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1. EINLEITUNG

1.1. Historischer Hintergrund der HIV-Pandemie

Das Spektrum der in einer Bevolkerung auftretenden Infektionskrankheiten ist einem
kontinuierlichen Wandel unterworfen. Verdnderungen im sozialen Verhalten, dem
Hygiene- und Immunstatus sowie in  ©kologischen,  migratorischen  und
populationsdynamischen Faktoren zéhlen zu den Hauptursachen fur das Auftreten und die
Etablierung neuer Krankheitserreger in einer Population. Haufig handelt es sich bei den
Erkrankungen um Zoonosen, denn die ,,emerging pathogens“ stammen von Tieren (Vorou
et al., 2007). Der Mensch ist dabei meist ein Fehlwirt mit erheblicher Symptomatik und
hohen Letalitatsraten. Die Transmission innerhalb der Population des neuen Wirtes fehlt
zunachst meist oder ist stark eingeschrankt. Gelingt jedoch einem Erreger eine effiziente
Ubertragung von Mensch zu Mensch, kann dies dramatische Epidemien und Pandemien
mit betrachtlichen Mortalitatsraten zur Folge haben. Ein prominentes Beispiel fir ein
solches Geschehen ist die Spanische Grippe von 1918 mit 40 Millionen Toten,

hervorgerufen durch den Erreger einer aviéren Influenza (Taubenberger, 2006).

Anfang der achtziger Jahre des vorigen Jahrhunderts wurde man in den USA auf
zunehmende Falle einer bis dahin unbekannten Immunschwachekrankheit aufmerksam
(Gottlieb et al., 1983). Junge homosexuelle Manner in einigen Grof3stadten litten an
persistierender Lymphadenopathie sowie &uflerst seltenen GefélRtumoren und
opportunistischen Pilz- und Protozoen-Infektionen, die nicht zu beherrschen waren und
unweigerlich zum Tode fihrten (Masur et al., 1981). Bereits Ende 1982 wurde das
Krankheitsbild unter dem Begriff AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrom)
zusammengefasst. Dabei steht AIDS fur das Endstadium der HIV-Infektion. Es wird
erreicht, sobald definierte Kriterien erfullt sind, zu denen ein Abfall der CD4-Zellzahl auf
unter 200/pl Plasma sowie die Manifestation opportunistischer Infektionen oder
bestimmter Tumore zahlen (Brodt, 2005).

Retrospektive fanden sich Berichte tber vergleichbare Félle, die mehr als zwanzig Jahre
zurlickreichten (Froland et al., 1988; Saxinger et al., 1985; Williams et al., 1983). Die
meisten dieser Patienten kamen aus Zentralafrika oder standen, zumindest temporar, mit
der dort lebenden Bevolkerung in Kontakt. Aus diesem Grunde wurde die Herkunft des

Erregers schon sehr friih in diesem geographischen Gebieten vermutet (Noireau, 1987).



Der Charakter der Seuche war sehr schnell in den Grundziigen geklart. Ein neuartiges
Retrovirus wurde als Krankheitsursache identifiziert. Der Nachweis gelang Francoise
Barré-Sinoussi und Luc Montagnier am Pariser Pasteur Institut, die den Erreger aus dem
Lymphknoten eines AIDS-Patienten isolieren, in Kultur nehmen und im
Elektronenmikroskop darstellten konnten (Barre-Sinoussi et al., 1983). Der Erreger wurde
spater der Gattung der Lentiviren zugeordnet (Sonigo et al., 1985) und erhielt die
allgemein akzeptierte Bezeichnung Humanes Immundefizienz Virus-1, HIV-1 (Coffin et
al., 1986).

Kurz nach der ersten Beschreibung von HIV-1 wurde in Portugal ein zweites AIDS
verursachendes Virus von einem Patienten aus Westafrika isoliert (Clavel et al., 1986). Das
Genom des als HIV-2 bezeichneten Erregers ist lediglich zu 45 % dem des HIV-1
homolog, weist aber bis zu 99 % Homologie zu simianen Retroviren auf (Chakrabarti et
al., 1987).

Das Ursprungsgebiet und die Verwandtschaft von HIV mit simianen Immundefizienzviren
lieBen vermuten, dass die Erreger von einigen der in afrikanischen Primaten endemischen
Viren abstammen. SIV wurde bisher in mindestens 35 afrikanischen Primatenspezies
nachgewiesen (Aghokeng et al., 2006). In keinem ihrer naturlichen Wirte verursachen
diese Retroviren Immundefizienzen. Sequenzvergleiche und phylogenetische Analysen
fihrten schliellich zu der Erkenntnis, dass mit den Gruppe N- und M-Isolaten, zwei der
drei HIV-1-Gruppen auf SIVcpz, ein Retrovirus des Schimpansen (Pan troglotydes
troglotydes), zuriickgehen (Gao et al., 1999), wahrend die Herkunftsquelle der Gruppe
O-Stamme wahrscheinlich der Gorilla (Gorilla gorilla) ist (Van Heuverswyn et al., 2006)
(Abb.1). Entsprechen der Sequenzhomologien werden die Isolate der einzelnen Gruppen in

sogenannte Clades zusammengefasst.

Aufgrund der hohen genetischen Identitdt von HIV-2 und SIVsm der Rauchgrauen
Mangaben  (Cercocebus atys) werden diese Tiere als die Quelle der
Transspeziestubertragung angesehen (Abb.1). Nach gegenwartigen Varianzanalysen kénnte
dies um das Jahr 1940 stattgefunden haben (Lemey et al., 2003).
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Abb. 1: Entstehung von HIV durch Cross-Spezies-Transmission von SIVcpz und SIVsm.

cpz, Schimpanse (Pan troglotydes troglotydes); agm, Afrikanische Griine Meerkatze (Cercopithecus
aetiops); mnd, Mandrill (Mandrillus sphinx); syk, Sykes Affen (Cercopithecus mitis); sm, Rauchgraue
Mangabe (Cercocebus atys); rcm, Rotkappen-Mangaben (Cercopithecus torquatus torquatus); mac,

Rhesusaffe (Macaca mulatta); mne, Schweinsaffe (Macaca nemestrina).

Wie bei HIV-2, so ist auch bei HIV-1 der exakte Zeitpunkt der Cross-Spezies-Ubertragung
bis heute nicht sicher zu belegen. Das alteste bekannte HIV-1-positive Serum stammt von
1959 aus dem Zaire (Nahmias et al., 1986). Einer aktuellen Hypothese zufolge ist HIV
bereits seit vielen hundert Jahren in Zentralafrika endemisch. Der zu Beginn des 20.
Jahrhunderts dort stattgefundene soziale Wandel liel} die Zahl Infizierter einen Kritischen
Wert erreichen, der zur Etablierung hochvirulenter Stamme fiihrte. Bedingt durch die
gestiegene Reisetatigkeit flhrte dies zu einer weltweiten Pandemie (Chitnis et al., 2000;
Hahn et al., 2000; Lemey et al., 2003).

1.2. Epidemiologie, Klinik und Therapie

Nach Angaben der WHO sind derzeit tGber 33 Millionen Menschen mit HIV infiziert

(www.unaids.org). Alle 10 Sekunden stirbt gegenwartig ein Mensch an AIDS, alle

7 Sekunden findet eine Neuinfektion statt. Die meisten Infizierten und die hochsten
Infektionsraten sind in der Sub-Sahara-Region Afrikas und in den Staaten der ehemaligen
Sowjetunion sowie in Siidost-Asien zu konstatieren (Abb.2). In Deutschland leben derzeit
etwa 63.500 Menschen mit HIV oder AIDS (www.rki.de).
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Abb. 2: Regionale Verteilung der HIV-Pandemie [Quelle: AIDS Epidemic 2007 (UNAIDS/WHO)].

Die Zahlen wadren viel dramatischer, héatten nicht praventive MaRnahmen und die
hochaktive antiretrovirale Therapie (HAART) die Pandemie eingeschrankt. Der Erfolg von
massiven Informationskampagnen in den Hochrisikogruppen, zu denen homosexuelle
Manner, Prostituierte und Drogenabhdngige zahlen, sowie die Aufklarung der
Allgemeinbevolkerung  Gber  die  Hauptubertragungswege  (Geschlechtsverkehr,
intravendser Drogenmissbrauch) und Gber MalRnahmen zum Schutz haben die
Infektionsraten in den entwickelten L&ndern lange zur Stagnation und zum Absinken
gebracht. Dazu beigetragen haben auch die Gewadhrleistung sicherer Blutprodukte und
Transplantate sowie Schritte zur Vermeidung einer Mutter-Kind-Transmission. Durch die
Einflhrung und permanente Verbesserung der hochaktiven antiretroviralen Therapie kann
heute die Viruslast im Blut oft bis unter die Nachweisgrenze gedriickt werden, womit eine
Verminderung der Transmissionsraten einhergeht (Porco et al.,, 2004). Im Gegenzug
verringerten offenbar die Erfolge das empfundene Geféhrdungspotential und die
Bereitschaft zur Pravention. Nach aktuellen Erhebungen des Robert Koch-Instituts ist ein
erneuter Anstieg der Neuinfektionen in Deutschland zu erkennen (www.rki.de). Aufgrund
der hohen Kosten und einer fehlenden Verfiigbarkeit bleibt die antiretrovirale Therapie
vielen Betroffenen in den Landern mit den hochsten Infektionsraten vorenthalten. Dies
betrifft etwa 80 % der gesammten Indikationsfalle (UNAIDS 2006 Report

[www.unaids.org/enHIVdata]). Kulturelle, religiose und oftmals auch politische




Vorbehalte erschweren zudem die Praventions- und BehandlungsmalRnahmen in diesen

Landern.

Aktuellen Empfehlungen der International AIDS Society und der CDC zur Folge sollte die
Therapie spatestens beginnen, wenn die Viruslast ber 30.000 RNA-Kopien/pl Plasma
erreicht und die CD4-Zellzahl 350/ul Plasma unterschreitet (Yeni et al., 2004). Fur das
Therapieregime werden Kombinationen aus meist drei Inhibitoren zweier viraler Enzyme,
der Reversen Transkriptase und der Protease, gewahlt (Hogg et al., 2001). Dartber hinaus
stehen neue Therapieansdtze mit Inhibitoren des Infektionsprozesses (z. B. Enfuvirtide,
T20) bereit (Kilby and Eron, 2003), die insbesondere dann zu einer notwendigen Option
werden, wenn Resistenzen oder Unvertraglichkeiten gegeniiber den meisten
Standardtherapeutika aufgetreten sind (Lazzarin et al., 2003). Obwohl erhebliche
Nebenwirkungen und Resistenzbildung den Nutzen der hochaktiven antiretroviralen
Therapie nachhaltig einschréanken und keine vollstdndige Eliminierung des Virus erreicht
werden kann (Vigano et al., 2006), miissen die meisten der Infizierten nicht mehr mit einer
schnellen Progression zu AIDS und einem friihen Tod wenige Jahre nach der Infektion
rechnen. Neben der Entwicklung eines breit wirksamen Impfstoffes zahlen die
Generierung, Evaluierung und Implementierung neuer Therapiekonzepte zu den
vordringlichsten Zielen im Kampf gegen die Seuche. Die Zerstérung latent infizierter
langlebiger und therapieresistenter Zellen sowie die Rekonstitution des geschadigten

Immunsystems sind dabei wichtige Kriterien.

Im Gegensatz zur Entwicklung antiretroviraler Therapeutika blieben die bisherigen
Strategien zur Herstellung eines sicheren und breitwirksamen HIV-Impfstoffes erfolglos.
Weder die humorale noch die zellulare Immunabwehr kann mit den derzeitigen Ansatzen
geniigend stimuliert werden, um eine Neuinfektion oder zumindest einen abgeschwdchten

Krankheitsverlauf zu gewahrleisten.

1.3. Pathogenese der HIV-Infektion

Die ersten klinischen Symptome einer HIV-Infektion treten meist 1-4 Wochen nach der
Ubertragung auf. In der Regel handelt es sich um grippedhnliche Beschwerden, die mit
Kopfschmerzen, Gliederschmerzen, leichtem Fieber, Lymphknotenschwellung und
Erythemen einhergehen (Daar et al., 2001). Mit modernen RT-PCR-Methoden kann virale
RNA bereits 3-10 Tage nach der Infektion nachgewiesen werden (Fiebig et al., 2005). Bei

sexueller Ubertragung gehoren Langerhanszellen, Makrophagen, dendritische Zellen und



CD4"-Lymphozyten der Mukosa zu den primaren Zielzellen des Virus (Mehandru et al.,
2004). Mit diesen Zellen gelangt das Virus zu lokalen Lymphknoten, in denen
insbesondere aktivierte Effektorzellen, vor allem CD4"-Lymphozyten des Typs HLA-DR",
CD38" und CD45RO", infiziert werden und zu den Hauptproduzenten neuer Viren
werden. Die hohe Virusreplikation zu Beginn der Infektion (> 10" Partikel/ml Plasma)
wird wesentlich durch die zellulare Immunantwort sowie Interferone, das
Komplementsystem und andere Faktoren der ,angeborenen Immunitat* reduziert
(Reynolds et al., 2005; Schmitz et al., 1999). Der Hohepunkt der Viruslast in der akuten
Phase und insbesondere der Wert der Viruslast im Serum nach vier Monaten konnen als
prognostischer Marker fir die Geschwindigkeit dienen, mit der die Erkrankung
voranschreitet (Abb. 3).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Verlaufs der Viruslast, CD4"-Zellzahl und des Antikorperspiegels im
Serum eines HIV-1-Infizierten.

Das akute retrovirale Syndrom (ARS) dauert meist bis zur Serokonversion und geht dann
in eine asymptomatische Phase Uber. Diese Phase kann einige Monate dauern, meist tritt
jedoch eine relativ symptomlose Latenzzeit mit nur leicht abnehmenden CD4-Zellzahlen
von mehreren Jahren auf (Demarest et al., 2001). In dieser Periode findet man nach wie vor
Virus in  Immunkomplexen an follikuldren dendritischen Zellen (FDC) in den
Lymphknoten. Die Hyperaktivierung des Immunsystems bleibt aufgrund einer reduzierten,
aber persistierenden Virusreplikation dennoch bestehen. Sie spiegelt sich im
Zytokinmuster und im Verhaltnis der Zellen des Immunsystems wieder. Aufgrund direkter

Faktoren des Virus und indirekter zytotoxischer Mechanismen (z. B. Apoptose) sowie des



hyperaktiven Immunsystems gehen permanent infizierte Zellen und bystander-Zellen
verloren und missen erneuert werden. Die Halbwertszeit eines infizierten Lymphozyten

betrégt weniger als zwei Tage (Ho et al., 1995; Ribeiro et al., 2002).

Neben Zellen des hdmatopoetischen Systems, werden auch andere Gewebe infiziert. Man
findet Viren in Mikrogliazellen und Astrozyten des Gehirns, in Zellen der Haut, des
Gastrointestinaltraktes, des Thymus und vieler weiterer Organe (Gonzalez-Scarano and
Martin-Garcia, 2005).

Im Laufe der Infektion stellt sich ein Zustand ein, den man als ,,Ermudung” des
Immunsystems beschreibt. Ein molekulares Kennzeichen ist die erhohte Expression des
Membranproteins PD-1, die mit einer reduzierten antiviralen Aktivitat der Lymphozyten
einhergeht (Day et al., 2006; Trautmann et al., 2006). Zudem geht die Architektur der
Lymphknoten, insbesondere der Keimzentren, verloren und die Zahl der follikuléaren
dendritischen Zellen nimmt ab.

Die der Zerstérung der Lymphknoten und die ,,Ermidung® des Immunsystems flhrt
schlieflich zu einem Punkt, ab dem ein starkerer, oft rapider Abfall der CD4-Zellzahlen
eintritt (Abb. 3). Damit beginnt die symptomatische Periode, die schlielich zur AIDS-
Erkrankung flhrt. Die Zeitspanne zwischen Infektion und dem Auftreten von AIDS héangt
von einer Vielzahl genetischer Préadispositionen des Infizierten ab, insbesondere von
seinem HLA-Typ. So besitzen besonders viele Personen, die seit Gber 10 Jahren
symptomlos leben, sogenannte Long Term Non-Progressors, den Typ HLA-B*5701
(Migueles et al., 2000). Neben dem genetischen Hintergrund bedingen aber auch die

Eigenschaften des Virus, wie Subtyp und Tropismus, den Verlauf der Infektionskrankheit.

Der forcierte Abfall der CD4*-Lymphozyten, der neben den auftretenden opportunistischen
Infektionen ein Kriterium fir AIDS darstellt, ist durch eine stark ansteigende
Virusreplikation bedingt. H&aufig findet man in diesem Stadium aggressivere
Viruspopulationen, die anstatt CCR5 den Chemokinrezeptor CXCR4 als Korezeptor

benutzen und damit einen breiteren Zelltropismus aufweisen.

1.4. Taxonomische Stellung, Gene und Proteine

Das HI-Virus gehort zur Familie der Retroviren, Gattung Lentiviren (Fauquet CM., 2005).
Retroviren besitzen die Eigenschaft, sich in die chromosomale DNA der infizierten Zelle
in Form eines Provirus zu integrieren. Zuvor wird ihr RNA-Genom mit Hilfe einer

Reversen Transkriptase in DNA umgeschrieben.
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An beiden Enden des Provirus befinden sich etwa 1 kb grofle direkte
Sequenzwiederholungen, die als LTR (Long Terminal Repeat) bezeichnet werden
(Abb. 4). Wahrend die 5’-LTR den viralen Promotor enthélt, sind in der 3’-LTR
Terminationssequenzen der RNA-Polymerase zu finden. Zwischen 5°-LTR und der
kodierenden Region befinden sich Dimerisierungs- und Verpackungssignale, deren
komplexe dreidimensionale Faltung eine Insertion des diploiden RNA-Genoms in das sich

formende Viruspartikel gewéhrleisten.

tat |_‘vpu rev
LTR | pro pol | vprl T env | LTR
gag vif rev tat |_| nef
b
| pro pol | rev rev|:|
LTR gag | vif ||v_pr| env | LTR
|ﬂ| |_|[a[ tatl] nef

Abb. 4: Genomstruktur von HIV-1 (a) und HIV-2 (b). Dargestellt sind die kodierenden Regionen in den drei
Leserahmen sowie die flankierenden LTRs des Provirus.

Wie jedes Retrovirus, so besitzt auch HIV die Gene fir die Strukturproteine und viralen
Enzyme in der Reihenfolge gag-pro-pol-env (Bannert and Kurth, 2004, 2006). Gag (group
specific antigen) kodiert ein Polyprotein von 55 kDa, das mit Hilfe der viralen Protease
(pro) wéhrend der Maturationsphase zu den Proteinen Matrix (MA), Capsid CA), p1l,
Nucleocapsid (NC), p2 und p6 prozessiert wird. Das Matrixprotein sorgt mit Hilfe seines
Myristolrestes und hydrophober Bereiche fiir die Verankerung des Polyproteins in der
Zellmembran (Bryant and Ratner, 1990). Es verleiht dem Viruspartikel Stabilitat und ist
nach der Infektion am Transport des Prdintegrationskomplexes in den Zellkern beteiligt
(Gallay et al., 1995). Im Gegensatz zu vielen anderen Retroviren sind Lentiviren in der
Lage Zellen zu infizieren, die nicht proliferieren (Lewis et al., 1992). Das prozessierte
Capsidprotein bildet das konische Core des Virus. Hierbei autoaggregieren freigesetzte
Capsidproteine zu Hexons und zwolf an bestimmte Positionen gebundenen Pentons
(Ganser-Pornillos et al., 2004). Die kurzen Spacerpeptide p1 und p2 sind an der Regulation
der Prozessierung beteiligt. Im p6-Protein befinden sich Interaktionsbereiche fir

Komponenten der zelluléren Freisetzungsmaschinerie und die Bindungsstelle fur das virale
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Vpr-Protein (Paxton et al., 1993). Das Nukleoprotein besitzt Zink-Finger-&hnliche Motive,
mit denen es die Verpackungssignale der viralen RNA bindet (Darlix et al., 1990).

Um die Expression der fur die Protease und Polymerase kodierenden Sequenzen zu
erreichen, ist ein Leserahmenwechsel am Ribosom um ein Nukleotid in 5’-Richtung
erforderlich. Der Leserahmenwechsel erfolgt an einer homopolymeren Sequenz und wird
durch einen nachfolgenden Pseudoknoten reguliert, der die Translation Kkurzzeitig
verzogert. Bei etwa 5 % aller Translationen kommt es zu der erwahnten
Rasterverschiebung und der Synthese des Gag-Pro-Pol-Vorlauferproteins (Hatfield and
Oroszlan, 1990). Dadurch wird gewahrleistet, dass wesentlich mehr Gag- als Gag-Pro-Pol-
Protein synthetisiert wird. Die autokatalytische Aktivitat der viralen Protease sorgt flr die
Freisetzung der Gag-Untereinheiten sowie der Protease und Polymerase aus dem
Vorlauferprotein. Die Polymerase wird weiter in die asymmetrischen Untereinheiten (p66
und p51) der Reversen Transkriptase (RT) und die C-terminal kodierte Integrase (IN)
prozessiert. Die Reverse Transkriptase sorgt fur die Retrotranskription der genomischen
RNA in DNA. Mit Hilfe der RNase H-Aktivitat der groReren Untereinheit wird die RNA
im RNA:DNA-Doppelstrang abgebaut (Hansen et al., 1987). Da der RT eine
3’-5’-Exonukleaseaktivitat fehlt, verflgt sie Gber keinen ,,proofreading“-Mechanismus. So
kommt es im Mittel zu etwa einer Mutation pro Genomsynthese (Svarovskaia et al., 2003).
Das Enzym tragt damit wesentlich zu der hohen Sequenzvarianz und Plastizitat der Viren
bei. Die Integration des Provirus in die chromosomale DNA der Wirtszelle vermittelt die

virale Integrase (Bushman et al., 1990).

Im zentralen Bereich des HIV-1-Genoms befinden sich die Gene flr die akzessorischen
Proteine Vif, Vpr und Vpu, die von einem einfach-gespleiBten Transkript translatiert

werden.

Vif (virion infectivity factor) kodiert ein 23 kDa groRes Protein, das den Einbau zellularer
Cytosin-Deaminasen der APOBEG-3-Familie in virale Partikel verhindert (Harris et al.,
2003). Fehlt Vif, deaminiert das Enzym Cytosin zu Uracil im Minusstrang wéhrend der
reversen Transkription. Die Folge sind Guanosin-zu-Adenosin-Austausche im Plusstrang,

die mit einer verminderten Aktivitat der Viren einhergehen (Mangeat et al., 2003).

Das 14 kDa grolRe basischen Protein Vpr (Viral protein R) ist ebenso wie das Matrixprotein
am Transport des Praintegrationskomplexes in den Zellkern beteiligt (Heinzinger et al.,
1994). In der chronisch infizierten Zelle blockiert es auBerdem deren Proliferation (Rogel
et al., 1995).
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Vpu (16 kDa) ist ein membranstdndiges Phosphoprotein, das von einem bicistronischen
Transkript translatiert wird. Vpu induziert die Degradation des CD4 Rezeptorproteins im

Endoplasmatischen Retikulum und erleichtert die Virusfreisetzung (Wildum et al., 2006).

Im Gegensatz zu HIV-1 besitzen HIV-2 und einige SIV-Isolate kein Vpu-Gen, sondern ein
Vpx-Gen (Abb. 4). Vpx ist wahrscheinlich aus einer Duplikation des Vpr hervorgegangen
(Tristem et al., 1992). Ebenso wie Vpr spielt es eine Rolle beim Kerntransport des

Préintegrationskomplexes (Singhal et al., 2006).

Neben den schon erwahnten Genen befinden sich die ersten Exons der Gene Tat und Rev
ebenfalls in der zentralen Region des Genoms. Das zweite Exon dieser regulatorischen
Proteine Uberlappt mit der Sequenz des Hullproteins (Env), dessen Startkodon ebenfalls in
der zentralen Region zu finden ist. Das Transaktivatorprotein Tat stabilisiert die
Transkriptionsmaschinerie, indem es an ein als ,,TAR“ (Tat response element)
bezeichnetes Motiv am begonnenen Transkript bindet und eine vorzeitige Termination
verhindert (Feng and Holland, 1988). Tat erhéht die Transkriptionsrate um mehr als den
Faktor 1000 (Roy et al., 1990). Ebenso wie Tat ist Rev Uiberwiegend im Zellkern zu finden
und bindet an die virale mRNA. Im Gegensatz zu Tat befindet sich das cis-aktive Element
(RRE, Rev Responsive Element) im 3’-Bereich des Transkripts (Malim et al., 1989). Die
Interaktion erleichtert den Transport ungespleiRter und partiell gespleiRter Transkripte aus
dem Zellkern (Zapp and Green, 1989). Die Regulation des Spleilens sorgt fur ein
optimales Verhaltnis viraler Proteine und des Vollangentranskripts fur die Enkapsidierung
in Partikel.

Als einziges Strukturprotein wird das membranstandige Hullprotein (Env) von einer
gespleiBten mMRNA translatiert. Das hochglykosylierte 160 kDa groRe Vorlauferprotein
wird bei seiner Passage durch das Endoplasmatische Retrikulum und den Golgi-Apparat
von einer Furin-Protease in die beiden Untereinheiten SU (gp120) und TM (gp4l)
gespalten (McKeating and Willey, 1989). Die Untereinheiten bleiben jedoch assoziiert und
lagern sich zu Trimeren zusammen. Das gp 120 besitzt konservierte und 5 hypervariable
Regionen (V1-V5) von denen die V3-Region eine der Hauptdeterminanten des
Korezeptortropismus ist und Epitope fiir neutralisierende Antikorper enthélt (Feng et al.,
1996; Hwang et al., 1991). Das Transmembranprotein beinhaltet das hydrophobe
Fusionspeptid und zwei Regionen, die beim Fusionsprozess interagierende Helices bilden
(Camerini and Seed, 1990).
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Am 3’-Ende des Genoms befindet sich das Gen firr das Nef (negativ factor)-Protein. Es
Uberlappt partiell mit der 3’-LTR. Das 27 kDa grofRe myristylierte Protein besitzt eine
Vielzahl an funktionellen Eigenschaften, die in vivo zum Tragen kommen. Es reguliert die
CD4-, MHC I- und MHC II-Expression herunter (Garcia and Miller, 1992; Luria et al.,
1991) und blockiert die Apoptose, um eine langere Phase der Virusproduktion zu
ermoglichen (Greenway et al., 2002). Nef-Deletionen korrelieren mit verminderter
Viruslast und deutlich verzdgerter AIDS-Symptomatik. Kirzlich konnte gezeigt werden,
dass das Nef-Protein von HIV-1 Lymphozyten aktiviert und somit zur Hyperaktivierung
des gesamten Immunsystems fihrt. Dies wird als eine der vermuteten Ursachen von AIDS
diskutiert (Schindler et al., 2006). Im Gegensatz zu HIV-1 im Menschen fuhren die Nef-
Proteine der afrikanischen Primaten in ihren natirlichen Wirten nicht zu dieser

Aktivierung und die Tiere entwickeln keinerlei AIDS-Symptomatik.

1.5. Morphologie der Viruspartikel

Reife Retroviruspartikel haben ein Durchmesser von ca. 110-130 nm (Frank et al., 1978).
Im Elektronenmikroskop ist ein konisches Core zu erkennen (Abb. 5), das den
Ribonukleokomplex aus zwei identischen, ca. 9,7 kb langen RNA-Molekilen positiver
Orientierung mit anhaftendem NC-Protein darstellt. Die Strdnge sind Uber eine
Dimerisierungsregion miteinander verbunden und liegen in Form eukaryotischer mRNA
mit 7-Methylguanin-Cap am 5’-Ende und polyadenyliertem 3’-Ende vor. Virale Enzyme
(Protease, RT, IN) und einige der akzessorischen Proteine (Nef, Vpr) sind ebenfalls im
oder am Core gebunden. Neben dem Capsid-Core sind elektronendichte Ablagerungen zu
erkennen (Gelderblom, 1991). Diese Lateral-Bodies stellen Gag-Protein dar, das fur die
Assemblierung des Cores nicht bendtigt wurde. Der Kernbereich ist von einer Matrix
umgeben. Das Matrixprotein verbleibt auch nach der Abspaltung der Gag-Untereinheiten
wahrend der Reifung mit der Virusmembran assoziiert. Die Virusmembran stammt von der
produzierenden Zelle und wurde wahrend der Freisetzung mitgenommen. Neben dem

viralen Hillprotein enthélt sie zelluldre Proteine.
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RNA-Genom IN (p31)

CA (p24)
RT (p66/p51)

Env (gp120/ gp41)

Abb. 5: HIV-Morphologie. Schematische Darstellung (a) und elektronenmikroskopische Aufnahme (b,
Marker: 100 nm). IN, Integrase; NC, Nukleokapsid; CA, Capsid; RT, Reverse Transkriptase; PR, Protease;
MA, Matrix,

1.6. Replikationszyklus von HIV

Nach der Anhaftung und dem rezeptorvermittelten Eintritt des viralen Cores in die Zelle
(Abb. 6) findet eine Destabilisierung der Corestruktur Uber einen noch unbekannten
Triggermechanismus statt, die einen Umbau zum Reverse-Transkriptase-Komplex (RTC)
induziert. Die Verfugbarkeit von dNTPs scheint ein wichtiger Faktor fiir die Aufnahme der
reversen Transkription zu sein. Im Zuge der Reaktion dient der RNA-Einzelstrang
zundachst als Matrize fur die Synthese einer Minusstrang-DNA. Der Polymerasekomplex
kann dabei auf den zweiten RNA-Strang des diploiden Genoms wechseln und somit
chimére Viren erzeugen, die zur Variabilitadt der Quasispezies beitragen. Die RNAse H-
Aktivitdt der Reversen Transkriptase verdaut anschlieBend den RNA-Anteil des
Heteroduplex und die Polymeraseaktivitat des Enzyms sorgt fur die Herstellung des DNA-
Doppelstrangs.

Interaktion mit zelluldren Proteinen und interne Umlagerungen im Zuge der DNA-
Synthese flihren schliellich zur Bildung des Préintegrationskomplexes (PIC), der mit Hilfe
von Mikrotubuli und Motorproteinen des Zytoskeletts in die Néhe des MTOC (Microtubuli
Organizing Centers) gebracht wird (Afonso et al., 2007). Von dort erfolgt der Transport
Uber noch  weitestgehend  unbekannte  Mechanismen in  den  Zellkern.
Kernlokalisationssignale im Matrix- und Vpr-Protein sowie in der Integrase sind daran

beteiligt. Die Endonukleaseaktivitat der Integrase ¢ffnet die chromosomale DNA und ihre
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Ligaseaktivitat verknlpft sie mit dem proviralen Doppelstrang. Zelluldre Enzyme sorgen

fir die Reparatur der Einzelstrange an den Verknlpfungsstellen zwischen proviraler und

Reifung
—

chromosomaler DNA.

Zytosol

Assemblierung

28 97

Ly

virale Proteine
und RNA

Translation

Integration

fTranskription

Provirus

Zellkern

Abb. 6: Replikationszyklus von HIV. Nach der rezeptorvermittelten Fusion der Zellmembran mit der
Membran des Virus (Abb. 7) erfolgt der Eintritt des viralen Cores in die Zelle. Daraufhin disassembliert das
Core und ein Reverse-Transkriptase-Komplex (RTC) entsteht. Darin erfolgt die reverse Transkription, die zur
Entstehung des Praintegrationskomplexes (PIC) beitragt. Dieser Komplex wird in den Zellkern transportiert
und die virale DNA in das Genom der Zelle integriert. Virale Transkripte werden an den Ribosomen der
Zelle zu viralen Proteinen translatiert und in ungespleifiter Form als Genom verpackt. Die Assemblierung
erfolgt an der Zellmembran. Nach der Freisetzung reifen die Virionen zu infektidsen Partikeln mit einem

konischen Core.

Nach der Integration nutzt das Virus die Transkriptionsmaschinerie der zellularen RNA-
Polymerase Il und die SpleiRosomen, um mit Hilfe der eigenen regulatorischen Proteine
Tat und Rev ein ausbalanciertes Verhaltnis der viralen mRNAs fur die Translation und fir
den Einbau in neue Partikel zu produzieren. Wie alle Lentiviren werden HIV- und SIV-
Partikel an der Plasmamembran assembliert (Abb. 6). Der Einbau mehrerer funktioneller
Einheiten wird dabei Uber die Synthese groRer Gag-Polyproteine geldst, die spater durch
eine Protease freigesetzt werden. Uber Interaktionen mit den Gag-Polyproteinen wird das
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diploide RNA-Genom sowie zellulare und akzessorische virale Proteine enkapsidiert
(Darlix et al., 1990). Die Gag-Polyproteine akkumulieren in Regionen der Zellmembran

mit hoher Konzentration an viralem Hullprotein.

Um den Transport zur Zellmembran und die Knospung zu gewahrleisten, bei der auch
zelluldre membransténdige Proteine auf die Virionen gelangen, bedient sich das Virus der
Mechanismen des zelluldren Vesikeltransports. Als Late-Domanen bezeichnete Motive im
p6-Protein interagieren direkt und indirekt mit Proteinen der ESCRT-Maschinerie (von
Schwedler et al., 2003). Wé&hrend der letzten Stadien der Knospung oder kurze Zeit nach
der Freisetzung erfolgt die Reifung mit proteolytischer Spaltung der Gag-
Vorlauferproteine und der Ausbildung des typischen konischen Cores (Briggs et al., 2003).

1.7. Mechanismus des Infektionsprozesses von Lentiviren

Das erste Stadium im Infektionsprozess von HIV und SIV ist die Adhé&sion des Virus an
die Oberflache von Zellen. Die primére Interaktion ist avide, aber unspezifisch, und wird
durch stark glykosilierte zellulare Membranproteine vermittelt. Zu den am besten
untersuchten dieser Proteinklasse gehdren das Mannose-bindende Protein auf
Makrophagen und DC-SIGN auf dendritischen Zellen (Geijtenbeek et al., 2000). Diese
Interaktionen vermitteln keinen Eintritt des Viruspartikels in die Zelle. Sie erlauben aber
den Transport zu Membranregionen mit hoéherer Rezeptordichte oder, im Falle der
dendritischen Zellen, die Infektion einer T-Zelle nach Transport und nach
Kontaktaufnahme im Lymphknoten. An der Interaktion dieser Lektine ist auf der viralen
Seite  primar das Hullprotein  beteiligt. Den Effekt verstarken zelluldre
Transmembranproteine, die beim Zusammenbau des Virus mit der Membran in das

Viruspartikel eingebaut wurden.

Der Tropismus von HIV fur CD4-positive Zellen und die Beteiligung des CD4-Molekiils
am Infektionsprozess von HIV und SIV wurden schon zu Beginn der HIV-Pandemie, kurz
nach der ersten Beschreibung von HIV bewiesen (Dalgleish et al., 1984). Das Typ I-
Transmembranmolekul besteht aus vier Doménen (D1-D4), von denen Lentiviren mit der
N-terminalen D1-Region interagieren, die partiell mit der Bindestelle des MHC II-
Komplexes Uberlappt (Moebius et al., 1992). Diese Region bindet spezifisch an das
Oberflachenprotein gp120 aller Lentiviren der Primaten im Bereich des konstanten
C4-Abschnitts des Molekils (Lasky et al., 1987). Die Bindung eines CD4-Molekiils in

diese Bindungstasche des gp120 induziert eine erste Umlagerung innerhalb des Molekiils
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(Abb.7). Dabei wird insbesondere die Position der variablen V1/V2-Schleifen und der
V3-Schleife veréndert. Fir eine direkte Fusion der Zellmembran mit der Membran des
Virus und den Eintritt des viralen Cores in das Zytoplasma der Zelle ist die Interaktion mit
dem CD4-Molekil allein nicht hinreichend. Ebenso erfolgt keine Endozytose mit
anschlieBender pH-abhéngiger Fusion der endosomalen und viralen Membran, wie es zum
Beispiel flr viele murine Retroviren und andere umhillte Viren charakteristisch ist. Die
Bindung des gpl20 an CD4 induziert dagegen eine intrazellulare
Signaltransduktionskaskade, die jedoch fir den Infektionsmechanismus des Viruspartikels
keine Konsequenzen hat, denn CD4-Molekiile mit deletiertem intrazelluldaren C-Terminus
vermitteln den Eintritt ebenso erfolgreich wie der Wildtyp (Bannert et al., 2000). Die
Erfahrung, dass viele CD4 positive Zellen nicht mit HIV zu infizieren sind, fihrte schon
kurz nach der ldentifizierung des CD4-Rezeptors zu der Vermutung, dass es noch
mindestens einen weiteren unbekannten HIV-Rezeptor geben muss (Chesebro et al., 1991,
Evans et al., 1987). SchlieBlich resultierte die Beobachtung, dass die drei Chemokine
RANTES, MIP-1a und MIP-1p die Infektion mit bestimmten HIV-1-Stdmmen inhibieren
kdnnen, zu der Erkenntnis, dass ihr gemeinsamer Rezeptor - das CCR5-Protein - einer der
gesuchten HIV-Korezeptoren ist (Cocchi et al., 1995; Feng et al., 1996). Als weiterer HIV-
Korezeptor wurde parallel der Chemokinrezeptor CXCR4 publiziert (Feng et al., 1996).
Auch hier findet eine Inhibition der HIV-Infektion durch den spezifischen Liganden SDF-1
mittels Kompetition und bindungsinduzierter Endozytose statt (Bleul et al., 1996).
Nachfolgend konnte eine ganze Reihe alternativer Chemokinrezeptoren identifiziert
werden, die ebenfalls die Fahigkeit besitzen, den Eintritt von HIV und SIV in die Zelle zu
vermitteln. Im Vergleich mit CCR5 und CXCR4 spielen diese ,,alternativen” Korezeptoren
nur eine untergeordnete Rolle und besitzen lediglich in speziellen Zellen und Geweben ein

pathophysiologische Relevanz (Gabuzda and Wang, 1999; Gorry et al., 2001).

Alle HIV- und SIV-Korezeptoren gehtéren zur Klasse der G-Protein-gekoppelten
Chemokinrezeptoren mit sieben Transmembranbereichen. Die durch die CD4-Bindung
induzierte Umlagerung im gpl20 mit der oben erwéhnten Verlagerung der variablen
Schleifen ermdglicht ihnen die Interaktion mit einer als ,,bridging sheet” bezeichneten
Region (Kwong et al., 1998). Diese Bindung destabilisiert die nichtkovalente gp120-gp41-
Assoziation des Hullproteins und ermdglicht eine weitere grundlegende Umlagerung, die
zur Insertion des hydrophoben Fusionspeptids am gp41 in die Membran der Zielzelle fiihrt
(Abb. 7). Dies hat die energetisch glnstige Bildung einer Sechs-Helix-Struktur aus den

N- und C-Helices der drei gp41-Untereinheiten zur Folge. Dadurch werden die Virus- und
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Zellmembran aneinander gezogen, so dass eine Fusionspore entsteht, durch die das
Viruscore in die Zelle gelangt (Mkrtchyan et al., 2005).

gp120
CD4
mane Snan
o
Korezeptor CD4 Bindung Korezeptor Bindung

I

7
V

Insertion des Fusionspeptids gp41 six-Helix Bundle-Formation

Abb. 7: Schematische Darstellung des Infektionsmechanismus von HIV und SIV. Nach der Interaktion des
Hullproteins mit dem CD4-Molekil auf der Oberflache der Zielzelle erfolgt eine Struktur&nderung im
Hullprotein. Dabei wird die Bindestelle fur den Korezeptor zuganglich. Nach Bindung des Korezeptors
erfolgt eine Trennung des gp120 und vom gp 41 des Hiillproteins und das hydrophobe Fusionspeptid inseriert
in die Zellmembran. Durch die energetisch giinstige Bildung eines Six-Helix-Bundles aus den N- und C-
Helices des gp41 werden die Membranen ineinander gezogen und die Fusionspore, durch die das Core in die
Zelle eintritt, entsteht.
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2. ZIELSETZUNG

Zu den aussichtsreichsten Interventionsoptionen bei der Bekdmpfung der
Immunschwéchekrankheit AIDS gehort die Blockade des Eintritts der HIV-Partikel in eine
Zielzelle. Um auf dieser Ebene wirksame antivirale Substanzen und Therapiekonzepte zu
entwickeln, sind die exakte Kenntnis des Zelltropismus sowie eine funktionelle
Charakterisierung der beteiligten Rezeptoren und ihrer Rolle beim Infektionsvorgang
erforderlich. Von besonderem Interesse sind hierbei kdrpereigene antivirale Proteine und
physiologische Liganden der viralen Rezeptoren. Neben dem humanen System ist auch ein
tiefes Verstandnis dieser Faktoren im SlIVmac-Modell erforderlich - dem wichtigsten
Tiermodell der HIV-Infektion.

Im Rahmen der nachfolgend dargestellten Arbeiten sollten die molekularen Determinanten
des Zelltropismus der Immundefizienzviren, insbesondere von SIVmac, bestimmt werden.
Im Fokus sollten dabei die viralen Rezeptoren CD4 und CCR5 sowie die Rolle der
natlrlichen Liganden dieser Proteine stehen. Die Aufklarung der molekularen Grundlage
des Tropismuswechsels, der im Verlauf einer Infektion von Rhesusaffen mit SIVmac zur
ZNS-Symptomatik und Pneumonien filhrt, trdgt wesentlich zum Verstdndnis der
Pathophysiologie der Infektion bei. Mit einem analogen Ziel soll die HIV-1-Suszeptibilitat
von Mastzellen geklart werden. Waéhrend ihrer Reifungsphase exprimieren diese
langlebigen Zellen CD4, CCR5 sowie weitere HIV-Korezeptoren, so dass sie als latent
infiziertes, therapieresistentes Virusreservoir in Frage kommen. Zum tieferen Verstandnis
des CCR5-Proteins sollen fundamentale Arbeiten zur nativen Isolierung und
extrazelluldren Rekonstitution dieses bedeutsamsten HIV-Korezeptors erfolgen. Auf der
Grundlage der erarbeiteten Methoden sind nachfolgend Untersuchungen zur Rolle
posttranslationaler ~ Modifikationen bei dem  HIV-Infektionsprozess und der
Chemokinbindung  vorgesehen.  Hierbei soll insbesondere ein Beitrag der
O-Glykosylierung und Sulfatierung des CCR5-Korezeptors zur hochaffinen Bindung der
viralen Hullproteine und anderer Liganden evaluiert werden. Auf Seiten des primdren
Rezeptors CD4 sind Studien zur Expression des physiologischen CD4-Liganden und HIV-
Inhibitors  Interleukin-16 geplant. Der Schwerpunkt wird hierbei auf die
Promotorcharakterisierung des grofRen Vorlauferproteins Pro-IL-16 gelegt, aus dem das
reife Zytokin nach Prozessierung durch eine Caspase entsteht. Diese Studien sollen mit
Arbeiten zur Identifizierung von zelluldren Wechselwirkungspartnern komplettiert werden,

die auf noch unbekannte physiologische Funktionen des Pro-1L-16 hinweisen.
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3. EIGENE ARBEITEN

3.1. Determinanten des Zelltropismus von HIV und SIV

Einfiihrung und Stand der Forschung

Die Entdeckung der Korezeptoren hat in erheblichem Malie zur Kl&rung der molekularen
Grundlagen des Zelltropismus von HIV und SIV beigetragen (Bleul et al., 1996; Feng et
al., 1996). Die Uberwiegende Zahl der HIV-Stamme ist nur in der Lage einige wenige
Korezeptoren zu verwenden. Prinzipiell kénnen drei Tropismus-Gruppen unterschieden
werden:

1. Makrophagen-trope (M-trope) HIV-1-Stamme, die Makrophagen infizieren, aber
nicht in der Lage sind in CD4-positiven T-Zelllinien zu proliferieren. Diese Isolate
bilden keine Syncytien in PBMCs. Sie verwenden vorzugsweise CCR5 als
Korezeptor, und nicht CXCRA4.

2. T-Zelltrope (T-trope) HIV-1-Stamme, die nur sehr schwer humane Makrophagen
infizieren, aber in T-Zelllinien effizient wachsen und Syncytien induzieren. Diese
Isolate verwenden CXCRA4 als Korezeptor.

3. Dualtrope HIV-1-Isolate. Diese Viren konnen sowohl CCR5 als auch CXCR4
verwenden. Sie sind besonders einfach mit neutralisierenden Antikorpern zu
inaktivieren.

Simiane Immundefizienzviren verwenden kein CXCR4 als Korezeptor. Dennoch sind auch
hier variable Zelltropismen zu beobachten (Zhang et al., 2000). Bei SIV-Stdammen der
Rhesusaffen, die als Tiermodell flr die AIDS-Pathogenese und Impfstoffentwicklung eine
enorme Bedeutung haben, kdnnen zwei Tropismus-Gruppen differenziert werden.

1. Makrophagen-trope SIV-Stdmme, die in Makrophagen von Rhesusaffen und
priméren T-Zellen replizieren.

2. T-Zelltrope SIV-Stdmme, die nicht in Makrophagen von Rhesusaffen, jedoch in
priméren T-Zellen replizieren.

Im Gegensatz zu HIV-1 sind auch T-trope SIVmac-Stamme in der Lage CCR5 als
Korezeptor zu benutzen (Zhang et al., 2000).

Im Rahmen der nachfolgend beschriebenen Studie (Bannert et al., 2000) sollten die
Rezeptoren identifiziert werden, die von M-tropen SIVmac-Stammen zur Infektion von

Makrophagen herangezogen werden. Dariiber hinaus sollten die ursachlichen Griinde fiir
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den unterschiedlichen Zelltropismus von SIV-Isolaten bestimmt und die Basis der

Restriktion T-troper HIV-Isolate fir Makrophagen der Rhesusaffen untersucht werden.

Als Modellisolate fur die Studie wurde das M-trope SIV-Isolat SIVmac316 und das
T-trope Isolat SIVmac239 verwendet. SIVmac316 wurde von Desrosiers und Mitarbeitern
aus alveoldaren Makrophagen eines Rhesusaffen gewonnen, der mit dem T-tropen
SIVmac239-Isolat infiziert wurde (Desrosiers et al., 1991). Der unterschiedliche
Tropismus ist durch die Sequenz der Hullproteine determiniert, wobei flnf
Aminoséauredifferenzen und eine Deletion im C-Terminus des gp4l den groRten Beitrag
leisten (Mori et al., 1993; Mori et al., 1992).

Die Quantifizierung der Infektion wurde mit Hilfe pseudotypisierter SHIV-Reporterviren
durchgefiihrt, die ein Hillprotein der Wahl auf der Oberflache tragen und ein Reportergen
kodieren, das zur Expression des Reporters (Chloramphenicol-Acetyl-Transferase oder
Green Fluorescent Protein) in der infizierten Zelle fuhrt. Mit diesen sogenannten ,,single
round“-Viren kann der Eintritt der Virionen in Abhéngigkeit von dem Hullprotein

gemessen werden.
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3.2. Infektion unreifer Mastzellen und ihr Beitrag zum therapieresistenen HIV-1-

Reservoir

Einfihrung und Stand der Forschung

Die von Paul Ehrlich entdeckten Mastzellen sind wichtige Effektorzellen des angeborenen
Zweiges des Immunsystems, insbesondere im Kampf gegen Parasiten und Gram-negative
Bakterien (Heib et al.,, 2008; Malaviya et al., 1996). Neben ihrer Rolle bei
Entzindungsreaktionen und der IgE-vermittelten allergischen Reaktion, die zur
Degranulation und Ausschiuttung von Histamin und anderen Botenstoffen fuhrt, besitzen
sie auch immunoregulatorische Eigenschaften im erworbenen Zweig des Immunsystems
(Galli et al., 2008). Reife Mastzellen kommen (ber den ganzen Korper verteilt im
interstitiellen Bindegewebe vor, am héufigsten jedoch in der Submucosa von Darm und
Atemwegen sowie in der Nahe von GefaRen und Nerven. Bei ihrer Patroullie durch die
Gewebe uUberwinden sie auch die Blut-Hirn-Schranke und wandern in das zentrale
Nervensystem ein (Silver et al., 1996).

Reife Mastzellen entstehen aus Vorlauferzellen, die im Knochenmark unter dem Einfluss
des Stammzell-Faktors (SCF) determiniert werden und ins Blut ausschwemmen. Diese
zirkulierenden Vorlauferzellen (PrMC) exprimieren den SCF-Rezeptor c-kit (CD117)
sowie die membranassoziierte Aminopeptidase CD13, sind CD14-negativ und
Chloracetatesterase-positiv (Agis et al., 1993). PrMC wandern in die Gewebe ein, wo sie

zu reifen, extrem langlebigen Mastzellen mit charakteristischer Granula heranreifen.

Die geringe Zahl an PrMC im Blut erschwert das Studium dieser Zellen. Mit Hilfe eines
Zytokincocktails, der vor allem aus solublem SCF (sSCF), Interleukin-6 und Interleukin-10
besteht, ist es jedoch mdglich, aus Nabelschnurblut PrMC zu gewinnen (Ochi et al., 1999).
Neben CD4 exprimieren PrMC mit CCR5 und CCR3 zwei HIV-Korezeptoren flr M-trope
HIV-1-Stamme sowie CXCR4, das von T-tropen HIV-1-Isolaten fur den Zelleintritt
verwendet wird. Wahrend der Reifung verlieren PrMC ihre CD4- und CCR5-Expression
und sollten deshalb keine Zielzellen mehr fir HIV-1 darstellen. Um die PrMC von
kontaminierenden Monozyten und Makrophagen zu befreien, wurde eine Depletion CD14-

positiver Zellen nach vier Wochen in Kultur durchgefuhrt.

Das vorrangige Ziel der nachfolgend beschriebenen Studie (Bannert et al., 2001b) ist es
gewesen, die Infizierbarkeit von PrMC mit HIV-1-Stdimmen unterschiedlicher Tropismen

und das Replikationspotential von HIV-1 in diesen Zellen zu Uberprifen. Gegebenenfalls
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sollte zudem die Expression viraler Gene in in vitro ausgereiften Mastzellen nachgewiesen
werden. Die Expression der HIV-Rezeptoren (Ochi et al., 1999) lie vermuten, dass PrMC
sowohl von M-tropen als auch von T-tropen HIV-1-Stdmmen infiziert werden kdnnen und

das Virus in diesen Zellen produktiv repliziert.
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3.3. Uberexpression, Isolierung, Reinigung und Charakterisierung des
CCR5-Rezeptors

Einfihrung und Stand der Forschung

Der Chemokinrezeptor und dominante HIV-Korezeptor CCR5 gehort zur groRen Famile
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit sieben Transmembranbereichen. G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren spielen eine zentrale Rolle bei neuronalen, immunologischen und
vielen weiteren physiologischen Prozessen. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass etwa
30 % aller heute verfligbaren Pharmazeutika die Funktion dieser Proteinfamile modulieren
(Stadel et al., 1997). G-Protein-gekoppelte Rezeptoren werden meist ohne Signalpeptid
synthetisiert und integrieren ber einen noch weitestgehend unbekannten Mechanismus in
Membranen. In der Regel weisen sie eine flache Topologie mit einem extrazelluldren
N-Terminus und einem cytoplasmatischen C-Terminus auf, der mit einem trimeren
G-Protein-Komplex  in  Wechselwirkung tritt. Die  sieben  hydrophoben
Membrandurchgénge sind ringformig angeordnet. Wegen ihrer sieben hydrophoben
membran-durchspannenden Bereiche ist es extrem schwierig, diese Proteine im nativen,
gefalteten Zustand zu isolieren oder denaturierte Proteine im nativen Zustand in einer
Membran zu rekonstituieren. Ein weiteres Problem stellt die relativ geringe Expression der
meisten G-Proteinrezeptoren in eukaryontischen Zellen dar. Aufgrund essentieller
posttranslationaler Modifikationen sind bakterielle und andere nicht eukaryontische
Expressionssysteme fur die Produktion der meisten G-Proteinrezeptoren keine Alternative
(Tate and Grisshammer, 1996). CCR5 bindet zundchst mit seinem N-Terminus an das
HIV-1-Hullprotein, wobei posttranslationale Modifikationen wie die Sulfatierung von
Tyrosinen die Interaktion verstdarken (Farzan et al., 1999). Fir nachfolgende Schritte des
Infektionsmechanismus werden Wechselwirkungen mit weiteren Regionen des Proteins,

insbesondere mit einigen extrazelluléren Schleifen, postuliert.

Die nachfolgend beschriebenen Arbeiten (Mirzabekov et al., 1999) zur Steigerung der
CCRb5-Expression, der Reinigung des Proteins unter nativen Bedingungen und dem
Nachweis der Bindung des solubilisierten CCR5 an das HIV-gp120 stellen erste Schritte
zum Aufbau von Screening-Systemen mit rekonstituierten nativen G-Proteinrezeptoren
dar. Sie sind ebenfalls relevant fur die meisten anderen Mitglieder dieser umfangreichen

Rezeptorfamilie.
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3.4. Bedeutung posttranslationaler Modifikationen des CCR5-Rezeptors fir die
Interaktion mit Chemokinen und die HIV-Korezeptorfunktion

Einfihrung und Stand der Forschung

CCRS5, der primére HIV-Korezeptor fur M-trope Isolate, ist der physiologische Rezeptor
fur eine Reihe von B-Chemokinen, zu denen RANTES, MIP-1a und MIP-1f zahlen. Der
G-Protein-gekoppelte Rezeptor ist auf vielen Leukozyten, insbesondere auf Gedéchtnis-T-
Zellen und aktivierten T-Zellen, zu finden sowie auf B-Zellen, Makrophagen,
Mikrogliazellen, Mastzellvorlaufern und dendritischen Zellen. Nach hochaffiner Bindung
des Liganden werden Signaltrasduktionskaskaden induziert, von denen eine Uber ein
trimeres G-Protein vermittelt wird und zu einem transienten Kalzium-Influx fuhrt. Die
induzierten Signale leiten in der Summe eine chemotaktische Antwort ein und erhdhen den
Aktivierungszustand der Zelle (Kuehn and Gilfillan, 2007).

Etwa 1% der Kaukasier ist homozygot fiir eine 32-Basenpaardeletion im CCR5-Gen, die
zu einem kompletten Verlust der Expression eines funktionellen CCR5-Proteins fihrt.
Trotz dieses Defekts wurden bisher keine Defizite in der Immunantwort bei diesen
Personen beobachtet. Die hohe Redundanz des Chemokinsystems scheint den Ausfall eines
Rezeptors effektiv kompensieren zu konnen (Dean et al., 1996). Diese Tatsache und die
hohe Resistenz dieser Personen gegeniber einer HIV-Infektion mit M-tropen Isolaten
verstarken die Bemuhungen, wirksame Inhibitoren des CCR5-Rezeptors als HIV-
Therapeutika zu entwickeln. Eine exakte Kenntnis der Bindungsdeterminanten des
Rezeptors und seiner Liganden sowie deren strukturelle Basis sind flr die Suche nach
neuen und die Verbesserung bekannter Interventionsmdglichkeiten von entscheidender
Bedeutung. Gegenwartig wird bei der Interaktion eines B-Chemokins mit seinem Rezeptor
ein zweistufiger Prozess angenommen. Zun&chst scheint eine relativ unspezifische
Wechselwirkung mit aufragenden N-terminalen Regionen des Rezeptors stattzufinden, bei
der negativ geladene und aromatische Aminosduren eine Rolle spielen. Die so
»eingefangenen“ Chemokine kommen dann in Kantakt mit den flachen extrazelluléren
Schleifen des Rezeptors und induzieren in Folge einer spezifischen Interaktion eine
Signaltransduktion und Internalisierung. Es gibt Hinweise auf eine vergleichbare Abfolge
der Ereignisse bei der Bindung an das gp120 und der Vermittlung des Eintritts von HIV in
die Zelle (Blanpain et al., 1999; Farzan et al., 1999; Samson et al., 1997). Hierbei sind
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Sulfatreste am N-Terminus von CCR5 beteiligt, die mit ihren negativen Ladungen zur

Elektrostatik der Wechselwirkung beitragen (Farzan et al., 1999).

Eine &hnliche Rolle kdnnten weitere posttranslationale Modifikationen spielen. Von
aulRerordentlichem Interesse in diesem Zusammenhang sind die ber O-glykosidische
Bindungen mit Serinen und Threoninen verknlpften Zuckerreste, da sie negativ geladene
endstandige Sialinsauren enthalten (Farzan et al., 1999). Der Chemokinrezeptor CCR5
wird im Golgi-Apparat der Zelle durch O-Glykane posttranskriptionell modifiziert (Farzan
et al., 1999). Die glykosylierten Serine und/oder Threonine waren jedoch nicht bekannt.
Die Kriterien fur eine O-Glykosylierung sind bisher wenig definiert. Es gibt jedoch die
Beobachtung, dass insbesondere extrazelluldare Regionen von Rezeptoren mit Clustern von

Serinen und Threoninen haufig modifiziert sind.

Die bekannten Funktionen der O-Glykane an Proteinrezeptoren sind sehr vielfaltig. Sie
tragen zum Erhalt der Konformation bei, schitzen vor Proteasen, vermitteln
Wechselwirkungen bei der Adhésion von Zellen und Mikroben und der Bindung von
Liganden. Sie sind an der Blutgerinnung, der Embryogenese und weiteren physiologischen
Prozessen unmittelbar beteiligt (Brockhausen, 1999; Varki, 1993). Von besonderem
Interesse ist ihre Funktion bei der Kinese und Adhésion aktivierter Blutzellen und dem

metastatischen Potential von Krebszellen (Fukuda et al., 1986).

In der folgenden Arbeit (Bannert et al., 2001a) wurden die Position der O-Glykane am
CCR5-Protein lokalisiert sowie ihr Beitrag zur Bindung von Chemokinen und der
Korezeptorfunktion fir HIV-1 untersucht. Die Studie wurde anschlieend um Experimente

zur Aufklarung der Rolle einzelner Sulfate am CCR5 bei der Chemokinbindung erweitert.
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3.5. Interleukin-16: Ein CD4-Bindungspartner, Immunmodulator und HIV-Inhibitor

Einfiihrung und Stand der Forschung

Der priméare HIV-Rezeptor, das CD4-Molekul, ist ein Glykoprotein von 55 kDa, das an
den MHC II-Komplex von antigenprasentierenden Zellen bindet und die Interaktion des
T-Zellrezeptorkomplexes sowie die immunologische Synapse stabilisiert (Doh and Irvine,
2006). Neben dem MHC II-Komplex ist das Zytokin Interleukin-16 (IL-16) ein weiterer
physiologischer CD4-Bindungspartner (Cruikshank et al., 1994).

IL-16 wird, wie IL-1, IL-18 und einige weitere Zytokine, in Form von Vorldauferproteinen
synthetisiert (Bannert et al., 1996). Die meisten Leukozyten, insbesondere aber CD8" T-
Zellen, produzieren ein 67 kDa groRRes Vorlauferprotein, das Pro-1L-16 (Baier et al., 1997).
Einige Neurone im Kleinhirn und Hippocampus exprimieren eine N-terminal verlangerte
Variante (Npro-IL-16) von 141 kDa (Kurschner and Yuzaki, 1999). Aus beiden
Vorlauferproteinen wird durch die Aktivitat der Caspase 3 ein C-terminales Fragment von
121 Aminoséduren abgespalten, das als reifes Zytokin von aktivierten Zellen freigesetzt
wird (Baier et al., 1998). Strukturell &hnelt der grofte Teil des IL-16 einer einzelnen PDZ
(Postsynaptic  density/Disc  large/Zona  occludens-1)-Doméne, jedoch ist die
Bindungstasche dieses Proteinwechselwirkungsmotivs im IL-16 sehr schmal und durch
eine Tyrosinseitenkette blockiert (Muhlhahn et al., 1998). An der Wechselwirkung mit
dem CD4-Molekdl ist das PDZ-&hnliche Motiv nicht beteiligt (Mathy et al., 2000). Die
Bindung an die D4-Domane des CD4 wird durch eine Aminoséauresequenz am C-Terminus
des Zytokins vermittelt (Liu et al., 1999). Aufgrund seiner Tetramarstruktur ist IL-16 in der
Lage CD4-Molekule zu vernetzen und eine Signaltransduktionskaskade zu induzieren
(Cruikshank et al., 1994). In Folge der Interaktion kommt es neben einer starken
chemotaktischen Reaktion zu einer partiellen Blockade immunologischer Funktionen
(T-Zellanergie) und einer Aktivierung proinflammatorischer Funktionen (Center et al.,
2000). In diesem Zusammenhang ist eine hohe Konzentration des Zytokins bei Asthma,
rheumatoider Arthritis, Multipler Sklerose und anderen Entziindungsreaktionen gezeigt
worden, die mit der Einwanderung von CD4" T-Zellen und deren Sekretion

proinflammatorischer Zytokine korreliert (Center et al., 2000).

Ahnlich wie die Wechselwirkung mit HIV-gp120 und die Bindung einiger Antikorper
fuhrt die IL-16-induzierte CD4-Signaltransduktion zu einer Hemmung des Promotors von
HIV und SIV (Benkirane et al., 1995; Berube et al., 1996; Zhou et al., 1997). Maciaszek
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und Mitarbeiter konnten zeigen, dass nach Bindung von IL-16 an CD4 ein inhibitorischer
Transkriptionsfaktor induziert wird, der mit dem Kernbereich des LTR-Promotors in der
Néhe der NF-kB-Bindestelle in Wechselwirkung tritt und die Transkription um den Faktor
60 reduziert (Maciaszek et al., 1997). Neben den B-Chemokinen MIP-1a, MIP-1§ und
RANTES sowie dem noch nicht identifizierten CAF-Zytokin (Levy, 2003) gehort IL-16

somit zu den antiviralen Faktoren, die von CD8"-Zellen sezerniert werden (Bannert, 1998).

Um Informationen iber das IL-16-Gen und die Transkription zu generieren sollte zundchst
die Exon/Intron-Struktur aufgeklart werden und danach eine exakte Analyse des Promotors
folgen (Bannert et al., 1999).
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3.6. Interaktionspartner des Interleukin-16-Vorlauferproteins

Einfiihrung und Stand der Forschung

Die beiden PDZ-Domanen im Vorlauferprotein des IL-16, von denen insbesondere die
zweite Doméne sehr hoch konserviert ist, sind typische Proteinbindungsmotive (Bannert et
al., 1998; Doyle et al., 1996). Die Interaktionspartner dieser Motive sind jedoch noch
vollig unbekannt. Die Identifizierung dieser Proteine kann wichtige Hinweise auf die
zelluléren und antiviralen Mechanismen liefern, an denen Pro-IL-16 beteiligt ist. Diese
Faktoren konnten ebenfalls an der Prozessierung des Vorlaufers, seines Transports oder der
Sekretion des IL-16 beteiligt sein oder Anhaltspunkte fir vollig neue physiologische
Funktionen ergeben.

PDZ-Domanen sind 80-90 Aminoséuren lang und zeigen eine charakteristische Faltung,
die eine Bindungstasche flr die C-Termini der wechselwirkenden Proteine ausbildet
(Doyle et al., 1996). Die tber 250 Proteine mit PDZ-Domanen sind mehrheitlich Struktur-
und Transportproteine, die am Zusammenbau von makromolekularen Proteinkomplexen,
Signaltransduktionskaskaden und an Transportprozessen beteiligt sind. Sie sind haufig
indirekt Uber Adapterproteine mit dem Zytoskelett und zelluldaren Motorproteinen
assoziiert (Hung and Sheng, 2002). Typisch ist die Interaktion der beiden PDZ-Domanen
im neuronalen IL-16-Vorlauferprotein (Npro-1L-16). Diese zwei Motive, welche sich in
der N-terminalen Sequenz des Proteins befinden, die dem Pro-1L-16 (in Leukozyten) fehlt,
binden an eine Reihe von lonenkanalen (Kurschner and Yuzaki, 1999). Einige PDZ-
Doménen treten in Wechselwirkung mit viralen Proteinen. Zu nennen ist in diesem
Zusammenhang insbesondere das Tax-Protein von HTLV-1, das an den Tumorsuppressor
hDLG bindet (Suzuki et al., 1999). Mit Hilfe des Yeast Two-Hybrid (YTH)-Systems
sollten die Interaktionspartner der PDZ-Domanen im Pro-IL-16 identifiziert werden und
die Bindungseigenschaften sowie deren mogliche physiologische Konsequenzen,
insbesondere in Bezug auf die antivirale Wirkung des Zytokins, untersucht werden.

Im Rahmen der nachfolgend referierten Arbeit wurden drei verwandte regulatorische
Untereinheiten der Myosin-Phosphatase als Bindungspartner der zweiten PDZ-Domane

gefunden und die Interaktion biochemisch charakterisiert (Bannert et al., 2003).
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4. DISKUSSION

Die Immunschwdachekrankheit AIDS wird durch HIV, ein zur Gattung der Lentiviren
gehorendes Retrovirus verursacht. Der Erreger stammt von afrikanischen Primaten ab und
hat seit seiner Erstbeschreibung im Jahr 1983 zu einer weltweiten Pandemie gefihrt. Ein
Impfstoff steht nicht zur Verfligung, die Virusreplikation kann jedoch mit einer
hochaktiven antiretroviralen Therapie wirksam blockiert werden. Die Suche nach weiteren
therapeutischen Ansétzen und Interventionsmdglichkeiten im viralen Replikationszyklus
ist von hoher Préaferenz. Dabei bietet insbesondere der Infektionsverlauf vielféltige
Optionen. Die Neu- und Weiterentwicklung von Entry-Inhibitoren erfordert jedoch eine

umfassende Analyse der beteiligten Proteine und Prozesse.

Eine wesentliche Voraussetzung fir die Infektion einer Zelle durch ein HIV- und SIV-
Isolat ist die Expression des CD4-Molekiils und eines Korezeptors, den der jeweilige
Stamm verwenden kann. Einige Zellen werden jedoch gar nicht oder nur sehr schlecht
infiziert, obwohl die passenden Rezeptoren auf der Zelloberflache exprimiert werden. Ein
Beispiel sind humane Makrophagen, die kaum von T-tropen HIV-Stdmmen infiziert
werden, obwohl CD4 und CXCR4 exprimiert sind (Dimitrov et al., 1999). Die Ursachen
dieser Restriktion sind noch weitestgehend unbekannt. Ebenfalls unverstanden war die
Blockade T-troper SIV-Isolate fur Rhesusaffen-Makrophagen, obwohl CD4 und CCR5 auf
diesen Zellen nachweisbar ist und die Viren diese Rezeptoren auf anderen Zellen
verwenden (Mori et al., 1992). M-trope SIVmac-Varianten konnen aus Rhesusaffen isoliert
werden, die neuronale Symptome (Meningoenzephalitis) oder eine granulomatdse
interstitielle Pneumonie mit Infektion von Mikrogliazellen bzw. Makrophagen zeigen.
Diese Symptome treten meist erst sehr spat im Verlauf der SIVmac-Infektion auf, wenn die
Affen bereits eine starke simiane AIDS (SAIDS)-Symptomatik aufweisen (Banapour et al.,
1991; Flaherty et al., 1997). Aus diesem Grunde wurde vermutet, dass M-trope Viren erst
dann effizient im Wirt replizieren kénnen, wenn das Immunsystem der Primaten bereits
stark in Mitleidenschaft gezogen wurde und die Bildung neutralisierenden Antikorper
eingeschrankt ist (Sharma et al., 1992). In einigen Aspekten &hnelt diese Hypothese der
Erklarung fir das dominante Auftreten T-troper HIV-1-Varianten beim Eintritt in das
AIDS-Stadium, denn auch hier sind diese Viren sensitiver gegeniber neutralisierenden

Antikdrpern und neue Zelltypen werden als Wirtszellen erschlossen.
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Im Zuge der Studien konnte mit Hilfe eines CCR5-spezifischen Inhibitors gezeigt werden,
dass ein M-tropes SlIVmac-Isolat fir den Eintritt in Makrophagen uberwiegend CCR5
benutzt, obgleich alternative Korezeptoren exprimiert werden, die auf anderen Zellen einen
effizienten Eintritt vermitteln kénnen (Schenten et al., 1999). Dagegen konnte ein T-tropes
Isolat, SIVmac239, das ebenfalls in der Lage ist CCR5 zu verwenden, diese Zellen ca.

50-fach schlechter infizieren und nicht produktiv replizieren.

Die entscheidenden Experimente, die zur Aufklarung der Basis des M/T-Tropismus von
SIV gefiihrt haben, waren Infektionsversuche mit Makrophagen, die CD4 iberexprimieren.
Die Uberexpression wurde durch Transduktion mit VSV-pseudotypisierten SHIVs erreicht,
die an Position des nef-Gens die CD4-Sequenz tragen. Diese Makrophagen konnten
sowohl von M-tropen SIVmac316, von T-tropen SIVmac239 und von Virionen, die
Huillproteine M-troper HIV-1-Stdamme tragen, mit vergleichbarer Effizienz infiziert
werden. Somit ist die geringe CD4-Expression der Makrophagen von Rhesusaffen (Lewin
et al., 1996) der Grund fur das Ausbleiben der Infektion mit T-tropen SIVmac-Stammen.
Dieses Ergebnis wurde in einer nachfolgenden Arbeit uneingeschrankt bestatigt (Mori et
al., 2000). In Makrophagen, die den priméren Rezeptor Uberexprimieren, benutzt auch ein
T-troper SIVmac-Stamm CCR5 als Korezeptor.

Die Befahigung mit geringen Rezeptorkonzentrationen auszukommen konnte in einer
héheren CD4-Affinitat des gp120 von SIVmac316 gegeniiber SIVmac239 begriindet sein.
Tatséchlich konnte fur monomares gpl20 des M-tropen Stammes eine etwas hohere
Bindungsstéarke an solubles CD4 gemessen werden als fur den T-tropen Stamm (Schenten
et al.,, 1999). Im Kontext des Trimers mit kooperativen Bindungsmodi konnte dieser

Unterschied zu dem beobachteten Tropismus flhren.

Mit dem Potential CCR5-positive Zellen mit geringer CD4-Expression zu infizieren hangt
offenbar die Eigenschaft zusammen, beim Eintritt in Zellen mit hoher CCR5-Expression
géanzlich auf CD4 verzichten zu kdnnen. Ein gewisser Grad an CD4-Unabhangigkeit wurde
auch flr andere M-trope SIV-Isolate publiziert. So wurde fur SIVmac/17E-Fr die Infektion
CD4-negativer Endothelzellen von Kapillaren im Gehirn berichtet (Edinger et al., 1997;
Mankowski et al., 1994). Ein Grund fir den Verzicht auf die Interaktion mit dem CD4-
Rezeptor konnte eine etwas ,,offenere” Struktur des Hullproteins sein, die konservierte
Epitope in der CCR5-Bindungsregion (bridging sheet) exponiert, so dass CCR5 auch ohne
vorherige CD4-Interaktion andocken kann. Das bridging sheet ist allerdings Ziel
neutralisierender Antikorper, weshalb es offenbar nach der Interaktion mit CD4 nur fir
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kurze Zeit fur CCR5 zugénglich ist. Deshalb sind Viren mit einer offeneren Struktur auch
sensitiver gegenilber einer Neutralisation durch Seren von infizierterten Resusaffen. Aus
diesem Grund sollten diese Varianten in immunkompetenten Tieren nicht dominieren
kénnen. In Ubereinstimmung mit der Hypothese findet man M-trope Isolate iiberwiegend
in bereits stark immundefizienten Tieren. Offenbar verhindert eine funktionierende

humorale Immunabwehr die Replikation M-troper SIVmac-Virionen.

Die Replikation von HIV in vivo kann bereits mit einer antiretroviralen Therapie wirksam
inhibiert werden. Ein Defizit der aktuellen Behandlung ist die mangelnde Fahigkeit eine
vollstandige Eradikation des Virus aus dem Korper eines HIV-Infizierten zu erreichen. Es
ist derzeit akzeptiert, dass die Persistenz der Infektion durch Populationen latent infizierter
langlebiger T-Zellen, insbesondere Gedéachtniszellen, und von Zellen auferhalb der T-
Zelllinien aufrecht erhalten wird (Finzi et al., 1999; Persaud et al., 2003). Die erfolgreiche
Weiterentwicklung der Therapiestrategien wird in hohem MaRe von einer genaueren

Kenntnis dieser Zellen und einem besseren Verstandnis solcher Reservoirs abhangen.

Infizierte Mastzellen, die sich Gber Monate und Jahre in Bindegeweben aufhalten, die
durch antivirale Therapien nur schwer zu erreichen sind, kénnten ein solches Reservoir
darstellen. Durch ihre Fahigkeit die Blut-Hirnschrranke zu tberwinden kénnten infizierte
Mastzellen das Virus zudem in das Gehirn passagieren wo Mikrogliazellen, Astrozyten
und einige Neuronen befallen werden, was zur neurologischen Symptomatik und AIDS-
assoziierten Demenzzustdnden fihrt. Durch ihr Vorhandensein an den primaren
Eintrittspforten von HIV ist auch eine Beteiligung bei der Etablierung einer Infektion
maoglich.

Ein wichtiger Hinweis auf eine Infektion von Mastzellen war die Beobachtung, dass
unreife, in vitro aus pluripotenten Zellen des Nabelschnurblutes differenzierte Mastzellen
transient die von HIV bendtigten Rezeptoren exprimieren. Ausdifferenzierte reife
Mastzellen exprimieren kein CD4 und CCR5 mehr und sind gegeniiber HIV innert (Ochi et
al., 1999).

Das Ergebnis der Infektionsversuche mit CD14-depletierten 4 Wochen alten PrMC-
Kulturen bestétigte die Vermutung jedoch nur teilweise, denn lediglich M-trope Isolate
waren in der Lage zu replizieren. Die exakte Ursache flr den Replikationsblock T-troper
Isolate ist nicht bekannt. Eine ahnliche Beobachtung wurde auch fir Makrophagen,
Mikrogliazellen und bestimmte Gruppen von Stammzellen gemacht (Albright et al., 2003;
Moriuchi et al., 1998; Schenten et al., 1999). Die beschriebenen Experimente mit
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pseudotypisierten Reporterviren weisen darauf hin, dass schon der Eintritt in die Zelle
verhindert wird. Ein moglicher Grund konnten posttranslationale Modifikationen oder
Topologien des CXCR4-Rezeptors sein, die ihn als HIV-1-Korezeptor auf diesen Zellen
unbrauchbar machen. Neben M-tropen HIV-Isolaten kann auch SIVmac316 unreife
humane Mastzellen mit CD4- und CCR5-Expression infizieren. Im Vergleich mit CD4"-
Lymphozyten und Makrophagen sind die Infektionsraten aber wesentlich geringer. Der
dominante Korezeptor fur den Eintritt in PrMC ist CCR5. Der ebenfalls von PrMC
exprimerte CCR3-Rezeptor spielt nur eine untergeordnete Rolle. Durch den Nachweis
granulédrer Enzyme wurden die infizierten Zellen auf Einzelzellniveau mit Hilfe

spezifischer Farbreaktionen eindeutig als PrMC identifiziert.

Die Halbwertszeit der meisten infizierten Zellen in vivo betrdagt nur wenige Tage (Ho et al.,
1995). In einigen Zellen wird die Expression viraler Proteine jedoch vermindert oder vollig
abgeschaltet. In diesen Latenzperioden sind die Zellen gegenuber der Immunabwehr nicht
zu erkennen. Die Ergebnisse der angefuhrten Arbeiten zur Ausdifferenzierung HIV-
infizierter PrMC belegen, dass in vitro die Infektion zumindest innerhalb von zwei
Wochen nicht zytotoxisch wirkt und die infizierten VVorlauferzellen ihre Differenzierung zu
reifen Mastzellen fortsetzen. Latent infizierte reife Mastzellen kdnnten somit Gber Monate
und Jahre das Virus in sich tragen. Durch Stimulation mit Toll-like-Rezeptoren kénnen

latent infizierte Mastzellen zur Virusproduktion angeregt werden (Sundstrom et al., 2004).

Ebenfalls nicht auszuschlie3en ist ein kausaler Zusammenhang zwischen Urtikarien und
Pruritiden bei HIV-Infizierten und der Infektion von Mastzellen (Duvic, 1995; Milazzo et
al., 1999). In diesem Zusammenhang ist von Interesse, dass HIV-infizierte PrMC bei

AIDS-Patienten mit allergischen Symptomen beschrieben wurden (Li et al., 2001).

Kirzlich wurde zudem belegt, dass auch in HIV-Patienten ohne Allergien infizierte
Mastzellen selbst unter Therapiebedingungen nachweisbar sind und zur Virusproduktion
angeregt werden kodnnen (Sundstrom et al., 2007). Diese Studie bestérkt die Hypothese,
dass CD4'/CCR5"-Mastzellenvorlaufer mit M-tropen HIV-Stammen infizierbar sind und
zu Mastzellen heranreifen. Latent infizierte Mastzellen scheinen einen signifikanten
Beitrag zur Pathophysiologie der Erkrankung und zum persistenten Virusreservoir

wahrend der HIV-Therapie zu leisten.

Die zahlreichen Beobachtungen, in denen trotz Expression der benétigten Rezeptoren
einige Zellen den Eintritt von HIV- oder SIV-Stdmmen nicht erlauben, legt die Vermutung

nahe, dass zelltypspezifische posttranslationale Modifikationen den Restriktionen zu
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Grunde liegen. Um diese zu untersuchen und eine biochemische und strukturelle
Charakterisierung des Proteins sowie dessen Rekonstitution in synthetischen Membranen
zu ermdoglichen, wurden Experimente zur Isolierung des CCR5-Rezeptors im nativen

Zustand aus eukaryontischen Zellen durchgefihrt.

Eine effiziente Steigerung der endogenen oder ektopischen Expression eines Rezeptors in
eukaryontischen Zellen ist eine Voraussetzung fir eine erfolgreiche Isolierung. Infolge
einer Kodonoptimierung und Klonierung in ein optimales Plasmid konnte die Expression
des CCR5-Rezeptors in stabilen Zelllinien gegentiber der Wildtypsequenz um den Faktor 5
erhoht werden. Durch eine FACS-Sortierung wurden zusatzlich die am hdchsten
exprimierenden Zellen isoliert und expandiert. Damit konnte die mittlere Expression der

Zellen nochmals um den Faktor 5-10 erh6ht werden (Daten nicht gezeigt).

Durch eine sehr umfangreiche Experimentenserie mit 18 verschiedenen Detergenzien in
Kombination mit mehreren Puffersystemen konnte mit Cyclohexyl-Pentyl--D-Maltosid
(Cymol-5) eine Detergenz gefunden werden, die CCR5 im nativen Konformationszustand
aus der Zellmembran herausldst. Der Grund fir die Eignung dieses sehr milden Detergenz
liegt wahrscheinlich darin, dass nichtkovalent assoziierte Lipide unvollstandig von dem
Protein entfernt werden. Diese Lipide tragen zur Stabilisierung der Terti&rstruktur und
Topologie des G-Proteinrezeptors bei. Als Hinweise auf die korrekte Faltung des von
Cymol-5 herausgel6sten Proteins wurden die Bindung des konformationsabhangigen
Antikorpers 2D7 (Wu et al.,, 1997) gezeigt und die Interaktion mit dem &uf3eren
Hullprotein (gp120) von HIV-1 nachgewiesen. Dabei unterstiitzen posttranslationale
Modifikationen, insbesondere die Sulfatierung des CCRS5, die Wechselwirkung mit dem

Hullprotein.

Ein weiterer wichtiger Vorzug der verwendeten Detergenz liegt in der hohen kritischen
Mizellkonzentration, die bei einer spateren Rekonstitution des Proteins in definierte
synthetische Membranen oder fur Kristallisationsversuche von Vorteil ist. Dies wurde in
einer Folgearbeit bereits deutlich, bei der funktionelles CCR5 in einer Membran auf
paramagnetischen Beads uber Dialysetechniken rekonstituiert werden konnte (Mirzabekov
et al., 2000). Es ist zu erwarten, dass die hier generierte Methodik flr die Entwicklung von
Screening-Methoden  fir  spezifische Inhibitoren des CCR5 und anderer

G-Proteinrezeptoren genutzt werden kann.

Die Interaktion von CCR5 und anderen Chemokinrezeptoren mit ihren Chemokinliganden

ist von einer hohen Redundanz und Promiskuitdat gekennzeichnet. Die Basis flr diese
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Flexibilitat auf der einen Seite und die hohen Bindungsaffinitaten auf der anderen Seite
bilden elektrostatische Wechselwirkungen zwischen negativen Ladungen in den N-Termini
der Rezeptoren und Regionen positiver Ladungen auf Seiten der Chemokine. Im Rahmen
dier hier referierten Arbeiten konnte ein wichtiger Beitrag der O-Glykane, insbesondere
der endstéandigen negativ geladenen Sialinséuren, zur Bindung der Chemokine an CCR5
gezeigt werden. Fur die HIV-Korezeptorfunktion des Rezeptors sind sie hingegen von
untergeordneter Bedeutung. Dies steht im Gegensatz zu der Sulfatierung N-terminaler
Tyrosine, die sowohl die Korezeptorfunktion als auch die Chemokinbindung unterstutzt,
wobei dem Sulfatrest an Tyrosin 14 eine besondere Rolle bei der Chemokinbindung
zukommt. Mit einer Reihe von CCR5-Mutanten, einer O-Glykan-defizienten CHO-
Zelllinie (Kingsley et al., 1986) sowie durch Markierung mit radioaktiver Galaktose und
Analysen des Migrationsverhaltens der Proteine in Polyacrylamidgelen konnte die Position
der O-Glykane im CCR5 und ihr funktioneller Beitrag zur Ligandenbindung bestimmt
werden. Serin 6 oder Serin 7 wurden dabei als potentielle O-Glykosylierungsstellen
identifiziert. Im Wildtyp CCR5 ist nur eine dieser Aminosduren glykosyliert. Die
Ergebnisse der Bindungsstudien und friiherer Arbeiten (Blanpain et al., 1999; Zhou et al.,
2000) weisen darauf hin, dass es Serin 6 ist. Die Glykosylierung an dieser Stelle ist
konsistent mit der Entstehung eines Proteinbereichs mit hoher Konzentration negativer
Ladungen infolge eines B-Turns durch Prolin 8. Durch diesen Turn kommt es zu einer
direkten Nachbarschaft von Serin 6 mit dem sialierten Glykan und dem sulfatierten
Tyrosin 14, die fur die Bindung der Chemokine maRgeblich sind. Die Ergebnisse der
diskutierten Studien zeigen Parallelen auf zu der Bindung von Selektinen und ihren
Liganden. Auch hier spielen N-terminale O-Glykane und benachbarte sulfatierte Tyrosine
der Liganden eine entscheidende Rolle bei der hochaffinen Bindung. Die Position,
Chiralitat und Struktur der Glykane beeinflusst dabei wesentlich die Affintdt und
Signaltransduktion der Rezeptoren (Leppanen et al., 1999; Somers et al., 2000). Eine
Analyse der Aminotermini von Chemokinrezeptoren zeigt, dass sie besonders reich an
Serinen, Threoninen und Tyrosinen sind. Die hier gefundenen Determinanten fiir einen
hochaffinen Kontakt zwischen Chemokinen und dem CCR5-Rezeptor scheinen deshalb
auch bei anderen Chemokinrezeptoren und ihren Liganden Relevanz zu haben. Bei
Rezeptoren, die im Gegensatz zu CCR5 auch N-Glykane besitzen, kdnnen auch diese zur
Wechselwirkung mit den Liganden beitragen (Chabot et al., 2000; Zhou and Tai, 1999).

Durch Bindung an CCR5 kénnen RANTES, MIP-1a und MIP-1B den Eintritt von HIV

oder SIV in eine Zielzelle blockieren (Cocchi et al., 1995). Ein weiteres Zytokin, dass
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jedoch durch Bindung an den CD4-Rezeptor zu einer Inhibition der HIV-Replikation fiihrt,
ist das Interleukin-16 (Baier et al., 1995). In friiheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass
das IL-16 in Form eines Vorldauferproteins synthetisiert wird (Baier et al., 1997; Bannert et
al., 1996). Durch die Analyse der Genstruktur und des Promotors sollten Informationen

uber die Regulation der Expression dieses antiretroviralen Zytokins gesammelt werden.

Das Pro-1L-16-Gen besteht aus sieben Exons. Im Gegensatz zu den meisten Zytokingenen
besitzt der Promotor keine TATA-Box. Zur Initiation der Transkription durch die RNA-
Polymerase Il tragen Proteine der Ets-Familie bei. Damit &hnelt dieser Promotor den
Initiationssequenzen von CD4, CD3g, CD18 und anderen TATA-Box-losen Promotoren
von Genen, welche in bestimmten Leukozyten hochaktiv sind (Clevers et al., 1988). Mit
EMSA und Supershift-Assays sowie funktionellen Studien konnten die Ets-Faktoren im
Pro-1L-16, die an die drei markanten und konservierten ,,GGAA*-Kernsequenzen binden,
als GABP-Proteine identifiziert werden. Eine dieser Kernsequenzen befindet sich im
transkribierten Bereich an Position +10, die beiden strangaufwérts gelegenen Motive
bilden ein exaktes palindromes 18 Basenpaare umfassendes ,,Dyad Symmetry Element”
(DSE). Dieses Element, das auch im IL-2-Promotor/Enhancer zu finden ist (Avots et al.,
1997), bestimmt wesentlich die Induzierbarkeit der Expression nach Stimulierung der
Lymphozyten durch Phorbolester. Die beiden GABP-Proteine (GABPa und GABPp)
bilden Heterodimere (a-) und Heterotetramere (a2-f2). Gegenlber dem DSE im IL-2-
Gen wurde im IL-16-Gen ein 3-fach hoherer Anteil an Heterotetrameren gefunden, was
mit einer verstarkten Transkriptionsinitiation verbunden ist. GABP-Proteine werden durch
eine Vielzahl an Signaltransduktionskaskaden mittels Phosphorylierung aktiviert.
Insbesondere aber sind die Ras-Raf-Erk und JNK/SAP-Kinase-Kaskaden in diesem
Zusammenhang zu nennen, die durch diverse Mitogene in Gang gesetzt werden. Ebenso
wie die Kofaktoraktivitat des CBP/p300-Komplexes (Janknecht and Hunter, 1996) erklaren
die GABP-Proteine die Verstarkung der IL-16-Produktion in Lymphozyten nach deren
Stimulierung (Rumsaeng et al., 1997).

Pro-1L-16, das Vorldauferprotein des antiretroviralen Zytokins IL-16, enthdlt drei PDZ-
Doménen (Baier et al., 1997; Baier et al., 1995). Mit einem Pro-1L-16-Fragment, das die
drei PDZ-Domdanen umfasst, wurden eine cDNA-Bibliothek von Milzzellen und eine
cDNA Bibliothek von PBL (periphdre Blutleukozyten) gescreent. Die Mehrzahl der
positiven Klone der Milzbibliothek kodierte fur C-terminale Regionen des Proteins Myosin
Phosphatase Targeting Subunit 2 (MYPT2), wahrend 34/37 der positiven Klone der PBL-
Library den C-Terminus des Proteins Myosin Binding Subunit 85 (MBS85) enthielten (Ito
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et al., 2004). Beide Proteine, MYPT2 und MBS85, haben eine identische
Aminosauresequenz am C-Terminus. Da MYPTL, ein drittes Protein dieser Familie der
Myosin Phosphatase Targeting Subunits, C-terminal eine sehr hohe Homologie zu den
C-Termini der beiden zuvor genannten Proteine aufweist, wurde zusétzlich auch eine
Interaktion dieses Proteins mit dem Pro-1L-16 getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass
ebenso wie MYPT2 und MBS85 auch MYPTL1 an Pro-1L-16 bindet. Die drei gefundenen

Interaktionspartner von Pro-1L-16 sind alle in Leukozyten exprimiert.

Mit Hilfe von Deletionsmutanten konnte die PDZ2-Doméne des Pro-1L-16 sowie einer
neuronalen Variante (Kurschner and Yuzaki, 1999) als Wechselwirkungspartner aller drei
regulatorischen Myosin-Phosphatase-Untereinheiten identifiziert werden. Auf Seiten der
Myosin-Posphatase-Untereinheiten sind die 30 C-terminalen Aminoséuren flr die Bindung
notwendig. Eine besondere Rolle spielt das vorletzte Serin. Ein Austausch zu Alanin
verhindert die Bindung komplett.

Um die im YTH-System gefundenen Interaktionen zu bestatigen, wurden zunachst GST-
MYPT2- und Hisy-PDZ2-Proteine in Bakterien hergestellt und Pull-down-Experimente
durchgefiihrt. Dabei konnte die Bindung sicher nachgewiesen und die kritische Rolle der
C-terminalen Region des MYPT2 bei der Bindung belegt werden. Fir die Bestimmung der
Bindungsparameter wurden Plasmon-Resonanzmessungen mit immobilisierten MYPT2-
Fragmenten in der BlAcore durchgefiihrt. Eine Bindung im nanomolaren Bereich, die eine
physiologische Relevanz der Wechselwirkung nahelegt, konnte dabei mit der PDZ2-
Doméne ermittelt werden. Durch Koimmunoprézipitationen von Pro-IL-16 und den
Myosin-Phosphatase-Untereinheiten wurde die Interaktion dieser Proteine auch innerhalb
der Zellen belegt. Dabei war es mdglich mit spezifischen Antikdrpern die Interaktion

endogener Proteine in Leukozyten durch Koimmunopréazipitationen nachzuweisen.

Proteine, die miteinander in Wechselwirkung treten, weisen, zumindest temporér die
gleiche Lokalisation in der Zelle auf. Dies lasst sich mit fluoreszenzmarkierten
Antikdrpern nachweisen. Im konfokalen Fluoreszenzmikroskop konnte in transfizierten
COS-7-Zellen eine Kolokalisierung von Pro-IL-16 mit MYPT1, MYPT2 und MBS85 in
der perinukledren Region sowie an zytoskeletalen Aktomyosin-Filamenten beobachtet

werden. Die Kolokalisation war besonders im kortikalen Bereich der Zellen ausgepragt.

Die regulatorischen Untereinheiten bilden gemeinsam mit der viel kleineren katalytischen
Untereinheit (PPcl) ein Holoenzym (Ito et al., 2004). Das bekannteste Substrat des
Enzyms ist die leichte Kette 2 des Myosins. Die Dephosphorylierung reguliert die

95



Ca?*-Sensitivitst und damit den kontraktilen Tonus. Neben Muskelzellen sind die
regulatorischen Untereinheiten, von denen mehrere SpleiBvarianten existieren, in vielen
weiteren Geweben exprimiert - insbesondere im Gehirn und in Leukozyten (Hartshorne et
al., 1998). Die Substrate in diesen Zellen sind noch weitestgehend unbekannt, eine Rolle in
der Regulation kontraktiler Prozesse wahrend zytokinetischer VVorgange sowie zelluldren
Transportprozessen und Umlagerungen von kortikalen makromolekularen Komplexen bei
Aktivierungsprozessen gilt jedoch als wahrscheinlich (Totsukawa et al., 1999). Die
Untereinheiten sind Effektorproteine einer Reihe von Signaltransduktionskaskaden. In
diesem Rahmen sind unter anderem die cGMP-abhangige Proteinkinase 1o und RhoA zu
nennen, die in der Nahe der gefundenen Pro-IL-16-Interaktionsregion an die
regulatorischen Untereinheiten der Phosphatasen binden (Hofmann et al., 2000). Aus
diesen Griinden ist eine unmittelbare Beteiligung des zytoplasmatischen Vorlauferproteins
bei der Chemotaxis von Zellen, die ja durch das reife Zytokin induziert wird,
wahrscheinlich. Alternativ kann aber auch die Bindung von Pro-IL-16 an Komponenten
des Aktomyosin-Komplexes im Rahmen von Transport-, Prozessierungs- und spateren
Sezernierungsprozessen des reifen, antiretroviral wirkenden Zytokins erfolgen. Eine

Uberpriifung dieser Hypothesen bleibt zukiinftigen Arbeiten vorbehalten.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

In den vorliegenden Arbeiten werden unterschiedliche Aspekte des Zelltropismus von HIV
und SI1V untersucht. Im Fokus stehen dabei insbesondere die viralen Rezeptoren und einige

ihrer physiologischen Bindungspartner.

Der HIV- und SIV-Tropismus ist (berwiegend Uber die Expression von CD4 und
Korezeptor definiert. Eine Ausnahme sind Makrophagen von Rhesusaffen, dem
wichtigsten HIV-Tiermodell. Trotz der Expression von CD4 und CCRS replizieren nur M-
trope und nicht T-trope SIVmac-Isolate in diesen Zellen, obwohl alle SIVmac-Isolate in
der Lage sind diese Rezeptoren zu verwenden. Als Determinante des SIVmac-Tropismus
ist die geringe CD4-Expression ihrer Makrophagen ermittelt worden. Nach Uberexpression
von CD4 waren sowohl M-trope und T-trope SIVmac-Varianten als auch M-trope HIV-
Stamme in der Lage, diese Zellen effizient zu infizieren. Die Fahigkeit M-troper SIVmac-
Stamme, mit der geringen CD4-Expression der Makrophagen eine hohe Infektionsrate zu
erreichen, geht mit einer teilweisen CD4-Unabhdangigkeit einher, deren Grad nimmt mit
der CCR5-Dichte zu. Infektionsstudien mit einem CD4-spezifischen Antikorper belegen,
dass auch M-trope Isolate in diesen Zellen CD4-abhéngig bleiben, die geringe CD4-Dichte
jedoch wesentlich effektiver nutzen. Als Ursache dafiir kommt eine unmittelbare partielle
Verfligbarkeit des Korezeptorepitops in Frage, so dass eine CD4-Interaktion zu dessen
Exposition nicht zwingend erforderlich wird.

In einer weiteren Tropismusstudie wurde die Infektion von unreifen Mastzellen (PrMC)
untersucht. Im Gegensatz zu reifen Mastzellen (MC) exprimieren PrMC sowohl CD4 als
auch CCR5, CXCR4 und CCR3. Replikationsexperimente mit in vitro aus Nabelschnurblut
differenzierten PrMC belegen jedoch, dass nur M-trope HIV-1-Stdmme und nicht CXCR4-
verwendende T-trope Isolate in diesen Zellen replizieren. Infektionsexperimente mit
Korezeptor-spezifischen Inhibitoren belegen, dass dabei CCR5 der dominierende
Korezeptor ist. Die Infektion der PrMC wurde durch GFP-Reporterviren in Verbindung
mit dem Nachweis PrMC- und MC-typischer Enzymaktivitadten in den infizierten Zellen
auf Einzelzellniveau bestatigt. Nach Infektion im PrMC-Stadium differenzieren die Zellen
zu reifen MCs. Aufgrund ihrer langen Lebensdauer und der Auswanderung in viele
Gewebe des Korpers, in denen suboptimale Spiegel der antiretroviralen Therapeutika zu
erwarten sind, stellen infizierte MC eines der potentiellen HIV-Reservoirs dar, die eine
vollstdndige Eradikation des Virus derzeit verhindern.
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Eine hohe Expression, native Isolierung und Rekonstitution des CCR5-Korezeptors sind
aufgrund des hohen Anteils hydrophober Bereiche extrem problematisch. Eine 5-fach
hohere Expression konnte durch Optimierung der Kodons erzielt werden. Um eine
Solubilisierung des CCR5 im gefalteten nativen Zustand zu erreichen, wurde eine Reihe
von Detergentien getestet, von denen Cyclohexyl-Pentyl-B-D-Maltosid die beste
Strukturerhaltung erlaubte. Der korrekt gefaltete Zustand des isolierten Rezeptors wurde
durch Prazipitation mit konformationsabhangigen Antikdrpern und durch Bindung an
einen Komplex aus solublem CD4 und gp120 von HIV-1 nachgewiesen. Die Bindung an
das gpl20 war fir die reife, posttranskriptionell modifizierte Form des Rezeptors
wesentlich starker als fur die unreife Form. Dem Hinweis auf eine Rolle
posttranskriptionaler Modifikationen des Proteins bei der Bindung von Liganden wurde in

einer nachfolgenden Studie nachgegangen.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass CCR5 an Serin 6 ein O-Glykan enthalt. Die
O-Glykosylierung spielt keinerlei Rolle beim CCR5-vermittelten Eintritt von HIV in die
Zelle. Im Gegensatz dazu sind die Zucker und insbesondere die endstandigen Sialinséuren
mit ihren negativen Ladungen fir die Interaktion mit den p-Chemokinliganden essentiell.
In homologen kompetitiven Bindungsstudien mit CCR5-exprimierenden Zellen und
iodinierten Chemokinen ist bei Abwesenheit von O-Glykanen nur eine minimale
Chemokinbindung detektierbar, wéhrend fir den glykosylierten CCR5-Wildtyp
Bindungskonstanten im  einstelligen  Nanomolarbereich gemessen wurden. In
Ubereinstimmung mit den durchgefiihrten Bindungsstudien wurde ein stark verminderter
chemokininduzierter Ca®*-Influx mit glykosylierungsdefizienten Mutanten ermittelt.
Ebenso wie der Zucker an Serin 6 ist die Sulfatierung von N-terminalen Tyrosinen,
insbesondere von Tyrosin 14 und Tyrosin 15, fir die Chemokinbindung wesentlich. In der
Summe weisen die erhaltenen Ergebnisse darauf hin, dass, ahnlich wie bei der Interaktion
von Selektinen mit ihren Liganden, die negativen Ladungen an Sialinsduren und Sulfaten

im N-Terminus von CCR5 fiir hochaffine Bindungen benétigt werden.

Eine Inhibition der HIV-Replikation ist ebenfalls tUber den CD4-Rezeptor zu erzielen.
Bestimmte CD4-spezifische Antikdrper als auch der physiologische Ligand Interleukin-16
(IL-16) sind in der Lage, Uber eine Signaltransduktionskette die LTR-Aktivitat zu
hemmen. Aus diesem Grunde wurden das IL-16-Gen und sein Promotor analysiert. Das in
Lymphozyten exprimierte IL-16 wird in Form eines 67 kDa groRen Vorlauferproteins
(Pro-IL-16) synthetisiert. Nach Spaltung durch die Caspase 3 wird dessen C-terminales

Fragment von 13 kDa als reifes antiretrovirales Zytokin sezerniert. Das Pro-1L-16-
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kodierende Gen besteht aus sieben Exons und besitzt einen Promotor ohne TATA-Box.
Die Expression ist wesentlich durch GA-Binding Proteins (GABPs) gesteuert, die auch im
IL-2-Enhancer die Induktion der Transkription regulieren. Durch Phorbolester l&sst sich
die Aktivitdt des Promotors in Lymphozyten um den Faktor 8 erhéhen. Zwei der
hochkonservierten palindromen GABP-Bindestellen formen ein Dyad Symmetry Element
(DSE). Uber die Bindung an GABP kontrolliert der CREB/p300-Koaktivatorkomplex die
Pro-1L-16-Transkription.

Der intrazelluldre Transport des Pro-1L-16 erfolgt (ber Aktomyosin-Komplexe. Als
Bindungspartner des Vorlauferproteins wurden mit MYPT1, MYPT2 und MBS85 drei
nahe verwandte regulatorische Untereinheiten der Myosin-Poshosphatase mit Hilfe des
Yeast Two-Hybrid-Systems identifiziert. Ihr C-Terminus bindet an die PDZ2-Domane des
Pro-IL-16. Die hochspezifische Interaktion konnte mittels Plasmonresonanz-Messungen
und Koimmunoprézipitationen bestatigt werden. In Zellen kolokalisieren Pro-1L-16 sowie
MYPT1, MYPT2 und MBS85 an Aktin-Myosin-Filamenten. Aufgrund der gefundenen
Interaktionspartner des Pro-IL-16 bleibt festzuhalten, dass neben seiner Rolle als
Vorlauferprotein eines antiretroviralen Zytokins noch weitere physiologische Funktionen

wahrscheinlich sind.
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