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Vorwort

Die HIV-Replikation in 9 Kapitel

Am Institut fiir Virologie und Immunbiologie der Univer-
sitdt Wiirzburg haben wir in den letzten Jahren ein sehr
anspruchsvolles Modulsystem fiir das Fach Virologie im
Bereich der Biologie Bachelor- und Master-Ausbildung
entwickelt.

Dieses Buch ist entstanden als Versuch die Lehre fiir Bach-
elor- und Masterstudenten zu verbessern. Mir war ein ver-
mehrtes auf ,,Kurzzeitgedachtnis“-lernen seit der Einfiih-
rung der Bachelor- und Master-Abschliisse aufgefallen,
denn all die Vorlesungs- und Seminarstunden waren von
wenig anhaltendem Lernerfolg begleitet. Im ersten Schritt
hatte ich deshalb versucht auch die Lehre fiir die Biologie-
studenten problemorientiert zu gestalten. Dies hatte zwar
eine groflere Motivation zur Folge - jedoch blieb ein lange

anhaltender Lernerfolg trotzdem aus.

Dieses Buch stellt nun einen neuen Versuch dar, anhalten-
des Wissen zu vermitteln und dabei die Begeisterung der
Studenten fiir das Fach Virologie zu wecken. Jeder Stu-
dent hatte hier die Aufgabe einen Abschnitt des HIV-Repli-
kationszykluses darzustellen. Dabei sollte das Niveau der
Beitrdge an den Stand der Forschung heran fithren und
gleichzeitig verstiandlich dargestellt sein. Im ersten Schritt
hat jeder Teilnehmer seine Stoffsammlung den anderen
Studenten vorgestellt. Danach wurde gemeinsam eine Aus-
richtung des Kapitels beschlossen. Diese Auswahl wurde
von den beteiligten Studenten selbst getroffen, so dass die-
ses Buch als ein wirklich gemeinsames studentisches
Werk gesehen werden kann. Jedes Kapitel wurde von ei-
nem Studenten geschrieben, so dass jedes Kapitel auch
seinen eigenen Schreibstil hat. Die Kapitel wurden an-
schlieBend auf sachliche Fehler gepriift. Ich denke, dass

vorliegende Ergebnis spricht fiir sich und die Autoren.

Leider sind drei Studenten vorzeitig aus dem Projekt aus-
geschieden. Dies hinterlieB3 Liicken, die wir nicht so leicht
schlieBen konnten. Wir mdchten uns deshalb besonders
bei Rebecca Moschall und Frank Hillebrand bedanken,
die den Text fiir ein Kapitel zur Verfiigung gestellt haben,

obwohl sie nicht am Projekt beteiligt waren.

Die Autoren dieses Buches wiirden sich wiinschen, dass
sich mehr Gruppen finden, um Lehrbiicher selbst zu erstel-
len und kostenlos zur Verfligung zu stellen. Auch freuen
wir uns lber Textkorrekturen und Ergénzungen, die das

Buch besser und tibersichtlicher machen.

Ich m&chte mich bei allen beteiligten Studenten bedanken
und hoffe, dass es auch ihnen Spafl gemacht hat an die-

sem Buch mitzuwirken.

Wiirzburg 2013,

Jochen Bodem
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Pathogenese

Einleitung

Das Humane-Immundefizienz-Virus (HIV) ist ein
komplexes Retrovirus (Familie) aus der Unterfamilie der
Orthoretrovirinae und der Gattung der Lentiviren. Das
Genom von HIV besteht aus einem Homodimer zweier
(+)-Strang-mRNAs, die der Polaritit einer mRNA
entsprechen. Es hat eine ungefihre Grofle von 12
Kilobasen (kb) (Modrow, Falke et al. 2010). HIV 16st die
Immunschwéche AIDS (,acquired immunodeficiency
syndrome*) aus, die 1981 zum ersten Mal beschrieben
worden ist (Flint, Enquist et al. 2009a). Es gibt zwei Taxa
von HI-Viren: HIV-1 und HIV-2. In diesem Buch wird
ausschlieBlich HIV-1 behandelt. HIV-1 ldsst sich,
aufgrund eines Unterschiedes in der Nukleotidsequenz,
in zwei hédufig auftretende Hauptgruppen M (,,major)
und O (,,outliners®) unterteilen. Des Weiteren lésst sich
die Gruppe M, die am hiufigsten bei HIV-infizierten
Menschen auftritt, in die Subtypen 4, B, C, D, F, G, H, 1,
Jund K gliedern. Jeder Subtyp ist flir eine geographische
Region in der Welt charakteristisch. Global am stérksten
treten die Subtypen C (51%), 4 (30%), B (10%) und D
(4%) auf. Die HIV-Forschung befasst sich iiberwiegend
mit Viren des Subtyps B. Grund hierfiir ist, dass Subtyp B
in der hochentwickelten und damit forschungsstarken
westlichen Welt (Nordamerika & Europa) vorherrschend
ist (Flint, Enquist et al. 2009b).

Das HI-Virion

Ein einzelner Viruspartikel, der sich auflerhalb von Zellen
befindet, wird als Virion bezeichnet. Ein HI-Virion setzt
sich aus Proteinstrukturen zusammen, die aus deren
Vorlaufern, den Polyproteinen, entstehen. Retrovirale
Polyproteine werden durch die Gene gag (,,group specific
antigen®), pol (,,polymerase”) und env (,,envelope
glycoprotein®) codiert. Als komplexes Retrovirus
exprimiert HIV noch weitere regulatorische Proteine, die
durch die Gene rev (,,regulator of virion expression®), fat
(,»trans-activator of transcription®), nef (,,negative

regulatory factor), vpu (,,viral protein u®), vif (,,viral

infectivity factor”) und vpr (,viral protein r*) codiert
werden (Bell & Lever, 2012). Auf die komplexen
retroviralen Gene und deren Produkte wird in den

nachfolgenden Kapiteln detailliert eingegangen.

Das HI-Virion besteht aus einer Hiille, die sich aus einer
Doppellipidschicht und einer Matrix zusammensetzt
(Abb. 1.1). Auf der Oberfliche befinden sich das
Glykoprotein (gp) 120 (Oberflicheneinheit) und gp4l
(Transmembraneinheit). Letzteres ist in die Lipiddop-
pelschicht eingebettet. Im Inneren des HI-Virions befindet
sich das Capsid. Neben dem Erbgut, den beiden dicht mit
Nucleocapsiden gepackten (+)-mRNA-Strangen, enthélt
es die fiir die Virusreplikation wichtigen Enzyme Reverse
Transkriptase (RT), Integrase (IN) und Protease (PR)
(Flint, Enquist et al. 2009a).

gp120 (Oberflacheneinheit)

gp41 (Transmembraneinheit)
Lipiddoppelschicht
Matrix
Capsid
(+)-mRNA-Strang
Nucleocapsid
Integrase
Reverse Transkriptase

Protease

Abbildung 1.1: HI-Virion. Schematische, nicht maBstabsge-
treue Darstellung eines reifen HI-Virions (beschriftet). Die Pro-
tease kann sich auch auBerhalb des Capsids befinden (hier
nicht dargestellt). gag: rot, pol: blau, env: grin.

Codiert werden die Oberflachenproteine gp120 und gp41

durch env, die retroviralen Enzyme RT, IN sowie PR
durch pol und die Matrix (pl17), das Capsid (p24), die

Nucleocapside (p7) sowie zwei Spacer-Proteine p2 und
p!l durch gag. gag codiert dabei in erster Linie fiir das Vor-
lauferprotein Pr55Gag und po! fiir Pr160GagPol. Letztend-
lich werden die Vorlauferproteine durch die PR in die rei-
fen Polyproteine gespalten. Das Vorlduferprotein von env,

gp160, wird im Gegensatz zu den Vorlduferproteinen von
gag und pol durch eine zelluldre Protease in die reifen Pro-
teine gp120 und gp41 gespalten (Freed, 2001).

10
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Abbildung 1.2: Verlauf der HIV-Infektion. Darstellung in Abhangigkeit der CD4+T-Lymphozyten (blaue Kurve) und
der HIV-RNA-Kopien pro mL Blutplasma (rote Kurve) (nach http://de.wikipedia.org: ,HIV*).

HIV: Ubertragung & Infektion

Das HI-Virus kann via Blut, Sperma, Vaginalfliissigkeit
und perinatal (auch iiber die Muttermilch) iibertragen
werden. Nachdem die Viren in das Lymph- bzw.
Blutsystem eingedrungen sind, verbreiten sie sich im
gesamten Organismus (Flint, Enquist et al. 2009b).

HIV befillt die fiir die Immunabwehr wichtigen CD4"-
Lymphozyten, in erster Linie die CD4" T-Zellen und Mak-
rophagen. Die Oberflachenproteine des HI-Virus, gp120
und gp41, interagieren mit dem CD4-Rezeptor und den
Corezeptoren der Wirtszellen (-=> Kapitel 2: ,,Bindung an
die Zelle und Viruseintritt*). Auf diesem Weg kommt es
zur Fusion von HIV und der Zellmembran. Daraufhin
kann sich das Virus mit Hilfe des Replikationsapparats
der Wirtszelle replizieren. Die Wirtszellen konnen dabei
zerstort werden (Modrow, Falke et al. 2010). Ferner persis-
tiert das HI-Virus in Makrophagen und Dendritischen Zel-
len (Flint, Enquist et al. 2009b).

Verlauf der Infektion

In den ersten Wochen einer HIV-Infektion treten
grippeartige Symptome auf, die jedoch bald wieder
abklingen. Diese Phase zu Beginn der Infektion wird als
akute Phase bezeichnet und geht mit einem starken
Anstieg an HIV-RNA-Kopien pro mL Blutplasma im
Korper eines Infizierten einher (Virdmie). Infolgedessen
werden 30% bis 50% aller CD4" T-Zellen zerstort.
Nachfolgend werden durch die korpereigene Immun-
antwort zusétzlich CD4" T-Zellen produziert, sodass
deren Population voriibergehend wieder leicht zunimmt.
Im weiteren Verlauf geht die HIV-Infektion in eine latente
Phase {iber, die auch als asymptotische Phase bezeichnet
wird (Abb. 1.2). Sie kann von wenigen Monaten bis zu
vielen Jahren andauern. Wahrend dieser Zeit nimmt die
Zahl der fir die Immunabwehr wichtigen CD4" T-
Lymphozyten kontinuierlich, um ungefahr 60000 Zellen/
mL im Jahr, ab. Das flihrt zu einer Degeneration des
wirtseigenen Immunsystems, deren Voranschreiten sich

nach der Anzahl der im Organismus befindlichen Viren

11
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bzw. HIV-RNA-Kopien pro mL Blutplasma (nach der
ersten Immunantwort) richtet (Abb. 1.2). Je mehr Viren
zu diesem Zeitpunkt, der auch als ,,virologic set point®
bezeichnet wird, vorhanden sind, desto schneller verlauft
die Degeneration des Immunsystems. In der Endphase der
HIV-Infektion sind weniger als 200 CD4" T-Zellen pro pL
Blutplasma vorhanden. Diese Phase wird auch als
symptotische Phase bezeichnet, da es, aufgrund des in
seiner Funktion stark eingeschriankten Immunsystems, zu
todlich verlaufenden opportunistischen Infektionen
kommen kann. Dieser lebensbedrohliche Zustand wird als
AIDS bezeichnet (Flint, Enquist et al. 2009b).

Der HIV-Patient — Ein Uberblick

Liegt der ,,virologic set point“ eines HIV-Patienten bei
100000 HIV-Kopien pro mL Blutplasma ist, statistisch
gesehen, mit der Manifestation von opportunistischen
Erkrankungen innerhalb der nichsten zwei Jahre zu
rechnen. Dagegen tritt bei einem Patienten mit weniger
als 1000 HIV-Kopien pro mL Blutplasma selbst nach 12
Jahren noch keine AIDS-definierende Erkrankung auf.
Neben der HI-Viruslast sind die Werte der CD4*-Zellen
fiir den Verlauf der HIV-Infektion bzw. die Manifestation
von opportunistischen Erkrankungen ausschlaggebend.
Tatsache ist, dass opportunistische Erkrankungen bei
einem Wert von unter 200 CD4*"-Zellen pro pL
Blutplasma signifikant zunehmen (O'Brien et al, 1996).
Zum Vergleich: Die Normwerte von CD4*-Zellen liegen
bei Erwachsenen zwischen 435 und 1600 Zellen/pL
(absolut gesehen) bzw. 31 — 60% der Lymphozyten
(relativ gesehen). Opportunistischen Erkrankungen
konnen aber schon bei hoheren bzw. erst bei niedrigeren
Werten als 200 CD4*-Zellen/uL auftreten. Je nach
Geschwindigkeit der CD4*-Zell-Eliminierung kann man
HIV-Patienten in drei Risikogruppen einteilen, die die
Krankheitsprogression beschreiben: In Gruppe 1, der
Hochrisikogruppe, werden Patienten mit einer Abnahme
von 100 CD4*-Zellen/uL innerhalb von 6 Monaten
eingeordnet, in Gruppe 2 Patienten mit moderatem
Risiko, d.h. mit einer Abnahme von 20-50 CD4"-Zellen/
puL pro Jahr und letztendlich in Gruppe 3 Patienten mit

geringem Risiko, d.h. mit einer Abnahme von weniger als
20 CD4*-Zellen/uL pro Jahr (Stein et al, 1997). Von all
diesen Faktoren wird der medizinische Ablauf der ART
abhéngig gemacht. So erhélt der HIV-/AIDS-Patient eine
individuelle und bestmogliche &rztliche Behandlung.
Dennoch wird eine vollstindige Heilung von HIV, trotz
umfangreicher Forschung, gegenwértig sowie zukiinftig
nicht moglich sein. Dies liegt hautsdchlich daran, dass das
HIV-Genom zum festen Bestandteil der wirtseigenen
CD4+*-Zell-DNA wird. Eine exhaustive Rekonvaleszenz
kann folglich nur durch eine Gentherapie erfolgen (nach
aktuellem Stand der Forschung). Allerdings birgt diese
Art der Behandlung enorme, nicht iiberschaubare Risiken
und ist somit gegenwartig wie auch in der nahen Zukunft

nicht am Patienten anwendbar.

Mutter-Kind-Transmission

Um eine Ubertragung von HIV von einer HIV-positiven
Mutter auf ihr Kind zu verhindern, ist eine durchgehende
ART wihrend der Schwangerschaft essentiell. Die ART
stellt heutzutage kein nennenswertes Risiko mehr fiir das
ungeborene Kind dar, welches im Verhiltnis zu einer
moglichen HIV-Infektion steht (Agangi et al, 2005).
Mittels der ART konnte die Mutter-Kind-Transmission
von HIV in Europa von 15% im Jahr 1990 (Connor et al,
1994) auf heute unter 2% gesenkt werden (Townsend et
al, 2008). In aller Regel besteht das grofBite Risiko einer
Ubertragung von der Mutter auf ihr Kind direkt bei der
Geburt. In nahezu allen Fillen kommt es in der spéten
Phase der Schwangerschaft bzw. bei der Entbindung zu
einer HIV-Mutter-Kind-Transmission. Um das Risiko
moglichst gering zu halten, ist eine kontrollierte Geburt
mittels eines Kaiserschnitts, am besten geeignet.
AuBlerdem muss bei der Geburt sichergestellt sein, dass
die Mutter weniger als 1000 HIV-RNA-Kopien pro mL
Blutplasma aufweist. Des Weiteren sollte nach der Geburt
immer eine Postexpositionsprophylaxe beim Neugebo-
renen durchgefiihrt werden. Wird standardgemél beim
Neugeborenen ein HIV-Test durchgefiihrt, muss eine PCR
als Testmethode zum Einsatz kommen (Nachweis von
viraler RNA), da sich maternale HIV-Antikérper im
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Organismus des Neugeborenen befinden. Diese kdnnten
zu einem Falsch-Positiven HIV-Testergebnis fithren. Nach
der Geburt ist das Stillen des Kindes durch seine HIV-
positiven Mutter nicht erlaubt, da sonst die akute Gefahr
einer perinatalen HIV-Transmission besteht.

HIV-Diagnostik

(1) Hoch sensitiver ,,Combotest* bzw. HIV-Tests
der 4. Generation:

-Ausgangsmaterial: Blutplasma

- Gleichzeitiger Nachweis von HIV-spezifischen Antikor-
pern (AKs) und dem HIV-Antigen p24; Sensitiv und kos-

tengiinstig

- Nachweis von Antigen und Antikdrpern gegen alle HIV-
Typen, HIV-Gruppen und HIV-Subtypen

- Methode: Antikérpernachweis mit ELISA (,,Enzyme Lin-
ked Immunosorbent Assay*) bzw. MEIA (,,Microparticle
Enzyme Immunoassay); Bestatigungstest mit Western-
blot-(Immunoblot-)Analyse bzw. Line-Blot; Weiterer
Bestatigungstest mit RT-PCR, falls das Ergebnis nicht
eindeutig ist; Bestatigungstest nach 2-3 Wochen

- Allgemein: Ein HIV-Suchtest soll sehr sensitiv, ein

Bestitigungstest sehr spezifisch sein
(2) Schnelltest der Gegenwart:

- Ausgangsmaterial: Vollblut und, je nach Test, auch Urin
oder Speichel

- Nicht sensitiv; Bestétigungstest (Westernblot) in jedem
Fall notwendig

- p24-Antigen kann nicht nachgewiesen werden

- Dient nur zur Orientierung; Hoch sensitiver ,,Combo-

test* muss nachgeholt werden
- Héufig falsch-negative Test bei akuter HIV-Infektion

(3) Zukiinftige Schnelltests
2012):

(de la Rica & Stevens,

- Plasmonischer ELISA-Test (mit Blutserum) auf das
HIV-Antigen p24

- Grundprinzip: Wenn der Marker (p24) in der Probe vor-
handen ist, fiihrt dies zur Bildung von Goldpartikeln, die

aggregieren und eine blaue Férbung auslosen

- Auswertung des Ergebnisses erfolgt mit bloBem Auge,

ahnlich wie bei einem Schwangerschaftsschnelltest Rich-
tig-positive Ergebnisse selbst dann, wie die Viruslast un-
terhalb der Nachweisgrenze liegt (Referenz: Goldstan-

dard Nucleinsdure-basierter Test)

Nachzulesen in: ,,Nature nanotechnology“ 2012, Volume
7, Issue 12

HIV-/AIDS-Beratungsstellen

- Pravention: www.machsmit.de, www.iwwit.de

- Beratung und Hilfe: www.aidshilfe.de/ru,

www.aidsberatung.de,

www.bzga.de/service/beratungsstellen/aids

sowie lokale Gesundheitsémter und Selbsthilfegruppen;

- Internationale Surveillance: http://www.unaids.org/en/

AIDS: Opportunistische Infektionen

Opportunistische Infektionen konnen durch Erreger wie
Bakterien, Viren, Pilze oder Parasiten ausgeldost werden,
wenn die Immunabwehr eines Organismus geschwicht ist
(Abb. 1.3). Sie treten infolge einer durch HIV ausgeldsten
Immunschwiche (AIDS) auf. Haufig wird aus einer laten-
ten bzw. persistierenden Infektion eine opper-tunistische
Infektion. In einem gesunden Organismus mit funktionie-
rendem Immunsystem kommt es dagegen zu keinem Aus-
bruch von opportunistischen Krankheiten (Flint, Enquist
et al. 2009b).

Die Behandlung von opportunistischen Infektionen er-
folgt in erster Linie mittels einer ART. Thr Ziel ist es, die
RNA-Kopien des HI-Virus pro mL Blutplasma so niedrig
wie erreichbar und die Zahl der CD4*- Zellen/ pL so hoch
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Abbildung 1.3: Ubersicht iiber eine Auswahl von opportunistische Erkrankungen, wie sie in der Folge einer HIV-Infek-

tion auftreten kénnen. Getrennte Darstellung nach Erregertyp.

wie moglich zu halten. Fiir jede opportunistische Erkran-
kung gibt es, im Falle einer entsprechenden Symptomatik,
zusitzlich zur ART eine spezielle Therapie, die jedoch
nicht in allen Féllen zu einer Verbesserung des Gesund-
heitszustandes oder zu einer Genesung fithren kann.

Im Folgenden wird auf eine Auswahl von opper-
tunistischen Infektionen bzw. Erkrankungen niher

eingegangen.

Bakterielle opportunistische Infektionen
Tuberkulose

Die Tuberkulose (TB) ist eine bakterielle Infekt-tions-
krankheit, die durch verschiedene Arten der Mycobakteri-
en lUbertragen wird. Sie befillt vorwiegend die Lunge (pul-
monale TB), wo Nekrosen verursacht werden, die Sympto-
me wie Husten, Atemnot und z.T. hohes Fieber auslésen
konnen. Die Diagnose kann mikrobiologisch, immunolo-
gisch und radiologisch erfolgen. TB kann unabhéngig von
der Anzahl der CD4*-Zellen auftreten (Ackah et al, 1995).
Dennoch gibt es einen Zusammenhang zwischen einer
TB- und HIV-Infektion, die die TB zu einer AIDS-definie-
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renden Erkrankung macht. So ist bei HIV-Patienten mit
weit fortgeschrittenem Immundefekt, d.h. weniger als 200
CD4*-Zellen pro pL Blutplasma (AIDS), ein signifikanter
Anstieg an TB-Infektionen festzustellen (Van Rie et al,
2011). Zudem tritt bei AIDS-Patienten hdufig eine extra-
pulmonale TB auf, bei der anndhernd jedes Organ betrof-

fen sein kann.

Viele HIV/AIDS-Erkrankte haben eine Tuberkulose-Coin-
fektion. So sind in der Sub-Sahara Region (in Afrika), fast
80% der HIV-Infizierten an TB erkrankt (WHO, 2012).
Insgesamt gesehen gehen weltweit 13% aller TB-Erkan-
kungen auf HIV-infizierte Personen zuriick (WHO, 2012).

Als Prophylaxe einer TB-Erkrankung, die auf eine HIV-In-
fektion folgen konnte, dient eine ART. Diese ldsst das Risi-
ko einer TB-Erkrankung um bis zu 65 % sinken (WHO,
2012). Gerade in Afrika, wo die TB-Privalenz (Anzahl
der zu einem bestimmten Zeitpunkt bestehenden Infektio-
nen) besonders hoch ist, ist somit eine flaichendeckende
medizinische Versorgung von HIV-Infizierten im Rahmen
einer ART essentiell. Liegt eine TB-Erkrankung vor, so ist
diese mit einer sechsmonatigen TB-Standardtherapie auf-
wendig aber in den meisten Fillen erfolgreich zu behan-
deln. Eine HIV-Coinfektion hat keine negativen Auswir-
kungen auf eine TB-Therapie. (Burman & Jones, 2001).

Atypische Mykobakteriose

Ebenfalls in Zusammenhang mit einer Mycobakterien-In-
fektion steht die Atypische Mykobakteriose. Hier ist der
Erreger das Mycobacterium avium complex (MAC). Es
kommt quasi ubiquitér, z.B. in verunreinigter Nahrung o-
der in Trinkwasser vor. Das Krankheitsbild ist relativ un-
spezifisch und kann durch Gewichtsabnahme, Fieber und
Durchfall, aber auch aus Lymphknoten-Abszessen defi-
niert werden. Lebensbedrohlich wird die Infektion, wenn
sie zum Wasting-Syndrom (starke und unkontrollierte Ge-
wichtsabnahme), z.B. infolge von schwerem Durchfall,
fiihrt. Eine MAC-Infektion kann sich allerdings erst bei
einem Wert von unter 50 CD4"-Zellen/ pL Blutplasma ma-
nifestieren (Horsburgh, 1999). Vor zwei Jahrzehnten eine
MAC-Infektion bei bis zu 40 % aller AIDS-Patienten auf-

getreten (Nightingale et al, 1992). Heutzutage ist dies, ins-
besondere in den Léindern der westlichen Welt, eine Sel-
tenheit, was nicht zuletzt an der Effizienz der ART liegt
(Karakousis et al, 2004). Die Behandlung einer MAC-In-
fektion ist, von der Diagnose an, relativ komplex und soll-
te neben einer ART durchgefiihrt werden. Eine Regenerati-
on der Patienten ist schwierig, aber moglich, sofern ein
Wert von iiber 100 CD4"- Zellen/pL (Immunrekonstrukti-
on) erreicht wird (Aberg et al, 1998).

Bakterielle Pneumonien

Bakterielle Pneumonien (Lungenentziindungen) sind zu-
nichst keine charakteristischen opportunistischen Erkran-
kungen, da sie unabhéngig vom Zustand des Immunsta-
tus, d.h. auch bei einem Wert von deutlich {iber 200
CD4*- Zellen/uL Blutplasma, auftreten konnen. Was bak-
teriellen Pneumonien als opportunistische Erkrank-kun-
gen kennzeichnet, ist die Haufigkeit ihres zeitlichen Auf-
tretens und die Art der pneumonieauslosenden Er-reger.
Bei HIV-Infizierten sind das zumeist Pneumo-kokken Hd-
mophilus influenza. So genannte AIDS-definierte Pneumo-
nien liegen nur dann vor, wenn sie akut sind sowie inner-
halb eines Jahres mehrfach auftreten. Sie miissen sowohl
radiologisch als auch kulturell (in vitro im Labor) nachge-

wiesen werden.

Bei einer niedrigen Anzahl an CD4*- Zellen/uL treten ver-
mehrt schwere Verldufe auf (Madeddu et al, 2010). Die
iiberwiegenden Symptome sind hohes Fieber und blutiger
Husten, sowie schwere Atmung. Die Behandlung kann
ambulant erfolgen. Sie sollte aber stationdr durchgefiihrt
werden, wenn der Immunstatus schlecht ist, d.h. wenn we-
niger als 200 CD4*- Zellen/uL vorhanden sind (Madeddu
et al, 2010). Insbesondere fiir HIV-Infizierte, unabhingig
von ihrem Immunstatus, wird eine Prophylaxe in Form
einer Pneumovax®-Impfung empfohlen. Diese schiitzt vor
den meisten Bakterien, die eine Pneumonie auslésen kon-
nen und wirkt sich zudem, im Falle einer bakteriellen In-
fektion, positiv auf den Krankheitsverlauf aus (Imaz et al,
2009). Im Allgemeinen gibt es bei der Behandlung von
bakteriellen Pneumonien keinen Unterschied zwischen

HIV-positiven und HIV-negativen Patienten.
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Virale opportunistische Infektionen
Kaposi-Sarkom

Das Kaposi-Sarkom (KS) ist eine bei HIV-Infizierten sehr
héufig vorkommende Tumorerkrankung und dadurch eine
der wichtigsten AIDS-definierenden Erkrankungen.
Durch das gehdufte Auftreten von Kaposi-Sarkomen bei
jungen Ménnern zu Beginn der Achtzigerjahre des letzten
Jahrhunderts kam es zur Erstbeschreibung von AIDS und
zur Entdeckung des HI-Virus. Urspriinglich ist das KS nur
bei Mainnern dlteren Jahrgangs mit entsprechender

genetischer Veranlagung aufgetreten.

Bei der Erkrankung entstehen in erster Linie dunkel-brau-
ne Tumore auf Haut und Schleimhaut, aber auch in
Lymphknoten oder inneren Organen kann es zu einem Tu-

morwachstum kommen.

Mit dem KS wird das Humane Herpesvirus 8 (HHV-8) in
direkte Verbindung gebracht, da HHVE immer im Tumor-
gewebe nachweisbar ist. Es ldsst sich gar ein Zusammen-
hang zwischen der Anzahl der Tumore und der Viruslast
von HHV-8 darstellen (Laney et al, 2007). HHVE wird
zumeist iiber Speichel (Pauk et al, 2000) sowie sexuell
und durch Blut {ibertragen. In manchen Regionen liegt die
HHV-8-Durchseuchungsrate bei tiber 50%.

Charakteristisch ist, dass fast ausschlieSlich Méinner
erkranken und dass die Erkrankung meist unabhingig
vom Immunstatus des HIV-Patienten ist. So wiesen in
einer US-amerikanischen Studie 29% aller KS-Erkrankten
einen Wert von iiber 300 CD4*- Zellen/uL Blutplasma auf
(Krown et al, 2008). Zu Beginn der AIDS-Epidemie war
das KS noch eine der am weitest verbreiteten
opportunistischen Erkrankungen. Gegenwirtig betrédgt ihr
Anteil nur noch ein Zehntel dessen (Grabar et al, 20006).

Eine Behandlung der Sarkome ist aufwendig und gleicht
der anderer Krebserkrankungen. Eine vollstindige
Heilung ist nahezu ausgeschlossen. Allerdings ldsst sich
einer Verschlechterung des Zustandes mit einer gezielten

Therapie gut entgegenwirken.

Progressive Multifokale Leukenzephalopathie

Der Erreger der Progressiven Multifokalen Leukenzepha-
lopathie (PML) ist das weltweit verbreitete JC-Virus
(JCV), auch Humanes Polyomavirus 2 gennant. Es 10st
eine schwere Erkrankung des Zentralen Nervensystems
(ZNS) aus, die zu dessen Entmarkung fiihrt. Das Virus
persistiert in Nieren und Knochen solange es durch die
zelluldre Immunantwort unterdriickt wird. Bei einer
Immunschwiche kommt es zu der Reaktivierung einer
latenten JCV-Infektion. Bei einer Manifestation der
Erkrankung wandert das JC-Virus mit den Leukozyten in
das ZNS, wo es die Oligodendrozyten befillt. Diese sind
fiir die Bildung der Markscheiden zustindig und sterben,
wegen des Virusbefalls, ab. Darauthin kommt es zur
multifokalen Demyelinisierung, wobei iiberwiegend die
weille, zum Teil aber auch die graue Hirnsubstanz

abgebaut wird.

Die PML tritt in 75% aller Fille bei stark Immunsup-
primierten mit einem Wert von unter 100 CD4"- Zellen/
uL Blutplasma auf. In seltenen Fallen (5-10%) kann sich
die PML bei Patienten mit einem Wert von iiber 200
CD4"- Zellen/uL manifestieren. Insgesamt gesehen ist sie,
nach der zerebralen Toxoplasmose, dic am zweithdufigst
auftretende neurologische opportunistische Erkrankung
bei AIDS. (Antinori et al, 2001).

Die Prognose im Falle einer PML fillt maBig bis schlecht
aus. Ohne ART liegt die maximale Lebenserwartung
zwischen drei und sechs Monaten. Die Patienten sind vor
dem Eintritt des Todes iiber Wochen bettldgerig und
sterben zumeist an sekundidren Komplikationen.
Heutzutage, wo eine ART die Regel ist, hat die Mortalitét
leicht abgenommen. So konnte in einer franzdsischen
Studie mit 1427 PML-Patienten eine Steigerung des Ein-
Jahresiiberlebens von 19,8% (vor 1996) auf 54,1%
(1996-2004) ermittelt werden (Gasnault J, 2008).
Dennoch kann die hoch effiziente ART dem endgiiltigen
Krankheitsverlauf nicht entgegenwirken. Deswegen zéhlt
die PML zu den opportunistischen Erkrankungen mit sehr
hoher Mortalitét.
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Herpes zoster

Herpes Zoster ist eine Erkrankung der Nerven, die
umgangssprachlich als Giirtelrose bezeichnet wird. Sie
wird durch das Varizella-Zoster Virus (VZV) verursacht,
das in erster Linie der Ausléser von Windpocken ist. Es
wird auch als Humanes-Herpesvirus 3 bezeichnet. Nach
einer Erstinfektion (zumeist Tropfcheninfektion), die die
Windpocken-Erkrankung verursacht, persistieren die
Viren in den Spinalganglien. Bei einer Immunsuppression
wird das VZV nicht mehr reprimiert, sodass es zum
Ausbruch der Giirtelrose kommt. Bei HIV-Patienten tritt
diese gehduft und unabhédngig vom Immunstatus auf.
Dennoch gilt: Je stirker geschwidcht das Immunsystem
ist, desto mehr Organe konnen von der Giirtelrose
betroffen sein. So werden nicht nur Dermatome, sondern
auch Seh- und Hornerven, sowie in schlimmen Féllen die
Hirnnerven befallen. Die Diagnose ist, anhand der sich
auf der Haut bildenden herpetiformen Bldschen, einfach
zu stellen. Eine schnelle ambulante Behandlung
verspricht eine gute Heilungschance (Blank et al, 2012).

CMV-Retinitis

Die CMV-Retinitis ist eine durch Cytomegalie-Viren
(CMV) verursachte Entziindung der Netzhaut (Retinitis),
die zur Netzhautablosung und damit zur Erblindung fiih-
ren kann. Die Durchseuchungsrate von CMV liegt in
Deutschland zwischen 50 und 70%. Bei einem Immunde-
fekt konnen sich die persistierenden Viren reaktivieren.
Dies geschieht nur bei stark immunsupprimierten Patien-
ten mit einem Wert von unter 50 CD4"- Zellen/uL Blut-
plasma. Noch vor wenigen Jahren sind bis zu 30% der
CMV-Erkrankten erblindet. Haufig handelte es sich dabei
um ,,Late-Presenter (Jacobson et al, 2000). Deswegen ist
eine frithzeitige Diagnose (bei den ersten Anzeichen einer
»Sehschwiche™) von einem Facharzt zu stellen. Dies ge-
schieht durch Funduskopie. Die anschlieBende Behand-
lung hat das Ziel, unter allen Umstéinden den Verlust des
Augenlichts zu verhindern. Heutzutage stellt dies, bei in-
tensiver Therapie, kein medizinisches Problem mehr dar,

sofern die CMV-Retinitis nicht schon weit fortgeschritten

ist. Ein infolge der CMV-Erkrankung entstandener Seh-
schaden ist irreversibel.

Ulzera, Uveitis, Enzephalitis & Pneumonie

Sowohl Ulzera (Geschwiire), Uveitis (Entziindung der
mittleren Augenhaut), Enzephalopathie (krankhafte Verén-
derung im ZNS) und Pneumonie (Lungen-entziindung)
konnen als opportunistische Erkrankungen durch das Her-
pes simplex-Virus (HSV) infolge von AIDS auftreten. Das
HSV wird auch als Humanes-Herpesvirus 2 (HHV-2) be-
zeichnet. Es gibt zwei HSV-Spezies: HSV-1, das in der
Regel die Herpes labialis (Ausschlag im Lippenbereich)
verursacht, und HSV-2, das zu Herpes genitalis (Aus-
schlag im Genitalbereich) fiihrt. Die Ubertragung der Vi-
ren findet iiber die Schleimhiute statt. Nach einer Infekti-
on persistiert HSV zunéchst in den Ganglienzellen. Infol-
gedessen kann es, bei einer Immunschwiche, jederzeit
zum Ausbruch der Krankheit kommen. HSV-Infektionen
sind weit verbreitet. Dabei nimmt die Pravalenz (Anzahl
der zu einem bestimmten Zeitpunkt bestehenden Infektio-
nen) mit dem Alter zu. So liegt die Durchseuchungsrate
von HSV-1 bei Erwachs-enen in Deutschland bei 78%
und von HSV-2 bei 13,6% (gemessen in Thiiringen). Glo-
bal gesehen ist die Durchseuchungsrate in einigen Lén-
dern noch hoher (Sauerbrei et al, 2011; CDC, 2010).

Fiir die opportunistischen Erkrankungen bei HIV-Infizier-
ten ist hdufig HSV-2 verantwortlich. Dadurch treten viele
der Erkrankungen, z.B. die Bildung von Geschwiiren (Ul-
cera), im Genitalbereich auf. Die Behandlung von HSV
ist schwierig und in Kombination mit HIV medizinisch
duerst komplex (Zolopa et al, 2009; Heng et al, 1994).
Der Behandlungserfolg ist vom Einzelfall, d.h. vom
Krankheitsbild und Zustand des jeweiligen Patienten, ab-
hingig.

Maligne Lymphome

Das Epstein-Barr-Virus (EBV), auch als Humanes-Herpes-
virus 4 (HHV-4) bekannt, ist ein Virus, das nach der Infek-
tion im menschlichen K&rper persistiert. Es 16st bei seiner
Reaktivierung, z.B. infolge einer Immunschwiche, die
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Bildung verschiedener Arten von malignen Lymphomen
aus. Maligne Lymphome sind bdsartige Erkrankungen des
Lymphatischen Systems. Bei ihrer Untersuchung konnte
in vielen Proben das Epstein-Barr-Virus nachgewiesen
werden. Eine EBV-Virdmie gilt als Risikofaktor (Leruez-
Ville et al, 2012). Es wird angenommen. dass EBV einer
der Hauptverursacher der malignen Lymphome ist. Eben-
falls maligne Lymphome 16st HHV-8 aus. Nichtsdesto-
trotz stellt HHV-8, in Bezug auf maligne Lymphome, kei-
nen derartigen Risikofaktor wie das Epstein-Barr-Virus
dar. Die Durchseuchungsrate von EBYV, das iiberwiegend
durch Kontaktinfektionen (z.B. {iber Speichel) iibertragen
wird, ist sehr hoch. So liegt sie bei (erwachsenen) HIV-In-
fizierten bei anndhernd 100% (Luchsinger et al, 2010).
EBV ist der Ausloser zweier Arten von Lymphomen:
Hodgkin-Lymphome (HL) und Non-Hodgkin-Lymphome
(NHL). Treten am Patienten angeschwollene Lymphkon-
ten auf, so kann, mittels einer PET- (Positronen-Emissi-
ons-Tomographie) oder besser einer PET/CT-Untersu-

chung, die ent-sprechende Diagnose gestellt werden.

Ohne Behandlung fithren maligne Lymphome binnen we-
niger Monaten zum Tod. Selbst unter intensiver medizini-
scher Versorgung ist die Lebenserwartung relativ gering,
hat sich aber im Vergleich zu Beginn der AIDS-Epidemie
verbessert (Levine et al, 2000). Maligne Lymphome sind
somit eine der am haufigsten auftretenden Todesursachen
bei AIDS-Patienten. In einer Studie aus Frankreich sind
24% aller AIDS-Patienten an malignen Lymphomen
verstorben. Das bedeutet, dass mehr AIDS-Patienten an
malignen Lymphomen gestorben sind, als bei der PCP
und PML zusammen (Morlat P, 2010).

HIV-Infizierte haben ein stark erhohtes Risiko besonderes
aggressive Arten von schnell wachsenden malignen Lym-
phomen zu entwickeln. Dazu gehoren die hoch maligna-
len B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome, die AIDS-definie-
rend sind. Darunter sind zum einen Burkitt-Lymphome,
die in 30-40% der Fille auftreten, und diffus groBzellige
B-Zell-Lymphome (40-60%). Sie entstehen groBtenteils
schon bei AIDS-Patienten mit gutem Immunstatus. Man

geht deshalb davon aus, dass die chronische B-Zell-Stimu-

lation infolge einer HIV-Infektion (Regidor et al, 2011)
und die Anzahl an HI-Viren im Blut (HIV-Virdmie)
(Zoufaly et al, 2009) die Ursachen fiir besonders aggressi-
ve Lymphome sind.

Des Weiteren haben HIV-Patienten ein um 5- bis 15-fach
erhohtes Risiko Hodgkin-Lymphome zu entwickeln (Mor-
bus Hodgkin). Im Unterschied zu NHL bestehen HL iiber-
wiegend aus reaktiven Entziindungszellen, u.a. T-Lympho-
zyten, und nur zu einem sehr geringen Prozentsatz aus ma-
lignen Zellen. Eine Abnahme an CD4*-Zellen trotz einer
gleichbleibenden HIV-Virdmie weist auf Morbus Hodgkin
hin (Bohlius et al, 2011). Im Vergleich zu HL bei HIV-ne-
gativen Patienten sind HIV-positive, mit wenigen Ausnah-
men, immer mit EBV coinfiziert. Die Diagnose von Mor-
bus Hodgkin gleicht der von NHL. Eine Heilung ist bei
intensiver medizinischer Behandlung, im Gegensatz zum
NHL, wahrscheinlich, wenn Morbus Hodgkin nicht schon
weit fortgeschritten ist (Berenguer et al, 2008).

Hepatitis B (HBV)-Coinfektion

Eine Coinfektion von HBV und HIV kommt relativ héu-
fig vor. So sind allein in der Europdischen Union unge-
fahr 9% aller HIV-Patienten zusitzlich an einer chroni-
schen Hepatitis erkrankt (Konopnicki et al, 2005). Ein
Grund fiir das gehdufte Auftreten von HBV/HIV-Coinfek-
tionen ist, dass der Ubertragungsweg der beiden Viren i-
dentisch ist (sexuelle Ubertragung). Das besondere Risiko
einer Coinfektion liegt darin, dass die Wahrscheinlichkeit
der Manifestation einer chronischen Hepatitis fiinfmal so
hoch bei HIV-positiven, wie bei HIV-negativen Patienten
ist. Beglinstig wird dies vermutlich durch das (infolge von
HIV) supprimierte Immunsystem (Bodsworth et al, 1991).
Zusitzlich wird der chronische Verlauf einer Hepatitis
durch die HIV-Infektion im Allgemeinen verschlimmert.
So steigt die Mortalitétsrate, insbesondere infolge von Le-
berer-krankungen (,wie sie bei chronischen Hepatitiden
regelmifig auftreten,) um den Faktor 15 (Thio et al,
2002). Gerade bei HIV-Infizierten muss davon ausgegan-
gen werden, dass HBV ein Leben lang im Korper der Be-

18



troffenen persistiert, was ein zusitzliches Risiko fiir

schwere Verldufe darstellt.

Der Verlauf einer HBV-Erkrankung ist direkt abhidngig

von dem Immunzustand des Patienten. So steigt die Ge

fahr einer Reaktivierung des HB-Virus bei zunehmender
Immunsuppression signifikant an (Soriano et al, 2005).
Des Weiteren wurden ein Anstieg der Mortalitdt und eine
Zunahme von opportunistischen Erkrankungen infolge
der HBV/HIV-Coinfektion beschrieben (Chun et al,
2012).

Hepatitis C (HBC)-Coinfektion

Im Verlauf einer HIV-Infektion kann es zu einer Hepatitis
C-Coinfektion kommen. Ursdchlich dafiir ist das
geschwichte Immunsystem des HIV-Patienten. Zudem ist
das Risiko einer Coinfektion von HIV und HCV aufgrund
des gleichen Transmissionswegs der beiden Viren relativ
hoch. In Deutschland haben sich 15% aller HIV-
Infizierten zusétzlich mit HCV infiziert. In den USA
betrifft dies sogar 30% der HIV-Infizierten, was in etwa
240000 der US-amerikanischen HIV-Patienten entspricht
(Rockstroh et al, 2005). Gegenwirtig nimmt die HCV-
Pravalenz in Europa, insbesondere aufgrund intensiver

Versorgung von Drogenabhéngigen, ab.

Gewohnlich erfolgt eine HCV-Infektion bzw. Coinfektion
iber den intravenosen Weg (Transmissionsrisiko >2%).
Seltener durch sexuelle Transmission (Risiko <1%).
Bedingt wird dies durch die hohe Infektiositit von
Hepatitis C-Viren bei Blut-Blut-Kontakten. Diesbeziiglich
ist sie bis zu 10 Mal so hoch wie die Infektiositdt von
HIV. Infolgedessen sind Empfianger von Blutprodukten
und Personen, die intravends Drogen konsumieren,

besonders gefahrdet.

Durch die Immunsuppression infolge der HIV-Infektion
wird der Verlauf der HCV-Infektion beschleunigt. So
halbiert sich die Zeit, nach der es zu Leberversagen
kommen kann, von 40 auf 20 Jahre (Benhamou et al,
1999). Das Voranschreiten der Leberzirrhose, die durch
HCV verursacht wird, kann nicht durch eine ART

gestoppt werden. Lediglich das Risiko eines ungiinstigen
Verlaufs von HCV kann durch eine frithzeitig begonnene
ART minimiert werden (Rockstroh, 2006). Findet eine
Immunrekonstruktion des Patienten infolge einer ART
statt, kann ein Leberversagen zudem hinausgezdgert
werden (Pineda et al, 2007). In einigen Fillen kommt es
durch die ART zu leberschiadigenden Nebenwirkungen,
infolge deren die ART ausgesetzt werden muss. Dennoch
bringt die ART insgesamt gesehen mehr Vorteile, die die
moglichen schweren Nebenwirkungen zunéchst vernach-
lassigbar machen. (Rockstroh, 2009)

Von Parasiten verursachte opportunistische Infekti-
onen

Toxoplasmose

Verursacht wird die Toxoplasmose durch den Parasit
Toxoplasma gondii. Die Durchseuchungsrate liegt, je nach
Region, bei bis zu 90%. Damit ist die Toxoplasmose eine
weit verbreitetete latente Infektion, die bei funktion-
nierendem Immunssystem ohne erkennbare Folgen bzw.
Beschwerden verlduft. Dagegen tritt bei Immun-
supprimierten, wie AIDS-Patienten, eine schwere und
komplexe Erkrankung auf: Die zerebrale Toxoplasmose.
Sie ist heutzutage einer der héufigsten auftretenden
neurologischen Erkrankungen bei HIV-Infizierten und
das, obwohl die Anzahl der Neuinfektionen seit den 90-
iger Jahren auf weniger als 25% gesunken ist (Abgrall et
al, 2001). Toxoplasma gondii weist eine starke Affinitét
zum ZNS auf. Zu Beginn der Erkrankung treten daher
Sensibilititsstorungen oder Sprachprobleme auf (Porter &
Sande, 1992). Je nachdem kann es auch zu Krampfanfille
kommen. Je weiter die Erkrankung voranschreitet, desto
grofer werden die neurologischen Ausfille.

Eine Toxoplasmose tritt im Normalfall nur bei AIDS-Pati-
enten mit einem Wert von unter 100 CD4*- Zellen/uL
Blutplasma auf. Kommt es bei diesen Patienten zu charak-
teristischen Symptomen, sollte eine Craniale Computerto-
mographie (CCT) oder besser eine Magnetresonanztomo-
graphie (MRT) durchgefiihrt werden, um die Herden der
Toxoplasmosen und die dadurch verursachten Enzephalo-
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pathien im Gehirn sichtbar machen zu koénnen. Um
falsch-positive Diagnosen definitiv auszuschlieBen, ist zu-
dem eine Serologie notwendig. Ungefahr 97% der Patien-
ten weisen nidmlich entsprechende IgG-Antikorper auf
(Derouin et al, 1996).

Ist die Diagnose eindeutig, muss sofort mit einer Behand-
lung begonnen werden. Dennoch sind die Chancen einer
Rekonvaleszenz eher verhalten. Zwar ist die 5-Jahres-
Uberlebensrate (im Vergleich zu den Jahren 1990 bis
1993) von ehemals 7% auf ca. 78% (1997) angestiegen.
Dennoch ist das Sterberisiko weiterhin relativ hoch. Das
liegt u.a. daran, dass die Diagnose der Toxoplasmose bei
HIV-Infizierten hiufig erst mit der Diagnose von HIV ge-
stellt wird (in bis zu 49% aller Fille). Da die HIV-Erkran-
kung bis zu diesem Zeitpunkt nicht diagnostiziert wurde,
fand keine Therapie in Form einer ART statt, was die
Chancen einer Verbesserung des Gesundheitszustandes
zusitzlich vermindert (Hoffmann et al, 2007).

Kryptosporidiose

Die Kryptosporidiose wird durch das Protozoon Cryp-
tosporidium parvum ausgeldst. Die Symptome sind Ubel-
keit, Erbrechen und wéssriger Durchfall. Dabei kann der
Durchfall so stark sein, dass es zum Tod des Patienten,
u.a. durch Elektrolytverlust, kommt. Ubertragen wird der
Erreger durch Tiere (Zoonose) und iiber verunreinigte
Nahrungsmittel. Ebenso wie die bakteriellen Pneumonien
kann die Kryptosporidiose auch bei Menschen ohne Im-
mundefekt auftreten (Chen et al, 2002). So sind Kryp-
tosporidien weltweit fiir einen Grofteil der Durchfaller-
krankungen verantwortlich. AIDS-definierend ist erst der
chronische Verlauf der Kryptosporidiose, der bei einem
Wert von unter 50 CD4"- Zellen/uL Blutplasma auftritt.
Manifestiert wird dieser, wie zuvor erwahnt, durch Was-
ser- und Elektrolytverlust. Bei HIV-Patienten mit einem
Wert von iiber 200 CD4*- Zellen/uL klingt die Kryptospo-
ridiose nach wenigen Tagen von selbst ab. Eine Rekonva-
leszenz ist im Falle einer komplexen Therapie und ggf.
stationdren Behandlung wahrscheinlich, dennoch nicht in
allen Fallen moglich (Abubakar et al, 2007).

Von Pilzen verursachte opportunistische Infektio-
nen

Candidose

Die Candidose ist eine bei HIV-Infizierten haufig auftre-
tenden Infektionskrankheit, die durch hefebildende Pilze
der Candida-Spezies verursacht wird. Von diesen 16sen
allerdings nur 20, meist Candida albicans, eine Candido-
se aus. Die Diagnose ist eindeutig: Im Mund- und Rachen-
raum, seltener auch auf der Zunge und in der Speiserdhre,
finden sich weil3e, abstreitbare Belege. In wenigen Fillen
sind die Mund- und Rachenschleimhdute nur schwach ge-
rotet (atypische Candidose). Zu einer sicheren Diagnose
kann auch ein Abstrich genommen und mikrobiologisch
untersucht werden. Candidosen kénnen unabhingig vom
Immunstatus des Patienten auftreten. Es gibt eine Vielzahl
an Behandlungsmdglichkeiten, sodass eine Heilung selbst

bei schlechtem Immunstatus sehr wahrscheinlich ist.

Pneumocystis-Pneumonie (PCP)

Die PCP, haufig auch als interstitielle Pneumonie bezeich-
net, galt lange Zeit als von Protozoen verursachte Erkran-
kung. Doch Ende der Achtzigerjahre des letzten Jahrhun-
derts wurde entdeckt, dass es sich bei dem Ausloser um
einen Pilz handelt, dem vor einigen Jahren der Name
Pneumocystis jirovecii zugewiesen wurde (Edman et al,
1988) (Thomas & Limper, 2004). Nicht zuletzt dieses Irr-
tums wegen starben zur Beginn der AIDS-Epidemie viele
Patienten an der PCP. Heutzutage ist eine Erkrankung e-
her selten, tritt aber hdufig bei HIV-Infizierten auf, die kei-
ne ART bekommen.

Es kann erst zu einer PCP-Infektion kommen, wenn weni-
ger als 250 CD4"- Zellen/puL Blutplasma vorhanden sind.
Gerade bei den so genannten ,,Late-Presentern® (gleichzei-
tige HIV- und AIDS-Diagnose) ist die PCP mit 35% die
am zahlreichsten auftretende opportunistische Erkrankung
(Mussini et al, 2008). Die Symptome sind Reizhusten und
eine schwere Atmung unter Belastung (Belastungsdysp-
noe). Gewissheit bringt das Rontgen bzw. ein HR-CT
(,,High Resolution Computed Tomography*) der Lunge.
Dabei kann die ,,Verpilzung* der Lunge sichtbar gemacht
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werden. Zur Abgrenzung von einer bakteriellen Pneumo-

nie ist eine eindeutige Diagnose wichtig.

Die Prognose ist gut, sofern nach schneller korrekter Diag-
nose sofort mit der Therapie begonnen wird. Viele Patien-
ten sind zu diesem Zeitpunkt bereits beatmung-pflichtig.

Dies bedeutet, dass die PCP weit fortgeschritten ist und

die Chancen einer Heilung sehr gering sind (Walzer et al,

2008). Damit gehen auch heute noch viele AIDS-Todesfal-
le auf eine PCP zurtick.

Kryptokokkose

Die Kryptokokkose ist eine lebensbedrohliche Infektion-
erkrankung, die durch den Hefepilz Cryprococcus neofor-
mans ausgelost wird. Sie ist eine der wichtigsten AIDS-de-
finierenden Erkrankungen, u. a. weil sie nahezu aus-
schlieBlich in Folge einer schweren Immunschwéche auf-
tritt. In einer Fallsammlung von 114 Patienten aus
Deutschland (Weitzel A, 1999) haben diese bei der Mani-
festation der Kryptokokkose-Erkrankung im Median eine
sehr geringe Konzentration von 30 CD4"- Zellen/uL Blut-
plasma. Im Allgemeinen tritt die Erkrankung bei 87% der
HIV-Patienten erst ab einem Wert von weniger als 100
CD4"- Zellen/uL auf.

Die Ubertragung Cryptococcus neoformans findet iiber-
wiegend durch die Inhalation von kontaminiertem Vogel-
kot statt. Von der Lunge gelangt der Erreger in ungefdhr
80% aller Félle tiber das Blut- bzw. Lymphe-system in
das ZNS. Daraus ergeben sich die Symptome: Zunichst
Kopfschmerzen und Fieber und bereits nach wenigen Ta-
gen neurologische Storungen, die sich in Seh-, Hor-, und
Gangproblemen &uflern kdnnen. Seltener, bei ca. 20% al-
ler Kryptokokken-Infektionen, bei denen ausschlieBlich
ein Befall der Lunge vorliegt, tritt eine atypische Pneumo-

nie auf.

Bei den ersten Anzeichen einer Kryptokokkose muss so-
fort mit einer Therapie begonnen werden. Die Behand-
lung erfolgt in der Regel stationdr. Zu Beginn muss ein
Antigentest durchgefiihrt werden. Im Falle eines positiven
Tests ist, bei Befall der Lunge, ein HR-CT derselbigen
und, bei Befall des ZNS, ein MRT des Gehirns notwen-

dig. In der Lunge sind kleine Herde, sowohl verstreut als
auch scharf abgegrenzt sichtbar. Im Gegensatz dazu sind
im Gerhirn hiufig keine eindeutigen Merkmale, wie z.B.
Enzephalopathien zu sehen. Lediglich ein erhéhter Hirn-
druck ist zu messen. Gewissheit bringt hier eine Liquor-
punktion. Die Mortalitétsrate ist, insbesondere in den ers-
ten Wochen der Infektion, relativ hoch. Im Vergleich zu
den letzten Jahrzehnten hat sich die Prognose insgesamt
aber verbessert. So lag die Mortalitdt frither bei 64/100
Personenjahren, wihrend sie gegenwartig auf 15 gesun-
ken ist (Lortholary et al, 2006).

Entwicklung der HIV-1 Pathogenitét

Die Pathogenese von HIV lésst sich einerseits mit der
Anzahl der HIV-RNA-Kopien pro mL Blutplasma, also
der Zahl der Viren im Blut (Virdmie), andererseits mit der
Zahl der CD4"-Zellen/uL Blutplasma darstellen (-> 1.4:
,Verlauf der Infektion®). Beide Faktoren wurden als
prognostische Marker in einer Metaanalyse festgelegt.
Dabei wurde die Entwicklung der Pathogenitidt des HIV
Subtyps B aus 32 HIV-Studien aus den Jahren 1984-2010
untersucht (Herbeck et al, 2012). Es wurden zehn Studien
zur Analyse der Entwicklung der CD4"-Zellen und acht
zur Analyse der Entwicklung der Viruslast ausgewéhlt.
Die Dauer der herangezogenen Studien betrug im
Mittelwert 17 Jahre. In der Untersuchung wurde eine
Zunahme der Viruskopien und eine Abnahme an CD4*-
Zellen als Zunahme der Pathogenitit gesehen, wéhrend
eine Abnahme der Viruskopien und eine Zunahme der
CD4"-Zellen als Abnahme der Pathogenitit gewertet
wurde. Als Vergleichswert fiir die Anzahl der Viruskopien
wurde aus den jeweiligen Studien der ,virologic set

point“ herangezogen.

Die Ergebnisse der Metaanalyse von seroinzidenten
Kohorten zeigen eine deutliche Tendenz zur Zunahme der
Pathogenitit. So ist es in den letzten 30 Jahren zu einer
Abnahme der CD4*-Zellen um 180 Zellen/uL und zu
einer Zunahme der Viruslast um 0,54 logio RNA-Kopien/
mL gekommen. Das entspricht einer Entwicklung der
CD4*-Zellen von -6,01 Zellen/uL und einer Viruslast von
+0,018 logio RNA-Kopien/mL pro Jahr. Damit hat auch
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iiber die Jahre der ,,virologic set point* zugenommen, was
zu einer Verschirfung der AIDS-Epidemie fiihrt. Des
Weiteren kommt es bei einem Anstieg des ,,virologic set
point“ von 0,5 logio RNA-Kopien/mL in kiirzeren
Zeitabstinden (durchschnittlich 3 Jahre frither) zur
Manifestation von AIDS. Selbst bei nicht seroinzidenten
Kohorten ist eine identische Entwicklung zu beobachten,
wenn auch nicht so ausgepriagt. Zusammenfassend ist zu
sagen, dass sich die Pathogenitdt von HIV seit Beginn der
globalen HIV-/AIDS-Epidemie verstérkt hat.

Die aus der Metaanalyse gewonnen Ergebnisse decken
sich mit der Annahme der Evolution von HIV im
menschlichen Organismus. So ist davon auszugehen, dass
sich das HI-Virus iiber die Zeit an die Verdnderungen
seiner Umwelt, wie sie z.B. durch die ART ausgelost
werden, angepasst hat. Es findet gewissermaf3en durch die
ART eine Verstirkung der Pathogenitit von HIV bzw.
eine Selektion auf besonders pathogene Eigenschaften des
HI-Virus statt, die nur durch die Entwicklung von neuen
Medikamenten bzw. eine Verbesserung der antiretro-
viraler Mittel kontrolliert werden kann. Es muss sozu-
sagen eine Coevolution der antiretroviralen Behandlung
stattfinden, damit auch zukiinftig der Krankheitsverlauf
von HIV zum Positiven hin reguliert werden kann.

Epidemiologie

Der Ursprung von HIV-1 im Kurziiberblick

Durch die Zoonose von SIV (Simian immunodeficiency
virus) vom Schimpansen Pan troglodytes troglodytes auf
den Menschen (Homo sapiens) ist HIV entstanden.
Vermutlich ist SIV durch den Verzehr von infiziertem
Affenfleisch bzw. Affenorganen in den menschlichen
Organismus gelangt. In Abb. 1.4 ist der Ursprung von
HIV-1 stark vereinfacht dargestellt.

Das SI-Virus ist, nach aktuellen Berechnungen, mindes-
tens 32000 Jahre alt (Worobey et al, 2010). Sofern die
Menschen mit Affen Kontakt hatten, waren sie innerhalb
der Jahrtausende SIV stindig ausgesetzt. Zudem dnderte

sich mit der Zeit das Verhalten der Menschen, sodass der

HIV-1

____________ '
(]
----------- 4

Abbildung 4.1: Ubersicht iiber die Entstehung von HIV-1.
SIVgsn und SIVcrm sind die Vorfahren von SIVcpz. Zoono-
sen von SlVcpz des Schimpansen Pan troglodytes troglody-
tes flhrte zu HIV-1.

Kontakt zwischen den Spezies und damit der Kontakt zu
diesem Virus immer enger geworden ist. Ein Angelpunkt
diirfte um 1950 gewesen sein. Zu diesem Zeitpunkt hat
die Benutzung unsteriler Injektionsnadeln enorm zuge-
nommen, wodurch es zu unzihligen SIV-Ubertragungen
zwischen den Menschen gekommen ist (Marx et al,
2001). Bei dieser Gegebenheit wird, durch multiple geneti-
sche Ubertragungen, hdchstwahrscheinlich HIV-2 entstan-
den sein. Da der Ursprung von HIV-1 wesentlich frither
liegt, kann der direkte Kontakt von SIV mit dem Men-
schen nicht die einzige Ursache bei der Entstehung von
HIV sein. In erster Linie ist eine Vielzahl an genetischen
Mutationen des SI-Virus fiir die Entstehung des humanpa-
thogene HI-Virus verantwortlich. Inwiefern verschiedene
Faktoren schlussendlich zur Entwicklung von HIV und
damit zu einer weltweiten Epidemie gefiihrt haben ist der-
zeit wissenschaftlich ungeklart. Wissenschaftlich bewie-
sen scheint, dass es multiple Uberginge von SIV auf den
Menschen gegeben haben muss und sich so die diversen
Hauptgruppen von HIV ausgebildet haben.

Das SI-Virus ist, nach aktuellen Berechnungen, mindes-
tens 32000 Jahre alt (Worobey et al, 2010). Sofern die
Menschen mit Affen Kontakt hatten, waren sie innerhalb
der Jahrtausende SIV stiindig ausgesetzt. Zudem &nderte
sich mit der Zeit das Verhalten der Menschen, sodass der
Kontakt zwischen den Spezies und damit der Kontakt zu
diesem Virus immer enger geworden ist. Ein Angelpunkt

diirfte um 1950 gewesen sein. Zu diesem Zeitpunkt hat
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die Benutzung unsteriler Injektionsnadeln enorm zuge-
nommen, wodurch es zu unzihligen SIV-Ubertragungen
zwischen den Menschen gekommen ist (Marx et al,
2001). Bei dieser Gegebenheit wird, durch multiple geneti-
sche Ubertragungen, hochstwahrscheinlich HIV-2 entstan-
den sein. Da der Ursprung von HIV-1 wesentlich frither
liegt, kann der direkte Kontakt von SIV mit dem Men-
schen nicht die einzige Ursache bei der Entstehung von
HIV sein. In erster Linie ist eine Vielzahl an genetischen
Mutationen des SI-Virus fiir die Entstehung des humanpa-
thogene HI-Virus verantwortlich. Inwiefern verschiedene
Faktoren schlussendlich zur Entwicklung von HIV und
damit zu einer weltweiten Epidemie gefiihrt haben ist der-
zeit wissenschaftlich ungeklart. Wissenschaftlich bewie-
sen scheint, dass es multiple Uberginge von SIV auf den
Menschen gegeben haben muss und sich so die diversen
Hauptgruppen von HIV ausgebildet haben.

Durch die statistische ,,time of most recent common ances-
tor“-Methode (tMRCA) (Korber et al, 2000) kann der letz-
te gemeinsame Vorfahre berechnet und somit ein ungeféh-
res Ursprungsjahr von HIV und dessen Hauptgruppen be-
stimmt werden. Dazu werden zunéchst virale Sequenzen
analysiert. Im Anschluss wird, anhand von Nucleotid-
verdnderungen, eine ,,molecular clock* kalibriert. Mithilfe
dieser mathematischen Methode kann der Ursprung der
Hauptgruppe M auf ungefdhr 1908 (1884-1924) und der
Ursprung der Hauptgruppe O ungefdhr auf 1920 (1890-
1940) datiert werden. Dabei liegt der Ausgangspunkt der
HIV-1 Hauptgruppe M, die sich als erste ausgebildet hat,
im Siidosten von Kamerun. Uberraschenderweise findet
sich die SIV-Linie, die als Ursprung der HIV-1 Hauptgrup-
pe O gilt, in Gorillas, die mdglicherweise als SIVcp,-Zwi-
schenwirt zwischen Schimpanse und Mensch fungiert ha-
ben. Der SIVp,-Ursprung, also der des direkten Vorfahren
von HIV, geht vermutlich auf das Jahr 1492 (1266-1685)
zuriick (Wertheim & Worobey, 2009).

HIV-/AIDS-Epidemie in Deutschland im Jahr

2011

Eine HIV-Infektion ist in Deutschland per Gesetz (IfSG §
7 Abs. 3 Nr. 2) meldepflichtig. In erster Linie ist das diag-

nostizierende Labor dazu verpflichtet einen positiven
HIV-Befund an das Robert Koch Institut (RKI), eine zent-
rale Uberwachungs- und Forschungseinrichtung, die dem
Bundesministerium fiir Gesundheit untersteht, zu melden.
Die Meldung erfolgt anonymisiert und muss, neben dem
ersten Buchstaben des Vor- und Nachnamens, u.a. das Ge-
schlecht, den Geburtsmonat und das Geburtsjahr sowie
den Landkreis des Hauptwohnsitzes und den wahrscheinli-
chen Infektionsraum und das Infektionsgebiet enthalten.
Es obliegt den behandelnden Arzten fehlende Angaben
auf dem amtlichen Meldebogen zu ergénzen und diesen
anschlieBend direkt an das RKI zu iibermitteln. Aus den
so gewonnen Daten sowie allgemeinen Studien erstellt
das RKI einen Uberblick iiber die HIV-Infektionen und
AIDS-Erkrankungen in Deutschland. Dabei ist das Ziel
die epidemiologische Uberwachung (Surveillance) von
HIV, darunter die Bestimmung der HIV-Inzidenz (Anzahl
der HIV-Neuinfektionen pro Zeiteinheit) und der HIV-Pra-
valenz (Anzahl der zu einem bestimmten Zeitpunkt beste-
henden HIV-Infektionen). Zu beachten ist, dass die An-
zahl der Neuinfektionen nicht ohne weiteres mit der HIV-
Inzidenz gleichgesetzt werden kann, da vom Zeitpunkt
der Infektion bis zu deren Diagnose Jahre vergehen kon-
nen. AIDS-Erkrankungen sowie AIDS-Todesfalle konnen
von den behandelnden Arzten freiwillig und anonym an
das RKI gesendet werden.

Bei der Uberwachung von HIV-/AIDS-Epidemie wird
nach dem Ubertragungsweg differenziert. Die Einteilung
erfolgt nach heterosexuellem Ubertragungsweg (HET),
nach Ménner die Sex mit Méannern haben (MSM), nach
Personen, die intravends Drogen konsumieren (IVD),
nach Kindern, die sich bei ihrer Mutter infizieren (PPI)
und nach Personen, bei denen der Ubertragungsweg unbe-
kannt ist oder bei denen keine Angaben dazu vorliegen
(unb./k.A.). Mit Abstand entstammen die meisten HIV-In-
fizierten in Deutschland, ungefiahr 59000, aus der MSM-
Gruppe. Dies entspricht fast 81% aller HIV-positiven in

Deutschland wohnhaften Biirgerinnen und Biirgern.

In der gesamten Bundesrepublik Deutschland (BRD)
leben derzeit ungefihr 73000 HIV-positive Menschen.
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Fiir das Jahr 2011 wurden 2889 HIV-Neuinfektionen Altersgruppe der 25-29 Jahrigen und den iiber 50-Jahri-
gemeldet. Das entspricht einem Riickgang von 1,7% im gen leicht angestiegen. Bei den anderen Altersgruppen

Vergleich zum Vorjahr. Knapp 52000 HIV-Patienten war sie leicht riicklaufig oder stabil. Insgesamt geht seit

befinden sich in antiretroviraler Behandlung. Dessen dem Jahr 2008 die HIV-Inzidenz zuriick. Dafiir ist vermut-
ungeachtet sind 2011 ca. 1000 HIV-Patienten neu an lich die bessere sexuelle Aufkldarung beziiglich Infektions-
AIDS erkrankt. Im gleichen Jahr sind ungefihr 500 krankheiten, sowie eine schnellere HIV-Diagnose verant-
AIDS-Patienten verstorben. Damit ist die Zahl der wortlich. So gibt es heutzutage deutlich weniger HIV-Infi-
Todesfille in Deutschland seit Beginn der AIDS- zierte, die ohne Kenntnis ihrer HIV-Infektion lIeben (RKI,
Epidemie auf 27000 gestiegen (RKI, 2012). 2012).

Gruppe der heterosexuellen Neuinfektionen Gruppe der Neuinfektionen infolge von intravené-

. . ) i ) sem Drogenkonsum
Die HIV-Neuinfektionen haben sich, aufgrund einer

Neudefinition dieser Gruppe, um 10% erhdht (von 493 Die Anzahl an HIV-Neuinfizierten aus dieser Gruppe ist
auf 544 Fille). Nach der neuen Definition werden sowohl sehr gering. So wurden 2011 nur 90 Félle in der BRD ge-
die in Deutschland, als auch die im Ausland erworbenen meldet. Das ist der niedrigste Wert seit Beginn der Erfas-
HIV-Infektionen zur HET-Gruppe gezihlt. Von den sung im Jahr 1993 und entspricht im Vergleich zum Vor-
Neuinfizierten stammten 30% aus Deutschland und 63% Jahr einem Riickgang von 6%. Dabei stammen 43% der
aus dem Ausland. Bei 7% waren keine Angaben Neuinfizierten aus Deutschland und 38% aus dem Aus-
vorhanden. Von den aus Deutschland stammenden land. Eine Schwankung der HIV-Inzidenz lasst sich, auf-
Neuinfizierten haben sich 29% im Ausland angesteckt. grund der wenigen Félle, nicht sicher feststellen. Fiir die
Von denen aus dem Ausland stammenden haben sich 23% geringe Anzahl an HIV-/AIDS-Fillen in der IVD-Gruppe
in Deutschland infiziert und 47% in Subsahara-Afrika. Im ist die intensive Versorgung von Drogenabhingigen ver-
Endeffekt haben sich 60% der Personen der HET-Gruppe antwortlich, die neben einer Therapiemdglichkeit, den Ab-
im Ausland mit HIV infiziert. Die HIV-Inzidenz ist in den héngigen zudem ungebrauchte, sterilen Spritzennadeln
letzen Jahren durch alle Altersschichten nahezu zur Verfiigung stellt. Damit wird die Wiederverwendung
unverindert geblieben (RKI, 2012). alter Kaniilen, insbesondere die von potentiell HIV-infi-

zierten Drittpersonen, minimiert. Somit spielen Neuinfi-
Gruppe der homosexuellen Neuinfektionen zierte aus dieser Gruppe bei der HIV-/AIDS-Epidemie in

Im Jahr 2011 haben sich 1574 Personen dieser Gruppe Deutschland kaum noch eine Rolle (RKI, 2012).

neu mit HIV-1 infiziert. Im Vergleich zum Vorjahr sind Gruppe der Neuinfektionen infolge von

dies 7% weniger. 76% der Neuinfizierten stammen aus Mutter-Kind-Transmissionen

Deutschland, 14% aus dem Ausland und bei 10% lagen

keine Angaben vor. Auffallend ist, dass sich mindestens 2011 wurden 15 Fille einer Mutter-Kind-Transmission
69% der Neuinfizierten mit Migrationshintergrund erst in von HIV in der BRD gezéhlt. Das sind 5 weniger als im
Deutschland angesteckt haben. Insgesamt haben sich 90% Vorjahr. Von den 15 neuinfizierten Kindern wurden sechs
aller Personen aus der MSM-Gruppe in Deutschland infi- in Deutschland und neun im Ausland zur Welt gebracht.
ziert. Wie schon geschrieben, werden die meisten HIV-In- Bei den in Deutschland geborenen Kindern wurde den
fektionen in Deutschland aus der MSM-Gruppe gemeldet. Miittern in zwei Féllen kein HIV-Test angeboten, in zwei
So sind, fiir das Jahr 2010 gesehen, 68% der HIV-Neuin- Fillen war die Infektion der Mutter vor der Geburt
fektionen dieser Gruppe zuzuordnen. Dagegen ist die bekannt und in einem Fall wurde ein HIV-Test der Mutter

HIV-Inzidenz zwischen 2010 und 2011 nur noch in der vor der Geburt durchgefiihrt. Diese hatte zum Zeitpunkt
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des Tests allerdings noch keine spezifischen Antikorper
im Blut, sodass es zu einem falsch-negativen Testergebnis
gekommen ist. Insgesamt gesehen spielt die PPI-Gruppe
in Bezug auf die HIV-/AIDS-Epidemie in Deutschland
kaum eine Rolle (RKI, 2012).

Gruppe der Neuinfektionen mit unbekanntem Infek-
tionsweg bzw. dazu fehlenden Angaben

In diese Gruppe werden wahrscheinlich in vielen Fillen
HIV-Neuinfizierte der MSM-Gruppe eingeordnet, weil
hdufig bei neuinfizierten Maénner die Angabe zum
sexuellen Ubertragungsweg fehlt. Erfolgen von den HIV-
Neuinfizierten keine Angaben dazu, so konnen die
behandelnden Arzte auch keine Einteilung des sexuellen
Ubertragungswegs vornehmen. Im Jahr 2011 sind 665
neuinfizierte Personen der unb./k.A.-Gruppe zuzuordnen.
Das entspricht, im Vergleich zum Vorjahr, einer Zunahme
von 5%. 53% der Personen stammen aus Deutschland,
19% aus dem Ausland und bei 28% fehlte die Angabe
eines Herkunftslandes. Es ist davon auszugehen, dass sich
die Mehrzahl der Personen der unb./k.A.-Gruppe in
Deutschland infiziert hat (RKI, 2012).

Fiir eine gute HIV-Surveillance ist es unabdingbar, dass
von allen Arzten in allen Fillen konkrete Angaben
gemacht werden, wie sie das RKI fordert. Somit lieB3e sich
in Zukunft auch die Anzahl der Personen in dieser Gruppe
minimieren bzw. die Neuinfizierten in eine konkrete

Gruppe einordnen.

HIV-/AIDS-Epidemie global im Jahr 2011

Die HIV-Surveillance der globalen HIV-/AIDS-Epidemie
fillt in den Zustandigkeitsbereich der UN-Organisation
UNAIDS, die die Daten von den jeweiligen UN-Mitglieds-
landern erhalten. Die UNAIDS wurde 1996 gegriindet.

Im Jahr 2012 haben 186 Liander weltweit ihre HIV-/
AIDS-Daten weitergegeben. Das entspricht 96% aller
UN-Mitgliedsstaaten Die UNAIDS erstellt daraus einen
globalen HIV-/AIDS-Bericht und setzt Ziele, mit denen
die AIDS-Epidemie in den ndchsten Jahren eingeddmmt
werden konnte (=> 2.3.3: ,,Ziele der UNAIDS bis 2015).

Zahlen zur globalen Epidemie

Auf der ganzen Welt lebten im Jahr 2011 ungeféhr 34 Mil-
lionen Menschen mit einer HIV-Infektion. Dies entspricht
ca. 0,8% der gesamten Weltbevolkerung. Davon sind
0,3% minnlichen und 0,5% weiblichen Geschlechts. Da-
mit gibt es weltweit deutlich mehr HIV-infizierte Frauen
als Ménner. Gerade in den Entwicklungslédndern, wo die
HIV-Prévalenz und die HIV-Inzidenz am grofBten sind, ist
der Anteil an HIV-positiven Frauen auerordentlich hoch.
Dies stellt ein grofles Risiko dar, da sich viele Kinder
dort, zwecks der mangelnden medizinischen Versorgung,
bereits bei der Geburt mit HIV infizieren. In den Industrie-
landern iiberwiegt dagegen der Anteil an ménnlichen
HIV-Infizierten.

Die von HIV am stirksten betroffene Region ist Subsaha-
ra-Afrika, wo allein 69% aller HIV-positiven Menschen,
dies sind fast 35 Millionen, leben. Mit grolem Abstand
folgt auf dem zweiten Platz Asien. Dort leben 5 Millionen
HIV-Infizierte. Auf den nachfolgenden Plitzen kommen
die Karibik und Osteuropa. Insgesamt haben sich 2011 ca.
2,5 Millionen Menschen neu mit HIV infiziert. Den stirks-
ten Anstieg der HIV-Inzidenz, gemessen von 2001-2011,
weisen Bangladesch (Asien), Georgien (Osteuropa/Asi-
en), Guinea-Bissau (Afrika), Indonesien (Asien), Kasachs-
tan (Osteuropa/Asien), Kyrgyzstan (Asien), Philippinen
(Asien), Moldawien (Osteuropa) und Sri Lanka (Asien),
auf. Im Gegensatz dazu sind die Zahlen der Neuinfektio-
nen in Afrika in den letzten Jahren kontinuierlich zuriick-
gegangen. Trotz alledem infizieren sich weltweit gesehen
die meisten Menschen in Afrika (s. Abb. Titelblatt). So
wurden 71% aller HIV-Neuinfektionen aus Subsahara-Af-
rika gemeldet. Das entspricht ungefahr 1,8 Millionen Fil-

len.

Weltweit sind im Jahr 2011 1,7 Millionen Menschen an
AIDS gestorben, was im Vergleich zu 2005 einer Abnah-
me von 24% entspricht. Allerdings werden diese Zahlen
durch eine starke Zunahme an AIDS-Toten in einigen Lén-
dern relativiert. Obwohl in Subsahara-Afrika 2011 32%
weniger an AIDS verstorbene Menschen zu vermelden

waren, stammen allein 70% aller AIDS-bedingten Todes-
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falle aus dieser Region. Dennoch ist insgesamt ein riick-
laufiger Trend in der Entwicklung zu sehen, was insbeson-
dere auf den Erfolg der ART zuriickzufiihren ist. Demge-
maf sind durch die ART seit 1995 14 Millionen Men-
schenleben in Léndern mit niedrigem bis mittlerem Ein-
kommen gerettet worden. Davon stammen allein 9 Millio-
nen aus Subsahara-Afrika (UNAIDS, 2012).

Ziele der UNAIDS bis 2015

Um die HIV-/AIDS-Epidemie einigermaflen bewdltigen
zu konnen und eine weitere Ausbreitung einzuddmmen,
hat die UNAIDS zehn spezifische Ziele fiir 2015
ausgearbeitet, die von den einzelnen Mitgliedsstaaten
unverbindlich umgesetzt werden konnen. (UNAIDS,
2012).

Die 10 Ziele der UNAIDS (bis 2015):

(1) Reduzierung der sexuellen HIV-Ubertragung um
50 Prozent.

(2) Reduzierung der HIV-Ubertragung zwischen
Drogenabhéngigen (IVD) um 50%.

(3) Verhinderung neuer HIV-Infektionen von Kindern
und Reduzierung der AIDS-Todesfille von Miittern.

(4) Bereitstellung der ART fiir 15 Millionen Menschen.

(5) Reduzierung der Tuberkulose-Toten in Zusam-

menhang mit einer HIV-Infektion um 50%.

(6) Aufstellung von finanziellen Mitteln fiir Lander mit
niedrigem und mittlerem Einkommen zur Bekdmpfung
von HIV/AIDS in der Hohe von 22 bis 24 Milliarden US-
Dollar.

(7) Verhinderung der Diskriminierung aufgrund des
Geschlechts. Schutz von Frauen und Méadchen vor sexu-
ellem Missbrauch und Gewalt sowie sexuelle

Aufklarung zur Pravention einer HIV-Infektion.

(8) Verhinderung der Stigmatisierung und Diskriminie-
rung von HIV-/AIDS-Erkrankten durch die Politik bzw.
durch die Verabschiedung entsprechender Gesetze.

(9) Verhinderung der Repressionen von HIV-positiven

Menschen, z.B. Reisefreiheit statt Einreiseverbote.

(10) Integration der HIV-/AIDS-Versorgung in globale
Gesundheits- und Entwicklungsprojekte

Mégliche Realisierung der Ziele der
UNAIDS

Die sexuelle Ubertragung kann zum einen iiber die sexuel-
le Aufklarung, insbesondere in Afrika, eingeddimmt wer-
den. Die Verwendung von Kondomen beim Sexualver-
kehr und das Vermeiden von vielen Sexualpartnern kon-
nen ebenfalls dazu beitragen. Dies gilt besonders fiir die
Gruppe der MSM und, im Hinblick auf die Kondom-Be-
nutzung, fiir Prostituierte. Des Weiteren senkt eine Be-
schneidung der Minner nachweislich das Ubertragungsri-
siko von HIV vom Mann auf die Frau. Im Allgemeinen
kann auch die Gleichberechtigung der Frau in der Gesell-
schaft, also die Verdnderung sozialer Standards dazu bei-
tragen. Gerade in Indien und Subsahara-Afrika sind sexu-
elle Vergewaltigungen von Frauen alltidglich und aufgrund
ihrer niedrigen sozialen Stellung gesellschaftlich gedul-
det. Zur Vermeidung von Mutter-Kind-Transmissionen
muss die Versorgung von schwangeren, HIV-positiven
Frauen, besonders in den wenig entwickelten Landern,
enorm verbessert werden. So erreicht in diesen Ladndern
nur 30% der Frauen eine ART. Auflerdem miissen ausrei-
chend kostenlose HIV-Tests zur Verfiigung gestellt und
deren Akzeptanz von der lokalen Bevolkerung gefordert
werden. Hinsichtlich der Ubertragung zwischen IVDs hat
die Bereitstellung von sterilen Kaniilen sowie Drogenthe-
rapien hochste Prioritdt. Insgesamt gesehen steht die Ver-
sorgung der HIV-Infizierten mit antiretroviralen Mitteln
an erster Stelle. Gerade in den Landern mit niedrigen und
mittleren Einkommen, wo gegenwirtig die meisten HIV-
Infektionen und AIDS-Erkrankungen auftreten, muss im
Hinblick auf die Finanzierung und die Verteilung der Me-
dikamente in der Bevolkerung nachgebessert werden.
Nicht zuletzt ist zu betonen, dass gerade eine Stigmatisie-
rung und Diskriminierung von HIV-Infizierten im Ange-
sicht der Verbreitung der AIDS-Epidemie enorm kon-

traproduktiv ist. Infolge von Diskriminierungen werden
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HIV-Infektionen von den Betroffenen zumeist bewusst
ignoriert oder verschwiegen. Somit kann keine ART statt-
finden und die Ausbreitung von HIV kann nicht kontrol-
liert bzw. verhindert werden.

Werden die von der UNAIDS ausgearbeiteten Ziele durch
die lokalen Regierungen der UN-Mitgliedslander
konsequent umgesetzt, so kann auch in den nédchsten
Jahren mit einer weltweit sinkenden HIV-Inzidenz
gerechnet werden. Entgegen dem allgemeinen Trend steht
die zunehmende Ausbreitung von HIV in einigen
Entwicklungslandern der Welt. Hier muss mit allen
Mitteln gegengesteuert werden. Ein erster Schritt dahin ist
die finanzielle Unterstiitzung dieser Lander durch andere
Staaten bzw. durch die UNAIDS sowie durch NGOs
(,,non-governmental organizations*). Nicht zuletzt kann

sich jeder Einzelne mit einer Spende beteiligen!
AIDS-Spendenempfinger (Links)

http://www.aids-stiftung.de/

http://www.unicef .de/projekte/themen/aids/

http://www.aidshilfe.de/de/treffpunkt/aktiv-werden/

spenden

http://www.sos-kinderdoerfer.de/wo-wir-helfen/

hilfsprojekte/sos-gegen-aids/pages/default.aspx
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Einleitung

Der Replikationszyklus des HIV-1 beginnt mit der
Bindung des ,,Envelope® Proteins (Env) an bestimmte
Oberflachenmolekiile der Wirtszelle. Durch Membran-
fusion dringt das Virus in die Wirtszelle ein, wo es
entpackt wird, damit die Virus-RNA in eine komple-
mentére DNA (cDNA) umgeschrieben werden kann. Nur
als DNA kann das Virusgenom in das Wirtsgenom
integriert werden. Zelluldire Mechanismen exprimieren
auf diese Weise virale Proteine, die sich zu einem neuen
Virion formen, welches die Zelle verldsst und sich zum
reifen HIV-1 entwickelt (Modrow, Falke et al. 2010).

Pathophysiologie der Infektion

HIV-1 ist in der Lage CD4+-Zellen zu infizieren. CD
steht fiir ,,Cluster of Differentiation™ und stellt zell-typi-
sche Oberflachenproteine dar. Sie erfiillen unter-schiedli-
che Aufgaben, wie z.B. Signalweiterleitung in das Zellin-
nere nach Bindung eines Liganden oder sind enzymatisch
aktiv (Abbas, Lichtman et al. 2012). Zu den CD4-expri-
mierenden Zellen gehoren T-Helferzellen, Makrophagen
und Dendritische Zellen (DC) (Pope, Betjes et al. 1994).
T-Helferzellen haben die Aufgabe das nage-borene und
adaptive Immunsystem bei der Immunant-wort miteinan-
der zu vernetzen. Makrophagen nehmen Pathogene auf
und verdauen sie im Zellinneren. Die wichtigste Aufgabe
der DC’s ist die Antigenprisentation an T- und B- Zellen.
Die Aufgaben der von HIV-1 infi-zierten CD4-positiven
Immunzellen (siche Kasten: Immunzellen) machen deut-
lich, warum das Virus eine Immunschwéche, besser be-
kannt als AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndro-
me), verursacht (Abbas, Lichtman et al. 2012).

HIV-1 wird, je nach Ubertragungsweg, von DC’s, die sich
in der Mukosa befinden, aufgenommen und in die se-
kundéren Lymphorgane transportiert. Dort kann das Virus
tiber Zell-Zell-Kontakt andere Zellen infizieren. Dies
erfolgt liber sogenannte Chemokinrezeptoren, die auf
Wirtszellen exprimiert werden (Pope, Betjes et al. 1994).
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Immunzellen

T-Zellen sind Teil des adaptiven Immunsystems und
entstehen im Knochenmark aus einer gemeinsamen
lymphoiden Vorlauferzelle. Unreife T-Lymphozyten wan-
dern aus dem Knochenmark in den Thymus, in welchem
sie als Thymozyten bezeichnet werden, und reifen dort
heran. Thymozyten durchlaufen vier doppelnegative
Stadien, in denen sie weder CD4 noch CDS8 exprimieren
(CD4- und CDS8-). Im weiteren Verlauf entwickeln sie
sich zu doppelpositiven Thymozyten (CD4+ und CD8+)
und reifen weiter heran, bis sie entweder CD4 oder CD8
exprimieren. Ab dem Reifungsstadium im Thymus ent-
wickeln sie zudem einen of}-T-Zellrezeptor (TCR). T-
Zellen, die diesen TCR-Typ haben, werden als af-T-
Zellen bezeichnet. Zusitzlich existieren y5-T-Lymphe-
zyten, welche den y3-TCR auf ihrer Oberflache expri-
mieren. Sie sind vorallem in der Mukosa des Darms zu
finden und stellen die erste Immunabwehr des Menschen
nach der Geburt dar. Nach der Reifung wandern die
naiven T-Zellen aus dem Thymus in die Peripherie. Nach
Aktivierung durch ein Antigen, differenzieren naive T-
Zellen zu induzierten regulatorischen T-Zellen, Effektor-
zellen und Gedichtniszellen aus. Sie unterscheiden sich
untereinander in der Oberflichenmolekiilexpression und
Cytokin- und Chemokinsekretion. Einen weiteren Zelltyp
der T-Zell Linie stellen Natiirliche Killer-T-Zellen (NKT)
dar. Sie exprimieren die Oberflichenmolekiile CD3
(typisch fiir T-Zellen) und NK1.1 (typisch fiir Natiirliche
Killer-Zellen). Im Zusammenhang mit HIV-1 sind CD4+-
T-Helferzellen von besonderem Interesse. Diese T-Zell-
Population differenziert nach Présentation eines Antigens
auf MHC-II-Molekiilen durch Antigenprasentierende
Zellen, wie den DC’s und Makrophagen, zu follikuldren
T-Helferzellen (TFH), T1-Helferzellen (TH1), T2-Helfer-
zellen (TH2), T17-Helferzellen (TH17) und induzierten
Regulatorischen T-Helferzellen (TiReg). TFH-Zellen
induzieren die sogenannte Keimzentrum-Reaktion,
welche die Differenzierung von B-Lymphozyten zu
antikorperproduzierenden Plasmazellen initiiert. THI1-
Zelllen stellen die Abwehr gegen Viren und Bakterien dar.
Sie aktivieren Makrophagen, welche ihrerseits wie TFH-

Zellen B-Zellen zur Antikorperproduktion anregen. TH2-
Zellen spielen bei Befall durch Helminthen (Wiirmer)
eine groBe Rolle. Sie stimulieren B-Zellen zur Produktion
von Immunoglobulin-E (IgE). Dieser Antikdrper bindet
an Helminthen und gleichzeitig an Eosinophile, welche
dadurch Substanzen sezernieren, die den Wurm tdten.
TH17-Zellen vermitteln die Abwehr gegen Pilze und
Bakterien durch Rekrutierung von Neutrophilen. Sie
nehmen den Erreger auf und machen ihn durch Verdauen
unschéddlich. Damit die Immunreaktion adéquat verlauft,
bedarf es TiReg-Zellen. Sie regulieren die Inflammation,

indem sie Effektorzellen inhibieren.

Makrophagen sind Zellen des angeborenen Immun-
system. Sie entstehen im Knochenmark, welches sie als
Monozyten verlassen. Zirkulierende Monozyten wandern
in umliegendes Gewebe ein und werden dort von bestimm-
ten Wachstumsfaktoren oder stimulatorischen Molekiilen
aktiviert, wodurch sie zu Makrophagen heranreifen. Je
nach Gewebe haben reife Makrophagen spezielle Bezeich-
nungen erhalten. So heilen Makro-phagen im zentralen
Nervensystem Mikroglia, in der Leber Kupffer’sche Zel-
len und im Knochen Osteoklasten. Makrophagen sind in
der Lage Erreger zu internalisieren und ihre Antigene auf
MHC-Molekiilen den T- und B-Lymphozyten zu zeigen
und sie so zu aktivieren. Sie werden von TH1-Zellen zur
Sekretion proinflamma-torischer Cytokine stimuliert, wel-
che Epithelzellen aktivieren. Das fiihrt zur erhdhten Ge-
faBpermeabilitidt und Adhéision fiir Leukozyten, sodass sie
durch Cytokine und Chemokine aus Makrophagen zum
Infektionsherd mobilisiert werden. Durch Aktivierung
iiber Inter-leukin-13 (aus TH2-Zellen) sorgen Makropha-
gen fiir Wundheilungsprozesse und haben zudem einen

anti-inflammatorischen Effekt.

Dendritische Zellen (DC’s) sind die wichtigsten
antigenprasentierenden Zellen (APC) des Immunsystems.
Sie entstehen aus einer myeloiden Vorlauferzelle, die sie
mit Makrophagen gemeinsam haben, im Knochenmark.
Man findet DC’s in nahezu allen Organen. Den Grof3teil
stellen konventionelle DC’s dar (cDC’s). Sie sind
diejenigen DC’s, die Pathogene aufnehmen und in
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Abbildung 2.1: Rezeptoren und Corezeptoren fiir HIV-1-Bindung (nach Esté, 2007).

sekunddre Lymphorgane (Milz, Lymphknoten) migrieren,
um dort Antigene den T-Lymphozyten zu prisentieren
(Satpathy, Wu et al. 2012). Eine weitere Population von
DC’s stellen die follikuldren Dendritischen Zellen dar
(fDC’s). Sie befinden sich in Follikeln der sekundéren
Lymphorgane und sind fiir die Keimzentrum-Reaktion
von grofler Bedeutung. Im Gegensatz zu cDC’s
entwickeln sich fDC’s aus einer mesenchymalen Vor-
lauferzelle. Sie nehmen Antigene im Komplex mit
Antikorpern oder Komplementsystembestandteilen iiber
Komplementrezeptoren auf und zeigen sie den B-
Lymphozyten (van Nierop and de Groot 2002). cDC’s
durchlaufen nach Antigenaufnahme einen Reifungs-
prozess. Aus einer unreifen DC (iDC) wird eine reife DC
(mDC), die sich untereinander in Oberflichenmolekiil-
expression und Funktion unterscheiden. Eine mDC ist
nicht mehr in der Lage Antigene aufzunehmen. Ihre
Spezialisierung liegt nun vielmehr in der effektiven
Antigenprédsentation und T-Zellaktivierung. Dazu

exprimiert sie mehr Corezeptoren und Adhésionsmolekiile
fiir T-Zellen und erhdht gleichzeitig die Halbwertszeit
ithrer MHC-Molekiile. Das alles sorgt fiir eine optimale
Antigenprasentation (Murphy, Travers et al. 2009, Abbas,
Lichtman et al. 2012, Satpathy, Wu et al. 2012).

Zellrezeptoren

Klatzmann und Kollegen konnten 1984 zum ersten Mal
zeigen, dass HIV-1 bevorzugt CD4+-Zellen infiziert
(Klatzmann, Barre-Sinoussi et al. 1984). Es blieb jedoch
die Frage, warum das HIV-1 nach CD4-Transfektion in
Maiusen dennoch nicht mit der Wirtszellmembran
fusionieren konnte (Maddon, Dalgleish et al. 1986). Es
mussten also weitere Faktoren beteiligt sein, sogenannte
Corezeptoren. Einer der beiden Corezeptoren, CXCR4
(CXC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 4), wurde im Jahr 1995
von Feng und Kollegen entdeckt. Sie haben in vitro
beobachtet, dass nur Zellen, die transient CD4 und
CXCR4 exprimierten, mit transient HIV-1-Env expri-
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mierenden Zellen fusionierten (Feng, Broder et al. 1996).
Dennoch war nicht gekldrt, warum nicht alle HIV-1-
Isolate in der Lage waren mit Hilfe dieses Corezeptors
Wirtszellen zu infizieren. Ein Jahr spidter wurde ein
weiterer Corezeptor, CCRS (CC-Motiv-Chemokin-Rezep-
tor 5), identifiziert, als herausgefunden wurde, dass die
Chemokine CCL3, CCL4 und CCL5 die Membranfusion
zwischen Virus und Wirtszelle, welche CCRS5 exprimierte,

verhindern konnten (Deng, Liu et al. 1996).

Die natiirliche Funktion von CCRS5 und CXCR4 ist die
Leukozytenrekrutierung zum Infektionsherd. Sie binden
unterschiedliche Chemokine, wodurch sich die Zelle ent-
lang eines chemischen Gradienten durch den Organismus
bewegen kann (Abb.2.1) (Abbas, Lichtman et al. 2012).

R5-Stamm/ R5/X4-Stamm/ X4-Stamm/
M-trop Dual-trop T-trop

CD4 CD4 CD4

Abbildung 2.2 HIV-1-Tropismus. Abgebildet sind die Zielzel-
len mit den von HIV-1 genutzten Rezeptoren.

Einige Bevolkerungsgruppen weisen eine Mutation im
CCRS5-Gen auf. Personen, die homozygot fiir diese Muta-
tion sind, besitzen eine Resistenz gegeniiber R5-Isolaten.
Sie konnen jedoch immer noch mit einem X4-Stamm
infiziert werden. Bei der Mutation handelt es sich um eine
Deletion von 32 Basenpaaren (CCR532) innerhalb des
Gens. Dies fiihrt zur Verschiebung des Leserrasters und
zur Synthese eines nichtfunktionellen Proteins (Dean,
Carrington et al. 1996). Diese Mutation hat in der euro-
pdischen Bevolkerung eine Allelfrequenz von 10% und
wurde vermutlich vor knapp 3500 Jahren durch Variola
major (Echte Pocken) positiv selektioniert (Galvani and
Slatkin 2003). Die nichtfunktionelle Form des CCRS soll
zudem vor einem chronischen Verlauf der Hepatitis-B-
Infektion schiitzen und zu einer Genesung fiithren (Thio,
Astemborski et al. 2007).

HIV-1-Tropismus

Im Verlauf der Infektion &ndert sich oft der Korezeptor-
tropismus (Abb. 2.2). Im frilhen Stadium dominiert der
sogenannte R5-Stamm, der auch als M-trop bezeichnet
wird. Er infiziert Makrophagen liber CCRS. Im spiteren
Verlauf wird der R5-Stamm im Rahmen eines Tropismus-
wechsels vom X4-Stamm ersetzt. Letzterer wird auch als
T-trop bezeichnet. Er infiziert T-Helferzellen {iiber
CXCR4. Das fiihrt zur schnellen Abnahme von CD4-
Zellen und letztendlich zu AIDS.

Zudem gibt es Stimme, die sowohl CCRS5 als auch
CXCR4 nutzen konnen. Sie werden als R5/X4- Stimme
oder als Dual-trop bezeichnet. Man geht davon aus, dass
sie einen Ubergang zwischen dem R5- und X4-Stamm
darstellen (Berger, Doms et al. 1998). Der Tropismus geht
auf eine Zunahme der positiven Ladungen im
sogenannten V3-loop zuriick, der sich im Env-Protein
befindet (siche ,,Virale Eintrittskomponenten®). Der
Grund dafiir ist, dass HIV-1 mit einer kationischen V3-
Aminosdurezusammensetzung bevorzugt an negativ
geladene Heparansulfate auf der T-Zelloberflache bindet
(Hartley, Klasse et al. 2005).

Virale Eintrittskomponenten

Das essentielle Protein fiir die Bindung des Virus und den
Eintritt in die Zielzelle, ist das Hiillprotein Env, welches
vom env Gen kodiert wird (Abb.2.3 und Kapitel 6&7).
Wiéhrend des Replikationszyklus in einer Wirtszelle
entsteht zundchst ein Vorldauferprodukt, das Glycoprotein
gpl60. Es wird anschlieBend im Endoplasmatischen
Retikulum glykosyliert und im Golgi-Apparat von der
Furin-like Protease in ein externes Glycoprotein (gp120)
und ein Transmembranprotein (gp41) gespalten, die als
nicht-kovalente Heterodimere zusammen bleiben (Klasse
2012). Das Besondere am gpl20 sind neben fiinf
hochkonservierten Bereichen (C1-C5), seine fiinf Varia-
len Doménen, die sogenannten variablen Loops (V1-V5)
und ein Glykosylierungsmuster, das innerhalb der HIV-1-
Isolate variiert. Dies macht es HIV-1 moglich dem

Immunsystem zu entkommen, indem die Antikorper-

35



LTR

gp120

rev

vif vou nef

Furin-like Protease

' gp41
| c1 |V1vv'V2| Cc2 |V3|C3|V4|C4|V5|C5| |FF’| HR1 |CC| HR2 |TM|

Abbildung 2.3 HIV-1 Glykoproteine. Die Synthese erfolgt aus einem gemeinsamen Vorlauferprotein gp160 (hier nicht ge-
zeigt), welches im Endoplasmatischen Retikulum von der Furin-like Protease in gp120 und gp41 gespalten wird.

bindung aufgrund von Mutationen in den variablen Loops
und unterschiedlicher Glykosylierungsmuster gehemmt
wird (Modrow, Falke et al. 2010).

Das gp41 besteht aus einer extrazelluldren Ectodomine
(N-Terminus), einer Transmembrandoméne (TM) und
einer intrazelluliren Endodoméne (C-Terminus) (Galla-
her, Ball et al. 1989, Kilby and Eron 2003). In der Ecto-
domaine befinden sich diejenigen Komponenten, die bei
der Membranfusion die wichtigste Rolle spielen. (A) Das
Fusionspeptid (FP), welches einen hydrophoben Kern,
bestehend aus den Aminosduren LFLGFL besitzt,
inseriert dadurch in die Zellmembran. (B) Die Heptad-
Repeats 1 und 2 (HR1, HR2). Sie verleihen dem gp41l
eine Hairpinkonfiguration und sorgen fiir die Formation
des Sechs-Helix-Biindels wihrend der Membranfusion.
Durch Disulfidbriicken zwischen HR1 und HR2 ist gp41
nicht-kovalent an gp120 gebunden (Gallaher, Ball et al.
1989, Kilby and Eron 2003).

Eintritt in die Zelle

Der Eintritt des HIV-1 in die Wirtszelle ist pH-unab-
héngig und erfolgt in drei Schritten: Bindung des Virus an
die Zelle, gefolgt von einer Interaktion mit Corezeptoren
der Zelle und schlussendlich die Membranfusion (Abb.
2.4).

Die erste HIV-1-Zellinteraktion erfolgt iiber Env mit
unspezifischen Oberflichenmolekiilen wie Hapernsul-

faten oder Integrinen. Env kommt auf diese Weise in

Rezeptorndhe und bindet im ersten Schritt {iber die C3
Region des gpl120-Trimers hoch-affin an das zelluldre
CD4. Die Bindung 16st eine Strukturdnderung im gp120-
Trimer aus, sodass die variablen Loops 1, 2 und 3 nach
AuBlen gedreht und Bindungsstellen fiir den Corezeptor
frei werden (Abb. 2.4). Zusitzlich entsteht zwischen V1/
V2 und V3 ein sogenanntes Bridging-Sheet, das eine
Formation aus 2 doppelstrangigen p-Faltblittern darstellt.
Der N-Terminus des Corezeptors erreicht das Bridging-
Sheet, sodass die Spitze des V3 und der zweite
extrazelluldre Loop des Corezeptors (E2) nebeneinander
stehen. Die Bindung an den Corezeptor lockert die nicht-
kovalente Bindung zwischen gp120 und gp41 auf, worauf
gp4l freigelegt wird. Das Fusionspeptid des gp41 wird in
die Zellmembran als eine Art Anker inseriert und HRI
und HR2 falten sich zu einem Sechs-Helix-Biindel. Da
HR2 nahe der Virusmembran und HRI1 nahe der
Zellmembran liegt, bringen sie beide Membranen in
unmittelbare Nahe, sodass eine Fusionspore in der
Zellmembran entsteht. Die Pore ist jedoch metastabil und
es bedarf mehrerer Env-Trimere, die mit der Zellmembran
interagieren, um eine stabile und effektive Membran-
fusion zu vollziehen (Kilby and Eron 2003, Melikyan
2008, Klasse 2012).

Rolle der DC’s in der HIV-1-Infektion

DC’s sind die Aktivatoren des adaptiven Immunsystems.
Sie exprimieren CD4, CCRS5 und CXCR4 auf ihrer Ober-
fliche, jedoch in geringerer Menge als T-Helferzellen

oder Makrophagen. Interessant ist, dass HIV-1 haupt-
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Abbildung 2.4 Viruseintritt. gp120 bindet an CD4. Dies hat die Exposition der Corezeptorbindungsstellen des gp120 zur Folge.
Es kommt zur Ko-Rezeptorbindung und der Insertion des Fusionspeptids des gp41 in die Zellmembran. Es bildet sich ein 6-Helix-
Bulindel, welches in sich zusammenklappt, sodass die Membranen der Zelle und des Virus miteinander fusionieren (Doms and Tro-

no 2000; genehmigt von Cold Spring Harbor Laboratory Press).

sdchlich unreife DC’s produktiv, aber weniger effektiv im
Vergleich zu T-Helferzellen oder Makrophagen infizieren
kann. Reife DC’s stellen hingegen ein Reservoir fiir Viren
dar und spielen daher bei der Latenzphase der Infektion
eine Rolle.

Die Infektion der iDC’s erfolgt, wenn HIV-1 an CD4 und
je nach Stamm an den jeweiligen Corezeptor bindet. Das
Virus repliziert, wihrend die iDC in den Lymphknoten
einwandert, sodass neue Viren T-Helferzellen infizieren

konnen.

HIV-1 kann auch indirekt an Fc-Rezeptoren der iDC
binden. Dies sind Oberflichenmolekiile, an welche
Antikorper binden, die ihrerseits Pathogene gebunden
haben. Das Virus wird auf diese Weise samt Antikorper
internalisiert und abgebaut. Uber Proteinprozessierung
konnen Teile des abgebauten Virus als Antigene auf
MHC-Komplexen (Major Histocompatibility Complex;
siche Kapitel ,,Nef-Rezeptor Modulation*) den naiven T-
und B-Zellen présentiert werden, worauf eine Immun-

antwort eingeleitet wird.

HIV-1 ist zudem in der Lage an ,,Dendritic Cell-Specific
Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-in-
tegrin® (DC-SIGN) zu binden. Uber diesen Weg wird es
in einem Kompartiment mit niedrigem pH-Wert
internalisiert, in welchem es dennoch infektios bleibt, bis
die DC in den Lymphknoten gelangt. Durch die DC-T-
Zell-Interaktion gelangt das Virus an die Oberfliche und
kann die T-Helferzelle infizieren (Fortis and Poli 2005).

HIV-1 und Makrophagen

Wenn man eine elektronenmikroskopische Aufnahme von
der Interaktion zwischen HIV-1 und Makrophagen in vitro
betrachtet, stellt man fest, dass HIV-1 nicht nur {iber den
bereits oben besprochenen Rezeptor/Corezeptor-
abhingigen Weg in die Zelle eindringt, sondern auch tiber
die Endocytose, genauer gesagt, diec Makropinocytose
(siche Kasten: Makropinocytose). Die Makropinocytose
bedarf keiner Env-Zellrezeptor-Interaktion. Die Zelle
umschliet das Virus durch eine Membranausstiilpung
und schleust es via Makropinosom in die Zelle ein. Da
Makropinocytose, wenn kein Makropinosom-Recycling
an der Plasmamembran stattfindet, mit der Fusion eines
Lysosoms endet, werden viele aufgenommene Viren
dadurch abgebaut und unschéddlich gemacht. Die
Makrophage kann auf diese Weise, dhnlich der DC, Teile
des abgebauten Virus als Antigene auf MHC-Komplexen
den naiven T- und B-Lymphozyten présentieren, wodurch
eine Immunantwort eingeleitet wird. Doch das Virus kann
iiber den Env-vermittelten Eintrittsweg dem Makro-
pinosom und dem lysosomalen Abbau entflichen. Es nutzt
dabei die Rezeptoren und Corezeptoren der Plasma-
membran, die bei der Makropinosombildung ebenfalls
eingestiilpt wurden und interagiert mit ihnen wie bereits
beschrieben. Es kommt zur Membranfusion und das Virus
verldsst das Kompartiment, um seinen Replikationszyklus
fortzufithren und die Makrophage so zu infizieren
(Marechal, Prevost et al. 2001, Mercer and Helenius
2009).
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Endocytose

Pinocytose Phagocytose
Dynamin-abhangig Dynamin-unabhéngig
Makropinocytose
Caveolar “Lipidraft"-vermittelt
Clathrin-vermittelt Clathrin/Caveolar-unabhangig

Abbildung 2.5: Endozytotische Vorgange und ihre Untergliederung.

Makropinocytose

Makropinocytose ist ein endocytotischer Vorgang, mit
deren Hilfe extrazelluldre Partikel internalisiert werden
konnen. Neben der Makropinocytose existiert eine ganze
Reihe von endocytotischen Wegen (Abb. 2.5). Sie dienen
zur Nihrstoffaufnahme, Erregerinternalisierung und
Fortbewegung. Die Makropinocytose wird von Signalen,
die durch Bindung eines Wachstumsfaktors an einen
Membranrezeptor ausgelost werden, induziert. Dies hat
eine Signalkaskade zur Folge, welche die Dynamik des
Aktin-Filamentes verdndert. Aktin ist ein globuldres
Protein und kann als Monomer (G-Aktin) oder Polymer
bzw. Filament (F-Aktin) vorliegen. Aktin-Filamente treten
mit Myosin in Wechselwirkung und bilden so das
Mikrofilament aus, welches kontraktile Eigenschaften
besitzt. Diese werden vor allem in den Muskelzellen
deutlich. In nicht-Muskelzellen ist es fiir die Kontraktion
bestimmter Zellbereiche zustindig und sorgt fiir die
Fortbewegung der Zelle.

Mit Hilfe des Aktins bildet die Zelle eine wellenformige
Ausstiilpung der Plasmamembran aus, welche den
extrazelluliren Raum umschlieft und ein Makropinosom
bildet (Abb. 2.6). Diese groBen und unférmigen
Einschliisse werden entlang der Mikrotubuli in das
Zellinnere transportiert. Mikrotubuli sind réhrenférmige
Konstrukte, welche aus a- und p-Tubulin, einem
globuldren Protein, bestehen. Sie haben die Aufgaben die
duBere Zellform herzustellen, den Transport von Vesikeln
zu manovrieren, die Zellorganellen zu positionieren und

die Kernteilungsspindel aufzubauen.

In Makrophagen durchlaufen Makropinosome unter-
schiedliche Stadien: sie entwickeln sich zu ,,Early*-, dann
zu , Late“-Endosomen und fusionieren schlielich mit
Lysosomen. Diese besitzen einen hohen pH-Wert und
beinhalten hydrolytische Enzyme. Ein Teil der Makro-

pinosome wird wieder an der Plasmamembran recycelt.

Im Gegensatz zur Makropinocytose, wird die Phago-

cytose vom zu internalisierenden Partikel eingeleitet und



verleiht dem Phagosom seine Form. Das Partikel ist an
einen Antikorper gebunden, welcher an einen Fc-Rezeptor
auf der Zelle bindet. Der Komplex aus Partikel und
Antikérper wird aufgenommen und fusioniert zuletzt mit

einem Lysosom.

Der aufgenommene Komplex wird dadurch abgebaut
(Pollard and Earnshaw 2007).

Membranausstilpung

Partikel

Makropinosom-
Pra-Formation

' Makropinosom-
Internalisierung

Abbildung 2.6: Aktinabhéngige Makropinosombil-
dung.

Fragen

1. Welche Zahl an CD4+ Zellen findet man bei einem ge-
sunden Menschen und ab welcher Zahl beginnt die The-

rapie eines HIV-infizierten Patienten?

2. Welche Rolle spielt die Tyrosinkinase p56 Ick beim En-
try von HIV-1? Mit welchem Molekiil interagiert diese
an der Zellmembran? Welche Bedeutung hat dieses Mo-
lekiil fiir Attachment und Entry von HIV-1?

3. Zu welcher Rezeptor-Gruppe gehoren die Corezeptoren
von HIV-1?

4. Was versteht man unter Tropismus? Welche Determi-
nante entscheidet iiber den HIV-Tropismus? Nennen
Sie zwei fiir HIV-1 bekannte Tropismen, die entspre-
chenden Determinanten und die Bezeichnung der Stam-

me.

5. Welchen HIV-Tropismus erwartet man zu Beginn einer
Infektion, welchen in einer spéteren Phase? Warum er-
folgt ein Wechsel?

6. In welcher Form wird das HIV-1 Hiillprotein syntheti-
siert? Durch welches Enzym (Name, Enzymbklasse, Her-
kunft) wird es gespalten? Welche Untereinheiten entste-
hen dabei? Welche Funktion iibernimmt das Signalpep-
tid?

7. Welche Form von Modifikationen weist das Hiill-

protein auf und warum ist diese wichtig?

8. Beschreiben Sie kurz den Entry-Mechanismus von T-

tropen HI-Viren.

9. Nennen Sie zwei Entry-Inhibitoren und deren Nach-

teile.

10. Wodurch kénnen Menschen eine Resistenz gegen
HIV-Infektionen besitzen? Wo tritt dies (geographisch)
besonders hdufig auf?

Antworten

1. Gesund: 600-800 Zellen/ pl. Therapiebeginn in Euro-
pa: ab <350 Zellen/ pul; Afrika ab <250 Zellen/ pl.

2. Ick spielt fiir Attachment und Entry keine Rolle. Sie in-
teragiert mit CD4, den Rezeptor fiir HIV-1.
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3. Chemokin-Rezeptoren (G-Protein gekoppelte Rezepto-

ren mit 7 Transmembrandoménen).

4. Tropismus: Fahigkeit eines Virus eine bestimmte Sorte
von Zellen oder bestimmte Gewebe zu infizieren und
sich dort zu vermehren. Die entscheidende Determinan-
te ist (neben dem Rezeptor) der Corezeptor. M-trop:
infizieren Makrophagen, Determinante CCRS5 (,,RS
Stamme™). T-trop: infizieren T-Zellen, Determinante
CXCR4 (,,X4 Stamme*).

5. Friith: M-trop; spét T-trop. Wechsel erfolgt, weil Makro-
phagen-Pool deletiert ist.

6. Synthese als gp160-Vorlduferprotein. Spaltung durch
zelluldre Furin-like Proteasen. Untereinheiten: Signal-
peptid (SP), surface subunit (SU), transmembrane sub
unit (TM) mit Fusionspeptid (FP). Funktion SP: Trans-
portsignal zum ER.

7. Glykosylierungen dienen zur Variation des Hiillprote-
ins, Wechsel im Glykosylierungsmuster werden von
Antikorpern des Immunsystems schwerer erkannt

(dient also der Immunevasion).

8. Bindung von SU an CD4; Konformationsénderung und
Exposition der Corezeptor-Bindestelle. Bindung von
SU an CXCR4; Konformationsianderung und Expositi-
on des Fusionspeptides. FP inseriert in die Wirtszell-
membran. Ausbildung der 6-Helix Biindel. Membranfu-

sion.

9. Enfuvirtid (T20): sehr teuer, schlechte Handhabung
(subkutane Injektion), Kiithlungsbedarf, niedrige gene-
tische Schwelle (Resistenzentwicklung bereits bei einer
Mutation). Maraviroc: sehr teuer, lebertoxisch, Selek-
tion auf T-trope HIV-1 Stimme.

10. CCR5 Mutation (Deletion von 32 bp); v.a. Skandina-

vien.

Klausurfragen

1. Beschreiben Sie den Entry-Prozess von HIV in die Zel-
le. Geben Sie dazu auch die Rezeptoren und Korezep-

toren an. Was bewirkt das Fusionspeptid und wie wirkt
der Fusionsinhibitor T20. Was wird in das Zytoplasma
freigesetzt?

2. Beschreiben Sie die retrovirale Pol- (siche Kapitel 6)
und Env-Expression. Wie wird die Menge von Pol und
Env reguliert. Welche zelluldren Prozesse sind fiir die
Pol- und Env-Menge entscheidend? Geben Sie die vira-
len Faktoren flir die Polexpression an (2. Mechanis-

men). Wie wird das Pol- und Env-Protein prozessiert?

3. Beschreiben Sie Experimente, um die genutzten Co-

rezeptoren bei einem HIV-Isolat zu bestimmen.
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Einleitung

In diesem Kapitel geht es um den Vorgang des Uncoating,
bei dem das Virus seine Capsidhiille dissoziiert. Parallel
dazu wird in der reversen Transkription aus dem
doppelt vorliegenden RNA-Genom des Virus eine
komplementidre DNA synthetisiert. Sind diese Vorgédnge
korrekt abgeschlossen liegt der Pri-Integrationskomplex
vor, welcher nun tiber zelluldre Transportmechanismen in
den Zellkern transportiert werden kann. Anschlieend
wird das komplementire virale DNA-Genom in das

Genom der Wirtszelle integriert.

Uncoating

Nach dem Eintritt des Virus in die Wirtszelle (vgl. Kapitel
2) liegt nun der Capsid (CA) umbhiillte RT-Komplex frei
im Cytoplasma der Wirtszelle vor. Dieser Komplex
enthédlt das doppelt vorliegende RNA-Genom des
humanen Immundefizienz Virus 1 (HIV-1), welches mit
Nucleocapsid-Proteinen (NC) besetzt ist. Desweiteren
befindet sich innerhalb dieses Komplexes noch die
reverse Transkriptase (RT), Integrase (IN), das virale
Protein R (Vpr) sowie diverse zelluldre Proteine (Miller et
al, 1997). Wiahrend des Transportes zum Zellkern
dissoziieren die Hiillproteine des RT-Komplex. Der
Transport von der Eintrittsstelle zu den Kernporen erfolgt
entlang des Zytoskeletts der Zelle. Hierzu ,kapert” das
Virus die zelluldren Motorproteine. Myosin VI bewegt
sich entlang von Aktivfilamenten und transportiert die
Fracht in Richtung der Mikrotubuli. Die Mikrotubuli
werden vom Mikrotubuliorganisierendem Zentrum
(MTOC) nahe des Zellkerns gebildet, Aktinfillament
hingegen sind in Membrannéhe assoziiert. Die Fracht, in
diesem Fall das Capsid wird im Schnittbereich des Aktins
und der Mikrotubuli vom Myosin VI an das Motorprotein
Dynein abgegeben. Dieses transportiert dann die Fracht
entlang der Tubulinfilament in Richtung Zellkern
(McDonald et al, 2002; Vaughan et al, 2009).
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Beim entstehenden Pra-Integrationskomplex (PIC) fehlen
die CA als Hiille. Der eigentliche Schritt der Dissoziation
der CA geschieht iiber ein dreigeteiltes S5-alpha Motiv
Protein (TRIMS5a). Dieses gehort édhnlich wie der
Apolioprotein B Editing Komplex (APOBEC) zur
angeborenen zelluldren Immunitit gegen Viren. Wird nun
die CA-Hiille zu schnell oder zu langsam durch das
zellulire TRIMSo abgebaut, kann es nicht zu einer
erfolgreichen Infektion kommen. Die Stabilitdt der
Capsidhiille ist demnach von entscheidender Bedeutung
fiir eine erfolgreiche Infektion der Wirtszelle. Nur wenn
die Stabilitdt der Capsidhiille exakt stimmt kann eine
korrekte Umwandlung des Capsid umhiillten RT-
Komplexes zum Pré-Intergrationskomplex stattfinden
(Yang et al, 2013; Arhel, 2010)

Die reverse Transkriptase

Ablauf der reversen Transkription

Bei der Umwandlung zum Préi-Integrationskomplex wird
neben der Dissoziation der CA-Hiille aus dem RNA-Ge
nom durch reverse Transkription eine komplementére
DNA (cDNA) gebildet (Jayappa et al, 2012). Als Primer
fiir die charakteristische Reaktion der Retroviren dient bei
HIV-1 die transfer-Ribonukleinsaure Lysin 3 (tRNAMS3),

An der tRNADS3 kann die reverse Transkription beginnen.
Diese wird durch die virale RT, eine RNA/DNA-
abhingige DNA-Polymeres, durchgefithrt. DNA
Polymerasen konnen, anders als RNA-Polymerasen, nicht
ohne Primersequenz mit der Polymerisation beginnen.
Die Primer-Binding-Site (PBS) liegt kurz vor der U5
Region des 5'Long-Term-Repets (LTR) (Abb. 3.1). So
wird nun von der tRNAD™S3 aus in 3'-Richtung bis zum
Ende der R-Region der 5°-Seite polymerisiert. Dort stoppt
die RT und fillt vom RNA-Genom ab (Abb. 3.1). Da die
zuletzt synthetisierte R-Region im Genom ein weiteres
mal mit identischer Sequenz am 3’ Ende vor-
kommt, kann die kurze bisher transkribierte Sequenz

wieder anlagert werden (Minus-Strang-Transfer).

PPT U3 R

PPT U3 R

Abbildung 3.1: Ersten beiden Schritte der reversen Tran-
skription bei Leiterin.

Die Minus-Strang DNA bindet mit der R-Region am 3°-
Ende des RNA-Genoms, wohingegen die bereits
synthetisierte U5-Region im Bereich des Poly(A)-
Schwanzes des RNA-Templates ungebunden verbleibt
(Abb. 3.1B). Dieser Schwanz wird im laufe der Minus-
Strang Elongation durch die RNaseH-Doméane (RH) der
RT degradiert. Nun kann die RT wieder mit der
Polymerisierung beginnen. Unterdessen wird durch die
RH der RT das bereits synthetisierte 5°-Ende des RNA-
Templates abgebaut. Der Minus-Strang-Transfer kann
sowohl intra- wie auch intermolekular ablaufen, da das
RNA-Genom von Retroviren im CA umbhiillten RT-
Komplex immer diploid vorliegt. Der Minus-Strang wird
bis zur PBS synthetisiert und parallel der Rest des RNA-
Templates durch die RH abgebaut. Der Polypurintrakt
(PPT) nahe der U3 und der zentrale Polypurintrakt
(cPPT) bleiben durch ihre RNase-stabilen Eigenschaften
vor der Degradation geschiitzt und dienen der
Gegenstrangsynthese als Primer. Von diesen Primern wird
nun in 3'-Richtung des Plus-Stranges synthetisiert (Abb.
3.2C/D). Hier endet das DNA-Template erneut und die
RT fillt vom Strang ab. Nach der Elongation bis zur PBS
wird durch die RH der RT auch der RNA-Primer
tRNADS3 abgespalten (Abb. 3.2C). Das Resultat sind
zwei partiell homologe DNA-Einzelstrange, welche beide
an den Enden eine PBS-Sequenz besitzen. Diese lagern
sich nun intramolekular zusammen und bilden einen
Ring, was als DNA-Flap bezeichnet wird (Plus-Strang-
Transfer) (Abb. 3.2E). So kann nun das 5'-Ende des
Minus-Stranges als Template fiir die Synthese des Plus-
Stranges dienen. Wird nun die Liicke des Minus-Stranges
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(A)

R U5 PBS cPPT PPT U3

(B)

PBS  CPPT PPT U3

(©) PPT U3

Abbildung 3.2: Schematischer Ablauf
der reversen Transkription von
Lentiviren.

(A) Die Umwandlung des einstréangigen
RNA-Genoms in ein komplementares
doppelstrangiges DNA-Genom. Begon-
nen wird mit der Synthese des DNA
Minusstranges an der PBS am 5'-Ende
des RNA Genoms. (B) Beim Minus-

us

PBS cPPT u3

(D) PBS cPPT PPT U3

Strang-Stop wird die synthetisierte DNA
us jtg@ zum 3 -Ende transferiert an der
komplementaren R-Region angelagert
um so den Minusstrang komplett
synthetisieren zu kénnen. (C und D) Das
transkribierte Template wird bis auf PPT

und cPPT degradiert und diese beiden

U5 PBS

us

u3

PPT U3

Sequenzen dienen nun als Primer fir die
Plusstrang Synthese. (E) Die homologen
PBS Sequenzen des Plusstranges sowie
des Minusstranges bilden einen Ring aus
zur LTR Synthese. Desweiteren kann so

U5 PBS

U5 PBS

(E) U3

der Plusstrang mit dem Minusstrang als
Template synthetisiert werden. (F)
Diese Struktur wird auch als DNA-Flap

us PBS

(F)
Us PBS  cPPT PPT U3

bezeichnet. Am Ende liegt ein komplett
doppelstrangiges DNA-Genom vor mit

us .
wiederholenden Sequenzen an den

us R
<
Us R U5 PBS  cPPT PPT U3

fe———i

Long Term Repeat

zwischen dem 5°'- und dem 3'-Ende durch den
vorliegenden Plus-Strang als Template von zelluldren
Ligasen geschlossen, so bildet sich ein geschlossener
Kreis, welcher nicht mehr in das Wirtsgenom integriert
werden kann. Diese cDNAs dienen nicht als Vorlage zur
Transkription, so dass keine viralen Proteine exprimiert
werden konnen. Im Normalfall entsteht sowohl am 5° wie
auch am 3° Ende ecin vollstindiger und nukleotid-
identischer Long-Term-Repeat (LTR) mit jeweils einer
U3, R und U5 Region (Abb. 3.2F). Diese Abschnitte sind
wichtig zur Integration in das Wirtsgenom, fiir die
Transkription und Translation von viralen Proteinen
(Kapitel 4) und der posttranskriptionellen Regulation
durch z.B. Polyadenylierung und alternatives Spleillen
(Kapitel 5).

Ende.
us

fe———i

Long Term Repeat

tRNALys3 als Primer der reversen Transkription

Die tRNADS gibt es in 3 Formen, da durch den
redundanten genetischen Code die Aminosdure Lysin
durch verschiedene Tripletts gebildet werden kann. Fiir
seine Primingfunktion ist dies allerdings nicht von
Bedeutung, da die Region die in das virale RNA-Genom
inseriert in allen Formen gleich ist. Dies ist der
konservierte T¥C Arm der tRNADs, Inkorporiert wird die
tRNA durch eine Lysyl-tRNAWS? Synthethase (LsRS).
Diese bindet die tRNAMS3 und bewirkt durch Wechsel-
wirkungen mit der Carboxyterminalen Doméne des Gag-
Proteins sowie dem Pol-Polyprotein eine Konfirmation-
sénderung der Sekundérstruktur der tRNAWS3. In diese
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Struktur kann der T¥#C-Arm an die PBS der HIV-1-RNA
rekrutiert werden (Kleiman et a/, 2010).

Struktur und Funktion der Doméanen der reversen
Transkriptase

Strukturell besteht die RT aus einem Heterodimer, der p66
sowie der p51 Untereinheiten, welche vom pol-Gen
codiert werden (Abb. 3.3). Beide enthalten eine Poly-
merase-Domaéne, wihrend die p66-Untereinheit zusétzlich
noch eine RH-Doméne besitzt (Abb. 3.3). Trotz ihres
funktionellen katalytischem Zentrums besitzt die p51-
Untereinheit nur eine stabilisierende Funktion auf die
Struktur der RT, wihrend die p66-Untereinheit sowohl die
reverse Transkription wie auch die Degradation des
viralen RNA Genoms iibernimmt. Im Aufbau bildet die
Polymerase-Doméne eine Finger-, Handfldche- und
Daumenstruktur nach dem ,rechte Hand Modell*“ der

Polymerase I aus Escherichia coli aus. Zusitzlich gibt es

gag |

noch eine Connection-Doméne, durch welche die beiden
Untereinheiten p51 und p66 miteinander interagieren. Am
anderen Ende der RNA/DNA-Eintrittsstelle liegt die
RH-Doméne der p66-Untereinheit (Rodgers et al, 1995).
In Ausgangsposition sind Finger und Daumen nahe
beieinander in der Quartirstruktur der RT. Zuerst 6ffnet
sich die Daumen-Doméne durch Konformationsidnderung
und offnet so eine Liicke in die das Matrizen-Genom
eindringen kann. In dieser Form kommt auch das
erste Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP) zum
Template und durch Umlagerung der Finger-Doméne
wird ein enger Kontakt zwischen dNTP und Primer
hergestellt, sodass im katalytischen Zentrum eine
Phosphordiesterbindung zwischen der freien 3'OH-Stelle
des Primers und dem ersten dNTP gebildet werden
kann. Danach klappt die Finger-Domidne wieder zuriick
in die Ausgangsposition und ermoéglicht es dem

Diphosphatprodukt auszutreten und dem nédchsten
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Abbildung 3.3: HIV-Genom. (A) Codiert ist die reverse Transkriptase innerhalb des viralen Genoms im pol-Gen. (B) Bei der
Translation entsteht ein Gag/Pol-Vorlauferprotein. (C) Innerhalb dessen ist auch eine Protease codiert welche sich zuerst selbst
prozessiert und dann das Vorlauferprotein prozessiert. (D) So entsteht aus dem pol-Gen die reverse Transkriptase aus den Unter-
einheiten p66 und p51, wobei p66 zusétzlich noch die RNaseH-Doméane besitzt.
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dNTP an das Vorangegangene zu binden. Am Ende der
Strangsynthese faltet sich die Daumen-Doméne
wieder zuriick in Ausgangsstellung und die RT ist
wieder deaktiviert. Bei der Elongation wird in der
katalytischen Doméne sowie bei der RH, wird das letzte
freie3’OH durch zweiwertige Metall-Ionen (meist
Magnesiumchlorid) stabilisiert (Le Grice, 2012).

Zellulédre regulatorische Faktoren der reversen
Transkription

Ein negativer regulatorischer Faktor in dieser Reaktion ist
die dNTP Triphosphohydrolase SAM-Doméne und HD-
Domine enthaltendes Protein 1 (SAMHDI1), welches in
inaktiven Gruppe 4 positiven (CD4") T-Lymphozyten (T-
Zellen) stark exprimiert ist. Es fithrt durch seine
Hydrolasefunktion zu einer geringeren dNTP
Konzentration im Zytoplasma der Wirtszellen und damit
zu einer quantitativ schlechteren RT-Reaktion. HIV-2
kann neben Vpr noch ein homologes Protein, das virale
Protein X (Vpx) exprimieren. Vpx ist in der Lage die
Konzentration von SAMHDI1 durch protosomale
Degeneration zu erniedrigen. So wird die Synthese der
cDNA im Zytoplasma durch die RT-Reaktion begiinstigt
und der negative regulatorische Effekt von SAMHDI1
erniedrigt. Patienten mit dem Aicardi-Goutiéres Syndrom
leiden an einer Mutation im Locus von SAMHDI1 und
HIV-2-Infektionen von
inaktiven CD4" T-Zellen im Vergleich zu gesunden
Menschen, da sie nicht in der Lage sind SAMHDI in
inaktiven CD4" T-Zellen zu exprimieren. Die RT-
Reaktion von HIV-1 wird ebenfalls durch SAMHDI
gechemmt. HIV-1 jedoch exprimiert keinen SAMHDI1
Antagonisten. Somit kann das Virus auch nicht den
negative Effekt von SAMHDI1 auf die RT-Reaktion
verhindern (Baldauf & Keppel et a/, 2012).

zeigen eine Anfalligkeit fiir

Ein Faktor der zelluliren Immunreaktion gegen Viren
stellt  die Cytosin-Deamination durch APBOBEC dar.
APOBEC Proteine sind ein zelluldres Faktoren, welche
beim Assembly und Budding (Kapitel 8) in die neu
hergestellten Viren durch Wechselwirkung mit Gag

verpackt werden. Wird eine Wirtszelle infiziert, so
beeinflusst APOBEC die reverse Transkription des RNA-
Genoms zur cDNA durch Desaminierung der Cytosine in
der cDNA wihrend der Minus-Strangsynthese. Die cDNA
enthélt dann Uracil statt Cytosin Nukleotide, was zu einer
komplementiren DNA Paarung mit Adenin anstatt
Guanin fithrt (Cullen, 2006). Diese so eingefiihrte
Hypermutation des viralen Genoms fiithrt meist zum
Angriff von Uracil-DNA-Glykosidase und zur Degra-
dation des Genoms durch Endonucleasen. Wird das virale
Genom trotzdem in das Wirtsgenom integriert, fiihrt es
durch die vielen Mutationen zu nicht-replikations-
kompetenten Viren. Dieser effektiven Immunreaktion
entgeht das HI-Virus durch den viralen Infaktidsitéts-
faktor (Vif). Vif ist assoziiert mit den zelluldren Proteinen
Cullin 5 (Cul5), Elongin B und C sowie Ring-Box Protein
1 (Rbx1). Dieser Komplex bildet eine E3 ubiquitin
Ligase, welche APOBEC polyubiquitinyliert und so zu
seiner Degradation durch zelluldre Proteosomen fiihrt
(Sawyer et al, 2004).

Reverse Transkription als antivirales Therapiean-
griffsziel

Die reverse Transkriptase war schon frith Ziel antiviraler
Therapien. So wurden zum Beispiel durch Gabe von Nu-
kleosid-Analogika ohne freies 3'OH-Ende die Elongation
gestoppt. Als Beispiel fiir eine therapeutisch bei HIV-1
eingesetztes Nikleosid-Analogika ist Azydothymidin
(AZT) (siehe Kapitel 9). Dieser wird durch eine zelluldre
Kinase aktiviert, indem es zu AZT-5triphosphat
(AZTTP) phosphoryliert wird. Am 3'-Ende besitzt
AZTTP eine Azidgruppe an der nicht weiter polymerisiert
werden kann. AZT féllt aufgrund dieser Wirkweise in die
Gruppe der Kettenterminatoren (siche Kapitel 9). Auch
wurden Stoffe verabreicht (Nicht-Nukleosid-Analogika),
welche sich nahe dem aktiven Zentrum anlagerten, so die
Konfirmation und damit Funktionalitdt der katalytischen
Domine verdnderten. Allerdings ist HIV-1 durch das Feh-
len einer Korrekturlesefdhigkeit der RT einer hohen Mut-
ationsrate ausgesetzt. Dies ermdoglicht es unter frm Selekti-
onsdruck einer HIV-Therapie schnell Resistenzmutatio-
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nen zu akkumulieren. Diese Resistenzen beruhen auf der
selektiven Verringerung der Affinitdt zu HIV-1 Medika-
menten oder dem ATP-abhdngigen Ausbau eingebauter

Kettenterminatoren (siche Kapitel 9).

Nomenklatur

Resistenz-assoziierte Mutationen (RAM) werden in der
Literatur mit dem Buchstaben fiir die Aminosaure des
Wildtyps, der Aminosdureposition in dem Enzym und mit
der gednderten Aminosdure angegeben. So steht M184V
fiir den Aminosdureaustausch von Methionin zu Valin an

der Aminoséureposition 184.

In Versuchen wurden nach dem Eintritt des Virus RT-
Inhibitoren zugegeben. Daraufhin wurde eine nicht
dissoziierte Capsidhiille an den Poren des Zellkerns
beobachtet. Entscheidend an dieser Stelle ist nicht die
komplette reverse Transkription, sondern nur die
Ausbildung des finalen DNA-Flap (Arhel et al, 2007).
Die Umwandlung des Capsid zum PIC muss fiir einen
erfolgreichen Kernimport vollstindig ablaufen. Wichtig
sind hierfiir demnach die Stabilitit der CA-Hiille sowie
die korrekt durchgefiihrte Umwandlung vom RNA- in ein
DNA-Genom.

e I 3 3

B

distaler Ring

/zytoplasmatische Filamente
zytoplasmatischer Ring

——— Zellkern Doppelmembran
Porenprotein
(8 Untereinheiten)
X Stopfen

nuclearer Ring
nukleare Filamente

Import in den Zellkern

Der PIC wird iiber Poren des Zellkerns (NPC) importiert.
Einige Bestandteile wie die IN konnen mit den
Nukleoporinen (NUPS) der NPC interagieren und so aktiv
den Transport des PIC in den Zellkern veranlassen. Der
Import kann auBerdem {iiber zelluldre Proteine ablaufen.
Dabei interagieren Bestandteile des PIC mit
Importinproteinen, welche dann NUPS-assoziiert den
Import in den Zellkern auslésen. Ist die Fracht beim
Zellkern angekommen, ist aus dem Capsidumhiillten RT-
Komplex der PIC entstanden. NPC des Zellkerns sind
komplexe, welche 16slichen Molekiilen den Import in den
Zellkern erleichtert. Kleine 16sliche Molekiile wie lonen
konnen auch durch passiven Transport in den Zellkern
gelangen, da sie durch vereinfachte Diffusion durch den
NPC gelangen. Groflere Ionen und Molekiile, genau wie

der PIC miissen aktiv in den Zellkern importiert werden.

Der genaue Vorgang des HIV PIC Imports ist noch nicht
endgiiltig gekléart, jedoch ist klar, dass die IN eine
wichtige Rolle spielt (Bouyac-Bertoia et al/, 2001).
Allerdings konnen auch andere Bestandteile des PIC
einen Kernimport auslésen. So kann Vpr mit dem
zelluldren Importin-a (Impa) interagieren und sowohl mit
wie auch ohne zelluldren Cofaktor Importin-B (Impp) den
Import des PIC auslosen (Gallay et al, 1996). Es wird

angenommen, dass Vpr eine dhnliche Funktion erfiillen

Abbildung 3.4: Schematische Darstel-
lung einer Kernpore
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Der zelluldre Kernimport

Molekiile, welche in den Kern hinein transportiert werden sollen enthalten ein nucleares Lokalisationssignal (NLS) und
wird von Importin-a (Impa) erkannt und gebunden. Dieses rekrutiert danach Importin-f (Impf) und lagert sich mit der
Fracht an die zytoplasmatischen Filamente an. Dort wartet es bis sich ein Ran-Protein mit einem Granindiposphatrest
(Ran-GDP) anlagert. Dieser Komplex wird nun durch die Kernpore transportiert und dissoziiert im Zellkern. Ran-GDP
wird durch ein guaninspezifisches Exchangeprotein zu Ran-GTP. In dieser Form kann es nun als Exportinprotein wirken
und Fracht mit cytoplasmatischem Lokalisationssignal transportieren. Im Cytoplasma wird Ran-GTP von der GTPase zu
Ran-GTP hydrolysiert, sodass der Transportzyklus von vorne beginnen kann.
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Abbildung 3.5: Zellularer Kernimport liber Impa/B welches an die Fracht bindet und mit Ran-GDP importiert wird. Dort wird
Ran-GDP zu Ran-GTP welches exportiert wird. Im Cytoplasma spaltet sich ein Phosphatrest ab und Ran-GDP ist fur den

néchsten Import bereit.

kann wie Impp beim zelluldren Import (Goldfarb et al,
2004). Die Bindung des Vpr am PIC erhoht die Affinitét
des Komplexes zu den NUPS (Bukrinsky & Adzhubei,
1999). Als Wichtigstes Karyopherin fiir den Import des
PIC wird allerdings der Transportin-3 (TNPO3)
vermittelte Import angesehen (Christ ez al, 2008). TNPO3
gehort zur Familie der Importin-f Rezeptorproteine,
welche normalerweise Serin-Arginin reiche Sequenzen
erkennen. Die IN selbst enthdlt keine solche Sequenz,
weshalb angenommen wird, dass die IN zuvor an
Importin-7 (Imp7) bindet (Ao et al, 2007). So wird die
Bindung IN-Imp7-TNPO3 ermoglicht.

Integration in das Wirtsgenom
Struktur der Integrase

Wichtigster Faktor fiir die Integration des viralen DNA-
Genoms in das Wirtszellgenom ist das Protein IN,
welches im pol Gen kodiert ist. Die IN ist ein 32kDa
Protein aus 288 Aminosduren mit drei funktionellen
Domiénen. Die Aminoterminale Domine enthdlt ein
konserviertes Zink-Bindemotiv, wodurch die Strukturen
der Integraseuntereinheiten stabilisiert werden. Die
katalytische Doméne leistet die enzymatische Funktion
der IN sowie auch andere Funktionen. So befindet sich
das Kern-Lokalisationssignal (KLS) ebenfalls in der
katalytischen Domidne der IN. Die Carboxyterminale

49



Virale Wirtsgenom

cDNA
ENNE Prozessierung " Inserierung
5 3 —) OH

(A) (Bﬂ

Integrase
Pro-Virus Reparatur
3 ‘ 4—
5 3 ©)

Abbildung 3.6: Vorgang der Integration der viralen cDNA (blau) in das Wirtsgenom (rot). (A) Die Integrase orrientiert die
beiden Enden der viralen cDNA im katalytischen Zentrum (B) und spaltet von den 3'-Enden zwei nukleotide ab um so freie OH-
Enden zu erhalten. Die freie OH-Gruppe an den 3'-Enden greift nun im Wirtsgenom an und inseriert das 3'-Ende. (C) Die Uber-
héngenden 5'-Enden werden von zellulren Ligasen repariert und mit dem Wirtsgenom verbunden. Es entsteht das integrierte

Provirus.

Doméne besitzt eine unspezifische DNA-Bindefdhigkeit
(Ceccherini-Silberstein et al, 2009).

Ablauf des Integrationsprozesses

Im ersten Schritt der Integration bindet die IN an die
cDNA des Virus und orientiert die beiden Enden der
LTR’s in die katalytische Domine. Bei der folgenden
Prozessierung werden von den beiden 3'-Enden der
LTR’s zwei Nukleotide abgespalten, sodass jeweils ein
freies 3'OH Ende entsteht (Abb. 3.6A). Im néchsten
Schritt verlauft das Wirtsgenom durch die IN, und die
freien Elektronen des Sauerstoffs der Hydroxygruppe
sorgen fiir eine direkte Veresterung der viralen DNA mit
dem Wirtsgenom (Abb 3.6B). Als Angriffspunkt im
Wirtsgenom wird eine kurze palindromische Cytidin-
Adenin Sequenz priferiert (Wu et al, 2005). Sowohl bei
dem Schritt der Prozessierung als auch der Integration
werden in der katalytischen Doméine zweiwertige Metall-
Tonen (Mn?>* oder Mg?") zur Stabilisierung der freien 3

'OH Enden benoétigt. Die nun auf beiden Seiten noch
iiberhdngenden 5°-Enden des viralen Genoms werden von
zelluldren Ligasen repariert und an die Enden des
Wirtsgenoms angefligt (Li et al, 2006). Diese Form des
integrierten viralen Genoms nennt sich Provirus, da nun
iber zelluldre Enzyme viralen Proteine exprimiert werden
konnen (Abb 3.6C).

LEDGF als regulatorischer Faktor bei der
Integration in Zellen

Lens epithelium-derived growth factor (LEDGF) dient
dem Virus als Coaktivator. LEDGF gehort zur Familie der
hepatoma-derived growth factor related Proteine. Diese
Familie besitzt charakteristisch ein Aminoterminale Pro-
Trp-Trp-Pro Motiv (PWWP-Domine), allerdings besitzt
in dieser Familie nur LEDGF zusétzlich noch eine
carboxyterminale Doméne mit Integraseaffinitit (IBD)
(Engelman & Cherepanov, 2008). In der Zelle ist LEDGF

wihrend des Zellzyklus am Chromatin assoziiert, wobei
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die Affinitit der DNA-bindenden Domédne nicht
spezifisch fiir bestimmte Sequenzen ist. Somit ist LEDGF
tiberall auf dem Genom lokalisiert. Die zelluldre Funktion
von LEDGF ist bisher groftenteils unbekannt. Die
Annahme, dass es an Stress und Hitzeshock regulierenden
Stellen des Genoms assoziiert ist konnte noch nicht
endgiiltig geklart werden (Turlure et al, 2006; Singh et al,
2001). In Knockout Méusen, welche kein LEDGF mehr
besallen, lieB sich jedoch beobachten, dass der PIC bei
mitotischen Zellen grofBtenteils im Cytoplasma zu finden
war (Llano et al, 2004; Maertens et al, 2003). Dies
bedeutet, dass das zelluldre Protein LEDGF mafigeblich
an der Chromatinbindung und damit an der Lokalisation
der IN im Zellkern beteiligt ist. Des Weiteren verhindert
die Bindung der IN an LEDGF die Ubiquitinylierung und
somit die proteosomale Degradation der Integrase, welche
zu dem Zeitpunkt mit der viralen cDNA assoziiert ist
(Poeschla, 2008).

Inhibition der Autointegration

Bei der Autointegration werden die freien 3-OH Enden
der cDNA nicht in das zelluldre Genom intigriert, sondern
in das virale Genom (Li et al, 1991). Das fiihrt zu einer
Schleife innerhalb der cDNA, wodurch diese nicht mehr
in das zelluldire Genom intigriert werden kann, &hnlich
dem LTR-Ringschluss am Ende der RT-Reaktion. Der
Auto-Integrationmechanismus lduft dabei analog zur
Integration in das zellulire Genom ab. Ein zelluldrer
Faktor den HIV-1 benutzt um sich vor Autointegration zu
schiitzen ist der cytoplasmatische ER-assozierte SET-
Komplex. Dieser besteht aus dem Histon-dhnlichen SET-
Protein und drei unterschiedlichen DNasen (TREXI,
APE1 und NM23-H1 ). In der Zelle reguliertst dieser
Komplex die freie DNA Menge im Cytoplasma und
verhindert dadurch das félschliche auslésen einer
Interferonantwort (Yan et al, 2010). Viral interagiert der
SET-Komplex mit dem PIC und baut falsch synthetisierte
oder Autointegrierte RT-Produkte ab und bewahrt HIV-1
so vor den negativen Effekten einer Autointegration (Lee
& Craigie, 1998). Werden einzelnen Bestandteile des
SET-Komplexes ausgeknockt ist eine deutlich erhohte

Autointegration zu beobachten. Da diese freie 3-OH
Enden der cDNA bendtigt ist auch die virale IN von
entscheidender Bedeutung fiir einen erfolgreichen Schutz
vor Autointegration (Yan et al, 2009).

Fragen

1.Wie wird die RT und die IN in HIV-1 synthetisiert und
prozessiert? Wo und wann erfolgt die Prozessierung?

2.In welcher Form liegt die RT vor? Aus welchen
Untereinheiten besteht sie? Welche enzymatischen

Funktionen tibernimmt sie?

3.Welche Verinderungen in der Struktur der RT treten
wiahrend der Polymerisation auf? Welche chemischen
Prozesse liegen der RT zu Grunde? (kurz beschreiben was

passiert und wie sich dabei die Struktur verdndert)

4.Welches Molekiil dient als Primer wéihrend der Minus-
Strang-Synthese? Woher stammt es und wie gelangt es in
das HIV-1 Partikel?

5.Was sind NRTIs und NNRTIs? Wie unterscheiden sich
die beiden RTIs voneinander?

6.Was versteht man unter einem Pri-Integrationskom-
plex? Wie entsteht er und woraus besteht er? Wie gelangt
die vDNA in den Zellkern?

7. Wie wird die vVDNA ins Wirtszellgenom integriert? Nen-
ne die einzelnen Schritte der Rkt. Und erldutere nur den
ersten Schritt genauer. Welches Enzym gewéhrleistet die-
se Rkt? Und in welcher Form liegt das Enzym bei der
Rkt. Vor? Welches Endprodukt liegt anschliefend vor?
(vollstdndige Integration der vDNA?/flankierende Se-

quenz woher?)

8. Welche Vorgidnge miissen korrekt abgeschlossen wer-
den, dass ein erfolgreicher Import des Pra-Integrations-

komplexes in den Zellkern stattfinden kann?

7. Wo integriert HIV-1? Gibt es bestimmte Bereiche oder

Motive, die bevorzugt werden?
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Antworten

1. Codiert sind die reverse Transkriptase und Integrase in
pol des HIV-Genom. Pol wird als GagPol Polyprotein in
neu synthetisierte Viren verpackt. Wéahrend der Reifung
des Virus und vor Infektion einer neuen Wirtszelle wird
aus dem Polyprotein die reverse Transkriptase und
Integrase prozessiert durch die Protease welche selbst in
pol codiert ist.

2. Die reverse Transkriptase ist ein Dimer, p66 und p51.
Beide besitzen eine Finger- , Handfldchen- und Daumen-
Doméne. Die p66-Untereinheit besteht zusétzlich noch
aus einer Kkatalytischen Doméne und einer RNaseH-
Domine. Beide Untereinheiten sind durch eine
Verbindungsdoméne verbunden. Enzymatische Funktion
nimmt dabei die katalytische Doméne ein in der die
Polymerisation stattfindet, sowie die RNaseH-Doméne in
der das RNA-Template abgebaut wird.

3. Wihrend der Polymerisation wird durch Bewegung der
Finger-Domine der Kontakt zwischen dem freien 3 -OH
Ende und des desoxyribonukleotids (dNTPs) hergestellt.
Dabei wird tber eine Esterreaktion das freie dNTP
angehingt. Beim 6ffnen der Finger-Doméne verlésst das
Diphosphatprodukt die katalytische Doméne und ein

neues dNTP kann verestert werden.

4. Als Primer der Minus-Strang Synthese dient die tRNA-
Lys3. Diese wird durch die Lysyl-tRNA Transferase mit
dem TWC-Arm in die Primer-Binde-Stelle des viralen
RNA-Genom inseriert.

5. Nukleosid-Analogika (NRTIs) sind Medikamente, wel-
che fiir eine Kettenterminator bei der Polymerisation der
reversen Transkriptase sorgen. Diese besitzen kein freies
3°-OH und beenden somit die Polymerisationsreaktion,
weil keine weiteren Nukleotide angehdngt werden kon-
nen. Nicht-Nukleosid-Analogika (NNRTIs) sind Medika-
mente, welche nahe des aktiven Zentrums der reversen
Transkriptase binden und so ihre Struktur beeinflussen.
Dies unterdriickt die enzymatische Funktion der RT.

6. Der Pri-Integrationskomplex bildet sich aus dem
Capsid wihrend des Transports zum Zellkern. Zeitgleich
des Transportes findet die reverse Transkription sowie die
Dissoziation der Capsidhiille statt. Der Préa-
Integrationskomplex enthdlt das doppelt vorliegende
RNA-Genom, die reverse Transkriptase, Integrase und
weitere virale und zelluldre Proteine. Importiert wird der
PIC iiber Kernporen. Der Vorgang ist der selbe wie bei
der zelluldren Importierung und wird durch die Integrase

vermittelt.

7. Integriert wird die vDNA durch die Integrase. Diese
Orrientiert im ersten Schritt die beiden Enden der vDNA
im aktiven Zentrum und spaltet zwei Nukleotide ab um
eine freie 3'-OH Gruppe zu bekommen. In weiteren
Schritten wird diese freie 3’-OH Gruppen in das
Wirtsgenom inseriert und danach durch Ligasen die freien

Stellen repariert.

8. Der Vorgang der reversen Transkription sowie des
Uncoating miissen korrekt abgeschlossen sein um den

PIC in den Zellkern importieren zu kénnen.

9. Bevorzugt werden fiir die Integration des viralen DNA-

Genoms palindromische Cytidin-Adenin Sequenzen.

Klausurfragen

1.Auf welchen Schritt in der HIV-Replikation nimmt eine
Vif-Deletion Einfluss und was sind die mechanistischen
Auswirkungen. Beschreiben Sie bitte die Wirkung von
Vif auf zelluldre Faktoren (auf welche Proteine wirkt
Vif?). Geben Sie auch die an der Vif-Funktion beteiligten
zelluldren Proteine an. (Bitte achten Sie darauf welche
Prozesse in der Virus produzierenden Zelle und welche in

der Zielzelle stattfinden und geben Sie dies immer an!)

2. Beschreiben Sie die Funktion der PBS und des PPT in
der Reversen Transkription der Retroviren. Zeichnen Sie
bitte dazu ein beschriftetes Schema, das die einzelnen
Teilreaktionen beschreibt und geben Sie an welchen
Primer HBV und die Retroviren verwenden. Wo findet die
RT-Reaktion statt und zu welcher Enzymklasse gehort die
RT?
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3.Beschreiben Sie die Wirkung von Nukleosidischen-RT-
Inhibitoren (NRTIs). Bitte geben Sie den Wirk- und die

Resistenzmechanismen an.

4 Beschreiben Sie die Primer der HBV und HIV Reversen
Transkription.

5. Beschreiben Sie die Unterschiede zwischen Acyclovir
und einem NRTT aus der HIV-Therapie (z.B. AZT)?
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Transkription

Die Transkription ist ein essentieller Schritt im Infektions-
zyklus von HIV, da sie den Ubergang des im Virusgenom
verschliisselten genetischen Codes zur mRNA darstellt
und somit letztendlich auch die Voraussetzung zur Herstel-

lung aller viralen Proteine ist.

Nach erfolgreicher Integration der proviralen HIV-DNA
in die Wirts-DNA (siche Kapitel 3), bedient sich das Virus
der zelluldren Transkriptionsmaschinerie fiir die Herstel-
lung seiner mRNA, die als einzelnes Transkript samtliche
virale Proteine codiert.

Aufbau und Funktion des LTR-Promotors

Die provirale DNA besitzt eine, durch die reverse Tran-
skription entstandene Promotorsequenz (siche Kapitel 3),
den sogenannten ,,Long Terminal Repeat” (LTR) (siche
Abbildung 4.1), der sowohl am 5°‘- als auch am 3‘-Ende
vorhanden ist und sich aus U3-, U5- und R-Region des
viralen (+)-RNA-Genoms zusammensetzt. Beide LTRs
konnen als Promotor fungieren, allerdings besitzt der 5°-
LTR-Promotor eine deutlich hohere Transkriptionsaktivi-
tit (Klaver & Berkhout, 1994).

Der LTR-Promotor besteht im Wesentlichen aus einem
regulatorischen Bereich, einem ,,Core-Enhancer” und ei-
nem ,,Core“-Promotor. An den regulatorischen Bereich
und den ,,Core-Enhancer binden spezifische Transkripti-
onsfaktoren, die die Transkription des HIV-Provirus be-

giinstigen oder verhindern kdnnen.

Der ,,Core““-Promotor ist fiir die eigentliche Transkription

von essentieller Bedeutung, da er von zelluldren allgemei-
nen Initiationsfaktoren erkannt und von der RNA-Polyme-
rase II (RPA II) abgelesen werden kann (siche Kasten:

RNA-Polymerase II und die Initiation der Transkription

in der Zelle).

Neben der fiir die Initiation der Translation essentiellen
TATA-Box enthilt der ,,Core“-Promotor drei nahe hinterei-
nander liegende Bindestellen fiir den zelluldren Transkrip-
tionsfaktor Spl (engl.: ,,specificity factor 1), flir dessen
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Abbildung 4.1: Aufbau des HIV 5-LTR Promotors. Der HIV 5-LTR Promotor besteht aus der U3-, der R- und der U5-Region
des HIV-Genoms. Er enthdlt ,upstream” der Transkriptionsstartstelle (TSS) einen regulatorischen Bereich, sowie eine ,,Core-En-
hancer-Region, an die spezifische Transkriptionsfaktoren binden kénnen. Zum Beispiel der zellulare Faktor NF-kB, der die Tran-
skription beglnstigt. Der ,,Core“-Promotor enthélt die fir die Transkriptionsinitiation durch zelluldre Faktoren wichtige TATA-Box
und eine Bindestelle fir Sp1, ein zelluldrer Faktor, der die Transkriptionseffizienz steigert. Die positiven bzw. negativen Zahlen

zeigen die Entfernung der jeweiligen Bindestellen oder Bereiche von der Transkriptionsstartstelle in ,downstream®- bzw.
Lupstream“-Richtung in Nucleotiden an. Der fettgedruckte Pfeil markiert die Position des fir die von Tat vermittelte Steigerung der

Elongationsrate wichtigen TAR-Elements.

Bindung in vitro eine Steigerung der Transkriptionseffizi-
enz um das zehnfache gezeigt werden konnte (Jones et al,
1986). Vor (engl.: ,,upstream‘) dem Core-Promotor befin-
den sich weitere zahlreiche Bindestellen fiir Transkripti-
onsfaktoren, die die Transkription des HIV-Provirus steu-
ern. Eine wichtige Rolle spielen zwei, im Bereich des ,,Co-
re-Enhancer® liegende Bindestellen fiir den nuklearen Fak-
tor Kappa-B (NF-kB), einen zelluldren Transkriptionsfak-
tor, der eine zentrale Rolle in der Immunantwort spielt
und den Wirt vor viralen Infektionen schiitzen soll. HIV
nutz also ein vom Wirtsorganismus eigentlich fiir die Im-
munabwehr vorgesehenes System fiir seine eigene Verviel-

faltigung und Ausbreitung.

Versuche zeigen, dass HIV-1 Viren mit einer mutierten
kB-,,Enhancer*-Erkennungssequenz zwar noch Zellen
infizieren, aber keine neuen Transkripte mehr herstellen
konnen (Alcami et al, 1995).

Ein Heterodimer aus den beiden NF-kB-Untereinheiten
p50 (50kDa groBes Protein) und RelA (von engl.: ,,v-rel
reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A*)
begiinstigt die HIV-Transkriptions-Initiation durch
Interaktion mit p300, einer Histon-Acetyltransferase, die
durch Acetylierung von LTR-assoziiertem Chromatin der
RNA-Polymerase II einen verbesserten Zugang zum
Promotorbereich verschafft (siche auch Unterkapitel 4.7).
Weiterhin erhdht pS50/RelA die Prozessivitdt der
Polymerase durch die Rekrutierung des positiven
Transkriptions-Elongations-Komplexes b (P-TEFDb) an die
C-Terminale Doméne (CTD) der RPA II, bevor geniigend

virales Tat-Protein gebildet ist, das diese Funktion
effizient ibernimmt (siche Unterkapitel 4.2) (Chan &
Greene, 2012).

RNA-Polymerase Il und zelluldre Transkription-
initiation

Die fiir die zelluldre Initiation der Transkription
notwendigen Elemente sind der ,,Core“-Promotor, die
RNA-Polymerase und allgemeine Transkriptionsfaktoren
(engl.: ,general transcription factors®; GTFs), die

zusammen den so genannten Pré-Initiationskomplex
bilden.

Der ,,Core“-Promotor ist ein cis-agierendes Sequenz-ele-
ment auf dem DNA-,, Template®, der sich 20-30 Nukleoti-
de ,,upstream* der Initiatiosstelle (engl.: ,transcription
start site*; TSS), an der das erste mRNA-Nucleotid einge-
baut wird, befindet. Er enthélt die sogenannte 74 74-Box,
eine konservierte Sequenz aus spezifisch angeordneten
Thymin- und Adenin-Nucleotiden. An diese 7ATA-Box
bindet das 74 T4-Box bindende Protein (engl.: ,,TATA-box
binding protein*; TBP), das eine Untereinheit des allge-
meinen Transkriptionsfaktors TFIID (d.h.: Transkriptions-
faktor D der Polymerase II) ist. An TBP sind weitere Un-
tereinheiten von TFIID, sogenannte TBP-assoziierte Fak-
toren (engl.: ,,TBP associated factors*; TAFs), gebunden
(Dikstein, 2002).

Die Assoziation von TBP an die DNA fiihrt aufgrund
seiner charakteristischen sattelartigen Form zu einer
Verbiegung der Doppelhelix um etwa 90° und TBP
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interkaliert zusdtzlich mit aromatischen Resten in die
DNA, um den Promotorbereich fiir die Transkription
saufzulockern® (Elmlund et al/, 2009). An TFIID binden
weitere GTFs: TFIIA, TFIIB, TFIIF, TFIIH und die RNA-
Polymerase II.

Die RNA-Polymerase II (RPAII) besteht aus 2 a-, einer -
und einer B‘-Untereinheit, die das sogenannte ,,Core*-
Enzym bilden, das die katalytischen Einheit enthélt, sowie
weiteren spezifischen und allgemeinen Proteinen
(Cramer, 2002).
Untereinheit (CTD), die tiber einen 90 Aminosduren

In der C-terminalen Doméne der B°-

langen ,linker* mit dem Rest des ,,Core“-Enzyms
verbunden ist, befindet sich eine Heptapeptid-Sequenz der
Aminosauren YSPTSPS, die sich speziesspezifisch bis zu
60 Mal wiederholt (im Menschen 52 ,repeats™).
Besonders wichtig sind die Serin-Reste jeweils an den
Stellen 2 und 5, deren Phosphorylierung oder
Dephosphorylierung diverse Funktionen im Laufe der der
Transkription steuert. Zum Beispiel ist es essentiell fiir
die Assemblierung des Pri-Initiationskomplexes, dass die
CTD der RPA II unphosphoryliert ist. Nach der Bindung
der GTFs an den Promotor werden alle Serin-Reste an der
Position 5 der Heptapeptid-,,repeats” von der Cyclin-
abhingigen Kinase 7 (engl.: ,,cyclin dependent kinase 7°;
CDK?7), einer Untereinheit von TFIIH, phosphoryliert,
was als Signal fiir den sogenannten ,,promoter-escape‘
dient, d.h. den Start der eigentlichen Transkription mit
dem der Einbau der ersten Nucleotide in die neu
entstehende mRNA erfolgt (Hsin & Manley, 2012).

Elongation des HIV-Provirus

Fiir die Vervielfiltigung von HIV in der Wirtszelle und
die Assemblierung von neuen Tochter-Virionen (siche
Kapitel 7) ist es essenticll, dass innerhalb eines
begrenzten und relativ kurzen Infektionszyklusses

moglichst viele virale Proteine hergestellt werden.

Allerdings ist die zellulire RNA-Polymerase II fiir das
virale mRNA-Transkript nicht elongationskompetent, das
heift, dass nur ca. 10% aller proviralen DNA-Sequenzen

vollstindig abgelesen werden. Nach der Initiation der

Transkription am LTR-Promoter von HIV durch zelluldre
Proteine (siche Kasten: RPA II und die Initiation der Tran-
skription in der Zelle) synthetisiert die RPA II zunéchst 59
Nucleotide der viralen mRNA, die sogenannte ,,transacti-
vation responsive region“ (TAR), ein regulatorisches
RNA-Element hinter (engl.: ,,downstream*) der Initiati-
onsstelle (sieche Abbildung 4.2a). An dieses Strukturele-
ment bindet der zellulire negative Elongationsfaktor
NELF (engl.: ,,negative elongation factor*), der aus den
vier Untereinheiten A, B, C/D und E besteht, mit der Un-
tereinheit NELF-E. NELF interagiert mit DSIF (engl.:
,»DRB sensitivity-inducing factor), einem weiteren nega-
tiven Faktor, der aus den Untereinheiten Spt4 und Spt5
besteht und der die Elongation der mRNA durch die Poly-
merase inhibiert (Peterlin & Price, 2006). Durch die Bin-
dung der negativen Faktoren DSIF und NELF wird die
Polymerase unmittelbar nach der Synthese des TAR-Ele-

ments gestoppt (engl: ,,promoter proximal pausing®).

Um sicherzustellen, dass alle HIV-Gene trotzdem
komplett und in einer hohen Kopien Anzahl transkribiert
werden, codiert HIV fiir ein eigenes Aktivatorprotein Tat
(engl.: ,trans-activator protein), das die Transkription
fordert (Kao et al, 1987). Tat ist ein fiir Lentiviren
einzigartiger, sequenzspezifischer Transkriptionsaktivator,
dessen Synthese zundchst in einer basalen Menge mit
Hilfe von zelluldren Proteinen gefordert wird und der
nach dem Import in den Zellkern an das TAR-Element
bindet.

Tat rekrutiert den zelluldren positiven Transkriptionselon-
gationsfaktor b (P-TEFb), der sich aus Cyclin T und der
Cyclin-abhédngigen Kinase 9 (engl.: ,,cylin dependent kina-
se 9°; CDK9) zusammensetzt, an das TAR-Element und
somit in die Ndhe der RPA II (siche Abbildung 4.2b).
CDK9 phosphoryliert NELF-E, wodurch NELF vom
TAR-Element dissoziiert. Weiterhin phosphoryliert CDK9
die Spt5 Untereinheit von DSIF, die homolog zur CTD
der Polymerase ist, sowie alle Serin-Reste an der Position
2 in der CTD der RPA II. Spt5 16st sich darauthin vom
Rest des DSIF-Komplexes und wird zum positiven Elon-

gationsfaktor, der den Transkriptionskomplex stabilisiert.
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Abbildung 4.3: Das HIV-1 Tat Protein. Aminosduresequenz des HIV-1 Tat. Cystein-reiche Sequenz, Core-Region und ARM sind
konservierte Regionen in lentiviralen Tat-Proteinen. Die Transaktivierungsdoméne dient der Bindung an P-TEFb, die RNA-Bindedo-
mane bindet an das TAR-Element. Uber die PTD (,protein transduction Domane®) kann extrazellulares Tat in die Zelle aufgenom-
men werden.

Die Phosphorylierung der CDT dient als Signal, dass die Im N-Terminus befindet sich eine variable, Cystein-reiche
Elongation der Transkription stattfinden kann (Karn & Sequenz aus 20-50 Aminosdure-Resten und eine
Stoltzfus, 2012). hochkonservierte ,,Core“-Region, die zusammen die

) . sogenannte Transaktivierungsdoméne bilden.
Neben P-TEFb wurden weitere von Tat rekrutierte Fakto-

ren identifiziert, die eine Rolle bei der Elongation spielen
und die zusammen mit P-TEFb Superelongationskomplex
(engl.: ,,super elongation complex; SEC) genannt wer-
den. Hierzu gehdren der Elongationsfaktor ELL2 (engl.:
RNA polymerase II elongation factor*) und die transkripti-
onellen Co-Aktivatoren AFF4, ENL und AF9 (He et al,
2010). ELL2 erhoht die Prozessivitit der RPA 11 indem es
hilft, die 3‘-OH-Gruppen der naszierenden mRNA in der
Nihe des katalytischen Zentrums anzuordnen (Shilatifard
et al, 1997). AFF4 vermittelt in normalen Zellen die Bin-
dung von ELL2 an den aktiven P-TEFb-Komplex und
sorgt so dafiir, dass das relativ kurzlebige ELL2 nicht vor-
zeitig proteasomal abgebaut wird. In HIV-1 infizierten Zel-
len tibernimmt Tat diese Funktion. Fiir ENL und AF9
konnte in vitro ebenfalls eine Interaktion mit P-TEFb und

Abbildung 4.2: ,Promoter proximal pausing“ und
Férderung der Elongation durch Tat und SEC. a Die
den Proteine fiir die HIV-Transkription ist jedoch noch negativen Faktoren NELF und DSIF stoppen die
unklar (He et al, 2010). transkribierende Polymerase nach der Synthese des TAR-
Elements. b Das virale Protein Tat rekrutiert den P-TEFb
Komplex, bestehend aus Cyclin T und CDK9, an das TAR-
Element. CDK9 phosphoryliert (angezeigt durch ,P“ und
Pfeile) DSIF, NELF und alle Serin-Reste an der Position 2
(S2) in der CTD der RPA Il woraufhin die Transkription
Transkriptionsfaktor Tat aus HIV-1 ist je nach Virus- fortgesetzt werden kann. Die Elongation wird auBerdem von

Subtyp zwischen 86 und 101 Aminosduren lang (siche den Komponenten des Superelongationskomplexes ELL2,
AFF4, ENL und AF9 untersttzt.

Tat nachgewiesen werden, die genaue Funktion der bei-

Struktur und Interaktion von Tat und TAR

Der mit einer Grofle von 8-11 kDa relativ kleine

Abbildung 4.3). Tat enthilt einige, auch zwischen

verschiedenen Lentiviren konservierte Regionen, die fiir Diese ist hauptsdchlich fiir die Bindung von Tat an P-
seine Funktion als transkriptioneller Aktivator essentiell TEFb verantwortlich. C-terminal zur Transaktivierungsdo-
sind. méine befindet sich ein Arginin-reiches Motiv (engl: ,,argi-

nine-rich motif“; ARM), das fiir Kernlokalisierung, Stabi-
litat und die Bindung von Tat an die HIV-1 mRNA verant-
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wortlich ist. Gebunden an das ARM finden sich auch vie-
le regulatorische posttranslationale Modifikationen von
Tat (siehe unten) (Ott et al, 2011).

Neben der intrazelluliren Form existiert auch eine
extrazellulire Form von Tat, die von infizierten Zellen
abgegeben werden kann. Mit Hilfe von basischen
Aminosdure-Resten an den Positionen 48-60, die eine
Doméne zur Proteiniibertragung bilden (engl.: ,,protein
transduction Doméne*; PTD), kann das sekretierte Tat an
negativ geladene Heparansulfat-Proteoglycane in der
extrazelluliren Matrix binden und so in benachbarte

Zellen aufgenommen werden (Romani et al, 2010).

In infizierten Zellen bindet Tat an das TAR-Element, eine
reverse ,,Repeat“-Sequenz innerhalb der ersten 59 Nucleo-
tide der neu transkribierten HIV-1 mRNA, die eine stabile
Haarnadelschleifen-formige Struktur ausbildet (siche Ab-
bildung 4.4) (Muesing, 1987; Roy et al, 1990b). Tat er-
kennt TAR iiber eine Pyrimidin-reiche Ausbuchtung, ge-
bildet aus den Aminosdure-Resten U23, C24 und U25, die
sich vier Basenpaare unterhalb der TAR-RNA-Schleife
(Aminosdure-Reste 30-35) befindet (Roy ef al, 1990a).

Die Interaktion von Tat ruft in TAR eine Konformati-
onsdnderung hervor, bei der ein Uracil-Rest an der Positi-
on 23 umklappt und durch einen Arginin-Rest des Tat-
ARM ersetzt wird. Zusammen mit dem Basenpaar aus
G26 und C39 bildet sich so eine Bindetasche fiir Tat in
der TAR-RNA (Karn & Stoltzfus, 2012).

Rekrutierung von P-TEFb durch Tat

In HIV-infizierten Zellen, in denen mit zelleigenen Mecha-
nismen bereits eine basale Menge des Transkriptionsakti-
vators Tat hergestellt wurde, vermittelt dieser an der Stel-
le von Brd4 (siche Kasten: Das 7SK-snRNP: Ein zellula-
rer Vorratsspeicher fiir P-TEFD) die effiziente Entlassung
von P-TEFb aus dem 7SK-snRNP-Komplex, um aktives
CDKO9 an die Stelle der pausierenden RNA-Polymerase 11
zu bringen (Yang et al, 2005).

Der Mechanismus der Rekrutierung von P-TEFb durch
Tat ist noch weitgehend unbekannt, basiert aber vermut-

lich auf strukturellen und sequenziellen Gemeinsamkeiten
zwischen dem 7SK-snRNP-Komplex und dem Komplex
aus Tat, TAR und P-TEFb. Das P-TEFb-inhibierende Pro-
tein HEXIM1 bindet an eine Schleife unterhalb der Haar-
nadelschleife am 5°‘-Ende der 7SK-snRNA, ein RNA-
Strukturmotiv, das der Tat-Bindestelle in der HIV-1 TAR-
RNA sehr dhnlich ist (Muniz et al, 2010). HEXIM1 selbst
besitzt in seiner 7SK-snRNA-Bindedomine positiv gelade-
ne Reste, dhnlich der Tat-ARM (Yik et al, 2004). Dieser
sehr dhnlich strukturierte Aufbau der Bindung legt nahe,
dass Tat und HEXIM1um die Bindung der 7SK-snRNA
konkurrieren, wodurch Tat die Moglichkeit bekommt, den
7SK-snRNP-Komplex zu zerstoren und den P-TEFb-Kom-
plex freizusetzen (Muniz et al, 2010). Weiterhin inter-
agiert Tat mit seiner N-terminalen Transaktivierungsdomé-
ne mit derselben Domiéne von Cyclin T, an die auch HE-
XIM1 bindet. Tat ist durch hohere Affinitét fiir Cyclin T
in der Lage mit dem inhibierenden Protein erfolgreich zu
kompetitieren und so HEXIM1 vom P-TEFb-Komplex zu
verdréngen (Barboric ez al, 2007).
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Abbildung 4.4: Struktur der TAR-RNA mit gebundenem
Tat-Protein. Das virale Protein Tat bindet in HIV-1 infizierten
Zellen an das TAR-Element, ein haarnadelschleifenférmiges
Strukturelement innerhalb der ersten 59 Nucleotide der neu
transkribierten HIV-1 mRNA (Struktur errechnet mit Mfold).
Tat erkennt TAR Uber eine Pyrimidin-reiche Ausbuchtung aus
den Resten U23, C24 und U25.
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Das 7SK-snRNP: Ein zelluldrer Vorratsspeicher fir
P-TEFb

Die katalytische Aktivitdt des positiven Transkriptions-e-
longationsfaktors b, der aus Cyclin T und CDK9 zusam-
mengesetzt ist, wird im Zellkern durch eine Ribonucleo-
protein (engl.: ,,small nuclear ribonucleo-protein par-
ticle; snRNP), das sogenannte 7SK-snRNP, reguliert.
Den RNA-Teil des 7SK-Ribonucleoprotein-Komplexes
bildet die kleine, nichtkodierende 7SK-snRNA (engl.:
»small nuclear RNA*), die von der RNA-Polymerase 111
transkribiert wird, hochstrukturiert und redundant ist
(Murphy & Liegro, 1987) (siche Abbildung 4.5).

An die 7SK-snRNA sind die Proteine HEXIMI1(engl.:
,hexamethylene bis-acetamide-inducible protein 1) oder
das homologe HEXIM2 (als Homodimer), LARP7 (engl.:
»La ribonucleoprotein Doméne family, member 7) und
MePCE (engl.: ,,methylphosphate capping enzyme*) asso-

zilert.

Unter normalen Wachstumsbedingungen bindet der 7SK-
snRNP-Komplex an CDK9 und Cyclin T und hilt so
mehr als die Hélfte des in der Zelle vorhandenen P-TEFb
in einem katalytisch inaktiven Zustand (Zhou & Yik,
2006). Dabei dient die 7SK-snRNA als Grundgertist, das
die RNA-Bindedomine von HEXIM1 bindet und dadurch
die Bindung von HEXIM1 an P-TEFb vermittelt. Durch
Interaktion mit HEXIM1 wird die Kinase-Aktivitit von
CDK9 gehemmt (Michels et al, 2004; Yik et al, 2003).
MePCE und LARP7 sind fiir die Stabilitdt der 7SK-
snRNA verantwortlich, da sie durch ihre Bindung einen
exonucleolytischen Abbau der 7SK-snRNA verhindern.
Das 7SK-spezifische ,,Capping“-Enzym MePCE bindet
das 5°-Ende der 7SK-snRNA, wihrend LARP7 an das 3°-
Ende bindet. Durch Interaktion der beiden Proteine
verliert MePCE seine ,,Capping“-Aktivitit und ermoglicht
so die Assemblierung eines stabilen LARP7/MePCE/
7SK-snRNA-Komplexes (Xue et al, 2010). Unter
Stressbedingungen dissoziiert der Komplex aus P-TEFb
und dem 7SK-snRNP und stattdessen bindet Brd4 (engl.:
,bromoDoméne-containing protein 4) an CDK9 und
Cyclin T. Brd4 vermittelt die Rekrutierung der beiden

Proteine an den zu transkribierenden DNA-Template und
ist somit essentiell fiir die Funktion von P-TEFb als
Elongationsfaktor (Yang et a/, 2005).

R s s 5 .
oll P Cyclin T

Abbildung 4.5: Das zellulare 7SK-snRNP. Mit Hilfe des
Programs Mfold errechnete Struktur der 7SK-snRNA. 3‘- und
5-Ende sind durch entsprechende Zahlen gekennzeichnet.
MePCE und LARP?7 (grau) binden die Enden der snRNA und
schitzen sie vor endonucleolytischem Abbau, wahrend ein
Homodimer aus HEXIM1(blau) an eine Haarnadelstruktur in
der Nahe des 5‘-Endes bindet. HEXIM1 interagiert mit einem
Komplex aus Cyclin T (violett) und CDK9 (magenta) und
inhibiert die Kinase-Aktivitat von CDK9.

Struktur des CDK9/CyclinT1/Tat-Komplexes

Cyclin-abhéngige Kinasen (engl.: ,,cyclin dependent kina-
ses; CDKs) spielen eine zentrale Rolle in der Regulation
des eukaryotischen Zellzykluses. Sie sorgen fiir den kor-
rekten zeitlichen Ablauf von Zellzyklusereignissen, wie
DNA-Replikation oder Zellteilung, indem sie Wachstums-
signale von verschiedenen Signalwegen entgegennehmen
und durch Phosphorylierung anderer Enzyme weiterlei-
ten. CDKs bilden Komplexe mit Cyclinen, durch deren
Bindung sie aktiviert werden (Pavletich, 1999).

Die Cyclin-abhingige Kinase CDK9 des P-TEFb-Komple-
xes bindet an ein Cyclin (Cyc) der T-Familie, CycTl,
CycT2a, CycT2b oder auch an CycK (Peng et al, 1998),
wobei CycT1 als das Cyclin identifiziert wurde, das mit
der Transaktivierungsdoméne von Tat aus HIV-1 interagie-
ren kann (Wei et al, 1998).

Die Strukturen von CDK9 und CycT1 sind mit anderen,
aus dem Zellzyklus bekannten CDKs und Cyclinen ver-
gleichbar. CDK9 weist eine fiir Kinasen typische Faltung



auf, mit einem N-terminalen Fliigel (proximal zu CycT1),
der hauptsichlich aus p-Faltblittern zusammengesetzt ist
und einem C-terminalen Fligel (distal zu CycT1), der vor
allem aus a-Helices besteht (siche Abbildung 4.6b). Au-
Berdem besitzt CDK9 einen, alle CDKs kennzeichnenden
»1-Loop®, dessen Threonin-Rest an der Stelle 186 auto-
phosphoryliert werden kann, wodurch die katalytische Ak-
tivitdt von CDK9 aktiviert wird.

CyclinT1 besitzt zwei fiir Cycline charakteristische ,,cylin

box“-Faltstukturen, die beide hauptséchlich aus fiinf gro-
Ben a-Helices aufgebaut sind (Baumli ef a/, 2008). Die N-

terminale ,,cylin box* interagiert mit CDK9. Downstream

dieser Domine befindet sich das 18 Aminosduren lange

“Tat/TAR recognition motif” (TRM), mit dem CyclinT1

mit Tat interagieren kann und dadurch eine kooperative

Bindung an TAR begiinstigt (Garber et al, 1998).

Im Gegensatz zu der typischen Tertidrstruktur von CDK9
und CycT1 gibt es in der Struktur des CDK9/CycT1-
Komplexes verglichen mit anderen, im Zellzyklus
agierenden CDK/Cyc-Komplexen, wie zum Beispiel
CDK2/CyclinA, einen entscheidenden Unterschied:
CycT1 ist in seiner Orientierung zu CDK9 im Vergleich
zur Bindung von CycA an CDK2 um 26° seitwirts
verdreht, so dass die Interaktionsfliche zwischen den
beiden Proteinen 40% kleiner ist als die des
Schwesterkomplexes CDK2/CycA (Baumli ef al, 2008).

Dies wird durch die Bindung von Tat ausgeglichen, das
sich in die Spalte zwischen den beiden Proteinen legt und
mit einer dadurch vergroBerten Interaktionsfliche fiir
einen stabilen und aktiven P-TEFb-Komplex sorgt (siche
Abbildung 4.6c). In der hier gezeigten Kristallstruktur
(Abbildung 4.6b, c) konnte nur der Teil von Tat aufgeldst
werden, der an P-TEFb bindet (Aminosduren 1-49) und
der der Transaktivierungsdomidne mit der Cystein-

reichen-Region und der ,,Core“-Region entspricht.

Das normalerweise ungefaltete Protein Tat nimmt bei der
Bindung an CDK9/CycT1 eine gestreckte und strukturell
perfekt passende Konformation an, um mit 37% seiner
Oberfléache, (des in der Kristallstruktur gezeigten Anteils)

mit CDK9 und CycT1zu interagieren. Dabei bindet es zu
88% an CyclinT1 und zu 12% an Cdk9. Die Summe an
Interaktionsfliche zwischen Tat und CDK9/CycTl1 ist
doppelt so grof3 wie fiir durchschnittliche stabile Protein-
Protein-Interaktionen (Tahirov et al, 2010).

Die Cystein-reiche Doméne von Tat bildet zusammen mit
CyclinT1 zwei flir einen derartigen Proteinkomplex
einzigartige Zink-Finger (siche Abbildung 4.6a), wobei
das eine Zink-Atom intramolekular von Cys22, His33,
Cys34 und Cys37 aus Tat und das andere Zink-Atom
intermolekular von Cys25, Cys27 und Cys30 aus Tat und
Cys261 aus CycT1 koordiniert wird.

Die Bindung des Zink-Fingers und der ,,Core“-Region
von Tat filhrt in CyclinT1 zu einer Konformationsdnde-
rung, bei der sich ein Teil einer a-Helix entfaltet (in Abbil-
dung 4.6b unterhalb des N-Terminus von Tat) und die C-
Terminale Helix um 4,6 nach auflen klappt (in Abbildung
4.6b Helix oben links), um eine Oberfliche fiir die Bin-
dung zu bilden. Zusétzlich rotiert die CDK9-Untereinheit
um 8,5° und der phosphorylierte T-loop kann mit Tat inter-
agieren (Ott et al, 2011; Tahirov et al, 2010).

Posttranslationale Modifikationen von Tat

Tat und P-TEFb sind das Ziel zahlreicher posttranslationa-
ler Modifikationen, durch die ihre Funktionen in der Zelle
prazise reguliert werden konnen, da diese oftmals reversi-
bel und sehr kurzlebig sind (Ott et al, 2011). Unter
posttranslationalen Modifikationen versteht man eine Viel-
zahl von Proteinmodifikationen, bei denen kleine Molekii-
le wie Phosphate, Acetyl-oder Methylgruppen oder auch
Ubiquitin an einzelne Aminosduren eines fertig translatier-
ten Proteins assoziieren. Diese Modifikationen kénnen die
enzymatische Aktivitdt ihres Zielproteins sowohl inhibie-

ren als auch aktivieren.

Tat kann durch die Aktivitdit von Methyltransferasen
inhibiert werden, die mehrere Methylgruppen entweder an
Arginin-oder Lysin-Reste des Tat-Proteins anhéngen und
so in die Komplexbildung zwischen Tat, TAR und P-
TEFD eingreifen konnen (Ott et al, 2011).
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Ein Beispiel fiir eine solche Methyltransferase ist PRMT6
(engl.: ,,protein arginine N-methyltransferase 6”), die die
Tat-ARM-Region spezifisch an den Aminosdure-Resten
R52 und R53 methyliert. Dies fiihrt zu einer geringeren
Interaktion von Tat mit der TAR-RNA, da durch die
Methylierungen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den Guanidin-Gruppen der Arginin-Reste und der RNA
unterbrochen werden. Dadurch wird die Bildung eines
Tat/TAR/P-TEFb-Komplexes negativ beeinflusst und
somit die Tat-abhdngige Aktivierung der Transkription
unterbunden. Die Tat-Methylierung durch PRMT6 stellt
also eine Art angeborene zellulire Immunantwort zur
antiviralen Verteidigung des Wirtes dar (Xie et al, 2007).

Aktivierende Modifikationen von Tat betreffen das
gesamte Protein vom N- bis zum C-Terminus und
umfassen Phosphorylierung, nicht-proteolytische Poly-
Ubiquitylierung, Acetylierung und Monomethylierung
(Ott et al, 2011). also eine Art angeborene zelluldre
Immunantwort zur antiviralen Verteidigung des Wirtes
dar (Xie et al, 2007).

Ein Beispiel fiir eine aktivierende posttranslationale Modi-
fikation von Tat ist die Acetylierung von Lys28 in der Cys-
tein-reichen Sequenz, die zur Transaktivier-ungsdomine
gehort. Lys28 wird von PCAF (engl.: “P300/CBP-
associated factor”), einer Histon-Acetyltransferase ace-
tyliert (Kiernan et al, 1999). Die Lys28-Acetylierung er-
hoht die Interaktion von Tat mit dem Tat/TAR-Bindemo-
tiv von CycT1 und stimuliert dadurch die Tat-abhéngige
Transkriptionselongation (D’Orso & Frankel, 2009).

Als Gegenspieler von PCAF kann die Deacetylase HDAC
(engl.: ,.histone deacetylase 6°) Lys28 wieder deacetylie-
ren und dadurch die Tat-vermittelte Trans-kription verhin-
dern (Huo et al, 2011). Die Acetylierung von Tat an
Lys28 ist also ein typisches Beispiel fiir eine reversible
und prézise Regulation der Funktion von Tat in der Elon-

gation.

Abbildung 4.6: Kristallstruktur des CDK9/CycT1/Tat-Kom-
plexes (PDB-Code: 3MIA) a Zink-Finger-Strukturmotiv: Die
Zn-Atome werden koordiniert durch Cys22, His33, Cys34 und
Cys37 aus Tat (gelb), sowie Cys25, Cys27, Cys30 aus Tat
und Cys261(in Kristallstruktur nicht aufgelést) aus CycT1
(griin). b Strukturmodell des Komplexes aus CDK9 (magen-
ta), CycT1(violett) und Tat (turkis) in der aktiven Form. CDK9
ist an ein ATP-Analog (ANP=Phosphoaminophosphonsaure-
Adenylat-Ester) gebunden und Thr186 im ,T-loop“ ist phos-
phoryliert (pT186). N- und C-Terminus von Tat sind durch die
entsprechenden Buchstaben (N‘ und C‘) dargestellt, zusatz-
lich sind die an Tat und CycT1 gebundenen Zn-Atome ge-
zeigt (gelb und griin). ¢ Oberflachenstruktur des Komplexes
aus CDK9 (magenta), CycT1(violett) und Tat (tlrkis) in der
aktiven Form, bei der CDK9 an ein ATP-Analog (ANP=Pho-
sphoaminophosphonséaure-Adenylat-Ester) (rot) gebunden
ist.

Chromatin Remodeling am LTR-Promotor

In Abwesenheit von Stimuli ist die Transkription des integ-
rierten HIV-1-Provirus inaktiv und die infizierte Zelle, die
ein eigentlich replikationskompetentes Virus trdgt, ver-

harrt in Latenz. Das liegt unter anderem daran, dass die
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zellulire DNA, in die das HIV-1-Provirus integriert,
durch Nukleosomen verpackt ist und sich am 5‘-LTR-Pro-
motor eine von der Integrationsstelle unabhingige, hoch-
geordnete Chromatin-Struktur bildet. Diese besteht aus
fiinf Nukleosomen (,,nuc-0“ bis ,,nuc-4), die die virale
Genexpression durch Einschrinkung des Zugangs der
Transkriptionsmaschinerie zum LTR-Promoter regulieren.
Dabei sitzt eines der Nukleosomen (,,nuc-1¢) direkt
»downstream* der Transkriptionsstartstelle (zwischen den
Nucleotiden -2 bis +140) und verhindert so die Initiation
der Transkription (Easley et a/, 2010).

Nukleosomen bestehen aus einem oktameren Proteinkern
aus Histon-Untereinheiten (je zwei Kopien der Histone
H2A, H2B, H3 und H4), dic von DNA umwunden sind
(Luger et al, 2012). Der N-Terminus jedes Histons (engl.:
»Histon tail”) kann durch posttranslationale Modifikatio-
nen verdndert werden, wobei Histon-Acetyltransferasen
(HATs) Histone acetylieren und Histon-Deacetylasen die
Acetylgruppen wieder entfernen konnen (Easley et al,
2010).

Der virale Transkriptionsaktivator Tat ist einer von vielen
Faktoren, die dafiir sorgen konnen, dass der LTR-
Promoter fiir die Transkription zuginglich gemacht wird,
indem er mit Histon-Acetyltransferasen interagiert. Zum
Beispiel rekrutiert Tat den transkriptionellen Co-Aktivator
p300 und das CREB-Bindeprotein CBP, das mit dem
Promotor-bindenden Transkriptionsfaktor CREB (engl.:
»CAMP-response element-binding protein-1°) interagiert,
an den LTR-Promotor (Hottiger & Nabel, 1998). P300
und CBP besitzen beide Histon-Acetyltransferase-
Aktivitdt und konnen auflerdem mit weiteren HATs, wie

zum Beispiel PCAF interagieren.

PCAF kann seinerseits Tat acetylieren und stimuliert da-
durch die Tat-abhidngige Transkriptionselongation (siche
oben). Die Rekrutierung von CBP/p300 und PCAF an den
HIV-1 LTR-Promotor fiihrt zu einer Histon-Hyperacetylie-
rung, durch die sich die inhibierende Chromatin-Struktur
auflost (engl.: ,,chromatin remodeling®) und die Bindung
der basalen Transkriptionsmaschinerie ermoglicht wird
(Lusic et al, 2003).

Neben den postranslationalen Modifikationen von
Histonen gibt es enzymatisch Komplexe, die Energie aus
der Hydrolyse von ATP beziehen, um die Struktur von
Chromatin aktiv zu verdndern. Dazu gehort der SWI/
SNF-Komplex, der zwei unterschiedliche Formen
annehmen kann, BAF oder PBAF, die sich nur durch die
Zusammensetzung einiger Untereinheiten unterscheiden.
BAF und PBAF konnen Gene entweder aktivieren oder
reprimieren und agieren in der Zelle als gegenseitige
Antagonisten (Easley et al, 2010)

Am LTR-Promotor eines integrierten HIV-1-Provirus ver-
schiebt BAF unter ATP-Hydrolyse das Nukleosom ,,nuc-
1 in eine energetisch unglinstige Position, so dass es
sich unmittelbar ,,downstream® der Transkriptionsstartstel-
le befindet. Bei der Aktivierung des Promotors dissoziiert
BAF und das Nukleosom nimmt wieder seine energetisch
giinstigere Position ein, bei der die TSS frei zugénglich
ist. Nach seiner Expression interagiert Tat mit HATs, die
sowohl die Histone am Promotor als auch Tat selbst acety-
lieren. Gleichzeitig fordert nun der andere SWI/SNF-Kom-
plex, PBAF, der spezifisch mit acetyliertem Tat inter-
agiert, aktiv die Transkriptions-Elongation, indem er unter
ATP-Hydrolyse weitere ,,downstream“-Nukleosome ver-
schiebt (Rafati ef al., 2011).

Fragen

1. Binden P-TEFb und Tat an dieselben Regionen in
TAR? An welche?

2. Welche Modifikation durch Tat fiilhren dazu, dass
die Transkription elongiert wird?

3. Warum pausiert RPA II in Promoterndhe und
warum konnte das im Laufe zelluldrer Transkription
wichtig sein?

4, Wie sieht das Phosphorylierungsmuster der CTD
von RPA II im Laufe der der Transkription aus? Welche

Kinasen sind daran beteiligt?

5. Wie wird die Aktivitit von P-TEFb in der Zelle

reguliert und wie ,,umgeht* Tat dies?
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6. Durch welche Faktoren wird basale HIV
Transkription gewihrleistet? Wie werden diese Faktoren
zum LTR Promoter rekrutiert?

7. Welche Modifikationen deaktivieren und aktivieren

Tat frith bzw. spéter im Laufe der Transkription?

8. In welchen Zusammenhang stehen HIV Latenz

bzw. Aktivierung und Chromatinremodelling?

9. Was ist der SEC? Was hat er mit basaler HIV

Transkription zu tun?

10.  Warum konnten Tat Inhibitoren in Kombination mit
,konservativen® Inhibitoren im Hinblick auf eine
erfolgreiche Therapie wichtig sein? Was fiir Inhibitoren
wéren vorstellbar und warum sind die meisten mit zu

vielen Nebenwirkungen verbunden?

Antworten

1. Nein, sie binden nicht an dieselbe Region. Tat
binden an den Bulge-loop der sich im Stamm von TAR
befindet, wihrend P-TEFb an den Hairpinloop von TAR
bindet.

2. Zunichst werden durch CDK9 die beiden negativ
Elongationsfaktoren DSIF und NELF phosphoryliert.
DSIF verbleibt gebunden an die Polymerase im
Elongationskomplex wéhrend NELF aus dem pausier-
enden RPA Il Komplex ausgelost wird. Aulerdem wird
die CTD von RPA II an den Serin-2 phosphoryliert.

3. RPA 1I pausiert durch die Bindung der Faktoren
DSIF und NELF. Letzterer Interagiert direkt mit der
DNA. In dieser Pause ist es Faktoren, die zur Elongation
und zur Prozessierung der mRNA wichtig sind, an die

Polymerase zu binden.

4. Die Polymerasen Im PIC sind hypophosphoryliert.
Durch TFIIH bzw. seine CDK7 Komponente werden dann
sie Serine-5 im CTD phosphoryliert. Spater werden durch
P-TEFb bzw CDK9 auch die Serine-7 phosphoryliert.
Gegen Ende der Transkription ist eine Verschiebung zu
eher mehr Serin-2 Phosphorylierung zu beobachten. RPA
II wird um recycelt werden zu kénnen wieder dephos-

phoryliert.

5. P-TEFbD ist in der Zelle sequestriert in den sg. 7SK
snRNP. Obwohl der T-Loop von CDK9 phosphoryliert ist,
d.h. die enzymatische Aktivitdt vorhanden ist, wird diese
durch die Bindung an den 7SK snRNP verhindert. Der
7SK snRNP besteht aus neben der 7SK snRNA aus
Faktoren, die sowohl die RNA vor Abbau schiitzen, als
auch die Interaktion mit P-TEFb vermitteln. Tat hat eine
hohrere Affinitdt zu P-TEFb und kann es daher aus dem
Komplex entfernen und es seinerseits zum LTR Promoter

rekrutieren.

6. Der HIV Promoter selbst ist relativ stark, d.h. es
findet hédufig Transkriptionsinitiation statt. Allerdings
wird die RPA II nicht elongationskompetent. Dazu wird
die Prozessivitdt der RPA II einerseits iiber Rekrutierung
von P-TEFb durch z.B. BRD4 oder Nfkb erhoht,
andererseits wird auch der SEC iiber PAFc zum LTR
Promoter rekrutiert.

7. Deaktivierung:

Oligomethylierungen an den Argininen 52/53 bzw. Lysin
51 (durch Histon Methyltransferasen)

-frithe Aktivierung:
Monomethylierung am Lysin 51 (p53 Ubiqutinligase)
Polyubiqitinylierung am Lysin 71 (Histon Methyltransfe-

rasen; in dem Zusammenhang auch Demethyasen, welche
z.B. R52/53 demethylieren)

Acetylierung am Lysin 28 (PCAF, diese Modifikation 16st
die Tat:TAR Interaktion, sodass der RPA II Elongations-
komplex passieren kann; HDACs konnen diese Modifika-

tion umkehren)

-spite Aktivierung:

Acetylierung an den Lysinen 52/51 (PCAF p300/CBP,
dies fiihrt zu Rekrutierung von SWI/SNF Chromatin-
remodelling Komplexen, die z.B. das nuc-1 entfernen, das
sich dem elongierenden Komplex als nichstes ,,in den
Weg stellen” wiirde. SIRT1 (HDAC) deacetyliert Tat,

sodass der Komplex dissoziiert und Tat recycelt werden
kann.)
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(Wie Methylierungen bzw. Demethylierungen und
Ubiquitinylierungen wirken ist noch weitgehend
unbekannt. Ebenso ist noch nicht ganz geklért, ob TAT
tatsdchlich zur spiten Aktivierung beitrdgt, oder zuvor
(nach K28-Ac) abfillt).

8. Einige T Zellen fallen nach der Infektion mit HIV
in Latenz. Auf Chromatinebene wird das durch
Remodelling des nuc-1 erreicht, das durch den SWI/SNF
Komplex BAF auf die TSS geschoben oder gezogen wird.
Dadurch wird die Transkriptionsinitiation verhindert. Auf
eine Aktivierung der Zelle hin, wird BAF von der LTR
entfernt, das nuc-1 ,rutscht® wieder in Bereiche, die
energetisch giinstiger sind, d.h. vor oder hinter die TSS.
Es findet nun reguldr Initiation und Elongation statt.
Durch das Tat-K28AC wird ein anderer SWI/SNF
Komplex rekrutiert, PBAF, der nun bei der Uberwindung
der Nucleosomen hilft, die sich auf dem Weg von RPA 11
befinden.

9. Der SEC ist eine Multifaktorkomplex, der in der
Zelle vorliegt und diverse Transkriptionsfaktoren enthilt,
wie ELL2. Uber Faktoren wie PAFc wird des SEC zu
Promotoren rekrutier und kann die Prozessivitit der
Polymerase erhohen. Dies geschieht auch fiir den HIV
LTR Promoter. Tat rekrutiert hier den SEC neben P-TEFb
und gewdhrleistet so, dass gleich mehrere
Transkriptionsfaktoren an ein und dieselbe Polymerase
binden.

10.  Tat Inhibitoren kdnnten nahezu auf jeder Ebene der
Regulation von Tat wirken. Z.B. kann die Interaktion
zwischen TAT:TAR oder TAR:P-TEFb etc. verhindert
werden. Es konnten aber auch zelluldre Faktoren inhibiert
werden, wie Nfkb oder P-TEFb. Ebenso konnten man
Modifikationen an Tat verhindern oder fordern, die es
aktivieren bzw. deaktivieren. Das Problem bei solchen
Inhibitoren ist, dass meist auch potente Transkrip-
tionsfaktoren oder andere essentielle Faktoren der Zelle
inhibiert werden, was zu starken Nebenwirkungen fiihrt.
Der Vorteil mit solch einem Inhibitor lige darin, dass
nicht nur die Last an extrazelluldren Partikeln vermindert
werden konnte (z.B. NNRTI etc.), sondern die

Virusproduktion noch auf Ebene der Transkription

verhindert werden konnte.
Klausurfragen

1. Beschreiben Sie den HIV Tat Wirkmechanismus?

2. Beschreiben Sie den Unterschied zwischen einfachen

und komplexen Retroviren (nur ein Satz!).

3. Beschreiben Sie den Unterschied in der Transkription-
regulation von einfachen und komplexen Retroviren und
vergleichen Sie die Funktion eines retroviralen Trans-
aktivators ihrer Wahl mit VP16.

4. Beschreiben Sie den Einfluss von NFkB auf die HIV
Transkription. Differenzieren Sie nach Initiation, Elon-

gation und Termination.

5. Beschreiben Sie den Unterschied in der Transkriptions-
regulation von einfachen und komplexen Retroviren und
vergleichen Sie die Funktion eines retroviralen
Transaktivators ihrer Wahl mit VP16.
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Einleitung

Grundlagen der co- und posttranskriptionellen Pro-
zessierung bei Retroviren

Der Aufbau der ecukaryotischen Zelle mit zytoplas-
matischen und nukledren Kompartimenten separiert die
DNA Replikation und Transkription im Zellkern von der
Translation im Zytoplasma. Retrovirale RNAs werden
gleich den zelluliren mRNAs im Nukleus transkribiert
und co- bzw. posttranskriptionell prozessiert, bevor sie in
das Zytoplasma exportiert werden konnen. Um eine
effiziente Produktion von Virionnachkommen zu
gewdhrleisten, haben Retroviren verschiedene Mecha-
nismen entwickelt, um den zelluliren Abwehrmecha-
nismen und der Degradation von Fremd-Nukleinsdure
durch das Nukleosom zu entgehen (Cullen, 2003; Reed,
2003; Rodriguez et al, 2004). Die Prozessierung von
retroviralen Transkripten ermdglicht es Viren, den
molekularen Anforderungen der Zelle zu entsprechen. Die
RNA Prozessierung umfasst im Allgemeinen vier
Schritte: Anfiigen einer 5° 7-Methylguanosin Kappe,
SpleiBen von intronischen Sequenzen, 3° Polyadeny-
lierung und RNA Export ins Zytoplasma. Die Addition
einer 5° 7-Methylguanosin Kappe wird von zelluldren
Genprodukten ausgefiihrt. Die Polyadenylierung bei
Retroviren ist von sequenzspezifischen Eigenschaften der
viralen RNA abhédngig. Eine weitere chemische
Modifikation, das Spleiflen, kann gleichzeitig erfolgen.
Auch wenn innerhalb des Exports keine chemische
Modifikation an viralen RNAs vorgenommen wird, kann
sie als Teil der Prozessierung beschrieben werden.
Retrovirale RNAs werden iiber zellulire Exportwege
transloziert, interagieren dabei mit viralen Export-
proteinen und cis-agierenden RNA Sequenzen (Cullen,
2003; Kohler & Hurt, 2007). Dieses Kapitel beschéftigt
sich mit drei Teilgebieten der retroviralen RNA
Prozessierung. Im ersten Teilkapitel werden Spleil3-
elemente und die Regulation des Spleiflens beschrieben.
Der zweiten Teilbereich behandelt die Regulation der
Polyadenylierung bei HIV-1 und im dritten Teil wir der
RNA Export erklart.

*Der Text dieses Kapitels wurde zum grofiten Teil aus der Master-Arbeit von R. Moschall und aus der Doktorar-
beit von F. Hillebrand {ibernommen und modifiziert.
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung benétigter SpleiBelemente. Zwei benachbarte Exons werden durch die Erken-
nung des ,branch Point“ (BP) und Poly-Purin-Tracts (PPT) und einer priméren Interaktion mit dem SpleiBdonor (SD), nachfol-
gend einer Interaktion des SD mit dem SpleiBakzeptors (SA), miteinander verknipft. Exogene Splei3-Enhanceer (ESE) und
exogene SpleiB3-Silencer (ESS) wirken innerhalb des alternativen SpleiBens auf den 5° gelegenen SA

SpleiBen

Posttranskriptionelles SpleiBen zellulérer pra-
mRNAs

Nach dem Anfiigen einer 7-Methylguanosinkappe an das
5¢ Ende der zelluldren pra-mRNA und vor der Addierung
eines Poly(A) Schwanzes an das 3° Ende, werden introni-
sche, dies bedeutet nicht-kodierende Sequenzen, durch
das Spleilosom entfernt. Durch das Spleifien kann die ko-
dierende Kapazitit erhoht werden. Die exonischen Genab-
schnitte werden hierbei miteinander verkniipft. Der 5 Ter-
minus eines Introns ist meist durch ein GU-Dinukleotid,
der 3° Terminus durch ein AG-Dinukleotid markiert (Ab-
bildung 5.1)(Clark & Thanaraj, 2002). Die Spleifireaktion
beruht auf der Erkennung von drei Elementen: 1) dem
Spleidonor (SD = 5° Spleiistelle), welcher das 3 Ende
des 5° Exons markiert. 2) dem SpleiBakzeptor (SA = 3¢
Spleiistelle) (Abbildung 5.1), der das 5° Ende des 3° E-
xons markiert und 3) dem sogenannten Verzweigungs-
punkt (branch point = BP). Dieser liegt ungefihr 100-18
Nukleotide aufwirts des SpleiBakzeptors und ist durch die
Erkennungssequenz YTRAY charakterisiert (Y= Pyrimi-
din C oder T; R= Purin A oder G). In hoheren Eukaryoten
findet sich zusitzlich ein Polypyrimidin-Trakt (PPT) zwi-
schen dem Verzweigungspunkt und dem Spleillakzeptor
(Abbildung 5.1) (Lopez & Seraphin, 1999; Senapathy et
al, 1990).

Die SpleiBreaktion

Der chemische Mechanismus des Spleiflens basiert auf

zwei Umesterungsreaktionen. Zuerst erfolgt ein nukleophi-

ler Angriff der freien OH-Gruppe des branch point Aden-
ins an die Phosphatgruppe des Guanins der 5° Schnittstel-
le, wodurch es zu einer 2°-5°‘-Phosphor-diesterbindung
kommt. Folglich entsteht eine freie Hydroxyl-Gruppe am
5¢ Exon und eine Intron-3‘ Exon-Lariatstruktur. Innerhalb
der zweiten Umesterung kommt es zu einem nukleophilen
Angriff der freien Hydroxyl-Gruppe des 5° Exons auf das
Guanin-Phosphat der 3° Schnittstelle. Beide Exons wer-
den anschlieBend tiber eine Phosphodiesterbindung mitei-
nander verkniipft und ein freies Lariat formiert sich (Grab-
owski et al, 1984; Padgett et al, 1984; Ruskin et al, 1984).
Innerhalb der beschriebenen chemischen Reaktion des
cis-Spleifiens wird keine zusitzliche Energie bendétigt, da
es lediglich zu einer Umlagerung von Phosphodiesterbin-
dungen kommt. Die Umesterungsreaktionen werden
durch das SpleiBBo-som katalysiert. Das SpleiBosom bes-
teht aus insgesamt fiinf U snRNAs (Uridine-rich small
nuclear RNA) (U1, U2, U4, U5 und U6) die mit Proteinen
zu Partikeln assoziiert sind (UsnRNP). Diese spielen eine
essentielle Rolle innerhalb des Spleilzyklus, indem sie
SpleiBstellen erkennen und hierdurch Intron-Exon Gren-
zen festlegen. Hierfiir sind definierte, wechselnde Interak-
tionen der einzelnen U snRNPs untereinander und mit der
zu spleiBenden RNA notwendig. Der erste Schritt inner-
halb des Spleifmechanismus ist die Erkennung und Bin-
dung der 5° SpleiBistelle durch UlsnRNP. Die Bindung
der UlsnRNP erleichtert die Erkennung des Polypyrimi-
din-traktes und der 3° Splei3stelle durch U2AF. U2AF er-
leichtert wiederum die Bindung des Spleif3faktors 1 (SF1)
an den Verzweigungspunkt und der prispleiBo-somale
Komplex kann durch eine weitere Interaktion, die Bin-

dung von U2snRNP an den Verzweigungspunkt, formiert
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werden. Im Folgenden wird das inaktive Spleilosom
durch die Anlagerung des U4/U6.U5 tri snRNP gebildet.
Wihrend der anschlieBenden Spleiosomaktivierung wer-
den Ul und U4 destabilisiert oder entlassen. Das aktivier-
te SpleiBosom fiithrt den ersten katalytischen Schritt
durch, es folgen weitere Umla-gerungen der spleilosoma-
len RNP Verbindungen und der zweite katalytische Schritt
kann erfolgen. Dies resultiert in einer 3’mRNA Lari-
atstruktur und der Dissoziation des SpleiBosoms (Wahl et
al, 2009). Wahrend der Spleifireaktion kommt es somit zu
strukturellen Umordnungen innerhalb der U snRNPs und
RNA-RNA, sowie auch RNA-Protein Interaktionen (Mad-
hani & Guthrie, 1994; Nilsen, 1994; Staley & Guthrie,
1998).

Alternatives SpleiBBen

Neben dem konstitutiven Spleilen, kdnnen pra-mRNAs
auch durch alternatives Spleifien prozessiert werden. Das
alternative Spleilen kann hierbei in mehrere Haupttypen
untergliedert werden: Das Auslassen eines Exons, das
Beibehalten eines Introns, die Verwendung alternativer 5°
Spleif3stellen oder die Verwendung alternativer 3°
SpleiBstellen (Abbildung 5.2) (Kan et al, 2002).

Intrinsische Starke der SpleiBstellen

Fiir den Einschluss eines Exons ist es absolut essentiell,
dass die jeweiligen 5 - und 3 -SpleiBstellen (5¢ und 3¢ SS)
korrekt erkannt werden. Hierbei spielt die Stdrke der
SpleiBstellen eine wichtige Rolle und bildet somit den
ersten Schritt in der Spleilkontrolle. Da die Konsensus-
sequenzen der meisten Spleifistellen in hoheren Euka-
ryoten relativ degeneriert sind, beschreibt die Spleiistel-
lenstirke die Affinitdt des Ul snRNP und U2AF zur 5
‘SpleiBstelle bzw. Pyrimidin-reichen Region. Dies gibt die
Effizienz der SpleiB3stellenerkennung wieder (Wahl et al,
2009).

Die Stirke der 5 -SpleiBstelle wird durch die Anzahl der
Wasserstoffbriicken- bindungen zwischen dem freien 5
Ende der Ul snRNA und der 11 Nukleotid langen Se-
quenz des Spleilidonors definiert. Je hoher die Komple-

mentaritidt der Ul snRNA zu seiner Zielsequenz auf der
prai-mRNA hierbei ist, umso effizienter wird das Exon
letztlich erkannt (Freund et al, 2003; Hertel, 2008).

,/\\ ,/\\
s I DN -
eines Exons 55 2

~

Beibehalten =
eines Introns _
Alternative = B
5 Spleitstelle MM | P

Alternative -
3¢ SpleiBstelle =

Abbildung. 5.2: Schematische Darstellung des alternati-
ven SpleiBens. Die Hauptmechanismen enthalten das Aus-
lassen eines Exons, indem ein zwischenliegendes Exon als

Intron gespleiBt wird, das Beibehalten eines Introns und das

Beibehalten eines Introns durch alternative 5° oder 3

SpleiBstellen

Bei der Erkennung der 3 -SpleiBstelle spielt hingegen die

Affinitat der U2AF65 kDa Untereinheit eine entschei-den-
de Rolle, da dieses SpleiB3protein an der Rekrutierung des

U2 snRNPs zum Verzweigungspunkt beteiligt ist. Die Affi-
nitdt von U2AF wird dabei durch die Linge und den Ge-
halt der Pyrimidin-reichen Region bestimmt. Auch hier
gilt, dass mit steigender Affinitit von U2AF an die Pyrimi-
din-reiche Region die Effizienz der Spleil-akzeptor-Er-
kennung erhoht wird (Wu et al, 1999, Hertel, 2008).

Die Regulierung des alternativen Spleiens ist haupt-sach-
lich von exonic splice enhancers (ESE) und exonic splice
silencers (ESS) abhingig. Diese RNA Sequenzen dienen
wiederum als Protein-Bindungs-Stellen, die spleifiregula-
torische, trans-agierende Faktoren rekru-tieren. Generell
handelt es sich bei diesen Faktoren um SR- (Serin/Argi-
nin- reich) Proteine, die den Spleiiprozess positiv regulie-
ren oder um heterogenous nuclear Ribonucleoproteins Pro-
teine (hnRNP), die einen eher inhibitorischen Einfluss auf
die SpleiBstellenerkenung ausiiben (Chasin, 2007; Grave-
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ley, 2000; Matlin et al, 2005; Pozzoli & Sironi, 2005). Int-
ronische Spleilistellen enthalten oftmals keine Konsensus-
sequenz und sind somit suboptimal, sodass beispielsweise
der PPT zwischen dem branch Point und dem AG Dinukle-
otid der 3° Spleil3stelle viele Purine enthélt und somit nur
eine geringe Bindungsaffinitét fiir die Spleilosomkompo-
nente U2AF aufweist (Zheng, 2004). ESE sind oftmals
abwirts einer suboptimalen 3° SpleiBistelle gelegen (Fair-
brother et al, 2002) und stimulieren die Spleireaktion des
aufwirts gelegenen Introns (Chew et al, 1999; Zheng et
al, 2000). Viele ESEs kodieren SR-Protein Bindestellen
und erhohen bei Interaktion die Bindungsaffinitit von
U2AF an die suboptimale aufwartsgelegene 3° Spleifistel-
le (Graveley et al, 1998; Lavigueur et al, 1993; Sun et al,
1993). ESS liegen meist abwirts eines ESEs und kénnen
das SpleiBlen durch mehrere Mechanismen inhibieren. Vie-
le ESSs antagonisieren die ESE Aktivitdt oder wirken E-
SE- und SpleiBstellen-spezifisch. Die detaillierte Wir-
kungsweise von ESS ist jedoch noch nicht erforscht
(Zheng, 2004).

SR-Proteine

Die zu den nicht-snRNP gehdrenden SR-Proteine (Serin/
Arginin-reich) bilden eine groB3e Gruppe von essentiellen
Splei3faktoren, die sowohl beim Entfernen konstitutiv
gespleifiter Introns als auch beim alternativen Spleifien
eine entscheidende Rolle spielen (Graveley, 2000; Manley
& Tacke, 1996).

SR-Proteine besitzen eine charakteristische strukturelle
Organisation, wobei zwei funktionelle Doménen von
erheblicher Bedeutung sind: die N-terminale RNA-
Bindungsdomine, sowie die C-terminale Serin-Arginin-
reiche (RS) Domiéne. Die N-terminale Doméne enthélt ein
bis zwei RNA-Erkennungs-Motive (RRMs), die es den
Proteinen ermdglicht mit der pri-mRNA zu interagieren.
Die RS-Domine dagegen besteht aus einer Wiederholung
von Serin/Arginin Dipeptiden und dient den Proteinen als
Protein-Interaktionsdoméne (Wu und Maniatis, 1993;
Kohtz et al, 1994). Des Weiteren konnte gezeigt werden,
das die RS-Doméne auch mit der pri-mRNA in Kontakt

treten kann, was mit einer alternativen Spleilosom-

Assemblierung im Zusammenhang stehen konnte (Shen
& Green, 2004; Shen et al, 2004).

AuBerdem fiihrte eine umfassende Suche nach RS-
Doménen enthaltender Proteine zu der Entdeckung SR-
dhnlicher Proteine, die sich in der Struktur der RS-
Doméne sowie in dem Vorhandensein eines typischen
RRMs von den SR-Proteinen unterscheiden. Zu dieser
Gruppe zdhlen die beiden Untereinheiten von U2AF, die
Ul snRNP Untereinheit U1-70K, sowie die Splei3-
Koaktivatoren SRm160/300 (Boucher et al, 2001; Long &
Caceres, 2009).

Die Serin-Reste der RS-Domédne konnen von diversen
SR-Protein-Kinasen reversibel phosphoryliert werden.
Der Phosphorylierungsstatus der RS-Domine reguliert
dabei die Protein Funktion, die Protein-Protein
Interaktionen sowie die subzelluldre Lokalisation der SR-
Proteine innerhalb der Zelle (Xiao & Manley, 1997; Xiao
& Manley, 1998).

Man geht davon aus, dass die unterschiedlichen
Funktionen der SR-Proteine beim Spleilen einen ganz
bestimmten Phosphorylierungsstatus der RS-Doméne
erfordern (Graveley, 2000). Die Phosphorylierung des
SR-Proteins SRSF1 (SF2/ASF) z.B. fordert die Bindung
an das U1-70K (eine Untereinheit des UlsnRNPs) Protein
in vitro. Dagegen wurde die Bindung an andere SR-
Proteine, wie SRSF5 (SRp40), oder an U2AF durch die
Phosphorylierung reduziert (Misteli, 1999). Weiter konnte
gezeigt werden, dass Verdnderungen in der SR-
Proteinphosphorylierung bei Adenovirus Infektionen eine
entscheidende Rolle spielen (Kanopka et al, 1996). Hypo-
und hyperphosphorylierte SR-Proteine sind nicht in der
Lage, den Spleifiprozess zu unterstiitzen (Prasad et al,
1999).

AuBerdem reguliert der Phosphorylierungsstatus auch die
subzelluldire Lokalisation der SR-Proteine. Zum einen
miissen SR-Proteine fiir ihre Aufgaben im Nukleus in den
Kern importiert werden. Die RS-Doméne agiert hierbei
als Kernlokalisationssignal (NLS), das von den SR-

Protein spezifischen nuklearen Kernimportrezeptoren
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Transportin SR1 und SR2 (TRN- SR1; TRN- SR2)
gebunden wird. Zumindest fiir den TRN-SR2 vermittelten
nuklearen Import ist dabei die Phosphorylierung der RS-
Doméne erforderlich (Lai et al, 2000; Lai et al, 2001).

Zum anderen lokalisieren die SR-Proteine im Zellkern in
so genannten “speckles®, bei denen es sich um nukleare
Subdominen handelt, die der Lagerung und/oder der Re-
Assemblierung von Spleififaktoren dienen (Caceres et al,
1997). Wihrend die Phosphorylierung von Serin-Resten
in der RS-Domaine in einer Translokation der SR-Proteine
zu Orten der Transkription und des Spleiflens resultiert,
filhrt die Dephosphorylierung zu einer erneuten
Assoziation der SR-Proteine mit den “speckles™ (Misteli
& Spector, 1997). Weiter besitzen einige SR-Proteine in
Abhiéngigkeit ihres Phosphorylierungsgerades die
Fahigkeit zwischen Nukleus und Zytoplasma zu pendeln
(Cazalla et al, 2002).

Als bekannte SR-Protein Kinasen gelten die Mitglieder
der SR-Protein-Kinase (SRPK)- und Clk/Sty-Familie, so-
wie die DNA-Topoisomease 1 (Colwill et al, 1996; Gui et
al, 1994; Rossi et al, 1996). Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass auch die Akt-Kinase (Patel et al, 2001), so-
wie Zyclin-abhingige Kinasen (CDKs) wie CDK13 als
SR-Protein Kinasen wirken kénnen (Berro et al, 2008).

Bis jetzt wurden SRPK-1 und -2 als Mitglieder der
SRPK-Familie in Séugetieren beschrieben. SRPKs sind
iiberwiegend im Zytoplasma von Zellen in der Interphase
lokalisiert, konnen SR-Proteine jedoch auch im Nukleus
phosphorylieren. Die hochste Aktivitit zeigt SRPKI1
wihrend der Mitose, was fiir eine Zellzyklus- abhédngige
Aktivitdt spricht. Man geht davon aus, dass SRPKs die
intrazelluldre Lokalisation der SR-Proteine beeinflussen
und so die SR-Protein Funktion indirekt kontrollieren
(Koizumi et al, 1999; Shin et al, 2004). Bei der zweiten
Gruppe handelt es sich um Mitglieder der Clk/Sty-Kinase
Familie. Die Spleiflaktivitdt der SR-Proteine kann durch
eine Verdnderung des Phosphorylierungsgrades innerhalb
der RS-Doméne durch Clk/Sty beeinflusst werden.

Mit nuklearen Extrakten und permeabilisierten Nuklei
konnte gezeigt werden, dass die Serin/Threonin Protein
Phosphatasen, Protein Phosphatase 1 (PP1) und Protein
Phosphatase 2A (PP2A), die Féhigkeit haben eine
Vielzahl von SR-Proteinen zu dephosphorylieren
(Mermoud et al, 1994).

Eine primére Funktion beim Spleiflen besteht vor allem in
der SpleiBstellenerkennung und der SpleiBosom-Assemb-
lierung (Sanford et al, 2003; Tacke & Manley, 1999). Zur
Zeit werden zwei Modelle in diesem Zusammenhang dis-
kutiert. Das “Rekrutierungs-Modell* beschreibt die Bin-
dung von SR-Proteinen an Exonic Splicing Enhancern (E-
SEs). Nach diesem Modell fordern ESEs die Rekrutierung
und Stabilisierung des UlsnRNPs an den SD durch Inter-
aktionen mit der U1-70K Untereinheit (Eperon et al,
1993; Jamison et al, 1995; Kohtz et al, 1994). An dem SA
dagegen kommt es durch Interaktionen mit der U2AF35
Untereinheit zur Rekrutierung von U2AF (U2 auxilary
factor), der wiederum die Bindung zwischen U2 snRNP
und dem Verzweigungspunkt stimuliert (Tarn & Steitz,
1996; Wu & Maniatis, 1993). Auf der anderen Seite be-
schreibt das “Inhibitor-Modell* die antagonistische Wir-
kung der SR-Proteine gegeniiber den ESS gebundenen
hnRNPs. SR Proteine inhibieren die Bindung von
hnRNPs an den ESS, wodurch die inhibitorische Wirkung
der hnRNPs auf den Spleilmechanismus verhindert wird
(Zhu et al, 2001a). Des Weiteren sind die SR-Proteine an
der Intron Uberbriickung durch Protein-Protein-Interaktio-
nen beteiligt. Hier kommt es durch Bindung der SR-Pro-
teine an U1-70K und U2AF35 zu einer Anndherung der 5

‘und 3'SS (Wu & Maniatis, 1993). Man geht ebenfalls da-

von aus, dass SR-Proteine auch bei der Rekrutierung des
U4/U6/U5-tri-snRNPs in das Spleiosom eine Rolle spie-
len (Zhu et al, 2001a).
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hnRNP-Proteine

Wie die SR-Proteine, stellen auch die hnRNP eine grof3e
heterogene Gruppe RNA bindender Proteine dar, die eine
Vielzahl von Aufgaben im mRNA Metabolismus
iibernehmen. Hier spielen sie eine entscheidende Rolle
beim Verpacken naszierender Transkripte, der Regulation

der Translation sowie dem alternativen Splei3en.

hnRNP sind ebenfalls modular aufgebaute Proteine, die
multiple, durch Linker-Regionen verbundene Doménen
besitzen. Bei der unter den hnRNPs am weit
verbreitetsten Doméne handelt es sich um das RNA-
Erkennungs-Motiv (RRM), welche die Bindung an die
mRNA ermoglicht. Neben dieser RNA-Bindungs-
Domine finden sich bei den unterschiedlichen Familien

auch noch weitere Motive fiir die RNA Bindung.

Ahnlich wie SR-Proteine konnen auch die hnRNP-
Proteine post-translational modifiziert werden. Hierbei
konnen Serien- oder Threoninereste phosphoryliert sowie
Arginine methyliert werden, was deren Aktivitdt, Protein
oder RNA-Interaktionen sowie die zelluldre Lokalisation

beeinflusst.

Fiir die Vielzahl von Aufgaben, die hnRNP-Proteine im
mRNA Metabolismus iibernehmen, ist es erforderlich,
dass diese zwischen dem Kern und Zytoplasma pendeln
konnen. Bei hnRNP A1l findet sich hierfiir eine 38
Aminosaure lange Glycin-reiche Doméne, die als nukleo-
zytoplasmatische-shuttling (NS) Domaine fungiert und als
M9-Doméne bezeichnet wird (Siomi & Dreyfuss, 1995).
Sie iibernimmt hierbei die Aufgabe des Kernimport-
Signals und kann auch den Kernexport der Proteine in
einer temperatur-abhiangigen Weise unterstiitzen (Michael
et al, 1995; Weighardt et al, 1996). Die hnRNP C und U
Proteine enthalten dagegen ein klassisches Kern-
Lokalisations-Signal (NLS). HnRNP K besitzt sowohl
eine klassisches NLS sowie eine NS-Doméne, wobei die
Serine 284 und 385 innerhalb der NS-Domédne MAPK/
ERK abhéngig phosphoryliert werden kdnnen, was den
Export des Proteins ins Zytoplasma zur Folge hat
(Habelhah et al, 2001; Michael et al, 1997). Des Weiteren
besitzt hnRNP E2 zwei funktionell unabhdngige NLS-

Dominen, die bei den hnRNP Proteinen E3 und E4
jedoch fehlen (Chkheidze & Liebhaber, 2003).

Eine wichtige Funktion der hnRNP-Proteine ist die
Beteiligung an der Regulation des konstitutiven und
alternativen Spleiflens. Hier fungieren sie primér als
Repressoren des SpleiBprozesses. Ahnlich wie bei den
SR-Proteinen iiben sie ihren Einfluss auf das Spleiflen
durch SpleiBstellen-spezifische Bindungen an der Ziel-
RNA aus. HnRNP-Proteine binden hierbei vornehmlich
exonische- oder intronische-SpleiB3-Silencer wobei sie mit
der SpleiBosom-Assemblierung bzw. der Rekrutierung
von snRNPs zur Spleilistelle interferieren oder Exons in
schleifenartige Strukturen bringen, so dass sie von der
SpleiBmaschinerie nicht mehr erkannt werden konnen
(Martinez-Contreras et al, 2007).

Der inhibitorische Effekt der hnRNP-Proteine kann, durch
eine sterische Blockade der SR-Proteinbindung an ESE
oder spleilosomaler Faktoren an die Spleiflstellen
ausgeiibt werden. So interferiert die Bindung von hnRNP
Al an ein am Verzweigungspunkt lokalisiertes ISS-
Element vor dem HIV-1 Tat Exon3 mit der Rekrutierung
des U2 snRNPs (Tange et al, 2001). Ein weiteres Modell
stellt hierbei die Bindung von hnRNP A1 an den ESS3 im
Tat Exon3 dar, wobei hnRNP A1l hier an das
regulatorische Element bindet und weitere hnRNP Al
Proteine an diese Region rekrutiert. Dies hat wiederum
zur Folge, dass das SR-Protein SRSF1 aufgrund der
sterischen Behinderung sein Enhancer-Element nicht
mehr binden kann (Zhu et al, 2001b).

Neben der sterischen Blockierung von Spleiflfaktoren
konnen hnRNP-Proteine auch durch Ausbildung einer
Schleifen-Struktur (“looped out*) die Erkennung des
Exons durch die Spleilmaschinerie verhindern. Hierbei
kommt es zu Protein-Protein Interaktionen zwischen
hnRNPs (z.B. hnRNP Al), die an auseinanderliegenden
Sequenzen gebunden sind (meist im Intron lokalisiert),
was letztlich das “Ausschleifen” des Exons zur Folge hat
(Nasim et al, 2002). HnRNP-Proteine konnen des
Weiteren nicht nur als Spleil-Repressoren fungieren,

sondern konnen auch aktivatorisch wirksam sein.
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Mechanismen der SR- und hnRNP-Protein vermit-
telten SpleiBregulation

In den meisten Féllen ist das alternative Spleifien eine
Kombination aus multiplen positiv und negativ wirkenden
cis-regulatorischen Elementen und deren trans-
agierenden Spleififaktoren. Ob ein alternatives Exon
letztlich in die mRNA integriert wird, hingt auch von der
Konzentration und Aktivitit der jeweiligen Spleiflifaktoren
ab. Hierbei wird nicht nur um gemeinsame RNA-Binde-
Sequenzen konkurriert, sondern auch um Protein-
Interaktionen. Das Verhiltnis der antagonistisch
wirkenden Spleififaktoren ist daher von entscheidender
Bedeutung fiir das alternative Spleilen. So inhibiert die
Bindung von SRSF1 an das ESE-Element im HIV-1 Tat
Exon3 (s.u.) z.B. die Rekrutierung weiterer hnRNP A1l
Proteine, so dass der repressive Effekt von hnRNP Al
verhindert wird (Zhu et al, 2001a). Dieser Zustand wird
natiirlich durch die hohere Konzentration an SFRS1 in der
Umgebung gefordert, wihrend eine hohere Konzentration
an hnRNP Al die Supression begiinstigen wiirde. Es ist
daher nicht verwunderlich, dass die Konzentration der
SR- und hnRNP- Proteine in den unterschiedlichen
Geweben und Entwicklungsstadien stark variieren kann
(Hanamura et al, 1998; Kamma et al, 1995; Pollard et al,
2000).

Zusitzlich hierzu hat auch die Position der gebundenen
Spleififaktoren einen erheblichen Einfluss darauf, ob der
Faktor aktivierende oder repressive Auswirkungen hat. Ist
die SR-Protein Bindungssequenz z.B. im Intron
lokalisiert, interferiert die SR-Protein Bindung mit der
Spleilosom-Assemblierung.

Alternatives SpleiBen bei HIV

Retrovirale Gene liegen auf einer polycistronischen
praRNA, die auch als (Prd)-Genom dient (Siehe Kapitel 4
und 6). Um unterschiedliche Genprodukte exprimieren zu
koénnen, nutzen RV unterschiedliche Mechanismen auf
der Transkriptionsebene, wie differentielles Spleien,
oder auf Translationsebene, wie Frameshift oder

Stopkodonsuppression. Wie bei vielen Viren spielt auch

bei HIV-1 das alternative Spleilen eine fiir die virale
Replikation essentielle Rolle. Dies ermdglicht es dem
Virus sein Genom optimal und effizient zu nutzen, um
alle fiir die virale Replikation relevanten Proteine zu
synthetisieren. Durch die unterschiedliche Nutzung von
vier Splei3donoren (5' ss; D1, D2, D3, D4) und 8
SpleiBakzeptoren (3' ss; Al, A2, SA3, Adcab, AS, A7)
werden mehr als 40 unterschiedliche virale mRNAs
generiert (Purcell und Martin, 1993). Die kodierten
Proteine werden hierbei durch die offenen Leserahmens

wie bei zelluldren Proteinen bestimmt .

Die alternativ gespleiiten Transkripte lassen sich in drei
Klassen unterteilen (siehe auch Abbildung 5.3) (Purcell
und Martin, 1993). Die mRNAs der 9-kb Klasse
(ungespleilit) dienen zum einen als genomische virale
RNA und zum anderen als mRNAs fiir die Gag und Gag-
Pol- Polyproteine (siche Kapitel 5). Die Klasse der 4-kb
mRNAs kodieren fiir die Env Glykoproteine sowie fiir
Vpu, Vif und Vpr (Abbildung 5.3). Sie ist charakterisiert
durch das enthalten von Intronsequenzen und wird daher
oft als Klasse der “unvollstindig® gespleiiten mRNAs
bezeichnet. Bei der 2-kb Klasse (als gespleiite RNA-
Klasse bezeichnet) handelt es sich um mRNAs die fiir die
regulatorischen Proteine Rev und Tat sowie das
akzessorische Protein Nef kodieren (Abbildung 5.3)
(Furtado et al, 1991; Purcell & Martin, 1993). Des
Weiteren ist beschrieben, dass die Entstehung der
verschiedenen RNA-Klassen wihrend der viralen
Replikation zeitlich reguliert ist. Die 2-kb Klasse wird
hierbei in der frithen Phasen der Infektion generiert,
wihrend die RNAs der 4-kb Klasse in der intermedidren
und die der 9-kb Klasse vornehmlich in der spiten Phase
entstehen (Kim et al, 1989).

Wie oben beschrieben wird auch das alternative HIV-1
SpleiBen durch die intrinsische Stirke der Speifistellen
sowie durch die Anwesenheit von cis- und trans-
agierenden Elementen reguliert. Die meisten der HIV-1
Spleilistellen besitzen eine geringe intrinsische Stirke und
werden daher nur ineffizient genutzt. Wéhrend die
Spleildonoren D1 und D4 die intrinsisch hochste Stérke
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Abbildung 5.3: Alternatives SpleiBen bei HIV-1. Schematische Darstellung des HIV-1 Genoms. Die grauen Rechtecke geben die
offenen Leserahmen der HIV-1 Proteine wieder. Die LTRs sind in schwarz gezeigt. Die Exons1, 2 und 3 sind nicht kodierend, wo-
bei Exon1 in allen Transkripten, die Exon2 und 3 jedoch alternativ gespleif3it werden (Klammer). B: Lokalisierung der 5~ und 3’ss
sowie des RRE im HIV-1 Genom. Gezeigt sind die mRNAs der 9-, 2- und 4-kb Klasse. In gelb ist das Exon1, in griin das Exon2, in
rot das Exon3, in weil3 das Exon4 bzw. Exon 4cab, in blau das Exon5 und in grau das Exon7 dargestellt. Schwarze Rechtecke ge-
ben ungespleiBte mRNA Bereiche wieder (verandert nach (Stoltzfus, 2009)).

aufweisen, handelt es sich bei den 5°SS D2 und D3 um daher, dass alternatives Spleien intrinsisch schwache 3

relativ schwache Donoren (O'Reilly et al, 1995).
Aufgrund der suboptimalen Pyrimidin-reichen Regionen,
die eingestreute Purine enthalten, sind auch die HIV-1 3
'SS intrinsisch schwach (Damier et al, 1997; Dyhr-
Mikkelsen & Kjems, 1995). Die 3'SS A2 und A3 weisen
die hochste intrinsische Stirke unter den
Akzeptoren auf (Kammler et al, 2006). Aufgrund dieser
Tatsachen wird daher die Nutzung der HIV-1
Spleiflstellen durch die Anwesenheit von spleil3-

hierbei

regulatorischen Elementen und Faktoren bestimmt. So
sind die SpleiBakzeptoren hauptséichlich von ihren 3’ -

liegenden Sequenzen abhéngig. Eine Schlussfolgerung ist

SSs mit Enhancer Elementen oder die Kombination
intrinsisch starken 3'SSs mit Silencer Elementen erfordert
(Kammler et al, 2006). Im Falle von HIV-1 sind eine
Vielzahl der spleifiregulatorischen Elemente und deren
bindenden Faktoren bereits beschrieben und in Abbildung
5.4 schematisch dargestellt.

Die 2-kb Klasse der HIV-1 mRNAs

Die 2-kb Klasse der HIV-1 mRNAs ist durch das Fehlen
der Gag-Pol sowie der Env codierenden Region charakteri-
siert (Purcell & Martin, 1993). Wie erwiahnt, wird diese
Klasse ebenfalls als die Klasse der vollstéindig gespleifiten
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nach der Nomenklatur in Abbildung 5.3 nummeriert. SpleiB-Enhancer sind als weiB3e, SpleiB-Silencer als schwarze Rechtecke

dargestellt (verandert nach (Stoltzfus, 2009)).

mRNAs bezeichnet und kodiert fiir die regulatorischen

Proteine Tat und Rev und das akzes-sorische Protein Nef.

Von Rev sind mehrere alternative SpleiB3varianten be-
schrieben, wobei sich diese in der Anwesenheit der beiden
Leader Exons 2 und 3 sowie in der Nutzung der Spleif3ak-
zeptoren 4cab unterscheiden (Abbildung 5.3) (Purcell &
Martin, 1993). Wie nachfolgend diskutiert spielt Rev eine
entscheidende Rolle beim Export der unvollstindig ge-
spleifiten bzw. intronhaltigen mRNAs (4- und 9-kb Klas-
se) aus dem Kern ins Zytoplasma. Des Weiteren wurde
gezeigt, dass Rev einen inhibitorischen Effekt auf das vira-
le Spleifien besitzt, indem auch das SR-Protein SRSFI
(SF2/ASF) involviert ist (Tange et al, 1996).

Wie von Rev existieren auch von Tat alternative Trans-
kripte, die entweder die Leader Exone2 und 3 enthalten
oder aber z.T. nach dem Spleilakzeptor A3 ungespleilit
sind. Letztere werden hierbei zu der 4-kb Klasse der
HIV-1 mRNAs gezéhlt (Purcell & Martin, 1993). Das Tat
Protein bindet die im 5 -LTR lokalisierte Transactivator
Responsive Region (TAR) und rekrutiert den Elongation
Faktor p-TEFb, was Elongation verstéirkt (siche Kapitel
4).

Ahnlich wie bei Rev konnte auch fiir das Tat Protein eine
Beteiligung am HIV-1 Spleilen nachgewiesen werden.
Nach der Azetylierung an den Lysin-Resten 50 und 51
komplexiert Tat mit dem p32 Protein und der Cyclin-
abhingigen Kinase 13 (CDK13), was CDKI13 daran
hindert das SR-Protein SRSF1 (SF2/ASF) zu phosphory-
lieren. Dies wiederum hat einen inhibitorischen Effekt auf
das Spleilen zur Folge (Berro et al, 2008).

Auch Nef besitzt verschiedene Spleilvarianten. Unter-
schieden werden diese ebenfalls durch das Vorhandensein
der Leader Exone2 und 3 sowie durch die Existenz des
Exons5 (Abbildung 5.3) (Purcell & Martin, 1993). Das
Nef Protein interagiert mit einer Vielzahl von zelluldren
Proteinen, darunter auch viele Proteine der zelluldren Sig-
nalgebung (siche Kapitel 8).

Die 4-kb Klasse der HIV-1 mRNAs

Die 4-kb Klasse der HIV-1 mRNAs ist durch das Fehlen
der Gag-Pol kodierenden Region gekennzeichnet (Purcell
& Martin, 1993). Da die mRNAs dieser Klasse Introns
enthalten sind sie nur “unvollstdndig* gespleilt und wer-
den daher den Rev- abhingigen mRNAs zugeordnet (Boh-
ne et al, 2005). Die Gruppe umfasst die env mRNAs so-
wie die mRNAs der akzessorischen Proteine Vif, Vpr und
Vpu (Purcell & Martin, 1993).

Es sind zurzeit 16 alternative env mRNAs beschrieben,
die sich dahingehend unterscheiden, ob sie das Leader E-
xon2 oder 3 sowie die Exone4cab oder das Exon5 enthal-
ten (Abbildung 5.3) (Purcell & Martin, 1993). Sie kodie-
ren das Vorldufer Glykoprotein gpl60, was im Golgi
durch zelluldre Proteasen in die reifen Oberflaichen Glyko-
proteine gp120 und gp41gespalten wird (siehe Kapitel 2).

Das einzige Spleiflereignis des vif Transkriptes findet vom
Donor 1 (D1) auf den Akzeptor 1 (Al, Abbildung 5.3)
statt, wobei der Rest der mRNA ungespleifit bleibt (Pur-
cell & Martin, 1993). Das Vif Protein spielt eine essentiel-
le Rolle in der effektiven Vermehrung von HIV-1. Vif ver-
hindert die Enkapsidierung der zelluldren antiviralen Fak-
toren APOBEC3G und APOBECS3F, bei denen es sich um
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Abbildung 5.5: Essentielle Elemente fiir die Polyadenylierung. CPSF bindet an das Poly(A) Signal und rekrutiert CFl und II.
AnschlieBend wird die RNA an der Polyadenylierungsstelle gespalten und Adenosinreste angefligt. DSE: G/U reiches 3 Element.

Cytidin Desaminasen handelt (siche Kapitel 3). Diese Fak-
toren werden in Abwesenheit von Vif in das Virus enkapsi-
diert und desaminieren in der viralen cDNA Cytosine zu

Uracil. Vif vermittelt die Rekrutierung eines Ubiquitin E3

Ligase Komplexes, was letztlich die Polyubiquitierung

und die Protease vermittelten Degradation von APO-
BEC3G/F zur Folge hat (siche Kapitel 3).

Das einzige Spleiflereignis bei Vpr findet vom D1 auf den
A2 statt, wobei ein alternatives Spleilprodukt noch das
HIV-1 Exon 2 enthalten kann (Abbildung 5.3) (Purcell &
Martin,
Funktionen, wobei es hierbei mit einer groflen Anzahl

1993). Vpr iibernimmt eine Vielzahl von

zelluldrer Faktoren interagiert. So ist Vpr an dem Import
des viralen Prd- Integration-Komplexes in den Zellkern
beteiligt, fordert den G2/M- Phase Arrest in infizierten
Zellen, erhoht die Aktivitdt des HIV-1 LTRs und inhibiert
selektiv das Spleilen zelluldrer mRNAs (Kuramitsu et al,
2005).

Vpu wird von einer bi-cistronischen mRNA der 4-kb
Klasse codiert, die auch parallel das Eng-Glykoprotein
exprimiert (Abbildung 5.3 und Kaitel 6). Es konnte
gezeigt werden, dass Vpu einen FEinfluss auf die
Entlassung der Virione aus der Zelle hat indem es
antagonistische Funktionen zum zelluldren Restriktions-
faktor Tetherin (BST-2/CD317) aufweist (siche Kapitel
7). Tetherin verhindert in Abwesenheit von Vpu die
Freisetzung neugebildeter Viren und wird durch Vpu an
der Zelloberfliche herunter reguliert.

Die 9-kb Klasse der HIV-1 mRNAs

Die mRNAs der 9-kb Klasse stellen zum einen das virale
Genom und kodieren zum anderen die inneren
Strukturproteine (Gag) sowie die Replikations Enzyme
(Pol) des Virus. Gag-Pol sind hierbei als Exon definiert
und werden von dem ungespleiiten Transkript als
Polyproteine (Pr55 und Pr160) exprimiert (Bohne et al,
2005).

Gag kodiert fiir das Polyprotein Pr55, welches bei der
Reifung zum infektiosem Virus-Partikel durch die virale
Protease in die inneren Strukturproteine pl7 (MA), p24
(CA), p7 (NC) und p6 gespalten wird (Freed, 2001).

Pol kodiert fiir das Polyprotein (Pr160), das der Vorlaufer
fiir die viralen Replikationsenzyme ist. Durch einen
Frameshift wdhrend der Translation kommt es zur
Expression von Pr160, welches spater ebenfalls durch die
virale Protease in die Enzyme Intregrase (IN), reverse
Transkriptase (RT) und die Protease (PR) proteolytische
gespalten wird siehe (siche Kapitel 3 und 6).
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Polyadenylierung

Zellulare Polyadenylierung

Die zelluldre Polyadenylierung von RNA ist ein essentiel-
ler Schritt innerhalb der posttranskriptionellen Prozessie-
rung. Polyadenylierung umfasst alle zelluldren Transkrip-
te der RNA Polymerase II mit Ausnahme von replikati-
onsabhingigen Histon mRNAs hoherer Eukaryoten (Do-
minski & Marzluft, 2007). Der Polyadenylierungsmecha-
nismus lédsst sich in zwei Teilschritte untergliedern: Die
Spaltung an der Schnittstelle und das Anfligen von Adeno-
sinresten. Eine funktionelle Polyadenylierung wird durch

drei Elemente ermdglicht:

Das Polyadenylierungssignal (Poly(A) Signal), eine
Hexanukleotid Sequenz AAUAAA 2) vorwiegend
maximal 23 Nukleotide abwirts gelegene Spaltungs- bzw.
Polyadenylierungsstelle (Abbildung 5.5) (Poly(A) Stelle)
(Chen et al, 1995) und 3) eine weniger konservierte GU-
oder U-reiche Region ungefdhr 10-30nt in 3° Richtung
der Polyadenylierungsstelle (Proudfoot, 1991). Das
Poly(A) Signal ist essentiell fiir die Spaltung der Poly(A)
Stelle und das Anfiigen von Adenosinresten und ist daher
hoch konserviert. Die weniger konservierten ,,down-
stream* Elemente (DSE) konnen entweder aus einer GU-
(Konsensus: YGUGUUUYY; Y=Pyrimidin-Base) oder
einer U-reichen Region bestehen (Abbildung 5.5).
Punktmutationen innerhalb dieser Sequenzen haben im
Gegensatz zum hoch konservierten Poly(A) Signal nur
geringe Effekte auf die Polyadenylierungseffizienz.
Jedoch ist der Abstand von 20-40nt zwischen dem DSE
und dem Poly(A) Signal grundlegend fiir eine funk-
tionelle Polyadenylierung, da die Poly(A) Stelle
hauptsdchlich hierdurch determiniert wird. Die meisten
Gene enthalten eine NA-Dinukleotid, oft auch eine CA-
Dinukleotid Poly(A) Stelle (Zhao et al, 1999).

Die posttranskriptionelle Prozessierung des 3 Endes beno-
tigt neben oben aufgefithrten Sequenzelementen auch
mehrere Proteine. Innerhalb der eukaryotischen Spaltungs-
reaktion interagieren der Spaltungs- bzw. Polyadenylie-

rungsfaktor (CPSF= cleavage/poly-adenylation specifity

factor), der spaltungsstimulierende Faktor (CstF= cleava-
ge-stimulatory factor), Spalt-Faktoren Im und IIm (CFIm
und CFIIm = Cleavage factor Im und IIm), die RNA Poly-
merase Il und die Poly(A)-Polymerase (PAP) (Zhao et al,
1999). Die darauf folgende Polyadenylierungsreaktion
wird durch die Komponenten CPSF, PAP und das Po-
ly(A)- Bindungsprotein II (PAB II) ausgefiihrt (Zhao et al,
1999).

Initialer Schritt innerhalb der Spaltungsreaktion ist die
Erkennung des Poly(A) Signals durch die groBe CPSF-
Untereinheit CSPF-160 und die Bindung des DSE durch
die CstF-Untereinheit CstF-64. Beide Bindungen werden
durch CF Im reguliert. Die relativ schwachen
Wechselwirkungen von CPSF und CstF mit den
Elementen werden durch die Interaktion von CPSF-160
mit CstF-77 stabilisiert (Gilmartin & Nevins, 1991;
MacDonald et al, 1994; Weiss et al, 1991; Wilusz et al,
1990). Durch eine anschlieBende Wechselwirkung der
RNA-Polymerase II mit CPSF und CstF wird diese
angelagert und der Initationskomplex formiert sich. Zur
Vervollstindigung des spaltungskompetenten Komplexes
werden CF IIm und darauffolgend PAP gebunden.
AnschlieBend wird die pri&-mRNA an der Poly(A) Stelle
geschnitten, das 3° Ende freigesetzt und degradiert. Mit
der Entlassung des geschnittenen 3° Endes dissoziieren
auch CstF, die RNA Polymerase II, CF Im und CF IIm
Komplexe. Fiir die folgende Polyadenylierungsreaktion
verbleiben CPSF und PAP am geschnittenen RNA-
Transkript. Durch die CPSF Interaktion mit PAP beginnt
das langsame Anfligen von Adenosinresten am 3° Ende.
Die effiziente Polyadenylierung wird anschlieend durch
die Anlagerung von PAB II ermoglicht. Hierbei bindet das
Protein an den neu synthetisierten Poly(A) Schwanz (ca.
10nt) und die effiziente Elongation des Poly(A)
Schwanzes von bis zu 250nt beginnt. Nach Erreichen der
250 Nukleotide wird die Elongation verlangsamt und die
Polyadenylierungsfaktoren CPSF, PAP und PABII werden
freigesetzt (Zhao et al, 1999).
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Abbildung 5.6: Schematische Darstellung essentieller Polyadenylierungselement. Links: Reprasentation ei-
nes Poly(A) Signals in U3 mit resultierendem Transkript; Rechts: Poly(A) Signal innerhalb der R Region mit resultie-

renden Transkripte

Retrovirale Polyadenylierung

Das retrovirale RNA Genom wird wéhrend der Reverse
Transkription in DNA umgeschrieben (siche Kapitel 3)
(Coffin et al, 1997; Tang et al, 1999). Hierbei kommt es
zu einer Verdopplung der LTR Sequenz, die aus den drei
Segmenten U3, R und US5 besteht. Die Transkription
startet anschlieBend am 5° Ende der R Region (Abbildung
5.6). Das Poly(A) Signal befindet sich bei Retroviren
innerhalb der LTR Region, liegt somit in der 3° und in der
5¢ LTR vor. Ein aktives 5° Poly(A) Signal wiirde jedoch
zu verfrithter Polyadenylierung und nicht das Genom
umfassenden Transkripte fithren und die Effizienz der
viralen Genexpression dadurch drastisch herabsetzen
(Abbildung 5.6) (Barabino & Keller, 1999; Colgan &
Manley, 1997; Proudfoot, 1991). Retroviren kdnnen
anhand ihrer Poly(A) Signal Lokalsierung in zwei

Gruppen unterteilt werden.

Viren der ersten Gruppe kodieren das Poly(A) Signal in-
nerhalb der U3 Region vor dem Transkriptionsstart in der
R Region (Abbildung 5.6). Das abwirtsgelegene GU/U-
reiche Element ist am Beginn der U5 Region lokalisiert,
somit befindet sich die Spaltstelle am 3° Ende von R. Da-
raus resultiert, dass die fiir die Polyadeny-lierung relevan-
ten Sequenzen nur innerhalb der 3° LTR lokalisiert vorlie-
gen und dadurch eine 5° Polyadeny-lierung umgangen

werden kann (Furger et al, 2001). Zu den Vertretern dieser

Gruppe werden das murine Mamma-tumor Virus
(MMTV), das Rous Sakroma Virus (RSV) und die huma-
nen T-Zell Leukédmie Viren Typ 1 und Typ 2 (HTLV1 und
2) gezahlt. Die R Region von MMTV und RSV ist relativ
kurz (15 und 21 Nukleotide), wodurch das Poly(A) Signal
und die GU/U-reiche Region in rdumlicher Ndhe vorlie-
gen. HTLV Viren besitzen hingegen mit 228 Nukleotiden
eine sehr ausgepriagte R Region (Coffin et al, 1997). Da-
durch liegt das Poly(A) Signal in einem Abstand von 269
Nukleotiden aufwérts der Poly(A) Stelle (Bar-Shira et al,
1991). HLTV erhélt hierbei die funktionelle Abhangigkeit
der Distanz-abhdngigen Polyadenylierung durch Ausbil-
dung einer Sekundirstruktur, dem ,,Rex Responsive Ele-
ment”“ (RexRE). Das in R-U3 gelegene RexRE umfasst
255 Nukleotide und bringt die Polyadenylie-rungselemen-
te wieder in rdumliche Ndhe (Bar-Shira et al, 1991), so-
dass eine effiziente Polyadenylierung innerhalb der 3°
LTR erfolgen kann.

Die zweite Gruppe umfasst das humane Immundefizienz
Virus Typ 1 und Typ 2 (HIV-1 bzw. HIV-2), das Moloney
murine Leukdmie Virus (MoMLV) und das equine
infektiose Andamie Virus (EIAV). Das Poly(A) Signal und
die GU/U-reiche Sequenz sind hier in der R Region
lokalisiert (Abb 1.5.1). Dies bedeutet, dass in beiden
LTRs ein funktionelles Poly(A) Signal vorliegt und virale

Mechanismen vorhanden sein miissen die eine 5°¢
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Polyadenylierung supprimieren, um somit eine effiziente

Genexpression zu gewihrleisten (Furger et al, 2001).

Fiir die Polyadenylierungsregulation von HIV-1 konnte
gezeigt werden, dass die U3 Region der LTR eine
fordernde Wirkung auf die CPSF-Bindung an das Poly(A)
Signal ausiibt (Ashe et al, 1995; Gilmartin et al, 1995;
Valsamakis et al, 1991). Die U3 Region wird lediglich in
der 3° LTR transkribiert, da sie innerhalb der 5° LTR noch
vor dem Transkriptionsstart in R kodiert liegt. Dennoch
ist die unterstiitzende Funktion der U3 Region alleine
nicht ausreichend, um das starke Poly(A) Signal innerhalb
der 5° LTR zu unterdriicken (Ashe et al, 2000).

Spleien und Polyadenylierung sind gekoppelte und ko-
transkriptionell stattfindende Prozesse (Moore et al, 2009;
Zhao et al, 1999). Spleifien verbessert dabei die Polyade-
nylierungs-Effizienz (Rigo et al, 2009; Moore et al., 2009;
Millevoi et al, 2009; Wang et al, 2008; Rigo et al, 2008).
Studien von Ashe und Kollegen zeigten, dass die
UlsnRNP wihrend des SpleiBosomaufbaus an den
+195nt lokalisierten HauptspleiBdonor bindet und daraus
die 5° abhdngige Poly(A) Stellen Unterdriickung hervor-
geht (Ashe et al, 2000). Hierbei wechselwirkt die Haarna-
delstruktur 1 in UlsnRNP mit dem Ul 70K Protein des
Spleiosoms. Das Ul 70K Protein interagiert moglicher-
weise mit PAP, was zu einer Polyadenylierungsinhibie-
rung flihrt (Ashe et al, 2000; Gunderson et al, 1998).

RNA Export

Grundlagen des RNA Exports

Die Regulation der Genexpression ist unter anderem von
Transportwegen, gerichteten Bewegungen von spezifi-
schen Makromolekiilen zwischen Zytoplasma und Zell-
kern, abhéngig (Nakielny & Dreyfuss, 1999). Hierbei miis-
sen beispielsweise Histone, DNA Replikations- und Tran-
skriptionsfaktoren nach der zytoplasmatischen Synthese
in den Zellkern importiert werden. Im Gegensatz hierzu
wird ein GroBteil nukleédr produzierte RNAs aus dem Nu-
kleus exportiert, um ihre spezifische Funktionen zu erfiil-

len. Der bidirektionale Transport von Makromolekiilen

iiber die Kernmembran ist ein streng regulierter, aktiver
Prozess und erfolgt iiber nukledre Porenkomplexe (NPC)
innerhalb der Kernmembran. Molekiile und Proteine klei-
ner als 9nm Durchmesser und unter 20-40kDa kdnnen frei
durch NPCs diffundieren, wihrend grofBere Proteine,
RNAs oder Ribonukleo-proteinkomplexe (RNP) iiber spe-
zifische Transport-rezeptoren in energieabhingiger Form
transportiert werden (Fried & Kutay, 2003).

Generell werden eukaryotische pra-mRNAs, die durch die
Polymerase II synthetisiert wurden, nach der Prozessie-
rung durch das Transportmolekiil Tap/NXF1 in das
Zytoplasma transloziert (Carmody & Wente, 2009). Im
Gegensatz hierzu gibt es eine zweite Gruppe von mobilen
Transportrezeptoren, welche zur Familie der Karyopheri-
ne gehoren. Karyopherine wirken je nach Kargo-Erken-
nungssequenz als Importin oder Exportin (Fried & Kutay,
2003; Gorlich & Kutay, 1999). Hierbei werden kurze Pep-
tidsequenzen, entweder ein nukledres Lokalisationssignal
(NLS) oder ein nukledres Exportsignal (NES), auf dem zu
transportierenden Molekiil gebunden (Gorlich & Kutay,
1999; Mattaj & Englmeier, 1998; Pemberton et al, 1998).
Die benétigte Energie innerhalb des Karyopherin-vermit-
telten Transports wird durch den RanGTP-RanGDP Grad-
ienten bereitgestellt (Moore & Blobel, 1993). Exportine
wirken somit in einer Vielzahl von RNA-Exportmechanis-
men die von Peptidsequenzen abhédngig sind; zudem kon-
nen sie ebenfalls Nukleotidmotive erkennen. Im Gegen-
satz zum Karyopherin-vermittelten Export von Proteinen,
tRNA (transfer RNA), miRNA (micro RNA), snRNA
(small nuclear RNA) und rRNA (ribosomale RNA) (Rodri-
guez et al, 2004), ist der mRNA Kernexport unabhingig
von Exportinen und dem Ran Zyklus und wird iiber das
Exportprotein NXF1/Tap in das Zytoplasma transportiert
(Conti & Izaurralde, 2001; Reed & Hurt, 2002).

Tap/NXF1-abhangiger mRNA Export

Eukaryotische pra-mRNAs werden durch die Polymerase
Il synthetisiert und durchlaufen mehrere Prozes-
sierungsschritte: 5¢ Capping, Spleien und Polyadeny-
lierung. Jede dieser Modifikationen ist essentiell fiir einen
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Prozessierung

Nukleus

Zytoplasma

Abbildung 5.7: Schematische Darstellung des Crm1-abhdngigen RNA Exports Das Exportprotein Crm1 (grlin) exportiert in
Ran GTP Abhangigkeit (gelb) snRNA, rRNA und HIV mRNA in das Zytoplasma. Die snRNA 7-Methylguanosin Kappe wird von
den CBC Untereinheiten CBC20 und CBC80 gebunden, interagiert mit dem phosphorylierten Protein Phax (braun). Uber eine
Phax Interaktion mit Crm1 wird die snRNA exportiert. Innerhalb des ribosomalen RNA Exports wechselwirken 5,8S und 28S
RNA mit dem Adapterprotein Nmd3 (braun), 18S rRNA mit einem nicht identifizierten Protein (braun). Der HIV-1 mRNA Export
wird durch die Bindung des Exportadapters Rev (braun) an das RRE und eine anschlieBende Interaktion mit Crm1 realisiert.

effizienten mRNA Export, da nur vollstindig prozessierte
mRNAs in das Zytoplasma entlassen werden und durch
die Prozessierung die Anlagerung von Export Kompo-
nenten an das Transkript ermoglicht wird (Cullen, 2003).
Der erste Schritt innerhalb der Prozessierung ist die
Anlagerung einer 7-Methylguanosin Kappe an das 5°
Ende (Shatkin & Manley, 2000), welche anschlieend
vom CBC gebunden wird (Izaurralde et al, 1995). Nach
erfolgtem SpleiBen lagert sich der Exon-junction-complex
(EJC) an die Stelle der Exonfusion. Durch das Capping
und Spleien kann nachfolgend der konservierte
transcription-export-complex (TREX) an das Transkript
rekrutiert werden (Cheng et al, 2006; Masuda et al, 2005).
Der fiir den Export humaner mRNA essentielle TREX
Komplex setzt sich aus mehreren Exportfaktoren wie
UAP56 (HEL), ALY(REF) und dem THO Komplex

zusammen (Masuda et al, 2005; Strasser et al, 2002).
AnschlieBend wird das 3'Ende des mRNA Transkripts
durch CPSF (cleavage/polyadenylation specific factor)
geschnitten und polyadenyliert (Proudfoot, 2004).

Der Gesamt-mRNA Export ist im Gegensatz zu Protei-
nen, tRNAs oder auch rRNAs unabhingig vom RanGTP-
GDP Gradienten und von Karyopherinen und wird durch
das Heterodimer NXFI1-NXT1 (Metazoa: Tap/pl5;
S.cerevisiae: Mex67/Mtr2) ins Zytoplasma transportiert
(Herold et al, 2000; Segref et al, 1997). Die Rekrutierung
von NXF/NXT1 an das mRNP erfolgt indirekt durch die
Interaktion der ATP-abhéngigen RNA-Helikase UAP56
mit ALY. Die Bindung von ALY an TREX wird durch die
ATP-gebundene Helikase ermoglicht, was wiederum die
ATPase Aktivitdt von UAP56 erhoht (Taniguchi & Ohno,
2008). Die ATP-Hydrolyse bewirkt einen Transfer der
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mRNA von UAP56 an ALY. Ein terndrer Komplex wird
durch die Bindung von NXF1 an eine argininreiche Se-
quenz in ALY gebildet, was in einem erneuten mRNA
Transfer von ALY an den Exportrezeptor NXF1/NXT]I
resultiert (Haut-bergue et al, 2008). Durch Interaktion von
NXF1/NXT1 mit spezifischen Nukleoporinen der Kern
pore kommt es letztendlich zur Translokation ins Zytoplas-
ma (Terry & Wente, 2007). Finaler Schritt innerhalb des
mRNA Exports ist die Freilassung der Nukleinsdure in

das Zytoplasma.

RNA Export durch das Exportin Crm1

Das Exportin Crm1 (Exportinl, Crm1p, Xpol) gehort zur
Familie der Karyopherin Transportrezeptoren und erkennt
Transportmolekiile mit einem leucinreichen nukleéren Ex-
portsignal (Fornerod et al, 1997). Crm1 kann keine RNA
binden. Jedoch interagiert es iiber RNA-gebundene, NES
enthaltende Adapterproteine mit der zu exportierenden
RNA (Abbildung 5.7). Erstmals konnten NES-Sequenzen
im viralen HIV-1 Protein Rev und im zelluldren Protein
Kinase Inhibitor (PKI) identifiziert werden (Askjaer et al,
1998; Wen et al, 1995). NES Sequenzen sind schwach
konserviert und setzen sich aus Leucinen oder anderen
hydrophoben Aminosduren zusammen (Bogerd et al,
1996). Neben seiner Rolle als Exportrezeptor fiir zelluldre
Proteine, vermittelt Crm1 auch den Export von zelluldren
U snRNAs, rRNAs und inkomplett gespleifiten Transkrip-
ten komplexer Retroviren (Abbildung 5.7) (Emerman et
al, 1989; Fornerod et al, 1997; Ho et al, 2000; Malim et
al, 1989; Moy & Silver, 1999; Murdoch et al, 2002).

Crm1-vermittelter Export von U snRNAs

Der Crm1-vermittelte Export von U snRNAs bezieht sich
auf die spleiBosomalen Untereinheiten U1, U2, U4 und
U5, welche durch Pol II als pra-snRNAs synthetisiert wer-
den (Hamm & Mattaj, 1989). Durch ko-transkriptionelle
Prozessierung werden an die 5'Enden der jeweiligen U
snRNAs 7-Methylguanosin-Kappen synthetisiert, die ei-
nen effizienten Export ermoéglichen (Izaurralde et al,
1995). Die pra-snRNA 5° Kappe wird hierbei durch den

CBC (cap binding complex), der aus den Untereinheiten

CBP20 und CBP80 besteht, erkannt. Nachfolgend kann
das phosphorylierte Protein PHAX (phosphorylated adap-
tor for RNA export) zusammen mit Crm1-RanGTP an
CBC binden (Abbildung 5.7) (Ohno et al, 2000). Crml
interagiert mit Nukleoporinen der Kernpore und translo-
ziert die U snRNA in das Zytoplasma.

Crm1-vermittelter Export bei ribosomalen RNAs

Neben U snRNAs werden ebenfalls RNAs der einzelnen
ribosomalen Untereinheiten durch eine Crm1 Interaktion
exportiert (Ho et al, 2000; Moy & Silver, 1999; Murdoch
et al, 2002). Im Allgemeinen sind Ribosomen aus einer
kleinen 40S Untereinheit und einer groffen 60S Unterein-
heit zusammengesetzt. Diese Untereinheiten bestehen ins-
gesamt aus mehr als 70 Proteinen und vier ribosomalen
RNAs (28S rRNA, 18S rRNA, 5,8S rRNA und 5S
rRNA). Nach der Synthese von pra-60S und pra-40S Parti-
keln im Nukleolus, werden die RNA- und Protein-Be-
standteile der kleinen bzw. groBen Untereinheiten im Nu-
kleus separat zusammengesetzt und darauffolgend expor-
tiert. Der Exportmechanismus der groflen ribosomalen Un-
tereinheit konnte in Hefe und Metazoa gezeigt werden (E-
merman et al, 1989; Gadal et al, 2001; Thomas & Kutay,
2003). Das NES-enthaltende Adapterprotein Nmd3 bindet
an pra-60S Partikel im Zellkern und fiihrt iiber eine Inter-
aktion mit Crml und RanGTP zur Translokation ins
Zytoplasma (Abbildung 5.7)(Gadal et al, 2001; Ho et al,
2000). Des Weiteren konnten zwei andere auxilidre Adap-
terproteine, Arxl und Mex67-Mtr2 (Hung & Johnson,
2006; Nissan et al, 2002; Yao et al, 2007), identifiziert
werden. Analog zum Export der 60S Untereinheit ist eben-
falls die Translokation der kleinen Untereinheit von
Crml- und RanGTP-abhéngig. Jedoch konnte das Adapter-
protein fiir die Interaktion zwischen 40S Untereinheit und
Crml noch nicht identifiziert werden (Moy & Silver,
1999).

Crm-1 abhéangiger RNA Export bei HIV

Das Genom des human immunodeficiency virus type 1
(HIV) umfasst insgesamt neun Gene in sich iiberlappen-

den offenen Leserastern. Diese werden nach erfolgter
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Transkription durch alternatives Spleilen von einem einzi-
gen proviralen Transkript generiert. Dadurch entstehen
das ungespleifiten Transkript, die partiell gesplei3ten Tran-
skripte fiir env, vif, vpu und vpr und die vollstindig ge-
spleifiten Transkripte fat, nef und rev (Cullen & Greene,
1990). Die nicht-vollstindig gespleiBiten Transkripte ent-
halten jedoch funktionelle Introns, miissen daher den zel-
luldren Retentions-mechanismen fiir Intron-enthaltene
RNA entkommen (Chang & Sharp, 1989; Cullen, 2003;
Hanly et al, 1989; Shatkin & Manley, 2000). Innerhalb
der frithen viralen Transkriptionsphase werden komplett
gespleifite virale RNAs durch den Tap-abhéngigen Export
in das Zytoplasma transportiert und translatiert. Das in
Rev enthaltene NLS beféhigt das Protein in den Nukleus
importiert zu werden (Truant & Cullen, 1999). Eine Inakti-
vierung von Rev fiihrt zu einer Expressions-inhibierung
der Strukturgene, wobei komplett gespleifite Transkripte
in normalen, teilweise erhohten Mengen translatiert wer-
den (Sodroski et al, 1986). Nukledr lokalsiertes Rev bin-
det mit einer argininreichen Sequenz an das in env kodie-
re Rev-responsive-element (RRE) innerhalb partiell- oder
ungespleifiter RNA (Emerman et al, 1989; Malim et al,
1989). Die Rev-RRE Interaktion fiihrt des weiteren zu ei-
ner Rev Multimerisierung am RRE. Die C-terminale Do-
mine in Rev kodiert ein leucinreiches NES welches vom
Exportadapter Crm1 erkannt werden kann (Fischer et al,
1995). AnschlieBend wird der RNA-RRE-Rev Komplex
in Crm1-Abhédngigkeit iiber einen RanGTP Gradienten ins
Zytoplasma transportiert (Abbildung 5.7).

Rev und RRE Homologe finden sich ebenfalls in anderen
komplexen Retroviren. Im humanen T-lymphotrophen
Virus Typ I (HTLV-1) wirkt Rex durch Bindung an das
274nt groBe Rex-responsive-element (RexRE) als
Exportadapter (Hanly et al, 1989; Seiki et al, 1988),
ebenso wurde 2008 auch in Maus Mammatumor Viren
(MMTYV) die Interaktion des Exportproteins Rem mit dem
249nt groBBen Rem-responsive-clement (RemRE)

nachgewiesen (Mullner et al, 2008).

Klausurfragen

1. A) Rem ist das funktionshomologe Protein von
MMTYV zu HIV Rev. Schlagen Sie einen Rev-analogen
Mechanismus zum RNA Export fiir MMTV mit Hilfe von
Rem vor. (Zeichnen Sie dazu schematisch die Membran,
Pore, virale RNA, Rem und die zelluldren Proteine) B)
Welche Klassen der HIV RNAs kennen Sie und wie
werden diese exportiert?

2. Wie lduft die Poly(A) Addition ab?

3.Beschreiben Sie die Rev-Funktion und zeichnen Sie
schematisch die Rev mit den notwendigen Doménen?

4. Wie werden die HIV-Pol und -Eng Proteine exprimiert?

5. A) Beschreiben Sie Faktoren, die fiir das differenzielle
Spleilen notwendig sind. Nennen Sie Viren und deren
differenziell gespleiite Transkripte. B) Nennen Sie zwei
Funktionen der U1 SNRNPs.

6. Zeichnen Sie 3 fiir Polyadenylierung wichtigen

Elemente in die HIV-Sequenz ein.

CCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGT
GCTCAAAGTAGTGTGTGCCGTCTGTTGTGTG

7. Geben Sie zwei Beispiele an wie Retroviren die Poly-
adenylierung in der 5’LTR unterdriicken. Beschreiben Sie
die Regulation der Polyadenylierung des Botinnen Papillo-

mavirus.
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Einleitung

Ein wichtiger Schritt im Zyklus der Replikation des HIV-
1 bildet das ,,intrazelluldre Trafficking*, da es die Transla-
tion, die Prozessierung und den Transport der viralen Pro-
teinbausteine umfasst. Dieser Teil der Replikation beginnt
mit dem Export der im Zellkern transkribierten viralen
RNAs ins Zytoplasma, dem Ort der ribosomalen Translati-
on. Dabei muss das Virus Mechanismen anwenden, die
den Export von teil- oder nicht gespleiiten mRNAs, entge-
gen der zelluldren Schutzmechanismen, erlauben (Fischer
et al, 1999). Der nachste Schritt besteht aus dem Trans-
port dieser Protein-codierenden Makromolekiile zu den
entsprechenden translationsaktiven Bereichen des
Zytoplasmas. Dabei muss beachtet werden, dass 16sliche
Proteine, wie das Pr5562¢ Vorlauferpeptid oder die viralen
Enzyme von zytosolischen Ribosomen produziert werden.
Im Gegensatz dazu werden Membran-gebundene Peptide
(im Besonderen Env) durch Ribosomen am Rauen End-
oplasmatischen Reticulum (RER) translatiert (Sundquist
& Kréusslich, 2012). Folglich ergeben sich unterschiedli-
che Transportwege der jeweiligen Proteine von dem Ort
ihrer Herstellung zur Plasmamembran, dem Ort des Zu-
sammenbaus und der Knospung der neuen Viren
(Swanson & Malim, 2006). Zudem muss bedacht werden,
dass aufgrund des komprimierten Genoms des Virus eini-
ge mRNAs fiir mehrere Proteine codieren (polycistroni-
sche mRNAs). So sind zum einen das Strukturprotein
Gag mit den viralen Enzymen (Protease, Reverse Tran-
skriptase und Integrase) auf einer gemeinsamen mRNA
codiert (Swanson & Malim, 2006), zum anderen dient ei-
ne bicistronische mRNA bei der Translation der Oberfla-
chenmolekiile Env und Vpu als Vorlage (Krummbheuer et
al, 2007). Um nun eine differenzielle Expression der ein-
zelnen Proteine zu erreichen, muss das HI-Virus verschie-
dene Mechanismen anwenden. Diese werden im des Kapi-

tels genauer erldutert.

Neben den neu synthetisierten Proteinen miissen auch
nicht gespleiflite RNAs, welche in den neuen Viren als ge-
nomische RNA (gRNA), also als Erbinformation dienen,
an die Knospungsstelle (,,budding site®) transportiert wer-
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Abbildung 6. 1: Genomische Struktur des HIV-1. Die cis-agierenden Elemente A2RE-1, A2RE-2 und
das Rev responsive element (RRE) sind mit Pfeilen markiert.

den (Jewell & Mansky, 2000; Swanson & Malim, 2006).
Dazu binden diese an Pr5562¢ Vorlduferpeptide, fiir wel-
che die nicht gespleiite RNA zugleich als Translationsvor-
lage (,,Template) dient. AnschlieBend erfolgt zusammen
als Ribonukleoprotein (RNP) die Translokation an die

Plasmamembran.

Fiir die Knospung selbst benotigt HIV jedoch noch ein
relativ unbekanntes, zelluldres Netzwerk an Proteinen, die
sogenannten ESCRT-Komplexe (,,ESCRT = endosomal
sorting complex required for transport™) (Henne et al,
2011; von Schwedler et al, 2003). In normalen, nicht-
infizierten Zellen interagieren alle vier ESCRT-Komplexe
miteinander, um Multivesikelkorper (engl. multi vesicle
bodies, MVB) herzustellen (Williams & Urbe, 2007).
Diese werden fiir die effektive Degradation von
Oberflichenmolekiilen tiber den endosomalen Degrada-
tionweg im Zuge der Rezeptor-Reiz-Regulierung bend-
tigt. Das HI-Virus adaptiert nun dieses System, indem es
zwei dieser Komplexe an die Plasmamembran rekrutiert,
um seine eigene Knospung zu forcieren (Hurley & Emr,
2006).

Auf dem Weg durch die Zelle manipuliert das HI-Virus
vielfach bestehende zelluldre Maschinen und Mechanis-
men und nutzt diese so fiir seine Zwecke. Jedoch miissen
auch einige Hindernisse, die dem Schutz der Wirtszelle
dienen, umgangen werden. Im Folgenden werden der
Weg der viralen Komponenten vom Zellkern zur
Plasmamembran, sowie die Rekrutierung von Teilen des
ESCRT-Netzwerks im Detail beschrieben.

Der Transport der viralen RNAs

GespleiBte virale RNAs

Als erstes soll nun der Transport der viralen RNAs in Au-
genschein genommen werden. Bereits beim Export dieser
Transkripte aus dem Zellkern sto3t HIV dabei auf einen
zelluldren Schutzmechanismus. Beim normalen eukaryon-
tischen Spleilen dient das Platzieren eines Proteinkomple-
xes, dem sogenannten ,,exon junction complex* (EJC), an
jede gespleifite Stelle als Qualitditsmerkmal, das absolut
notwendig fiir den Export der mRNA ist. Bei den teil- o-
der ungespleifiten viralen mRNAs sind somit nur ungenii-
gend viele EJCs vorhanden, die den Exportprozess fokus-
sieren konnen. Somit werden diese mRNAs im Kern zu-
rickgehalten. Lediglich die drei komplett gespleifiten, vi-
ralen mRNAs der 2-kb-Klasse, welche fiir den Transkripti-
onsaktivator Tat, den Pathogenititsfaktor Nef und den Ex-
portfaktor Rev codieren (Purcell & Martin, 1993), werden
tiber den Tap/Nxtl-Exportweg aus dem Zellkern transpor-
tiert (Cullen, 2005). Dieser Tap-abhingige Export scheint
besonders fiir Molekiile geeignet zu sein, die iiber den nor-
malen, unter anderem durch Crmlvermittelten Weg nur

unzureichend exportiert werden (Jin et al, 2003).

Von entscheidender Bedeutung beim Transport der
gespleiiten RNAs scheint zudem eine Nukleotidsequenz
zu sein. Dieses cis-Element hat grofe Ahnlichkeit mit
dem zelluldren hnRNP A2 response element (A2RE), was
zur Folge hat, dass diese als Bindungsstellen fiir den
trans-agierenden Transportfaktor hnRNP A2 dienen.
Dieses Ribonukleoprotein bindet im Zellkern die
transkribierten, gespleifiten viralen RNAs, welche in der
ersten Phase des post-transkriptionellen Prozesses
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entstehen und exportiert jene mit der Hilfe des Tap/Nxt1-
Mechanismus aus dem Zellkern (Mouland et al, 2001).

Nach dem Export aus dem Zellkern werden diese mRNAs
wie zellulare mRNAs durch die Ribosomen der Wirtszelle

translatiert.

Teil- und nicht gesplei3te RNAs

Auf dem zuvor beschriecbenem Weg konnen gespleifite
virale RNAs in das Zytoplasma gelangen, jedoch werden
die wichtigen teil- oder nicht gespleiiten RNAs durch die
Qualitatskontrollmaschinerie des Zellkerns zuriick-gehal-
ten. Diese Gruppe umfasst die 4-kb-Klasse (codieren fiir
Vpuw/Env, Vif und Vpr), sowie die 9-kb-Klasse (Gag, Gag-
Pro-Pol) der HIV-mRNAs (Purcell & Martin, 1993). Der
Export dieser ist nur mit dem viralen Protein Rev mog-
lich. Dieses Protein wird in den Zellkern importiert und
bindet an ein sogenanntes Rev-responsive element (RRE),
eine Sekundérstruktur, welche von den polycistronischen
viralen RNAs gebildet wird. Geno-misch ist das RRE im
env-Gen codiert, sodass es in jeder teils- oder ungespleil3-
ten mRNA vorhanden ist. Rev vermittelt nun im Folgen-
den den Export dieser RNAs ins Zytoplasma (Fischer et
al, 1999). Dazu bindet zuerst ein Rev-Protein {iber eine
Arginin-reiche Helix (,,arginine rich motif, ARM") eine
Haarnadelschleife (,,Stem 11B*) des RRE. Diese Bindung
ist liber eine Kombination aus basenspezifischen Interakti-
onen und elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem
Phosphatriickgrad moglich. Darauthin binden weitere
Rev-Molekiile sowohl an das RRE als auch an das priméi-
re Rev, sodass der Export der RNA durch bis zu sechs
Rev-Einheiten pro RRE vermittelt wird (Daugherty et al,
2008).

Der nidchste Schritt beinhaltet den Transport der viralen
RNAs in translationsaktive Bereiche im Zytoplasma. Je
nach Spleifistatus beinhaltet jede virale RNA mindestens
ein hnRNP A2 response element. Der Transport kann so-
mit iiber den Faktor hnRNP A2 gesteuert und fokussiert
werden. Aufgrund der hohen Viskositit im dicht gepack-
ten Zytoplasma féllt Diffusion als effektiver Transportweg
aus. Deshalb bilden die viralen RNAs mit den gebunde-

nen hnRNPs sogenannte Granula, welche an Dyneinkom-
plexe gebunden werden (Mouland et al, 2001). Diese Mo-
torproteine konnen Vesikel wie zum Beispiel das Granula
oder auch ganze Zellkompartimente entlang der Mikrotu-
buli unter ATP-Verbrauch transportieren. Dyneinproteine
wandern dabei von den Pluspolen der Mikrotubuli in der
Peripherie der Zelle zu einem speziellen Komplex, dem
»microtubuli organizing center (MTOC). Dieser Kom-
plex bildet das Zentrum der Mikrotubuli. Bei diesem
Transport kommen die viralen RNAs durch eine perizen-
triolare Region, in der Ribosomen auf die RNAs geladen
werden. (Naghavi & Goff, 2007) Die bicistronische RNA,
die fiir die membrangingigen Proteine Env und Vpu co-
dieren, werden iiber eine Signalsequenz zum RER befor-
dert, wo die Translation erfolgt. Abhéngig davon, welche
RNA vorliegt und welche Proteine daraus translatiert wer-
den, gibt es im weiteren Verlauf unterschiedliche Wege

durch das Zytoplasma zur Plasmamembran.

Genomische RNA

Nachdem die 9-kb groBe genomische RNA (gRNA) das
Zytoplasma durch den Rev-vermittelten Kernexport und
den Dynein-Transport erreicht hat, wird dieser zwei grund-
legende Aufgaben zu teil: Zum einen dient die gRNA als
Template fiir die Translation des viralen Strukturproteins
Gag sowie des ebenfalls essentiellen Gag-Pol-Fusionspro-
teins. Zum anderen muss die gRNA erfolgreich in naszen-
te Viren, welche sich an der Plasmamembran bilden, ver-
packt werden, in denen sie die Funktion der Erbinformati-

on libernimmt (Swanson & Malim, 2006).

Synthese retroviraler Proteine

Die Initiation der Translation von HIV mRNAs wird
hochst wahrscheinlich nicht, wie bei eukaryotischen
mRNAs tiblich, iiber das Erkennen der Cap-Struktur am
5’-Ende durch den eukaryotischen Initiationsfaktor 4E
(eIF4E) vermittelt. Hinweise darauf sind, dass die 5"-un-
iibersetzte Region (,,5 untranslated region, 5"UTR®) der
viralen RNAs zwar eine Cap-Struktur besitzen, jedoch ist
dieser RNA-Abschnitt hoch strukturiert, was eine ungiins-
tiges Substrat fiir den Cap-abhéngigen Ribosomeneintritt
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darstellt. Allerdings scheint auch die Aktivitdt von klassi- & Ono, 2011). Die Funktion dieser Fettsdure wird in
schen ,,internen ribosomalen Eintrittsstellen* (engl. inter- spéteren Teilen dieses Kapitels genauer beschrieben.

nal ribosomal entry sites, IRES) in HIV relativ schwach

zu sein. Dabei gibt es Hinweise, die sowohl fiir als auch
gegen die Benutzung von IRES sprechen. Beim jetzigen /\/\/\/\.m
Stand der Forschung kann die Frage des Ribosomenein- ‘

tritts nicht eindeutig geklart werden (Locker et al, 2011; HBR
Yilmaz et al, 2006).
Abbildung 6.2: Schematische Zeichnung des Pr55Gag-

Gag und Gag-PoI Translation und Trans- Vorlauferprotein. Am N-terminalen Ende befindet sich die
Myristolkette. Die Matrixdomane (MA) besitzt eine stark

pOI"t basische Region (orange). Capsid, Nucleocapsid und P6 sind
durch die Spacerpeptde SP1 und SP2 voneinander getrennt.

Das virale Strukturprotein Gag

Das virale Protein Gag dient als Hauptstrukturkom-
ponente des HI-Virus. Abbildung 6.2 zeigt den Aufbau

Translation des Gag-Pol-Fusionsproteins

des Proteins. Es wird als Vorldufer-Polyprotein Pr550a Waihrend der Replikation von Retroviren wird eine groe
synthetisiert und besitzt mehrere Doménen: Matrix (MA), Anzahl an Gag-Vorlduferproteinen synthetisiert, da aus
Capsid (CA), Nucleocapsid (NC) und P6. Zudem enthilt diesen die strukturellen Grundbausteine des Virus prozes-
es zwei Platzhalterregionen (,Spacer): SP1 liegt siert werden. Von anderen wichtigen Proteinen, wie der
zwischen CA und NC und SP2 zwischen NC und P6. viralen Protease, der Reversen Transkriptase und der In-
Jedes dieser Elemente besitzt im weiteren Verlauf des tegrase werden jedoch weitaus geringere Mengen fiir je-
Replikationszyklus wichtige Funktionen, auf die spéter in des neue Virus bendtigt. Jedoch dient sowohl fiir die Gag-
diesem Kapitel genauer eingegangen werden. Erst nach Proteine als auch fiir die viralen Enzyme die genomische
der Knospung der entstehenden Viren erfolgt der RNA als mRNA (Chukkapalli & Ono, 2011).Um diese
Reifungsschritt des Gag durch die virale Protease, bei Proteine im richtigen Mengenverhiltnis herzustellen, hat
dem sich die neuentstandenen Viren zu infektidsen HIV einen Mechanismus entwickelt, der die gesteigerte
Partikel entwickeln (Sundquist & Kriusslich, 2012). Expression des Gag-Proteins im Verhéltnis zu den Enzy-

men, codiert in den pro- und pol-Genen, gestattet.
Eine konservierte Struktur im Offenen Leserahmen

(ORF) der mRNA des Pr55%% Polypeptids scheint einen Grundlage hierfiir bildet die Tatsache, dass in der

alternativen Préinitiationskomplex bestehend aus der ribo- genomischen Organisation die pro- und pol-Gene direkt
somalen 40S Untereinheit und elF3 zu rekrutieren, was auf das 5’-gelegene gag-Gen folgen. Soll nun ein Gag-
eine Moglichkeit zur Cap-unabhéngigen Translationsinitia- Pro-Pol-Polypeptid synthetisiert werden, so wird das
tion darstellt. (Locker et al, 2011) Stop-Codon des gag-Gens iiberlesen, sodass der

komplette Genkomplex translatiert wird. Dieses
Wihrend das Protein synthetisiert wird erfolgt am N- Uberlesen wird durch eine sogenannte rutschigen
terminalen Ende eine ungewdhnliche, aber wichtige Sequenz® (,slippery sequence®) erreicht, welche die
Modifikation. Dabei wird die 14-Kohlenstoffatome lange, Anderung des Leserahmens (frameshift) provoziert. Wie
gesittigte Myristinsdure co-translationell an das N- in Abbildung 6.3 zu sehen ist, besteht diese ,.slippery
terminale Glycin gehéngt. Die Tertidrstruktur des N- sequence® aus sechs Uridinen (ULUUUUUA) auf die eine
terminalen Endes bildet zudem eine hydrophobe Tasche, Haarnadelstruktur (hairpin) folgt (Girnary et al, 2007).
in welche die Fettsdure aufgenommen wird (Chukkapalli Befindet sich das Ribosom nun wihrend der Translation
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auf dieser Poly-U-Region und erfasst es jedes Nukleotid
richtig, so befindet es sich in einem Leseraster, bei dem
nach circa 200 weiteren Nukleotiden ein Stop-Codon
auftritt, wodurch die Translation endet. Das entstehende
Protein ist das Pr5592¢ Polypeptid.

Abbildung 6.3: Slippery sequence. In Rot sind die
sechs Uridine und das Adenin dargestellt.

Statistisch gesehen tritt in 5-10% aller Fille eine
Leserasterverschiebung auf. Diese entsteht durch das
»Rutschen des Ribosoms tiber die ,,slippery sequence®.
Dabei werden alle sechs Uridine erkannt werden, jedoch
wird das Adenin am Haarnadelstamm doppelt erfasst.
Dies bedeutet im Vergleich zur Pr5592¢ -Translation einen
gednderten Leserahmen. Dadurch wird das 200-nt abwarts
gelegene Stopp-Codon nicht als solches erkannt und die
Translation wird im Bereich der pro und pol-Gene
weitergefithrt (Abbildung 6.4). So entsteht das
Fusionsprotein Gag-Pro-Pol. Durch diesen Mechanismus
werden ungefdhr zehn bis zwanzig Gag-Molekiile auf
jedes Gag-Pro-Pol-Polyprotein hergestellt (Brierley, 1995;
Girnary et al, 2007).

ca. 200 nt

Gag COUANSEEEEERACEEARNCGAU Z AAAODARA—
Ala Asp Phe Gly Leu Lys GIn Stop
ca. 200 nt w—— Pro-Pol
Gag-Pol :

[ —
Thr lle Lys

Abbildung 6. 4: Leserahmenverschiebung beim
Ubergang von Gag auf Gag-Pol. Durch das doppelte
Erfassen des Adenins der ,slippery sequence” entsteht ein
ribosomaler ,Frameshift* der dazu fuhrt, dass das 200nt
strangabwarts gelegene Stop-Codon nicht erkannt wird.

Der Weg durch das Zytoplasma

Im folgenden Teil wird der Transport dieser Proteine zur
Plasmamembran beschrieben. Der Mechanismus ist bei
Gag-Proteinen und Gag-Pro-Pol-Proteinen identisch, wes-
halb im Weiteren aus Griinden der besseren Lesbarkeit
nur die Rede von Gag-Molekiilen sein wird.

Nach der Translation oligomerisiern die neu synthetisier-
ten Pr5592¢ auf den gRNA-Dimeren. Fiir die Bindung an
die Ribonukleinsduren dient das Nucleocapsid des Prote-
ins als Plattform, wobei Zinkfinger-Doméanen RNAs rela-
tiv unspezifisch binden. So ist es moglich, dass gespleiite
und sogar zelluldre RNAs von der NC gebunden werden
(Dawson & Yu, 1998). Zur Kontrolle, dass nur virale geno-
mische RNA und nicht etwa andere, gespleilite RNA ver-
packt werden, dient ein gRNA spezifisches W-Signal am
5’-Ende der Nukleinsdure. Dieses W-Signal bildet die spe-
zifische Bindungsstelle fiir die Zinkfinger des Nucleocap-
sids (Lever et al, 1989). Die C-terminale Doméne (CTD)
des Capsids wirkt bei der Oligomerisierung als Interakti-
ons-punkt zwischen den einzelnen Gag-Proteine (Ivanov
et al, 2007). Die SP1-Region scheint hierbei eine entschei-
dende Rolle zu spielen. Es wird vermutet, dass diese Do-
méine sich konformationell restrukturiert, sobald das Gag
an die genomische RNA gebunden hat und somit als Aus-
loser (,,Trigger) der Oligomerisierung der Gag-Molekiile
dient (Datta et al, 2011). HIV benutzt nur eine einzige Spe-
zies an gRNA, welche zum einen als Translationsvorlage
zum anderen auch als Erbinformation fiir die neuen Virio-
nen dient. Somit besteht ein Wettbewerb zwischen der
Translationsmaschinerie, welche die gRNA zur Translati-
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on bendtigt und den Gag-Proteinen, welche versuchen,
die Nukleinsdure zu verpacken. Bei der Regulation dieser
Prozesse, scheint der Transport der Pr559%¢ und der gRNA
in sogenannte P-Kdrperchen (P- bodies) beteiligt zu sein.
In diesen zelluldren Regionen sind verschiedene Enzyme
versammelt, welche Inhibierend auf die Translation wir-
ken und somit das Verpacken begiinstigen (Swanson &
Malim, 2006). Zudem moduliert Gag seine eigene Transla-
tion, indem es bei geringe Gag-Konzentrationen die Prote-
insynthese stimuliert, widhrend hohe Konzentrationen die-
se inhibieren (Anderson & Lever, 2006).

Der alternative Weg, dass Pr55622 Proteine in den Zellkern
importiert werden, dort an neu synthetisierte gRNA oligo-
merisiert und diese dann im Folgenden wiederum expor-
tiert werden, kann mittlerweile ausgeschlossen werden
(Swanson & Malim, 2006).

Der Transport dieser gRNA-Protein-Komplexe zur Plas-
mamembran kann nun einerseits wiederum entlang des
Cytoskeletts erfolgen. Dabei interagieren die gRNPs mit
Kinesin-Motorproteinen, welche Makromolekiile und Zell-
bestandteile vom MTOC entlang der Mikrotubuli in die
Peripherie der Zelle zur Plasmamembran transportieren.
Andererseits ist auch ein Transport iiber den endosomalen
Weg moglich. (Naghavi & Goff, 2007; Swanson &
Malim, 2006). Dabei interagieren Gag-Molekiile mit dem
viralen Hiillprotein Env, welches, integral in die Endoso-
menmembran gebunden, auf diesem Weg transportiert

wird.

Zudem ist ein Transport durch andere zellulare Faktoren
wie zum Beispiel einer weiteren Interaktion zwischen den
A2R-Elementen der genomischen RNA und den hnRNPs
denkbar (Mouland et al, 2001).

Bindung und Verankerung an der Plasmamembran

Zum Abschluss des Transports dieser Ribonukleoprotein-
Partikel kommt der Matrixdoméne des Pr5562¢- Polyprote-
ins einer besonderen Rolle zu. Diese Doméne befindet
sich am N-Terminus des Pr5592¢, Sie ist fiir die Lokalisati-

on und die Bindung des Vorlauferpeptids an der Plasma-

membran, dem Ort der Knospung, zustiandig. Dazu ist das
Protein am N-terminalen Ende myristoyliert, was bedeu-
tet, dass die gesittigte Fettsdure Myristinsdure (C14H2302)
gebunden ist. Mit Hilfe dieser Fettsdure kann nun das Vor-
lauferprotein an die Plasmamembran binden. Dazu inter-
agiert die Myristinkette mit einem speziellen Phospholi-
pid, dem sauren Phosphoinositolderivat PI(4,5)P., wel-
ches ein charakteristischer Baustein der Plasmamembran
ist (Ono et al, 2004). Eine PI(4,5)P> — unabhédngige Mem-
branbindung wird durch die am Pr5562¢ gebundene gRNA
verhindert. Die Myristolkette interkaliert hierbei in die
Plasmamembran, wéhrend die so frei gewordene, hydro-
phobe Bindungstasche die gesittigte Kette des PI(4,5)P2
aufnimmt (Chukkapalli & Ono, 2011). Durch diesen Me-
chanismus wird gewdéhrleistet, dass die Lokalisation der
viralen Bestandteile an der Plasmamembran stattfindet,
was eine Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Knospung
ist. MA ist zudem fiir die Rekrutierung und Bindung von
Env-Molekiilen an der ,,Budding site” zustidndig
(Sundquist & Krausslich, 2012).

Zusitzlich zu dieser Interaktion bilden die Aminoséuren
14 bis 31 in der Peptidkette der Matrixdomdne durch
ihren hohen Anteil an Lysin und Arginin eine stark-
basische Region (HBR) (Chukkapalli et al, 2010). Dieser
Bereich wechselwirkt zusdtzlich mit den negativ
geladenen Phosphoglykanstrukturen des PI(4,5)P2,
wodurch die Verankerung des Vorlduferproteins an die
Membran verstirkt wird (Ghanam et al, 2012).

Die viralen Oberflachenmolekiile

Env-Translation, Modifikation und Prozessierung

Das HIV-Env-Protein ist fiir den Replikationszyklus ein
essentieller Faktor, da es als Oberflichenmolekiil die
Zielzellen erkennt und die Fusion der viralen mit der
zelluldren Membran vermittelt. Der genaue Mechanismus
des Eintritts in die Zelle wird in Kapitel 2 ,,Attachment &
Entry* beschrieben.

Das retrovirale Env ist ein Glykoprotein, welches als
Vorlauferpolypeptid gp160 am Rauen Endoplasmatischen
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Reticulum translatiert wird (Sundquist & Kréusslich,
2012). Bei dem Translationsvorgang dient eine einfach
gespleifite, bicystronische vpu/env mRNA als Vorlage
(Schwartz et al, 1990). Mit Hilfe einer Signalsequenz am
N-terminalen Ende wird das entstehende Polypeptid
teilweise in das Lumen des RER transloziert. Eine
hydrophobe Sequenz in der transmembralen Doméne
(TMD) dient dabei als Membrananker und verhindert eine
komplette Translokation. So befindet sich der spitere,
extrazelluldre Teil im Lumen des RER wohingegen die
zukiinftigen zytoplasmatischen Regionen ins Zytoplasma
ragen (Checkley et al, 2011).

Noch wiéhrend der Translation wird die Signalsequenz
durch zelluldre Peptidasen im RER vom gpl160-Peptid
abgetrennt und degradiert. Zudem werden Oligosac-
charidketten liber zumeist N-glykosidische Bindungen an
die extrazelluldre Doméne geheftet.

Im Anschluss dazu trimerisieren die einzelnen gpl60-
Vorlauferproteine miteinander, wobei auch Dimere und
Tetramere entstehen konnen. Diese Multimerisierung
bewirkt einen weiteren Transport zum Golgi-Komplex
(Checkley et al, 2011).

Hier angekommen wird das gp-160-Vorlauferprotein an
einer sehr konservierten Stelle durch zelluldre Furin oder
Furin-dhnliche Proteasen gespalten, wodurch das
Oberflachenmolekiil gpl20 und das transmembrale
Protein gp41 entstehen (Moulard et al, 1999). Trotz der
Trennung verbleiben die beiden Proteine durch nicht-
kovalente Interaktionen assoziiert. Zusitzlich werden an
den Oligosaccharidresten noch weitere, komplexere
Modifikationen angefiigt. Die trimerisierten Makromole-
kiile bilden letztlich jeweils einen ,,spike* (Dorn).

Uber den sekretorischen Weg gelangen diese Spikes nun
an die Plasmamembran, von wo sie jedoch aufgrund von
zelluldrer, clathrin-abhéngiger Endocytose rasch wieder in
das Zellinnere aufgenommen werden (Abbildung 6.5).
Dieser Mechanismus bewirkt eine relativ geringe Kon-
zentration an Env-Proteinen in der Plasmamembran,

wodurch eine geringe Anzahl dieser Molekiile in HI-Viren

(~10 pro Virus) erreicht wird. Durch Interaktionen
zwischen  Pr5592 -Molekiilen und dem zytoplasma-
tischen Teil des im Endosom gebundenen Env konnen auf
diesem Weg auch Gag-Molekiile zusammen mit gRNA-
Dimere an die Plasmamembran transportiert werden

(Checkley et al, 2011).

Extrazellularer Raum

-
- -

Plasmamembran

Raues

@ endoplasmatisches

‘ % % % Retikulum

Abbildung 6.5: Sekretorischer Transport des Env-
Proteins. Die Translation von Env erfolgt durch die
Ribosomen am RER. Nach der Trimerisierung der Membran-
gebunden Env-Molekile erfolgt der Transport zum Golgi-
Apparat. Hier erfolgt die Prozessierung der der weitere
Transport zur Plasmamembran. Uber den lysosomalen Weg
wird Env regelméBig abgebaut.

Ribosomen

Regulatorische HIV-1 Proteine

Das akzessorische virale Protein U (Vpu)

Wie am Anfang dieses Unterkapitels erwihnt, ist Env in
einer bicystronischen mRNA zusammen mit dem
akzessorischen viralen Protein U (Vpu) codiert (Schwartz
et al, 1990), wobei sich die Gene teilweise iiberlappen.
Die Expression dieses Transkripts unterscheidet sich
jedoch von dem Mechanismus, der bei der Translation der
gag-pol-mRNA beschrieben wurde. So besitzen beide
Gene jeweils ein eigenes Startcodon, was bedeutet, dass

kein Fusionsprotein hergestellt wird. Vielmehr werden
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zwei eigenstindige Proteine translatiert. Aus Regulator-
ischen Griinden befindet sich direkt vor der wvpu-
codierenden Sequenz ein mikro ORF (uORF), bestehend
aus dem Startcodon AUG und dem Stopp-Codon UAA
(Krummbheuer et al, 2007).

CURUWC // GCAWUG
7 ~~

Frameshift

WA CAVGUAAUGICATATC Ale

Abbildung 6. 6: Leserahmenverschiebung in der bicistro-
nischen vpu/env — mRNA. Grin markiert ist der yORF. Der
rote Kasten zeigt den vpu-Leserahmen an. Mit Blau ist der
env-Leserahmen markiert.

Das eigentliche Startcodon fiir den vpu-Leserahmen
beginnt mit dem letzten Adenin des Stop-Codons. Durch
diese genetische Konstellation wird die ribosomale
Expression des Vpu verringert. Der pORF féngt
sozusagen Ribosomen ab, sodass das Start-Codon des
Vpu nur schwer zugidnglich fiir Ribosomen ist
(Krummbheuer et al, 2007). Zudem ist die Initiations-
sequenz des LORF eine sehr schwache Kozak-Consensus-
Sequenz, da es in den wichtigen Stellen -3 und +4 ein
Uridin besitzt. Bei der Initiation der Translation in
Wirbeltieren wéren eine Purinbase an der -3-Stelle und
ein Guanin an der +4-Stelle forderlich gewesen (Kozak,
1987). Dadurch wird gleichzeitig neben der Schwichung
des Vpu-Start-Codons die Attraktivitit des env-
Startcodons, welches weiter strangabwiérts gelegen ist, um
etwa das fiinffache gesteigert (Krummheuer et al, 2007).
Dieses besitzt ndmlich eine weit bessere Kozak-Sequenz
mit einem Guanin an der -3-Stelle und einem Adenin
(Purin) an der +4-Stelle. Der Leserahmen des env beginnt
bereits in der vpu-codierenden Sequenz. Daraus entsteht
die Notwendigkeit einer Leserahmenverschiebung
zwischen den beiden Startcodons (der Abstand betrdgt
166 Nukleotide), damit das Stopp-Codon des vpu-
Transkripts im Leseraster des Env-Proteins nicht als
solches erfasst wird. Dies ist essentiell, da eine vorzeitige

Termination verhindert werden muss.

Das 81 Aminosdauren kleine Vpu ist in drei helicale

Dominen gefaltet, wobei die N-terminal gelegene Helix

als Membrananker dient. Durch Oligomerisieren ist das
16kDa grofle Protein in der Lage Kanidle durch die
Plasmamembran zu bilden, wodurch die Freisetzung der
Virionen verstiarkt und die endozytotische
Wiederaufnahme in die Zelle verhindert wird. Der genaue
Mechanismus hierfiir ist noch nicht bekannt. Auch konnte
bis jetzt keine Interaktion von Vpu mit Gag nachgewiesen
werden (Neil et al, 2006). Jedoch wurden Beweise
veroffentlicht, die darauf schlieBen lassen, dass Vpu als
Ionenkanal dienen kann. Wie die Manipulation der
Ionenkonzentrationen das Freisetzen der neuen Viren
fordern kann, ist jedoch noch nicht verstanden (Montal,
2003).

Zudem besitzt Vpu noch eine andere wichtige Aufgabe.
Humane CD4-Molekiile passieren, analog dem Env-
Protein, ebenfalls das RER. Somit besteht die Gefahr,
dass Env entsprechend seiner biologischen Funktion an
CD4-Rezeptoren, welche sich auf dem sekretorischen
Weg befinden, bindet. Dadurch stinde dieses gebundene
Env nicht der Biogenese neuer Viren zur Verfiigung. Vpu
ist nun in der Lage an CD4 zu binden und einen
Ubiquitin-abhdngigen Abbau dieses Komplexes zu
erreichen. Neu synthetisierte Env-Glykoproteine konnen
somit ungestort zur Plasmamembran gelangen (Montal,
2003). Ein weiterer Grund fiir diesen Vpu-initierten CD4-
Abbau liegt in der Erhohung der Effizienz der
Virusvermehrung. So ist eine Folge dieses Mechanismus
daran zu erkennen, dass HIV-infizierte T-Zellen weniger
CD4-Molekiile auf ihrer Oberfliche besitzen, wodurch
eine Superinfektion mit weiteren HI-Viren verhindert
wird (Wildum et al, 2006).

Vpr — ein virales Protein mit vielen Funktionen

Ein weiteres Protein des HI-Virus ist das akzessorische
Virale Protein R (VPR). Dieses muss in bereits in den
neuen Viren vorhanden sein, da es eclementare
Funktionen bereits in der frilhen Phase der Replikation
tibernimmt. Aus diesem Grund muss fiir eine erfolgreiche
Vermehrung sichergestellt werden, dass etwa 5 — 10
Kopien des 96-Aminosduren grofen Vpr in jedem

Provirus vorhanden ist.
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Vpr ist auf einer mRNA codiert, die zu der 4-kb-Klasse die sogenannte ESCRT-Maschine (endosomal sorting
gehort. Daraus lésst sich schlieBen, dass es sich hierbei complex required for transport).

um eine teilgespleifite mRNA handelt (Purcell & Martin,
1993). Sie besitzt ein RRE, iiber das der Export aus dem
Zellkern mittels Rev vermittelt wird.

Die native zellulare Funktion des ESCRT-Netzwer-
kes

. . . . . Dieses Netzwerk besteht aus insgesamt drei Multiprotein-
Vpr besitzt mehrere Funktionen, die das Virus in seiner .g o P
o . . . . komplexen, welche mono-ubiquitinierte Membranpro-
Replikation unterstiitzen. Zum einen besitzt es die o . )
- . . . ) teine in Endosomen erkennen, sortieren und fiir den
Fahigkeit, die Translokation des Préintegrations- .

. R Abbau vorbereiten.
komplexes in den Nucleus der infizierten Zelle zu

fordern. Dazu besitzt es, dhnlich dem Gag, eine Kern- Ubiquitin ist ein 77 Aminosduren grof3es Peptid, welches
Lokalisations-Sequenz (NLS) die an das Importin binden. als Degradationssignal an defekte oder nicht mehr benétig-
Zum anderen transaktiviert Vpr den LTR-Promotor und te Proteine iiber eine Isopeptidbindung gebunden wird.
stimuliert damit die Transkription der viralen Gene. Dabei Durch weitere Anlagerungen von anderen Ubiquitin-Ein-
scheint es Interaktionen mit dem eukaryontischen heiten an das primér gebundene Peptid, entstehen Ubiqui-
Transkriptionsfaktor TFIIb einzugehen. Gleichzeitig tinketten an dem Zielprotein, was dessen Abbau fokus-
induziert Vpr einen Zellzyklusarrest in der G2/M Phase. siert. Dieser erfolgt letztlich im Proteasom, einem aus 28
Dazu bindet es p34, einen Inhibitor des Co-Aktivators der Proteinen bestehenden, fassformigen Komplex, welcher
basalen Transkription (p300) (Bukrinsky & Adzhubei, als Hauptkomponente im zytosolischen Proteinabbau fun-

1999; Le Rouzic & Benichou, 2005). Es ist durchaus giert (Hershko & Ciechanover, 1992).

moglich, dass Vpr noch weitere Funktionen besitzt.
Im Gegensatz dazu werden die meisten Membranproteine

Da Vpr nicht zusammen mit Gag synthetisiert wird, ist nur mit einem einzigen Ubiquitin-Molekiil modifiziert, so
ein Mechanismus nétig, durch den geniigend Vpr-Molekii- dass sich keine Ubiquitin-Ketten ausbilden konnen. Spezi-
le in die neuen Virionen eingebaut werden. Als essentiell elle Rezeptoren in der Plasmamembran binden und sam-
hierbei hat sich eine amphiphatische Helixstruktur am N- meln nun mono-ubiquitinierte Proteine. Daraufhin wird in
terminalen Ende von Vpr erwiesen. Diese Helix inter- mehreren Schritten dafiir gesorgt, dass sich an dieser Stel-
agiert mit der P6-Domédne von Gag, wodurch Vpr in die le die Plasmamembran nach innen stiilpt und die nicht
entstehenden Viren eingebaut wird. Allerdings ist schein- mehr bendtigten Membranproteine iiber den endosomalen
bar das gesamte Gag-Molekiil fiir die Bindung nétig, da Pfad entfernt werden. Um diese Oberflichenmolekiile ab-
ansonsten P6 eine Konformation besitzt, an die Vpr nicht bauen zu konnen, miissen sie in Vesikeln in das Innere des
binden kann. (Bachand et al, 1999). Endosoms gelangen. Nur so gelangen die Abbausubstrate

. in das Lysosom, sobald das Endosom mit diesem ver-
Das ESCRT-Netzwerk und seine Rolle schmilzt. Fiir diese Einschniir-ungen in das Endosom

bei der viralen Knospu ng wird das ESCRT-Netzwerk bendtigt, wodurch sogenannte

MVBs (multi vesicular bodies) entstehen (Hurley & Emr,

Sobald alle notwendigen Komponenten zum Zusammen- 2006). Dieser Weg stellt einen wichtigen Mechanismus

bau der neuen Virionen an die Plasmamembran . . i . .
) . i ) o zur negativen Regulation von Oberflichenmolekiilen, wie
transportiert wurden, beginnen die Vorbereitungen fiir die C s . .
zum Beispiel Signalrezeptoren oder Antigen-prisentieren-

Knospung. Dazu rekrutiert das HI-Virus ein ganzes de MHC-Molekiile dar.

Netzwerk an zelluldren Proteinen an die Zellmembran,
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Abbildung 6. 7: Schematischer Aufbau des ESCRT-Netzwerkes. Die einzelnen ESCRT-Komplexe werden nachei-
nander an die Endosomenmembran rekrutiert. Monoubiquitinierte Membranmolekuiile werden gesammelt und in das En-

dosom eingeschnurrt. Ein Multivesikelkérper entsteht.

Um nun die so in die Zelle aufgenommenen und an Endo-
somen gebundenen Membranproteine abbauen zu kdnnen,
wird nun das ESCRT-Netzwerk bendtigt (Abbildung 6.7).
Dazu werden zuerst mono-ubiquitinierte Proteinunter-ein-
heiten am Endosom durch den STAM 1,2/HRS-Komplex
(ESCRT-0) erkannt. Fiir diese Aufgabe besitzen sowohl
STAM 1,2 als auch HRS spezielle Ubiquitin-Binde-Moti-
ve (UIM) wodurch ein initialer Kontakt zum Vesikel her-
gestellt wird. Die feste Bindung entsteht durch eine
FYVE-Domine des HRS, welche das fiir Endosomen spe-
zifische Lipid Phosphatidylinositol-3-phosphat (PI(3)P)
erkennt und bindet (Hurley & Emr, 2006).

Der so an das Endosom gebundene ESCRT-0 dient nun
als Plattform fiir den ESCRT-I Komplex. Dieser besteht
aus den Proteinen Tsgl01, Vps28, Vps37 und MVBI12
(Morita et al, 2007). Die genaue Funktion der einzelnen
Proteine ist bis jetzt noch nicht bekannt. Lediglich die
Funktion von Tsg101 scheint gefunden zu sein, da es eine
UEV (,,unusual E2 variant“)-Doméne besitzt, die mono-
ubiquitinierte Molekiile erkennt und bindet. Zudem
interagiert die UEV mit den UIMs des ESCRT-0. ESCRT-

I kann aber auch mit anderen Faktoren {iber eine spezielle

P(S/T)XP-Sequenz binden. Diese Eigenschaft wird spéter
immens wichtig, wegen der Fahigkeit des HI-Virus das
ESCRT-Netzwerk zu entfiihrt (Henne et al, 2011).

Als néchstes wird der ESCRT-II Komplex neben den
ESCRT-I Komplex rekrutiert. Bestehend aus mehreren
Proteinen (EAP30, EAP25, EAP45, EAP25) fungiert es
als Bindeglied zwischen ESCRT-I1 und ESCRT III. EAP45
besitzt ein ,,Gram-like ubiquitin element (GLUE), wel-
ches Ubiquitin zusammen mit dem PI(3)P bindet, was wie-
derum die korrekte Lokalisation an der Endosomenmem-
bran sichert. EAP25 ist essentiell fiir die folgende Bin-
dung zum ESCRT-III, genauer zu dem Protein CHMP6.
Uber die Funktion der anderen Proteine ist nichts Genaue-
res bekannt (Henne et al, 2011; Williams & Urbe, 2007).
Dieser letzte ESCRT-Komplex besteht im Kern aus mehre-
ren ,charged multivesicular body proteins“ (CHMP2,
CHMP3, CHMP4, CHMPS5, CHMP6) (von Schwedler et
al, 2003) und forciert nun die Einstiilpung der Endosomen-
membran. Dazu binden die stark-basischen Regionen der
Proteine CHMP6 und CHMP4 an die negativ geladene
Membran. Zusétzlich besitzt CHMP6 noch eine Myristol-
kette, welche die Bindung verstirkt (Williams & Urbe,
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Abbildung 6. 8: Adaption des ESCRT-Netzwerks durch HIV. Virale Gag-Proteine rekrutieren Bestandteile
des ESCRT-1 Komplexes und binden an die Zellmembran. Durch die Einschnirung der Membran durch das

ESCRT-3 System entstehen neue Viren.

2007). Durch das Zusammenspiel der ESCRT-Maschinen
gelangen die fiir den Abbau bestimmten Membranprotei-
ne in die Einstiilpungen. Das an CHMP4 gebundene En-
zym AIP1/ALIXrekrutiert nun die Deubiquitinase Doa4,
welche schlieBlich das Ubiquitin am Substrat abspaltet.
Als letzter Schritt 16st das Protein Vps4 unter ATP-Ver-
brauch die Bestandteile des ESCRT-III Komplexes von
der ,,budding site”, wodurch die einzelnen Faktoren re-
cycelt werden und sich die Endosomeneinstiilpung ab-
schniirt (Hurley & Emr, 2006; Williams & Urbe, 2007).

Rekrutierung und Umfunktionierung des ESCRT-
Netzwerkes durch das HI-Virus

Das HI-Virus nutzt nun Teile dieses Netzwerkes zur Unter-
stiitzung seiner eigenen Knospung (Abbildung 6.8). Dazu
wird der zelluldre Faktor TsglO1, Teil des ESCRT-1, an
kurze, Prolin-reiche Sequenzen in der p6-Doméne des vi-
ralen Gag-Proteins gebunden. Dieses PTAP-Motiv ist
hoch konserviert, woraus sich seine Bedeutung fiir die
Rekrutierung der ESCRT-Maschinerie ableiten lédsst. Zu-
dem wird ein weiteres Prolin-reiches Element, das
YPLASL-Motiv, von dem Adaptermolekiil AIPI/Alix ge-
bunden. AnschlieBend wird Gag durch eine bislang nicht
identifizierte E3-Ubiquitinligase ubiquitiniert. Mehrere
Gag-Molekiile oligomerisieren und werden mit Hilfe ihrer

Myristolkette an der Plasmamembran lokalisiert. Hier er-

folgt nun der, im Vergleich zur eigentlichen, zelluldren
Funktion des ESCRT-Netzwerkes, gednderte Aufbau an
der Plasmamembran. Das an die Gag-Oligmere gebunde-
ne TsglO1 dient nun als Plattform fiir den Autbau des
ESCRT-I Komplexes, welcher in diesem Fall nur aus den
Faktoren Vps37 und Vps28 besteht. Zusétzlich dient ein
weiterer Faktor, Mvb12, als Adapter zum ESCRT-III Kom-
plex (von Schwedler et al, 2003).

Dessen Einheiten polymerisieren an der Verkniipfungs-
stelle, was eine Ausstiilpung der Plasmamembran zur Fol-
ge hat. In diese Ausstiilpung werden nun die Gag-Vorlau-
ferproteine zusammen mit der viralen gRNA, den Env-
Proteinen und weiteren viralen Enzymen und Faktoren
gesammelt. Der Abbau des ESCRT-III Kom-plexes aus
der Knospungsstelle ist wiederum ATP-abhédngig und be-
notigt das Enzym Vps4 sowie den Koaktivator LIPS.

Zu beachten ist, dass in der viralen Knospung des HIV
kein ESCRT-II Komplex bendtigt wird. Weiterhin ist es
ausgesprochen erstaunlich, dass das Virus eine hochkom-
plexe, zelluldre Struktur nicht nur einfach benutzt, son-
dern diese von ihrem eigentlichen Arbeits-platz, der End-
osomenmembran, zur Plasmamembran transloziert und
seinen Bediirfnisse entsprechend modu-lieren und verwen-
den kann (von Schwedler et al, 2003).
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Viruszusassembly und -freisetzung

HIV-1 Assembly

Einer der letzten Schritte der HIV-1 Replikation ist der
Zusammenbau der Viren an der Plasmamembran infizier-
ter Zellen (Abbildung 7.1) (Flint, 2009). Vermittelt und
initiiert wird der Viruszusammenbau hauptsichlich durch
das virale Gag-Vorlduferprotein, das aus dem Matrix Pro-
tein (MA), Capsid (CA), Nucleocapsid (NC), einem kur-
zen Peptid (p6), sowie zwei ,,Spacer“-Peptiden (SP1,
SP2) besteht (Abbildung 7.2) (Briggs & Kréusslich, 2011;
Carlson et al, 2008; Ganser-Pornillos et al, 2008;
O'Carroll et al, 2012). Gag gelangt als Monomer, oder be-
reits mit anderen Gag- oder Gag-Pro-Pol-Vorlduferprotei-
nen, die ca. 5% aller Gag-Vorlduferproteine ausmachen
(Sundquist & Krausslich, 2012), als Dimere oder Trimere
zusammengelagert an die Plasmamembran (Bukrinskaya,
2004; Martin-Serrano & Neil, 2011), wo die stark-basi-
sche Region (HBR) der helikalen Doméne von MA mit
Phospholipiden (PI(4,5)P2) der Zellmembran interagiert
(Checkley et al, 2011; Ono, 2010). Durch diese Interakti-
on gelangt die am N-Terminalen Ende von MA angefiigte
Myristylsdure in die Niahe der Plasmamembran und kann
in diese eingelagert werden (Ganser-Pornillos et al, 2008).
Da die Myristylsdure in einer Tasche der MA Region ein-
gelagert ist, wird sie zur Insertion durch einen ansteigen-
den pH-Wert, sowie durch die Membranbindung der HBR
zuerst freigesetzt (Bell & Lever, 2012). Die Membranbin-
dung ist meist mit dem Vorhandensein verschiedener
Membran-Mikrodoménen assoziiert (Kerviel et al, 2012).
An Membranregionen, wo HIV-1 Zusammenbau stattfin-
det, tritt eine hohere Dichte an ,,Lipid Rafts®, Tetraspin
Mikrodoméinen und anderen Membran-Mikrodoméanen
auf (Kerviel et al, 2012; Ono, 2010; Sundquist &
Krausslich, 2012). Durch diese hohe Dichte an Membran-
Mikrodoménen wird eine erhohte Stabilitat und zugleich
Flexibilitit der Virusmembran erreicht (Sundquist &
Kréusslich, 2012). Zudem erleichtern diese Mikro-domaé-
nen wihrend dem Viruszusammenbau die Anlager-ung
weiterer Gag-Vorlauferproteine, sowie die Inkorpo-ration

der viralen Env Glycoproteine (siche Kap.6 Trafficking).
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Abbildung 7.1: Schematische Darstellung des HIV-1 Zusammenbaus an der Plasmamembran

Um einen effizienten Viruszusammenbau zu erreichen,
kann Gag iiber NC die Lage und Dichte der Membran-
Mikrodoméinen an gewissen Stellen erhohen, aber auch
eine Neusynthese von ,Lipid Rafts* initiieren (Ono,
2010). Die Ausstiilpung der Plasmamembran wéhrend des
HIV-1 Zusammenbaus wird durch die Anlagerung weite-
rer Gag Mono-/Multimere bewirkt (Briggs & Krausslich,
2011). Seitliche Interaktionen der Gag-Vorlduferproteine
im Bereich CA-SP1 stabilisiert das Gag-Gitter wihrend
des Zusammenbaus und der Freisetzung, bis die Virusrei-
fung initiiert wird und bestimmen somit auch die Struktur
der unreifen Viren (siehe Kap. 7.2.2 Struktur unreifer Vi-
ren) (Briggs & Kriusslich, 2011; Ganser-Pornillos et al,
2008; Sundquist & Krausslich, 2012). Hauptsichlich an
dieser Interaktion beteiligt ist die MHR (,,major homology
region”) des C-Terminalen Endes des Capsids (CActp),
sowie dem angrenzenden SP1 (Ganser-Pornillos et al,
2008). Die Aufnahme des viralen plus-stringigen RNA Ge-
noms wird {iber Bindung einer spezifischen RNA Erken-
nungs-sequenz, dem W-Faktor durch Zink Finger Domé-
nen des NC-Bereichs vermittelt (Ganser-Pornillos et al,
2008). Dabei besitzt das Nucleocapsid fiir die Verpackung
der RNA, sowie fiir die Anlagerung der zelluldren tRNA
Primer, eine Chaperon-dhnliche Aktivitdt (Sundquist &
Kréausslich, 2012). Zusétzliche Interaktionen der RNA mit
der basischen Region von MA erh6ht zum einen die Gag

Multimerisierungsrate und verhindert zum anderen unspe-

zifische Membranbindungen von MA, da diese Interaktion
nur durch die Bindung der HBR an die sauren Phospholipi-
de (Phosphatidylserin oder PI(4,5)P2) der Zellmembran
gelost werden kann (Kerviel et al, 2012; Martin-Serrano &
Neil, 2011). Dariiber hinaus wird durch die Bindung der
VvRNA an NC die Konformation des SP1 und darauthin
ebenso die Konformation des Capsid-Bereichs so verin-
dert, dass die lateralen Interaktionen dieser Region vers-
tarkt werden (O'Carroll et al, 2012).

L-Doméne
- PS/TAP
- XPXL
mvi | MA | ca [spi] Ne [ sp2|ps]
Myristylierung Zink Finger (CCHC)

l !

vPMv |  MA | pp2d [p12] ca | NC [p4]
/—J\_\

L-Domane
- PS/TAP
- PPXY

Abbildung 7.2: HIV-1 und MPMV Gag Polyprotein. Kenn-
zeichnung der Myristylierungsstelle, L-Doméane und Zink
Finger Doménen.
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Das p6 Peptid am C-Terminalen Ende des Gag-Vorlauferp-
toteins ist zum einen fiir die Aufnahme weiterer viraler
Proteine, z.B. Vpr, in die Viruspartikel, sowie die Assozia-
tion mit zelluldren Faktoren fiir die Virus-freisetzung
zustandig (Bell & Lever, 2012; Sundquist & Kréusslich,
2012). Wiahrend des Viruszusammenbaus (Abbildung 7.2)
steigt die Gag Menge an der Assembly-Site exponentiell
an, bis ein Plateau erreicht ist und die Virusfreisetzung
eingeleitet wird (Sundquist & Krduss-lich, 2012). Der Zu-
sammenbau der Virionen héngt alleine von der Anwesen-
heit von Gag ab, da diese selbst ohne andere virale Protei-
ne Virus-dhnliche Partikel bilden und diese freisetzen kon-
nen (Ganser-Pornillos et al, 2008). Dabei ist die CAcrp-
SP1 Region besonders wichtig, da bei Mutationen in die-
sem Bereich kein Viruszu-sammenbau und ebenso keine
HIV-1 Freisetzung mehr stattfinden kann (O'Carroll et al,
2012). Der Grund hierfiir ist die fehlende Stabilisierung
des Gag-Gitters, ohne die ein erfolgreicher Zusammenbau
nicht mdglich ist (Ganser-Pornillos et al, 2008; Ono,
2010).

Membran-Mikrodomanen

,Lipid Rafts“ sind kleine, hoch dynamische, sterol- (cho-
lesterol) und sphingolipid-reiche Doménen der Plasma-
membran, die zelluldre Prozesse kompakt-imentalisieren
(Checkley et al, 2011; Kerviel et al, 2012; Ono, 2010).
Kleinere , Rafts® konnen durch Protein-Protein oder Pro-
tein-Lipid Interaktionen stabilisiert werden, um grofere
Plattformen zu bilden (Ono, 2010). Die zelluldren Funktio-
nen der ,,Lipid Rafts“ liegen in der Signalweiterleitung,
Protein Sortierung und der Ausbil-dung einer Zellpolaritét
(Ono, 2010). Eine weitere wichtige Gruppe der Membran-
Mikrodoménen sind die ,, Tetraspin-Enriched* Mikrodoma-
nen (TEM), die durch Protein-Protein Interaktionen gebil-
det werden und aus vier transmembranen Doménen beste-
hen (Kerviel et al, 2012). Zudem existieren weitere Mikro-
doménen, die reich an sauren Lipiden (ALEMs = Acidic
Lipid Enriched MicroDoménes) sind (Kerviel et al, 2012),
oder Resistenzen gegeniiber verschiedenen Detergentien,
wie Triton-X, aufweisen und deshalb ,,Detergent Resistant
MicroDoménes“, kurz DRMs, genannt werden (Ono,
2010).

Env Inkorporation und Env Verteilung

Das virale Env Glycoprotein ist ein integrales Membran-
protein, das an der Membran des Endoplasmatischen Reti-
kulums synthetisiert und direkt in dieses eingelagert wird
(Checkley et al, 2011; Sundquist & Krausslich, 2012).
Env besteht aus gp41 und gp120 Heterodimeren, die sich
zu trimeren Spikes zusammenlagern (Checkley et al,
2011). Uber den zellulidren sekretorischen Weg gelangt es
an die Plasma-membran und somit an die Zelloberfldche
(genaueres siche Kap.6 Trafficking). Wahrend des Virus-
zusammenbaus gelangt Env an die ,,Assembly-Site®, um
so in die Viruspartikel aufgenommen werden zu kdnnen.
Wie Env an die Stelle der Plasmamembran gelangt, an der
die Viren zusammengebaut werden und wie genau es in
die Viruspartikel inkorporiert wird, ist nach aktuellem
Stand der Forschung noch nicht geklart. Hierzu existieren
vier verschiedene Modelle (Abbildung 7.3). Eines dieser
Modelle besagt, dass Env zufillig als Membranbestandteil
in die Viuspartikel aufgenommen wird (Checkley et al,
2011). Da Env iiber den sekretorischen Weg vom ER aus
an die Zelloberfliche sekretiert wird, wird es, wie auch
andere zellulire Membran- und Oberflachenproteine, oh-
ne einen definierten Mechanismus in die Viren verpackt.
Ein zweites Modell geht von einer direkten Interaktion
von Gag und Env aus (Checkley et al, 2011). Dabei wird
die Env Aufnahme in die Viruspartikel durch direkte Bin-
dung des mit der Plasmamembran assoziierten N-Termi-
nus von MA und dem C-Terminus des transmembranen
gp41 angenommen (Bell & Lever, 2012). Eine weitere An-
nahme ist, dass keine direkte, sondern eine indirekte Ver-
bindung zwischen Gag und Env {iber ein zelluldres Prote-
in besteht (Checkley et al, 2011). Gestirkt wird diese An-
nahme durch eine Vielzahl bekannter Interaktionen von
Gag, sowie der C-Terminalen Doméne von gp41 mit zellu-
laren Proteinen. Allerdings gibt es aus dieser Vielzahl an
moglichen Faktoren, die fiir die Env Inkorporation zustén-
dig sein konnten, keinen, bei dem diese Funktion eindeu-
tig bestitigt ist. Ein letztes Modell geht von einem ,,Co-
Targeting® von Gag und Env liber gemeinsam gebundene
zelluldre Strukturen aus (Checkley et al, 2011). Hier ste-

hen vor allem ,,Lipid Rafts* der Plasmamembran im Vor-
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Abbildung 7. 3: Modelle der Env Inkorporation. (A) Zufal-
lige Aufnahme von Env in die Viruspartikel. (B) Env Aufnah-
me durch direkte Gag(MA) - Env(gp41) Interaktion. (C) Env
Inkorporation durch ,Co-Targeting” Uber Protein, die sowohl
mit Gag, als auch mit Env interagieren. (D) Assoziation von
Env und Gag mit Membranmikrodoménen.

dergrund, da eine Interaktion von Gag und Env mit diesen
Mikrodoménen bekannt ist. Zudem ist eine erhohte Dich-
te an ,,Lipid Rafts” in der Virusmembran zu finden, die
durch Interaktion von Gag mit diesen Mikrodoménen her-
vorgerufen wird (Ono, 2010). Da Env ebenso mit diesen
Membran-Mikrodo-ménen assoziiert, kann durch Rekru-
tierung der Mikro-doménen durch das Gag-Vorlauferprote-
in, das virale Glycoprotein in die entstehenden Virusparti-
kel inkorpo-riert werden. Betrachtet man die aktuellen
Forschung-ergebnisse genauer, ist eine Tendenz in Rich-
tung einer direkten Interaktion von Gag und Env oder die
Inkorporation von Env iiber die Assoziation mit Mem-
bran-Mikrodoménen, zu erkennen. Die zuféllige Inkorpo-
ration des viralen Glycoproteins in die Viruspartikel steht,
trotz passender theoretischer Env Verteilung von im
Schnitt zehn zufdllig inkorporierter Glycoproteine pro Vi-

rion, nicht mehr im Fokus.

MPMV Assembly

Innerhalb der Gruppe der Retroviren gibt es zwei verschie-
dene Orte des Zusammenbaus in der Zelle. Typ D Retrovi-
ren, wozu auch das Mason-Pfizer Monkey Virus (MPMYV)
gehort, assemblieren die Gag-Vorlauferproteine, sowie
alle anderen viralen Proteine und das virale Genom, im
Cytoplasma (Rhee & Hunter, 1990). Typ C Retroviren,
wie HIV-1 oder das Moloney Murine Leukdmie Virus
(MoMuLV), assemblen hingegen an der Plasmamembran
(Choi et al, 1999). Diese unterschiedlichen Orte des Zu-
sammenbaus kann man sich zunutze machen, um die Vi-
rusreplikation genauer zu untersuchen und eventuell neue
Angriffspunkte fiir Antivirale-Therapien zu finden. Der
MPMV Zusammenbau (Abbildung 7.4) wird hauptsich-
lich durch das virale Gag Vorlauferprotein, das aus dem
Matrix Protein (MA), dem Phosphoprotein pp24, pl2,
CA, NC und p4 besteht, vermittelt (Bohmova et al, 2010).
Dabei werden die Gag-Vorlduferproteine als Monomere,
aber auch als Dimere oder Trimere an die ,,Assembly-Si-
te* transportiert. Das entscheidende Signal fiir den Trans-
port der Gag-Vorlduferproteine an die cytoplasmatische
,»Assembly-Site” befindet sich in MA (Rhee & Hunter,
1990). Identifiziert wurde ein 18 Aminoséduren langer Be-
reich, der die notwendigen Informationen enthélt die Gag-
Vorlauferproteine an den Ort des Zusammenbaus der un-
reifen Viruscapside in der pericentriolaren Region der Zel-
le zu bringen (Choi et al, 1999). Der Transport der Gag-
Vorlauferproteine an die pericentriolare Region iiber die-
ses CTRS (Cytoplasmic Targeting/Retention Signal) resul-
tiert aus einer Interaktion dieses Bereiches mit dem zellu-
laren Vesikeltransportweg (Vlach et al, 2008). Hierbei bin-
det das CTRS an das akzessorische Tctex-1 Protein der
leichten Kette des zelluliren Dynein/Dynein Motorkom-
plexes (Vlach et al, 2008). Somit werden die Gag-Vorlau-
ferproteine an der ,,Assembly-Site” konzentriert und ver-
bleiben an dieser Stelle, bis der Capsid-Zusammenbau be-
endet ist (Choi et al, 1999). Eine Deletion dieses Berei-
ches hat den Zusammenbau der Viren an der Plasmamem-
bran zur Folge (Choi et al, 1999). Allerdings liegt diese
Verdnderung der Assembly-Site von der pericentriolaren

Region hin zur Plasmamembran an einer einzigen Amino-
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sdure, deren Verdnderung einen ,,Switch® von Typ D zu
Typ B/C Zusammenbau bewirkt (Choi et al, 1999; Rhee
& Hunter, 1990). Hierbei handelt es sich um die Veridnde-
rung von Arginin an Position 55 des Gag-Vorlduferprote-
ins, in MA, zu Tryptophan (R55W Mutation) (Rhee &
Hunter, 1990). MPMVR3W zeigt einen mit wildtypischen
MPMYV vergleichbaren Gehalt an Gag-Vorlauferproteinen,
ebenso wie eine vergleichbare Virusmenge, die freigesetzt
wird (Rhee & Hunter, 1990). Allerdings sind diese Viren
nicht infektids. Hauptunterschied zwischen wildtypi-
schem MPMV und MPMVR>W st wie bereits genannt,
der Ort des Viruszusammenbaus. Durch diese Mutation
werden strukturelle Umlagerungen der Gag-Vorlauferpro-
teins induziert, wodurch das CTRS nicht mehr frei zugéng-
lich ist und somit keine Interaktion mit Tctex-1 stattfinden
kann (Vlach et al, 2008). Da MPMV Gag, ebenso wie
HIV-1 Gag, N-Terminal myristyliert wird, binden die
Gag-Vorlauferproteine bei Fehlen des CTRS an der Plas-
mamembran und bauen sich dort mit anderen Gag-Vorldu-
ferproteinen zu dem unreifen Virus zusammen (Vlach et
al, 2008). Der Zusammenbau der unreifen Viruspartikel
verlauft nach dhnlichem Prinzip wie der HIV-1 Zusam-
menbau. Auch bei MPMYV sind laterale Gag Interaktio-
nen, die hauptsidchlich durch den C-Terminalen Bereich
des CA und, da MPMV kein SP1 zwischen CA und NC
besitzt, durch den N-Terminalen Bereich von NC, wichtig

(Bohmova et al, 2010). Zudem wirken p12-p12, NC-RNA
und NC-NC Interaktionen stabilisierend wihrend des Vi-
ruszusammenbaus (Bohmova et al, 2010; Weldon et al,
1998). Die zusammengebauten viralen Procapside werden
zur Freisetzung an die Plasma-membran transportiert. Die-
ser Transport erfordert eine N-Terminale Myristylierung
des viralen Gag, sowie eine Interaktion mit dem viralen
Glycoprotein Env (Sfakianos & Hunter, 2003). Der Env
Transport tiber den sekretorischen Transportweg der Zelle
durch das Trans-Golgi Netzwerk hin zur Plasmamembran
kann Verdnderungen der Zellmorphologie, sowie der endo-
somalen Transportwege induzieren, die den Procapsid
Transport zur Plasmamembran fordern (Sfakianos &
Hunter, 2003; Song et al, 2005). Fiir den Transport des
Procapsids zu der Plasmamembran wird, ebenso wie fiir
die Assoziation der Gag-Vorlauferproteine mit der pericen-
triolaren Region bei dem Viruszu-sammenbau, ATP beno-
tigt (Weldon et al, 1998). Das MPMV Budding findet, wie
auch das HIV-1 Budding in Abhingigkeit der zelluldren
ESCRT Maschinerie statt (Song et al, 2005).

Da das Signal, das fiir die Unterschiede in der Assembly
Site der Typ D und TypB/C Retroviren bekannt ist, kann
man nicht nur den MPMV Zusammenbau durch die
R55W Mutation an die Plasmamembran verlagern,
sondern auch bei Typ B Retroviren einen cytoplas-

matischen Viruszusammenbau induzieren. Hierzu wurde

Tabelle 7.1: Gegeniberstellung HIV-1 und MPMV Zusammenbau

HIV-1
Typ C
Plasmamembran

Virustyp
Assembly-Site

Targeting Signal Myristylsdure
HBR

Gag-Gag Interaktionsstellen ~ CActo/SP1 - CActo/SP1
NC - NC
NC - vRNA

Bildung von VLP

Gag ausreichend fur die Bildung von

MPMV
Typ D
Zytoplasma,

Pericentriolare Region
CTRS

CActo/NCnto - CActo/NCntd

NC - NC

NC - vRNA

keine Bildung von VLP bei Fehlen

VLP viraler Proteine und der viralen RNA
Env Inkorporation durch Interaction mit Notwendig fir Transport der
Gag Procapside an die Plasmamembran

ESCRT Rekrutierung L-Domaéne in p6:

PTAP/PSAP, XPXL

L-Domaéne in pp24:
PTAP/PSAP, PPXY
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Vorlduferproteine

Plasmamembran

Microtubuli

Abbildung 7. 4: MPMV Assembly und Capsid Transport. Schematische Darstellung des MPMV Mikrotubuli-assoziierten Zu-
sammenbaus an der Pericentriolaren Region im Zytoplasma und anschlieBendem Transport der Procapside an die Plasmamem-

bran.

das MPMV CTRS anstelle einer #hnlichen, elf
Aminosduren lange Sequenz in MA des MoMuLV
eingebracht (Choi et al, 1999; Vlach et al, 2008). Diese
Insertion hat den Zusammenbau des Typ B MoMuLV in
der pericentriolaren Region zur Folge (Vlach et al, 2008).
Durch diese Verdnderungen in der Assembly Site der
verschiedenen Retroviren, die wie man sieht, gegenseitig
austauschbar sind, kann man retrovirale Infektionen
besser studieren und, wie bereits genannt, potentielle

Angriffspunkte fiir Inhibitoren identifizieren.

Budding und Freisetzung

Das HIV-1 Budding und die Freisetzung ist von der zellu-
laren ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for
Transport) Maschinerie abhingig (Abbildung 7.5)
(Bukrinskaya, 2004; Sundquist & Kréusslich, 2012).
Hauptverantwortlich fiir die Rekrutierung der zelluldren
ESCRT Maschinerie ist die L-Doméne (Late-Domine)
von p6 des Gag-Vorlduferproteins (Martin-Serrano &
Neil, 2011; Sundquist & Kréusslich, 2012). Diese Doma-

ne besteht aus zwei verschiedenen Bindemotiven, iiber
die Bestandteile des ESCRT Weges aktiviert und gebun-
den werden konnen. Das p6 PTAP/PSAP Motiv bindet die
ubiquitinylierte TSG101 Untereinheit von ESCRT I, wo-
durch die Freisetzung initiiert wird (Bukrinskaya, 2004;
Martin-Serrano & Neil, 2011). Die Rekrutierung von
ESCRT III kann durch das p6 XPXL-Motiv und dessen
Bindung eines ALIX Faktors (Kuang et al, 2011;
Sundquist & Krausslich, 2012), allerdings auch durch ei-
ne Verbindung iiber ESCRT II Proteine oder das
ESCRT III Protein CHMP6 vermittelt werden
(Martin-Serrano & Neil, 2011). Eine weitere Interaktion
des viralen Gag mit der ESCRT Maschinerie wird durch
Ubiquitinylierung von Gag vermittelt (Sundquist &
Kréausslich, 2012), was bei einer Deletion der L-Doméne
die Virusfreisetzung aufrecht erhilt (Martin-Serrano &
Neil, 2011). Allerdings kann ebenso bei ausbleibender
Gag Ubiquitinylierung Virusfreisetzung stattfinden
(Martin-Serrano & Neil, 2011), wodurch kein viraler Fak-

tor identifiziert werden kann, der fiir die Freisetzung abso-
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lut notwendig ist. Vermutlich ist die Virusfreisetzung das
Resultat des Zusammenspiels verschiedener Faktoren, die
im Einzelnen nicht notwendig, aber dennoch ausreichend
sind, um die Freisetzung zu initiieren. Nach erfolgreicher
Initiation der Freisetzung und Bindung von ESCRT I folgt
durch die Rekrutierung von ESCRT III die Abschniirung
der Viren. Hierfiir sind vor allem CHMP2 und CHMP4
verantwortlich, die sich in einem Komplex um den Mem-
branhals schniiren, diesen dadurch verldngern und die bei-
den Membran-Seiten in engen Kontakt bringen
(Martin-Serrano & Neil, 2011; Sundquist & Kréausslich,
2012). Generell wird bei der Vesikelabschniirung durch
die ESCRT Maschinerie neben CHMP2 und CHMP4
auch CHMP6 zur Rekrutierung der CHMPs bendtigt
(Martin-Serrano & Neil, 2011). Die Rekrutierungsfunkti-
on von CHMP6 kann bei der HIV-1 Freisetzung durch die
ALIX Faktoren ersetzt werden (Martin-Serrano & Neil,
2011). Die endgiiltige Freisetzung wird durch die Mem-
branfusion, sowie den Abbau der ESCRT III Faktoren ver-
mittelt. Dieser Abbau ist energieabhéngig und bendtigt
somit die Hydrolyse von ATP (Pincetic et al, 2010). Hier-
fiir wird VPS4 (Vakuolar Protein Sorting), das eine ATPa-
se bindet, rekrutiert (Pincetic et al, 2010). CHMP4B und
CHMP6 binden bereits wahrend der Abschniirung VPS4
an der Plasmamembran, wodurch es fiir den Abbau des
ESCRT III Komplexes verfiigbar ist (Kuang et al, 2011).
Ein Komplex aus CHMP5 und LIP5 bindet die VPS4-AT-
Pase, vermittelt so den Kontakt zu den CHMPs und infol-
ge der ATP Hydrolyse den Abbau von ESCRT III, wo-
durch die Viren freigesetzt werden (Kuhl et al, 2011;
Martin-Serrano & Neil, 2011; Pincetic et al, 2010;
Sundquist & Kriusslich, 2012).

Struktur unreifer Viren

Die unreifen Viren enthalten bereits alle benétigten vira-
len Proteine, sowie das virale Genom. Wiahrend des Zu-
sammenbaus der Viren werden ca. 2500 Kopien des Gag-
und GagProPol-Vorlduferproteins (Briggs & Kréusslich,
2011; Carlson et al, 2008) an die Plasmamembran gebun-
den. Mit Gag assoziiert werden zwei Kopien des viralen

positiv stringigen RNA Genoms, inklusive zelluldrer

| P
VPS  arp -/ =
| CHMP5/LIP5[ a %ﬁ? 05

ATPase ESCRT Il

Abbildung 7. 5: Schematische Darstellung der Rekrutierung
der zellularen ESCRT Maschinerie zur Virusfreisetzung.

tRNA Primer, integriert (Sundquist & Krausslich, 2012).
Von dem viralen Env Protein sind ca. zehn Trimere des
Glycoproteins auf der Oberfldche eines Viruspartikels ent-
halten (Checkley et al, 2011; Sundquist & Krédusslich,
2012). Diese geringe Anzahl an viralen Oberflachenprotei-
nen reicht fiir die Bindung an eine neue Zielzelle aus und
mindert gegeniiber einer, wie bis vor einigen Jahren ange-
nommen und immer noch héufig dargestellten weitaus ho-
heren Menge an Env auf der Virusoberflache, die Immun-
antwort, sowie cytotoxische Effekte (Checkley et al,
2011).

Die Kriimmung der Virionen wird durch die radiale An-
ordnung der Gag-Vorlauferproteine, deren N-Terminales
Ende durch das Matrix Protein in der Virusmembran ver-
ankert und das C-Terminale Ende Richtung Viruszentrum
orientiert ist, sowie durch die hexamere Gitterstruktur, her-
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vorgerufen (Ganser-Pornillos et al, 2008). Hauptverant-
wortlich fiir dieses Gitter aus Gag-Vorlauferproteinen ist
die C-Terminale Doméne des CA Bereichs und SPI.
Durch ,,molecular crowding“ aneinandergrenzender
CActp Regionen wird eine kontinuierliche a Helix gebil-
det, die an den Beriihr-ungspunkten dimerisiert
(Sundquist & Krausslich, 2012). Seitlich betrachtet ergibt
sich aus der hexagonalen Struktur, durch die Interaktion
des CActp eine Tassenformige Struktur (Ganser-Pornillos
et al, 2008). Zwischen MA und CAntp besteht keine feste
Bindung. Diese beiden Bereiche werden lediglich tiber
eine flexible Interaktionsstelle verbunden (Ganser-Pornil-
los et al, 2008). Insgesamt wird die Struktur unreifer HIV-
1 Partikel durch verschiedene Bindestellen bestimmt und
stabilisiert. Formgebend ist, wie bereits beschrieben, die
Interaktion zwischen den C-Terminalen Bereichen des
Capsids und des SP1. Zudem wird die Struktur durch die
Bindung des viralen RNA Genoms an NC und zusétzliche
NC-NC Interaktionen verstérkt.

Jedoch ist das Gitter aus Gag-Vorlduferproteinen nicht ge-
schlossen, da wihrend der letzten Budding Schritte kein
Gag mehr in die Virionen eingelagert werden kann
(Briggs & Kriusslich, 2011). Ab einem gewissen Fort-
schritt des HIV-1 Zusammenbaus und der daraus resultie-
renden Ausstlilpung der Virionen kann durch die verblei-
bende Offnung kein Gag-Vorlduferprotein mehr in die Vi-
rionen gelangen. Dadurch entsteht an der Stelle, an der
die Viren von der Zellmembran abgeschniirt werden eine
Liicke in der Gag-Schicht (Briggs & Krausslich, 2011;
Carlson et al, 2008). Somit sind nach der Virusfreisetzung
lediglich ungefdhr zwei Drittel der Virusmembran mit
Gag bedeckt (Carlson et al, 2008).

Alternative Freisetzungswege

Neben der zellfreien Virustransmission gibt es noch eine
Reihe weiterer mdglicher Ubertragungswege. Zudem wur-
den in verschiedenen Zellkulturen alternative Orte des Vi-
ruszusammenbaus, sowie der Freisetzung festgestellt.
HIV-1 kann neben dem Zusammenbau und Budding an

der Plasmamembran auch an der Membran von intrazellu-

laren Vesikeln, spdte Endosomen oder Multivesikulédre
Korper, stattfinden (Balasubramaniam & Freed, 2011).
Dabei ,,budden® die Viren in das Vesikelinnere und wer-
den iiber den zelluldren exosomalen Weg freigesetzt
(Balasubramaniam & Freed, 2011). In Makrophagen kann
die Freisetzung aus sogenannten Nanotubuli stattfinden
(Bennett et al, 2009). Diese tubuldren Kompartimente
sind mit HIV-1 enthaltenden Multivesikuldren Korpern
verbunden und haben einen Durchmesser von ca. 150-
200 nm bei einer Lénge von ca. 5 um, wodurch die Viren
freigesetzt werden (Bennett et al, 2009). Dadurch kann
eine gezielte Freisetzung und Ausbreitung einer groB3en
Virusmenge erreicht werden. Der am haufigsten auftreten-
de alternative HIV-1 Ubertragungsweg ist die Virologi-
sche Synapse (VS) (Balasubramaniam & Freed, 2011;
Flint, 2009; Llewellyn et al, 2010; Sundquist &
Kréusslich, 2012). Die Virusausbreitung iiber VS ist zwei
bis drei Zehnerpotenzen effizienter als iiber eine zellfreie
Transmission (Flint, 2009). Virologische Synapsen sind
stabile interzelluldre Verbindungen, die vor allem von infi-
zierten CD4" T-Zellen, aber auch von Makrophagen, den-
dritischen Zellen und Monocyten ausgebildet werden
(Jolly, 2010; Sundquist & Krausslich, 2012). Die Ausbil-
dung der Synapsen erfordert, neben der Infektion durch
HIV-1, einen engen Kontakt mit einer Zielzelle
(Balasubramaniam & Freed, 2011). Zielzellen sind Zel-
len, die das Potential besitzen VS ausbilden zu konnen,
wie CD4" T-Zellen, aber auch Epithelzellen (Jolly, 2010;
Sundquist & Krausslich, 2012). Um eine Verbindung der
Zellen herzustellen, muss eine Polarisation der infizierten
Zelle stattfinden, was bei T-Zellen die Ausbildung von Ur-
opoden bedeutet (Llewellyn et al, 2010). Vermittelt wird
die Polarisierung der infizierten Zelle Richtung Zielzelle
durch Reorganisation des Aktin Cytoskeletts, sowie einer
Veranderung der Lage des Mikrotubuli-Organisations-Zen-
trums (MTOC) (Jolly, 2010). Der Zusammenbau der Vi-
ren findet an den Uropoden statt. Die Lokalisation des vi-
ralen Gag wird dabei durch die Konzentration von ,,Lipid
Rafts* und Integrinen an der Kontaktzone zu einer Zielzel-
le hin gerichtet gesteuert (Jolly, 2010; Llewellyn et al,
2010). Durch die NC-RNA vermittelte Multimerisierung
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der Gag-Vorlauferproteine gelangen moglichst viele Gag-

Vorlauferproteine, sowie alle anderen Viruskomponenten

an die Uropoden-Plasmamembran (Llewellyn et al, 2010).

Auch an der Zielzelle findet eine Reorganisation des Cy-
toskeletts statt (Jolly, 2010). Zudem werden CD4 Rezepto-
ren, sowie die Corezeptoren CXCR4, auf T-Lymphocyten,

bzw. CCRS5 auf Makrophagen, an die Kontaktstelle zu der

infizierten Zelle rekrutiert (Felts et al, 2010; Flint, 2009).

Zellkontakt, sowie Membranfusion werden, wie bei dem

Kontakt freier Viren mit der Zielzelle, iiber das virale

Env, das ebenfalls an Uropoden der infizierten Zelle loka-
lisiert ist, und den CD4 Rezeptoren, sowie entsprechen-
den Corezeptoren vermittelt (Llewellyn et al, 2010). Wird

eine VS zwischen einer infizierten Dendritischen Zelle

(DC) und einer nicht infizierten T-Zelle ausgebildet, wer-
den die Viren in Membranzwischenrdume der DCs freige-
setzt und gelangen iiber Filopodienbriicken, die von der T-

Zelle Richtung DC gebildet werden, an die Rezeptoren

(CD4, CXCR4) der T-Zelle und werden von dieser aufge-
nommen (Felts et al, 2010). Zusitzlich zu diesen Ubertra-
gungswegen findet immer Virusfreisetzung durch Zusam-
menbau und Abschniirung an anderen Stellen der Plasma-
membran statt (Flint, 2009). Bei der gleichzeitigen Ausbil-
dung einer virologischen Synapse konnen freigesetzte Vi-
ren durch Assoziation mit der Zelloberflache der infizier-
ten Zelle leichter an neue Zielzellen gelangen, indem sie

die Oberfldche der Virologischen Synapse, oder nahe gele-
gene Filopodien nicht infizierter T-Zellen, als Transmissi-
onsweg nutzen (Jolly, 2010; Sundquist & Kréausslich,

2012).

Zellulare Restriktionsfaktoren

CD 317

CD317 gehort zu der Gruppe der Typ II Transmembran-
proteine (Kuhl et al, 2011; Ono, 2010) und ist in der Lage
die Virusfreisetzung zu inhibieren, indem es die Viren an
die Zellmembran bindet (Neil et al, 2007; Van Damme et
al, 2008). Es besteht aus einer kurzen N-Terminalen
zytoplasmatischen Doméne, einer transmembran-Doméi-

ne, einer extrazelluldren Dimerisierungsdomine und ei-

Env-Glycoproteine

virale RNA

Gag-
Vorlauferproteine

CD317

Plasmamembran

~=

Abbildung 7. 6: Arten der Bindung der freigesetzten Viren an
die Plasmamembran durch CD317

nem C-Terminalen GPI-(Glycosylphosphatidylinositol-)
Anker (Kuhl et al, 2011; Ono, 2010). Am N-Terminalen
Ende ist CD 317 iiber die Transmembrane Doméne in die
Plasmamembran integriert und am C-Terminus iiber den
GPI-Anker, der mit ,,Lipid Rafts* der Zellmembran assozi-
iert (Ono, 2010). Die ,,Lipid Rafts* stellen zudem eine di-
rekte Verbindung von Gag-Vorlauferproteinen und CD
317 dar, wodurch eine direkte Verbindung zwischen CD
317 und der HIV-1 Assembly-Site entsteht. Die festhalten-
de Funktion des CD 317 entsteht zum einen durch die
membranspannende Eigenschaft, da das Protein an beiden
Enden mit der Plasmamembran asoziiert, zum anderen
durch die Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen den
Ectodoménen zweier paralleler CD 317 (Kuhl et al,
2011). Dies ergibt zwei verschiedene Bilder, wie die Vi-
ren an der Zelloberfliche gehalten werden (Abbildung
7.6). Die so gebundenen Viren werden von der Zelle wie-
der aufgenommen und in spiten Endosomen oder Lysoso-
men abgebaut (Kuhl et al, 2011).

Antagonisiert wird CD 317 durch das virale Protein Vpu
(Ono, 2010). Es sorgt fiir die herunter Regulierung von
CD 317 auf der Zelloberfache liber zwei verschiedene Me-
chanismen. Es kann zum einen den generellen CD 317
Pool der Zelle reduzieren und zum anderen bereits in die
Membran eingelagertes CD 317 via proteasomalen oder

lysosomalen Abbauwegen abbauen (Ono, 2010).

Unterschieden wird aufgrund des Vorkommens von CD
317 zwischen permissiven und restriktiven Zellen (Neil et
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al, 2007). B-Zellen, Dendritische Zellen, sowie aktivierte
T-Zellen gehoren, da sie CD 317 exprimieren, in die Grup-
pe der restriktiven Zellen (Van Damme et al, 2008). Mak-
rophagen beispielsweise sind permissive Zellen, da diese
kein CD 317 exprimieren.

ISG-15

ISG-15 (Interferon-stimuliertes Gen 15), ein Ubiquitin-
dhnliches Dimer, inhibiert die Freisetzung der Viren tiber
den zelluldaren ESCRT Weg (Pincetic et al, 2010; Skaug &
Chen, 2010). Die Freisetzung der Viren durch die zellula-
re ESCRT Maschinerie bendtigt eine Ubiqui-tinylierung
von Gag, sowie die Rekrutierung von Vps4 und
ESCRT III (Martin-Serrano & Neil, 2011; Pincetic et al,
2010). Da ISG-15 Ubiquitin-dhnlich ist, wire anzuneh-
men, dass dieses Protein an Gag bindet und dadurch die
Ubiquitinylierung verhindert, was die Virusfreisetzung
inhibiert. Allerdings ist dies nicht der Angriffspunkt von
ISG-15. Es bindet stattdessen kovalent an die ESCRT III
Proteine CHMP2A, CHMP4B, CHMP5 und CHMP6
(Kuang et al, 2011; Skaug & Chen, 2010; Sundquist &
Krausslich, 2012). ISGylierung von CHMP4B und
CHMP6 bewirkt eine Abschwichung der Bindung von
VPS4, wodurch dieses nicht mehr an der Plasmamembran
gehalten, sondern in das Cytosol freigesetzt wird (Kuhl et
al, 2011). ISGylierung von CHMP2A und im Besonderen
ISGylierung von CHMP5 verhindert die Interaktion von
CHMP5 mit LIP5, wodurch VPS4 und die dadurch akti-
vierte ATPase nicht rekrutiert und gebunden werden kann
(Kuhl et al, 2011; Pincetic et al, 2010). Durch die fehlen-
de Energie aus der ATP Hydrolyse kann der ESCRT III
Komplex nicht gespalten werden und die Viren bleiben an
der Membran gebunden (Pincetic et al, 2010). Die Inhibiti-
on der Virusfreisetzung durch ISG-15 ist durch die Wir-
kung von ISG-15 auf zelluldre Proteine ein generell antivi-
raler Mechanismus, der auf verschiedene Viren, die die
zellulire ESCRT Maschinerie zur Virusfreisetzung ver-
wenden, wirkt (Skaug & Chen, 2010).

Fragen

Nennen Sie zwei unterschiedliche Mechanismen des

retroviralen Assembly mit jeweils zwei Beispielen.

2. Welches vitale Protein ist fiir das HIV-1 Assembly
unerlésslich?

3. Was sind ,lipid rafts* und welche Rolle spielen sie
beim HIV-1 Assembly?

4.  Was ist ein CTRS und welche Funktion hat es?

Wo genau in der Zelle findet das MPMV Assembly
statt und wie erfolgt der Transport der unreifen
Capside?

6. Beschreiben Sie die zwei Modelle fiir HIV-1
Assembly und Release. Welches trifft vermutlich zu?

7. Was versteht man unter Maturation?

Wie unterscheiden sich unreife und reife HIV-1
Partikel (beziiglich Gag)?

9.  Welches Protein spielt bei der HIV-1 Maturation eine
Rolle? Wie entsteht es und wie gelangt es zu seiner

enzymatischen Aktivitét?

10. Geben Sie die Reihenfolge der Gag-Schnittstellen,

die nacheinander von der PR gespalten werden, an.

11. Wie viele Proteaseinhibitoren (PIs) sind zur Zeit auf
dem Markt? Nennen Sie die Besonderheiten von

Ritonavir und Darunavir.

12. Nennen Sie mogliche Resistenzmechanismen gegen
PIs.

Antworten

1. Zum einen kann retrovirales Assembly an der Plasma-
membran stattfinden, z.B. HIV-1 und MLV, zum anderen
kann Assembly der Retroviren im Falle von MPMV oder
MMTYV im Cytoplasma stattfinden.

2. Das Gag Protein.

3. ,,Lipid Rafts* sind spezielle Membranmikrodomaénen, die
Cholesterol, Glycoshingolipide und verschiedene spezifi-
sche Proteine enthalten. Sie spielen bei der Inkorporation
von Env in die Viruspartikel eine wichtige Rolle und sind
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zudem mit Gag assoziiert. Ist kein Cholesterol in der Plas-
mamembran vorhanden, kann kein HIV-1 Assembly statt-
finden.

4. Das CTRS ist ein kurzes Peptid-Signal in der MA Doma-
ne von MPMV Gag. Dieses Signal ist hochkonserviert in
Typ B und D Retroviren. Das CTRS ist fiir die Lokalisati-
on der Gag Polyproteine in der Pericentriolaren Region
im Cytoplasma der Zellen zusténdig.

5. MPMYV Assembly findet im Cytoplasma in der pericentrio-
laren Region statt. Der Transport der unreifen Capside
von der pericentriolaren Region an die Plasmamembran
erfolgt Env-abhingig und Mikrotubuliassoziiert durch das
Vesikel-Transportsystem der Zelle.

6. Ein Modell besagt, dass die zelluldire ESCRT Maschinerie
bereits frith wihrend dem Budding rekrutiert und aktiviert
wird, wobei das Gag-Gitter noch nicht vollstindig ge-
schlossen ist. In einem zweiten Modell sorgt die ESCRT
Maschinerie erst nach vollstindigem Viruszusammenbau
fiir die Virusfreisetzung. Das erste Modell trifft dabei ver-
mutlich zu.

7. Maturation ist der Prozess, in dem das unreife Gag Gitter
durch die Spoaltung der Gag Vorlauferproteine durch die
virale Protease disassembled und sich anschliefend zu
dem reifen Core Capsid zusammensetzt.

8. Das unreife Gitter besteht aus einem Netz aus hexameren
Gag- Vorlauferproteinen mit Liicken in der Struktur. Das
reife Gitter besteht aus dem conischen Core aus CA.

9. Die virale Protease spielt bei der HIV-1 Reifung eine wich-
tige Rolle und erlangt durch autokatalytische Spaltung
und Dimerisierung seine enzymatische Aktivitt.

10. 1) SPI/NC
2) MA/CA, SP2/P6
3) CA/SP1, NC/SP2

11. Zur Zeit sind neun verschiedene Proteaseinhibitoren auf
dem Markt. Ritonavir zum Boosten (P450), Darunavir:
hohe genetische Barriere, wirkt somit auch in Therapie-er-
fahrenen Patienten.

12. Resistenz-Mutationen (primér und sekundér), AA Inserti-
onen, Mutationen in Gag
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Einleitung

Unter anderen Faktoren ist Nef der Hauptpathogenititsfaktor
von HIV. Es ist flir die Ausbildung von AIDS verantwortlich,
indem es effizient CD4+ Zellen und auch andere ,,bystander
Zellen durch Apoptose totet (Xu et AL, 1999). In transgenen
Mausen, die Nef exprimieren, kann schon Nef alleine eine
AIDS dhnliche Krankheit auslosen, was als Beweis gilt, dass
Nef bei der Entwicklung von humanem AIDS stark beteiligt
ist (Hanna et al, 1998).

Ein vollstindig gespleifites, 2-kbp langes Transkript kodiert
fiir Nef. nef ist am 3° Ende vor der HIV-1 LTR lokalisiert
und tberlappt mit dieser (s. auch Kapitel 1). Es kodiert ein
27-35 kDa grof3es Protein, abhéngig von der post-translatio-
nellen Modifikation (Glykolysierung, Myristy-lierung) (Cul-
len, 1991).

Einen weiteren Hinweis auf die Beteiligung von Nef an der
Ausbildung von AIDS zeigt eine australischen Kohorte, in
der 8 HIV positive Personen mit einer nef Deletion in der Re-
gion, in der das nef Gen mit der LTR {iberlappt, {iber einen
langeren Zeitraum untersucht wurden. Die Personen mit nef’
Deletion bekamen nach 14 bis 18 Jahren nach Infektion kein
AIDS und blieben, bis auf eine Ausnahme, asymptomatisch,
auch ohne antiretrovirale Therapie. Infiziert wurden sie
durch einen HIV positiven Blutdonor. Diese Personen wur-
den bekannt als ,,longterm non-progressor* (Learmont et al.,
1999).

Eine weitere Studie wurde mit kloniertem ,,simian
immunodeficiency virus® (SIV) durchgefiihrt, bei dem ein
verfriihtes Stopcodon in der nef Region ein kloniert wurde.
Infizierte Rhesusaffen wiesen ein hohes Mal} an Revertanten
auf, die in den infizierten Individuen vorherrschten (Kestler
et al., 1991). Dies zeigt, dass starke, selektive Kréfte auf
diese nef Mutation wirken und Revertanten begiinstigt sind.
Waurde nef komplett aus dem SIV Genom deletiert, so wurde
die in vitro Replikation von SIV nicht beeintrachtigt. Die in
vivo Replikation dagegen wurde stark verandert. Niedrigere
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Myristat Gruppe

Abbildung 9.1: Schema Nef Interaktionsdomainen. Schematisch gezeigt sind wichtige Doménen von Nef, welche in der Bindung

zellularer Proteine eine Rolle spielen.

Virustiter und geringere Pathogenitét (kein AIDS) waren die
Folge (Kestler et al, 1991). Auch dies beweist, dass Nef eine
kritische Rolle in der HIV Pathogenitét innehat.

Die beschriebenen Funktionen von Nef sind mannigfaltig. Es

trdgt dazu bei, dass infizierte Zellen vom Immunsystem des

Wirts nicht als solche erkannt werden, es ist mitverantwort-
lich fiir den Riickgang der T-Zell Zahlen, es erhoht die Infek-
tiositét von Viruspartikeln, inhibiert die Apoptose in infizier-
ten Zellen und induziert sie in Nachbarzellen. Nicht zuletzt

inhibiert Nef die Zellmotilitit von infizierten Zellen und akti-
viert inaktivierte infizierte Zellen.

Rezeptor Modulation

Eine dieser Funktionen ist die Herunterregulation des CD4
Rezeptors. Nef bindet mit seiner CD4 Binderegion an den
Aminosduren 407-419 des Rezeptors, besonders wichtig hier-
bei sind 2 Leucine an Position 413 und 414. Nef rekrutiert
das zelluldre Protein Adapterprotein AP-2, welches zur Fami-
lie der Clathrin rekrutierenden Proteine gehort, zu dem CD4
Rezeptor, durch Bindung des Di-Leucin Motivs an der p Un-
tereinheit von AP-2 (Abbildung 9.2) (Marsh & McMahon,
1999). Durch die Co-Lokalisation von CD4 und AP-2 wird
die Endozytose durch Clathrin-coated Vesikel erleichtert (Jin
et al., 2005). Endozytose findet in der Zelle auch im Normal-
zustand auf die gleiche Art und Weise statt, Oberflichenpro-
teine werden stéindig recycelt. Nach der Endozytose inter-
agiert Nef mit B-COP durch das EE Motiv. B-COP ist ein zel-
luldres Protein, welches den endozytierten CD4 Rezeptor
zum endosomalen Weg und damit zur Degradation dirigiert
(Abbildung 9.2) (Schaefer et al., 2008). Dieser Prozess ge-
schieht schon sehr frith nach der Infektion, da eine Superin-

fektion mit anderen HI-Viren ausgeschlossen werden soll
(Alessia et al., 2011). Eine Superinfektion setzt die Zelle
stark unter Stress und 16st Apoptose aus. Aulerdem wird da-
durch die Immunantwort gemindert, da der CD4 Rezeptor
wichtig fiir die Aktivierung der T-Zellen nach Stimulierung
durch ein Antigen beladenes MHC-II Molekiil ist. Nach Sti-
mulierung wiirde der CD4 Rezeptor Signalkaskaden auslo-
sen, die zu einer Immunantwort fithren. Diese bestiinde aus
IFN-y und FasL Produktion. Ebenfalls wichtig in diesem Zu-
sammenhand ist der ,,Release* von Virionen. Da sich auf ei-
nem HIV Virion Env befindet, welches an CD4 bindet, ist
CD4 Modulation vonnéten, um Bindung an diesen Rezeptor
durch Env (gp120 und gp41) zu verhindern und damit den
»Release” der Virionen zu erleichtern (Lundquist et al.,
2004). Auf die gleiche Art und Weise wie CD4 wird auch
CD28 (Leonard ef al., 2011) und der CDS§} Teil des CD8 Re-
zeptors (hier Endozytose durch AP - 1) herunterreguliert (Sto-
ve et al., 2005).

Ein weiterer herunterregulierter Rezeptor ist der ,,major
histocompatibility complex class“ I (MHC-I). Dieser
prasentiert Antigene an zytotoxische T-Zellen. Dazu wird er
im Endoplasmatischen Retikulum (ER) mit Antigenen
beladen, die im Proteasom aus ubiquitinierten Proteinen
gebildet werden. Sowohl zelluldre als auch virale Proteine
werden ubiquitiniert und im Proteasom degradiert und
danach durch den Tap1/2 Komplex unter ATP Verbrauch in
das ER befordert. Beladene MHC-I Molekiile kénnen nun
durch den Golgi Apparat zur Zelloberfliche befordert
werden. Dabei ist der MHC Komplex im Vesikel und nur der
zytoplasmatische Schwanz ragt heraus (Principles Of
Virology, Flint, 2000). Dadurch wird der Peptid-beladene

121



Unbeladenes MHC-I Molekdl

Inaktives MHC-II Molekul

/
Invariant chain /‘

Viraler Partikel
aus dem Endosom

Beladenes MHC-I Molekl

CD4/8/28-Rezeptor
| Beladenes MHC-II Molekil

Frihes
Endosom

Endosomaler
Weg

Abbildung 9.2: Schema Rezeptor Modulation durch Nef. CD4, CD8 und CD28 werden alle durch Nef-AP2 Interaktion per
Clathrin ,coated“ Vesikel endozytiert und durch 3-COP zum Endosomalen Weg dirigiert. Beladene MHC-I Molekiile werden
ebenfalls durch B-COP zum Endosomalen Weg ,rerouted, statt an die Zelloberflache gebracht zu werden. MHC-1I Molekile
werden von der Zelloberfliche endozytiert und im Endosomalen Weg lysiert und durch Verhinderung der Abspaltung der ,in-
variant chain“ oder recycling der ,invariant chain® zur Zelloberflache inaktiviert.

Komplex geschiitzt. An der Zelloberfliche binden
Zytotoxische T-Zellen (CTL) mit dem T-Zell Rezeptor
(TCR) an die MHC-I Molekiile. Zelleigene Proteine werden
erkannt und 16sen keine Reaktion aus, virale Proteine
dagegen aktivieren CTLs und 16sen damit die Vernichtung
der aktivierten Zelle aus (Principles Of Virology, Flint,
2000). Um der Lyse und der Immunantwort zu entkommen,
bindet Nef schon im sekretorischen Kompartiment mit der
EEEE Doméne an den zytoplasmatischen Schwanz von
MHC-I (Abbildung 9.2). Dadurch wird eine Bindestelle an

Nef frei, die AP-1 rekrutieren kann (Sing et al, 2009),
welches zur selben Familie wie AP-2 gehort. Interaktion mit
B-COP dirigiert MHC-I, analog zu CD4, zum Lysosom,
anstatt an die Zelloberfliche gebracht zu werden (Abbildung
9.2) (Leonard et al., 2011). Diese Vorgehensweise von Nef
resultiert in einer geminderten Immunantwort des Wirts, da
die infizierten Zellen nicht als solche erkannt werden.
Zusitzlich werden die bereits an der Zelloberflache
vorhandenen Molekiile verschont. Zellen ohne MHC-I
Molekiile an ihrer Oberfliche werden von Natiirlichen
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Killerzellen (NK) als Folge der angeborenen Immunantwort
abgetotet, da MHC Molekiile NK Zellen in ihrer Funktion,
Zellen abzuttten, inhibieren (Alessia et al., 2011).

Ebenfalls herunterreguliert ist der MHC-II Rezeptor, welcher

ebenfalls Antigene an Antikdrper produzierende und zytotoxi-
sche T-Zellen prasentiert. MHC-II Molekiile kommen nur
auf ,,professional antigen presenting cells* (APC) vor, dazu

gehdren zum Beispiel dendritische Zellen, B-Zellen und
Makrophagen (Principles Of Virology, Flint, 2000). In ande-
ren Zelltypen kann MHC-II nur durch Interferon y Stimulati-
on produziert werden. Dieser Rezeptor wird, anders als

MHC-I, mit von aulen aufgenommenen Peptiden beladen.

Dazu werden Viruspartikel, virale Proteine und Proteine auf
der Zelloberfliche durch Phagozytose oder Endozytose auf-
genommen. In den Vesikeln werden sie durch Proteasen zer-
stiickelt. Die Vesikel verschmelzen dann mit Vesikeln, die

vom Golgi Apparat kommen und ein MHC-II Molekiil trans-
portieren. Dieses MHC-II Molekiil wurde im ER hergestellt
und mit einer invariablen Kette zu einem Komplex fusio-
niert. Die invariable Kette schiitzt das MHC-II Molekiil vor
einer frithzeitigen Beladung mit einem zelluldren Peptid.

Nach der Verpackung in ein Vesikel im Golgi Apparat wird

die invariable Kette abgespalten und degradiert. Das Mole-
kiil ist jetzt bereit, beladen zu werden, was nun durch Ver-
schmelzung mit einem Endosom Vesikel geschieht. Das bela-
dene MHC-II Molekiil wird zur Zelloberfliche gebracht und

prasentiert dort sein Antigen. T-Helferzellen konnen mit dem

TCR dieses Antigen erkennen und reagieren mit Interleukin-

2 Ausschiittung, was zu einer Immunaktivierung fiihrt (Prin-
ciples Of Virology, Flint, 2000). Nef verhindert die Abspal-
tung der invariablen Kette oder 16st Recycling der invariab-
len Kette zur Zelloberfliche aus (Abbildung 9.2) (Stumpt-
ner-Cuvelette et al, 2001), vermutlich durch eine Interaktion

mit Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) (Stumptner-Cuvelette

et al., 2003). Notwendig hierzu sind die aziden Reste der C-

terminalen proximalen Schleife und das Di-Leucin Motiv

(Schindler et al, 2007).

Zusatzlich relokalisiert Nef MHC-II Molekiile von der
Zelloberflache zum Lysosom. Der Mechanismus hierzu ist
unbekannt, doch er ist abhdngig von Rab5 und PI3K und von
Cholesterol in der Plasmamembran. Das EEEE Motiv ist da-

zu ebenso unerldsslich wie die Prolin Reste 72 und 75 des
PxxP Motivs (Schindler et al., 2007).

DC-SIGN, ein transmembranes Typ II Lectin, wird von Nef
dagegen hochreguliert. Das geschieht durch Inhibition der
Endozytose von DC-SIGN, wobei das Dileucin Motiv von
Nef beteiligt ist. DC-SIGN ist ein Molekiil, welches aus-
schlieBlich auf dendritischen Zellen vorkommt und bei der
Adhision an T-Lymphozyten bei Antigen Prisentation eine
wichtige Rolle spielt. Bei eben dieser Adhésion kann das Vi-
rus durch Zell-Zell Transmission iibertragen werden, Erho-
hung der Dichte dieses Molekiils an der Zelloberfliche kann
also die Verbreitung von HIV im Kdrper verbessern (Sol-Fou-
lon et al, 2002).

T-Zell-Migration

Ebenfalls von groer Wichtigkeit fiir die Verbreitung von
HIV im Korper ist die Fahigkeit von HIV, durch Nef, T-Zell
Migration zu inhibieren und dadurch T-Zellen in
Lymphknoten zu halten. Andere T-Zellen konnen so leicht
infiziert werden und die Lymphknoten werden infolgedessen
zu einem Virus Reservoir. Zusétzlich wird, durch Inhibierung
der Motilitdt von T-Lymphozyten, verhindert, dass sie in das
Keimzentrum lokalisieren (Stolp et al., 2009). Im
Keimzentrum prasentieren T-Lymphozyten Antigene an B-
Zellen, um Antikorper Produktion und den, zum Beispiel
von IgM zu IgA, Antikorper Klassenswitch zu induzieren,
was fir die adaptive Immunantwort unerlédsslich ist.
Inhibition der T-Zell Motilitdt durch Nef erzeugt also eine
verminderte Immunantwort auf HIV Infektion und eine
verstédrkte Transmission der Infektion.

Um die T-Zell-Migration zu verhindern, interagiert Nef mit
Pak?2, ein zelluldres Protein, welches in der Lage ist, Cofilin
zu phosphorylieren. Es sind diverse molekulare Mainahmen
notig fiir eine Zelle, um zu migrieren. Dazu gehdrt die Polari-
sierung in die gewiinschte Richtung, in die sich die Zelle be-
wegen mochte, Aktin Modulation und dadurch ausgelost die
Ausbildung von Membrankrduselungen (,,membrane ruf-
fles*). Polarisierung benétigt die Ausrichtung und Transloka-
tion des Golgi Apparates und des ,,mikrotubuli organisation
center” (MTOC) analog zur Fortbewegungsrichtung der Zel-
le. Aktin Modulation benétigt die Polymerisation und Depo-
lymerisation von Aktin, gesteuert unter anderem von Cofilin.
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Cofilin ist ein Protein, welches F-Aktin depolymerisiert und

dadurch F-Aktin Fragmente als Substrat fiir neue Aktin Fila-
mente bereitstellt. Phosphoryliertes Cofilin ist inaktiviert.

Durch Nef’s Inhibition von Cofilin kann kein F-Aktin fiir Ak-
tin Polymerisation bereitgestellt werden und die Zelle kann

sich nicht fortbewegen. Mutation der Aminosdure F195 zu

Alanin oder Isoleucin kann diese Funktion von Nef fast

vollstindig abschalten. Dieses Motiv ist flir die Bindung der

Pak?2 notig (Stolp et al., 2009).

Nef kann die Migration von Zellen auch durch einen zweiten
Mechanismus inhibieren. Nef reguliert den Korezeptor von
HIV, CXCR4, herunter. Dieser Rezeptor ist fiir die Detektion
von Chemokinen zustindig, zu denen auch SDF1-a gehort.
Dieses Chemokin ist eines, welches Migration in Richtung
der steigenden Konzentration auslost. Durch die Herunterre-
gulation von CXCR4 kann die Zelle nicht mehr auf SDF1-a
reagieren. Der Rezeptor wird aber nicht vollstindig von der
Zelloberflache reguliert, daher konnen infizierte Zellen mit
Nef F195A Punktmutation noch teilweise migrieren (Stolp et
al., 2009).

Apoptose

Eine wichtige Funktion von Nef ist es, Apoptose in den
infizierten Zellen zu verhindern. Apoptose kann durch
extrinsische oder intrinsische Faktoren ausgelost werden. Zu
den extrinsischen gehort zum Beispiel der rezeptoraktivierte
Zelltod durch FasL. FasL ist ein membrangebundener oder
l6slicher Ligand fiir den Rezeptor FasR. Bindung von FasL
an FasR induziert die Bildung des ,,death inducing signalling
complex* (DISC), der aus FasR, FADD und ,cysteine
dependent aspartate-specific proteases™ (Caspase) 8 besteht,
welche aktiviert wird (Zauli et al., 1999). Diese Familie der
Proteasen wird als inaktives Enzym synthetisiert und erst
durch spezielle Signale aktiviert. Caspasen zerschneiden
andere Proteine in der Nahe eines Aspartates (TM, 2001).
Caspase 8 aktiviert wiederum zusammen mit ,,apoptosis
signaling kinase* 1 (ASK1) Caspase 3, was zu Apoptose
fithrt. DNA Degradierung und Membran ,,Blebbing* ist die
Folge. ,,Blebbing“ bezeichnet die Verpackung der
Zellbestandteile in Vesikel (Kerr ef al., 1972). Nef inhibiert
die Aktivierung von Caspase 3, indem es ASK1 inaktiviert.
Diese Funktion von Nef verschwindet, wenn man das N-
terminale Myristylierungsmotiv mutiert oder eine R106A
Punktmutation einfligt, was eine Bindungsstelle fiir ein

Protein der p21 aktivierten Kinase (PAK) Familie ist. Man
nimmt daher an, dass PAK in Inaktivierung von ASKI1
involviert ist (Suman, 2005).

Intrinsisch wird Apoptose durch verdnderte Homoostase aus-
gelost, zum Beispiel Virusinfektion. Die verantwortlichen
Proteine hierfiir sind Bad, Bax, Bcl-2 und Bcl-x. Bad und
Bax sind pro-apoptotische Proteine, Bcl-2 und Bel-x anti-a-
poptotische. Ob Apoptose ausgeldst wird, bestimmt das Ver-
héltnis der pro-apoptotischen zu anti-apoptotischen Protei-
nen. Liegen mehr pro-apoptotische Proteine als anti-apoptoti-
sche in der Zelle vor, kommt es zur Apoptose. Bad und Bax
induzieren Mitochondrien Dysfunktion durch Bel-2 und Bel-
x Bindung, welche normalerweise das Mitochondrium stabil
halten, und dadurch Freilassung von Caspase aktivierenden
Stoffen, wie zum Beispiel Cytochrom ¢, was in der Aktivie-
rung von Caspase 3 resultiert. Nef aktiviert PI3K und Pak,
was in der Phosphorylierung von Bad endet und damit Bcl-2
freisetzt. Das Verhéltnis wird damit zugunsten der anti-apop-
totischen Faktoren verschoben und Apoptose verhindert. Nef
interagiert zusétzlich mit p53, einem Tumor Suppressor Pro-
tein. Es hat im Normalfall pro-apoptotische Eigenschaften.
Nef destabilisiert dieses Protein und schafft somit einen wei-
teren anti-apoptotischen Effekt in der infizierten Zelle (Su-
man, 2005).

In Nachbarzellen kann Nef dagegen Apoptose auslosen, ein
Effekt, der groBtenteils dafiir verantwortlich ist, dass wéh-
rend einer HIV Infektion T-Lymphozyten und andere Zellty-
pen sterben. Nef induziert, analog zum zelluldren Mechanis-
mus, durch Aktivierung der {-TCR Kette Fasl. Hochregulati-
on. Dies resultiert im Zelltod von Nachbarzellen, welche an
die infizierte Zelle binden, zum Beispiel auf der Suche nach
infizierten Zellen. Dieser Effekt von Nef tragt auch zum Aus-
weichen vor dem Immunsystem bei. Wie die Aktivierung der
C-TCR Kette funktioniert, ist nicht bekannt. Es wird aber ver-
mutet, dass Nef-gebundene Signalproteine dafiir verantwort-
lich sind (Simmons et al., 2001).

Nef wirkt zudem zelltoxisch, wenn es sich im Extrazellular-
raum befindet. Die Myristylierung am N-Terminus fiihrt da-
zu, dass sich Nef von auflen an Zellen anheften kann und
dort die Membran schwicht oder gar ganz auftreif3t. Nef wird
von infizierten Zellen durch Exozytose sekretiert (Fackler &
Baur, 2002).
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Effekte auf Transkription und intrazellulare Signal-
weiterleitung

Fiir die Transkription von integriertem HIV ist die Aktivie-
rung der T-Lymphozyten von eminenter Bedeutung (Steven-
son, 2003). Gleichzeitig diirfen die T-Lymphozyten nicht zu
aktiv werden, da sie sonst durch Apoptose untergehen. Die-
ses fine-tuning wird von Nef vermittelt (Schindler et al.,
2006). Nef rekrutiert hierzu die zelluldre Kinase Lck von der
Plasmamembran hin zum trans-Golgi Netzwerk (TGN) bzw.
zum ,recycling endosome* (RE). Durch das Fehlen der Lck
an der Plasmamembran kann durch die Ausbildung der im-
munologische Synapse, welche Signalkaskaden und die Akti-
vierung der T-Lymphozyten auslost, eben diese Signalkaska-
den nicht mehr ausgelost werden. Dadurch bleibt die Aktivie-
rung der infizierten Zellen unter dem Schwellenwert, der A-
poptose auslosen wiirde. Um {iberhaupt Aktivierung zu ver-
mitteln, rekrutiert Nef zusétzlich aktives N-Ras zu dem be-
reits translokalisierten Lck an das TGN oder RE. Dadurch
wird die infizierte Zelle sensitiv fiir ERK, welches als Ant-
wort auf T-Zell Rezeptor Aktivierung aktiv wird. Letzten En-
des wird durch ERK nach Stimulierung des TCR Interleu-
kin-2 Auschiittung induziert (Pan et al., 2012).

ERK1/2 wird von Nef durch Rekrutierung der Lck Kinase
ebenfalls mit dem Ziel aktiviert, die Unterdriickung des HIV
Promotors zu negieren. Die Aktivierung von ERK1/2 und
auch MAPK wird durch Phosphorylierung von PKCO
vermittelt, einer Proteinkinase, die ein Bestandteil des
NAKC (,nef associated kinase complex‘) Komplexes
darstellt, welcher am N-Terminus von Nef rekrutiert wird.
Ein weiterer Bestandteil dieses Komplexes ist Lck, eine
zelluldre Tyrosin Kinase, die PKCO phosphoryliert. Ist
ERK1/2 am Ende der Signalkaskade aktiv wird vermutet,
dass es Histon remodelling Enzyme aktiviert und LSF, einen
Repressor der HIV LTR, inhibiert. Durch diese Effekte wird
die HIV Transkription induziert oder zumindest nicht mehr
reprimiert (Witte ef al., 2008).

Molekularer Aufbau und Struktur

Nef wird schon sehr friih transkribiert, sogar noch bevor die
revers transkribierte DNA in die Wirtszell DNA integriert
wird (Wu & Marsh, 2001). Es wird zu einem Protein
translatiert, welches myristyliert wird (Abbildung 9.1).
Myristylierung ist eine posttranslationelle Modifikation.

Nach dieser Modifizierung wird Nef von der
Zellmaschinerie zur Plasmamembraninnenseite transportiert,
genauer gesagt zu den Glykolipid angereicherten
Mikrodoméanen, auch , lipid rafts* genannt.

Myristylierung erfolgt an der zweiten Aminosaure von Nef]
einem Glycin (G). Die erste Aminosédure Methionin (M)
wird dabei abgespalten und ein Myristat {iber eine Amid Bin-
dung angehidngt. Dieser Prozess erfolgt durch die zellulare
N-Myristoyl Transferase, deren Erkennungssequenz
MGxxxS (S=Serin) ist. Diese Sequenz ist in Nef hochkonser-
viert und spiegelt damit die Wichtigkeit der Myristylierung
wider. Die Myristylierung ist essentiell, um ein Protein an
die Innenseite der Plasmamembran zu lokalisieren. Das spie-
gelt die Wichtigkeit der Lokalisierung von Nef an der Plas-
mamembran wider, um seine Funktion zu entfalten (Harris,
1995).

Ist Nef an der Plasmamembran angekommen, so wird die
Myristat Gruppe in die Membran inseriert und dient nun als
Anker fiir Nef. Wahrend dem Transport an die Membran
sind die Doménen noch zusammengefaltet und inaktiv. Bei
Entfaltung werden sie aktiv und konnen zelluldre Proteine
binden (Anne, 2004).

Eine weitere Modifikation an Nef ist die Spaltung von Nef
durch die virale Protease. Diese geschieht im Virion, in
welches Nef wihrend des ,,Assemblys™ mit eingeschleust
wird. Spaltung erfolgt an der Stelle W57 (Tryptophan) zu
L58 (Leucin), die den Ubergang von Anker- zu Kerndoméne
ausmacht (Welker ef al., 1996).

In Nef gibt es Motive, die in intrazelluldre Signalgebung und
andere, die in intrazelluldren Transport involviert sind. In
Signalgebung ist die linkshéndige Typ II Polyprolin Helix
involviert. Sie ist 10 Aminoséurereste lang und ist in (PxxP)3
Cluster unterteilt. Dieses Motiv bindet zellulédre
Signalmolekiile mit einer SH3 Doméne, wie zum Beispiel
Hck und Vav, und ist bei der Zellaktivierung von grofier
Wichtigkeit, was sich auch in der starken Konservierung
dieses Motivs widerspiegelt. Ein Motiv, dass Pak Bindung
vermittelt (Abbildung 9.1), ist am N-Terminus der o4 Helix
lokalisiert (R105 und R106). Es besteht aus 2 Argininen.
Zusatzlich ist noch eine weitere Region fiir die Pak
Interaktion vonndten. Sie befindet sich zwischen der SH3
Bindedoméne und dem gerade erwidhnten RR Motiv. Sie
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besteht aus 4 Aminosduren (P69 (Prolin), L76, L112 und
F121 (Phenylalanin)) und ist ebenfalls hoch konserviert
(Sawai et al., 1995).

Mehrere Doménen beeinflussen den Transport in der Zelle.
Die erste dieser Doménen ist die CD4 Binderegion. Sie um-
fasst die hydrophobischen W57, G96 (Glyzin), R106 und
1109 (Isoleucin) Reste. Besonders stark an der CD4 Bindung
beteiligt sind die Seitenketten von W57, L58 und L110. Alle
diese Reste sind hoch konserviert in Nef (Grzesiek et al.,
1996). Drei weitere Doménen befinden sich in der flexiblen
Schleife von Nef. Im Zentrum dieser Schleife befindet sich
ein Di-Leucin Motiv (Abbildung 9.1), L164 und L165). Es
bindet an die p Untereinheit von AP (Adapterprotein) Kom-
plexen (Bresnahan et al.,, 1998). Zueinander komplementar
und gleichweit vom LL Motiv entfernt befinden sich 2 Doma-
nen (Abbildung 9.1). Eine geht dem Di-Leucin Motiv voraus
und besteht aus 2 Glutaminsiuren (E154, E155), die andere
befindet sich hinter dem Di-Leucin Motiv und besteht aus 2
Aspartaten (D174 und D175). Diese Doméne bindet an die
katalytische Einheit der vakuolaren ATPase (V1H) und
bringt Nef somit zur endozytotischen Maschinerie (Lu et al,
1998). Das LL Motiv ist das konservierteste dieser 3 Motive,
gefolgt von DD, bei dem das erste Aspartat gelegentlich ge-
gen Glutamin ausgetauscht wird. Das EE Motiv ist nicht be-
sonders konserviert und kann seine Funktion auch komplett
verlieren. Es bindet an B-COP, welches benétigt wird, um
Proteine zum endosomalen Weg zu dirigieren (Piguet et al.,
1999).

Die fiinfte Doméne ist ein (EEEE)62 Motiv, welches mit

PACS-1 interagiert, ein Protein, das den Transport vom Endo-
som zum Golgi-Apparat kontrolliert (Piguet et al, 2000).

Auch diese Region von Nef ist sehr konserviert. Variationen

sind zum einen die Insertion einer flinften Aminosiure (E

oder D) oder Insertion eines Glycins. Letzteres geschieht nur

selten (Geyer & Peterlin, 2001).

Als letzte Doméne, die in intrazelluldrem Transport beteiligt
ist, gilt die hoch konservierte (FPD)121 Doméne. Sie befin-
det sich in der Schleife, die die 04 Helix und das B2 Faltblatt
verbindet. Dieses Motiv interagiert mit der humanen Thioes-
terase und ist wichtig fiir die herunter Regulation von Ober-
flaichenmolekiilen der Wirtszelle (Liu et al., 2000).
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Einleitung

Mit einer antiretroviralen Therapie (ART) wird die
Vermehrung des HI-Virus und damit der Ausloser der
beschriebenen immunpathogenetischen Verdnderungen
unterdriickt. Mit der Verabreichung antiretroviraler
Medikamente wird neben der Verldngerung der
Lebenszeit, eine Verbesserung der Lebensqualitit und
eine Minderung der Infektidsitdt erreicht, die durch
Senkung der Viruslast erzielt wird. Die einhergehende
Erholung des Immunsystems verhindert zusétzlich die
Infektion mit opportunistischen Erregern. Eine ART fiihrt
somit zur Reduzierung HIV-assoziierter Morbiditdt und
Mortalitdt (Palella et al., 1998) und der perinatalen und
Verhaltens-assoziierter Ubertragung von HIV auf den
Menschen (Mofenson et al., 1999; Cohen et al., 2011).
Eine vollstindige Beseitigung (Eradikation) der Viren und

somit eine Heilung ist bislang jedoch nicht mdglich.
Erforderliche Kriterien fuir eine HIV-Therapie

Notwendige Untersuchungen des Patienten

Bevor mit einer ART begonnen werden sollte, muss neben
einer vollstdndigen medizinischen Untersuchung, der phy-
sische Zustand und eine laborchemische Auswertung des
Patienten vorliegen (Adults, 1998). Nach diesen Gesichts-
punkten richtet sich die anschlieende Behandlung. Dabei
sind folgende Tests entscheidend (HIV-Infektion
Deutsch-Osterreichische Leitlinien zur antiretroviralen
Therapie, 2012):

* HIV Antikorpertest

* Anzahl der CD4 T-Zellen

* Plasma HIV RNA-Kopien (Viruslast: Genomkopien/ml
Plasma)

* vollstidndiges Blutbild; chemisches Profil, Transamina-
semenge, Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN) und Kreati-
nin, Urinuntersuchung und Serologietest fiir Hepatitis
A,Bund C

* Blutzucker und Serumlipide

» Genotypischer Resistenztest

Neben dieser medizinischen Bewertung miissen weitere
Aspekte in Augenschein genommen werden, die ebenfalls
fiir die Behandlung von Relevanz sind. Neben den gesund-
heitlichen Faktoren ist zu beachten, ob der Patient ein er-
hohtes Ansteckungsrisiko durch sein Verhalten/Tatigkeit
darstellt, dabei spielt ein moglicher Konsum von Drogen
eine Rolle, ebenso das soziale Umfeld, psychisches Lei-
den oder weitere Begleiterkrankungen (die gehéduft im ho-
hen Alter auftreten kdnnen). Aber auch 6konomische Fak-
toren, wie der Besitz einer Krankenversicherung und fi-
nanzielle Riicklagen, spielen neben der Reduzierung der
HIV Transmission eine wichtige Rolle in der Beurteilung

einer angemessenen Therapie.

Behandlungsindikation

Der Zeitpunkt des Therapiebeginns ist ein Thema, wel-
ches noch immer Diskussion bedarf (HIV-Infektion
Deutsch-Osterreichische Leitlinien zur antiretroviralen
Therapie, 2012). Dabei wird heutzutage der Therapiebe-
ginn abhdngig vom Fortschritt der Infektion gemacht.
Doch schitzt man in Deutschland, dass die Hilfte aller
HIV-Infektionen zu spit erkannt werden. Und zwar zu ei-
nem Zeitpunkt, bei dem eine ART schon hitte begonnen
werden sollen (Marcus-U, 2012). Etwa ein Drittel aller
Patienten weisen einen weit fortgeschrittenen Immunde-
fekt mit einer CD4-Zellzahl unter 200/uL auf. Eine Friih-
erkennung der HIV-Infektion ist nicht nur fiir den Betrof-
fenen von Bedeutung, sondern auch aus der Sicht der Ge-
samtbevolkerung wichtig, da durch das Wissen um die
Infektion und der entsprechenden VorsichtsmaBnahmen
die Ubertragung von HIV auf Mitmenschen deutlich redu-
ziert werden kann. Am 30. Juni 2013 verdffentlichte die
WHO neue Richtlinien zur Therapiebehandlung. Dabei
empfiehlt die Organisation den Start einer ART bereits ab
einer CD4 Menge von 500 pro Mikroliter Blut und nicht
wie bisher bei spitestens 350. Man hoffe damit bis 2025
drei Millionen Todesfélle infolge von HIV und Aids, so-
wie 3,5 Millionen HIV-Ubertragungen verhindern zu kon-
nen. Begriindet werden diese neuen Leitlinien mit der Er-
kenntnis aus der HPTN12 Studie. In der es heif3t, dass ein
friiher Therapiestart die Ubertragung von HIV durch sexu-

131



ellen Kontakt senkt und HIV-positive seltener die Begleit-
infektion Tuberkulose ausprigen als Positive, die eine
Therapie mit einer CD4 Zellzahl von 250/mm? beginnen
(WHO, 2013).

Zu Beginn der Therapie muss zum einen das Progressions-
risiko, die Langzeittoxizitdten und die Gefahr der Resis-
tenzentwicklung gegeneinander abgewogen werden. In
den 90er Jahre, war eine baldige Therapie relativ unabhén-
gig von Klinik, Viruslast und Helferzellzahlen propagiert
worden. Heutzutage steht die amerikanische, britische
und deutsch-Osterreichische Empfehlung einem frithen
Therapiebeginn wesentlich zurlickhaltender gegentiber.
Beziiglich der Therapien-dikation wird zunachst zwischen
Patienten mit HIV-assoziierten Symptomen, einem akuten
retroviralen Syndrom und asymptomatischen Patienten
unterschieden (HIV-Infektion Deutsch-Osterreichische
Leitlinien zur antiretroviralen Therapie, 2012). Diese Pati-
entenklassen werden weitergehend anhand der Viruslast
und der T-Helferzellzahl differenziert. Unabhédngig von
samtlichen Leitlinien ist der Zeitpunkt des Therapiebe-
ginns jedoch eine im Einzelfall zu treffende Entschei-
dung, bei der weitere Parameter wie z.B. das Alter des Pa-
tienten beachtet werden sollten (Vogel und Rockstroh,
2007). So wird bei élteren Patienten aufgrund der geringe-
ren Regenerationsfahigkeit des Immunsystems, ein cher

frither Therapiebeginn empfohlen (Grabar et al., 2004).

Symptomatische Patienten <350 CD4+ cells/mm?

Patienten mit symptomatischer HIV-1-Infektion stellt eine
Indikation zur Behandlung dar. Liegt die CD4 Zellzahl
<350 Zellen/mm?, so sollte eine ART Therapie erfolgen.
Diese Patienten sind neben einem hohen Risiko der Er-
krankung mit opportunistischen Erregern, einer erhdhten
nicht-AIDS Morbiditdt und dem Tod ausgesetzt, als Pati-
enten die eine hohere CD4 Zellzahl aufweisen (Baker et
al, 2008; Zolopa et al, 2009).

Asymptomatische Patienten

Die Therapie erfolgt hier in Absprache mit dem speziali-
siertem Arzt und dem Patienten, dabei ist der Therapiebe-
ginn abhingig vom Stadium der Infektion. Dabei sollte

individuell eine Risikoabschétzung erfolgen. Diese orien-

tiert sich vorrangig an der absoluten CD4+-Zellzahl und

unter Beriicksichtigung weiterer Kriterien.

CD4-Zellzahl zwischen 350-500/mm3

Gremien wie die DHSS (United States Centers for Disea-
se Control and Prevention) und DO (Deutsch-Osterreichi-
sche Leitlinien) raten bei dieser CD4 Zellzahl zu einer frii-
hen ART. Ergebnisse unterschiedlicher Kohortenstudien
ergab, dass eine friihe eingeleitete ART bei einer CD4
Zellzahl zwischen 350-500/mm?, AIDS- und nicht-AIDS
assoziierte Morbiditdten und Mortalititen in Patienten zu
reduzieren vermag ( Sterne JA, 2009; Cole, 2011). Da ei-
ne unbehandelte HIV Infektion oder unkontrollierte Vira-
mie, mit der Entwicklung von einigen nicht-AIDS bestim-
menden Erkrankungen einhergeht. Dazu zdhlen kardiovas-
kuldre Erkrankungen, Nieren-, und Lebererkrankungen,
sowie neurologische Komplikationen und Hautkrebs, die
mit einem frithen Beginn gesenkt werden konnen. Deswei-
teren kann eine frilhe ART die Transmission von HIV sen-
ken. Somit ist ein weiteres Ziel der ART die Ubertragung
des Virus auf andere Individuen zu reduzieren gegeben
(Cohen, 2011).

CD4-Zellzahl >500 cells/mm?3

Unterschiedliche Studien zur ART bei einer CD4 Zellzahl
tiber 500/mm?3, zeigten widerspriichliche Erkenntnisse.
Wihrend eine Studie von einer deutlich gesenkten Sterbe-
rate derjenigen sprach, die mit einer friihen ART begon-
nen hatten, konnten zwei weitere Studien keinen signifi-
kanten Unterschied in der AIDS-Progression oder dem
Tod zeigen (Sterne JA , 2009; Cole, 2011; Kitahata,
2009). Mit dieser Erkenntnis, muss die Behandlung mit
der potentiellen Gefahr der Lang- und Kurzzeit Medikati-
on in asymptomatischen Patienten mit den moglichen auf-
tretenden Komplikationen aufgewogen werden. Desweite-
ren sind die Kosten der Behandlungen nicht auler Acht zu

lassen.

Viruslast

Eine eine hohe Plasmavirdmie (>100.000 RNA-Kopien/

mL) kann ein Zusatzkriterium fiir die Indikationsstellung
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darstellen. Doch dient die Messung der Viruslast primér

der Therapiekontrolle.

Eine unbehandelte HIV-Infektion mit hoher Plasma-viri-
mie geht mit einem rascheren Absinken der CD4+-Zell-
zahl und einem erhdhten Progressionsrisiko einher
(Rodriguez et al, 2006). Diese ist aber allein nicht bestim-
mend fiir das Ausmaf} des CD4+-Zellverlustes.

HIV-assoziierte Nephropathie (HIVAN)

HIVAN ist die am héaufigsten auftretende chronische
Nierenerkrankung HIV-infizierter Patienten. Diese
Erkrankung tritt {iberwiegend in Patienten afrikanischer
Herkunft auf und ist unabhingig von der CD4 Zellzahl
(Wyatt et al, 2008). Somit sollte hier mit einer ART,
unabhéngig von der CD4 Zellzahl, begonnen werden.

Chronische Hepatitis B und C

Eine chronische Hepatitis-C-Virus-Koinfektion und eine
chronische Hepatitis B-Koinfektion stellt wegen der
leberassoziierten Mortalitdt ein wichtiges Zusatzkriterium
fiir den Beginn einer ART dar, dabei werden
Medikamente verabreicht die sich gegen beide

Erkrankungen richten.

Weitere Kriterien

Ein hoheres Lebensalter und ein rasches Absinken der
CD4+ T-Zellzahl sind mit einer hdheren Progressionsrate
assoziiert. Mit dem Alter erhoht sich das Risiko fiir rasche
CD4+ T-Zellverluste bei erhohter Virusreplikation, sollte
ein friherer Therapiebeginn in Erwidgung gezogen
werden. Auch eine Schwangerschaft stellt eine
Therapieindikation im Rahmen der maternofetalen

Transmissionsprophylaxe dar.

Zusammenfassung

Wie bereits beschrieben herrscht Uneinigkeit beziiglich
des Therapiebeginns, wihrend einige Experten jedem
HIV-Patienten eine Therapie empfehlen wiirden, bleiben
Andere konservativer und empfehlen nur in Sonderféllen

einen Therapiebeginn oberhalb einer CD4-Zellzahl von

350/uL. Im Falle einer akuten HIV-Infektion zeigen
bisherige Studien widerspriichliche Ergebnisse, so dass
vorerst die Behandlung solcher Félle im Rahmen
kontrollierter Studien erfolgen sollte. Im Laufe der Zeit
hat sich eine zunehmende Individualisierung der
Leitlinien durchgesetzt, das heiit in Abhdngigkeit von
Begleiterkrankungen oder besonderen Risiken fiir eine
Krankheitsprogression der HIV-Infektion wird fiir
besonders gefdhrdete Patientengruppen zu einem fritheren
Therapiebeginn geraten (zum Beispiel Hepatitiskoin-
fektion, hoheres Lebensalter usw.).

Eine schnelle Therapie sollte eingeleitet werden:

* Schwangerschaft

» symptomatische Patienten

* akute opportunistsiche Infektionen

* niedrige CD4 Zellzahl ( <350 Zellen/mm?)
* HIVAN

* HIV/HBV Koinfektion

« schnelle riicklaufige CD4 Zellzahl (>100 Zellen/mm?)
* hohe Viruslast ( >100,000 Kopien/mL)

Die HIV-Therapie

Ziel der Therapie

Die Behandlung von HIV stellt eine Herausforderungen
dar, da sich das Virus rasch vermehrt (die tdgliche Virus-
produktion wird auf mindestens 10°-10'° Viren geschitzt).
Wiéhrend der Vermehrung treten héufige Mutationen auf,
die auf etwa 1 neue Mutation pro Virusreplikationszyklus
geschitzt werden. Um eine langfristig wirksame HIV-Be-
handlung gewihrleisten zu kdnnen und eine Vermehrung,
insbesondere eine Resistenzentwicklung gegeniiber den
eingesetzten antiretroviralen Medikamenten unterbinden
zu konnen, ist eine dauerhafte maximale Suppression der
HI-Viruslast ndtig. Es hat sich gezeigt, dass eine dauerhaf-
te Senkung der HIV-RNA unterhalb der Nachweisgrenze
(20 bis 50 Kopien/mL) ausreichend ist (HIV-Infektion
Deutsch-Osterreichische Leitlinien zur antiretroviralen
Therapie, 2012). Steigt die Viruslast jedoch auf > 400
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HIV-RNA Kopien/mL, ist die Wahrscheinlichkeit eine the-
rapie-resistente Virusmutanten zu selektieren erhoht. Be-
sonders wichtig bei der Wahl der Medikamente ist fiir den
Patienten die Therapieadhérenz.

Entwicklung der Therapie

Die ersten Erfolge einer HIV-Behandlung konnten Ende
der 80er Jahre mit einer antiretroviralen Monotherapie
(ART) erzielt werden. Dabei wurden sogenannte NRTIs
(nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren) auf
den Markt gebracht. Der anfiangliche Erfolg erwies sich

jedoch als unzureichend wirkungsvoll.

Die Ergebnisse zweier Studien, der europdisch-
australischen DELTA und der amerikanischen ACTG 175
lieBen im September 1995 erneut Hoffnung zu. Die
Verabreichung zweier NRTIs konnte zu einem signifi-
kanten Unterschied beziiglich der klinischen Progression
und Tod beitragen (Delta Coordinating Committee, 1996).
Mit dem Anstieg der Infektionsrate in den 90er Jahren,
konnte die Zahl der Todesfdlle um das 4-fache mit dem
Einsatz dieser antiviralen Behandlung gesenkt werden.

Der Durchbruch erwies sich jedoch mit der Entwicklung
einer vollig neuen Wirkstoffklasse, mit den Proteaseinhi-
bitoren (PIs). Die Verabreichung beider Wirkstoftklassen
in Kombination machte die Behandlung von HIV noch
effizienter, die sogleich die Bezeichnung einer ,,Hochakti-
ve Antiretrovirale Therapie* (HAART) erhielt. Im Jahr
1996 wurden auf der 3. Retroviruskonferenz (CROI) in
Washington von Bill Cameron die ersten Daten der ABT-
247-Studie verdffentlicht. Diese zeigten, dass die Hinzuga-
be von Pls (Ritonavir) die Haufigkeit von HIV-1 beding-
ten Todesfdllen und AIDS von 38 auf 22% zu senken ver-
mag (Cameron, 1998). Durch HAART konnte die niedrigs-
te Viruslast im Blut erzielt werden, wasebenfalls eine ver-
minderte Resistenzentwicklung einschlie3t. Patienten die
eine Behandlung mit HAART erhielten, wiesen iiber eini-
ge Jahre hinweg eine HIV RNA Kopienzahlen auf, die un-
ter 50/ml Plasma lag (die niedrigste messbare Zahl) (Flint,
3. Edition, Band 2). Doch zeigten ndhere Blutbild,- und
Gewebeunter-suchungen, dass eine virale Replikation
durch HAART nicht vollstindig zum Erliegen

kommt.HIV bleibt auch nach langfristiger Suppression in
latent infizierten Zellen vorhanden. Mit dem nicht-nukleo-
sidalen Reverse-Transkriptase-Inhibitor (NNRTI) Nevira-
pin war 1996 eine dritte Wirkstoffklasse eingefiihrt wor-
den. Auch Nelfinavir, ein neuer PI, war hinzugekommen.
Schon im Jahr 1997 wurden starke Nebenwirkungen der
PIs wie z.B.Diabetes mellitus und Lipodystrophie be-
obachted. Bei der Lipodystrophie handelt es sich um eine
Fettspeicherstorung, die auch zu einem Anstieg der
Triglyceridwerte flihrt (Brinkman et al., 1999).

Vielversprechend ist heutzutage die Behandlung des drit-
ten Inhibitors gegen das dritte virale Enzym, die Integrase
(Flint, 3. Edition, Band 2) und die Inhibition der Co-Re-
zeptorbindung. Mit der Einfiihrung dieser Klassen fand

eine vielversprechende Entwicklungen statt.

Antivirale Medikamente

HIV-1 ist wie alle Viren bei der Replikation auf lebende
Zellen angewiesen. Bevor die Viren sich replizieren
konnen, miissen sie zundchst in die Zellen eindringen.
Das HI-Virus bendtigt zum Eindringen den CD4-
Rezeptor, der vor allem auf weillen Blutkdrperchen
(Lymphozyten), den Helferzellen (CD4-Zellen, T-
Helferzellen) sitzt (siche Kapitel 2). Sobald das Virus in
eine Zelle eingedrungen ist, kommt es zur reversen
Transkripotion und zur Integration (siche Kapitel 3). Die
Vermehrung von HIV ist ein komplizierter Vorgang, bei
dem viele Schritte nacheinander ablaufen. Die HIV-
Medikamente konnen hier an verschiedenen Stellen der
Virusvermehrung eingreifen, die zusammenfassend in der
folgenden Abbildung dargestellt sind (Abbildung 10.1).
Heutzutage kann auf 20 wirksame Medikamente zur
Behandlung von HIV aus sechs verschiedenen Medika-
mentengruppen zuriick gegriffen werden. Dabei kann die
Ubersetzung der Erbinformation durch eine Hemmung
der Reversen Trankskriptase erfolgen, die durch Nukleo-
sidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs) und
Nicht-Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
(NNRTIs) bewerkstelligt wird. Die Inhibietionder
Protease und Integrase kann mit Hilfe der Proteasein-
hibitoren (PI) und
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Integraseinhibitoren erfolgen. Sowie zwei Vertreter der
Entry-Inhibitoren die eine Fusionierung oder das
Andocken an die Zielzellen unterbinden, sind bereitsauf
dem Markterhéltlich (Adults, 1998). Im weiteren
Abschnitt wird ndher auf die Medikamente, deren
Wirkungsweise, die Nebenwirkungen, Resistenzen und
die empfohlenen Kombinationsmoglichkeiten dieser

eingegangen.
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (RTIs) lassen sich
beziiglich ihres Wirkmechanismus in zwei gro3e Gruppen
einteilen: in nukleosidische/nukleotidische (NRTI/NtRTI)
und in nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren (NNRTTI). Ihr Ansatzpunkt ist das HIV-Enzym
die Reverse Transkriptase. Als alternative Substrate oder
,»falsche Bausteine™ konkurrieren sie mit physiologischen
Nukleosiden. Der Einbau der Nukleosida-naloga induziert
dabei den Abbruch der DNA-Kette, was zur Hemmung
der viralen Replikation fiihren soll.

Nukleosidische/nukleotidische Reverse Transkrip-
tase-Inhibitoren

Wirkungsweise

Nukleosidische/nukleotidische Reverse Transkriptase
(RT)-Inhibitoren sind Nukleosidanaloga (,,Nukes*) der
natiirlicherweise in der Zelle vorkommenden DNA-Bau-
steine, von denen sie sich durch geringe Modifi-kationen
am Zuckermolekiil (Ribose) unterscheiden. NRTIs konkur-
rieren kompetitiv als ,,falsche Bausteine* mit den physio-
logischen Nukleotiden der Zelle um das Enzym der RT.
Sie sind demnach kompetitive RT Inhibitoren. Wird ein
NRTI durch das Enzym in eine DNA Kette eingebaut,
kommt es zur Termination bei der Umschreibung der vira-
len RNA in die cDNA, da keine bestdndigen Phophodies-
terbriicken zur Doppelstrang-stabilisierung aufgebaut wer-
den konnen (Abbildung 10.1).

Die Nukleosidanaloga werden unverdndert von der Zelle
aufgenommen und erst durch eine intrazelluldare Phosphor-

ylierung wirksam, bei der ihnen schrittweise drei Phospha-
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Abbildung 10.1: Azidothymidin-Struktur. Kettenterminato-
ren besitzen keine freie Hydroxyl-Gruppe an der 3 Position.
Quelle: Wikipedia

te angehéngt werden (Mitsuya et a/, 1985; Furman et al,
1986). Somit sind als ein Triphosphat-derivat (Nukleoti-
de) aktiv.

Folgend werden hier zu den natiirlich vorkommenden

Nukleosiden die NRTIs Analoga aufgefiihrt:

* Cytidinanaloga: 3TC (Lamivudin, Epivir®); DDC
(Zalcitabin, HIVID®); FTC (Emtricitabin, Emtriva®)

*Thymidinanaloga: D4T (Stavudin, Zerit®); AZT (Zido-
vudin, Retrovir®)

* Inosinanalogon: DDI (Didanosin, Videx®)

*Guanosinanalogon: Abacavir (ABC, Ziagen®)

* Nukleotidanalog: TDF (Teno-fovir, Viread®)

Nebenwirkungen

Nukleosidanaloga waren die ersten Medikamente in der
HIV-Therapie. 1987 wurde AZT als erstes zugelassen. Die
Einnahme erfolgt heutzutage einmal tdglich. Die Vertrag-
lichkeit ist recht gut, die anfanglichen Beschwerden der
ersten Wochen &uflern sich in Miidigkeit, Kopfschmerzen
und gastrointestinale Probleme, die von leichtem Vollege-
fithl bis hin zu Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhoen variie-

ren konnen. Die Einnahme iiber einen langen Zeitraum
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hinweg kann ein breites Spektrum an Nebenwirkungen
verursachen. Dies kann von Myelotoxizitdt, Laktatazido-
sen, Polyneuro-pathie bis hin zu Pankreatitiden fiihren.
Zunichst dachte man, dass die Lipodystrophie ausschlief3-
lich auf PIs zuriickzufiihren ist, doch wurde in den letzten
Jahren klar, dass viele metabolische Stérungen und insbe-
sondere die Lipoatrophie auch durch Nukleosidanaloga
entstehen (Galli et al., 2002). Sie sind wahrscheinlich -
ber eine mitochondriale Toxizitdt zu erklaren, die 1999
erstmals beschrieben wurde (Brinkman et al., 1999). Zwi-
schen den einzelnen Substanzen gibt es jedoch deutliche

Unterschiede in der mitochondrialen Toxizitét.

Nukleosidanaloga werden iiberwiegend renal ausgeschie-
den und interagieren nicht mit Medikamenten, die durch
hepatische Enzymsysteme metabolisiert werden. Bei nie-
reninsuffizienten Patienten miissen im Gegensatz zu den

PIs und NNRTIs die Dosen angepasst werden.

Resistenzen

Die ersten Resistenzen gegen NRTIs traten im Jahr 1989
mit der Einfiihrung von Zidovudin auf. In diesem Zusam-
menhang konnten Mutationen in den Aminosdurenberei-
chen D67N, K70R, T215F/Y und K219Q ausgemacht wer-
den (Larder et al., 1989). Bis heute kamen 17 weitere Ami-
nosdurenpositionen hinzu, die mit einer NRTI-Resistenz
einhergehen (Johnson et al., 2009). Alle 21 Position sind
in den RT Subdoméinen lokalisiert, die die ankommenden
Nukleotide umfasst und somit eine NRTI Eingliederung
in die naszierende Kette verhindert. Die hdufigsten Mutati-
onen treten in M18184V/l, K65R und Q151M auf und
konnte in direktem Zusammenhang mit der Behandlung
der Medikamente Lamivudine, Emtricitabine und Aabaca-
vir gebracht werden (Shirasaka et al., 1995b). Die Mutati-
on QI51M tritt als alternativer Resistenzweg bei ca. 4%
der AZT behandelten Patienten auf. Mutationen, die diese
Stellen betreffen, zeigen eine reduzierte Bindefahigkeit
von Lamidvudin und Emtricitabine-5"-Triphosphat
(Wilson, 1996). Diese ist auf die Ausbildung eines steiri-
schen Hindernisses zuriick zu fithren, welches eine Bin-
dung an die RT verhindert (Sarafianos et al., 1999).

Die weitere haufigste NRTI-Resistenz tritt mit
Mutationen der Thymidinanaloga auf (TAM). Dies betrifft
die Muationen M41L, D67N, K70R, L210W, T215Y/F
und K219Q/E (Shiro et al., 2011). Bei diesen Resistenzen
handelt es sich um ATP-abhingige Pyrophosphorolyse
Reaktionen. Dabei kommt es zur Entfernung der NRTIs
am 3’ Ende der naszierenden DNA und somit zur
Aufthebung der vorzeitigen Kettentermination (Arion et
al. 1998; Boyer et al, 2001; Meyer, 1999). Die TAM
Mutation, T215Y/F, scheint eine ,,Schliisselmutation® zu
sein, die einen direkten Kontakt zu ATP herstellt, dem
Pyrophosphat-Donor fiir die erforderliche Reaktion
(Boyer et al., 2001).

TAM-enthaltene Reverse Transkriptasen konnen somit,
mit der Elongation der viralen DNA fortfahren, auch
wenn NRTIs vorhanden sind. Dieser Mechanismus wird

als Exzision bezeichnet.

Nicht-nukleosidische Reverse Transkriptaseinhibi-
toren (NNRTIs)

Wirkungsweise

Bei dieser Substanzklasse kommt es nicht zur Konkurrenz

mit den zelluliren Nukleotiden um die Substratbindungs-
stelle der RT. Die RT wird hier nicht-kompetitiv durch die

Bindung an einen hydrophoben Bereich nahe des ,katalyti-
schen Zentrums* gehemmt (Kohlstaedt, 1992). Die hydro-
phobe Bindungsstelle besteht aus hydrophoben Resten

(Y181, Y188, F227, W229 und Y232) und anhydrophilen

Resten wie K101, K103, S105, D192, und E224 der p66

Untereinheit und E138 der p51 Untereinheit (Sluis

-Cremer et al., 2004).

Nach Bindung der NNRTIs kommt es zu einer Konforma-
tionsdnderung der RT, wodurch diese inaktiviert wird
(Spence et al., 1995). Ebenfalls anders als NRTIs, miissen
diese nicht in der Zelle aktiviert werden. Bisher kamen
vier NNRTIs auf den Markt: Etravirin, Nevirapin,
Delavirdin und Efavirenz (Arts & Hazuda, 2012).

Die Behandlung mit NNRTI konnte als effektiv belegt

werden, wenn sie mit Nukleosidanaloga kombiniert wer-
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den. Die geringe Pillenzahl und die insgesamt gute Ver-
traglichkeit haben dazu beigetragen, dass Nevirapin und
Efavirenz ein wichtiger Bestandteil von HAART gewor-
den sind. Jedoch ist die Gefahr von Resistenzen bei die-
sem Medikament sehr hoch, die zudem sehr schnell auftre-

ten konnen.

Nebenwirkungen

Auch die NNRTIs werden meist gut vertragen, mogliche
Nebenwirkungen konne sein Fieber, Erhohung der Blutfet-

te und Schlafstdrungen.

Ihr Abbau erfolgt iberwiegend nach hepatischer Metaboli-
sierung durch verschiedene Enzyme des Cytochrom
P450-Systems, wo sie hier als Inhibitoren wirken kdnnen
(Adults, 1998).

Resistenzen

Die Entwicklung von Resistenzen impliziert fast immer
eine Resistenz gegen die gesamte Klasse. Wird bei nicht
vollstdndiger Virussuppression nicht unmittelbar gehan-
delt, so besteht neben der Gefahr von Kreuzresistenzen
gegen die Substanzklasse auch das Auftreten von Punkt-
mutationen. Diese treten liberwiegend bei L100, K101,
K103, E138, V179, Y181, und Y188 der NNRTI-Bindeta-
sche der RT auf (Tantillo et al. 1994). Jedoch am haufigs-
ten an der Position K103N und Y181C (Demeter, 2000;
Richman, 1994).

Die hohe Préavalenz fiir die Mutation K103N, kann mit 4
Beobachtungen begriindet werden. Erstens, wird zu Be-
ginn der Therapie iiberwiegend mit den Medikamenten
Nevirapine und Efavirenz behandelt. Zweitens, konnte
mit der Behandlung dieser Medikamente eine stark auftre-
tende Resistenz beobachtet werden (Bacheler et al.,
2001). Drittens K103N zeigt keine Inkompatibilitit mit
weiteren RT-Inhibitor-resistenz Mutationen und viertens,
K103N hat nur einen geringen Einfluss auf die virale Rep-
likation (Wang et al., 2010). Die K103N enthaltenen RTs
weisen eine verminderte RNase H Aktivitdt auf (Wang et
al., 2010). In einer Strukturanalyse der K103N mutierten
RT in Verbindung mit Efavirenz, konnten Veranderungen

der NNRTI-Bindetasche gezeigt werden, diese duBerten
sich in einer Umstruktuierung zwischen Efavirenz und der
Bindetasche (Ren et al., 2000).

Eine weitere Strukturanalyse der K103N Mutante ohne
Liganden, konnte in der NNRTI-Bindetasche ein neues
Netzwerk aus Wasserstoffbindungen gezeigt werden. Mit
dieser Beobachtung kam man zu der Annahme dass diese
Struktur eine stabilisierenden Einfluss besitzen konnte
und somit zur Abnahme NNRTI-bindung der RT beitrdgt
(Hsiou et al., 1996).

Protease-Inhibitoren

Wirkungsweise

Der Einsatz der Proteaseinhibitoren in Kombination mit
NRTIs fiihrte Mitte der 90er zu einer Senkung der AIDS-
Zahlen besonders in den Industrienationen. Thre klinische
Wirksamkeit konnte in mehreren Studien bewiesen
werden (Cameron et al., 1998; Hammer et al., 1997).

Die virale Protease ist fiir die Aufspaltung des Gag-Pol-
Vorlauferprotein in seine aktiven Untereinheiten verant-
wortlich. Wahrend der viralen Maturation entstehen aus
dem Gag-Vorlaufer-Protein verschiedene virale Proteine,
aus dem Pol-Vorlauferprotein die Protease, die Reverse
Transkriptase und die Integrase (siche Kapitel 1 und 3).
HIV-Proteaseinhibitoren (PI) hemmen die Spaltung des
Gag- und des Gag-Pol-Prikursorproteins durch die virusei-
gene Protease. Hierdurch wird die Virusreifung beeintrich-

tigt.

Heute befindet sich eine ganze Reihe von Protease-inhibi-
toren auf dem Markt, unter ihnen Amprenavir (APV, Age-
nerase), Atazanavir (ATZ, Reyataz), Darunavir (TMC114,
Prezista), Fosamprenavir (Lexiva), Indinavir (IDV, Crixi-
van), Lopinavir (LPV), Nelfinavir (NFV, Viracept), Rito-
navir (RTV, Norvir), Saquinavir (SQV, Fortovase/Invira-
se), und Tipranavir (TPV,Aptivus) (Abbildung 10.2). Da-
runavir ist ein neuer, gut vertraglicher PI mit beachtlicher
Aktivitdt gegen Pl-resistente Viren. Es wird mit Ritonavir
geboostert und gut vertragen.
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Abbildung 10.2: Proteaseinhibitor-Strukturen. Protheseinhibitoren enthalten alle eine Peptidbindung und wirken als

kompetitive Inhibitoren. Quelle: Wikipedia.

Nebenwirkungen

Neben stirkeren und anhaltenden gastrointestinalen Be-
schwerden finden sich in der Langzeittherapie, Erhohun-
gen der Blutfettwerte und das Problem der Lipodystrophie
(Nolan, 2003b). Auch die Proteaseinhibi-toren werden e-
benso wie die NNRTIs durch das hepatische Cytochrom
P450-System metabolisiert. Als Substrat und Inhibitor des
CYP3A4-Systems sind sie Ursache weitreichender Medi-
kamenteninteraktionen (Adults, 1998).

Daher wird z.B. Ritonavir als Inhibitor des Typs 3A4 des
Cytochrom-P450-Systems fast ausschliefSlich als Minimal-
dosierung (,,baby dose®) als ,,booster bzw. pharmakologi-
scher ,,enhancer* in Kombination mit anderen Pls einge-

setzt.

Resistenzen

Auf Grund der aktiven Rolle im HIV-1 Zyklus und der
relative kleinen Gréfe von 11 kDa, ging man zunichst
von einer geringen Resistenzentwicklung aus. Mittler-
weile konnte in der Prothese-kodierenden Region 36
bekannte Punktmutationen, die mit Resistenzen assoziiert

sind, ausgemacht werden (Shafer et al., 2006).

Diese konnen gehduft in der Ndhe des aktiven Zentrums
auftreten, an der Stelle der Substrat/Inhibitor Bindestelle.

Hierbei kommt es zur Anderung der Proteasestruktur die
eine reduzierte Bindungsaffinitdt zum Inhibitor aufweist.
Dies kann mit einer Abnahme der Van der Waals Kriften
zwischen Inhibitor und Bindeseite begriindet werden
(Saskova et al., 2009).

Neue Pls wie Darunavir finden dann Verwendung, wenn
bereits Resistenzen aufgetreten sind. Dabei wurde der
Inhibitor so hergestellt, dass dennoch eine Bindung an das
resistente Enzym mdglich ist (Ghosh et al. 2007).

Um diesen viralen Fitnessverlust zu kompensieren,
konnten Viren bestimmt werden die bis zu 20
Punktmutationen in der kodierenden Region der viralen
Protease besitzen (Saskova et al., 2009). Diese konnen
sich auBerhalb oder innerhalb der Protease befinden.
Diese Mutationen haben nur einen geringfiigigen Effekt
auf die Inhibitorbindung, viel mehr befinden sich diese in
der Nihe der Gag proteolytischen Schnittstelle, die zu
einer verbesserten Prozessierung von Gag fiihren kdnnen
(Fun et al., 2011).

Dieser weitere Mutationsort kann somit die virale Fitness
positiv beeinflussen und dadurch zur Medikamenten-resis-
tenz beitragen (Shafer et a/, 2001). Da alle PIs eine dhnli-
che Struktur aufweisen, treten bei dieser Medikamenten-

klasse besonders hiufig Kreuzresistenzen auf.
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Entry-Inhibitoren

Die wichtigsten Schritte des viralen Eintritts in die Zelle,
stellt die die Bindung des CD4 T-Zellrezeptors
(Attachment) mit dem viralen Protein gpl120 dar, sowie
die Bindung der Korezeptoren CCR5 und/oder CXCR4,
die ebenfalls tiber das virale Protein gp120 ermdglicht
wird. Die Fusion der viralen und zelluliren Membran
erfolgt liber das Protein gd4pl (siche Kapitel 2). Diese
Ereignisse konnen durch sogenannte Entry-Inhibitoren
gehemmt werden, auf die im weiteren Abschnitt niher

eingegangen wird.
Attachment-Inhibitoren
Wirkungsweise

Die Entdeckung des CD4 Hauptrezeptor im Jahre 1984
war ein Durchbruch in der HIV Biologie. Der erste Schritt
des HIV Eintritts in die Zelle geschieht durch Bindung
des HIV Proteins gp120 an den CD4 Rezeptor der Ziel-
1zelloberflache. Das virale Protein gp120 besteht aus einer
inneren und dufleren Doméne, die iiber ein sogenanntes
Bridging-Sheet verbunden ist, eine Formation aus 2 dop-
pelstrangigen B-Faltblittern. In dieser Doméne befinden
sich fiinf konservierte (C1-C5) und fiinf variable Regio-
nen (V1-V5). Eine der wichtigen Regionen des viralen
Eintritts stellt V1/V2, V3 und C4 dar. Die drei-dimensio-
nale Darstellung der gp120 Struktur zeigte, dass intramole-
kulare Disulfid-Bindungen eingegangen werden. Diese
Interaktion mit dem CD4 Rezeptor ist entscheidend fiir
die Entwicklung von potentiellen Inhibitoren (Leonard et
al, 1990).

Es gibt viele Molekiile die eine Inhibierung zwischen
gpl120 und CD4 bewerkstelligen konnen, unterscheiden
lassen sich diese in ihrer Struktur und ihrem Mechanis-

mus:

PRO-542 (CD4-1gQ2) ist ein tetravalentes CD4-1gG2 Fu-
sionsprotein, das in ersten klinischen Studien zu einer sig-
nifikanten Hemmung der Virusreplikation fiihrte. Dieser
umfasst 5 Kopien der CD4 Virusbindedoméne und ahmt
den CD4 Rezeptor nach (Allaway et al., 1995).

Dieser Bindungsinhibitor ist derzeit am besten entwickelt
und Studien konnten zudem belegen, dass dieser eine gute
Vertréglichkeit zeigt. Ein Nachteil ist die Einnahme die
nicht oral erfolgen kann und subkutant inijziert werden

muss.

TNX-355 ist ein nicht-immunosuppressiver monoklonaler
Antikorper der gegen CD4 Rezeptoren gerichtet ist. Es
kompetiert mit HIV gp120 um die CD4-Bindung.

Die ersten Studien zeigten, dass bereits die Verabreichung
einer Einzeldosis zur Reduzierung der HIV-1 Virenlast im
Plasma fiihrt und zugleich zu einer Steigerung der CD4
Zellzahl (Kuritzkes et al, 2004).

BMS-806 bindet mit hoher Affinitdt an gpl120 und
unterbindet damit die Konformationsédnderung, die durch
die Bindung an den CD4 Rezeptor ausgeldst wird (Guo et
al, 2003). Dieses Molekiil ist gut vertrdglich und weist

keine signifikante Cytotoxizitit auf.
Resistenzen

Mehrere Untersuchungen in in vitro Modellen wurden
zum Mechanismus dieser Inhibitoren durchgefiihrt.
Bislang konnten die Resistenzentstehung nicht ganz
geklart werden. Da diese Molekiile auf unterschiedliche
Art und Weisen agieren wird ihr Entwicklung
dahingehend auch unterschiedlich eingeschétzt.

In vitro Studien konnten jedoch fiir BMS-806 und ver-
wandte Verbindungen wie BMS-155 zeigen, dass in
gp120 die Aminosduren Phe-43 an der Entstehung von
Resistenzen verantwortlich sein kdnnten. Weitere Mutatio-
nen in gpl20 die die Reste Trp-112, Thr-257, Ser-375,
Phe-382, Met-426, Met-434 und Met-475 betreffen, resul-
tieren ebenfalls in einer Resistenz gegen BMS-806 und
BMS-155 Inhibitoren (Guo et al, 2003) .

Fusions-Inhibitoren

Wirkungsweise

Das gp41 besitzt neben einer extrazelluliren Ectodoméne
(N-Terminus), eine Transmembrandoméne (TM) und eine

intrazellulire Endodoméne (C-Terminus) (Gallaher und



Ball ef al., 1989; Kilby und Eron 2003). Bei der Fusion CCRS5 und CXCR4 gehoren zur Familie der sieben Trans-

von gp4l mit einem Fusionsprotein, kommt es zu einer membran G Proteinen-gekoppelten Rezeptoren. Diese be-
strukturellen Reorganisation. Dies wird durch eine Interak- sitzen eine alpha-Helix Struktur die aus vier Transmem-
tion der hepta wiederholenden Regionen HR1 und HR2 brandomaénen, drei extrazelluldren Loops und einer N-ter-
eingeleitet. Dabei wird ein Hairpinkonformation gebildet, minalen Doméne besteht.
die aus Sechs-Helix-Biindeln besteht (Wilen und Doms,
2011), Der CD4-gp120 Komplex bindet an die Korezeptoren via
seiner V3 Region. Weitere Regionen wie V1/V2 und C4
Der Peptidfusionsinhibitor wurde nach dieser Erkenntnis konnen ebenfalls daran beteiligt sein (Cormier & Dragic,
gestaltet, da die zwei homologen Doméanen HR1 und HR2 2002). So findet generell eine Interaktion der Korezep-to-
eine Interaktion miteinander eingehen. Die Mimikry einer ren CCR5 und/oder CXCR4 mit der Aminoséuren-se-
dieser Doménen durch ein heterologes Protein bindet die- quenz der V3 Region statt. Die Involvierung weiterer Re-
se und fithrt zur Stérung der intramolekularen Interaktion gionen ermdglicht die Differenzierung der HIV Viren in

des viralen Proteins. Die Bildung eines solchen Helika- die Klassen R5, X4 und R5/X4.
leninhibitors brachte das Medikament T-20/Enfuvirtide

hervor, welches eine homologe Sequenz zu HR2 aufweist. Somit findet bei der gpl20-Korezeptorbindung der RS

. . . - Klasse-Vi i dtzliche Interaktion der N-terminal
Dieses Medikament muss aufgrund seiner Molekiilgrofe asse-Viren eine zZusatziiche fteraxtion det A-terminale

subkutan injiziert werden. Nebenwirkungen dufleren sich Doméne und des zweiten extrazellular Loops (ECL2) statt

mit lokalen Hautreaktionen. (Cormier & Dragic, 2002). Diese Stimme nutzen bevor-

zugt den Korezeptor CCRS5. Die X4 Staimme hingegen
Resistenzen weisen lediglich eine Interaktion mit ECL2 auf und haben
eine Priaferenz flir CXCR4 Rezeptoren. Somit stellt diese

In vitro Studien konnten zeigen, dass Resistenzen gegen Erkenntnis einen wichtigen Schritt in der Entwicklung
Enfuvirtide auf Mutationen in der HR1 Region des gp41 von Inhibitoren dar.

zuriick zu fiihren sind. Das betrifft die Aminoséduren in
der Position 36-38 (Rimsky et al, 1998). Weitere Die CCR5 und CXCR4 Antagonisten lassen sich in drei

Gruppen einteilen die grofenabhéngig sind. Grofle Mole-
kiile wie PRO-140, oder Molekiile einer mittleren Grofie
wie Met-RANTEs und AOP-RANTES, sind modifzierte
natiirliche CCRS5 Liganden, die einen Bindung an CCRS5

schwer zugédnglich machen. Kleinere Molekiilinhibitoren

Untersuchungen dahingehend konnten noch weitere
Mutationen aufdecken, die in den Positionen zwischen 36
bis 45 auftreten konnen. Diese Mutationen fithren zur
direkten Abnahme der Haftung und zu einer abnehmen-

den Ausbildung der Bindeenergie zum Peptid (Eggink et

al, 2011). hingegen richten sich direkt gegen die Korezeptoren

CCRS5 (TAK-779, SCH-C, SCH-D, UK-427857 und GW-
Korezeptor-Inhibitoren 873140) oder CXCR4 (AMD3100 and KRH-1636).
Wirkungsweise CCR5-Antagonisten

Zusitzlich zur Bindung des Zellrezeptors CD4, erfordert Bei den derzeit haufigsten CCRS Antagonisten, handelt es

HIV zum Eintritt in die Zelle die Bindung der Chemokin- sich um kleine Molekiile die eine Interaktion zwischen

Korezeptoren. Die Hauptkorezeptoren sind CCR5 und gp120 und dem Korezeptor verhindern, indem sie direkt

CXCR4. Diese Interaktion wird durch die Konfor- an diesen binden. Diese Molekiille ahmen Chemokine

mationsinderung, die durch Bildung eines Komplexes aus nach, die natiirlicherweise an die Rezeptoren binden

CD4 und gp120 entsteht, bewerkstelligt (siche Kapitel 2). wiirden.



TAK-779 war das erste nicht-Peptid Molekiil welches die
in vitro Replikation der R5 Stimme, durch Eingreifen in
die Interaktionsbildung der CCR5 Korezeptoren, blockier-
te (Baba et al, 1999). Die Bindeseite ist in einer CCRS
transmembranen Vertiefung lokalisiert, die durch die 1, 2,
3, und 7 Korezeptor Transmembranregion gebunden wird
(Dragic et al, 2000). TAK-779 besitzt eine geringe orale
Bioverfiigbarkeit und die klinische Entwicklung wurde
dahingehend unterbrochen, da die Injektionsstellen zu lo-
kalen Reaktionen fiihrten, die die Handhabung erschwer-
ten. Fortlaufende Studien brachten TAK-220 und TAK-
652 hervor, welches im Gegensatz zu TAK-779 eine noch
bessere orale Bioverfligbarkeit besitzt und ebenso, sehr
effektiv die Replikation der Viren zu hemmen vermag (Ba-
ba et al. 2005).

PRO-140 ist ein monoklonaler Antikdrper der sich gegen
den CCRS5 Korezeptor richtet und diesen in der Bindung
an HIV gpl120 hindert. Dieser Inhibitor vermag neben
HIV-1 Subtyp B auch die Subtypen A, C, E und F am Ein-
tritt in die Zellen zu storen.

Die Entwicklung der SCH-C Medikamente (SCH-
351,125) galt zunichst als sicher und gut tolerierbar. Je-
doch erwies sich im Laufe der Zeit, dass eine hohe Dosie-
rungen klinische Folgen besitzt, die sich in Storungen des
Herzrhythmus duBlerten (Adults, 1998).

Aufgrund dieser Erkenntnis, wurde das Analog Viecriviroc
SCH-417, 690 oder SCH-D) und AD101 (SCH-350,581)
entwickelt. Diese CCR5 Antagonisten werden ebenfalls
oral eingenommen und reagieren direkt mit der CCRS
Transmembran-Vertiefung indem sie die HIV gp120 Bin-
dung inhibieren (Tsamis et al, 2003).

Das Medikament Maravirok (UK-427, 857) ist ebenfalls
ein oral verabreichter CCR5 Antagonist. Die ersten Studi-
en zum Phase 2 Medikament sind sehr vielversprechend.
Uberwiegend alle Patienten zeigten eine beachtliche Redu-
zierung der Plasmavirdmie (1.42 log). Dabei konnte die
Supression auch noch nach zehn Jahr, nach Beginn der
Behandlung, erfolgreich beibehalten werden (Fitkenheuer
et al., 2005). Auch Maravirok bindet an die transmembra-

ne Korezeptor-Vertiefung mit Hilfe der 2, 3, 6 und 7 He-
lix. Diese Helixbindung unterscheidet sich zur Bindestelle
des Medikaments TAK-779.

Zuletzt zeigte das Medikament Aplaviroc (GW-873140)
signifikante in vitro und in vivo Ergebnisse in der
antiviralen Therapie. Die Plasmavirdmie lieB sich auch
hier signifikant um 2 logs senken (Maeda et al, 2004). Im
Jahr 2005, musste allerdings die klinische Entwicklung
eingestellt werden, da unerwartete Félle der Hepatoxizitét
auftraten. Dieses Medikament ist ebenfalls ein CCRS
Antagonist und richtet sich gegen die Klasse der RS
Viren. Dabei interagiert das Medikament direkt mit ECL2
und nicht mit der transmembranen Vertiefung (Maeda et
al., 2004).

Aufgrund der unterschiedlichen Mechanismen der Kore-
zeptorinhibierung, wird fiir diese Klasse der Medikamente
unterschiedliche Resistenzentwicklung erwartet. Somit
erhofft man sich auch eine Senkung von Kreuzresistenzen

mit anderen CCRS5 Antagonisten.

CXCR4-Antagonisten

Zunichst konnte eine hohe antivirale Aktivitdt fiir
AMD3100 (Mozobil™) in in vitro und in vivo Studien fiir
X4 Stamme ausgemacht werden (Donzella et al. 1998).

Die Entwicklung weiterer Derivate, wie AMDO070 zeigten
im Gegensatz zum Derivat 3100 eine noch bessere orale
Bioverfiigbarkeit und Vertraglichkeit (Schols et al. 2003),
da mit der Behandlung des Phase 1 Medikaments uner-
wiinschte Nebenwirkungen wie kardiologische Abnormali-
titen auftraten. Seit Mirz 2005 finden klinische Versuche
zu AMDO70 statt.

KRH-1636 ist ein weiterer CXCR4 Antagonist, der eine
dhnliche antivirale Aktivitit aufweist wie AMD3100. Stu-
dien in Ratten zeigen, dass dieses Medikament duodenal
aufgenommen wird und somit liber eine gute Bioverfiig-
barkeit verfiigt (Ichiyama et al, 2003).

Bei dem Derivat KRH-2731 handelt es sich um ein

CXCR4 Antagonisten, der an die zweite und dritte extra-



zelluldre Schleife (ECL2 und ECL3) bindet. In vitro Studi-
en belegten eine hohe antivirale Aktivitit gegen X4 und
R5/X4 HIV-Stimme die bis zu 10-fach hoher lagen als
bei AMDO070 (Murakami et al. 2004).

Die Bindeseite der CXCR4 Antagonisten ist in ECL2 der
CXCR4 Korezeptoren lokalisiert (Labrosse et al, 1998;
Murakami et al, 1997). Aufgrund der hohen negative La-
dung die CXCR4 aufweist, geht man bei der Interaktion
der HIV gp120 V3 Schleife von elektrostatischen Anzie-
hungskriéften aus (Brelot et al, 1997).

Resistenzen

Zwei mogliche Wege der Resitenzentstehungen fiir CCRS
und CXCR4 Antagonisten sind moglich: Der erste konnte
einen Wechsel der Korezeptor Nutzung darstellen. Der
zweite resultiert in Anderungen der genomischen Region
in HIV, die es erlaubt trotz Anwesenheit eines Inhibitors
eine Interaktion zwischen gpl120 und dem Korezeptor

einzugehen.

Die bisherigen Daten zeigen soweit, dass die meisten
CCRS5 Antagonist-resistenten Stamme e¢her den Korezep-

tor CCR5 nutzen, als zum CXCR4 auszuweichen.

Desweiteren konnten vielseitige Mutationen in unter-
schiedlichen Regionen von HIV gpl120 ausgemacht wer-
den (V3, C2, V2, C4), die fiir einen resistenten Phénotyp
sprechen (Trkola et a/, 2002; Kuhmann et al, 2004).

Die bisher bestimmten Resistenzen unterscheiden sich je-
doch und sind abhingig von der Bindung die sie einge-
hen, somit erhofft man sich eine Limitierung von Kreuzre-
sistenzen. Dennoch sind weitere klinische Studien erfor-

derlich um diese Annahme zu tiberpriifen.

Resistenzen gegen CXCR4 Antagonisten sind bislang
noch weniger dokumentiert, als gegen CCR5 Antagonis-
ten. Es konnten Mutationen in der V3 Doméne ausge-
macht werden die zu einer Abnahme der Bindung fiithren
kénnen. Aber auch Mutationen die die V1, V2 und V4
Region betreffen, konnten mit Resistenzen dieses Kore-

zeptors assoziiert werden. Dabei kann es wie im Falle von

V4 zu Deletionen von fiinf Aminosiuren (Kodon 364-367
(FNSTW) kommen (Schols et al, 1998) die sich in einer
Minderung der Affinitét dullern.

Somit konnten die bisherigen Untersuchung die
Annahme, dass Resistenzen moglicherweise iiber den
Wechsel des Rezeptors statt finden, nicht bestétigt
werden. Diese Theorie der Resistenzentstehung ist
wichtig fiir Patienten die mit beiden Spezien, R5 und X4
infiziert sind. Hier besteht die Gefahr, dass eine
vorlaufige Supression nicht beibehalten werden kann und
es im Laufe der Therapie zu einer Inflammation des

urspriinglich suprimierten Stammes kommt.

Integrase Inhibitoren
Wirkungsweise

Die Integrase ist neben der Reversen Transkriptase und
der Protease eines der drei Schliisselenzyme im HIV-1-
Replikationszyklus. Dieses aus 288 Aminosiuren beste-
hende und vom HIV-pol-Gen kodierte Enzym ist bei der
Integration viraler DNA in die Wirts-DNA im Zellkern
involviert und fiir die Vermehrung von HIV essentiell.
Die Entwicklung der Integrasehemmer ist die wohl mit
den meisten Hoffnungen besetzte neue Substanzgruppe in
der HIV-Therapie. Die Integration viraler DNA verlauft
iiber mindestens vier Schritte, die durch verschiedene In-
tegrasechemmer inhibiert werden konnen. Bisher sind aller-
dings lediglich zwei Medikamente die den Schritt des
Strangtransfers inhibieren (STIs) auf dem Markt. Die
Schritte sind wie folgt:

1. Bindung des Integrase-Enzyms im Zytoplasma an die
virale DNA: Hierdurch entsteht ein sogenannter Préin-
tegrationskomplex. Integrase-DNA-Bindungs-hemmer

konnten diesen Schritt unterbinden.

2. 3’-Prozessierung: In einem ersten katalytischen Schritt
schneidet die Integrase ein Dinukleotid an beiden Enden
der viralen DNA heraus und produziert nun neue 3’-
Hydroxylenden innerhalb des Priintegrationskomplexes.
Dieser Schritt konnte durch sogenannte Prozessierungs-

inhibitoren gehemmt werden.



3. Strangtransfer: Nach dem der veridnderte Préinte-grati-
onskomplex durch Kernporen in den Zellkern einge-
schleust wurde, bindet die Integrase an die Wirts-DNA.
Dabei vermittelt sie das Andocken und die irreversible
Bindung der Hydroxylenden der viralen DNA an die Phos-
phodiesterbriicken der Wirts-DNA. Zurzeit sind zwei viel-
versprechende Strangtransferinhibitoren (STIs) auf dem
Markt, Raltegravir und Elvitegravir, die diesen Schritt
des Strangtransfers inhibieren. Dabei bindet der Inhibitor
spezifisch zwischen die Integrase und die virale DNA und
interagiert zugleich mit zwei essentiellen Magnesium Me-
tallionen, die zur Aktivierung der Intergrase also Kofakto-
ren beitragen (Grobler et al. 2002).

4. Liickenreparatur: Die Kombination aus viraler DNA
und Wirtszell-DNA ist ein intermedidres Produkt mit Lii-
cken, welche durch wirtszelleigene Reparaturenzyme repa-
riert werden. Hierfiir ist moglicherweise keine Integrase
mehr not wendig — die Reparatur kann aber durch zum

Beispiel Methylxanthine ge- hemmt werden.

Raltegravir

Raltegravir (Isentress®, MK-0518) ist ein Inte-grasechem-
mer (Strangtransfer-Inhibitor, STI) mit einer breiten Wir-
kung gegen R5- und X4-trope Viren. Auch die Supression
von HIV-2 kann durch dieses Medikament bewerkstelligt
werden. Studien zeigten eine Senkung der Viruslast nach
10 Tagen um 1,7-2,2 Logstufen (Markowitz 2006). Best-
atigt wurde das Ergebnis in weiteren Studien bei denen
79% der behandelten Patienten bereits nach 16 wochiger
Therapie eine Viruslast unter 400 Kopien/ml erreichten.
Selbst unter jenen Patienten, in denen nach dem genotypi-
schem Resistenztest zu Beginn keine Substanz mehr be-

nutzt werden konnte, lag die Rate bei 57%.

Die Daten zur Resistenzentwicklung sind noch limitiert,
es scheint aber drei genetische Resistenzpfade zu geben,
die iiber die Mutation N155 oder iiber Q148K/R/H und
Y143 laufen und im katalytischen Kern der Integrase
lokalisiert sind, in unmittelbarer Ndhe zu den
Aminosaurenresten die wohlmdglich den Kofaktor, das

essentielle Magnesium koordiniert (Hare et al, 2011;

Fransen et al. 2009). Diese primidren Mutationen konnten
mit weiteren, sekundédr auftretenden Mutationen in
Zusammenhang gebracht werden, die da wéren: N155(H),
E92Q, VI51L, T97A, GI163R, und L74M. Auch
signifikante Kreuzresistenzen konnten fiir diese
Mutationen beobachtet werden. (Goethals et al. 2008;
Marinello et al. 2008). Wie sich diese Mutationen dullern
wird derzeit noch untersucht und hierzu struktur-, und
biochemische Analysen durchgefiihrt. Dennoch konnte
eine erhebliche Minderung der Enzymaktivitit bestimmt
werden der, der moglicherweise auf die Mutation zuriick

zu fiihren ist.

Elvitegravir

Elvitegravir (GS 9137, frither JTK-303) ist ein Integrase-
hemmer der wie Raltegravir den Strangtransfer hemmt.
Einzeldosen waren oral bioverfiigbar, sicher und gut ver-
traglich (Kawaguchi 2006), und in vitro besteht ein Syner-
gismus mit anderen Medikamenten (Matsuzaki 2006). In
einer Studie an 40 HIV-Patienten (therapienaiv und vorbe-
handelt) sank die Viruslast nach 10 Tagen Monotherapie
um etwa 2 Logstufen (DelJesus 2006). Wesentlicher Nach-
teil scheint zu sein, dass Elvitegravir mit 100 mg Ritona-
vir geboostert werden muss (Kearney 2006). Die Vertrig-
lichkeit war wie bei Raltegravir sehr gut.

Auch bei Elvitegravir lassen sich durch in-vitro Passagen
Resistenzmutationen selektionieren, und es scheint
ebenfalls mindestens zwei Resistenzpfade iiber T661 oder
E92Q zu geben (Jones 2007). Vor allem E92Q scheint fiir
eine hohe Resistenz (36-fach) zu sorgen. Teilweise
iiberlappen sich die Resistenzen von Elvitegravir und
Raltegravir. Klasseniibergreifende Kreuzresistenzen

konnten also moglich sein (Kodama 2006, Jones 2007).



Die Wahl der richtigen Medikamente

Bei HAART werden jeweils zwei Nukleosidanaloga bzw.
Nukleotidanaloga (,,Nuke-Backbone®) verwendet. Dies
hat iiberwiegend einen historischen Hintergrund, da
NRTIs die ersten HIV-Medikamente waren. Mit der
Entwicklung von PIs war die Gabe zweier NRTIs als
Standard etabliert. Frithere NRTI-Backbones enthielten
mit AZT oder D4T meist ein Thymidin- Analogon (TA).
Da diese Toxizitdtsprobleme und Resistenzen bei
Therapieversagen verursachen, wird inzwischen meist auf
TA-freie Backbones ausgewichen. Die wichtigsten sind
TDF+3TC, TDF+FTC. Diese Kombinationen haben
desweiteren den Vorteil, dass diese nur einmal tiglich
eingenommen werden miissen und TDF+FTC sogar in
einer Tablette erhéltlich ist.

Erste ART bei Erwachsenen

Wie erwihnt sollte die erste ART aus zwei NRTIs und
einem NNRTI bestehen. Hierfir werden laut WHO 2013

folgende Préparte vorgeschlagen

TDF + 3TC (or FTC) + EFV werden als eine fixe-Dose in

Kombination verabreicht.

Wenn diese Kombination aufgrund Unvertriglichkeiten
nicht verabreicht werden kann oder nicht zu erwerben ist,
konnen folgenden Kombinationen alternativ eingenom-
men werden:

*AZT +3TC + EFV

*AZT +3TC + NVP

« TDF + 3TC (or FTC) + NVP

Zweite ART bei Erwachsenen

Die zweite ART fir Erwachsene sollte ebenfalls aus zwei
NRTIs, einem Ritonavir-booster Proteaseinhibitor (PI)
bestehen.

* Nach einer fehlgeschlagenen ersten Therapie mit TDF
+3TC (oder FTC), sollte AZT + 3TC als NRTI-Back-

bones verwendet werden.

* Nach AZT oder d4T + 3TC, sollte TDF + 3TC (oder
FTC) als NRTI- Backbone verwendet werden.

¢ Die Kombination aus ATV/r und LPV/r sind die

bevorzugten Proteaseinhibitoren.

Fragen

1. Wo finden bevorzugt Resistentmutationen gegen
Korezeptorantagonisten beim HIV-1 statt? Nenne ein
Beispiel.

2. Welche zwei Escapemechanismen hat HIV-1 in Bezug
auf T2635 entwickelt?

3. Woraus wird VIRIP gebildet? Welches Enzym ist daran
beteiligt?

4. Welche Probleme bringt VIRIP in Bezug auf
therapeutische Anwendung mit sich?

5. Warum hat Dolutegravir eine hohe genetische Barriere?

6. Was ist der Unterschied zwischen Raltegravir und
MK-0536 (denke an die Y143R-Mutation)?

7. Welche andere Funktion der Integrase spielt bei der
Entwicklung neuer IN-Inhibitoren seit neuestem ebenfalls

eine Rolle und warum?

8. Wodurch zeichnen sich die Bindungen von Darunavir

und Tipranavir in der Prothese aus?
9. Warum miissen beide geboostet verabreicht werden?

10. Welchen sichtbaren Unterschied erkennt man, wenn
man die Maturation ohne und mit Bevirimat vergleicht?

Warum ist das so?
Antworten

1. Die Mutationen befinden sich vor allem in dem V3-
Loop des ps120. Beispiel: Die Mutation Ile323Val. Die
dadurch entstandene ungeordnetere Sekundarstruktur des
Loops und die Tatsache, dass Valin weniger Platz als
Isoleucin benoétigt, verursachen eine Reduktion im
Intercafebereicht und der Loop wird "variabler", sodass er

trotz gebundenem Maraviroc an CCRS5 binden kann.
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2. 1: Die Doppelmutante Q66R im HR1 und N113D im
HR2. Die elektrostatische Interaktion zwischen D113 und
R66 begiinstigt die Konfiguration HR1-HR2 (lauft
schneller ab, als die Einlagerung von T2635).
2: Fall sich T2635 doch einlagern sollte, wird es in eine
ungilinstige Drehung gezwungen, verursacht durch die
Interaktion zwischen R66 des HR1 und E4 des T2635.

3.VIRIP wird aus al-Antitrypsin durch Matrixmetallo-
proteasen freigespalten. (al-Antitrypsin selbst wirkt sehr
schwach antiretroviral und dient im Organismus vor allem

dem Schutz der Lunge vor proteolytischer Schidigung.)

4. Es ist teuer in der Herstellung, muss in hohen Dosen

und intravends verabreicht werden.

5. Dolutegravir kann seine Position und Form den
Verdnderungen in der IN anpassen, die durch Mutationen

entstehen.

6. RAL formt eine n-n-Wechselwirkung mit Y143, die auf-
grund der Mutation zu R verloren geht und die Inhibitor-
bindung geschwicht wird. MK-0536 geht keine n-n-Wech-
selwirkung mit Y143 ein, sondern eine hydrophobe Inter-
aktion. R143 ermoglicht MK-0536 eine weitere hydropho-
be Interaktion, sodass es stirker in der Integrale bindet

kann.

7. Non enzymatic Funktion. Dabei handelt es sich um ei-
ne unterstiitzende Rolle bei der RT-Aktivitdt. Es wurde
gezeigt, dass Aminosaurenveranderungen der konser-vier-
ten HHCC in der NTD mit starker Reduktion der DNA-
Synthese einhergingen. Man vermutet, dass die tetramere
Form, die durch NTD-CCD-Interaktion stabilisiert wird,
eine kritische Rolle bei der Reverse Transkription spielt.

8. Darunavir kann 5, Tipranavir 7 Wasserstoffbriicken mit
den Seitenketten der AS im aktiven Zentrum der Protease
ausbilden. Zsédtzliche hydrophobe Wechselwirkungen

stabilisieren das Molekiil in seinem gebundenen Zustand.

9. Darunavir und Tipranavir werden hauptsichlich tiber
CYP3A abgebaut. Ritonavir wirkt als CYP3A Inhibitor,
sodass die Halbwertszeit von Darunavir und Tipranavir

auf nahezu 15 Stunden steigt.

10. Die Kernformation ist gestort. Bevirimat stabilisiert
das 6-Helix-Biindel von CA-SP1, wodurch die Spaltung
durch die Protease verhindert wird. Nur ca. 20% reifes
CA konnen entstehen.

Klausurfragen

1. Was versteht man unter nicht-kompetitiven Inhibitoren

(bitte mit virologischem Beispiel)?

2. Beschreiben Sie die Funktion von Fusionsinhibitoren

am Beispiel von T20 (inkl. Mechanismus)?

3. Beschreiben Sie die Unterschiede zwischen Acyclovir
und einem NRTI aus der HIV-Therapie (z.B. AZT)?
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Abkurzungen

A2RE
AF9
AFF4
AIDS
AIP1/Alix
ALEM
ALIX
ANP

AP

APC
APOBEC
ARM
ART
ASK
ATP

bad

BAF

bax
bcl-2
Brd4

Bro

CA
Caspase

CBP
GCL
CCR4
CCR5
CCiT:
CD
cDC
CDK7
CDK9
cDNA
CHMP
CmvV
cPPT
CREB
CTD
CTIz
CTRS
Culs
CXCR4
CXCR5

hnRNP A2 response element
transkriptioneller Co-Aktivator
transkriptioneller Co-Aktivator
acquired immunodeficiency syndrome
ALG-2 interacting protein 1; synonym for Alix
Acidic Lipid Enriched Microdomains
ALG-2 interacting protein X
Phosphoaminophosphonséaure-Adenylat-Ester
Adapterprotein

Antigenprésentierende Zelle
Apolioprotein B Editing Complex
arginine rich motiv

Antiretrovirale Therapie

apoptosis signaling kinase
Adenosintriphosphat

Bcl-2—associated death promotor
Form des SWI/SNF-Komplexes
Bcl-2—associated X protein

B-cell lymphoma
bromodomain-containing protein 4
BCK1-like resistance to osmotic shock
Capsid

cysteine dependent aspartate-specific
proteases

CREB-Bindeprotein
CC-Motiv-Chemokin

C-C chemokine receptor type 4
CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 5
Craniale Computertomographie
cluster of differentiation

Konvetionelle Dendritische Zelle
Cyclin abhéngige Kinase 7
Cyclin-abhangige Kinase 9
komplementéren DNA

charged multivesicular body protein
Cytomegalie-Viren

zentraler Polypurintrakt
cAMP-response element-binding protein-1
C-terminale Doméne

cytotoxic T cells

Cytoplasmic Targeting/Retention Signal
Cullin 5
CXC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 4
C-X-C chemokine receptor type 5

Cyc
DC
DC-SIGN

DISC
DNA
dNTP
Doa
DRM
DSIF
Eap

EBV
elF3
EJC
ENL
env

ER
ESCRT

FADD
FasL
FasR
fDC
FP
FYVE
gag
ap
gRNA
GTFs
HAT
HBR
HBV
HDAC
HET
HEXIMA1

HHV
HIV-1
HL
hnRNP
HR
HR-CT
HRS

Cyclin

Dendritische Zelle

Dendritic cell specific intercellular Adhasion
Molecule-3-Grabung non-ingetrin

death inducing signalling complex
Desoxyribonucleinséure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
degradation of alpha2

detergent mesistant microdomains

DRB sensitivity-inducing factor

ELL associated protein (human orthologs of
ESCRT-II subunits)

Epstein-Barr-Virus

eukaryotischer Initiationsfaktor 3

exon junction complex

transkriptioneller Co-Aktivator

envelope glycoprotein
Endoplasmatisches Retikulum
Endosomal Sorting Complex Required for
Transport

Fas-Associated protein with Death Domain
Fas Ligand

Fas Rezeptor

Follikulare Dendritische Zelle
Fusionspeptid

Fab1, YOTB, Vac1, EEA1

group specific antigen

Glykoprotein

genomische RNA

general transcription factors
Histon-Acetyltransferase

Highly Basic Region

Hepatitis-B-Virus

histone deacetylase 6

Heterosexueller Ubertragungsweg
hexamethylene bis-acetamide-inducible
protein 1

Humanes-Herpesvirus
Humanes-Immundefizienz-Virus Typ 1
Hodgkin-Lymphom

heterogeneous ribonucleoprotein particle
Heptad Repeat

High Resolution Computed Tomography
hepatocyte growth factor receptor substrate
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HSV
IBD
iDC
IFN
IgA
IgE
Imp7
Impa
ImpB
IN
IRES
IVD

JCV

b

Da

KS
LARP7
LEDGF
LIP5
LTR
LysRS
MA
MAC
mDC
MePCE
MHC
MHR
MIP
MMC
MoMuLV
MPMV
mRNA
MRT
MSM

MTOC
MVB
NC
nef
NELF
NF-kB
NHL
NK
NKT
NLS
NPC
nt
NTD
nuc
NUPS
Ol
ORF
p300
p50
Pak
PBAF
PBS
PCAF
PCP

Herpes simplex-Virus
Integrase-binding Domain

Unfreife Dendritscihe Zelle
Interferon

Immunglobulin A bzw. M
Immunoglobulin E

Importin-7

Importin-a

Importin-3

ntegrase

internal ribosomal entry site
intravendser Drogenkonsum (als
Ubertragungsweg)

JC-Virus

Base(n)

Dalton

Kaposi-Sarkom

La ribonucleoprotein domain family - member 7
lens epithelium-derived growth factor
LYST-Interacting Protein 5
Long-Term-Repets

Lysyl-tRNA Synthethase

Matrix

Mycobacterium avium complex
Reife Dendritische Zelle
methylphosphate capping enzyme
Major Histocompatibility Complex
Major Homology Region
Macrophage Inflammatory Proteins
Multizentrischer Morbus Castleman
Moloney Murine Leukamie Virus
Mason-Pfizer Monkey Virus
messenger Ribonucleinséure
Magnetresonanztomographie
Manner die Sex mit Manner haben (als Ubertra-
gungsweg)

Mikrotubuli organisierendes Zentrum
Multivesikelkdrper

Nucleocapsid

negative regulatory factor
negativer Elongationsfaktor
Nuklearer Faktor kB
Non-Hodgkin-Lymphom

Naturliche Killerzelle

Naturliche Killer-T-Zelle

nucleéres Lokalisationssignal
Poren des Zellkern

Nukleotid

N-Terminale Doméne

Nukleosom

Nukleoporine

Opportunistische Infektionen

Open Reading Frame
Histon-Acetyltransferase
Untereinheit von NF-kB

p21 associated kinase

Form des SWI/SNF-Komplexes
Primer-Binding-Site
P300/CBP-associated factor
Pneumocystis-Pneumonie

PCR
PI3K
PIC
PML
pol

Pol Il
pp24
PPI
PPT
PR
PRMT6
PTD
P-TEFb
PZNSL
RANTES

Rbx1
RelA

RER
Rev

RKI

RNA
RNP
RRE

RT
SAMHD1

SDF
SEC
SIvV
snRNA
snRNP
Sp1
SP1/SP2
STAM s
SWI/SNF
TAFs
Tap
TAR

tat

B

TBP
TFH
TFIID
TH1
TH17
TH2
TiReg
™
TMD
tMRCA
TNPO3
TRIM5a
TRM
TSG101

TSS
TZR
UN

polymerase chain reaction
phosphoinositid 3 kinase
Pre-Integrationskomplex

Progressive Multifokale Leukoenzephalopathie
Polymerase

RNA-Polymerase |l

Phosphoprotein24

perinataler Ubertragungsweg
Polypurintrakt

Protease

protein arginine N-methyltransferase 6
protein transduction domain

positiver Transkriptionselongationskomplex b
primare ZNS-Lymphome

Regulated and Normal T-cell Expressed and
Secreted

Ring-Box Protein 1

v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene
homolog A

Raues endoplasmatisches Reticulum
regulator of virion expression
Robert-Koch-Institut

Ribonucleinséaure

Ribonucleoprotein

rev responsive element

Reverse Transkriptase

SAM-domain und HD-domain enthaltenes
Protein 1

Stromal Cell-derived Factor
Superelongationskomplex

simian immunodeficiency virus

small nuclear RNA

small nuclear ribonucleoprotein particle
specificity factor 1

Spacer Peptide 1/2

ignal transducing adaptor molecule
chromatin remodeling complex

TBP assoziierte Faktoren

antigen peptide transporter
transactivation responsive region
trans-activator of transcription
Tuberkulose

TATA-box binding protein

follikulare T-Helferzelle
Transkriptionsfaktor D der Polymerase Il
T1-Helferzelle

T17-Helferzelle

T2-Helferzelle

Induzierte regulatorische T-Zelle
Transmembranregion

transmembrale Doméne

time of most recent common ancestor
Transportin-3

5-alpha Motiv Protein

Tat/TAR recognition motif

tumor suppressor gene 101; the human
ortholog of vps23
Transkriptionsstartstelle

T-Zell-Rezeptor

United Nations
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unb./k.A.
(zum
UTR
V1H
vif

vpr
VPS
VPS4
vpu
Vpx
VS
vzv
ZNS
HORF

unbekannter Ubertragungsweg/ keine Angaben
Ubertragungsweg)
untranslated region
vakuolare ATPase

viral infectivity factor

viral protein r

vacuolar protein sorting
Vakuolar Protein Sorting 4
viral protein u

virales Protein X
Virologische Synapse
Varizella-Zoster Virus
Zentrales Nervensystem
mikro Open Reading Frame
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