionskurve stehen mehrere Formeln zur Verfliigung, fur die
Kurvenanpassung wurde in der Regel die Formel fir festbindende reversible Inhibitoren (1)
unter Gleichgewichtsbedingungen (Gl. B.2) verwendet. Dabel kann zwischen zwei Moglich-
keiten der Kurvenanpassung gewahlt werden:

1.) mit konstanter Enzymkonzentration: In diesem Fall wird diese vor der Berechung einge-
geben. Ihr Wert wird entweder berechnet oder experimentell bestimmt (C.3).

2.) mit variabler Enzymkonzentratiornt Hier kann FigureP sowohl K; als auch [E] frei wahlen.

1=
VilV,

0.8
0.7 4
0.6
0.5
0.4 -
0.3 1
0.2 1
0.1 1

Saquinavir (nM)

Abb. B.4. Kurvenanpassung fir Saquinavir und eine aus Patientenmaterial rekombinant her-
gestellte HIV PR.
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Folgende Daten werden ausgegeben:
y = 1-(Et+x+Ki-((Et+x+Ki)**2-4*Et*x)**0.5)/(2*Et)

PARAMETER ~ VALUE + SE + 95,0% Cl
E, 0,86 0,17 0,755
Ki 0,34 0,07 0,298

Die Dissoziationskonstante K; sowie ggf. die Enzymkonzentration werden mit Standardab-
weichung und 95% K onfidenzintervall angegeben.

B.14 Berechnung der Resistenzfaktoren

Die Resistenzfaktoren der Patienten PR wurden durch Division ihrer K; durch die entspre-
chenden WT Werte berechnet. Sie quantifizieren somit den Resistenzgrad relativ zum WT.

Als Vergleichsdaten dienten genotypische Resistenzprofile, die unter der Leitung von PD Dr.
J. Eberle am Max von Pettenkofer-Institut bestimmt wurden. Die im Rahmen der Routinedia-
gnostik durchgefiihrte Resistenzbesti mmung beruht auf der Sequenzierung des PR- und RT-
Gens. Aus den vorhandenen Mutationen wird auf das Resistenzprofil geschlossen. Dabei flie-
[Ren Informationen aus online verfigbaren Datenbanken (A.5.1) in die Erstellung des Befun-

desein.
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C Ergebnisse

C.1 Etablierung und Optimierung des Fluor eszenzassays und seiner

Auswertung

Die unter C.1 beschriebenen Experimente dienten der Ermittlung der optimalen Bedingungen
fur den enzymatischen Fluoreszenzassay. Die wichtigste Vorgabe war dabel ein stabiler
Stoffumsatz bei ausreichender Intensitét des Fluoreszenzsignals wahrend des gesamten Mess-
zeitraums von ca. 45-60 min. Zudem sollten die Ergebnisse enzymkinetisch auswertbar sein.
Als grofdtes Problem erwies sich in diesem Zusammenhang die relativ schlechte Lodlichkeit
des Fluoreszenzsubstrates in wassrigen Losungen, z. B. im verwendeten Assay Puffer. Die
schliefdlich gewahlten und im folgenden ndher diskutierten Testbedingungen sind ein Kom-

promiss zwischen tellwel se gegensétzlichen Anforderungen an den Assay.

C.l1 Substrat- und DM SO-K onzentr ation

Zunéchst wurden die Messungen mit 16 nM Substrat und 5% (v/v) DM SO durchgefihrt. Die
relativ hohe Substratkonzentration wurde gewahlt, um ein fir die Detektion ausreichend star-
kes Signal zu erreichen.

Trotz der dadurch verursachten erheblichen Hintergrundfluoreszenz und dem daraus resultie-
renden hoheren Startpunkt zu Beginn der Messung war der Messbereich ausreichend.

Bel Messungen in Mikrotiterplatten war jedoch in Wells mit stark inhibierter Enzymaktivitét
eine Abnahme des Fluoreszenzsignals festzustellen. Dies beeinflusste den Quotienten v/vg
tellweise so stark, dass die betreffenden Werte nicht enzymatisch ausgewertet werden konn-
ten. Als mogliche Ursache kann eine Préazipitation des Substrates mit resultierender Verringe-
rung der Hintergrundfluoreszenz angenommen werden.

In diesem Zusammenhang wurde die Stabilitdt des Fluoreszenzsignals bei mehreren Substrat-
und DM SO-Konzentrationen untersucht. Zusatz von DM SO verbessert die Lodlichkeit hydro-
phober Substanzen.

Abb. C.1 zeigt die Registrierung des Fluoreszenzverlaufs durch das Kuvettenfluorometer
SM25 (Biotek-Kontron) unter Verwendung der Software Flucol4. Durch Eichung mit
EDANS wird dabel aus dem registrierten Fluoreszenzsignal die Konzentration des Spaltpro-
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duktes PIVQ-EDANS berechnet und als yAchse dargestellt. Sowohl die asolute Héhe der
Spaltproduktkonzentration als auch ihre Verdnderung pro Zeiteinheit sind graphisch darge-
stellt.

200060 FLUKIN v5.97 5 200060 FLUKIN v5.97
L i = L -
: T ]
> L § = L -
" ~—~ - ~
32 P ]
Qe 3
n o g
L ==z 5
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a.) b.)

2000.00 FLUKIN v5.97 2000.00 FLUKIN v5.97

c.) d.)

Abb. C1. Kontinuierliche Registrierung des Fluoreszenzsignals von Substratiésungen ohne
Proteasezugabe Uber einen Zeitraum von 5 h.

X-Achse: Zeit

Y-Achse: Fluoreszenzsignal, auf EDANS-Eichldsung bezogen (hier 2000 nM)

a.) 16 nM Substrat, 5% (v/v) DMSO

b.) 16 mM Substrat, 10% (v/v) DMSO

c.) 16 mM Substrat, 15% (v/v) DMSO

d.) 8 mM Substrat, 10% (v/v) DMSO

Nach oben gerichteter Pfeil: Fluoreszenzsignal bezogen auf die zugehérige EDANS-
Konzentration.
Nach unten gerichteter Pfeil: Ver&dnderung des Fluoreszenzsignals pro Zeiteinheit.
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Imin Abb. C.1 dargestellten Experiment wurde mit 2000 nM EDANS geeicht und dieses Flu-
oreszenzsignal auf 100 % gesetzt. Die gemessenen Substratldsungen zeigen durch unvoll-
standige Hemmung der Fluoreszenz von EDANS ein erhebliches Hintergrundssignal. Durch
Messung dieses Signals kann die Stabilitét der Substratlésungen gepriift werden.

Je niedriger die Substratkonzentration und je hther die DM SO-Konzentration, desto stabiler
ist das Fluoreszenzsignal. Sowohl beziglich der absoluten Hohe der Hintergrundfluoreszenz
als auch der Stabilitét der Losungen bel 30°C erwiesen sich 10 niM Substrat und 10% DM SO
als optimale Konzentrationen und wurden deshalb routinemaldig eingesetzt.

C.1l2 Stabilisierende Adjuvantien

Waéhrend des Fluoreszenztests ist eine stabile, gleichbleibende Proteaseaktivitét wichtig. Dies
ist eine Voraussetzung fir die enzymatische Auswertung der Quotienten vi/v, bel verschiede-
nen Pl-Konzentrationen (B.13). Die HIV PR kann jedoch wéhrend des Assays auf unter-
schiedliche Weise inaktiviert werden:

Autoproteolytische Spaltung

Absorption an Kunststoffoberflachen oder Préazipitation auf Grund hoher Hydropho-

biztat

Oxidation der SH-Gruppen
Zur Stabilisierung der Protease wéahrend des Tests wird die Zugabe von bovinem Serumal-
bumin (BSA) oder von Detergentien wie Triton X-100 oder Nonidet R40 empfohlen (Ma-
tayoshi et al., 1990; Krafft et al., 1994). Im Uberschuss zugegebenes BSA besetzt die Bin-
dungsstellen fir Proteine im Reaktionssystem (z. B. Wand des Reaktionsgefalies). Eine ur+
spezifische Bindung und damit verbundene Inaktivierung der HIV PR wird so verhindert.
Detergentien bilden als Molekile mit einem hydrophilen und einem hydrophoben Anteil in
wassriger Losung Micellen, in die sie Proteasemolektile einschlief3en und dadurch stabilisie-
ren. Dies geschieht erst oberhab einer bestimmten Konzentration des jewelligen Detergens,
der kritischen Micellen-Konzentration (CMC). Sie betragt 0,29 mM fir NP-40 und 0,24 mM
fur Triton X-100. Sowohl Triton als auch NP-40 wurden im Assay in einer Konzentration von
0,1% (v/v) eingesetzt, dies entspricht, wenn man bei beiden Detergentien eine mittlere molare
Masse von 625 g/mol annimmt, 1,6 mM. Dieser Wert liegt deutlich Uber den beiden ,CMC",
so dass ene effiziente Micellenbildung mit Schutzwirkung auf die Protease angenommen
werden kann.
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Abb. C.2. Proteaseakti-
vitdt ohne (a) sowie mit
Zusatz von NP-40 (b).
Der Stoffumsatz ist nach
Zugabe von Triton bzw.
NP-40 im Messzeitraum
(hier 67 min) wesentlich
stabiler. Die Stoffumsat-
ze wurden in den durch
die Markierungen ge-
kennzeichneten Mess-
zeitrdumen bestimmt (in
nM/min) und sind jeweils
rechts der Diagramme
angegeben (durch Pfeile
markiert). Der obere
Zahlenwert gibt den
durchschnittlichen Sub-
stratumsatz im 1. Mess-
zeitraum an, der untere
Zahlenwert bezieht sich
jeweils auf den 2. Mess-
zeitraum.

Die Wirkung von NP-40 wird durch Abb. C.2 verdeutlicht. Trotz gleicher zugegebener Pro-

teasemenge zeigen die beiden Ansétze deutlich unterschiedliche Substratumsétze. Der Ansatz

ohne Detergenszusatz weist anfangs eine

relativ. hohe Reaktionsgeschwindigkeit
(81,3 nM/min) auf, die in der zweiten Héfte des Testes auf 62,0 nM/min abfallt.

Im Ver-

gleich dazu vermindert die Zugabe von 0,1% NP-40 zwar den Stoffumsatz auf 45,9 nM/min,

stabilisiert ihn aber weitgehend (42,0 nM/min) wéhrend der gesamten Laufzeit des Tests, hier

ca. 70 min.
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Abb C.3. Vergleich
der Proteaseaktivitat
in Gegenwart von
Triton (a), NP40 (b),
BSA (c), sowie NP40
und BSA (d).
Zugabe von Triton X-
100 und von NP-40
bewirken jeweils
eine ahnliche En-
zymaktivitat mit weit-
gehend stabilem
Stoffumsatz.

Nach BSA-Zugabe
(c) zeigt die PR eine
deutlich hohere, aber
auch instabilere Akti-
vitat, wahrend Zusatz
von NP 40 und von
BSA (d) einen auf
niedrigem Niveau
stabilen Substratum-
satz zur Folge hat.
Diese Ergebnisse
bestétigten sich in
weiteren Experimen-
ten.



Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wurde dem Assay Puffer fir die weiteren Messungen
0,1% (v/v) NP-40 zugefiigt. BSA wurde nicht verwendet, da es in Gegenwart von NP-40 nach
Abb. C.3.d keinen signifikanten Vorteil bringt.

C.13 Handhabung der PI, des Assay Puffersund des
Fluor eszenzsubstrates

Die einheitliche Handhabung der Reaktionspartner des Fluoreszenztests gewahrleistet mog-
lichst geringe Abweichungen in den Eigenschaften der ReaktionslGsungen verschiedener An-
sdtze. Zahlreiche Experimente zur Stabilitét der verschiedenen Komponenten des Fluoreszen-
zassays fuhrten zu folgende Angaben zur Stabilitét und ginstigsten L agerungsbedingungen:
Die funf Proteaseinhibitoren Amprenavir, Indinavir, Nelfinavir, Ritonavir und Saquinavir sind
in reinem DM SO recht stabil und lassen sich so bei 4°C ohne messbaren Aktivitétsverlust
Uber einige Wochen gut lagern. Wassrige Losungen, z. B. in Assay Puffer, verlieren dagegen
rasch an Aktivitdt. Bel Amprenavir und Nelfinavir wurde eine deutliche Abnahme der Wirk-
samkeit durch haufiges Auftauen der bei ca. —20°C oder 2-8°C gelagerten Stockldsung beo-
bachtet.

Die Pl wurden wie folgt gehandhabt, um ihre Wirksamkeit mdglichst konstant und den Ar-
beitsaufwand moglichst gering zu halten: Die Lagerung als Feststoff erfolgte bei ca. —20 °C.
Durch Aufldsen des Feststoffes in DM SO wurde eine 10 mM Stockldsung hergestellt. Diese
wurde 1:100 auf 100 uM verdinnt, von hier ausgehend erfolgten die weiteren Verdinnungs-
schritte jeweils 1:10 bis 0,1 uM. Dartber hinaus wurden hieraus auch Lésungen mit Kon-
zentrationen von 0,5 und 5 uM hergestellt.

Die Lagerung der aliquotierten PI-Ldsungen erfolgte bel ca. —20°C. Fir die Herstellung der
Versuchsansitze wurden in der Regel Lésungen von 0,1 bis 5 uM eingesetzt. Diese wurden
5 mal verwendet, anschlief3end wurden die Aliquots verworfen. Aus praktischen Grinden
erfolgte die Aufbewahrung zwischen den Messungen bel 2-8°C.

Der Assay Puffer wurde als 2x Losung hergestellt und ist in dieser Form mehrere Wochen bel
2-8°C hatbar. Je nach Bedarf wurde er 1:1 mit destilliertem Wasser verdinnt und
0,1% v/v NP-40 hinzugefugt. Der gebrauchsfertige Puffer konnte bei 2-8°C mindestens eine
Woche gelagert werden.
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Das Fluoreszenzsubstrat wurde in DMSO gel6st und aliquotiert. Die Konzentration dieser
Stocklésung betrug 0,4 mM, sie wurde bei ca. —20°C und unter Schutz vor Lichteinstrahlung
aufbewahrt.

C.14 Vergleich der Fluoreszenzspektren von EDANS und des
Spaltproduktes PIVQ-EDANS

Die optimalen Exzitations- und Emissionswellenléngen fir den enzymkinetischen Fluores-
zenztest wurden durch Aufzeichnung der entsprechenden Spektren bestimmt.

Abb. C.4 zeigt das Exzitationsspektrum einer 500 nM L&sung der Spaltprodukte PIVQ-
EDANS (Prolin-lsoleucin-Valin-Glutamin-(5-(2-Aminoethylamino)- 1-naphthal ensulfonat))
und DABCYL-GABA-SQNY (4-(4-Dimethylaminophenylazo)benzoat-g- A minobuttersiure-
Serin-Glutamn-Asparagin-Tyrosin). Im folgenden werden diese vereinfacht als , Spaltpro-
dukte* oder gespaltenes Substrat bezeichnet. Die Spaltproduktldsung wurde durch vollsténdi-
ge Proteolyse des Fluoreszenzsubstrates mit HIV PR im Uberschuss gewonnen. Das Absorp-
tionsmaxi mum liegt bei ca. 355-360 nm und weicht damit leicht von dem fir reines EDANS
angegebenen Wert von 340 nm (Matayoshi et al., 1990) ab.
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Zur Bestétigung wurden die Emissionsspektren der Spaltprodukte bei Anregung mit 340 nm
und 360 nm verglichen (Abb. C.5).

Anregung durch 360 nm fuhrt dabel zu stérkeren Fluoreszenzsignalen.

Emissionsspektren der Spaltprodukte bei 340 und 360
nm
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1000 v 360 nm
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Wellenlange (nm)

Abb. C.5. Emissionsspektrum der Spaltprodukte: Die Intensitat der Fluoreszenz wurde in
Abhangigkeit von der Emissionswellenldnge jeweils bei 340 und 360 nm Exzitationswellen-
lange untersucht.

Diesen Ergebnissen folgend wurde sowohl im Klvetten als auch im Mikrotiterplattenformat
360 nm als Exzitationswellenlange gewahit.

Da fur die Eichung kommerziell erhéltliches EDANS in Reinform verwendet wurde, in der
kinetischen Messung aber PIVQ-EDANS gemessen wird, musste digjenige Emissionswel len-
lange gewahlt werden, bel der beide Molekile ein Fluoreszenzsignal gleicher Intensitét gene-
rieren.

In Abb. C.6 sind die Emissionsspektren von EDANS und Spaltprodukten in einer Konzentra-
tion von jeweils 500 nM dargestellt. Die Exzitationswellenldnge betrug jeweils 360 nm.



Der Schnittpunkt der beiden Kurven liegt bei ca. 485 nm. Bei dieser Wellenlénge erzeugen
aquimolare EDANS und Spaltproduktl 6sungen Fluoreszenzsignale gleicher Intensitét, deshalb
kann hier mit EDANS geeicht werden. Sowohl im Kivettenformat as auch im Mikrotiterplat-

tenformat wurde deshalb 485 nm als Emissionswellenlange verwendet.
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Abb. C.6. Vergleich der Emissionsspektren einer 500 nM EDANS- und einer 500 nM Spalt-
produktlésung.

C.15 Vergleich der Fluoreszenz von PIVQ-EDANS-L 6sungen
veschiedener Konzentrationen

Bel 360 nm Exzitationswellenldnge und 485 nm Emissionswellenlénge erzeugen &guimolare

EDANS- und Spaltproduktlésungen gleich starke Fluoreszenzsignale. Zur Bestétigung dieses

Sachverhaltes im Kivettenfluorometer SM25 diente folgendes Experiment: Durch Zugabe

einer Losung mit Protease im Uberschuss wurde ein vollstandiger Umsatz von 250, 500,

1000, bzw. 2000 nM Substratl6sungen erreicht. Die Reaktion wurde beendet, als der Stoffum-

satz pro Zeiteinheit praktisch auf Null abgesunken war (Abb. C.7).

Die Eichung auf 100% erfolgte mit einer 2000 nM EDANS L 6sung, der gesamte Messbereich

entspricht 200%, also 4000 nM EDANS.
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Abb. C.7. Vollstandige Spaltung von Substratlésungen der Konzentrationen 250, 500, 1000
und 2000 nM. Der Messbereich wurde auf 200% eingestellt, dies entspricht einer EDANS-

Konzentration von 4000 nM.

Die Spaltproduktlésung mit einer Konzentration von 2000 nM generiert ein geringfligig stér-
keres Signal als die 2000 nM EDANS-Eichlésung (Pfeil). Eine Halbierung der Substratkon-
zentration fuhrt zu einem ebenfalls um etwa 50% reduzierten Fluoreszenzsignal. Bei der Be-
rechnung des Stoffumsatzes kann demnach ein linearer Zusammenhang zwischen Fluores-
zenzsignal und der Konzentration von PV Q-EDANS angenommen werden.
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C.16 Fluoreszenzsignal in Gegenwart unter schiedlicher EDANS- und
Substratkonzentr ationen

Bei der Bestimmung der Michaeliskonstante wird die Enzymaktivitét in Gegenwart unter-
schiedlicher Substratkonzentrationen untersucht. Daher wurden im folgenden EDANS Eich-
kurven in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen des Fluoreszenzsubstrates erstellt.

Bel der Fluoreszenzmessung mit dem Kuvettenfluorometer SM25 ist die Eichung nur mit
einer einzigen Konzentration von EDANS vorgesehen.

Von der Steuerungssoftware Flucol4 wird ein linearer Zusammenhang zwischen dem Fluo-
reszenzsignal und der Konzentration des Fluorophors bzw. des Spaltproduktes vorausgesetzt.
Dies wurde in folgendem Experiment bestétigt:

Das Fluoreszenzsignal einer 12 mM Substratlésung wurde bei 125, 250, 500, 1000 und
2000 nM EDANS gemessen. Der gewéahlte Konzentrationsbereich entsprach dem Stoffumsatz
bei enzymkinet schen Untersuchungen.

Die in diesem Zusammenhang durchgefihrten Experimente erfolgten jeweils ohne PC-
Steuerung. Als Eichlésung wurde 2000 nM EDANS in 1x Assay Puffer verwendet, die Fluo-
reszenzsignale aller im folgenden untersuchten L 6ésungen wurden als Prozentwerte der Fluo-

reszenz dieser Eichldsung angegeben.
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Abb. C.8 zeigt einen linearen Zusammenhang zwischen der EDANS-Konzentration und dem
Fluoreszenzsignal der Losung. FigureP erstellt durch lineare Regression eine Gerade mit der
Gleichung: y=m>x+b

PARAMETER VALUE + SE + 95,0 % Cl
m 0,035 3,619e-4 0,0010
b 40,62 0,34 0,95

SE: Standardabweichung  Cl: Konfidenzintervall

Die Hintergrundfluoreszenz der 12 nM Substratlosung (y-Abschnitt b) betragt ca. 40% des
Gesamtsignals der 2000 nM EDANS L dsung.

Das oben beschriebene Experiment wurde zudem bel den Substratkonzentrationen 0, 6, 24, 36

und 50 mM durchgefiihrt, um den bel der K,-Bestimmung verwendeten Konzentrationsbe-
reich abzudecken.

120 -

Fluoreszenzsignal %

T T T T T 1
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

EDANS (nM)

Abb. C.9. Fluoreszenzsignal in Abh&ngigkeit von der EDANS-Konzentration. Messreihen bei

folgenden Substratkonzentrationen (mM): O (Dreieck), 6 (Kreis), 12 (Quadrat), 24 (Stern), 36
(Hexagon), 50 (Raute).

Abb. C.9 zeigt, dass zunehmende Substratkonzentrationen die Steigung der jeweiligen Reg-

ressionsgeraden, also die Zunahme des Fluoreszenzsignals im Messbereich verringern (,,inner
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filter effect”). Dies l&sst sich folgendermalien erkldren: Bel steigenden Substratkonzentratio-
nen verkleinert sich der Abstand des Fluorophors EDANS zu DABCY L-Gruppen benachbar-
ter Substratmolekile. Daraus folgt eine zunehmende Hemmung des durch EDANS verursach-

ten Fluoreszenzsignals.

C.17 Korrektur des, inner filter effect”

Durch die oben beschriebene Abschwéchung des Fluoreszenzsignals berechnet Flukind9 fir
die Reaktionsgeschwindigkeiten zu niedrige Werte. Diese mussen mit von der Substratkon-
zentration abhangigen Korrekturfaktoren multipliziert werden, um die tatsachlichen Werte zu
erhalten.

Fur den Korrekturfaktor a, fur die Substratkonzentration ¢ gilt: a=mv/m

my: Steigung der Regressionsgeraden fur 0 mM Substrat

m.: Steigung der Regressionsgeraden fur ¢ mM Substrat

Substrat (MM) 0 6 12 24
a 1 1,16 1,40 1,89

Tab. C.1. Korrekturfaktoren (a.) des inner filter effect” bei unterschiedlichen Substratkon-
zentrationen. Um die Hemmwirkung des ungespaltenen Substrates auf das Fluoreszenzsig-
nal zu bericksichtigen, missen Fluoreszenzsignale bzw. berechnete Reaktionsgeschwindig-
keiten mit diesen Faktoren multipliziert werden.

Diesen Werten lasst sich wiederum durch lineare Regression eine Gerade anpassen. Die Glei-
chung dieser Geraden lautet: a=0,044>c + 0,89

Durch Einsetzen der gewiinschten Substratkonzentration erh@lt man den zugehdrigen Korrek-
turfaktor.
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C.2 Bestimmung der Michaelis-Konstante K, einer WT- und einer

aus Patientenmaterial exprimierten Protease

Die Michaelis-Konstante K, entspricht derjenigen Substratkonzentration, bei der der Sub-
stratumsatz bei konstanter Enzymkonzentration den halbmaximalen Wert annimmt. Sie ist
somit ein Mal3 fur die Affinitét von Enzym zu Substrat.
Zwischen der Reaktionsgeschwindigkeit und der Substratkonzentration besteht folgender Zu-
sammenhang:

V = Vmax 3[S]/(Km +[9]) (Gl. C.1)

Nach der Formel Kiapp=Ki (1+[S]/Km) sind aus der allgemeinen Gleichung fir festbindende
Inhibitoren berechnete scheinbare Ky, Nur dann eine gute Annaherung fur die tatsachlichen
Ki, wenn die verwendete Substratkonzentration deutlich unter der Michaegliskonstante liegt
(B.12). Um dies zu Uberprifen, wurden die K, einer WT PR und einer aus Patientenmaterial
erhaltenen Protease bestimmt.

Zu diesem Zweck wurde die Reaktionsgeschwindigkeit bel unterschiedlichen Substratkon-
zentrationen gemessen. Durch die eingeschrankte Loslichkeit des Fluoreszenzsubstrates im

Assay Puffer konnte es nur in einer maximalen Konzentration von 50-60 niVl Substrat einge-

setzt werden.
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Da besonders héhere Substratkonzentrationen das Fluoreszenzsignal hemmen, war eine Kor-
rektur dieses , inner filter effect” notwendig (C.1.7).

Die Kurvenanpassung durch nichtlineare Regression erfolgte mit FigureP unter Verwendung
der Gleichung C.1.

Die Substratkonzentration [S] und die zugehdrige gemessene Reaktionsgeschwindigkeit v
wurden als Messdaten eingegeben. Die Parameter K,,, und v, Wurden bel der Kurvenanpas-

sung bestimmt:
PARAMETER VALUE + SE + 95,0% Cl
Km 80,32 5,81 37,38
Vinax 344,80 52,15 123,32

Die hier erhatene Michaeliskonstante von 80,3 nM fur WT-HIV PR (Abb. C.10) stimmt gut
mit den Literaturangaben von 103,2 nM (Matayoshi et al., 1990) tberein.

Zusatzlich wurde die Michagliskonstante der aus Patientenmaterial 3 exprimierten HIV PR
ermittelt (Abb. C.11).
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Abb. C.11. Kurvenanpassung fur die bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen ermittel-
ten Reaktionsgeschwindigkeiten einer Patienten PR.
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Die Berechnung der K; hatte bel dieser Protease besonders deutliche Hinweise auf eine nied-
rige Enzymkonzentration und damit hohe spezifische Aktivitdt gegeben. Deshalb wirde man

hier eine vergleichsweise niedrige K,,, erwarten.

PARAMETER VALUE + SE + 95,0 % Cl
Km 51,93 9,57 23,41
Vmax 130,24 14,68 35,93

Die Michaeliskonstante liegt hier um fast 50% niedriger als die der WT Protease. Dies passt
zu einer hohen spezifischen Aktivitét und einer daraus resultierenden niedrigen Enzymkon-

zentration im Fluoreszenzassay unter Gleichgewichtsbedingungen.

C.3 Titration des aktiven Zentrumsder HIV Protease

Die Bestimmung der Konzentration aktiver HIV Protease wurde fir WT, Roche-Mutante und
5 Patientenproben mittels Titration des aktiven Zentrums exemplarisch durchgefhrt. In Abb.
C.12 wird die Kurvenanpassung unter Verwendung der allgemeinen Gleichung fir festbin-
dende Inhibitoren und der Titrationsgleichung dargestellt. Die Messpunkte zeigen keinen
linearen Verlauf, es liegen trotz der hohen eingesetzten PR Konzentration keine reinen Titra-
tionsbedingungen vor. Deshalb wurde zur Auswertung die allgemeine Gleichung fir festbin-
dende Inhibitoren (Gl B.2) verwendet.

1
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094 \\ Abb. C.12. Titration einer WT
08 \\ PR mit Amprenavir. Durchgezo-
' \\ gene Kurve: Kurvenanpassung
0.7 7 N mit allgemeiner Gleichung; ge-
o N .
2 064 \\\ strichelte Kurve: Kurvenanpas-
= \ sung mit Titrationsgleichung.
0.5 A AN
04
0.3 1
0.2 1
0.1 1
0 1 I

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Amprenavir (nM)
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HIV PR Sto(l;f'tj/lrrn?s Vo ProteasEetkTo(rrlﬁwer;tratlon ElVg
WT 259 11,1 0,043
Ro-Mutante 254 33,2 0,136
Patient 4 485 9,2 0,019
Patient 7 706 12,7 0,018
Patient 8 585 10,2 0,018
Patient 6a 303 7,8 0,026
Patient 6b 531 13,6 0,025

Tab. C.2. Ungehemmte Reaktionsgeschwindigkeiten vy und zugehdrige, durch Titration be-
stimmte Enzymkonzentrationen E im Gesamtansatz. Der Quotient Eq/vg ist ein Mal3 fur die
spezifische Aktivitat einer PR. Je kleiner der Quotient, umso hoher ist die spezifische Aktivi-
tat, d. h. desto weniger Enzym muss eingesetzt werden, um eine bestimmte Reaktionsge-
schwindigkeit zu erreichen.

Die Roche-Mutante (G48V, 154V, L90M) hat gegentiber den anderen untersuchten Proteasen
die geringste spezifische Aktivitdt. Bei hochresistenten Proteasen werden auch in der Literatur
vergleichsweise niedrige katalytische Konstanten (k../K,) angegeben (Ermolieff et al., 1997,
Klabe et al., 1998).

Die untersuchten, phanotypisch vorwiegend niedrig resistenten Patienten haben unter den
Assaybedingungen &hnliche, jedoch etwas hohere spezifische Aktivitdten as die WT PR.
Patient 6a und 6b wurden durch unterschiedliche Aufarbeitungen aus demselben Materia
hergestellt, hier ist deshalb die Ubereinstimmung erwartungsgemal’ sehr gut.
Zusammengefasst ist aus den Ergebnissen zu entnehmen, dass niedrig und intermediér resis-
tente Proteasen vergleichbare spezifische Aktivitdten aufweisen und deshalb die zur K-
Bestimmung eingesetzten PR- K onzentrationen ebenfalls @hnlich sind.

Die durch Titration erhaltenen Enzymkonzentrationen wurden in Kapitel C.4 fir die Berech-

nung der K; verwendet.
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C4a Auswertung der in Klvetten gemessenen HIV Proteasen

Durch Titration des aktiven Zentrums konnte die bei der K-Bestimmung verwendete PR-
Konzentration E berechnet werden (Tab. C.2):

Et:Et/VT *Vo

Eqr =Zur Titration eingesetzte Gesamtkonzentration aktiven Enzyms

Vo= Reaktionsgeschwindigkeit bel Ki-Bestimmung

vr= Reaktionsgeschwindigkeit bei Titration

Die Konzentrationen an aktiver PR lagen bei angestrebtem Stoffumsatz von 10-20 nM/min in
der gleichen GrofRenordnung wie die eingesetzten Inhibitorkonzentrationen. Nach Morrsion
(1982) (Tab. B.1) eignet sich in diesem Fall die allgmeine Gleichung fur festbindende Inhibi-
toren zur Auswertung (Gl. B.2).

Wie schon in B.13 erwahnt, kann FigureP Kurvenanpassungen sowohl mit fest vorgegebener
als auch mit variabler Enzymkonzentration durchfihren.

Bel im Klvettenformat gemessenen Werten ergab die Option ,, variable Enzymkonzentration*®
gut angepasste Kurven. Dabel nahm E haufig sehr kleine Werte an. Die grof3e Standardab-
weichung zeigt, dass sich E aus den Messwerten nicht verlasslich bestimmen lasst. Eine
genauere enzymatische Auswertung gelingt durch Ermittlung der spezifischen Aktivitét
mittels Titration (s. oben). Die resultierende PR-Konzentration E wird bel der Bestimmung
der K; mit der Option ,, konstante Enzymkonzentration” verwendet.

Bel der Betrachtung der Messwerte féllt auf, dass vi/vy bei geringen Pl-Konzentrationen hau-
fig vergleichsweise niedrig liegt. Dies fihrt, wie im folgenden gezeigt wird, bei der Regressi-
on mit Gleichung B.2 zu unrealistisch kleinen Enzymkonzentrationen.

Die in Abb. C.13 dargestellten Messwerte einer Patienten PR mit Saquinavir verdeutlichen
diesen Sachverhalt.

Die Option ,variable Enzymkonzentration” ergibt eine den Messpunkten besser angepasste
Kurve als die Option , konstante Enzymkonzentration*.
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Die durch beide Berechnungsarten erhaltenen K; unterscheiden sich deutlich:
E; variabd : Ki=0,089 + 0,010
E; fest: E; = 0,630 nM (aus Titration):  K; =0,020 £ 0,019

Zieht man bel der Kurvenanpassung nur stark inhibierte Messwerte mit hdherer Saquinavir-
Konzentration (ab 1 nM) in Betracht, so erhdt man mit beiden Berechnungsoptionen fast
deckungsgleiche Kurven (Abb. C.14; E konstant: Durchgezogene Kurve; E; variabel: Gestri-
chelte Kurve)
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DieK; sind sehr dhnlich:
E; variabd :
E; fest: E;= 0,630 nM (aus Titration):

Ki = 0,057+ 0,034
Ki = 0,060+ 0,011

Eine mdgliche Erklérung der offensichtlich zu niedrig gemessenen vi/vy im unteren Kont
zentrationsbereich der PI liegt in der Art der Versuchsdurchfiihrung: In jeder Kivette wurde
die Reaktion zunachst mit Protease gestartet und v bestimmt, die Pl-Zugabe erfolgte spéter.
Die Unterbrechung der Messung mit Zugabe eines Flissigkeitsvolumens hat, unabhangig von
der Wirkung des Pl selbst, eine Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge. Diese
Abnahme macht sich bel denjenigen Proben besonders bemerkbar, die nur einer geringen
»Spezifischen® Inhibition durch den Pl unterliegen.

Bei der Auswertung von Kurven, bei denen die Regression sehr kleine, unrealistische Protea-
sekonzentrationen lieferte, wurden in der anschlief3enden Auswertung nur vi/vo <0,4 verwen-
det, aul3erdem wurden nicht gut anpassbare Messwerte unberticksichtigt gelassen. Bei so aus-
gewerteten Inhibitionskurven stimmten mit konstanter und variabler Enzymkonzentration

erhaltene K; gut Uberein, wie die folgende Tabelle zeigt:

KiwT pr Ki pRPatient 4 Ki pr-patient 7
Pl Et konstant Et variabel Et konstant Et varicbel Et konstant Et variabel
Amp 0,15+ 0,01 0,21+0,14 |0,74+0,02| 0,88+0,17 | 0,59+0,07 | 0,51+0,18
Ind 0,13+ 0,01 0,17+0,04 {0,52+0,02| 058+0,05 | 0,47+0,11 | 0,58 = 0,12
Nel 0,21+0,01 030+£0,07 | 1402 15+0,18 | 096+0,16 | 1,1+0,18
Rit 0,13+ 0,01 0,20+0,05 {0,65+0,10| 0,79+0,12 | 0,52+ 0,04 | 0,39+ 0,07
Saq 0,065+ 0,005 | 0,065+ 0,05 0,40+0,03| 0,57+0,08 | 0,27 +0,025| 0,16 + 0,06

Tab. C.3. Vergleich der K; bei Berechnung durch die Optionen ,E; konstant* und ,E; variabel*

und Verwendung ausschlieB3lich stark inhibierter Werte.
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C5 Unter suchung der Wildtyp HIV Protease im K livettenfor mat

Die WT PR wurde neben der Etablierung der Bedingungen fur den Fluoreszenztest auch aus
anderen Grinden enzymkinetisch besonders genau untersucht: Zum einen kann die Validitét
des Testes durch Vergleich der hier ermittelten K; mit Literaturwerten, die durch andere Test-
systeme erhalten wurden, Uberprift werden. Andererseits ist die moglichst genaue Bestim-
mung der K; fir WT PR unter den besonderen Bedingungen dieses Tests notwendig, da sie fr
die Berechnung der Resistenzfaktoren jedes Patienten verwendet werden. Um die Genauigkeit
der Bestimmung der K; zu erhdhen, wurden jewells 15-30 Messpunkte aus unterschiedlichen
Versuchsansétzen fur die Berechnung verwendet.

Zudem wurde untersucht, ob eine zusétzliche Reinigung der WT PR nach der vereinfachten
Enzympraparation einen Einfluss auf die Inhibitionskonstanten hat. Dies wére z. B. dann der
Fall, wenn dadurch E. coli Proteasen mit intrinsischer Aktivitét entfernt wirden.

Bel der Anreicherung der HIV PR wurde ihre Hydrophobizité ausgenutzt: Die durch
Ammoniumsulfat gefélten Proteine wurden in 300-500 mi 1x Assay Puffer ohne DM SO 30
min auf Eis unter mehrmaligem grindlichem Mischen inkubiert. Die Suspensionen aus
5 Ansitzen wurden vereinigt und zentrifugiert. Der Grofdteil der hydrophilen Proteine geht
dabei in Losung, die HIV PR und andere hydrophobe Proteine reichern sich im Sediment an.
Dieses wurde mit 4 ml 1x Assay Puffer mit 10% DMSO versetzt und 5 h auf Eis gerthrt.
Nach Zentrifugation wurde die Elution wiederholt, die Uberstande aus beiden Elutionen
vereinigt und das L 6sungsvolumen mit Hilfe von Centricon Einwegkonzentrator eingeengt.
Abb. C.15 zeigt den deutlich hoheren, relativen HIV Proteasegehalt nach dieser Behandlung.
Zum Nachweis, dass es sich bel den bezeichneten Banden um die HIV-1 PR handelt, dient der
Western Blot (C.15.b).
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Abb. C.15.

a.) Silbergefarbtes SDS-Gel: (1) Proteinmarker; (2) angereicherte WT Protease;
(3) WT Protease wie in (2), vereinfachte Enzympré&paration;

b.) Western Blot: (1) mit RPC gereinigte HIV Protease; (2) angereichterte WT Protease;
(3) WT Protease wie in (2), vereinfachte Enzympraparation; (4) ,Roche“- Mutante;
(5) Proteinmarker

Die Position der HIV-1 Protease ist jeweils durch Pfeile markiert.

WT Proteasen aus vereinfachter Enzympréparation ergeben trotz hoherem Gehalt an Frend-
proteinen Inhibitionskonstanten, die gut mit Werten der aufgereinigten Protease tbereinsti m-
men (Tab. C.4). Diese wichtige Beobachtung zeigt, dass der Fluoreszenztest durch andere,
aus E. coli stammende Proteine praktisch nicht beeinflusst wird. Offensichtlich weisen E. coli
Proteinasen mit dem verwendeten Substrat so gut wie keine intrinsische Aktivitét auf.

WT cerdin WT vere_i.nfachte Daten aus der Litera-
° I Enzympraparation Eff,éﬁe'ﬂ? 33,6“3;%, 1998)

Pl K" [nM] K" [nM] Ki[nM]

Amp | 0,21+0,049 0,19+ 0,10 nicht verflgbar
Ind 0,16 = 0,028 0,29 = 0,075 0,14

Nel 0,38 £ 0,032 0,37 £ 0,046 0,28

Rit 0,16 £ 0,035 0,16 = 0,023 0,17

Saq 0,066 = 0,011 0,11+ 0,089 0,15

Tab. C.4. Inhibitionskonstanten der WT Protease abhangig von ihrer Vorbehandlung im Ver-
gleich zu Werten aus der Literatur. K{: Im Kiivettenformat ermittelte Inhibitionskonstanten.
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Fur die Berechnung der Resistenzfaktoren der im Kuvettenformat gemessenen Patienten wur-
den die mit gereinigter PR bestimmten WT K; verwendet, da sie aus 20-30 Messpunkten ge-

wonnen wurden und somit eine hohe Genauigkeit der Werte gewéhrleisten.

C.6 Messung von Patientenproteasen im K tivettenformat

Nach der Bestimmung der K; der WT PR fur die 5 Pl sollte gepriift werden, ob der enzymki-
netische Fluoreszenztest auch bei Messung von aus Patientenmaterial rekombinant exprimier-
ten HIV PR reproduzierbare und valide Daten liefert. Daher wurden vor Transfer in das
Mikrotiterplattenformat 7 solche Proteasen im Kuvettenformat untersucht. Dabei wurden -
wohl sensitive as auch intermediér- und hochresistente PR getestet.

C6.1 Kinetische Analyse 3 hochresistenter, aus Patientenmaterial expri-

mierter Proteasen

Die Messung sollte priifen, ob die durch zahlreiche Aminosaureaustausche veranderten Pro-
teasen unter den zunéchst fir WT PR etablierten Bedingungen des Fluoreszenztests ebenfalls
reproduzierbare, valide Resistenzdaten liefern.

Die Patienten PR waren bereits zuvor rekombinant exprimiert und geno- und phéanotypisch
mit RPC untersucht worden (Gehringer 2001). Die Benennung der Patientenproben stammt
aus einer laborinternen Katalogisierung und wurde hier beibehalten.

Die vorliegenden Resistenzdaten wurden durch gemeinsame Auswertung mehrerer Versuchs-
ansétze, die an unterschiedlichen Tagen gemessen wurden, ermittelt (Tab. C.5). Die relativ
geringe Standardabweichung verdeutlicht die gute Reproduzierbarkeit der Messwerte. Die
Proteasen zeigten im Enzymtest stabile Aktivitét, die eingesetzten Pl wirken als kompetitive,
festbindende Inhibitoren. Dissoziationskonstanten des Enzym-Inhibitor-Komplexes lief3en
sich deshalb problemlos berechnen, sie lagen meist um ein bis zwei Zehnerpotenzen tber den
Werten fur die WT PR. Die im Fluoreszenzassay bestimmten Resistenzfaktoren zeigen inner-
halb der untersuchten Proben ein gleichartiges Verhalten wie die entsprechenden Daten aus
RPC- und genotypischer Auswertung. Genotypische Resistenzfaktoren >10 werden nicht wei-

ter differenziert.
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Die Auswertung im Fluoreszenztest hingegen erlaubt auch gegeniber der RPC Analyse eine
bessere Differenzierung der Resistenzfaktoren.

Patient 38 (12 Aminosdureaustausche) | Patient 66 (15 Aminosdureaustausche)
Pl Ki « [ nM ] RFI uoreszenz RR PC RGenotyp Ki « [ nM ] I:QFI uoreszenz RR PC RGenotyp
Amp [ 0,34+ 0,15 1,6 1 2 0,64 £ 0,22 31 1 2
Ind 2,9+ 0,67 12 3 >10 2,3+0,53 15 6 10
Nel 6,5+ 0,79 21 10 >10 116+14 37 3 10
Rit 2,8+ 0,57 17 12 8 7,9+0,7 48 6 10
Saq | 19,7+71 298 1000 >10 38+17 58 10 10

Patient 202 (12 Aminosaureaustausche)
Pl KiK[nM] RFluoreszenz RRPC RGeﬂotyp

Amp | 1,3+04 6,2 2 4

Ind 11,0+ 2,0 71 10 >10
Nel 16,6 + 1,3 52 3 >10
Rit 51+11 31 10 >10

Saq | 17,5+16 265 100 >10

Tab. C.5. Im Kivettenformat ermittelte Dissoziationskonstanten von 3 hochresistenten Pati-
enten PR K und daraus berechnete Resistenzfaktoren Reyoreszenz. ZUM Vergleich sind mit-
tels RPC und genotypisch ermittelte Resistenzfaktoren angegeben. Genotypische Resistenz-
faktoren >10 werden nicht weiter differenziert.

Aminosaureaustausche

Patient 38: L10I, S37N, 154L, D60E, L63P, 164V, A71V, G37S, V771, 184V, L90M, 193L

Patient 66: K20R, E35D, M361, S37N, M46L, R57K, 162V, L63P, A71V, I72R, G73S, V77I,
V821, L90M, 193L

Patient 202: L10I, V11Il, E35D, S37N, M46l, L63P, H69R, A71V, G73T, 184V, L90M, 193L

Insgesamt zeigte sich bei der Untersuchung dieser 3 hochresistenten Patienten, dass sich
selbst aus mutationsreichen PR-Genen ausgehend von Patientenmaterial mit dem verwende-
ten Expressionssystem enzymatisch aktive und im Fluoreszenztest auswertbare PR gewinnen
|&sst.
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C.6.2 Unter suchung genotypisch intermediar resistenter bzw. sensitiver
HIV PR aus Patientenmaterial

Die in dieser Versuchsreihe gemessenen Proteasen wurden unter Verwendung des , nested
PCR"-Protokolls amplifiziert (B.5.5). Sie weisen weniger resistenzverursachende Mutationen
auf, demnach waren gegentber der hochresistenten Patientengruppe niedrigere Resistenzfak-
toren zu erwarten. Die Untersuchung dieser PR sollte die Sensitivitét des Assays unter fol-
genden Gesichtspunkten Uberprifen:
Wird niedriggradige Resistenz erkannt?
Kann reproduzierbar zwischen niedrigen Resistenzfaktoren differenziert werden?
Die Daten in Tab. C.6 zeigen, dass der phanotypische Resistenztest bei Auswertung mit
dem Fluoreszenzassay auch niedriggradige Resistenzen der HIV PR detektiert. Gegentber
genotypischer Resistenzbestimmung liefert der Fluoreszenztest hdhere Resistenzfaktoren,
eine hohere Nachwel sempfindlichkeit geringgradiger Resistenzen ist deshalb zu erwarten.

Patient 4 (4 Aminosaureaustausche) | Patient 6 (2 Aminoséureaustausche)
Pl KiK [nM] RFluoreszenz RGenotyp KiK [nM] I:zFluoreszenz RGenotyp
Amp 0,88+ 0,17 42 2 0,33+ 011 15 1
Ind 0,58 = 0,048 3,4 2 0,33+ 0,05 19 1
Nel 15+£0,18 5 3 0,57 = 0,065 19 1
Rit 0,79+0,12 4,0 2 0,32+ 0,074 16 1
Saq 0,57 £ 0,078 8,2 3 0,057 £ 0,03 0,88 1
Patient 7 (2 Aminosaureaustausche) | Patient 8 (2 Aminosaureaustausche)
PI KiK [nM] Re1uoreszenz RGenotyp KiK [nM] Re1uoreszenz RGenotyp
Amp 0,51+0,18 2,3 1 0,56 + 0,08 25 1
Ind 0,58 £ 0,12 3,4 1 0,67 = 0,09 3,9 1
Nel 1.09+0,18 3,6 1 0,82 £ 0,07 2,7 1
Rit 0,39+ 0,07 2,0 1 0,55+ 0,23 2,8 1
Saq 0,16 £ 0,063 25 1 0,29+ 0,10 4,5 1

Tab. C.6. Inhibitionskonstanten (K{) und daraus berechnete Resistenzfaktoren Reyoreszenz
von 4 niedrig resistenten bzw. sensitiven Patienten PR. Zum Vergleich sind genotypische
Resistenzfaktoren angeflhrt.

Aminosaureaustausche:
Patient 4: M36I1/M, L63P, V771, LOOM

71



Patient 6: K20M, M36I
Patient 7: L63S, V77I
Patient 8: L63 S, V77I

In Abb. C.14 ist die gute Ubereinstimmung zwischen phdno- und genotypischen
Resistenzfaktoren graphisch dargestellt, die phanotypischen Faktoren liegen dabei wie

erwartet, in einem hoheren Bereich (D.4.2).
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Abb. C.16. Graphische Darstellung der genotypischen und phénotypischen Resistenzfakto-
ren im Vergleich.

C.7 Fluoreszenzmessungen im Mikrotiter plattenfor mat

Ergebnisse aus Messungen im Kivettenformat hatten gezeigt, dass der etablierte Fluoreszenz-
test sowohl fur WT als auch fir Proteasen aus Patientenmaterial reproduzierbare Daten liefert.
Die Vadlidita der Ergebnisse war durch Vergleich mit Literaturdaten und genotypischen Re-
sistenzfaktoren gepruft worden. Das Kuvettenformat ist jedoch fir Routinediagnostik wegen
des Zeitaufwands nicht geeignet. Um einen hohen Probendurchsatz bel gleichzeitig reduzier-
tem Arbeitsaufwand zu erreichen, wurde der Fluoreszenztest auf 96-Well Mikrotiterplatten-
format Ubertragen. Dabel blieben die Testbedingungen sowie die Zusammensetzung der Re-

aktionsl6sung weitgehend unverandert.
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Abb. C.17. Graphische Darstellung der enzymatischen Aktivitdtsmessung einer HIV PR in
Gegenwart von 6 Pl (Reihe A-F). Jede Pl Konzentration wurde im Doppelansatz untersucht
(Spalte 1 und 2, 3 und 4 usw.). Der ungehemmte Substratumsatz wurde in den Wells G1-G4
bestimmt (Abb. B.1).

Analog zur Testetablierung im Kivettenformat wurden zunéchst die Dissoziationskonstanten
der WT PR und der therapeutisch eingesetzten Pl bestimmt. Dadurch wurde die Vergleich-
barkeit der Werte in beiden Formaten Uberprift. Auf3erdem sollte die Berechnung der Resis-
tenzfaktoren mit WT-Inhibitionskonstanten aus dem gleichen Format erfolgen. Anschlief3end

wurden PR mit unterschiedlich ausgeprégter genotypischer Resistenz untersucht.
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C.8 Bestimmung der Dissoziationskonstanten fir WT PR und

therapeutisch eingesetzte PI

Um moglichst genaue Werte zu erhaten, wurden fur die Ermittlung der K; jeweils 10-20
Messpunkte ausgewertet. Die WT PR wurde durch vereinfachte Enzympraparation gewon-
nen. Die in Mikrotiterplatten- und Kivettenformat ermittelten K; zeigen eine gute Uberein-
stimmung. Die Unabhangigkeit der Werte vom Testformat spricht einerseits fur ihre Validitét,
andererseits dafiir, dass der Fluoreszenzassay ohne Anderung der Testbedingungen in Mikro-

titerplattenformat Gbertragen werden kann

Mikrotiter platte Kivette
i K~ [nM] K [nM] Tab. C.7. Vergleich der Inhibi-
AMp 024+0,13 0,21+ 0,049 tionskonstanten der WT PR in
Ind 0,15+ 0,056 0,16+ 0,028 Mikrotiterplatten- (Ki¥) und
Nel 0,36 £ 0,146 0,38 £ 0,032 Kivettenformat (K).
Rit 0,17 + 0,085 0,16 + 0,035
Saq 0,085 = 0,045 0,066 + 0,011
C.9 Unter suchung von aus Patientenmaterial exprimierten Protea-

sen im Mikrotiter plattenfor mat

Die hier untersuchten 7 Patienten PR wurden unter Verwendung des ,,single PCR* Protokolls
( B.5.4) hergestellt.

C.91 Messung von 3 hochresistenten Proteasen aus Patientenmaterial

Nach Messung der WT PR wurden wie im Klvettenformat genotypisch als hochresistent
klassifizierte Proteasen mit zahlreichen Mutationen untersucht. Aus Griinden der Vergleich-

barkeit wurden 3 der im Kuvettenformat untersuchten PR auch in Mikrotiterplatten getestet
(Tab. C.11).
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Patient 38 (12 Aminosiureaustausche)

Patient 66 (15 Aminosiureaustausche)

PI Ki'vI [nM] RFIuoreszenz RRPC RGeﬂotyp Ki’vI [nM] RFluoreszenz RRPC RGeﬂotyp
Amp | 1,7+0,48 7 1 2 21+0,81 8,7 1 2
Ind | 4,7+0,69 30 3 >10 59+0,72 39 6 10
Nel 14+ 54 39 10 >10 36+27 99 3 10
Rit 58+19 35 12 8 15+1,0 89 6 10
Saq 81+ 85 953 1000 >10 12+1,.3 142 10 10
Patient 202 (12 Aminosaureaustausche) | Patient 205 (12 Aminoséureaustausche)
Pl Ki'vI [nM] RFIuoreszenz RRPC RGeﬂotyp Ki’vI [nM] RFluoreszenz RRPC RGeﬂotyp
Amp |2,7+0,60 11 10 4 104+18 43,3 N. d. 6
Ind [5,9+0,63 39 3 >10 51,4+8.2 343 60 >10
Nel [14,3+31 40 10 >10 143+ 15,8 397 10 >10
Rit |76+12 45 100 >10 472+ 114 295 12 >10
Sag 149+ 34 175 269 >10 226 + 46,0 2658 100 >10

Tab. C.8. K; und daraus berechnete Resistenzfaktoren ( Rgyoreszenz) VON 4 hochresistenten
Patientenproteasen. Zum Vergleich sind jeweils die Werte aus RPC-Messung (Rgpc) sowie
Genotypisierung (Rgenotyp) angefihrt.
N. d.: Nicht durchgefihrt

Aminosaureaustausche:

Patient 38: L10I, S37N, 154L, D60E, L63P, 164V, A71V, G37S, V771, 184V, L90M, 193L

Patient 66: K20R, E35D, M361, S37N, M46L, R57K, 162V, L63P, A71V, I72R, G73S, V77I,
V821, L90M, 193L

Patient 202: L10I, V11I, E35D, S37N, M46l, L63P, H69R, A71V, G73T, 184V, L90M, 193L
Patient 205: L10I, 115V, K20V, S37N, M46l, 162V, L63P, A71T, G73S, 184V, 185V, L90OM

Die Daten in Tabelle C.8 verdeutlichen den groferen Messbereich der Fluoreszenzmessung

im Vergleich zur RPC. Dies erlaubt eine genaue Quantifizierung der Resistenz auch in héher-

resistenten Bereichen.
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C.9.2 M essung von Proteasen aus Patientenmaterial mit niedriger bzw.
intermediérer Resistenz

Wie bei der Testentwicklung im Kivettenformat wurde auch in Mikrotiterplatten die Sensiti-
vitdt der Methode durch Messung von genotypisch als Uberwiegend niedrig bis intermediar

resistent klassifizierten Patienten bestimmit.

Patient 64 (8 Aminosiureaustausche) Patient 68 (7 Aminosiureaustausche)

Pl Ki'vI [nM] I:zFluoreszenz RRPC I:QGenotyp Ki'vI [nM] I:zFluoreszenz I:QRPC I:QGenotyp
Amp | 034+0,04 14 1 1 0,067 + 0,02 0,46 1 1
Ind 0,36 £ 0,08 2,1 1 1 0,13+ 0,08 0,87 1 1
Nel 12+£041 3,3 3 1 1,1+£0,20 3,0 1 1
Rit 0,35+ 0,10 2,1 1 1 0,23+ 0,02 14 1,75 1
Saq 0,31+ 0,04 3,6 1 1 0,11+ 0,01 1,3 1 1
Patient 71 (9 Aminosiureaustausche)
P K"[NM]_| Retuoresvene| Repc | Roenoyo Tab. C.9. Resistenzdaten von
Amp | 0,11+0,075 0,46 1 1 3 typisch vorwiegend als
genotyp g
Ind 0,51+ 0,29 33 1 1 intermediar klassifizierten
Nel 2,1£0,57 58 175 3 Patientenproteasen.
Rit 0,66 £ 0,17 3,9 3 1
Saq 0,56 = 0,14 6,6 1 3

Aminosaureaustausche:

Patient 64: E35D, M361, S37N, 162V, L63P, V771, V82I, 193L
Patient 68: E35D, M361, S37N, 162V, L63P, C67E, H69K
Patient 71: E35D, M361, S37N, 162V, L63P, C67E, H69K, A71T, L90OM

In Tab. C.9 stimmen die Resistenzfaktoren aus Fluoreszenzassay und Genotypisierung gut
Uberein. Der enzymatische Test ergibt dabel analog zum Klvettenformat insgesamt hohere
Werte als die Vergleichsdaten aus RPC-Auswertung und Genotypisierung. Die Ergebnisse
zeigen, dass niedrige Resistenzfaktoren im Mikotiterplattenformat mit hoher Sensitivitét a-
kannt werden. Abb. C.15 stellt die gute Korrelation von genotypischem Resistenzprofil und
funktionellem PR Assay graphisch dar.
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C.93
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Abb. C.15. Phénoty-
pisch und genotypisch
ermittelte Resistenzfak-
toren der Patientenpro-
tease 71.

Unter suchung von definierten Mischungen aus hochresistenten Pro-

Nach den Ergebnissen von Gehringer (2001) werden im Patientenmaterial vorkommende

HIV-Subpopulationen geméld ihrem Vorkommen im Patientenmaterial gleichméfdig amplifi-

Ziert und exprimiert.

Demnach enthdt die durch vorliegendes Expressionssystem gewonnene Protease verschiede-

ne Quasispezies im gleichen Verhdtnis wie das Patientenmaterial. Die Untersuchung von

Proteasen in verschiedenen Mischungsverhéltnissen erlaubt deshalb Rickschlisse auf die

Sensitivitéat des gesamten Assays beziiglich der Detektion von Quasi spezies.

In diesem Zusammenhang wurden Gemische zweler hochresistenter PR (202 und 205) mit
WT PR gemessen (Tab. C.10).

Mischungsver h. 10% 202 15% 202 5% 205 50% 205
Amp 1,7 2,1 2,4 6,7
Ind 3,1 5,7 2,7 14,7
Nel 15 3,8 2,3 16,9
Rit 24 6,5 4,8 20,8
Saq 4.8 17,6 7,8 95,2

Tab. C.10. Resistenzfaktoren in Abhangigkeit von unterschiedlichen Mischungsverhaltnis-

sen der PR 202 bzw. 205 und WT PR.
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Ein Gehalt von 10% Protease 202 bzw. 5% 205 zeigt ein deutlich von reiner WT PR abwei-
chendes Resistenzprofil. Wie erwartet, steigen die Resistenzfaktoren mit zunehmendem An-
teil resistenter Protease.

Die Detektionsgrenze ist vom Resistenzgrad der Subpopulation abhangig und kann bei hoch-
resistenten Proteasen wenige Prozente betragen. Genotypische Resistenztests erfassen Quasi-
spezies ab ca. 30% Anteil, der phanotypische Resistenztest mit Fluoreszenzauswertung ist

somit diesbeziiglich sensitiver.

C.10 Vergleich der M esser gebnisse zwischen K Givetten- und Mikr oti-

terplattenfor mat

Vor dem Erwerb eines Mikrotiterplattenfluorometers wurden mehrere Geréte getestet, die
beiden in die engere Wahl kommenden wurden durch Untersuchung von WT und Patienten
PR miteinander verglichen.

Zur besseren Vergleichbarkeit sind die Resistenzdaten dreier Patienten PR aus Kuvettenfor-
mat und den beiden Mikrotiterplattenlesegeréten in folgender Tabelle gemeinsam angegeben.

Patient 66 Patient 202 Patient 205
Pl Kivette |FI 600 |F. Asc. | Klvette |FI 600 |F. Asc. |FI 600 |F. Asc.
Amp 3,1 8,9 3,8 6,2 11 14 15,4 18
Ind 14,8 39 32 70,9 39 101 264 283
Nel 36,6 99 9 52,4 40 47 402 390
Rit 47,8 89 56 30,9 45 62 300 244
Saq 57,6 142 57 265,2 175 429 2628 1717

Tab. C.11. Resistenzfaktoren dreier Patienten PR, in Klvettenformat sowie mit den Mikroti-
terplattenlesegeraten Fl 600 und Fluoroscan Ascent bestimmt.

Die gute Ubereinstimmung der vorliegenden Resistenzdaten spricht fiir ihre weitgehende
Unabhangigkeit vom verwendeten Assayformat und der spezifischen Messtechnik.

Hierbel ist folgender Aspekt wichtig: Wenn veranderte Versuchsbedingungen die Absolut-
werte der K; beeinflussen, so betrifft dies sowohl Wildtyp als auch Patienten PR. Resistenz-
faktoren sind miteinander vergleichbar, wenn die K; der Patienten- und WT PR jeweils unter

gleichen Bedingungen gemessen wurden. Im Laufe der Weiterentwicklung des Tests sollten
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die K; der WT Protease bel Verénderungen der Testbedingungen durch gentigend Messwerte
(ca. 20 pro Pl) neu bestimmt werden.

Die Normierung der Resistenzfaktoren erfolgt durch Untersuchung von HIV-
Referenzstdmmen. Diese enthalten durch Zellkultur-basierte Assays phénotypisch gut charak-
terisierte Mutationen.
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D Diskussion

D.1 Ziel der vorliegenden Arbeit

Die Ubergeordnete Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit war die Etablierung und Wei-
terentwicklung eines enzymatischen HIV Proteaseassays zur schnellen und zuverlassigen Be-

stimmung von Resistenz gegentiber Pl bei HIV-Infizierten.

Stand der Forschung

Resistenzbildung ist ein Hauptproblem in der antiretroviralen Chemotherapie von HIV-
Infizierten (Richmann, 2001). Durch die wachsende Verbreitung der Pharmakotherapie von
HIV ist ihre Bedeutung stetig gewachsen, sowohl in qualitativer als auch in quantitativer Hin-
sicht. Zum einen steigt der prozentuale Anteil von HIV-Infizierten mit resistenten HIV-
Populationen. Andererseits steigt die Anzahl der Mutationen pro Patient und damit der Resis-
tenzgrad. Es wurden daher bereits zahlreiche Ansdtze zur in vitro Messung der HIV-
Resistenz entwickelt. Inzwischen wurde der Nutzen solcher Resistenztests sowohl in pro-
spektiven als auch in retrospektiven Studien eindeutig nachgewiesen. (D" Aquila, 1995; Har-
rigan, 1996; Durant, 1999). Eine durch Resistenzbestimmung gesteuerte Therapie vermeidet
daher Nebenwirkungen nicht mehr wirksamer Therapeutika und reduziert unnétige Therapie-
kosten.

Wie in A.5 beschrieben, lassen sich zwei Testprinzipien unterscheiden. Die genotypische Er-
mittlung der Resistenz beruht auf der Detektion der Mutationen im jeweiligen Zielenzym.
Aus dem Genotyp wird auf die Empfindlichkeit gegeniber den jeweiligen Inhibitoren ge-
schlossen. Bel der phanotypischen Resistenzbestimmung wird die Aktivitdt der untersuchten
Inhibitoren direkt gemessen, eine Kenntnis der die Resistenz verursachenden Mutationen ist
dabel nicht notwendig (Garcia-Lerma, Heneine, 2001). Die Vorteile der beiden Testkonzepte
liegen in unterschiedlichen Aspekten der Resistenzbestimmung, sie liefern also sich ergan-
zende Informationen (Vandamme et al., 2001).

Bei allen genotypischen Assays werden zunéchst die interessierenden Gene durch PCR ampli-
fiziert. Das Amplifikat wird entweder sequenziert oder durch Hybridisierung auf bekannte
Resistenzmutationen hin untersucht. Durch Sequenzierung werden alle Mutationen detektiert,
Subpopulationen kdnnen in der Regel erst ab einem Anteil von ca. 20 % nachgewiesen wer-

den (Harrigan et al., 2000). Gegenwartig sind mehrere Kitsysteme zur genotypischen Resis-
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tenzbestimmung durch Sequenzierung verfiigbar, z. B. TRUGENE™ HIV-1 Genotyping Kit
(Visible Genetics, Tonronto, Canada) oder ViroSeq™ HIV Genotyping System (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA). Die Interpretation der Sequenzen erfolgt durch systemspezi-
fische Software, die fehlende Vereinheitlichung der Auswertung erschwert jedoch den Ver-
gleich der Ergebnisse.

Auf Hybridisierung basierende genotypische Resistenztests detektieren nur bereits bekannte,
ausgewahlte Mutationen. (Garcia-Lerma, Heneine, 2001), haben jedoch eine hthere Sensitivi-
tét: So kdnnen mit INNO-LIPA (Innogenetics, Ghent Belgien) Quasispezies mit enem Anteil
unter 10 % an der Gesamtpopulation nachgewiesen werden (Stuyver et a., 1997).

Alle derzeit zur routinemaldigen Untersuchung von Pati entenmaterial e ngesetzten phanotypi-
schen Resistenztests messen die HIV-Replikation in Zellkultur in Abwesenheit und Gegen-
wart der therapeutisch angewendeten Inhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen. Die
Gene ihrer Zielenzyme werden heute meist mittels PCR amplifiziert und in HIV-Vektoren
kloniert, in denen diese Gene deletiert wurden. Die Quantifizierung der Virusreplikation a-
folgt meist durch Reportergene. Die beiden kommerziell angebotenen phanotypischen Test-
systeme PhenoSense (ViroLogic, San Francisco, CA, USA) und Antivirogram (Virco, Meche-
len, Belgien) haben einen Zeitbedarf von 2-3 Wochen und eine untere Detektionsgrenze von
500-1000 Viruskopien/ml (Miller, 2001 a). Die Sensitivitét beztiglich Subpopulationen ist mit
10-50% niedriger als bel genotypischen Resistenztests. Bei vergleichender Analyse der bel-
den kommerziellen Testsysteme haben sich bei Pl hdufiger unterschiedliche Bewertungen
ergeben alsbel RTI (Quari et a., 2002).

Der grofdte Nachtell aller Zellkultur-basierten phanotypischen Resistenztests ist ihr hoher ex-
perimenteller Aufwand. Der daraus resultierende hohe Zeitbedarf sowie die hohen Kosten
stehen einer weiteren Verbreitung entgegen. Ein diesbeziiglicher wesentlicher Fortschritt |&sst
sich nur durch grundlegend neue Testkonzepte erreichen.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Etablierung und Weiterentwicklung eines en-
zymatischen HIV-1 PR Assays verfolgt. Dabei wurde ein bereits bestehendes Expressionssys-
tem fur die Gewinnung enzymatisch aktiver HIV-1 PR verwendet (Gehringer et al., 1999;
Gehringer, 2001).

Die wichtigste Voraussetzung fur die Verwendung des Tests als Routineverfahren in der Dia-
gnostik war der Ersatz der RPC-Auswertung der PR-Aktivitét durch ein genaueres und an
hohen Probendurchsatz adaptierbares Detektionssystem. Verglichen mit kolorimetrischen
oder auf Absorption basierenden Tests (Toth et a., 1990), versprach die Fluoreszenzmessung
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die hochste Sensitivitét. In der Vergangenheit wurden bereits Assays zur enzymatischen Un-
tersuchung der HIV PR mittels Fluoreszenzauswertung entwickelt (Toth et al., 1990; Matay-
oshi et al., 1990). Diese Assays waren jedoch nicht fur die Untersuchung von Patientenmate-
rial ausgelegt, ausschliefdich HIV PR mit definierten Mutationen wurden getestet.

D.2 Konzept und Schlussfolgerungen der bisher durchgefiihrten

Unter suchungen

Der wesentliche neue Aspekt des in dieser Arbeit beschriebenen Testverfahrens ist die er
zymkinetische Auswertung von aus Patientenmaterial exprimierter HIV-1 Protease. Damit ist
erstmalig die Verwendung eines enzymatischen PR Assays als Resistenztest mdoglich.
Zunéchst wurden die Testbedingungen des Fluoreszenztests so optimiert, dass die PR Aktivi-
tat wahrend des Messzeitraums mdoglichst stabil blieb und ein ausreichend starkes Fluores-
zenzsignal erzeugt wurde (C.1.2). Als optimale Exzitationswellenlange fir PIVQ-EDANS
erwies sich 360 nM (Abb. C.4). Dieser Wert weicht etwas von dem fur reines EDANS in der
Literatur angegenbenen Wert ab (Kraft, Wang, 1994). Die Gleichheit der Exzitations- und
Emissionsspektren von reinem EDANS und Spaltprodukten des Fluoreszenzsubstrates fir 360
nm (Exzitation) und 485 nm (Emission) (Abb. C.6) ermdglichte die Eichung der verwendeten
Fluorometer mit kauflichem EDANS. Die Bestimmung der Michaeliskonstanten der WT PR
(C.2) bestétigte die Vorraussetzungen fur die Etablierung des enzymatischen Fluoreszenztests
und seiner Auswertung mittels der allgemeinen Gleichung fir festbindende Inhibitoren (Mor-
rison, 1969). Fur WT PR ergab sich eine K;,, von ca. 80 niM, Matayoshi et al. erhielten 1990
bei Verwendung eines sehr dhnlichen Substrates 103 M.

Anschlief3end wurde geprift, ob sich die Hemmung der WT PR durch die therapeutisch ein-
gesetzten Pl enzymatisch korrekt auswerten 1&sst (C.5). Die WT Ki wurden dabel mit Litera-
turwerten aus ahnlichen Fluoreszenzassays verglichen (Klabe et a., 1998). Die Inhibi-
tionskonstanten liegen sehr dhnlich, Nelfinavir weist jeweils den grofdten Wert auf (Tab. C.4).
Die Untersuchung von hochresistenten Patientenproteasen (Tab. C.5) sollte zunéchst zeigen,
dass sich auch PR mit zahlreichen Resistenzmutationen enzymatisch analog zum WT auswer-
ten lassen. Da der gesamte Assay zur Bestimmung phanotypischer Resistenz bel HIV-
Infizierten erstellt wurde, wurden Resistenzdaten der untersuchten Patienten mit Ergebnissen
des am Max von Pettenkofer-Institutes etablierten genotypischen Resistenztests verglichen.

Die Messung von niedrig resistenten Patienten ergab eine ausreichende Sensitivitét des Tests

82



(Tab. C.6). Unabhéngig vom Resistenzgrad korrelieren die phénotypischen Resistenzfaktoren
gut mit den genotypischen, liegen aber insgesamt deutlich héher (D. 4.2). So hat Patient 202
in Tab. C.5 geno- und phénotypisch die hochsten Resistenzfaktoren. Die Resistenz gegenuber
Amprenavir ist insgesamt am geringsten, die gegen Saquinavir und Nelfinavir am héchsten.
Gegenuber Auswertung mittels RPC ergibt der Fluoreszenztest eine bessere Differenzierung
der Resistenzfaktoren. In Tabelle C.6. zeigt Patient 4 jeweils die ausgepragteste Resistenz. Ob
niedrige phanotypische Resistenzfaktoren wie bei den genotypisch sensitiven Patientenproben
6, 7, und 8 eine signifikante Resistenz anzeigen, lasst sich nur durch Untersuchung grof3erer
Patientenzahlen beantworten.
Nachdem die prinzipielle Funktionsfahigkeit des gesamten Tests gezeigt wurde, erfolgte der
Transfer in Mikrotiterplattenformat als Voraussetzung fir seinen Einsatz in der Routinedia-
gnostik (C.7, C.8). Die Inhibitionskonstanten der WT PR liegen in beiden Formaten sehr dhn-
lich (Tab. C.7), Saquinavir hat jeweils den niedrigsten, Nelfinavir den héchsten Wert. Die K;
von 4 genotypisch tberwiegend hochresistenten Patienten konnten verl&sslich bestimmt wer-
den, wie die geringen Standardabweichungen in Tab. C.8 zeigen. Die Messung von 3 sensiti-
ven bzw. niedrig resistenten PR ergab eine gute Korrelation zum Genotyp mit ebenfalls hthe-
ren Resistenzfaktoren (Tab. C.9).
Waéhrend der Entwicklung und Validierung erwiesen sich folgende Aspekte als kritisch und
erforderten eine intensive Bearbeitung:
Die Registrierung der PR-Aktivitdt musste moglichst sensitiv sein, da bei Expression
aus Patientenmaterial die Ausbeute enzymatisch aktiver Protease teilweise sehr nied-
rig war. Mogliche Ursachen dafir sind die Toxizitét der HIV PR fur E. coli oder Pré&-
zipitation des Enzyms. Zusétzlich kénnen niedrige Virudast oder Mutationen inner-
halb des PR-Gens die Expression erschweren.
Die Loslichkeit des recht hydrophoben Fluoreszenzsubstrates in wassrigen Losungen
ist relativ gering und von Testbedingungen (z. B. DM SO-Gehalt, Temperatur) abhan-
gig.
Da das Neuartige des vorliegenden enzymatischen Assays die Resistenzbestimmung aus Pati-
entenmaterial ist, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit hauptséchlich Wildtyp- und
Patienten PR untersucht. Anhand dieser Messungen wurde der gesamte Resistenztest,

insbesondere der Fluoreszenzassay optimiert.
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D.3 Zusammenfassende Bewertung des gesamten Resistenztests

zum aktuellen Stand

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war ein bestehendes Expressionssystem fur HIV-1
Protease aus Patientenmaterial in E. coli (Gehringer, 2001). Durch die Etablierung des Fluo-
reszenzmessverfahrens konnte erstmalig ein enzymatischer HIV-1 PR Resistenztest entwi-
ckelt werden. Die bisherigen Ergebni sse zeigen:
Die Aktivitét der rekombinant in E. coli exprimierten HIV PR wird durch die thera-
peutisch eingesetzten Pl effizient gehemmt. Diese wirken sowohl bei WT- als auch bei
aus Patientenmaterial exprimierten Proteasen a's kompetitive festbindende Inhibitoren.
lhre Inhibitionskonstanten lassen sich unter den Testbedingungen reproduzierbar
bestimmen.
Durch das derzeit eingesetzte, verbesserte Expressionssystem unter Verwendung einer
»hested-PCR" kann bel Verwendung von Patientenmaterial als Ausgangsmaterial aus-
reichend HIV PR fur die Erstellung eines kompletten Resistenzprofils erhalten wer-
den. Die untere Amplifkations- und damit auch Expressionsgrenze liegt mit dem jetzi-
gen Protokoll bel ca. 1000-2000 Geg/ml.
Die Inhibitionskonstanten der Pl sind vom Format des Fluoreszenztests unabhangig.
Der im Klvettenformat etablierte PR Assay wurde deshalb zum Durchsatz einer to-
hen Probenzahl auf ein 96-Well Mikrotiterplattenformat Ubertragen.
Sowohl Sengitivitét als auch Spezifitét sind hoch. So konnten 5% einer hochresisten-
ten PR neben WT im Uberschuss nachgewiesen werden, es wurde keine unspezifische
Spaltung des Substrates z. B. durch E. coli Proteine beobachtet. Die Ergebnisse zeigen
bei niedrig und bei hochresistenten Patienten eine gute Korrelation zu genotypischen
Resi stenzdaten.
Der Zeitbedarf fur die Durchfihrung des gesamten Tests liegt bei 78 Arbeitstagen
und damit deutlich unter demderzeit eingesetzter Resistenztests in Zellkultur.
Bei den bisher untersuchten Patienten wurden die Ergebnisse des PR-Resistenztests mit geno-
typischen Resistenzdaten verglichen. Die enzymatische Resistenzbestimmung lieferte dabei
hauptsachlich in folgenden Féllen wichtige zusétzliche bzw. von genotypischen Daten abwei-
chende Informationen:
wenige Mutationen im PR-Gen mit sensitiver bis intermedidrer genotypischer Einstu-

fung. Der Fluoreszenztest kann durch die insgesamt hoheren Resistenzfaktoren diese
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auch besser differenzieren und quantifizieren Probe 7 und 8 (Tab. C.6) sowie Probe 71
(Tab. C.9).

unklare/fragliche Resistenz gegen neu entwickelte Pl (Atazanavir, Lopinavir), fir die
bisher nur wenige Resi stenzmutationen beschrieben wurden.

zahlreiche Sekundarmutationen, deren Interaktionen schwer vorhergesagt werden
koénnen. So zeigt Patientenprobe 205 gegentiber 202 (Tab. C.8) bei vergleichbarer ge-
notypischer Einstufung héhere phanotypische Resistenzfaktoren.

Die Plausibilitét und biologische Wertigkeit der Ergebnisse wurde durch Vergleich der im
enzymatischen Assay eingesetzten Pl Konzentrationen mit Angaben zu ihrer minimaen
Plasmakonzentration in vivo geprift. Diese muss dabei durch einen Korrekturfaktor dividiert
werden, der die Bindung der Pl an Plasma-Proteine beriicksichtigt. Auf diese Weise erhielten
Montaner et al. (2001) fir die klinisch eingesetzten Pl in Ublicher Dosierung Werte von
4-105 nM. Sie liegen um das 50-1250 fache hoher als die im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit enzymatisch gemessenen K; fir WT Protease (Tab. C.7). Diesist plausibel, dain vivo die
HIV PR nicht als freiles Enzym vorliegt, sondern an zellulére und virale Strukturen gebunden
ist.

Mit dem vorliegenden Assay kann aus Patientenmaterial exprimierte HIV PR auch Uber die
Bestimmung der K; hinaus enzymatisch untersucht werden. Die Ermittlung der Michaeliskon-
stante gibt Aufschluss Uber die Auswirkung von Mutationen auf die Affinitdt der HIV Protea-
se zum Fuoreszenzsubstrat. Durch GI. B.6 kann die katalytische Konstante k.; berechnet
werden.

Der Quotient k../Kn,ist ein Mal3 fur die katalytische Effizienz eines Enzyms (Wilson et al.,
1997). Durch Kenntnis der katalytischen Effizienz der HIV PR sind Riickschlisse auf die
Replikationsfahigkeit der jeweiligen Mutante moglich. Von der Ermittlung der , Fitness® der
Viruspopulation eines Patienten erhofft man sich in Zukunft &nlich wie von in vitro Ress-
tenzbestimmungen Informetionen zur Steuerung der antiretroviralen Therapie (Mammano,
2000; Larder, 2001; Miller, 2001 a).
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D.4 Vergleich desvorliegenden Assays mit Zellkultur-basierter Re-

sistenzbestimmung

Alle derzeit in der Routinediagnostik verwendeten Assays zur phanotypischen Resistenzmes-
sung der HIV Protease basieren auf der Messung des Wachstumsverhaltens von rekombinan-

tem HIV in Zdlkultur (A.5.2.1).
In Tabelle D.1 ist der in dieser Arbeit weiterentwickelte Resistenztest mit diesen Verfahren

verglichen.
Enzymatischer HIV PR Bestimmung der HIV PR
Resistenztest Resistenz in Zellkultur
Mindestdauer 5d + 3 h/ Patient 2-3w
Kosten Relativ niedrig Hoch
(ca. 250-375 €) (ca. 750-1000 €)
Sensitivitat Hoch 10-40% (der Gesamt-
< 10% population)
Messbereich Grol3 kleiner
Standardisierbarkeit Standardisierung durch Zellkultur schwierig zu stan-
Mitmessen der WT- Protea- dardisieren
se auf jeder Platte ver-
gleichsweise gut mdglich
Anwendungsbreite Nur PR PR, RT, auf weitere Enzyme
erweiterbar

Tab. D.1. Vergleich zwischen enzymatischem HIV PR-Resistenzassay und Zellkultur-
basierten Verfahren der HIV Resistenzbestimmung.
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D.41 Zeitbedarf flir gesamten Resistenztest bei Auswertung im Mikroti-

terplattenfor mat

Phénotypische Testsin Zellkultur bendtigen in der Regel 2-4 Wochen, was im klinischen All-
tag haufig zu lang ist (Flexner, 2000).

Der wichtigste Vorteil des hier beschriebenen Assays ist deshalb sein vergleichsweise gerin-
ger Zeitbedarf:

Extraktion (RT-) PCR der vira- Rekombinante Ex- Fluoreszenzmessung

der Nuklein- len RNA bzw. der pression und Prapa- und enzymkinetische

saure proviralen DNA ration der HIV PR Auswertung

| >
2h 10h 4d 3 h/Patient

Abb. D.1. Schema des zeitlichen Ablaufs des gesamten Resistenztests.

Diese Zeitangaben gelten bel Verwendung vorpipettierter Mikrotiterplatten, die bel -20°C
mehrere Wochen haltbar sind. Dabei werden die in grof3en Ansétzen hergestellten Reaktions-
l6sungen fur den Fluoreszenztest in die Mikrotiterplatten vorpipettiert und diese eingefroren.
So wird einerseits der Arbeitsaufwand verringert und andererseits eine grof3ere Konstanz zwi-
schen den einzelnen Messungen erreicht. Der Zeitbedarf des gesamten Resistenztests betragt
unter diesen Bedingungen flr 4 Patienten 6 Arbeitstage. Insgesamt estreckt sich der Ablauf
des Assays dabei auf knapp 40 h, davon sind 16 bis 18 h effektive Arbeitszeit.

Die Lagerungsfahigkeit vorpipettierter Platten bei ca. -20°C erlaubt eine flexible zeitliche

Gestaltung der Fluoreszenzmessung.

D.4.2 Sensitivitat

Die Sensitivitét des Assays wurde sowohl durch Messung niedrig resistenter HIV PR als auch
durch Messung von definierten Mischungen aus hochresistenten und WT PR untersucht. Ge-
notypisch als sensitiv bzw. niedrig resistent eingestufte Proteasen ergaben im enzymatischen
Assay hohere Resistenzfaktoren. Dies bestétigt sich in der Literatur: Maschera et d. (1995)
beobachteten bei der Untersuchung von HIV PR mit definierten Mutationen der enzymati-

schen Untersuchung 10- bis 79-fach hohere Resistenzfaktoren gegenuiber phénotypischen Er-
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gebnissen aus Zellkultur. Ahnliches wurde von Klabe et al. 1998 berichtet. Eine mdgliche
Ursache dafUr ist der direkte Kontakt zwischen Inhibitor und Protease, sowie das Fehlen Zell-
kultur-spezifischer Faktoren (z. B. Zelltyp, Wachstumsgeschwindigkeit) im enzymatischen
Assay. Die Tatsache, dass im Fluoreszenztest auch bei genotypisch als niedrig resistent bis
sensitiv eingestuften Proteasen hohere Resistenzfaktoren gemessen wurden, ist aus folgendem
Grund bedeutsam: Nach Angaben in der Literatur ergeben HIV PR mit wenigen Mutationen
bei phanotypischer Untersuchung in Zellkultur haufig keine messbare Resistenz (Hertogs et
al., 1998; Petropoulos et a., 2000). Unabhangig von der noch zu untersuchenden klinischen
Relevanz solcher niedriggradiger Resistenz hat der enzymatische Fluoreszenztest hier eine
hohere Sensitivitét. Er erlaubt eine genauere Differenzierung und Quantifizierung niedriggra-
diger Resistenzen. Die hohe Sensitivitét bestétigte sich auch bei der Messung von Mischun-
gen aus hochresistenten und WT Proteasen: Die Zugabe von 5% einer hochresistenten PR zu
WT PR konnte noch reproduzierbar nachgewiesen werden (C.9). Der grol3e Messbereich des
enzymatischen Assays stellt somit eine hohe Sensitivitét sowohl bel der Detektion niedrig
resistenter Proteasen als auch beziglich eventuell vorhandener Quasispezies sicher. Dieser
Sensitivitatsgewinn ist vor alem bei paralel vorliegenden Quasispezies mit unterschiedli-
chem Resistenzprofil bedeutsam, da phénotypische Resistenzbestimmung hier verlassliche
und wesentlich einfacher zu interpretierende Ergebnisse liefert. Literaturangaben zufolge
werden die bisher verflgbaren phanotypischen Resistenztests in Zellkultur jedoch gegentiber
genotypischen Assays as weniger sensitiv beztiglich der Detektion von Subpopulationen mit
kleinem prozentuellen Anteil angesehen (Rodriguez-Rosado et al., 1999). Diese werden in der
Regel erst ab einem Anteil von 10-40% an der Gesamtpopulation detektiert (Petropoul os et
al., 2000; Hanna, D"Aquila, 2001).

Die untere Amplifikationsgrenze der ,,nested PCR* und damit die Detektionsgrenze des ge-
samten Resistenztests liegt nach bisherigen Erfahrungen bei 1000-2000 Geg/ml (Strommer,
personliche Mitteilung). Fur phanotypische Resistenztests in Zellkultur werden in der Litera-
tur dhnliche Werte angegeben (Flexner, 2000; Hanna, D" Aquila, 2001).

D.4.3 Kosten flr gesamten Resistenztest

Die Kosten fur den Assay setzen sich pro Patient aus ca. 100 € Materialkosten, sowie ca.
125 € fur die Arbeitszeit des Laborpersonals zusammen. Diese Summen gelten bel gemein-
samer Expression von 4 HIV Proteasen aus Patientenmaterial und Verwendung vorpipettier-
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ter, bel -20°C gelagerter Platten. Das Fluoreszenzsubstrat verursacht dabei mit ca. 50 €/Platte
den Hauptanteil der Materialkosten.

Phanotypische Assays in Zellkultur sind mit 700-1000 $ deutlich kostspieliger (Flexner,
2000).

Durch diesen deutlichen Preisvorteil des enzymatischen Assays konnte die phanotypische
Resistenzbestimmung fir wesentlich mehr Patienten verfligbar gemacht werden. Durch die
vergleichsweise schnelle Verfugbarkeit des Ergebnisses ist es auch sinnvoll, den Test in kir-

zeren Abstanden durchzufthren, wenn das Auftreten von Resistenzen vermutet wird.

D.5 Vorteile und Nachteile des enzymatischen Resistenztests

Aus den bisherigen Ergebnissen des enzymatischen PR-Resistenztests in seiner derzeitigen
Form ergeben sich gegeniiber den bisher verwendeten phanotypischen Assays folgende wich-
tige Vor- und Nachteile:

Niedriger Zeit- und Kostenaufwand

Die Entwicklung eines schnellen, zuverléssigen Testprotokolls ohne die Anwendung von
HIV-infizierter Zellkultur war das wichtigste Ziel der vorliegenden Arbeit. Abbildung D.1
verdeutlicht, dass ein vollstandiges Resistenzprofil gegen die derzeit verwendeten Pl inner-

halb einer Woche erstel It werden kann.

Hohe Sensitivitéat
Die Resistenzfaktoren des Fluoreszenztests sind héher als genotypische oder phanotypisch
Zdllkultur-basierte Resistenzdaten (D.4.2). Dies gilt sowohl fir hoch- as auch fir niedrig

resistente Patienten.

Der grofite Nachteil des bestehenden Verfahrens ist seine Beschrankung der Resistenzmes-
sung auf die HIV PR, die RT kann mit dem Fluoreszenzassay nicht untersucht werden. Diein
vitro Messung der RT-Aktivitét erfordert grundlegend andere Testkonzepte, wie z. B. Amp-
RT Assay (Garcia-Lermaet d., 1999; Vasquez-Rosales et al., 1999).
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D.6 Ausblick, zuktunftige Experimente

D.6.1 Validierung des gesamten Resistenztests

D.6.1.1 Untersuchung von HIV-Referenzstdmmen

Die Resistenzbestimmung von HIV-Isolaten mit bekannten, gut charakterisierten Mutationen
ermoglicht die Korrelation der durch den eigenen Test ermittelten Resistenzfaktoren mit Zell-
kultur-basierten phanotypischen Testergebnissen und genotypischen Resistenzdaten.

Zur Zeit werden Messungen von HIV-Isolaten aus Zellkultur durchgefuhrt. Anders als Patien-
tenmaterial enthalten diese Isolate ausschliefdlich bereits charakterisierte Mutationen und kei-
ne Quasispezies. Dies ermdglicht einen direkten und validen Vergleich mit Ergebnissen aus
unterschiedlichen phanotypischen Tests. Auch die Korrelation zu genotypischen Resistenzda-
ten ist wegen des Fehlens von Quasispezies aussagekraftiger. Um die gleichen Testbedingun-
gen wie bei der Untersuchung von Patientenmaterial zu gewahrleisten, wird als Ausgangsime-

terial RNA verwendet, die aus ZellkulturUberstand extrahiert wurde.

D.6.1.2 Ermittlung analytischer (technischer) Grenzwerte
Im Zuge der Einflhrung des Resistenztests in die Routinediagnostik ist die Bestimmung des
analytischen , Cut-off“—Wertes fir jeden Pl geplant (A.5.2.3). Dies erfolgt durch Untersu-
chung des HIV WT in voneinander unabhangigen Testdurchgangen.

D.6.1.3 Korrelation der Resistenzdaten mit dem klinischen Verlauf

Die Korrelation der Testergebnisse mit klinischen Verlaufsdaten (A.5.4) liefert wichtige In-
formationen zur Bewertung der Resistenzfaktoren im Hinblick auf die in vivo Wirksamkeit
der PI, wenn auch die genaue Festlegung der ,clinica cut-offs® bel phanotypischen Resis-
tenztests schwierig ist (A.5.3). In mehreren Studien wurde bei Patienten nach Therapieversa-
gen der Nutzen von Resistenzbestimmungen geprift. In der VIRADAPT-Studie wurde die
Therapieumstellung in einem Studienarm nach Ergebnissen der genotypischen Resistenzbe-
stimmung und in der Kontrollgruppe nach klinischer Erfahrung (,standard of care®) vorge-
nommen. Die Patientengrupe mit Resistenztest zeigte einen signifikant darkeren Abfall der
HIV-RNA (Durant et a., 1999). Analoge Resultate fir den phanotypischen Antivirogramm
Assay (Virco) wurden von Cohen et al. (2000) berichtet. Mit den derzeit verfigbaren Resis-
tenztests kann nach Rusconi et al. (2000) eher bel Resistenz als bei Sensitivitét von in vitro

auf die in vivo Situation geschlossen werden.
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Ein dhnlicher Vergleich des eigenen Resistenztests mit ,, standard of care” nach Therapiever-
sagen ist in Kooperation mit der Infektionsambulanz der Medizinischen Poliklinik as pro-
spektive Studie geplant. Die Wirksamkeit der neu eingestellten antiretroviralen Therapie wird
durch klinische Verlaufsparameter, z. B. Virudast und CD4—Zahl in einem festgel egten Beo-
bachtungszeitraum (ca. 1 Jahr), Gberprift.

D.6.2 Expression der HIV Protease mittels gekoppelter in vitro

Transkription/Trandation

Da der Fluoreszenztest im 96-Well Format fur hohen Probendurchsatz etabliert werden konn-
te, nimmt die rekombinante Expression der HIV Protease in E. coli den weitaus grofiten Tell
der flr den gesamten Resistenztests benétigten Zeit in Anspruch.

Die Vereinfachung dieses Schrittes im Testablauf verspricht daher den groféten Zeitgewinn.
Hier ist diein vitro Transkription/Trand ation ein erfolgversprechendes Verfahren.

Dabel finden Transkription und Translation des jeweiligen Proteins nicht in Kompartimenten
lebender Zellen statt, sondern in vitro in einem nicht kompartimentierten Reaktionsmedium.
Dieses besteht hauptséchlich aus Zellysat, das die notwendigen Komponenten, wie Polymer-
asen und Ribosomen enthélt. Als Edukte der Transkriptions- und Translationsreaktion dienen
Nukleotide und Aminosduren. Grundsétzlich kdnnen Lysate aus unterschiedlichen Zellen wie
z..B. E. coli oder Kani nchenerythrozyten eingesetzt werden.

Im vorliegenden Resistenztest gewdahrleistet die Verwendung eines E. coli Lysates die beste
Vergleichbarkeit mit dem bisher verwendeten Expressionssystem.

Derzeit werden mehrere Kitsysteme kommerziell angeboten, die solche Lysate verwenden.
Mit RTS 500 (Roche, Penzberg) wurde in eigenen Vorexperimenten enzymatisch aktive HIV
PR exprimiert. Dabei wurde das amplifizierte PR-Gen mit einem zu diesem Zweck mitgelie-
ferten Vektor ligiert, das entstehende zirkulare Plasmid diente als , Template” fur die kombi-
nierte Transkription/Trand ation.
Am zeitsparendsten wére die Verwendung des PR-Amplifikates als Template. Der gesamte
Resistenztest konnte so in 4 Tagen durchgefihrt werden.

Die Expression der HIV PR in vitro ist aul3erdem weniger Stérgrof3en ausgesetzt als die Ex-
pressionin E. coli, eine bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist deshalb zu erwarten.
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D.7 Nutzen des Assaysin der Patientenbetreuung, mogliche
Einsatzfelder

Der Nutzen der Resistenzbestimmung in der HIV-Therapie wird heute allgemein anerkannt.
Resistenz gegen antiretrovirale Pharmakotherapie aulfert sich in der Regel in einer Zunahme
der Virudlast. Da die Hohe der Viruslast deutlich mit der tellweise irreversiblen Krankheits-
progression korreliert (Mellors et al., 1996), wird gerade bei der HIV Infektion eine méglichst
vollstdndige Hemmung der Virusreplikation angestrebt. Resi stenzbestimmmung kann je nach
klinischer Situation helfen, die Viruslast nach Therapieversagen rasch und effizient zu senken
oder bereits ein Ansteigen zu verhindern. Dies dient zur Pravention schwerer HIV-assoziierter
Neoplasien und opportunistischer I nfektionen.

Der worliegende Resistenztest erlaubt erstmalig die enzymatische Bestimmung phanotypi-
scher HIV-1 Proteaseresistenz. Dies bringt gegenuiber Assays in Zellkultur eine wesentliche
Reduktion des Zeit- und Kostenaufwandes mit sich. Dartiber hinaus sind die apparativen An-
forderungen deutlich geringer. Sofern die Voraussetzungen zur bakteriellen Expression und
enzymatische Untersuchung der Protease vorliegen, kann der Assay in den Routinebereich
eines virologischen Institutes eingegliedert werden.

Phanotypische Resistenzmessung kann deshab durch den vorliegenden Test einem gréferen
Patientenkollektiv verfiigbar gemacht werden.

Der Hauptvortell des vorliegenden Assays gegenuber den bisher angewendeten phanotypi-
schen Resistenztests ist die Verflgbarkeit der Ergebnisse innerhalb einer Woche sowie die
hohe Sengitivitdt (D.4.1 und D.4.2). Dies ist in alen klinischen Situationen bedeutsam, da
eine hohe Viruslast bei insuffizienter Therapie zeitabhéngig zu einer irreversiblen Schadigung
des Immunsystems fuhren kann. Zudem fordert suboptimale Therapie in resistenten HIV Pro-
teasen das Auftreten von kompensatorischen Mutationen, die die ,Fitness® der mutierten
Quasi spezies erheblich verbessern konnen (Nijhuis et a., 1999).

Der Zeitfaktor spielt eine besondere Rolle in nachfolgend angefihrten klinischen Situationen,
fUr die Resistenzbestimmung von der ,, EuroGuidelines Group for HIV Resistance® 2001 aus-
drtcklich empfohlen wird (A.5.4).

Akute HIV-Infektion
Der vorliegende Assay ermdglicht eine rasche, auch Quasispezies berticksichtigende Anpas-

sung der Pharmakotherapie an das individuelle Resistenzprofil des Patienten. Die Viruslast
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des Patienten kann so rasch und effizient gesenkt werden, was fir den weiteren Verlauf der
HIV-Infektion wichtig ist (Correy et a., 2001; van Rossum et a., 2002). Resistenzbesti m-
mung hat fir diese neue Therapieindikation wahrscheinlich eine grofdere Bedeutung als bel
chronischer HIV-Infektion und Therapieversagen (Flexner, 2000).

HIV-Infektion in der Schwangerschaft

Um das Risiko einer vertikalen Ubertragung moglichst stark zu verringern, ist eine rasche
Identifikation und Verabfolgung voll wirksamer, nicht resistenzassoziierter Pharmaka wichtig
(Hirsch et al., 2000). Aufserdem muss jede Pharmakotherapie in der Schwangerschaft beson-
ders genau abgewogen werden.

Postexpositionsprophylaxe (PEP) nach HIV-Exposition

Die Entscheidung Uber eine PEP mit antiretroviralen Medikamenten hangt hauptsachlich vom
Infektionsrisiko ab und muss rasch getroffen werde, daihre Wirksamkeit im hohen Mal3 vom
Zeitpunkt ihres Beginns abhangt (CDC, 1998). Da die PEP in der Regel tUber 2 Wochen
durchgefiihrt wird, kann sie nur bel sehr schneller Verflgbarkeit der Resistenzergebnisse

(moglichst unter einer Woche) an diese angepasst werden.

Untersuchung der Aktivitat neuer PI

Zur Anwendung phanotypischer Resistenztests in préklinischen Studien neuer Pl kdnnen kla-
re Empfehlungen gegeben werden (Richman, 2000): Zunédchst wird die Aktivitdt des neuen
Wirkstoffes gegentiber verschiedenen WT-Isolaten sowie gut charakterisierten resistenten
HIV-Stdmmen gemessen. Anschlief3end erfolgt die Untersuchung klinischer Isolate mit unter-
schiedlichem Resistenzprofil gegentiber bereits zugelassenen PI.

Mehrfach vorbehandelte Patienten mit komplexen Mutationsmustern weisen haufig Resisten-
zen gegen neue, noch nicht zugelassene Inhibitoren auf. (Harrigan, Cote, 2000). Viele Auto-
ren fordern daher eine umfangreiche Untersuchung der Aktivitdt neuer Inhibitoren gegen
hochresistente HIV-Isolate bereits wahrend ihrer Entwicklungsphase (Palmer et al., 1999;
Harrigan, Cote, 2000;). Dies ist gerade fur Pl wegen der Haufigkeit von Kreuzresistenzen
wichtig. AulRerdem werden dle fir die genotypische Resistenzbestimmung notwendige In-
formationen zur Bewertung von Aminosaureaustauschen zunéchst durch phénotypische Tests
und epidemologische Daten gewonnen.

Die Testdurchfiihrung prédestiniert den vorliegenden Assay flr dieses Einsatzgebiet, da mit
vergleichsweise geringem Aufwand einerseits definierte Mutationen und andererseits Patien-

tenmaterial nach Verabfolgung neuer Pl in klinischen Studien untersucht werden kdnnen.
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AuRBerdem wird im Unterschied zu den gebrauchlichen phanotypischen Verfahren die HIV-1
PR vollig unabhangig von der RT exprimiert und ihre Resistenz bestimmt.
Der Bedarf an Methoden zur in vitro Resistenzbestimmung von HIV wird aus verschiedenen
Grinden in Zukunft steigen:
Resistenzen werden durch die zunehmende Zahl der antiretroviral therapierten Patien-
ten an Bedeutung gewinnen.
Durch die Entwicklung neuer Préparate mit teilweise vollig anderen Wirkmechanis-
men stehen im Falle von Resistenzen zunehmend aternative Therapieoptionen zur
Verfuigung, deren Einsatz rational zu prifen ist.

Der vorliegende Test ist wegen des niedrigen Zeit- und Kostenaufwands sowie der hohen
Sengitivitét ein vielversprechendes Verfahren zur phanotypischen HIV Resistenzbestimmung.
Die groliten Vorteile bietet er in Konstellationen, in denen diese Eigenschaften besonders
wichtig sind.

Epidemiologische Untersuchungen zur Ubertragung resistenter HIV Stamme und Resistenz-
messungen von in Entwicklung befindlichen Pl sind weitere sehr geeignete Anwendungen des
enzymatischen Proteaseassays.,

Seine Weiterentwicklung und klinische Validierung lohnt sich deshalb sowohl aus rein wis-

senschaftlicher al's auch aus diagnostisch-klinischer Sicht.
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ZUSAMMENFASSUNG

In der Pharmakotherapie der HIV-Infektion wurden in den letzten Jahren beachtliche Fort-
schritte erzielt. Die derzeit eingesetzten Inhibitoren der beiden HIV-Enzyme Protease (PR)
und Reverse Transkriptase (RT) haben als Kombinationstherapie zu einer deutlichen Abnah-
me der Mortalitét von HIV-Infizierten bel verbesserter Lebensqualitdt gefuhrt. Da HIV durch
keine bisher verfligbare Therapie aus dem Korper eliminiert werden kann, muss die antivirale
Therapie nach dem heutigen Kenntnisstand vermutlich Iebenslang fortgefuhrt werden. Die
lange Behandlungsdauer und die hohe Mutationsrate von HIV begiinstigen das Auftreten von
Resistenzmutationen. Tats&chlich sind klinisch man feste Resistenzen eines der wichtigsten
Probleme bei der Pharmakotherapie der HIV-Infektion.

In unterschiedlichen klinischen Situationen besteht ein Bedarf an objektiver und mdglichst
quantitativer Messung von HIV-Resistenzen gegen die therapeutisch eingesetzten Inhibitoren.
Daher wurden zahlreiche, konzeptionell sehr unterschiedliche Testverfahren entwickelt, mit
deren Hilfe Resistenz entweder genotypisch oder phanotypisch ermittelt werden kann.
Genotypische Resistenztests erkennen spezifische Mutationen in den Genen der viraen En-
zyme, den resultierenden Aminosdureaustauschen sind jeweils Resistenzfaktoren zugeordnet.
Durch das Mutationsmuster der HIV-Population eines Patienten (Genotyp) kann so ein indi-
viduelles Resistenzprofil erstellt werden. Die Schwierigkeit liegt hier weniger im Nachweis
der Mutationen, als in der Interpretation des Mutationsmusters bezliglich der Resistenz gegen
die einzelnen therapeutisch eingesetzten Inhibitoren.

Phénotypische Resistenztests messen direkt die Virusreplikation oder die Aktivitét des viralen
Enzyms in Gegenwart der zu untersuchenden Inhibitoren. Dies erfolgt unabhéngig von den
zugrundeliegenden Mutationen. Resistenzfaktoren ergeben sich direkt aus den Messergebnis-
sen, sie sind nicht Ergebnis einer komplexen Interpretation.

Der Nachteil phénotypischer Resistenzbestimmung sind die komplexen und besonders bei
Zdlkultur-basierten Assays sehr aufwendigen Testablaufe. Die Bearbeitungszeit liegt hier
meist bei mehreren Wochen, der Preis kommerziell angebotener Verfahren betragt ca
1000 €/ Bestimmung (Flexner, 2000).

Enzymatische phénotypische Tests sind deutlich schneller, ihre Entwicklung und Durchfiih-
rung ist jedoch ebenfalls technisch anspruchsvoll. Wahrend mehrere Verfahren zur enzymati-

schen Messung der Reversen Transkriptase entwickelt wurden, existiert derzeit kein Assay
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zur enzymkinetischen Bestimmung phanotypischer HIV Proteaseresistenz aus Patientenmate-
rial.

In der Arbeitsgruppe von der Helm wurde ein Protokoll zur Expression und Reinigung der
HIV Protease aus Patientenmaterial entwickelt (Gehringer et a., 1999, Gehringer, 2001).
Nach PCR-Amplifikation des PR-Gens wird das Enzym in aktiver Formin E. coli exprimiert.
Die Messung der Resistenz erfolgte durch Ein-Punkt Messung des in einem definierten Zeit-
raum gespaltenen PR-Substrates in Gegenwart der Pl in verschiedenen Konzentrationen. Die-
ses wissenschaftlich experimentelle Verfahren war mit einem Zeitbedarf von ca. 30 min pro
eingesetzter Konzentration eines Pl sehr aufwendig und zudem relativ ungenaul.

Da die Einfuhrung des Assays in die Diagnostik geplant ist, war das Hauptthema vorliegen-
der Arbeit die Etablierung eines Fluoreszenz-basierten Auswerteverfahrens zur sensitiven
Bestimmung der phanotypischen HIV Proteaseresistenz. Die jewells untersuchte HIV Protea-
se spaltet dabei ein mit einem Fluorophor markiertes Substrat, die registrierte Fluoreszenzzu-
nahme ist proportional zum Stoffumsatz.

Die Testbedingungen wie Temperatur, pH-Wert, Konzentration der beteiligten Reaktionspart-
ner wurden zunédchst in einem Kivettenformat entwickelt. Nach Etablierung von Testbedin-
gungen, die einen stabilen Testablauf mit reproduzierbaren Resistenzergebnissen gewéhrleis-
ten, wurde der Assay auf 96-Well Mikrotiterplattenformat Ubertragen. Das vollstandige Resis-
tenzprofil einer HIV Protease gegen die therapeutisch eingesetzten Inhibitoren kann auf einer
einzelnen Mikrotiterplatte bestimmt werden. Somit erfordert der gesamte Resistenztest von
der RNA Extraktion bis zur enzymatischen Fluoreszenzmessung 7-8 Arbeitstage und ca
300 € Materialkosten. Gegentiber Resistenztests in Zellkultur ist dies deutlich schneller und
preisginsti ger.

In beiden Formaten wurden die Ergebnisse durch Vergleich mit Daten der im Max von Pet-
tenkofer-Institut routineméafdig durchgefiihrten genotypischen Resistenzbestimmung validiert.
Das Patientenmaterial wurde dabei so ausgewahlt, dass mdglichst das gesamte Spektrum von
sensitiv bis hochresistent abgedeckt war. Geno- und phanotypische Resistenzfaktoren zeigten
insgesamt eine gute Ubereinstimmung.

Die enzymkinetisch ermittelten Resistenzfaktoren waren meist deutlich hdher a's die genoty-
pischen Vergleichsdaten. Angaben in der Literatur bestétigen dies: So beobachteten Maschera
et a., (1995) im enzymatischen Proteaseassay hohere Resistenzfaktoren gegentiber Zellkul-
tur-basierten phanotypischen Tests. Dies bewirkt eine hdhere Sensitivitét beztglich der De-
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tektion sowohl von niedrigen Resistenzfaktoren as auch von Subpopulationen mit geringem
prozentualen Antell.

Phanotypische Resistenzmessung kann mit dem vorliegenden Test fir einen grof3eren Patien-
tenkreis verfigbar gemacht werden. Durch die enge Kooperation mit der Infektionsamb ulanz
der Medizinischen Poliklinik der Universitét MUnchen bestehen gute V oraussetzungen fir die
klinische Prifung des Assaysin der Virusdiagnostik des Max von Pettenkofer-Institutes. Dies
erleichtert die weitere Validierung des neu etablierten Verfahrens an Patientenmaterial, sowie
die Untersuchung von Resistenzen gegen neue Proteaseinhibitoren vor der Verfligbarkeit ge-
notypischer Daten.
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