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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Humane Immundefizienzvirus (HIV) und AIDS

Im Jahr 1981 wurde von einer Gruppe junger homosexueller Manner aus Los Angeles mit dem
bis dahin unbekannten Krankheitsbild einer schweren Immundefizienz berichtet. Ein Jahr nach
der Beschreibung der ersten Krankheitsfalle wurde das variable Krankheitsbild als erworbenes
Immunmangel-Syndrom (engl.: acquired immunodeficiency syndrome, AIDS)
zusammengefasst.

Kurz darauf konnte die Arbeitsgruppe von Luc Montagnier am Institut Pasteur in Paris aus dem
Lymphknoten eines Lymphadenopathie-Patienten mit AIDS-assoziierten Symptomen ein bisher
unbekanntes Retrovirus isolieren (Barre-Sinoussi et al., 1983). Serologische Untersuchungen
erharteten die Assoziation mit der AIDS-Erkrankung (Brun-Vezinet et al., 1984). Durch die
Entdeckung weiterer Isolate (Gallo et al., 1984; Levy et al., 1984; Popovic et al., 1984) konnte
es als ursachlicher Erreger der Immunschwéachekrankheit identifiziert werden und wurde als
Humanes Immundefizienzvirus vom Typ 1 (HIV-1) bezeichnet (Coffin et al., 1986).

Den letzten Schatzungen zufolge sind derzeit etwa 35 Millionen Menschen weltweit mit dem HlI-
Virus infiziert (UNAIDS, 2014). Die Zahl der Neuinfektionen sank seit 2011 um 13 % auf die
niedrigste Anzahl an Neuinfektion (2,1 Millionen) in diesem Jahrzehnt. Auch bei den AIDS-
bedingten Todesfallen zeigte sich ein stetiger Rickgang auf derzeit 1,8 Millionen pro Jahr, der
einer Reduktion um 35% gegenliber dem Jahr 2005 entspricht. Tuberkulose bleibt weltweit die
Haupttodesursache flir HIV-Infizierte. Obgleich sich bei Neuinfektionen und der Todesrate ein
positiver Trend abzeichnet, stellt HIV weiterhin eine grofle gesellschaftliche Bedrohung
insbesondere flir Schwellen- und Entwicklungslander dar.

Trotz intensiver Aufklarungsarbeit gilt der ungeschitzte Geschlechtsverkehr auch in
Industrielandern als bedeutendste Infektionsquelle. Transmissionen des HI-Virus durch
intravenésen Drogenkonsum oder durch eine Mutter-zu-Kind Ubertragung sind von

untergeordneter Bedeutung (Forsman et al., 2008).

1.1.1 Verlauf der HIV-Infektion

Die HIV-Infektion wird in drei Phasen unterteilt: die akute Phase, die chronische Phase und die
AIDS-assoziierte Phase (Flint et al., 2009) (Abb. 1.1).

Die akute Phase schlieRt unmittelbar an die primare HIV-Infektion an und erstreckt sich tber
einen Zeitraum von 4-8 Wochen. In den ersten zwei Wochen nach der HIV-Exposition treten
haufig Schwellungen der Lymphknoten (Lymphadenopathie) oder Grippe-ahnliche Symptome

auf. In dieser ersten Halfte der akuten Phase steigt die Viruslast massiv bis zu einem
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Maximalwert von 1x10’ viralen RNA Kopien pro mL Plasma an und nimmt dann in der zweiten
Halfte wieder kontinuierlich ab (Sierra et al., 2005). Parallel zur initialen Virdmie ist eine
deutliche Reduktion an zirkulierenden CD4-positiven T-Zellen zu verzeichnen, deren Zahl
gegen Ende der akuten Phase wieder ansteigt (Flint et al., 2009).

Der akuten Phase folgt eine chronische, die zunachst asymptomatisch ist, in deren Verlauf die
HIV-Infizierten jedoch mit fortschreitender Schadigung des Immunsystems anfalliger fir
Infektionskrankheiten werden. Die chronische Phase kann bis zu 10 Jahre dauern und ist
hauptsachlich durch ein langsames Absinken der zirkulierenden CD4-positiven T-Zellen bei
gleichbleibender Viruslast im Blut charakterisiert.

Das Ende der chronischen Phase und damit der Beginn des Krankheitsbildes AIDS ist durch
das Abfallen der CD4-positiven T-Zellen im Blut unter eine Konzentration von 200 Zellen/uL
und einen starken Anstieg der Viruslast gekennzeichnet (Forsman et al., 2008; Flint et al.,
2009). Durch die Schadigung des Immunsystems verstarken sich opportunistische Infektionen

der Haut, der Lunge sowie des Gastrointestinal-Traktes.

Akute Chronische AIDS-

Phase Phase Symptome
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Abbildung 1.1: Schematischer Verlauf einer typischen HIV-1 Infektion

Dargestellt ist die Anderung von zwei wichtigen Parametern im Verlauf der HIV-Infektion: HIV-RNA-Kopienzahl im
Plasma und Anzahl der CD4"-Zellen im Blut des Patienten. Die Einteilung der HIV-Infektion in akute (hellgrau),
chronische (grau) und AlDS-assoziierte Phase (dunkelgrau) ist im Diagramm markiert. Die Dreiecke oberhalb des
Diagramms zeigen den von den Viren zum jeweiligen Zeitpunkt der Infektion praferentiell genutzten Korezeptor,
adaptiert nach (Weber, 2001).

In der frihen und chronischen Phase der HIV-Infektion sind fast ausschlieldlich Viren prasent,

die neben dem CD4-Molekiil als Hauptrezeptor CCR5 als Korezeptor flir die Infektion nutzen

2
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(CCRb5-trope, kurz R5-Viren) (Roos et al., 1995; Brumme et al., 2005; Moyle et al., 2005) (Abb.
1.1). Selbst bei Transmissionen, in denen der Ubertrager CXCR4-dominante Viruspopulationen
beherbergt, treten bei Neuinfizierten R5-Viren auf. Dieser Befund ist unabhangig vom
Infektionsweg wie sexuelle Transmission, intravendser Drogenmissbrauch, Bluttransfusion mit
kontaminierten Blutprodukten oder Ubertragung von der Mutter auf das Kind wahrend der
Geburt (van't Wout et al.,, 1994). In der asymptomatischen Phase findet bei 30 — 50% der
Patienten auch unter antiretroviraler Therapie ein Wechsel des Tropismus (Korezeptorswitch)
statt und es lassen sich CXCR4-trope oder dualtrope (R5/X4) Viren, die sowohl CCR5 als auch
CXCR4 als Korezeptor benutzen kdnnen, nachweisen (Koot et al., 1992; Connor et al., 1997,
Melby et al., 2006; Sierra et al., 2007; Wilkin et al., 2007) (Abb. 1.1).

1.1.2 Subtypen von HIV

HIV-1 ist in die vier Hauptgruppen M, N, O und P eingeteilt. Die meisten HIV-Infektionen
werden durch Isolate der Hauptgruppe M (,main phylogenetic group®) verursacht, welche (als
Affen-Immundefizienz-Viren (simian immunodeficiency virus, SIV) vom Schimpansen auf den
Menschen ubertragen worden sind. Gruppe M kann in die Subtypen A1, A2, B, C, D, F1, F2, G,
H, J und K, sowie in rekombinante Formen unterteilt werden (HIV- und SIV-Nomenklatur,

www.hiv.lanl.gov). Der vorherrschende Subtyp in Westeuropa und in den USA ist der Subtyp B.

1.1.3 Kilassifizierung von HIV

HIV-1 gehért wie HTLV (Humanes T-Zell-Leukdmie-Virus) zur Familie der Retroviridae und ist
aufgrund morphologischer (Gelderblom et al., 1987) und genomischer (Gonda et al., 1985)
Eigenschaften der Untergattung der Lentiviren zugeordnet. Das namensgebende Kennzeichen
der Retroviren ist eine retrograde Weitergabe der genetischen Information wahrend der
Replikation, bei welcher die virale RNA mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in
doppelstrangige DNA umgeschrieben wird und als Provirus in das Wirtszellgenom integriert.
Lentiviren (/at. lentis = langsam) sind behullte Viren mit zwei Kopien eines einzelstrangigen
RNA-Genoms in Plusstrangorientierung und zeichnen sich vor allem durch einen langsam
fortschreitenden Krankheitsverlauf aus (Coffin JM, 1997).

1.1.4 Morphologie von HIV-1

Die 100 - 120 nm groRen infektidsen Viruspartikel von HIV-1 sind von einer Lipid-
Doppelmembran umgeben, die sich von der Zytoplasmamembran der Wirtszelle ableitet
(Gelderblom, 1991) (Abb. 1.2). Mit dieser Membran sind etwa 75 Spikes assoziiert, die von je
drei Heterodimeren der Glykoproteine gp120 und gp41 gebildet werden. gp41 verankert durch

eine etwa 20 Aminosauren (AS) lange, hydrophobe a-Helix die Heterodimere in der Membran
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und bindet Uber seine externe Domane nicht-kovalent das hydrophile Oberflachenprotein
gp120.

Das Matrixprotein p17 (MA) ist mit der Innenseite der viralen Membran assoziiert und bildet
eine netzartige Proteinschicht. Im Inneren des reifen Virions befindet sich das fir Lentiviren
typische konische Kapsid, welches aus identischen Untereinheiten des Kapsidproteins p24
(CA) besteht (Gelderblom, 1991). Das Link-Protein p6 stellt die Verbindung zwischen Kapsid
und Membran her (Gelderblom, 1991). Das Kapsid umhdllt die beiden 9,8 kb groRen RNA-
Strange und die viralen Enzyme Protease (PR), Reverse Transkriptase (RT) und Integrase
(IN). Das Nukleokapsid-Protein p7/p9 (NC) liegt gebunden an die RNA-Molekile vor und
interagiert mit diesen Uber ein Zinkfingermotiv (Abb.1.2).

Darlber hinaus beinhaltet das Kapsid drei der sechs akzessorischen Proteine, Vif, Vpr und
Nef, sowie zellulare membranstandige und zytoplasmatische Proteine wie beispielsweise
APOBECS3G (Sheehy et al., 2002; Ott, 2008).

gp120
gp 41

6 (Linkprotein
p6 (Linkp ) p17 (Matrixprotein)
Lateralkdrperchen

Integrase

Reverse Transkriptase

p24 (Capsidprotein)
p7 (Nukleocapsidprotein)

Protease RNA

Hullmembran

Abbildung 1.2: Aufbau und Struktur des HIV-1-Virions

Die Virusmembran ist blau dargestellt. In die Virusmembran eingelagert ist das Transmembranprotein gp41, das
mit dem externen Hdllprotein gp120 assoziiert ist (grau). An der Innenseite der Membran findet man die
Matrixproteine p17 (rosa). Das Linkprotein p6 und die Lateralkérperchen (dunkelgrau) sind mit dem Matrixprotein
assoziiert. Die Virusmembran umschlie3t das Kapsid, das von dem Kapsidprotein p24 (hellgrau) gebildet wird und
die beiden Kopien der viralen RNA enthalt. Das Nukleokapsidprotein p7 (grau) und die Reverse Transkriptase
(roter Kreis) sind mit der RNA assoziiert. Im Kapsid befindet sich auerdem die Integrase (Dreieck) (Abb.
modifiziert nach Modrow und Falke, 1997).

1.1.5 Genomorganisation von HIV-1

Das in das Wirtszellgenom integrierte Genom von HIV, das sogenannte Provirus, umfasst

ungefahr 9,8 kb (Muesing et al., 1985). Als Folge der Reversen Transkription des RNA-
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Genoms flankieren regulatorische repetitive Sequenzfolgen, sogenannte long terminal repeats
(LTRs), das Genom.

Mit seiner 5°-Cap-Struktur und 3’-Polyadenylierung ahnelt das HIV-Genom einer
eukaryontischen mRNA und kodiert in neun offenen Leserahmen insgesamt fur 15 Proteine.
Drei dieser offenen Leserahmen tragen die Information fir die retroviralen Polyproteine Gag
(group specific antigen), Pol (polymerase) und Env (envelope). Diese werden als
Vorlauferproteine translatiert und durch proteolytische Spaltung in die sogenannten
Strukturproteine prozessiert (Frankel et al., 1998; Peterlin et al., 2003; Wu, 2004). Sechs
weitere Leserahmen kodieren fir die regulatorischen Proteine Tat und Rev, die die virale
Transkription aktivieren (Tat) bzw. den Kernexport viraler RNAs erméglichen (Rev), sowie fur
die akzessorischen Proteine Vif, Vpr, Vpu und Nef (Abb. 1.3) (Peterlin et al., 2003).

1.1.6 Struktur und Funktion der Proteine von HIV-1

Durch Translation des gag-Genbereiches entsteht ein 55 kDa groRes Vorlauferprotein (PR55),
das durch proteolytische Spaltung in die vier inneren Strukturproteine p17 (CA), p24 (MA), p7
(NC) und p6 prozessiert wird. Die Gag-Proteine prasentieren Epitope fur zytotoxische T-
Lymphozyten (CTL), welche fur die immunologische Kontrolle der HIV-Infektion entscheidend
sind (Rosenberg et al., 2000).

Die vom pol-Gen kodierten Proteine Protease, Reverse Transkriptase und Integrase werden
als Gag/Pol-Vorlauferproteine translatiert. Nach autokatalytischer Aktivierung der Protease
spaltet diese anschliefend die Proteine p9, Reverse Transkriptase und Integrase heraus
(Henderson et al.,, 1992). Die Reverse Transkriptase (RT), ein an die RNA-Strange
gebundenes Heterodimer (Schulze et al., 1991), erfillt zwei Funktionen. Als DNA-Polymerase
katalysiert es die (Retro-) Transkription der viralen RNA in DNA und bedingt aufgrund des
fehlenden Korrekturlese-Mechanismus die hohe Variabilitat von HIV. Als RNase H entfernt es
den RNA-Bestandteil in RNA-DNA-Heteroduplexen (Mansky et al., 1995). Die Integrase (IN)
p38 besitzt als Bestandteil des Praintegrationskomplexes Endonuklease- und Ligase-Funktion.
So bindet sie an die Enden des linearen, in doppelstrangige DNA Ubersetzten Virusgenoms
und ist flr seine Integration in die Wirtszell-DNA verantwortlich. Die viralen Proteine Protease,
Reverse Transkriptase und Integrase sind Angriffspunkte der antiretroviralen Therapie. Diese
besteht aus einer Kombination von Medikamenten mehrerer Wirkstoffklassen und wird HIV-
Infizierten zur Reduktion der Viruslast bis unter die Nachweisgrenze von 50 RNA-Kopien/mL
Blut verabreicht (Miller et al., 1997; Palella et al., 1998).

Das env-Gen kodiert fur die Glykoproteine der Virushille, die als Vorlauferprotein gp160
synthetisiert und dann durch eine zellulare Protease prozessiert werden (Moulard und Decroly,
2000). Dabei entstehen das Oberflachenprotein gp120 und das Transmembranprotein gp41.

Die exponierte Lage von gp120 und gp41 ist dafur verantwortlich, dass ein Grolteil der

5



Einleitung

humoralen Immunantwort gegen sie gerichtet ist. Gp120 vermittelt die fur die Infektion von
Wirtszellen erforderliche Bindung an den Hauptrezeptor CD4 sowie die Bindung des
Korezeptors.

Der HIV-1 negative Faktor (Nef) gehért zu den frih exprimierten viralen Proteinen und liegt
bereits kurz nach der Infektion in grolen Mengen im Zytosol vor. Dieses 27 kDa schwere
Protein steigert die virale Replikation und reduziert durch Endozytose von CD4-Molekilen eine
Komplexierung neu synthetisierter Env-Molekile mit CD4 (Guy et al., 1987; Rhee et al., 1994).
In der Folge wird eine Reinfektion mit sich abknospenden Virionen verhindert, und gesteigerte
Mengen an Env-Proteinen kénnen in die Virushiille inkorporiert werden. Uber die Verringerung
von MHC Klasse II-Molekilen (Major Histo-compatibility Complex) auf der Oberflache von
infizierten Zellen nimmt Nef Einfluss auf die Antigenprasentation antigenprasentierender Zellen
und beeinflusst die Expression von mehr als dreil3ig zellularen Proteinen (Kammula et al.,
2012).

Rev vermittelt Gber die RRE-Region (Rev Resonse Element) den Transport ungespleil3ter
viraler mRNAs aus dem Nukleus in das Zytoplasma. In Abwesenheit von Rev entstehen
vollstandig gespleiite mRNAs (kodierend fir Tat, Rev und Nef), die die Transkription friher
Gene sicherstellen. Ist Rev exprimiert, transportiert es Uber Interaktion mit der
Kernexportmaschinerie ungespleite und einfach gespleilite mRNAs ins Zytoplasma, sodass
die Strukturproteine Gag-Pol, Env sowie die akzessorischen Proteine Vpu, Vif und Vpr
exprimiert werden kénnen (Malim et al., 1989; Rosen et al., 1990).

In der friihen Phase des HIV-1 Infektionszyklus wird die Transkription der proviralen DNA durch
Unterdrickung der Elongationsphase terminiert. Tat bindet als Transkriptionsaktivator im 5'-
Bereich neu initiierter Transkripte an die TAR-Region (trans-activation response element),
stabilisiert den RNA-Polymerase [I-Komplex und steigert somit die Transkriptionsrate um ein
Vielfaches (Kao et al., 1987; Muesing et al., 1987).

Vif, ein 23 kDa schweres zytoplasmatisches Protein, besteht aus ungefahr 190 AS und wird
von einer einfach gespleilten, Rev-abhéngigen mRNA translatiert (Garrett et al., 1991). Uber
die Interaktion mit der genomischen HIV-RNA werden etwa 30 Vif-Moleklle als Teil des
Nukleoproteinkomplexes in die Viruspartikel integriert (Simon et al., 1998; Khan et al., 2001).
Vif-defekte Viren zeigen eine veranderte Partikelmorphologie mit inhomogener Einlagerung der
Kapsidproteine (Borman et al., 1995) sowie eine inkomplette Synthese der doppelstrangigen
proviralen DNA (Goncalves et al., 1996). 1992 wurde Uberraschenderweise Vif als essentieller
Faktor fiur die HIV-Replikation in bestimmten Zellen (u.a. primaren CD4+-T-Zellen und
Makrophagen, PM1) identifiziert (Akari et al., 1992; Fan et al., 1992; Gabuzda et al., 1992;
Michaels et al., 1993; von Schwedler et al., 1993). Aufgrund der HIV-Inhibition wurden diese als
restriktive oder nicht-permissive Zelllinien bezeichnet (Sova et al., 1993). Andere Zelllinien

(Jurkat, SupT1, CEM-SS) zeigten keine Vif-abhangige Virusvermehrung und wurden als
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permissive Zellen bezeichnet. Im Jahr 2002 identifizierten Sheehy et al. durch eine cDNA-
Subtraktionsanalyse einen zelluldaren Faktor, APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA-editing
enzyme, catalytic polypeptide-like 3G), der die Ergebnisse in den nicht-permissiven Zellen
erklaren konnte. Eine direkte Interaktion von Vif mit APOBEC3G vermittelt (ber den
ElonginBC/Cullin5/Rbx2-E3-Ligase-Komplex dessen Ubiquitinylierung (Yu et al., 2003; Mehle
et al., 2006) und die proteasomale Degradation (Stopak et al., 2003). In Abwesenheit von Vif
werden APOBEC3G (A3G) und APOBECS3F (A3F) in Viruspartikel inkorporiert und fiihren in
neu-infizierten Zellen zur Hypermutation der viralen DNA, inhibieren die Reverse Transkription
sowie die Entstehung proviraler DNA (Fitzgibbon et al., 1993; Liddament et al., 2004).

Das Vpr-Protein, das im Nukleokapsid eng mit der RNA assoziiert ist, ist durch mehrere
Funktionen fir eine effiziente HIV-Replikation verantwortlich. Mit Hilfe unterschiedlicher
Protein-Domanen minimiert es die Mutationsrate wahrend der Reversen Transkription durch
seine Interaktion mit der Uracil-DNA-Glykosylase 1 (Mansky, 2000), sichert den Transport des
Praintegrationskomplexes in den Nukleus (Le Rouzic et al., 2005) und arretiert die Zelle im G2-
Stadium des Zellzyklus (He et al., 1995).

Vpu veranlasst durch seine Bindung an CD4 im Endoplasmatischen Retikulum (ER) dessen
Ubiquitinylierung und Abbau (Bour et al., 2003). Damit wird das neu gebildete Env im ER vor
der Komplexierung mit ebenfalls dort lokalisiertem CD4 geschitzt. Durch endosomal-
lysosomale Degradation von Tetherin verhindert es die Tetherin-vermittelte Partikel-
Immobilisierung sich neu bildender, abknospender Virionen und ermdglicht deren Freisetzung
(Yang et al., 2010).
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Abbildung 1.3: Genomstruktur von HIV-1

Das provirale HIV Genom hat eine Lange von ca. 9800 Basenpaaren. Es ist unterteilt in die Bereiche LTR, gag, pol,
env sowie die sechs regulatorischen Gene vif, vpr, vpu, rev, tat und nef. Das gag-Gen kodiert fur die vier
Strukturproteine p17, p24, p6 und p7. Das pol-Gen kodiert die Enzyme Protease, Integrase und Reverse
Transkriptase. Das env-Gen kodiert fiir die beiden Hillproteine gp41 und gp120, modifiziert nach (Peterlin et al.,
2003).
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1.1.7 Replikationszyklus von HIV und Angriffspunkte antiretroviraler
Medikamente

Der erste Schritt der Infektion einer Wirtszelle mit HIV-1 ist die Bindung des viralen Hullproteins

gp120 an den zellularen CD4-Rezeptor (Klatzmann et al., 1984). Der CD4-Rezeptor, der zur
Superfamilie der Immunglobuline gehoért, wird von CD4*T-Lymphozyten (60% der T-

Lymphozyten), Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und Mikrogliazellen des
zentralen Nervensystems auf der Zelloberflache exprimiert. Bereits 1984 konnte CD4 als
primarer, fur die Infektion mit HIV-1, HIV-2 und SIV notwendiger Rezeptor identifiziert werden
(Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984). Die CD4-Bindungsdomane befindet sich dabei
in der vierten konservierten Region des gp120 (Lasky et al., 1987), aber auch fiur andere
Bereiche des Glykoproteins wurde eine Interaktion mit CD4 beschrieben (Kowalski et al., 1987;
Olshevsky et al., 1990; Polzer et al., 2001).

Eine anschlieende Konformationsdnderung im gp120 flhrt zur Formation und Exposition von
Epitopen, die im nativen Stadium verdeckt sind (Thali et al., 1993). Diese konservierte Struktur,
auch als Korezeptor-Bindungsstelle (coreceptor binding site) bezeichnet, beinhaltet neben
V1/V2 und Anteilen von C4 (R20-321), dem sogenannten ,bridging sheet®, auch die dritte
variable Schleife und erméglicht die Bindung an den Korezeptor (Wu et al., 1996; Kwong et al.,
1998).

Die wichtigsten Korezeptoren sind die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4 (Deng et al.,
1996; Dragic et al., 1996; Feng et al., 1996). Seit 2007 ist mit Maraviroc (Celsentri) ein CCR5-
Antagonist verfugbar, der die Infektion von Zellen mit CCR5-tropen Viren verhindert.

Durch die Bindung an den Korezeptor werden weitere Konformationsdnderungen im
Transmembranprotein gp41 induziert, die zur Exposition einer fusogenen Peptiddomane des
gp41 fuhren und nachfolgend zur Fusion der Virus- und Wirtszellmembran (Gallaher, 1987;
Cao et al., 1993; Weissenhorn et al., 1996; Chan et al., 1997). Die konformationelle Anderung
des gp41 wird durch das synthetische Peptid T-20 (Enfuvirtide / Fuzeon) gehemmt, welches
bereits erfolgreich in der HIV-Therapie eingesetzt wird. Nach Freisetzung des Viruskapsids in
das Zytoplasma (Perez et al., 1992) erfolgt die Reverse Transkription, bei der das virale RNA-
Genom von der Reversen Transkriptase (RT) in doppelstréangige DNA transkribiert wird
(Peliska et al., 1992). Aufgrund der essentiellen Funktion der RT im viralen Replikationszyklus
sind derzeit diverse antivirale Substanzen verfugbar, die den Substanzklassen NRTI
(Nukleosidische  Reverse-Transkriptase-Inhibitoren) und NNRTI  (Nicht-Nukleosidische
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren) zugeordnet werden. Wahrend der kompetitive Einbau von
NRTIs zum Kettenabbruch flihrt, bewirken NNRTIs eine allosterische Hemmung der RT-

Aktivitat. Auch zellulare antivirale Restriktionsfaktoren, wie das G-zu-A Mutationen
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induzierende A3G, zeigen ihre inhibitorische Wirkung wahrend der Reversen Transkription
(Fitzgibbon et al., 1993; Bishop et al., 2008).

Nach vollstandiger Dissoziation der Kapsidhille wird die mit den Nukleoproteinen assoziierte
virale DNA als Praintegrationskomplex in den Zellkern transportiert (Fouchier et al., 1999). Im
Zellkern bewirkt schlieBlich die mitgefihrte HIV-Integrase das Aufspalten der Wirtszell-DNA
und den Einbau des doppelstrangigen DNA-Molekils in das Wirtszellgenom (Whitcomb et al.,
1992). Derzeit sind drei sogenannte Intergrase-Strangtransfer-Inhibitoren verflgbar, die die
irreversible Bindung der viralen DNA an die Wirtszell-DNA hemmen.

HIV-1 kann als integriertes Provirus in der Zelle persistieren oder in das Stadium der aktiven
Virusproduktion Ubergehen. Die Synthese des Vorlauferhiillproteins gp160 erfolgt am rauhen
endoplasmatischen Retikulum. Nach Glykosylierung im Golgi-Apparat wird gp160 zur
Zellmembran transportiert und von einer zellularer Furinprotease in das Oberflachenprotein
gp120 und das Transmembranprotein gp41 gespalten. Diese sind nicht kovalent verbunden
und werden als Oligomere in die Zellmembran eingelagert (McCune et al., 1988). Die
Translation der Gag- und Gag-Pol-Polyproteine erfolgt im Zytoplasma. Die unprozessierten
Polyproteine werden an die Plasmamembran transportiert und dort zusammengelagert.
Zusammen mit zwei Kopien ungespleildter genomischer viraler RNA bilden Gag und Gag-Pol
unreife Viruspartikel, die unter Aufnahme der Hillproteine aus der Zellmembran abknospen.
Die Reifung zum infektiosen Partikel erfolgt nach autokatalytischer Aktivierung der HIV-1-
Protease, die nachfolgend die Gag- und Gag/Pol-Polyproteine in funktionellen Virusproteine
spaltet. Strukturelle Umlagerungen der Strukturproteine fihren zur Ausbildung des konischen
Kapsids. Die Viruspartikel sind nunmehr infektiés. Proteaseinhibitoren, die im aktiven Zentrum
der Protease binden, unterbinden das Herausspalten funktioneller Strukturproteine und damit
die Reifung der Viruspartikel (Youle, 2007).

1.1.8 Mutationen und Mutationsraten

Mutationen sind natirliche Begleiter der Evolution. Wahrend der Vervielfaltigung des
genetischen Materials kdnnen Mutationen aufgrund von Nukleotid-Fehlpaarungen entstehen.
Nukleotide kdnnen von einer stabilen zu den seltenen instabilen tautomeren Formen wechseln,
die in einem Verhéltnis von ca. 1:10™ bis 10”° vorkommen (Suen et al., 1999). Entstehen diese
tautomeren Formen genau wahrend der Polymerisation eines neuen komplementaren
Stranges, sind Mutationen die Folge. Mithilfe ihres Korrekturlesemechanismus (3’-5-
Exonukleaseaktivitat) erkennt die DNA-Polymerase |l falsch gepaarte Nukleotide und entfernt
diese durch Hydrolyse. Dies reduziert die Fehlerrate der DNA-Polymerase auf 10 bis 107"
Nukleotide pro Replikation. Der Reversen Transkriptase von HIV fehlt diese 3’-5'-

Exonukleaseaktivitat. Somit zeigt diese, dem Verhaltnis von stabilen zu unstabilen tautomeren
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Formen der Nukleotide entsprechend, eine Mutationsrate von 10 bis 10 pro Nukleotid pro
Replikation (Suen et al., 1999).

Im Vergleich mit Reversen Transkriptasen anderer Retroviren zeigt das Enzym von HIV-1 eine
zehnfach erhdhte Fehlerrate in vitro (Preston et al., 1988). Sowohl die Reverse Transkription
als auch die Bildung neuer RNA-Genome durch die RNA Polymerase Il sind mit einer
Fehlerrate von etwa einem falsch eingebauten Nukleotid pro 10* Nukleotiden behaftet. Jedes
neu produzierte Virus mit etwa 10 kb besitzt somit durchschnittlich 1-2 fehlerhaft eingebaute
Nukleotide (Preston et al., 1988; Roberts et al., 1988). Mutationsférdernde Faktoren kénnen
sowohl physikalischer (z.B. UV-Stahlung) als auch chemischer Natur (z.B. Nitrosamine) sein.
Des Weiteren wurden die Mitglieder der APOBEC-Familie als mutationsinduzierende Proteine
identifiziert (Goila-Gaur et al., 2008).

1.1.9 Variabilitat von HIV-1

Die hohe genetische Variabilitdt von HIV-1 wird ebenfalls auf die hohe Fehlerrate der Reversen
Transkriptase zurlickgefuhrt. Aufgrund dieser kann HIV sich der Kontrolle durch das
Immunsystem entziehen. Die hohe Variabilitdt fihrt bei der Behandlung HIV-Infizierter durch
die Entstehung Resistenz-vermitteinder Mutationen (RAMs) zum Versagen einer
antiretroviralen Therapie (HAART) und erschwert die Entwicklung einer wirksamen Vakzine.
Grund fir die genetische Variabilitat ist neben der bereits erwahnten Mutationsrate der
Reversen Transkriptase auch die massive Reproduktionsrate sowie die kurze Generationszeit
von HIV (Coffin, 1995; Perelson et al.,, 1996). Rekombinationsereignisse wahrend der
Reversen Transkription erweitern die genetische Variabilitat zusatzlich (Srinivasan et al., 1989;
Neher et al., 2010).

Ausgehend von wenigen Infektionsereignissen wahrend der Primarinfektion entwickelt sich mit
dem Fortschreiten der Infektion aus der anfangs homogenen Viruspopulation eine
Quasispezies mit einer Vielzahl von Virusvarianten (Zhu et al., 1993), die sich in Sequenz und
Phanotyp unterscheidenden (Simmons et al.,, 1998) und durch den selektiven Druck des
Immunsystems oder der antiretroviralen Therapie in ihrer Evolution beeinflusst werden (Ho et
al., 1995; Wei et al., 1995)

Der Druck des Immunsystems vor allem auf exponierte Proteindoménen des Virus dufert sich
in einer groRen Sequenzvariabilitdt im Bereich des env-Gens (Kuiken et al., 1993). Innerhalb
des Oberflachenglykoproteins gp120 wechseln sich stark variable Bereiche (V1-V5) und
konservierte Regionen (C1-C5) ab (Alizon et al., 1986; Starcich et al., 1986). Dabei sind in den
variablen Regionen weniger als 25% der Aminosaurereste konserviert (Modrow et al., 1987)
und weisen neben Aminosauresubstitutionen haufig auch kurze Insertionen oder Deletionen
auf (Alizon et al., 1986; Starcich et al., 1986).

10



Einleitung

Von den fUnf variablen Bereichen des gp120 zeigen die V3- und die V1/V2-Region die grofite
Diversitat. Die 34-36 AS umfassende V3-Domédne wird von zwei hochkonservierten
Cysteinresten flankiert, die Uber Disulfidbindung eine Peptidschleife arretieren, in dessen Mitte
sich ein hochkonserviertes Motiv aus vier AS, das GPGR-Motiv, befindet (Goudsmit et al.,
1988; Palker et al., 1988). Die groRe Variabilitdt der V1/V2-Regionen zeigt sich vor allem in
einer stark variierenden Lange, die die Bindung von neutralisierenden Antikérpern beeinflusst
(Rolland et al., 2012; Liao et al, 2013). Spatere Rekombinationsexperimente und
Antikorperstudien bestatigten den V3-Bereich als bedeutendste Korezeptor-determinierende
Region flr die Bindung an die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4 (Choe et al., 1996; Xiao
et al., 1998).

1.1.10 Tropismus von HIV-1

Die Variabilitdt der V3-Doméne, die aufgrund der unterschiedlichen Korezeptor-Affinitat in
einem variablen Wirtszell-Tropismus resultiert, zeigte auch in in vitro Experimenten
unterschiedliche Zytopathogenitdt und Replikationskinetiken (Cheng-Mayer et al., 1991). So
besalen Virusisolate, die zu einem frihen Zeitpunkt der Infektion isoliert wurden, geringe
Replikationsraten und Virustiter in vitro und konnten in primaren Makrophagen Kkultiviert
werden. Isolate des selben Patienten aus fortgeschrittenen Krankheitsstadien infizierten
effizient T-Zelllinien und zeigten hohe Replikationsraten. Aufgrund dieser Befunde wurde in
einer ersten Nomenklatur zwischen Makrophagen-tropen bzw. Monozyten-tropen (M-tropen)
und T-Zell-tropen (T-tropen) Virusvarianten unterschieden (Connor et al., 1994; Fenyo et al.,
1994; Miedema et al., 1994). Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zeigte sich in der Fahigkeit
zur Bildung von Synzytien. Synzytien entstehen in einer HIV-1 infizierten Zellkultur durch die
Verschmelzung mehrerer Zellen zu einer Riesenzelle. Diese Fahigkeit besalRen nur T-Zell-
trope Viren und wurden nachfolgend als Sl (syncytium inducing)-Viren bezeichnet. M-trope
Viren zeigten dieses Phanomen nicht und wurden deshalb als NSI (non syncytium inducing)-
Viren benannt. 1995 konnte schlieRlich die variable Expression von Korezeptoren auf den CD4-
positiven Zelltypen fiir den unterschiedlichen Zelltropismus von HIV-1 verantwortlich gemacht
werden (Broder et al.,, 1995) und lieferte damit die Erklarung fir die verschiedenen

Phanotypen.

1.1.10.1 Die Korezeptoren von HIV-1

Als erster Korezeptor wurde der Chemokinrezeptor CXCR4 identifiziert. Er gehort in die Gruppe
der G-Protein gekoppelten Rezeptoren mit 7 Transmembrandomanen (engl.: seven
transmembrane G protein coupled receptor; 7TMGPCR) und konnte den T-Zell-tropen HIV-1
Isolaten zugeordnet werden (Feng et al., 1996). Cocchi et al. (1996) konnten den
inhibitorischen Effekt der g-Chemokine RANTES, MIP-1a und MIP-1p auf die Infektion mit M-
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tropen Viren in vitro zeigen. Kurz darauf wurde der dazugehdrige Rezeptor CCR5 beschrieben
(Samson et al., 1998) und als Korezeptor fur M-trope HIV-1 Isolate identifiziert (Choe et al.,
1996; Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996; Alkhatib et al., 1997).

Seit der Entdeckung der Korezeptoren werden die M-tropen NSI Viren aufgrund ihres
Korezeptorgebrauchs als CCR5-trope (R5) Viren bezeichnet. Der mit dem Gebrauch des
CXCR4-Rezeptors ubereinstimmende Phanotyp der T-tropen Sl Viren fiihrte demnach zu der
Bezeichnung CXCR4-trope (X4) Viren. Doranz et al. (1996) zeigten, dass es neben Viren, die
ausschlief3lich CCR5 oder CXCR4 nutzen, auch solche gibt, die beide Rezeptoren nutzen
kdnnen und daher als dualtrop bezeichnet werden. Diese Virusstamme treten wahrend des
Ubergangs vom ausschlieBlich CCR5- zum ausschlieBlich CXCR4-gebrauchenden Phanotyp
auf (Scarlatti, 1997) und induzieren in PBMC-Zellkulturen kleine Synzytien (Schneweis et al.,
1990). Existieren X4- und R5-Viren in einem HIV-1 Infizierten nebeneinander, wird von einer
mixed-tropen Viruspopulation gesprochen (Schuitemaker et al., 1992; Connor et al., 1997).

Das Vorherrschen von R5-Viren wahrend der frilhen Phase bis zum Auftreten AIDS-assoziierter
Krankheitssymptome kann mit einem Replikationsvorteil der R5-Viren gegenuber X4-Viren in
CD4-Zellen erklart werden. R5-Viren konnten im Vergleich zu X4-Viren die Zellaktivierungslevel
unstimulierter PBMCs erhéhen und induzierten in infizierten CD4-Zellen eine hdhere
Zellproliferation als X4-Viren. Somit zeigen Rb5-infizierte CD4-Zellen einen selektiven Vorteil
gegeniiber X4-infizierten CD4-Zellen im Sinne von Uberleben und Virusverteilung (Locher et al.,
2005). R5-Viren besitzen auRerdem eine starkere N-Gykosylierungsfrequenz als X4-Viren.
Dadurch sind R5-Viren weniger immunogen, wahrend X4-Viren der humoralen Restriktion
neutralisierender Antikérper starker exponiert sind (Polzer et al., 2002; Nabatov et al., 2004b;
Kalinina et al., 2013).

Die in spateren Stadien auftretenden X4-Viren sind im Allgemeinen vom dualtropen Virustyp,
da ausschlieRlich CXCR4-trope Viren (reine X4-Viren) relativ selten vorkommen (Scarlatti et al.,
1997). Eine reine X4-Viruspopulation wird nicht bei jedem Patienten sichtbar.

Umstritten ist der Einfluss der X4-Viren auf die Pathogenese und die Wirksamkeit der
antiretroviralen Therapie. Obwohl bei einem signifikanten Anteil der HIV-1 Infizierten in AIDS-
Stadien R5-Viren nachweisbar sind, kommt es bei Patienten, bei denen ein Wechsel von R5-
zu X4-Viren erfolgte, zu einem raschen Absinken der CD4*T-Zellzahl und zur
Krankheitsprogression (Koot et al., 1993; Connor et al., 1997; Kupfer et al., 1998). Im
Gegensatz dazu kénnen X4-Viren von einer antiretroviralen Therapie effektiver supprimiert
werden (Philpott et al.,, 2001). Unklar ist immer noch, ob die Vermehrung der X4-Viren zur
dominierenden Viruspopulation eine Folge oder die Ursache der Immundefizienz ist (Schlecht
et al., 2008).

12
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1.1.10.2 Bestimmung des Korezeptorgebrauchs von HIV-1

Voraussetzung fur die Wirksamkeit von CCR5-Antagonisten als Bestandteil der antiretroviralen
Therapie ist das Vorliegen einer R5-tropen Viruspopulation sowie die gleichzeitige Abwesenheit
von dualtropen, mixed-tropen oder reinen CXCR4-tropen Viren (Fatkenheuer et al., 2005;
Westby et al., 2006). Eine Bestimmung des Tropismus kann durch phanotypische oder
genotypische Verfahren erfolgen. Wahrend phanotypische Assays den Korezeptorgebrauch
Uber Virusvermehrung in geeigneten Zellen bestimmen, untersuchen genotypische Methoden
die Korezeptor-determinierende Genomregion V3 und sagen anhand der Sequenzinformation
mittels Interpretationssystemen den Korezeptorgebrauch vorher (Sierra et al., 2007). Obwohl
phanotypische Assays in allen Zulassungsstudien genutzt wurden, gibt es Limitierungen, die
zur Nutzung genotypischer Verfahren drangen (Rose et al., 2009). So sind phanotypische
Verfahren kosten- und arbeitsintensiver, haben eine begrenzte geographische Verfligbarkeit
und bendtigen ein héheres Probenvolumen. Bis zur routinemaRigen Nutzung hochauflésender
Sequenziertechniken (next generation sequencing, ultra deep sequencing) lag ein bedeutender
Vorteil der phanotypischen Verfahren in der sensitiveren Detektion (zwischen 1-10%) minorer
X4-Varianten. Die genotypischen Verfahren konnten dagegen mit der konventionell
verwendeten populations-basierten Sanger-Sequenzierung Minoritdten nur mit einer
Sensitivitdt von ca. 20% nachweisen (Schuurman et al., 1999; Palmer et al., 2005; Low et al.,
2007). Mittlerweile erlauben ultrahochauflésende Sequenzierverfahren die Detektion minorer
X4-Varianten mit einer Sensitivitat von weniger als 0.1 % (Archer et al., 2009). Dabei liefern sie
zunachst eine Vielzahl individueller Einzel-Sequenzen, die bioinformatisch aufbereitet und
durch Interpretationsprogramme, wie Web-PSSM (http://indra.mullins.microbiol.washington.edu/webpssm/),
wetcat (http://genomiac2.ucsd.edu:8080/wetcat/v3.ntml) und geno2phenoOicoreceptor] (http://coreceptor.bioinf.mpi-inf.mpg.de/)
ausgewertet werden muissen. Zur Entwicklung bioinformatischer Interpretationsprogramme wie
geno2phenocorezeptor, die aus der V3-Sequenzinformation den Tropismus vorhersagen kénnen,
werden korrespondierende Analysen-Paare phano- und genotypischer Verfahren bendétigt
(Lengauer et al., 2006).

13
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1.2 APOBEC

1.2.1 Entdeckung

Eine erste Beobachtung und damit der Hinweis auf die physiologische Bedeutung einer
gezielten Nukleotidveranderung der mRNA wurde 1987 in der Arbeitsgruppe um James Scott
anhand der mRNA des Apolipoprotein B (Apo B-100) gemacht (Scott et al., 1988). Diese
Veranderung (Editing) der mRNA, die durch Deaminierung eines Cytidins zu Uridin eine
Triplettdnderung von CAA (GIn, Q) zu UAA (Stopcodon) zur Folge hat, resultiert somit in einem
verkurzten Protein (Apo B-48). 1993 konnte die Struktur der enzymatisch aktiven Untereinheit
des fir das Editing verantwortlichen Enzyms aufgeklart werden. Es wurde APOBEC1 Enzym
(Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like) genannt und der Gruppe
der Cytidin-Deaminasen zugeordnet (Teng et al., 1993). Seit der Entdeckung der Activation-
induced Cytidine Deaminase (AID) als APOBEC1 ahnliches Protein (Muramatsu et al., 1999)
sind eine Reihe APOBEC1 verwandter Proteine mit Cytidin-Deaminase-Aktivitat identifiziert

und zur APOBEC-Proteinfamilie zusammengefasst worden.

1.2.2 Die APOBEC-Genfamilie und ihre Funktionen

Die Familie der APOBEC-Proteine beinhaltet die Unterfamilien AID und APOBEC1 (lokalisiert
auf Chromosom 12), APOBEC2 (Chromosom 6), APOBEC3 (Chromosom 22) und APOBEC4
(Chromosom 1) (Jarmuz et al., 2002) (Abb. 1.5). Der Unterfamilie APOBEC3 (A3) gehdren die
sieben Mitglieder APOBEC3A, APOBEC3B, APOBEC3C, APOBEC3DE, APOBECSF,
APOBEC3G und APOBEC3H an, deren Gene tandem-artig aufeinanderfolgend auf
Chromosom 22 in einem Gencluster kodiert sind. Das gemeinsame Charakteristikum aller
Mitglieder der APOBEC-Proteinfamilie ist das Vorhandensein von katalytisch-aktiven Cytidin-
Deaminase-Domanen (Jarmuz et al., 2002; Conticello et al., 2005).

APOBECH1 spielt eine wichtige Rolle beim Lipidmetabolismus. Da es das Cytosin an Position
6666 der mRNA des Apo B-100 zu Uracil deaminiert und somit ein Stoppcodon generiert, wird
ein verkurztes Apolipoprotein B (Apo B-48) exprimiert (Blanc et al., 2010). Apo B-48 ist ein
essentieller Bestandteil von Lipoproteinpartikeln (Transportform der Uber die Nahrung
aufgenommenen Fette) und kann durch seine Trunkierung nicht mehr an den LDL-Rezeptor
binden.

AID (activation induced deaminase) wird in den B-Zellen im Keimzentrum der Lymphknoten
exprimiert und induziert im Gegensatz zu APOBEC1 Nukleotidveranderungen in der
genomischen DNA. Durch Initierung der somatischen Hypermutation ist es fur die

Affinitatsreifung von Antikérpern und fir den Wechsel des lIsotyps der Immunglobuline

14



Einleitung

verantwortlich (Larijani et al., 2012).

Uber die genauen Funktionen von APOBEC2 und APOBEC4 ist bisher nur wenig bekannt.
APOBEC2 wird in Skelett- und Herzmuskelzellen exprimiert und man vermutet eine Rolle bei
der Embryogenese (Liao et al.,, 1999; Vonica et al., 2011). APOBEC4 wird in den Hoden
exprimiert, und es scheint, dass APOBEC4 in die Spermatogenese involviert ist (Rogozin et al.,
2005).

catalytically inactive catalytically active Vif-Bindungs-

CDA d‘om.ain CDA domain Doméne
B oncapsidatios C—
AID [ I
(CH 6) APOBEC2 | |
[~ APOBEC3A N s
ApOBEC3B [ N 4 B 4848 |
APOBEC3C 7

IR N — —
APOBECF | NN mmmm
AvoBECG | mmmE .
K APOBEC3H . emmmmE 0

(CH1) APOBEC4

H-X'E'(X)zs-zs'P'C'(X)2-4'C

Abbildung 1.4: Die Familie der APOBEC-Proteine

Ubersicht tiber die APOBEC-Unterfamilien und ihre Mitglieder, ausgerichtet am charakteristischen Merkmal dieser
Gruppe, der katalytisch-aktiven Cytidin-Deaminase-Doméane (CDA, in grun). Einige Mitglieder tragen eine
katalytisch-inaktive Cytidin-Deaminase-Domane (in rot). Die der CDA zugrundeliegende Konsensus-Sequenz ist im
Kasten hervorgehoben. Chomosomale Lokalisation der einzelnen Gene, siehe linker Rand, nach (Goila-Gaur et al.,
2008); modifiziert nach (Siu et al., 2013).

1.2.3 APOBEC3-Cytidin-Deaminasen

Die sieben Vertreter der APOBEC3-Proteine zeigen ihre antivirale Aktivitat durch die Hemmung
der Replikation von HIV-1 und in der Kontrolle der Mobilitdt endogener Retroelemente (Chiu et
al., 2009; Koito et al., 2011). Transpositionen des Long Interspersed Nuclear Elements-1
(LINE-1) machen ungefahr 17% des humanen Genoms aus und konnten mit einer Reihe
schwerer Erkrankungen wie der Duchenne Muskeldystrophie, R-Thalassamie und der
Entwicklung von Darmkrebs in Verbindung gebracht werden (Kinomoto et al., 2007). Die
Expression von APOBEC3A, 3B, 3C und 3F reduzierte die Retrotransposition von LINE-1-
Elementen bis zu 85% (Muckenfuss et al., 2006; Wissing et al., 2011).

Die APOBEC3-vermittelte Restriktion ist nicht nur auf Lentiviren wie HIV-1 begrenzt, sondern
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konnte auch fir weitere Retroviren wie Foamyvirus (Russell et al., 2005), XMRV (Paprotka et
al., 2010), HTLV (Sasada et al., 2005) und andere Virustypen wie HBV (Lei et al., 2006), MV,
MuV, RSV (Fehrholz et al., 2012) gezeigt werden.

1.2.4 Restriktion von HIV-1 durch A3G und A3F

Von allen APOBEC3-Proteinen hemmen A3F und A3G die HIV-1-Replikation am
wirkungsvollsten und zeigen dabei eine 100- bis 1000-fache Reduktion der Infektiositat
(Sheehy et al., 2003; Stopak et al., 2003; Wiegand et al., 2004). Die Restriktion resultiert dabei
in erster Linie aus der Deaminierungs-abhangigen Hypermutation des viralen Genoms (Harris
et al., 2003; Mangeat et al., 2003; Zhang et al., 2003). In Abwesenheit von Vif werden A3F und
A3G aktiv in sich zusammenlagernde Virus-Corepartikel inkorporiert (Mariani et al., 2003; Song
et al., 2012) (Abb. 1.7), ihre antivirale Aktivitat entfaltet sich aber erst im Infektionszyklus einer
neuen Wirtszelle. Nach Reverser Transkription des viralen RNA-Genoms (plus-Strang) werden
die entstandenen RNA/DNA-Hybride durch die RNase H zu einzelstrangigen DNA-Molekulen
(minus-Strang) prozessiert. A3G und A3F binden am neusynthetisierten DNA-minus-Strang
und spalten unter Hydrolyse Aminogruppen vom C4-Atom des Cytosins ab (Suspene et al.,
2004). Das durch die Deaminierung entstehende Uracil ist komplementar zu Adenin und fuhrt
bei der Synthese des komplementaren DNA-Stranges zu einer G-zu-A Mutation des viralen
Genoms. Da 3’-lokalisierte DNA-Bereiche dem deaminierenden Effekt der APOBEC3-Proteine
starker ausgesetzt sind, verteilen sich die Mutationen nicht gleichmafig tGber das virale Genom,
sondern sind 5°-wérts der RNase H-resistenten Polypurin-Trakte (PPT) des Integrase-Gens
und nahe des 3'LTRs konzentriert (Abb. 1.6), (Suspene et al., 2006; Wurtzer et al., 2006).

nef
5 U3 R USPBS gag  polppPT env PPT U3R U5

+

SN B O AL i

Abbildung 1.5: Verteilung der APOBEC-vermittelten Mutationshaufigkeit im HIV-Genom
Unterschiedliche Expositionszeiten flhren zu ungleichmaRiger Verteilung der APOBEC3-vermittelten G-zu-A
Mutationen. Nach Reverser Transkription des RNA-plus-Stranges (blau) zeigen die Bereiche 5° der RNase H-
resistenten Polypurin-Trakte (PPT, grau unterlegt) verstarkte Cytidin-Deaminierungen (rot-gefiilite Elipsen) im neu
synthetisierten DNA-Strang (griin), adaptiert nach (Yu et al., 2004b).

Obwohl A3G und A3F sich in ihrer Proteinsequenz zu 60 % ahnlich sind, unterscheiden sie sich
in einigen Charakteristika, so auch hinsichtlich ihrer DNA-Erkennungssequenz (Wang et al.,
2007). Wahrend A3G vorzugsweise das zweite Cytosin im 5°-CC Kontext deaminiert, zeigt A3F
eine Praferenz fir Cytosin im 5°-TC Dinukleotid (Beale et al., 2004; Bishop et al., 2004;
Suspene et al., 2004).
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Die Vielzahl an G-zu-A Mutationen im revers-transkribierten HIV-Genom fihrt zur Degradation
der meisten viralen Transkripte, noch bevor sie in das Wirtsgenom integriert werden. Diese
Degradation wird zum einen durch zellulare DNA-Reparaturproteine, wie die Uracil-DNA-
Glykosylase (UDG), vermittelt, die Uracil aus DNA herausschneidet, zum anderen durch AP-
Endonukleasen (Apurin/Apyrimidin-), die Nukeotide mit fehlenden Basen entfernen. Weiterhin
kénnen G-zu-A Mutationen zur Entstehung der Translationsstopp-Tripletts TAG, TAA und TGA
fuhren und die Expression nicht-funktioneller Virusproteine zur Folge haben (Chiu et al., 2009).
A3F und A3G enthalten wie APOBEC3B und APOBEC3C-E zwei durch Duplikation
entstandene Cytidin-Deaminase-Domanen, die von einer pseudoaktiven Doméane unterbrochen
werden (Abb. 1.5). Wahrend die C-terminale Cytidin-Deaminase-Doméane katalytische Aktivitat
besitzt (Shindo et al., 2003; Hache et al., 2005; Schumacher et al., 2008), ist die N-terminale
Deaminase-Domane katalytisch inaktiv und beeinflusst eher die Intensitat der DNA-Editierung
(Feng et al., 2011). Die konserviertesten Positionen des charakteristischen Motivs der
Deaminase-Domane sind drei Zn?**-koordinierende Reste (His und zwei Cys) und die
Aminosaure Glu, welche den Protonentransport wahrend der Katalyse gewahrleisten (Abb. 1.5)
(Jarmuz et al., 2002).

APOBEC-Proteine liegen normalerweise als Homodimere vor (Jarmuz et al., 2002), fir A3F
konnte aber auch eine Heterodimerisierung mit A3G beschrieben werden (Wiegand et al.,
2004). Die Zink-koordinierenden AS (Hes, Co7, C100) der pseudoaktiven N-terminalen Doméane
vermitteln die Multimerisierung von A3G und seine Inkorporation in das Viruspartikel. Weitere
AS (Y124YFW,,7) ebenso wie eine direkte Interaktion mit RNA sind fir Multimerisierung und
Inkorporation essentiell (Cen et al., 2004; Huthoff et al., 2007). Diese RNA-Briicke assoziiert
A3G und A3F mit Gag-Vorlauferproteinen wahrend der Core-Partikelbildung und gewahrleistet
so die Einschleusung in das Viruskapsid (Alce et al., 2004; Burnett et al., 2007).

Wahrend des Zusammenbaus der Core-Partikel werden ca. 7 (¥4) A3G-Molekile pro
Viruspartikel inkorporiert, die ausreichend fiir die effektive Hemmung der HIV-Replikation sind
(Xu et al., 2007). Innerhalb der Partikel liegt A3G zusammen mit dem viralen RNA-Genom und
den Proteinen NC, IN und Vpr in einem Ribonukleoprotein-Komplex vor, der die intrinsische
Deaminaseaktivitdt von A3G hemmt, jedoch durch die RNase H-Aktivitdt wahrend der
Reversen Transkription wieder aufgeldst wird (Soros et al., 2007). Somit entfaltet A3G seine
antivirale Aktivitat erst nach Infektion einer neuen Wirtszelle (Stenglein et al., 2008).

In Abhangigkeit vom Aktivierungsstatus der CD4-Zellen liegen A3G und A3F im Zytoplasma in
hochmolekularen (HMM, high molecular mass) enzymatisch-inaktiven Ribonukleoprotein-
Komplexen oder in einer niedermolekularen (LMM, low molecular mass) enzymatisch-aktiven
Form vor (Abb. 1.7) (Stopak et al., 2003; Wang et al., 2007). Ruhende CD4-Zellen exprimieren
A3G in der LMM-Form, das so seine Funktion als potenter HIV-1-Restriktionsfaktor erfillen

kann. Eine Aktivierung der CD4 T-Zellen oder eine Differenzierung von Monozyten zu
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Makrophagen rekrutiert A3G in 5-15 MDa schwere hochmolekulare Komplexe (Stopak et al.,
2007; Chiu et al., 2009), die eine Restriktion der Alu-Retrotransposition, aber keine antivirale
Aktivitat zeigen (Esnault et al., 2005; Chiu et al., 2006). Eine in vitro-Inkubation der HMM-
Komplexe von A3G mit RNase A zerlegt diese in die Deaminase-aktive, viral-restriktive LMM-
Form, die einem Mono- oder Dimer (~47-95 kDa) entspricht (Chiu et al., 2005). HMM-Komplexe
von A3F zeigen sich dagegen RNase-resistent (Wang et al., 2007).

Non-permissive cell
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Abbildung 1.6: A3G-vermittelte Restriktion von HIV in Abwesenheit von Vif, nach (Henriet
et al., 2009).
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Katalytisch-inaktive A3G-Mutanten zeigten, dass die Restriktion der Virusreplikation zu einem
gewissen Anteil auch auf Deaminase-unabhangigen Mechanismen basiert (Newman et al.,
2005; Bishop et al., 2008; Chiu et al., 2009). Dazu gehoért zum einen die A3G- und A3F-eigene
Fahigkeit ssSRNA zu binden und so die Elongation der Reversen Transkripte zu behindern. Zum
anderen inhibieren A3G und A3F durch ihre Affinitdt zu DNA den Transfer des DNA-plus-
Stranges und die Integration des viralen Provirus (Abb. 1.7) (Mbisa et al., 2007; Henriet et al.,
2009; Mbisa et al., 2010).

1.2.5 Restriktion von A3G und A3F durch Vif

Seit im Jahre 2002 A3G als Gegenspieler von Vif identifiziert wurde (Sheehy et al., 2002),
konnte der Einfluss des akzessorischen Proteins Vif (viral infectivity factor) auf die Infektiositat
von HIV-1 in nicht-permissiven Zellen erklart werden (von Schwedler et al., 1993).
Nachfolgende Studien zeigten, dass Vif die Ubiquitin-abhangige Degradation von A3G und A3F
durch das zellulare 26S Proteasom induziert und somit die antivirale Aktivitdt neutralisiert
(Marin et al., 2003; Sheehy et al., 2003). Aber auch Degradations-unabhangige Mechanismen
tragen zur Restriktion APOBECs bei. In diesem Zusammenhang wurde eine Vif-induzierte
Hemmung der APOBEC-mRNA Translation (Stopak et al., 2003; Mercenne et al., 2010), die
Blockade der A3G-Partikelinkorporation durch kompetitive Bindung der Inkorporations-
vermitteInden Bereiche (Goila-Gaur et al., 2008) und die Vif-vermittelte Rekrutierung von A3G
in antiviral-inaktive HMM-Komplexen beschrieben (Goila-Gaur et al., 2008).

Mutationsanalysen identifizierten mehrere im N-terminalen Bereich von Vif lokalisierte
Sequenzbereiche flir die Interaktion mit A3G/A3F. Die Motive Y4,RHHY4, und YgeXXLzo
vermitteln die direkte Interaktion mit A3G, wohingegen die Interaktion mit A3F Gber D14,RMR7
und YegXXL7, vermittelt wird (Schrofelbauer et al., 2004; Russell et al., 2009b). Weiterhin
konnten zuséatzliche Regionen in Vif identifiziert werden, die zwar nicht direkt mit A3G
interagieren, jedoch dessen antivirale Restriktion beeinflussen (Chen et al., 2009; Dang et al.,
2009).

Als Vif-Interaktionsdomane wurde fir A3G die N-terminale Deaminase-Domane (AS
F126WDPDYQ3;), fir A3F dagegen die C-terminale Region (AS 2s3.300) beschrieben (Abb. 1.5)
(Zhang et al., 2008; Russell et al., 2009b). Die Interaktion zwischen Vif und A3G/A3F initialisiert
den proteasomalen Abbau und rekrutiert einen E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex (Yu et al., 2004b;
Mehle et al., 2006).
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1.3 Ziele der Arbeit

APOBEC3G und APOBEC3F wurden als zelluldre Restriktionsfaktoren gegenuber HIV
identifiziert. Als Teile des angeborenen Immunsystems agieren sie gegen retrovirale
Infektionen durch Mutagenisierung der einzelstrangigen proviralen DNA. Das HIV-spezifische
Protein Vif kann die antivirale Aktivitdt von APOBEC abschwéachen oder sogar neutralisieren.
HIV benutzt zwei unterschiedliche Korezeptoren, CCR5 und CXCR4, wobei der Gebrauch
durch HIV determiniert wird und im Laufe der Infektion wechseln kann. Wahrend CCR5-trope
Varianten in frihen Stadien der HIV-Infektion dominieren, kénnen CXCR4-trope Varianten in
spateren Stadien die Vorherrschaft Gbernehmen. Ein Wechsel des Tropismus von CCR5 zu
CXCR4, auch als Korezeptorswitch bezeichnet, ist mit einer Krankheitsprogression assoziiert.
Aufgrund der unterschiedlichen Korezeptoraffinitat ist der Tropismus-determinierende Bereich
von HIV, die V3-Region des env-Gens, bei X4-Viren starker positiv geladen als bei R5-Viren.
Zur Interpretation des Tropismus anhand der Sequenzinformation des V3-Bereichs stehen
bioinformatische Interpretationssysteme zur Verfligung, die in der vorliegenden Arbeit genutzt
werden.

Um einen mdglichen Einfluss von APOBEC auf den Tropismuswechsel von HIV zu
untersuchen, soll in dieser Arbeit die mutagene Aktivitat von APOBEC auf den env-V3-Bereich
analysiert werden.

Die Arbeit gliedert sich in eine statistische Analyse, die die Unterschiede zwischen R5- und X4-
Sequenzen beziglich APOBEC untersucht. Durch eine erweiterte Analyse soll geprift werden,
ob Unterschiede in der Aminosaurekomposition bei R5- und X4-Viren durch die Deaminase-
Aktivitat von A3F oder A3G erklarbar sind. Es soll aufdeckt werden, ob die entsprechenden
APOBEC-Motive von A3G und A3F (GG und GA) im V3-Bereich von R5- und X4-Sequenzen
unterschiedlich haufig vorkommen und ob der Unterschied auf die Aktivitat von APOBEC
zurUckzufuhren ist. Weiterhin soll statistisch analysiert werden, ob APOBEC-assoziierte G-zu-A
Mutationen, die einen Wechsel von negativ zu positiv geladenen Aminosauren nach sich
ziehen, als Unterscheidungsmerkmal tatsachlich zwischen R5- und X4-Sequenzen auftreten.

In Zellkultursystemen mit den entsprechenden APOBEC- und Vif-Varianten soll die Hypothese
der Beteiligung von APOBEC am Korezeptorswitch durch die Zunahme von X4-Varianten
gepruft werden. Dazu sollen Zellkultursysteme etabliert werden, in denen kontrolliert die
Aktivitaten und gegenseitige Beeinflussung von Virus und Wirtszelle benutzt werden, die
Auswirkungen auf die Aminosaurekomposition des V3-Bereichs zu untersuchen. Wahrend Vif-
Proteine von Wildtyp-HI-Viren eine vollstandige Neutralisation APOBECs induzieren kdnnen,
werden Vif-defiziente Viren APOBEC-abhéangig inhibiert. Vif-defiziente Viren sind Varianten des
vif-Gens, die in Elite-Controllern oder Long-Term-Non-Progressors identifiziert werden konnten,

jedoch auch in HIV-Patienten mit Therapieversagen. Je nach APOBEC-Menge in der Zelle
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kann die uneingeschrankte APOBEC-Aktivitat zu einer letalen Hypermutation und damit zur
Blockade der HIV-Replikation fihren oder durch gesteigerte Mutationsraten die Diversitat der
Viruspopulation erhéhen.

Um die Auswirkungen der mutagenen Aktivitdt von A3G und A3F auf HIV gezielt zu
untersuchen, sollen Zellkultursysteme mit jeweils kontrollierter A3G/A3F-Aktivitat hergestellt
werden. Varianten mit unterschiedlicher Vif-Defizienz sollen die APOBEC-Aktivitdt modulieren,
um die mutagene Wirkung gradueller APOBEC-Aktivitaten darzustellen. Zusatzlich sollen die
Effekte der Vif-Varianten in PBMC-Kulturen mit unterschiedlich intrazellularen APOBEC-
Mengen untersucht werden.

Die jeweilige Wirkung wird anhand der Entstehung mutierter HIV-Varianten kontrolliert. Eine
hochauflésende Sequenzanalyse (next generation sequencing) im V3-Bereich identifiziert die
entstehenden Mutationen, die im Hinblick auf den Tropismus analysiert werden. Mittels
bioinformatischer Interpretationssysteme kénnen die Sequenzinformationen des V3-Bereichs
zur Tropismusvorhersage genutzt werden. Die entstehenden Mutationen werden auf HIV-
Region und APOBEC-Motiv differenziert und entsprechende Mutationsraten statistisch
ausgewertet.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit sollen Faktoren, die die Entstehung von X4-Viren férdern,
aufzeigen, da die Mechanismen, die zum Korezeptorswitch flihren, bislang immer noch

weitgehend unklar sind.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Statistische Analyse

2.1.1 Sequenzdatensatze der statistischen Analyse

2.1.1.1 Sequenzdaten aus der Los Alamos Datenbank

Aus der Los Alamos Datenbank wurden Nukleotidsequenzen der HIV-1 V3-Region von Viren
mit experimentell bestimmtem Korezeptor-Tropismus ausgewahlt. Zur Vermeidung statistischer
Verzerrungen wurde bei Vorliegen mehrerer Sequenzen eines Patienten nur eine Sequenz pro
Patient zufallig ausgewahlt und verwendet. Somit ergab sich ein Datensatz mit 1026 V3-
Sequenzen, von denen 874 als R5-trop und 152 als X4-trop in der Datenbank annotiert waren.
Die Sequenzen wurden mit Hilfe von CLUSTALW (Larkin et al., 2007) in Proteinsequenzen
Ubersetzt und aneinander ausgerichtet (aligniert). Dieses Alignment der Proteinsequenzen
diente als Ausgangsmatrix flr die Analyse mit dem geno2phenoOicorezeptor; Alignment-Verfahren
(Thielen et al., 2012). In diesem wird jede V3-Loop-Sequenz einzeln an einem Sequenz-
Referenzprofil ausgerichtet, welches Liicken an bekannten Insertionspositionen erlaubt. Anhand
des so erstellten Aminosdure-Alignments wurden dann die korrespondierenden
Nukleotidsequenzen aneinander ausgerichtet und entsprechend ihres Tropismus in R5- und X4-
Datensatze geteilt. In jedem Datensatz wurde anschlieRend der prozentuale Anteil eines jeden
Nukleotids (A, C, G, T) an jeder Position der V3-Region bestimmt.

2.1.1.2 Sequenzdaten des HIV-GRADE Konsortiums

501 V3-Sequenzen (349 davon mittels geno2phenocoreceptor als R5-trop klassifiziert, 152 als X4-
trop) wurden von der HIV-GRADE Datenbank zur Verfugung gestellt (www.hiv-grade.de). Die
Sequenzen stammen von Patienten-Proben, die aufgrund eines mdglichen Therapieeinsatzes
des CCR5 Antagonisten Maraviroc hinsichtlich ihres Korezeptor-Tropismus mittels des
Monogram Trofile Tropism Assays untersucht wurden.

Die Bearbeitung und Analyse der Sequenzdaten erfolgte analog zu dem oben (unter 2.1.1.1)
beschriebenen Verfahren. Die Nummerierung der Aminosaurepositionen der Sequenzen aus
der Los Alamos und HIV-GRADE Datenbank erfolgte anhand der Suptyp B V3-
Konsensussequenz "Consensus B" (Los Alamos HIV Sequence Database, November 16th
2009).

22



Material und Methoden

2.1.1.3 Longitudinale Sequenzdaten

Zusatzlich zu den Los Alamos und HIV-GRADE Datensatzen mit jeweils einer Sequenz pro
Patient (cross sectional data) wurden auch 26 longitudinale Sequenzdaten von 10 HIV-
Patienten aus der RESINA Kohorte analysiert (Reuter et al., 2011). Im Rahmen des RESINA
Projektes werden Plasmaproben von HIV-Infizierten vor Beginn einer antiretroviralen Therapie
gesammelt und analysiert. Dazu wurde die HIV-RNA aus den Plasmaproben isoliert und die V3-
Region mittels Reverse Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) und Nested PCR
amplifiziert und sequenziert. Die Zeitintervalle zwischen den einzelnen Proben betrugen im
Minimum einen Monat. Mit Hilfe des Korezeptor-Vorhersage-Tools geno2phenoicoreceptor; WUrde
der Tropismus dieser Sequenzen vorhergesagt. Das geno2phenoireceptor— 100! ermittelt eine
Wahrscheinlichkeit der falschen Vorhersage eines X4-Tropismus in Form einer Falsch-Positiv-
Rate (FPR). Je niedriger die FPR, desto groRer ist die Wahrscheinlichkeit, dass CXCR4-trope
Viren vorherrschen. Nach den europadischen Leitlinien zur Vorhersage des
Korezeptorgebrauchs entspricht eine FPR von gréer 20 % einer R5-tropen und eine FPR von
kleiner 10 % einer X4-tropen Viruspopulation. FPR-Werte zwischen 10 % und 20 % sollten mit

phanotypischen Verfahren tberprift werden (Vandekerckhove et al., 2011).

2.1.2 Statistische Analyse der Aminosaure-Zusammensetzung von V3

Sequenzen mit definiertem Tropismus

Um die Verteilung der verschiedenen Nukleotide innerhalb der V3-Region in Bezug auf die R5-
und X4-Sequenzen zu bestimmen, wurde zuerst die Haufigkeit (engl. frequency, f) jedes

Nukleotids (nt) an jeder Sequenzposition innerhalb der R5- und X4-Datensatze errechnet.

frs/xa Position(Nt)
Haufigkeit (f) des Nukleotids (nt) X (G, A, C oder T) im R5- oder X4-Datensatz an einer bestimmten Position Y in der

V3-Region.

Die Unterschiede (engl. differences, d) der H&aufigkeiten zwischen R5- und X4-Sequenzen
wurden bestimmt, um eine madgliche Verschiebung von einem Nukleotid zu einem anderen

anzuzeigen.

dPosition(nt) = fR5,Position(nt) - fX4,Position(nt)

Unterschiede (d) der Haufigkeit des Nukleotids (nt) X an der Position Y ist gleich die Haufigkeit des Nukleotids (nt) X

an der Position Y im R5-Datensatz minus die Haufigkeit des Nukleotids (nt) X an der Position Y im X4-Datensatz.
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Zuletzt wurden die Differenzen der Haufigkeiten mit Hilfe des Produkt-Moment-
Korrelationskoeffizienten Rho (R) (von Bravais und Pearson) Kkorreliert. Dieser
Korrelationskoeffizient gilt als MaR fir den Grad des linearen Zusammenhangs zwischen zwei
Merkmalen und kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen. Besitzt Rho einen Wert von +1
(bzw. -1), so besteht ein vollstdndig positiver (bzw. negativer) linearer Zusammenhang
zwischen den betrachteten Merkmalen. Bei einem Korrelationskoeffizient von 0 gibt es keine
lineare  Abhangigkeit der beiden Merkmale voneinander. Der so berechnete
Korrelationskoeffizient weist in unserm Fall darauf hin, ob beim Vergleich von R5- und X4-Viren
an einer bestimmten Position z.B. eine Mutation von einem C zu einem T stattfindet. In diesem
Falle wiirde die Anderung der Haufigkeit des Nukleotids C an einer bestimmten Position
dPos(C) der Anderung der Haufigkeit des Nukleotid T an dieser Position dPos(T) entsprechen,
d.h. der relative Abfall von C in den RS Viren wirde durch einen ahnlichen Anstieg von T in den
X4 Viren kompensiert. Erfolgt keine direkte Mutation von C zu T, liegen die Unterschiede in den

Haufigkeiten nicht in einer ahnlichen GréfRenordnung.

2.2 Biologische Materialien

2.2.1 Bakterienstamme

Escherichia coli JM109 Transformationen im Rahmen von Plasmidpraparationen
(Promega GmbH, Mannheim)

Epicurian coli XL1 blue anspruchsvolle Transformationen (Stratagene GmbH,
Heidelberg)

Escherichia coli One Shot| Transformation nach Mutagenese (Invitrogen, Karlsruhe)
XL

2.2.2 Eukaryontische Zelllinien

Zelllinie Charakterisierung, Referenz Herkunft

M7R5 CEMx174-Abkdmmling, periphere T-Lymphoblasten, zur Verfigung gestellt
stabil transfiziert mit einem modifizierten Konstrukt des |von S. Péhimann

CCR5 Rezeptors, EGFP und Luciferase unter der
Kontrolle der HIV-Promotors (Brandt et al., 2002).

PM1 Abkdmmling der Hut 78 Zellen, exprimiert den CD4-, NIH AIDS Research &
CXCR4- und CCR5-Rezeptor und kann sowohl von R5- | Reference Reagent

als auch von X4-tropen Virusstammen infiziert werden |Program
(Lusso et al., 1995).

24



Material und Methoden

293T Humane embryonale Nierenzelllinie, exprimiert nach zur Verfigung gestellt
stabiler Tranfektion das SV40 T-Ag und erlaubt damit  |von H. Walter

die DNA-Replikation von Plasmiden mit SV40 Origin
(Sena-Esteves et al., 1999).

SupT1 Humane lymphoblastische T-Zell-Lymphom-Zelllinie, zur Verfigung gestellt
exprimiert den CD4-Rezeptor (Smith et al., 1984). von HG. Krausslich

SupT1R5 |Abkémmling von SupT1 Zellen, exprimiert zusatzlich zur Verfigung gestellt
stabil den CCR5-Rezeptor (Means et al., 2001). von HG. Krausslich

2.2.3 Plasmide und Vektoren

2.2.3.1 Expressionsplasmide

Im Labor vorhanden:

pET14b (4,7 kb) erlaubt die Expression von Proteinen, die N-terminal mit einem Epitop
aus sechs Histidinresten fusioniert sind, unter der Kontrolle eines T7-Promotors (Novagen,
Madison, USA).

pcDNA3 (5,4 kb) erlaubt die Expression von Proteinen unter der Kontrolle eines T7- und

des CMV-Promotors (Invitrogen, Karlsruhe).

pcDNA4/TO/myc-HisB (5,1 kb) ist ein Expressionsvektor, welcher einen Hybrid-
Promotor bestehend aus humanem CMV immediate-early Promoter und zwei Tetrazyklin
Operator (TetO;) Elementen besitzt und somit eine Tetrazyklin-regulierte Expression des zu

untersuchenden Gens erlaubt (Invitrogen, Karlsruhe).

pcDNA3.1/APOBEC3G (6,6 kb) erlaubt die Expression von APOBEC3G unter der
Kontrolle des T7- bzw. CMV-Promotors, als Ausgangsvektor fir die Klonierung und als
Standardplasmid fur Realtime-PCR verwendet (zur Verfigung gestellt von Michael Malim,

King’s College London).

pcDNA3.1/APOBEC3F (6,4 kb) erlaubt die Expression von APOBEC3F unter der
Kontrolle des T7- bzw. CMV-Promotors als Ausgangsvektor fur die Klonierung und als
Standardplasmid fur Realtime-PCR verwendet (zur Verfigung gestellt von Michael Malim,

King’s College London).

pcDNAG/TR (6,7 kb) ist ein regulatorischer Vektor, welcher den Tetrazyklin-Repressor

unter der Kontrolle des humanen CMV Promoters exprimiert (Invitrogen, Karlsruhe).
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pTBP (6,9 kb) Bakterieller Expressionsvektor, der die cDNA des TATA-box Binding

Proteins (TBP) enthalt und als Standardplasmid fiir Echtzeit-PCR verwendet wurde.

pHPRT (3,1 kb) enthdlt die cDNA der Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1

(HPRT) und wurde als als Standardplasmid fir Realtime-PCR verwendet.

PEGFP (4,2 kb) exprimiert unter dem CMV-Promotor die cDNA des Gens EGFP
(enhanced green fluorescent protein). Das EGFP entstammt dem GFP-Gen, bei dem durch

eine zweifache AS-Substitution eine Steigerung der Fluoreszenz und Expression erreicht wurde

pUHC13-3 exprimiert unter der Kontrolle eines tetO-CMV-minimal Promotors ein
Luziferase-Reporter-Konstrukt (Gossen and Bujard, 1992; zur Verfigung gestellt von Gertrud

Steger).

In dieser Arbeit generiert:

pcDNA4/TO/A3F basiert auf dem Vektor pcDNA/TO/myc-HisB, in den unter
Verwendung der Restriktionsendonukleasen Hindlll und Xhol die cDNA von APOBEC3F

kloniert wurde, ermoglicht somit die Expression von APOBECS3F nach Tetrazyklin-Induktion.

pcDNA4/TO/A3G basiert auf dem Vektor pcDNA/TO/myc-HisB, in den unter
Verwendung der Restriktionsenzyme Hindlll und Xhol die cDNA von APOBEC3G kloniert

wurde, ermoglicht somit die Expression von APOBEC3G nach Tetrazyklin-Induktion.

pET14b_NL4-3 beinhaltet ein 2,3 kb umfassendes, durch PCR generiertes NL4-3
Fragment, welches mithilfe der Restriktionsenzyme BamHI und Sall in pET14b kloniert wurde.
Diente als Ausgangsvektor zur Generierung der Vif-Mutationen (K22E, Y40H, E45G).

pPET14b_K22E entstand nach sequenzspezifischer Mutagenese und enthalt im NL4-3
Fragment die Vif-Mutation K22E.

pPET14b_Y40H entstand nach sequenzspezifischer Mutagenese und enthalt im NL4-3
Fragment die Vif-Mutation Y40H.

pET14b_E45G entstand nach sequenzspezifischer Mutagenese und enthalt im NL4-3
Fragment die Vif-Mutation E45G.

2.2.3.2 Virusplasmide

Im Labor vorhanden:

pNL4-3 (14,8 kb) pUC18-Vektor mit rekombinantem infektiésem proviralem HIV-1
Genom, wurde erstmals beschrieben von Adachi, 1986 (Adachi et al., 1986), (EMBL-Datenbank
Nr. M19921) und kann Uber das NIH AIDS Research and Reference Reagent Programm
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(Katalog-Nr. 114) bezogen werden.

pNL4-3_vif(-) (14,6 kb) entstammt dem pNL4-3 Klon und tragt eine 178-bp Deletion im
vif-Gen, die zu einer Leserasterverschiebung fuhrt, beschrieben unter Karczewski et al., 1996.

Zur Verfugung gestellt von H. Walter, Erlangen.

pCAGGStat-envR5 (7,9 kb) exprimiert unter dem CMV-Promotor und dem Huhn-B-
Aktin-Promotor das erste Exon des tat-Gens und das Glykoprotein gp160 des CXCR4-tropen
HIV-1-Referenzstammes NL4-3 Subtyp B, welches durch sequenzspezifische Mutagenese in

der V3-Region in ein CCR5-tropes Envelope mutagenisiert wurde (J. Minch, pers. Mitteilung).

Ill. Aligned V3 region

TGT ACA AGA CCC AAC AAC AAT ACA AGA AAA AGT ATA CAT ATA GGA CCA GGG AGA GCA TTT TAT ACA ACA GGA GAA ATA ATA GGA GAT ATA AGA CAA GCA CAT TGT

ConsensusB:C TRPNNNTRKS I HIGPGRAFYTTGE !l I GDI RQAHC
Query: CTRPNNNTRKGIHIGPGRAFYTTGEI] I GDI1IRQAHZCGC

TGT ACG AGA CCC AAC AAC AAT ACA AGG AAA GGT ATA CAT ATA GGA CCA GGG AGA GCA TIT TAT ACA ACA GGA GAA ATA ATA GGA GAT ATA AGA CAA GCA CAT TGT

IV. Coreceptor prediction

Model Prediction FPR Remarks
Clonal Only the CCR5-coreceptor can be used. 20.7%

The significance level was set to: 10% false positive rate

Abbildung 2.1: V3-Sequenz und Vorhersage des Korezeptorgebrauches des
pCAGGAtat-envR5-Plasmids

In dieser Arbeit generiert:

pNL4-3_WT_RS5 (kurz WT) in pNL4-3 wurde mithilfe der Restriktionsenzyme EcoRI und
Xhol das R5-trope Envelope des pCAGGStat-envR5 Vektors kloniert.

pNL4-3_K22E_RS5 (kurz K22E) aus dem Hilfsvektor pET14b_K22E, zur Generierung
der Vif-Mutation mithilfe sequenzspezifischer Mutagenese verwendet, wurde mittels der

Restriktionsenzyme Agel und EcoRI das mutagenisierte Vif-Konstrukt in pNL4-3_R5 kloniert.

pNL4-3_Y40H_RS5 (kurz Y40H) aus dem Hilfsvektor pET14b_Y40H, zur Generierung
der Vif-Mutation mithilfe sequenzspezifischer Mutagenese verwendet, wurde mittels der

Restriktionsenzyme Agel und EcoRI das mutagenisierte Vif-Konstrukt in pNL4-3_R5 kloniert.

pNL4-3_E45G_R5 (kurz E45G) aus dem Hilfsvektor pET14b_E45G, zur Generierung
der Vif-Mutation mithilfe sequenzspezifischer Mutagenese verwendet, wurde mittels der

Restriktionsenzyme Agel und EcoRI das mutagenisierte Vif-Konstrukt in pNL4-3_R5 kloniert.
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pNL4-3_Del_vif R5 (kurz Del-Vif) in pNL4-3 vif(-) wurde mithilfe der
Restriktionsenzyme EcoRI und Xhol das R5-trope Envelope des pCAGGStat-envR5 Vektors

kloniert.

Tabelle 2.1 Ubersicht iiber die verwendeten rekombinanten Vif-Varianten

Kurzbezeichnung Name Vif Envelope
WT pNL4-3_WT_R5 Wildtyp NL4-3-R5
K22E pNL4-3_ K22E_R5 K22E NL4-3-R5
Y40H pNL4-3_Y40H_R5 Y40H NL4-3-R5
E45G pNL4-3_ E45G_R5 E45G NL4-3-R5
Del-Vif pNL4-3_Del_vif R5 Deletion NL4-3-R5

2.2.4 Antikorper

2.2.41 Primare Antikorper

anti-A3G

polyklonales IgG aus dem Kaninchen, gegen die 17 C-terminalen AS des humanen
APOBEC3G gerichtet, in der Verdinnung 1:5000 im Western Blot eingesetzt (NIH

AIDS Research & Reference Reagent Program)

anti-A3F

polyklonales IgG aus dem Kaninchen, gegen die 18 C-terminalen AS des humanen
APOBECS3F gerichtet, in der Verdiinnung 1:3000 im Western Blot eingesetzt (zur

Verfligung gestellt von Michael Malim)

anti-B-actin

Monoklonales IgG1, Klon C4, aus der Maus, in der Verdinnung 1:5000 im Western

Blot eingesetzt (Millipore)

CD4-APC

Monoklonales IgG4 (Klon RPA-T4) aus der Maus, gerichtet gegen CD4 und gekoppelt
an APC, 1:50 verdiinnt eingesetzt zur Durchflusszytometrie-Analyse (BD Bioscience,
Heidelberg)

CCRS5-PE

Monoklonales IgG,, (Klon 2D7/CCR5) aus der Maus, gerichtet gegen CD195 und
gekoppelt an PE, 1:50 verdlnnt eingesetzt zur Durchflusszytometrie-Analyse (BD

Bioscience, Heidelberg)

CXCR4-PE

Monoklonales IgG,, (Klon 12G5) aus der Maus, gerichtet gegen CD184 und
gekoppelt an PE, 1:50 verdlnnt eingesetzt zur Durchflusszytometrie-Analyse (BD
Bioscience, Heidelberg)

IlgG2a-Isotyp-
PE

Monoklonales 1gG2, (Klon S43.10) Isotyp-Kontroll-Antikdrper aus der Maus, gekoppelt
an PE, 1:50 verdinnt eingesetzt zur Durchflusszytometrie-Analyse (Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach)
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2.2.4.2 Sekundare Antikorper

anti-rabbit-HRP

Peroxidase-konjugiertes anti-Kaninchen IgG aus der Ziege, im Western Blot in der

Verdunnung 1:10000 eingesetzt (Dianova)

anti-mouse-HRP

Peroxidase-konjugiertes anti-Maus 1gG aus der Ziege, im Western Blot in der

Verdinnung 1:3000 eingesetzt (Dianova)

2.2.5 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide flr qualitative PCR, Sequenzierungen und invitro Mutagenesen wurden

von der Firma Operon Biotechnologies (Minchen) bezogen. Die Oligonukleotide fiir die

quantitative Analyse wurden bei tib-Molbiol (Berlin) synthetisiert.

2.2.5.1 Oligonukleotide fiir die quantitative Analyse

Name Genebank-ID; Lokalisation Sequenz 5’ > ¥’
A3FsH NM_145298.5; Nt 434 >451 ccgtttggacgcaaagat
A3FasH NM_145298.5; Nt 560 < 540 ccaggtgatctggaaacactt
uUPL27 NM_145298.5; Nt 527 > 537 gctgectg

A3GsH NM_021822.3; Nt 668 -> 686 ccgaggacccgaaggttac
A3GasH NM_021822.3; Nt 826 < 807 tccaacagtgctgaaattcg
UPL79 NM_021822.3; Nt 735 > 742 ccaggagg

TBPsH NM_003194.2; Nt 703 - 720 cccatgactcccatgacc
TBPasH NM_003194.2; Nt 788 < 810 tttacaaccaagattcactgtgg
UPL51 NM_003194.2; Nt 728 > 735 ggcaggag

tetR_UPL_F U89929.1; Nt 1274 > 1296 cgccattattacgacaagctatc
tetR_UPL_R U89929.1; Nt 1330 < 1350 caattcaaggccgaataagaa
UPL21 U89929.1; Nt 1319 -> 1326 cagagcca

HPRT1F NM_000194.2; Nt 578 - 598 tgacactggcaaaacaatgca
HPRT1R NM_000194.2; Nt 650 < 671 ggtccttttcaccagcaagct

2.2.5.2 Oligonukleotide fiir die PCR und Sequenzierung

Name Position in NL4-3 Sequenz 5’ > ¥’

6955RQ 69556973 ccatgtgtRcattgtactg
H3466BamHIs 3466—3491 acagggggatcctaaaagaaccggta
Env-R 78107836 agtgcttcctgetgctccyaagaaccce
Env-F 6595—6617 caaagcctaaagccatgtgtaaa
Env-2F 6863—6889 gtccaaaggtatcctttgagccaattc
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Env-2R 77387767 caccactcttctctttgccttggtgggtge
KVL072mod_8365s|8365—8390 aatagagttaggmagggatattcacc
KVL073 96349655 actcaaggcaagctttattgag
KVLO074 8531—8548 ggarcctgtgcectcttca

2.2.5.3 Oligonukleotide fiir die in vitro-Mutagenese

Name Position in NL4-3 |Sequenz 5’ > 3’

K22E_s 5080—5130 gacaggatgaggattaacacatgggagagattagtaaaacaccatatgtat
K22E_as 50805130 atacatatggtgttttactaatctctcccatgtgttaatcctcatectgtc
Y40H_s 5135—5180 caaggaaagctaaggactggtttcatagacatcactatgaaagtac
Y40H_as 51355180 gtactttcatagtgatgtctatgaaaccagtccttagctttccttg

E45G_s 5149—-5199 gactggttttatagacatcactatggaagtactaatccaaaaataagttca
E45G_as 51495199 tgaacttatttttggattagtacttccatagtgatgtctataaaaccagtc
W79A s 5257—5294 catacaggagaaagagacgcgcatttgggtcagggagt

W79A_as 52575294 actccctgacccaaatgcgcgtctctttctectgtatg

2.2.6 Kits und Langenstandards

QuikChange®Site-Directed Mutagenesis Kit

Stratagene, Heidelberg

UPL TagMan® Universal PCR Master Mix

Roche Applied Science, Mannheim

SuperScript® Il Reverse Transkriptase

Invitrogen, Karlsruhe

HotStarTag®DNA Polymerase

Qiagen, Hilden

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit

Roche Applied Science, Mannheim

QIAquick® PCR Purifikation Kit Qiagen, Hilden
1kb-Leiter MBI Fermentas, St. Leon-Rot
RNeasy® RNA Isolation Kit Qiagen, Hilden
QIAPrep® Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
QIAPrep® Spin Maxiprep Kit Qiagen, Hilden
QlAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden

2.2.7 Enzyme und Reagenzien

dNTPs

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

EcoRI, BamHI, Sall, Xhol, Agel

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

DMRIE-C Transfection Reagent

Invitrogen, Karlsruhe

Superfect® Transfection Reagent

Qiagen, Hilden

Ampicillin

Sigma, Taufkirchen
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Zeocin Invitrogen, Karlsruhe

Blasticidin Invitrogen, Karlsruhe

Puromycin PAA Laboratories GmbH, Cdlbe
Tetrazyklin Sigma, Taufkirchen

Doxyzyklin Sigma, Taufkirchen

CCLR Promega, Mannheim/Dibendorf

BM Chemiluminescence Western Blotting Substrate |Roche Applied Science, Mannheim

RNase-free DNase

Qiagen, Hilden

Bio-Rad Protein Assay Dye

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

T4 DNA-Ligase

MBI Fermentas, St.Leon-Rot

BigDye® Terminator v2.0 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems, Darmstadt

Reagenzien zur Selektion und Induktion

Reagenz Konzentration Bezogen von:

Ampicillin 100 pyg/mL Sigma, Taufkirchen

Zeocin 22 pg/mL Invitrogen, Karlsruhe

Blasticidin 6 pug/mL Invitrogen, Karlsruhe

Puromycin 3 pg/mL PAA Laboratories GmbH, Célbe
Tetrazyklin 1 pg/mL Sigma, Taufkirchen

Doxyzyklin 1 pg/mL Sigma, Taufkirchen

Polybrene 2 pg/mL Sigma-Aldrich, Steinheim
PHA-P 2 viv% Life Technologies, Darmstadt
Poly I:C 25 pg/mL InvivoGen, Toulouse, Frankreich
-2 20 U/mL Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

2.2.8 Medien und Pufferlosungen

LB-Medium (Luria-Bertani-
Medium)

20 g LB wurden in 1L H,O gel6st und autoklaviert, vor Gebrauch mit

entsprechenden Antibiotika versetzt

LB-Agar

20 g LB-Agar wurden in 1L H,O geldst und autoklaviert, nach dem
Abkuhlen auf ca. 50 °C mit entsprechenden Antibiotika versetzt und

auf 10 cm-Platten gegossen

RPMI (Rosewell Park Memorial
Institute Medium 1640, mit

Glutamax)

ohne Natriumpyruvat, mit 4500 mg Glucose, mit Pyridoxin
(Invitrogen/Gibco, Karlsruhe), supplementiert mit 10% (v/v) fétalem
Kélberserum (FCS), mit Streptomycinsulfat 10 mg/I, Penicillin 10.000
U/l versetzt
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DMEM (Dulbecco’s Modified

Eagle Medium, mit Glutamax)

ohne Natriumpyruvat, mit 4500 mg Glucose, mit Pyridoxin
(Invitrogen/Gibco, Karlsruhe), supplementiert mit fétalem Kalberserum
(FCS) 10% (v/v), mit Streptomycinsulfat 10 mg/l, Penicillin 10.000 U/I

versetzt

Trypsin-EDTA

Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)

Streptomycin-Penicillin

10.000 U/mL, Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)

DPBS (Dulbecco's phosphate-

buffered saline)

Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)

FBS (Fetal Bovine Serum)

Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)

Opti-MEM (Opti-MEM | Reduced-

Serum Medium)

Invitrogen/Gibco (Karlsruhe)

2.2.8.1 Sonstige Pufferlésungen

TSB

PEG (MW=3350) 30 mM, DMSO 5%, MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM

FACS Waschpuffer

PBS ohne Ca** und Mg**, versetzt mit 1% FCS und 0.1% Natriumazid
(NaN3), steril filtriert

2.2.8.2 Fir Proteinanalysen mittels Western Blot

4x Tris/CI/SDS, pH 8,8

Tris-Base 1,5 M, SDS 0,4% (mit HCI auf pH 8,8 eingestellt)

4x Tris/CI/SDS, pH 6,8

Tris-Base 0,5 M, SDS 0,4% (mit HCI auf pH 6,8 eingestellt)

Trenngel 12%:

30% Acrylamid 3 mL, Tris/CI/SDS (pH 8,8) 1,875 mL, H,O 2,63 mL,
10% Ammoniumpersulfat 25 pL, TEMED 5 pL

Sammelgel 4%:

30% Acrylamid 0,65 mL, Tris/CI/SDS (pH 6,8) 1,25 mL, H,O 3,05 mL,
10% Ammoniumpersulfat 25 pL, TEMED 5 pL

2x SDS-Probenpuffer

TrisCl, pH 6,8; 125 mM, Glycerin 20%, SDS 2%, 3-Mercaptoethanol
2%, Bromphenol-Blau 15 pM, (mit HCI auf pH 6,8 eingestellt)

SDS-Elektrophorese-Puffer

Tris-Base 25 mM, Glycin 192 mM, SDS 0,1%

Transfer-Puffer

Tris-Base 25 mM,192 mM Gilycin, 20% Methanol

TBST

Tris/HCI, pH 7,9 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05%

2.2.9 Reagenzien und Chemikalien

Die eingesetzten Chemikalien wurden, wenn nicht anders beschrieben, von den Firmen Roth

(Karlsruhe), Sigma (Taufkirchen), Applichem (Darmstadt) und Merck (Darmstadt) bezogen.
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2.3 Methoden

2.3.1 Methoden zur Bakterienkultivierung

2.3.1.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Transformationskompetente E. coli JM109 wurden nach der Methode von Chung und Miller
(1988) hergestellt. Dazu wurden 250 ml LB-Medium mit 10 ml frischer Bakterienkultur angeimpft
und bis zu einer ODgoo zwischen 0,5-0,6 unter Schitteln wachsen gelassen. Die Bakterien
wurden 15 min auf Eis inkubiert, dann bei 3000 g fur 5 min bei 4°C zentrifugiert, in 15 ml kaltem
TSB resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Bakterien in
vorgekuhlte Eppendorfgefafle zu 100 pL aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
Die Transformationseffizienz der neu hergestellten kompetenten Bakterien wurde durch eine

Testtransformation mit 20 pg eines Testplasmids bestimmt.

2.3.1.2 Transformation

Die Transformation kompetenter Bakterien erfolgte mittels Hitzeschock. Hierfur wurde die zu
transformierende  DNA (ca. 1 ng bzw. 10 pL des Ligationsansatzes) mit 100 pl
Bakteriensuspension 20 min auf Eis inkubiert und anschlieRend einem 45-sekiindigen
Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Nach einer weiteren Inkubation (ca. 2 min) auf Eis wurden die
Bakterien zur Selektion auf Ampicillin-haltigen LB-Agar-Platten ausgestrichen und bei 37°C
Uber Nacht inkubiert.

2.3.1.3 Kulturen zur Plasmidisolierung

Zur analytischen Plasmidisolation wurden 5 ml LB-Amp-Medium (mit 100pg/mL Ampicillin) mit
einer Bakterienkolonie angeimpft und Uber Nacht im Rotationsinkubator bei 37°C vermehrt. Fir
die praparative Plasmidisolierung wurden Bakterienkulturen in 200 ml LB-Amp-Medium
(100pg/mL Ampicillin) in einem sterilen Erlenmeyer-Kolben angeimpft und tber Nacht bei 37°C

unter Schutteln inkubiert.

2.3.2 Generierung rekombinanter HIV-Vif-Varianten

2.3.2.1 Sequenz-spezifische Mutagenese und Klonierung

Um rekombinante HI-Viren zu generieren, welche die Vif-Varianten K22E, Y40H und E45G
tragen, wurde zunachst ein 3.5 kb (pNL4-3 nt3466-nt6955) umfassendes Fragment des

proviralen HIV-Vektors pNL4-3 mittels PCR amplifiziert. Eine praparative Restriktionsanalyse
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des gereinigten Amplifikates mit den Restriktionsendonukleasen BamHI and Sall erlaubte die
Insertion eines 2.3 kb groRen Vif-beinhaltenden Fragmentes in den Vektor pET14b.

Nach Protokoll des Site-Directed Mutagenesis Kits der Firma Stratagene wurden unter
Verwendung spezifischer Mutageneseprimer die Vif-Variationen K22E, Y40H und E45G in
pET14b inseriert. Der Erfolg der Mutagenese im Vif-Bereich von pNL4-3 wurde nach
Transformation in E. coli JM109 durch Sequenzierung der aus einzelnen Bakterienklonen
isolierten Plasmidpraparationen bestatigt.

Der Env-Expressionsvektor pCAGGStat-env_R5 diente als Ausgangssequenz der env-Region.
Dazu wurde die R5-trope env-Region mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen EcoRI und Xhol
in den proviralen HIV-Vektor pNL4-3 inseriert und durch Sequenzanalysen Uberprift. Dieser
R5-trope provirale HIV-Klon pNL4-3_R5 diente dann als Grundlage fir die Insertion der Vif-
Varianten K22E, Y40H und E45G aus den pET14b-Konstrukten ebenso wie der NL4-3-Vif-
Deletionsmutante Del-Vif Gber die Restriktionsendonukleasen Agel und EcoRI. Nach Isolierung
der Plasmid-DNA Uberpriften und bestatigten Restriktions- und Sequenzanalysen den
Klonierungserfolg. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde bestimmt und die Plasmide

wurden bei -20°C aufbewahrt.

2.3.2.2 Transfektion

Zur Herstellung rekombinanter Virustiberstande wurden 293T-Zellen zu 1.5x10° Zellen in 10cm-
Schalen ausplattiert. Am darauffolgenden Tag wurden 6 pg der unter 2.3.2.1 praparierten
Plasmid-DNA mit Hilfe des SuperFect Transfection Reagent (Firma Qiagen, Hilden, Germany)
nach Herstellerangaben in die Zellen transfiziert. Nach 3 Stunden wurden die Zellen dreimal mit
PBS gewaschen und zur weiteren Kultivierung unter Standardbedingungen (37°C, 6% COy,) in
DMEM (10% FCS, 1% PS) resuspendiert. Nach 2 weiteren Tagen wurden die Uberstande

abgenommen und zur Sedimentierung von Zellresten zentrifugiert.

2.3.2.3 Herstellung hochtitriger Uberstiande

2 ml der unter 2.3.2.2 hergestellten Virusiiberstinde wurden auf 8 ml mit 1x10° SupT1R5
Zellen/mL zur Uberinfektion transferiert. Die infizierten SupT1R5-Zellkulturen wurden nach
Bedarf gesplittet und bis zu einer Woche kultiviert. Ein tagliches Monitoring kontrollierte das
Entstehen von Synzytien (Riesenzellen) oder zytopathischen Effekten (engl. cytopathic effect,
CPE). Bei einem visuellen CPE-Anteil von uber 50% der Zellen wurden die Kulturen
zentrifugiert, aliquotiert und die Uberstande bei -80°C zur weiteren Verwendung gelagert. Von je
einem Aliquot erfolgte die Bestimmung des infektidsen Titers mit Hilfe der TCID 50% (tissue

culture infective dose 50%).
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2.3.2.4 Bestimmung des infektiosen Titers

Der infektiése Titer der Virusuberstande, bekannt als TCID50, wurde anhand der Infizierbarkeit
von M7R5 Zellen bestimmt. Diese Zellen exprimieren nach HIV-Infektion aufgrund der TAT-
vermittelten Aktivierung der Reportergene GFP und Luziferase. Dazu wurden die
Virusuberstande 1:5, 1:10, 1:50, 1:250, 1:1250, 1:6250 mit RPMI vorverdiunnt, 50.000 M7R5
Zellen in 96 Loch-Platten (in 25 uL) ausgesat und mit 25 uL der verdinnten Uberstande unter
Zugabe von 2 ug/mL Polybrene infiziert. Nach 2 h wurden 200 yL RPMI zu jedem Ansatz
gegeben und diese Ansatze fir 4 Tage unter normalen Zellkulturbedingungen kultiviert. Nach 3
und 4 Tagen erfolgte die Bestimmung der GFP positiven Zellen jedes Ansatzes anhand
mikroskopischer Beurteilung. Die Berechnung der TCID50 erfolgte nach der Spearman—Karber-
Formel (Villegas, 1998):

Ig(TCID,,)= %—Ig(a)— —'9%&

a = hochste getestete Verdinnung
n- = Anzahl der Wells, die keinen CPE aufweisen

n = Anzahl der Wells pro Verdiinnungsstufe

2.3.3 Zellkulturmethoden eukaryontischer Zellen

2.3.3.1 Stimulation von peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs)

Aus EDTA-BIut gesunder Spender wurden PBMCs uber einen Ficoll-Gradienten isoliert und die
Erythrozyten durch 5 minatiges Inkubieren in 155mM Ammoniumchlorid lysiert. Nach zwei
Waschschritten mit PBS wurden die PBMCs zu 1x10° Zellen/mL in RPMI1640 aufgenommen.
Zur Stimulation der PBMCs wurden diese mit Phytohdmagglutinin (PHA, Gibco) 2 viv % fir 3
Tage stimuliert. Nach 3 Tagen wurden zur weiteren Kultivierung 20 U Interleukin-2 pro mL

Medium zugegeben.

2.3.3.2 Kultivierung eukaryontischer Zelllinien

Die hier verwendeten Zelllinien wurden bei 37°C, 6% CO, und 80-90% Luftfeuchtigkeit in
geeignetem Medium in Zellkulturflaschen kultiviert. Die gesamten Zellkulturarbeiten fanden

unter einer Sterilwerkbank statt.
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2.3.4 Generierung einer stabil transfizierten Zelllinie

2.3.41 Das TetON-System

Um Tetrazyklin-induzierbare APOBEC3F und APOBEC3G exprimierende Zellen zu generieren,
wurde das von Gossen und Bujard beschriebene TetON-System verwendet (Gossen et al.,
1992). Dieses beruht auf der Interaktion des Tet-Repressors mit Tet-Operator-Elementen
(TetOs,), welche die Expression des nachgeschalteten Gens steuert.

Der Tet-Repressor, der unter der Kontrolle eines CMV-Promotors steht, wird in diesem System
konstitutiv exprimiert. Der Response-Vektor (pcDNA4/TO) beinhaltet 2 TetO,-Sequenzen
stromaufwarts des humanen CMV immediate-early Promotors und kontrolliert somit die
Expression der stromabwarts eingefligten cDNA des zu untersuchenden Gens. In Abwesenheit
von Tetrazyklin/Doxyzyklin bindet der Tet-Repressor an die Operator-Sequenzen und verhindert
die Transkription des Gens. Unter Zugabe von Tetrazyklin/Doxyzyklin wird die Repression

aufgehoben und die Transkription erfolgt (Abb. 2.2).
- . Tet-Repressor

CMV-Promotor (TetO, |TetO,

Tetrazyklin/Doxyzyklin

<> “ “ Transkription
CMV-Promotor (TetO, Tetoz-\/\/\/\/b

Abbildung 2.2: Funktionsweise des TetON-Systems

Die SupT1R5 Zellen, ausgewahlt aufgrund ihrer Eigenschaft A3G und A3F nicht zu exprimieren,
wurden zunachst mit dem Vektor pcDNAG/TR, welcher den Tet-Repressor exprimiert und ein
Blasticidin-Resistenzgen tragt, transfiziert. Transfizierte Zellen konnten anhand ihrer Resistenz
gegenuber dem Antibiotikum Blasticidin identifiziert werden. Nach Selektion, Isolierung und
Kultivierung mehrerer Zellklone wurden die Zelllinien mit Hilfe einer quantitativen PCR auf eine

hohe mRNA-Expression des Tet-Repressors hin untersucht.
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Die zwei Zelllinien mit den héchsten Tet-Repressor mRNA-Mengen an wurden fir eine zweite
Transfektion mit pcDNA4/TO/A3F bzw. pcDNA4/TO/A3G verwendet. Da dieser Vektor fur ein
Zeocin-Resistenzgen kodiert, erfolgte die Selektion der transfizierten Zellen mit Zeocin. Nach
Selektion, Isolierung und Kultivierung von Zellklonen wurden diese ohne und nach Tetrazyklin-
Gabe mittels quantitativer Echtzeit-PCR auf hohe Induzierbarkeit von APOBEC bei gleichzeitig
niedriger basaler Expression hin getestet.

Die ausgewdhlten Zelllinien wurden in weiteren Experimenten charakterisiert. So wurde die
induzierbare APOBEC-Expression auf Proteinebene mit Hilfe von Western Blots, die Expression
der Oberflachenmarker (CD4, CXCR4 und CCR5) mittels Durchflusszytometrie (2.3.5.1) und die

HIV-Infizierbarkeit untersucht.

2.3.4.2 Bestimmung der minimal-toxischen Konzentration

Um stabil transfizierte Zellen zu selektionieren, muss die zur Selektion geeignete Konzentration
des Selektionsreagenz bestimmt werden. Diese entspricht der geringsten Konzentration, die
notwendig ist, um maoglichst alle nicht-transfizierten Zellen zu téten, dabei aber das Wachstum
der transfizierten Zellen nicht inhibiert. Die verwendeten transfizierten Vektoren enthielten die
Selektionsmarker Blasticidin und Zeocin. Aufgrund der bestehenden Puromycinresistenz der
SupT1R5 Zellen, zur persistenten Expression des CCR5-Rezeptors, wurde die Bestimmung der
minimal-toxischen Konzentration jeweils in Anwesenheit von 3 pg/mL Puromycin durchgefihrt.
Dazu wurden 25.000 Zellen in 100 pL RPMI (versetzt mit 3 pg/mL Puromycin) mit den
bestehenden Selektionssubstanzen versetzt und ansteigende Mengen an Selektionsreagenz
(Blasticidin: 0, 2, 4, 6 und 8 ug/mL; Zeocin: 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 pg/mL) zugegeben und fir 5
Tage kultiviert. Nach 5 Tagen wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie auf Gesamt-
Zellzahl und den Anteil der lebenden und toten Zellen hin analysiert. Die minimal-toxische
Konzentration zur Selektion entsprach der Konzentration, bei der sich der Anteil der lebenden
Zellen auf unter 10% reduzieren lie. Die Selektion nach Transfektion mit 6TR erfolgte mit 6
pg/mL Blasticidin und 3 pg/mL Puromycin. Die Selektion nach erfolgter Transfektion mit
pcDNA/TO/A3F bzw. A3G wurde mit 6 pg/mL Blasticidin, 22 pg/mL Zeocin und 3 pg/mL

Puromycin durchgefihrt.
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2.3.4.3 Bestimmung der optimalen Transfektionsbedingungen

Zur Optimierung der Transfektionsbedingungen von Suspensionszellen wurden die
Transfektionsreagenzien Lipofectamin2000 und DMRIE-C unter Verwendung von Opti-MEM in
verschiedenen Konditionen getestet. Im 24-Loch-Format wurden 5x10° SupT1R5 Zellen mit 800
ng des Plasmids pEGFP mittels Lipofectamin nach Herstellerangaben transfiziert. Zur
Austestung der Transfektionseffizienz von DMRIE-C wurde die gleiche Zellzahl mit O pL, 0.5 L,
1 uL, 1.5 pL, 2 pyL und 3 pL des DIMRIE-C Reagenzes nach Herstellerempfehlung versetzt.
Nach 4 h wurden 500 pyL RPMI mit 15% FCS, nach weiteren 24 h 1 mL RPMI (10% FCS, 1%
Penicillin/Streptomycin) zu jedem Testansatz gegeben. Am Tag 2 wurde die EGFP Expression

der Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

2.3.4.4 Stabile Transfektion

SupT1R5  Zellen  wurden nach  den unter 2.3.4.3 ermittelten  optimierten
Transfektionsbedingungen zuerst mit dem pcDNAG/TR Plasmid, welches den Tet-Repressor
exprimiert und das Blasticidin-Resistenzgen beinhaltet, transfiziert. Nach erfolgreicher stabiler
Transfektion von pDNAG/TR erfolgte die Transfektion des Tetrazyklin-induzierbaren APOBEC-
exprimierenden Plasmids pcDNA4/TO/A3F bzw. pcDNA4/TO/A3G. Adaptiert auf 6-Loch-
Format, wurden je 500 yL Opti-MEM versetzt mit 6 yL DMRIE-C Reagenz bzw. 4 ug des zu
transfizierenden Plasmids, zugegeben. Nach einer 15-minitigen Inkubation bei RT wurden
200 pL Serum-freies RPMI mit 2x10° Zellen zugegeben und bei 37°C im COy-Inkubator
inkubiert. Nach 4 h wurden 2 mL RPMI, versetzt mit 15 % FCS, zugegeben. Mit der Selektion

stabil transfizierter Zellen wurde nach 48 h begonnen.

2.3.4.5 Selektion stabil transfizierter Zellen

Die Selektion stabil transfizierter Zellen erfolgte mit der unter 2.3.4.2 ermittelten minimal-
toxischen Konzentration Blasticidin (6pug/mL) und Zeocin (22ug/mL). Die Zellen wurden in
periodischen Zyklen von Selektion, Isolierung der noch lebenden Zellen via Ficoll-Gradient und
Kultivierung der Zellen in normalem RPMI ohne Selektionsmarker tber 2 Wochen passagiert,
bis eine kleine Zellpopulation entstand. Nach mehreren Selektionszyklen wurden 3 pg/mL
Puromycin zum Selektionsmedium gegeben, um die dauerhafte Expression des CCRS5-
Rezeptors zu gewahrleisten. Die entstandene Zellpopulation wurde zu 20 Zellen pro Loch in 96-

Loch-Platten ausgesat und expandiert.
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2.3.4.6 Charakterisierung der stabil transfizierten Zellklone

Die nach Selektion erhaltenen Zellklone wurden jeweils in Selektionsmedium in Gegenwart von
3 pg/mL Puromycin, 6 pg/pL Blasticidin und, nach erfolgter zweiter Transfektion, 22ug/mL
Zeocin bis zur weiteren Analyse kultiviert. Alle nachfolgenden Testansatze erfolgten ohne
Selektionsmedium.

Nach der ersten stabilen Transfektion mit pcDNA6/TR wurde zur Analyse der Tet-Repressor-
Expression von 10 Zellklonen die zellulare Gesamt-RNA isoliert und mittels quantitativer
Echtzeit-PCR die Menge an Tet-Repressor mRNA-Kopien bestimmt. Die zwei Zellklone mit der
héchsten Tet-Repressor Kopienanzahl wurden fir die nachfolgende stabile Transfektion mit
pcDNA4/TO/APOBEC3F bzw. G verwendet.

Nach Selektion und Isolierung mehrerer doppelt stabil transfizierter Zellklone (pcDNAG/TR und
pcDNA4/TO/APOBEC3F bzw. G) wurde die Funktionalitat des TetON-Systems Uberprift. Dazu
wurden in 1 mL RPMI 500.000 Zellen/ml in 24-Loch-Platten ausgesat und unter Tetrazyklin-
Gabe von 1 pg/mL fir 24 Stunden kultiviert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und
zellulare Gesamt-RNA wurde isoliert. Mittels quantitativer Echtzeit-PCR wurden die Zellklone
auf eine hohe Tetrazyklin-induzierbare APOBEC-Expression bei niedriger Hintergrund-
Expression untersucht.

Um zu gewahrleisten, dass die Tetrazyklin-abhédngige APOBEC-Expression Uber mehrere Tage
auf einem vergleichbaren Niveau induziert werden kann, wurde die APOBEC-Expression uber 6
Tage analysiert. Dazu wurden Zellen (500.000 Zellen pro mL RPMI) in 6-Loch-Platten ausgesat
und Uber 6 Tage alle 24 h mit 1 pg/mL Tetrazyklin induziert. Jeweils 24 h nach Tetrazyklin-
Induktion (Tag 0, ohne Tetrazyklin-Induktion) wurden 1x10° Zellen zur Expressionsanalyse
mittels Western Blot und quantitativer Echtzeit-PCR abgenommen. Dieser Versuch wurde mit
der gleichen Konzentration an Doxyzyklin wiederholt.

Um die Kultivierung von HIV in den stabil transfizierten Zellen zu gewahrleisten, wurden die fur
eine HIV-Infektion relevanten Oberflachen-Rezeptoren CD4, CCR5 und CXCR4 auf den
selektionierten Zellklonen mittels Durchflusszytometrie analysiert, und die Infektion und
Replikation R5-troper HI-Viren in diesen Zellklonen wurde durch Zellkulturexperimente

Uberprift.

2.3.5 Analyse- und Nachweismethoden

2.3.5.1 Durchflusszytometrie

Alle Messungen zur Durchflusszytometrie wurden mit einem MACSQuant Analyzer der Firma

Miltenyi Biotec durchgeflhrt.
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Die Analyse der Oberflichenmarker CD4, CCR5 und CXCR4 erfolgte durch Anfarben der
Zellen mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern der Firma BD Bioscience. Dazu wurden jeweils
1x10° Zellen einmal mit PBS gewaschen, die Antikérper gegen CD4, CCR5, CXCR4, und in
Kombination CD4/CCR5 und CD4/CXCR4, in einer 1:50 Verdinnung zugegeben und 30 min
bei 4°C inkubiert. Nach 4 Waschschritten mit Waschpuffer wurden die Zellen analysiert. Zur
Detektion unspezifischer Hintergrundsignale und Einteilung der Quadranten diente als
Negativkontrolle eine Isotyp-Farbung. Diese erfolgte mit Fluorochrom-konjugierten Antikérpern,
die dem Immunglobulin-lsotyp des spezifischen Primar-Antikdrpers entsprechen.

Die Analyse zur Transfektionsoptimierung und zur Bestimmung der minimal-toxischen
Konzentration erfolgte direkt nach einem einmaligen Waschschritt mit PBS. Die Auswertung

erfolgte jeweils mittels MACSQuant Software.

2.3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (1976) bestimmt. 2 pl Proteinextrakt, 1:5
verdunnt, wurden als Doppelansatz in eine 96-Loch-Platte pipettiert. Als Eichkurve diente eine
BSA-Verdinnungsreihe (0, 1, 2, 4, 8, 10 ug), gemischt mit jeweils 2 ul 0,2%iger CCLR-L&sung.
Die Proben wurden mit 150 ul einer 1:5 Verdlinnung des BioRad Protein Assay Reagenz
(BioRad, Munchen) versetzt. Anschlielend wurde die OD620 in einem Spektralphotometer
(Spectra, Tecan, Crailsheim) gemessen und die Proteinkonzentration anhand der Eichkurve

ermittelt.

2.3.5.3 p24 Ag-Bestimmung
Die Bestimmung der Menge an p24 Ag erfolgte mit dem Abbott Architect HIV Ag/Ak Combi

Assay. Mit diesem kdnnen, basierend auf einem Zwei-Schritt-Chemilumineszenz-Mikropartikel-
Immunoassay (CMIA), sowohl p24 Ag als auch Antikérper gegen HIV detektiert werden. In der
Probe vorliegendes p24 Ag bindet dabei an die mit HIV-p24-Antikdrper (Maus, monoklonal)
beschichteten Mikropartikel. Nach diversen Waschschritten wird erst akridiniummarkiertes
Konjugat und darauffolgend ein Reaktionsgemisch aus Pre-Trigger- und Triggerldsung
zugegeben. Die resultierende Chemilumineszenzreaktion wird in relativen Lichteinheiten (RLU,
relative light units) gemessen. Die Menge an HIV-Antigen und Antikdrpern in der Probe ist direkt
proportional zu den vom optischen System der Architect-Einheit gemessenen relativen
Lichteinheiten. Eine Quantifizierung wird durch das Mitfiihren einer internen Kontrolle des

Assaysystems ermdglicht.
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2.3.6 Molekularbiologische Methoden

2.3.6.1 cDNA-Synthese

Als Ausgangssubstrat fir die quantitative Echtzeit-PCR wurde jeweils 1 uyg RNA mit Hilfe des
Reagenziensystems (Transcriptor First Strand cDNA Synthesis) der Firma Invitrogen
(Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers in cDNA umgeschrieben und bei -80°C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

2.3.6.2 In vitro Mutagenese

Mit Hilfe des Reagenziensystems ,QuickChange™ Site-directed Mutagenesis Kit* (Stratagene,
La Jolla, USA) wurden Punktmutationen in DNA bzw. die damit verbundenen
Aminosaureaustausche in Proteinen eingefihrt. Mithilfe des QuickChange Primer Design
Programms wurden die zueinander komplementaren Oligonukleotide, die jeweils die
gewunschte Mutation enthielten, generiert. In einer PCR-Reaktion wurden diese und die zu

mutierende Plasmid-DNA nach Herstellerempfehlungen amplifiziert.

2.3.6.3 Amplifikationstechniken

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion ermdéglicht die selektive Amplifikation einer DNA-
Sequenz. In Anlehnung an die Verdopplung der DNA wahrend der Replikation synthetisiert die
DNA-Polymerase eine identische Kopie der DNA-Matrize. Dazu werden zwei Oligonukleotide
(Primer) so gewahlt, dass sie den zu amplifizierenden Bereich auf der DNA-Matrize einrahmen,
indem sie in 5°- und 3’-Richtung an den Sensestrang der DNA hybridisieren. Mehrere
aufeinanderfolgende Temperatur-Zyklen, bestehend aus Denaturierung, Hybridisierung der

Oligonukleotide und DNA-Synthese, ermdglichen dann die Vervielfaltigung der DNA-Sequenz.

One-Step RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR)

Die OneStep RT-PCR vereint die cDNA-Synthese mittels Reverser Transkriptase und die
klassische Amplifikation mittels PCR in einem Reaktionsansatz. Durch die Verwendung
spezieller Pufferbedingungen erfolgt nach Zugabe der RNA und Inkubation unter optimierten
Temperaturbedingungen zuerst die cDNA-Synthese, ausgehend vom genspezifischen 3’-
Oligonukleotid. Der darauffolgende Denaturierungs- und PCR-Initiationsschritt inaktiviert die
Reverse Transkriptase und startet die anschliefende Amplifikation der cDNA-Matrize.

In einem Reaktionsvolumen von 50 pL wurden jeweils 30 pmol der beiden Primer, je 10 pmol
der vier Desoxynukleotide sowie 10 yL Q-Solution (Qiagen) und 5x OneStep RT-PCR Buffer
(Qiagen) eingesetzt. Zuletzt wurden 40 U RNase-Inhibitor (Roche), 2 yL Enzymmix (Qiagen)
sowie 10 yL RNA-Template als Matrize zugegeben und die Ansatze unmittelbar darauf in das

auf 50 °C vorgeheizte PCR-Gerat (T3-Thermocycler, Biometra, Goéttingen) gestellt. Eine
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typische Reaktion hatte folgendes Profil: 1. Schritt: 50 °C fur 30 min (cDNA-Synthese); 2.
Schritt: 94 °C fur 15 min (Inaktivierung der Reversen Transkriptase, Aktivierung der HotStarTaq
und Denaturierung des cDNA Templates); 3. Schritt: 30 Zyklen a: 94 °C fir 15 sec
(Denaturierung), 52 °C fir 30 sec (Hybridisierung), 72 °C fur 1,5 min (Polymerisierung); 4.
Schritt: 72 °C fur 10 min.

PCR

Amplifikationen fir praparative und analytische Zwecke wurden in einem Reaktionsvolumen von
50 pL durchgefihrt. 5 yL DNA-Template wurden als Matrize eingesetzt und mit jeweils 30 pmol
beider Primer sowie je 10 pmol der vier Desoxynukleotide gemischt. Unmittelbar nach Zugabe
von 2,5 U HotStarTag-DNA-Polymerase wurden die Ansatze in das auf 94 °C vorgeheizte PCR-
Gerat (T3-Thermocycler, Biometra, Goéttingen) gestellt. Die Reaktion wurde nach folgendem
Basisschema gestartet: 1. Schritt: 94 °C fur 15 min; 2. Schritt: 35 Zyklen a: 94 °C fur 15 sec
(Denaturierung), 52 °C fur 30 sec (Hybridisierung), 72 °C fur 1,5 min (Polymerisierung); 3.
Schritt: 72 °C fir 10 min.

Die PCR-Bedingungen (Temperatur der Hybridisierung und die Zeitdauer der Extension)
wurden je nach Schmelztemperatur der Oligonukleotide und der GroRRe des zu amplifizierenden
DNA-Bereiches variiert. Die Grélke und Menge des erhaltenen PCR-Produktes sind ein

Indikator fur die Spezifitdt der PCR und wurden mittels Gelelektrophorese berpruft.

Quantitative Echtzeit-PCR

Die quantitative Echtzeit-PCR vereint die Amplifikation spezifischer Zielsequenzen der
herkbmmlichen PCR mit gleichzeitiger Quantifizierung der Transkripte. Dadurch kann die
relative Ausgangsmenge der Transkripte ermittelt werden. Eine Mdglichkeit zur Quantifizierung
ist die Verwendung von fluoreszenzmarkierten Sonden. Die Sonden sind jeweils mit einem
Reporterfarbstoff und einem Quencher-Farbstoff (Fluoreszenz-Léscher) markiert, wobei die
raumliche Nahe des Quenchers zum Reporterfarbstoff dessen Fluoreszenz nivelliert. Durch den
Abbau der Sonden wahrend der PCR wird der kompensierende Einfluss des Quenchers
aufgehoben, das Fluoreszenz-Signal des Reporters steigt proportional zum generierten PCR-
Produkt. Fir die Quantifizierung der APOBEC-Expression und des Haushaltsgens TBP (TATA-
box Binding Protein) wurden fluoreszenzmarkierte Sonden der Universal Probe Library (UPL)
(Roche) verwendet, wobei zielgenspezifische Assays (Primer und Sonde) mit dem Assay-
Design-Center des Roche UPL-Systems (www.roche-applied-science.com) entworfen wurden.
Der PCR-Zyklus, in dem die Fluoreszenz einen gesetzten Schwellenwert Ubersteigt, wird als
Threshold Cycle (Ct)-Wert angegeben. Ein PCR Ansatz enthielt 0.2 yL UPL-Sonde, je 0.2 yM
Primer, 1x TagMan Universal PCR Master Mix und 5 pyL 1:5 verdiinnte cDNA in einem

Reaktionsvolumen von 15 pl.
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Eine weitere Madglichkeit zur Quantifizierung der Transkripte stellt der Gebrauch von
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen dar. In dieser Arbeit wurde SYBRGreen | zur
Bestimmung der mRNA Kopienzahl des Tet-Repressors und des Haushaltsgens HPRT
(Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1) verwendet, dessen Fluoreszenzemission nach
Einlagerung in doppelstrangige (ds) DNA ansteigt und somit mit der Menge an dsDNA
korreliert.

Far alle quantitativen Echtzeit-PCRs wurden Standardreihen zur Quantifizierung erstellt.
Plasmide, die das entsprechende Gen kodieren, wurden entsprechend ihrer Konzentration
verdinnt und analysiert. Ein bei jeder PCR mitgeflhrter Standard erlaubte die Bestimmung der
absoluten Kopienanzahl in den verschiedenen Zellen anhand von Standardreihen. Die
Expressionsrate von A3F, A3G und 6TR wurde am Referenzstandard und am entsprechenden
Haushaltsgen normiert.

PCR, Fluoreszenzmessung und Datenanalyse erfolgte in einem LightCycler® 480.

Tabelle 2.2: Schematischer Ablauf der Real-Time-PCR-Zyklen.

A3F, A3G, TBP (45 Zyklen) 6TR, HPRT (35 Zyklen)
Vorinkubation: 95°C 10 min 95°C 10 min
Amplifikation: 95°C 10 sec 95°C 01 sec
60°C 10 sec 56°C 05 sec
72°C 05 sec 72°C 15 sec
Kahlung: 40°C 30 sec 40°C 10 sec

Sequenzierung

Fur die Sequenzierung von Plasmiden und Amplifikaten wurden jeweils 3 pmol Primer, 200- 500
ng Plasmid-DNA bzw. 50-100 ng PCR-Amplifikat, 1 uL 5xPuffer und 0,3 pL Taq Dye Terminator
Ready Reaction Mix, BigDye® Version 2.0 (Applied Biosystems), in einem Gesamtvolumen von
4 ul eingesetzt. Die PCR erfolgte nach dem folgenden Programm: 36 Zyklen von je: 94°C fir 10
sec (Denaturierung), 50°C fiir 10 sec (Hybridisierung), 60°C 4 min (Polymerisierung), 1 Zyklus:
4°C fur unendlich.

Zur Aufreinigung des Sequenzansatzes und Entfernung Uberschissiger Di-desoxynukleotide
wurde Sephadex TMG-50 superfine-Pulver in die Vertiefungen eines Multiscreen Column
Loader gefillt und in eine MultiScreen96-Platte mit permeabler Membran Uberfuhrt. Nach der
Zugabe von 300 pyL Wasser wurde die Platte 3 Stunden bei 4 °C quellen gelassen. Eine
Zentrifugation bei 910g fur 5 min entfernte Uberschissige Flissigkeit, und auf das entstandene

Gelbett wurde der (mit Reinstwasser) auf 20 pl aufgeflllte Sequenzansatz gegeben. Die
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aufgereinigten Produkte wurden wahrend einer zweiten Zentrifugation (5 min bei 910g) in
speziellen ProbengefalRen aufgefangen.

Die Analyse erfolgte an einem 16 Kapillar-Sequenzer (ABI 3130xI™ Genetic Analyzer, Applied
Biosystems Hitachi, Foster City, CA, USA). Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe

von Softwareprogrammen der Firma Applied Biosystems und DNA STAR (SeqMan™ I1).

2.3.7 Extraktionsmethoden

2.3.7.1 RNA-Praparation aus Zellen

Zur Isolierung von RNA aus Zellen wurden 5x10° Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen
und bei -80°C bis zur Praparation gelagert. Die Proben wurden unter Zugabe von RLT-Puffer
aus dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) aufgetaut und mittels eines QlAshredders (Qiagen,
Hilden) homogenisiert. Die weitere RNA-Praparation erfolgte nach Herstellerangaben und
beinhaltete einen DNase-Verdau auf den Saulchen. Die Konzentration der RNA wurde am
Nanodrop ND-1000 (PEQLAB) spektralphotometrisch bestimmt. Die aufgereinigte RNA wurde

bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.3.7.2 DNA-Praparation

Préaparative und analytische Plasmidisolierungen sowie DNA-Fragment-Aufreinigungen wurden
mit Reagenziensystemen (QIAPrep Spin Mini- und Maxiprep Kit, QlAquick Gel Extraction Kit,
QIAQuick PCR Purification Kit) der Firma Qiagen (Hilden) nach dem Protokoll des Herstellers
durchgeflhrt. Sie basieren auf der alkalischen Lyse und der Bindung der DNA an Anionen-
Austauscher-Saulen (Quarzgel). Der DNA-Gehalt wurde spektrometrisch bei 260 nm im
Nanodrop ND-1000 Spektralphotometer der Firma PEQLAB-Biotechnologie (Erlangen)

bestimmt.

2.3.7.3 Praparation von Proteinextrakten

Zur Herstellung von Protein-Extrakten wurden 5x10° Zellen einmal mit kaltem PBS gewaschen
und bei -80°C bis zur Extraktion gelagert oder direkt unter Zugabe von 30 pyL 1 x CCLR-
Reagenz (Cell Culture Lysis Reagent) lysiert und nachfolgend 10 min im 30 Sekunden Takt auf
Eis mit dem Bioruptor® Plus der Firma Diagenode (Liége, Belgium) sonifiziert. Ein zweifacher
Zentrifugationsschritt diente zum Sedimentieren der Zellbestandteile, der Uberstand wurde
jeweils in ein frisches Eppendorf-Gefal Gberflhrt. Die aufgereinigten Proteinextrakte wurden bis

zur Verwendung bei -20°C gelagert.
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2.3.7.4 DNA-Standardmethoden

Die hier aufgefiihrten Methoden wurden nach Protokollen von Maniatis et al. (1989), Ausubel et
al. (1994) oder nach Protokoll des Herstellers durchgefihrt.

+ Ethanolféllung von DNA

* DNA-Konzentrationsbestimmung

» Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

* Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-Ligase

* Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren in Agarosegelen

* Reinigung von PCR-Produkten und DNA-Gelextraktion

2.3.8 Analyse der mutagenen Aktivitat APOBECs auf die V3-Region von HIV

2.3.8.1 Analyse der mutagenen Aktivitit von A3G und A3F im induzierbaren TetON-
System

Zur Analyse des mutagenen Effekts von A3G und A3F auf die V3-Region von HIV wurden die

unter 2.3.4 generierten Zelllinien 6TR, DG9 und DF5 mit den unter 2.3.3 beschriebenen HIV-Vif-

Varianten infiziert, und die neue Virusgeneration wurde hinsichtlich des Effektes von APOBEC

analysiert.
A
HIVvif, R5 Zellen APOBEC- Zellen APOBEC- Virusvermehrun Sequenz-
""“‘ Expression Niusversstuing Expression r ung Analyse
(o Xo]
“WT_NL43R5 @ keine @ keine
-AVif ‘
Vif_K22E + @ geringe| —, ...- + @ geringe
Vif_Y40H [+ ©
Vif_E45C @ hohe @ hohe
1. Infektion &> Uberstand1
|
1 \ . 1 . » Tag
1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 2.3: A) Schematischer Ablauf zur Analyse des mutagenen Effektes von
APOBEC auf HIV
B) Zeitskala

Eine entsprechende Zellzahl der Zelllinien DG9 bzw. DF5 wurde zuvor 24 Stunden unter 1ug/mi
Dox kultiviert, um eine maximale Expression von A3G und A3F zu gewahrleisten. Am Tag 1
wurden je 500.000 Zellen 6TR, DG9 und DFS5, jeweils mit basaler (ohne Dox) und mit Dox
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induzierter Expression von APOBEC, mit 50 TCID50 des WT-Virus NL4-3R5, des Del-Vif Virus
und der drei HIV-Vif-Varianten K22E, Y40H und E45G infiziert (Infektionsmodus:
1x10°Zellen/mL). Einen Tag nach Infektion wurden die Zellen, um freie Viruspartikel zu
entfernen, zweimal mit PBS gewaschen. Je 500.000 Zellen/mL wurden dann in frischem RPMI
resuspendiert. Zur Aufrechterhaltung der maximalen APOBEC Expression wurde in die
entsprechenden Kulturen téaglich 1ug/mL Dox zugegeben. Am Tag 4 wurden 200 uL Uberstand
auf die gleichen, am Vortag entsprechend vorbehandelten Zellen (gleicher Infektionsmodus)
Uberinfiziert. Am Tag 5 erfolgte die Beseitigung der freien Viruspartikel. Am Tag 8 wurde der
Uberstand zur weiteren Analyse abgenommen. Die Bestimmung der p24Ag Menge der Kulturen

erfolgte jeweils an Tag 4 und Tag 8.

2.3.8.2 Analyse in PBMC (Periphere Blut-Mononukleéare Zellen) -Virus-Kulturen

Um den mutagenen Effekt von APOBEC moglichst nahe am “in vivo” System zu untersuchen,
wurde der Versuch unter 2.3.8.1 auf PBMCs Ubertragen. Aus 50 mL Vollblut von drei gesunden
Spendern wurden jeweils mittels Ficoll-Gradienten die Lymphozyten isoliert und diese zur
Verbesserung der Infizierbarkeit mit HIV drei Tage lang mit PHA (2% v/v) stimuliert. Analog zu
2.3.8.1 wurden 500.000 Zellen mit den unter 2.3.3 generierten Viruslberstanden, jedoch mit
einer héheren TCID50 von 5.000 infiziert. Die Zellen wurden einen Tag nach Infektion zur
Eliminierung des Inputvirus zweimal mit PBS gewaschen und zu 500.000 Zellen/mL in frischem
RPMI, versetzt mit 20 U/mL Interleukin-2, resuspendiert. Am Tag 5 wurden 500.000 frische
PHA-stimulierte PBMCs des gleichen Spenders zu den jeweiligen Kulturen hinzugegeben. Am
darauffolgenden wurde das Medium gewechselt. Am Tag 10 wurde der Uberstand zur weiteren
Analyse abgenommen. Die Bestimmung der p24 Ag-Menge der Kulturen erfolgte jeweils an Tag
5und Tag 10.

2.3.8.3 Generierung und Auswertung der NGS-Daten

Zusatzlich zur Sequenzierungsmethode nach Sanger stehen derzeit weitere hochsensitive
Sequenz-Analyseverfahren zur Verfugung. Ein Verfahren ist das Sequenzieren-durch-
Synthese-Verfahren (SBS). Jedes zu analysierende DNA-Fragment durchlauft dabei eine
Neusynthese, welche zu einer Gesamtzahl von mehreren tausend Sequenzinformationen fihrt,
die mit bioinformatischen Interpretationssystemen aufbereitet werden. Hier wurden PCR-
Amplifikate des env- und nef-Genbereichs der Inputviruspopulation und von HIV-Vif-Varianten
nach Kultivierung auf diversen Zellkulturen mit Hilfe des MiSeq® Systems der Firma lllumina
untersucht. Die Generierung und Reinigung der PCR-Produkte erfolgte am Institut fir Virologie.
Sequenzierung und Interpretation der Rohdaten erfolgte in Kooperation mit Martin Daumer und

Alexander Thielen (SeqlT, Kaiserslautern) in Kaiserslautern.
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Anhand der ca. 20.000 generierten Einzelsequenzen pro Amplifikat wurden die prozentualen
Anteile von X4-Varianten mit Hilfe des geno2pheno[454]-Tools (Thielen, Lengauer, 2011) bei
unterschiedlichen FPR-Cutoffs (1%, 2%, 5%, 10% und 20%) bestimmt. Alle APOBEC-
relevanten Positionen wurden pro Position und prozentualem Anteil der G und A-Nukleotide
summiert und pro Anzahl der analysierten APOBEC-Motive nach Region oder Motiv berechnet.
Die Kalkulation der p-Werte erfolgte anhand des zweiseitigen T-Testes flir ungepaarte
Stichproben des Excel-Programmes.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Statistische Analyse von V3-Sequenzen mit definiertem
Tropismus

Obwohl in und nach der Primarinfektion mit HIV Uberwiegend R5-Viren nachweisbar sind,
kénnen durch hochauflésende Sequenziertechniken (next generation sequencing) zu fast jedem
Zeitpunkt der Infektion X4-Varianten detektiert werden (Saliou et al., 2011; Rozera et al., 2014).
Ein Wechsel der pradominanten Viruspopulation von R5- zu X4-Viren wird als Korezeptorswitch
bezeichnet. Dieser findet bei 50 bis 60 % aller HIV-Infizierten statt und ist mit einer schlechteren
Krankheitsprognose assoziiert (Berger et al., 1999). Der zugrundeliegende Mechanismus, der
die Entwicklung einer minoren X4-Variante zur dominierenden Viruspopulation erklart, ist jedoch
nicht bekannt. Eine Hypothese besagt, dass mit fortschreitender Schadigung des
Immunsystems X4-Varianten nicht mehr kontrolliert werden koénnen und somit zur
vorherrschenden Viruspopulation heranwachsen (Harouse et al., 2003).

Die hohe Mutationsrate von HIV, die mit dem fehlenden Korrekturmechanismus der Reversen
Transkriptase (Mansky et al., 1995) sowie der zellularen DNA-abhangigen RNA-Polymerase
und dem hohen Virusumsatz (Replikation und Elimination) erklart werden kann, kann zur
Entstehung CXCRA4-troper Varianten fiihren. Weitere mutationsférdernde Faktoren sind z.B. die
G-zu-A Mutationen generierenden APOBEC-Proteine APOBEC3G (A3G) und APOBEC3F
(A3F). So entwickeln sich in Gegenwart von A3G Resistenz-assoziierte Mutationen (RAM)
schneller (Mulder et al., 2008).

Die Aminosaurezusammensetzung des V3-Bereichs, der Tropismus- (Korezeptorgebrauch)
determinierenden Region, legt fest, ob CCR5 oder CXCR4 als Korezeptor benutzt wird. Dies
fuhrte zur Entwicklung von Interpretationssystemen, die den Tropismus einer Virusvariante
anhand der Sequenz des V3-Bereichs vorhersagen kénnen. Das mathematisch einfachste
Modell zur Tropismusvorhersage ist die 11/24/25-Regel. Diese Regel sagt fur eine V3-Sequenz
einen R5-Tropismus vorher, wenn im V3-Bereich an den Positionen 11, 24 und 25 negativ
geladene Aminosauren stehen. Ein X4-Tropismus wird dagegen beim Vorhandensein von
positiv geladenen Aminosauren an eben diesen Positionen vorhergesagt. Im Unterschied dazu
verwendet das komplexere bioinformatische Verfahren geno2phenocoreceptor) die Information aller
Aminosauren in diesem Bereich, um den Korezeptorgebrauch vorherzusagen.

A3F und A3G koénnen durch G-zu-A Mutationen Aminosaureanderungen in replizierenden Viren
verursachen. Um zu priifen, ob die unterschiedliche Aminosaurekomposition von R5- und X4-
Viren durch die Deaminase-Aktivitdt von A3F oder A3G erklarbar ist, wurden verschiedene

Sequenzdatensatze bzgl. der Aminosdurekomposition in der env-V3-Region von HIV analysiert.
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Von drei unabhangigen Datenbanken (Los Alamos Sequence Database (n=1026), HIV-GRADE
(n=501) und Arevir (n=26)) wurden insgesamt 1553 V3-Sequenzen zusammengetragen und
analysiert. Da die Sequenzdaten des HIV-GRADE Consortium und der Los Alamos Sequenz-
Datenbank fast ausschlieRlich cross-sektionale Daten und keine longitudinalen Daten enthalten,
konnten diese nicht direkt auf Mutationswege untersucht werden. Entsprechend ihrer
Annotationen in den Datenbanken wurden beide Datenséatze jeweils in CCR5- und CXCR4-
trope Virussequenzen (im Nachfolgenden kurz R5 und X4 genannt) unterteilt und diese dann

vergleichend auf die im Folgenden aufgeflihrten Charakteristika hin untersucht.

3.1.1 Analyse der Triplettzusammensetzung und der Tripletthaufigkeit

Um zu untersuchen, ob die Fahigkeit von APOBEC, G-zu-A Mutationen in der V3-Region zu
generieren, einen Einfluss auf die Entstehung von X4-Viren hat, wurde zunéchst die
Triplettzusammensetzung dieser Region analysiert. In Ubereinstimmung mit der 11/24/25-Regel
zeigten sich die markantesten Unterschiede der Triplettzusammensetzung zwischen R5 und X4
an den Positionen 11, 22, 24 und 25 der V3-Region (Abb. 3.1).

In den Datensatzen zeigte sich an Position 11 in 60 bis 80 % der R5-Sequenzen das Triplett
AGT (Ser), aber nur in 40 bis 50 % der X4-Sequenzen. Dafir enthielten an dieser Position bis
zu 20 % der X4-Sequenzen die Tripletts AGA (Arg), AGG (Arg), CGT (Arg) und AAG (Lys).
Wahrend Position 22 bei 70 % der R5-Sequenzen das Triplett GCA (Ala) und bei ca. 20 % das
Triplett ACA (Thr) zeigte, war dies nur bei 40 bis 50 % der X4-Sequenzen der Fall. In den R5-
Sequenzen fand sich an Position 24 zu 60 bis 80 % das Triplett GGA (Gly). Die X4-Datensatze
dagegen zeigten eine variablere Triplettzusammensetzung. Neben GAA in 40 bis 60 % der
Sequenzen waren in bis zu 10 % der Sequenzen auch die Tripletts GGA (Gly), GAC (Asp), GAT
(Asp) und AAA (Lys) vertreten.

Aminosaure 25 zeigte schon in den R5-Sequenzen eine variablere Triplettzusammensetzung.
So waren die Tripletts GAC (Asp), GAA (Glu) und GAT (Asp) haufiger als im X4-Datensatz, im
Gegensatz dazu besallen X4-Sequenzen haufiger AAA (Lys), AGA (Arg), AAG (Lys), AAC
(Asn) und CAA (Gin).

Somit zeigte sich in der statistischen Analyse beim Vergleich der R5- mit den X4-Sequenzen
vor allem an Position 24 und 25 verstarkt eine Reduktion jener Tripletts mit A3G- (GGA) bzw.
A3F-Erkennungsmotiven (GGA, GAC, GAA und GAT). In den X4-Sequenzen stiegen
entsprechend die Anteile jener Tripletts, die einer A3G- (AGA) bzw. A3F-vermittelten (GAA,
AAC, AAA und AAT) G-zu-A Mutation folgen (Abb. 3.1). Die im Kontext der APOBEC-Motive
beobachteten G-zu-A Mutationen bestarken unsere Hypothese, dass APOBEC den

Korezeptorgebrauch von HIV-1 beeinflusst.
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Abbildung 3.1: Triplettzusammensetzung von R5-

Aminosaurepositionen der V3-Region (11, 22, 24 und 25)

Prozentuale Tripletthaufigkeit von R5 (schwarz) und X4 (grau) an den V3-Positionen 11, 22, 24 und 25 der
Sequenzdaten des HIV-GRADE (A) und des Los Alamos (B) Datensatzes.

Die Tripletts wurden entsprechend den Aminosaure-Charakteristika gruppiert.

und X4-Sequenzen an den

Des Weiteren wurde die durchschnittliche Tripletthaufigkeit der V3-Region zwischen R5 und X4
verglichen (Tab. 3.1). In beiden Datensatzen (HIV-GRADE und Los Alamos) konnte sowohl fur
das Triplett GGN (Gly) als auch fir GAN (Glu/Asp), die das Erkennungsmotiv von A3G (GG)
bzw. A3F (GA) enthalten, eine Reduktion in der Haufigkeit von R5 zu X4 beobachtet werden.
Diese Abnahme ging mit einer gleichzeitigen Zunahme der Haufigkeit der Tripletts AGR (Arg)
und AAR die als Resultat einer G-zu-A Mutation aus den APOBEC-

Erkennungsmotiven hervorgehen. Somit kénnte APOBEC durch seine Fahigkeit, G-zu-A

(Lys) einher,

Mutationen zu generieren, die Entstehung von X4-Viren férdern.
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Tabelle 3.1: Durchschnittliche Tripletthdufigkeiten der Sequenz-Datensatze der HIV-
GRADE und Los Alamos Datenbanken in der V3-Region

. HIV-GRADE Los Alamos
Triplett
R5 X4 R5 X4
GGN (Gly) 419 4.00 418 4.07
AGR (Arg) 3.81 411 3.72 413
GAN (Glu/Asp) 1.61 1.45 1.67 1.27
AAR (Lys) 1.06 1.67 0.96 1.50

3.1.2 Korrelationsanalyse der Substitutionshaufigkeit

Eine Korrelationsanalyse der Nukleotidfrequenzen sollte aufzeigen, ob eine G-zu-A Substitution
einen Tropismuswechsel von R5 2zu X4 begunstigt. Dazu wurde jede mdgliche
Nukleotidsubstitution (G/C, G/T, T/A, C/A, C/T und G/A) anhand der Nukleotidfrequenz pro
Position in V3 analysiert. Fir alle sechs Nukleotidsubstitutionen wurden hierfiir die Differenzen
(d) der Nukleotidfrequenz zwischen R5 und X4 fir jede Position berechnet und diese dann fir
jedes Nukleotidpaar (z.B. G/A) korreliert.

Ein Korrelationswert von -1 entspricht einer groRtmdglichen Korrelation und hiel3e in diesem
Fall, dass die Reduktion von Guanosin an Position (X) im gleichen Malle dem Anstieg von
Adenosin an Position (X) entspricht.

Das Substitutionspaar G/A zeigte, sowohl innerhalb des HIV-GRADE Datensatzes als auch fir
den Los Alamos Datensatz, die starkste Korrelation mit einem Korrelationswert R von -0.71
(HIV-GRADE) bzw. -0.53 (Los Alamos) (Abb. 3.2 A, B, Diagramm 6). Die
Korrelationskalkulationen der anderen Substitutionspaare (Abb. 3.2, Diagramm 1-5) resultierten
in Werten zwischen -0.36 und -0.12 und zeigten damit geringere Korrelationen. Da sich
entgegengesetzte Nukleotiddifferenzen in Quadrant Il (links oben) und IV (rechts unten)
positionieren, enthalt Quadrant IV jene Positionen mit der Substitutionsrichtung G-zu-A. Dort
befinden sich in der G/A Korrelation des HIV-GRADE Datensatzes neben den Positionen 9
(Nukleotid/Aminosaure, nt/aa, nt26/aa9) und 22 (nt64/aa22) vor allem die Tropismus-relevanten
Positionen 11, 24 und 25 (nt32/aa11, nt70/aa24, nt71/aa24 und nt73/aa25) (Abb. 3.2 A,
Diagramm 7). Die gleichen Positionen sind mit Ausnahme der Position 9 ebenfalls im Los
Alamos Datensatz zu beobachten (Abb. 3.2 B, Diagramm 7).

Die starke Korrelation der G-zu-A Substitutionsanalyse an den Tropismus-relevanten Positionen
sowie der grofle Abstand der Positionen zum Nullpunkt spiegelt das AusmalRl der G-zu-A
Differenz der Nukleotidfrequenzen wider und unterstreicht die Bedeutung von APOBEC fiir den

Tropismuswechsel von R5 zu X4.
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Abbildung 3.2: Korrelationsanalyse der Nukleotid-Substitutionshaufigkeit der V3-

Sequenzen des HIV-GRADE und Los Alamos Datensatzes
Fir alle moglichen Nukleotidsubstitutionen (G/C, G/T, T/A, C/A, C/T und G/A) wurden die Differenzen der
Nukleotidfrequenzen zwischen R5 und X4 pro Position berechnet und korreliert. Die Diagramme 1-6 zeigen die
Korrelationsanalysen der Nukleotidpaare G/C, G/T, T/A, C/A, C/T und G/A mit dem jeweiligen R-Wert im I.
Quadranten, wobei jeder Punkt im Diagramm einer Position in V3 entspricht. In der VergroRBerung des IV.
Quadranten des G/A Paares (6a) sind die Positionen in V3 (Nukleotid/Aminosaure) markiert, die die starksten
Differenzen und somit den deutlichsten Unterschied zwischen R5 und X4 zeigen.
A) Korrelationsanalyse der V3-Sequenzen des HIV-GRADE Datensatzes

B) Korrelationsanalyse der V3-Sequenzen des Los Alamos Datensatzes

52



Ergebnisse

3.1.3 Analyse longitudinaler Datensatze

Im dritten Teil der statistischen Analysen wurden longitudinale Daten aus der Arevir-Datenbank
analysiert. Dazu wurden Sequenzdaten von 10 HIV-Patienten mit einem Korezeptorswitch von
R5 zu X4 bzw. mit einer Reduktion in der Falsch-Positiv-Rate (FPR), was eine Annaherung an
CXCRA4-trope Sequenzen bedeutet, untersucht. Von diesen 10 Patienten standen 26 V3-
Sequenzen zur detaillierten Analyse zur Verfiigung. Der Tropismus der Sequenzen wurde mit
Hilfe des geno2phenojcoreceptor- TOOIS Mit einem Cutoff der FPR von 20 % vorhergesagt. Wie
bereits in den Analysen des Los Alamos und HIV-GRADE Datensatzes gezeigt, konnten auch
in dieser Analyse G-zu-A Substitutionen an A3F- und A3G-Erkennungsmotiven, die mit einer
Verringerung der Falsch-Positiv-Rate einhergingen, beobachtet werden (Tab. 3.2). So zeigte
sich z.B. in der ersten Probe von Patient 4 an Position 24 mit GA ein A3F- und an Position 25
mit GG ein A3G-Erkennungsmotiv. In der darauffolgenden Probe, die 41 Monate spater
entnommen wurde, konnten G-zu-A Mutationen entsprechend dem APOBEC-Mutationsmuster
an diesen Positionen detektiert werden.

In den longitudinalen Sequenzdaten der 10 untersuchten Patienten wurden an den analysierten
Positionen funf APOBEC3G und sieben APOBEC3F assoziierbare G-zu-A Mutationen
nachgewiesen. Des Weiteren zeigten sich sieben G-zu-A Mutationen, die nicht in APOBEC-

Erkennungsmotiven lagen.

Tabelle 3.2: Analyse der G-zu-A Mutationen longitudinaler V3-Sequenzdaten von 10 HIV-

infizierten Patienten der Arevir-Datenbank

Ausschnitt aus dem V3-Nukleotidalignment von 10 Patienten, die einen Korezeptorswitch oder eine Reduktion der
Falsch-Positiv-Rate (FPR) aufwiesen. Aufgefiihrt sind das Zeitintervall zwischen den Probenentnahmen, die FPR mit
entsprechendem Tropismus und die Aminosauren (AS) 11, 22, 23, 24 und 25 mit entsprechender Nukleotidsequenz.
Grau: APOBEC3G-Erkennungsmotiv (GG) mit G-zu-A Mutation

Schwarz: APOBEC3F-Erkennungsmotiv (GA) mit G-zu-A Mutation

Fett: G-zu-A Mutation unabhangig von einem APOBEC-Erkennungsmotiv

Zeitintervall . geno2pheno AS11 AS22 AS23 AS24 AS25

in Monaten Patient Tropismus FPR (%) | -31 -32 -33 |64 65 -66|-67 -68 -69|-70 -71 -72( -73 -74 -75
0 1 X4 16.4 A G T A C A|lA C Al G G A G G C
1 X4 11.5 G G T A (e} A|lA C Al G G A G G C
38 X4 6.8 A G T A C A|lA C A - - - A A A
0 2 R5 89.1 A G T G C A|lA C Al G G A G A C
4 X4 17.8 A G T G C A| G Gk A - - - G A C
0 3 R5 23.9 A G T G C A|lG G A - - - G A C
1 X4 15.6 A G Tic G C A|G Gic| A - - - G A C
4 X4 14.3 A G T G (e} A|A C A | G G A KJLN A
2 X4 1.7 A G GIC | A C A|lA C Al G G A C A C
0 4 R5 60.8 A G T A C A|lA C Al G G A G A T
41 X4 1.7 A G T/lg [Gla C A|lA C A [Gla G A KL .Y T/C
0 5 R5 28.7 G/IA G T GIA C KJ/NWM A |GA|GA| A G A A A
12 X4 1.7 G G T A C A A H¢ A - - - A A A
0 6 R5 67 A G T A C A|lA C A| G G A G A
60 R5 51.8 A G T G C A|lA C A |G G A Kl
0 7 R5 25.6 A G T G C A|lA C Al G G A G
17 X4 18.2 A G T G C A|lA C Al G G A G
0 8 R5 38.1 A G T A C A|lA C A| G G Gla| G Ag T
30 R5 21.2 A G T A C A|A C A | G G A G A T
2 R5 43 A G T A C A|lA C Al G G A G A T
29 X4 15.6 A G T A C A|lA C Al G G A G A T
1 X4 15.6 A G T A C A|A C A | G G A G A T
0 9 R5 90 A G T G C A|lA C Al G G A G A A
23 X4 1.7 C A T A C A|A C Al G G A G A C
0 10 R5 23 Gla G T G C A|lA C Al G G A | Glc A YA

53



Ergebnisse

Zusammenfassend zeigten die statistischen Analysen mit Sequenzdaten von drei
unabhangigen Datenbanken (Los Alamos Sequence Database, HIV-GRADE und Arevir)
deutliche Unterschiede zwischen den R5- und X4-Sequenzdatensatzen, sowohl in der relativen
Triplettzusammensetzung als auch in der durchschnittlichen Tripletthdufigkeit. In den
Datensatzen HIV-GRADE und Los Alamos konnte sowohl fur das Triplett GGN (Gly) als auch
fur GAN (Glu/Asp), die APOBEC-Erkennungsmotive beinhalten, eine Reduktion in der
Haufigkeit von R5 zu X4 gezeigt werden. Diese Abnahme ging mit einer gleichzeitigen
Zunahme der Haufigkeit der Tripletts AGR (Arg) und AAR (Lys) einher, die als Resultat einer G-
zu-A Mutation aus den APOBEC-Erkennungsmotiven hervorgehen. In einer Korrelationsanalyse
aller mdéglichen Nukleotidsubstitutionen zwischen R5- und X4-Sequenzen ging die G-zu-A
Substitution als haufigste Nukleotidsubstitution hervor, mit der starksten Ausprdgung an
Tropismus-relevanten Positionen. Auch in der Analyse der longitudinalen Daten konnten G-zu-A
Mutationen an APOBEC3F- und 3G-Erkennungsmotiven mit einer Abnahme der FPR assoziiert
werden. Somit verstarkt diese statistische Analyse den Hinweis auf einen Einfluss von APOBEC

auf den Korezeptorswitch durch die Entstehung von CXCR4-tropen Varianten.

3.2 Experimentelle Analyse des mutagenen Einflusses von APOBEC
auf den Korezeptorgebrauch von HIV

Aufgrund der Ergebnisse der statistischen Analyse, die G-zu-A Substitutionen verstarkt in
APOBEC-Erkennungsmotiven an Tropismus-relevanten Positionen aufzeigte, verfestigten sich
die Hinweise, dass APOBEC an der Entstehung von X4-Varianten bzw. am Korezeptorswitch
beteiligt sein kénnte. Um diese Hypothese weiter zu untersuchen, sollte der Einfluss von
APOBEC auf den Tropismus von HIV experimentell im Zellkultursystem analysiert werden.

Die mutagene Wirkung von APOBEC auf HIV ist eng an die Funktionalitdt des viralen
Gegenspielers Vif (Viraler Infektivitatsfaktor) gebunden. Um den Einfluss APOBECs mdglichst
nah am in vivo System zu analysieren, sollte der Effekt APOBECs unter Wechselwirkung beider

Faktoren, APOBEC und Vif, in Zellkultursystemen analysiert werden.

3.2.1 Herstellung rekombinanter unterschiedlich Vif-defizienter HI-Viren

Die Arbeitsgruppe von Paul D. Bieniasz beschrieb 2005 natirlich auftretende Variationen im vif-
Gen von HIV und deren Einfluss auf APOBEC3G/3F (Simon et al., 2005). Die Vif-Varianten
K22E, Y40H und E45G zeigten unterschiedlich starke Neutralisationsaktivitdten gegeniber den
APOBEC-Proteinen A3F und A3G (Abb. 3.3). Sowohl A3F als auch A3G wurden am starksten

vom Wildtyp NL4-3 neutralisiert. K22E zeigte nur geringfugige Neutralisationsaktivitaten
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gegenuber A3F und A3G. Die Vif-Varianten Y40H und E45G konnten im Vergleich zu K22E
A3F und A3G starker neutralisieren, jedoch nicht so stark wie der HIV-Wildtyp NL4-3.

K22E g———

Y40H 0 APOBEC3F
B APOBEC3G

ZE— '

NS —

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Neutralisationsaktivitat von Vif-Varianten

gegeniiber A3G und A3F
(adaptiert nach Simon et al., 2005)

Auf der Grundlage dieser Publikation wurden die Vif-Varianten K22E, Y40H und E45G fur die
Analyse des Einflusses von APOBEC auf HIV ausgewahlt, um Vif-abhdngig die Aktivitat von
APOBEC3G/3F zu modulieren.

Durch sequenzspezifische Mutagenese wurden die Vif-Variationen K22E, Y40H und E45G in
den vif-Bereich des NL4-3 beinhaltenden pET14b-Vektors eingebracht und anhand von
Sequenzanalysen bestéatigt. Eine replikationsfahige NL4-3-Vif-Deletionsvariante wurde von
Klaus Strebel zur Verfiigung gestellt. Parallel dazu wurde die CCR5-trope env-Region des Env-
Expressionsplasmids pCAGGStat-env_R5 mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen EcoRI und
Xhol in den proviralen HIV-Vektor pNL4-3 kloniert und durch Sequenzanalysen Uberprift. In
diesem CCRS5-tropen proviralen HIV-Klon pNL4-3_R5 erfolgte dann die Insertion der 4 Vif-
Varianten Del-Vif, K22E, Y40H und E45G aus den pET14b-Konstrukten (ber die
Restriktionsendonukleasen Agel und EcoRI. Restriktions- und Sequenzanalysen Uberpriften
und bestatigten den Klonierungserfolg. Tabelle 3.3 zeigt eine Ubersicht (iber die 5 generierten
rekombinanten HIV-Klone.

Durch Transfektion der Plasmid-DNA in 293T-Zellen und anschlieRende Uberinfektion auf
SupT1R5-Zellen wurden Virusiberstidnde hergestellt. Diese wurden bezlglich ihrer TCID50

(Tissue culture infectious dose 50 %) charakterisiert.
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Tabelle 3.3: Ubersicht iiber die generierten und verwendeten rekombinanten HIV-Vif-

Varianten
Kurzbezeichnung (Name Vif Envelope
WT pNL4-3_WT_R5 Wildtyp NL4-3-R5
K22E pNL4-3_ K22E_R5 K22E NL4-3-R5
Y40H pNL4-3_Y40H_RS5 Y40H NL4-3-R5
E45G pNL4-3_ E45G_R5 E45G NL4-3-R5
Del-Vif pNL4-3_Del_vif R5 Deletion NL4-3-R5

3.2.2 Generierung einer Tetrazyklin-induzierbaren APOBEC-exprimierenden
Zelllinie

Um die mutagene Wirkung gradueller Aktivitaten von A3G und A3F auf replizierende Viren
gezielt untersuchen zu koénnen, sollten HIV-infizierbare Zellkultursysteme mit jeweils
kontrollierter A3G/A3F-Aktivitdt hergestellt werden. Zur Herstellung dieser APOBEC-
exprimierenden Zelllinien wurde das induzierbare TetOn-Expressionssystem verwendet. Um
eine Vergleichbarkeit mit anderen HIV-Replikationssystemen zu gewahrleisten, sollte dieses
System stabil in ein bestehendes HIV-Zellkultursystem eingebracht werden. Dazu mussten
Zelllinien generiert werden, welche Tetrazyklin-abhéngig A3G bzw. A3F exprimieren und
weiterhin eine Virusreplikation ermdglichen. HIV sollte nachfolgend in diesen Zellen replizieren,

um den mutagenen Effekt von APOBEC auf HIV analysieren zu kénnen.

3.2.2.1 Klonierung der benétigten Vektoren

Zur Generierung der Tetrazyklin-induzierbaren APOBEC-exprimierenden Zelllinien dienten die
Vektoren pcDNAG/TR und pcDNA4/TO/myc-HisB. Die cDNAs von APOBEC3G und 3F wurden
mittels praparativer Restriktionsanalyse mit Hindlll und Xhol aus den Expressionsplasmiden
pcDNA3.1/APOBEC3G und pcDNA3.1/APOBECS3F isoliert und in den pcDNA/TO/myc-HisB
Vektor ligiert. Der Erfolg der Klonierung in die Vektoren pcDNA4/TO/A3F und pcDNA4/TO/A3G

wurde anhand einer Sequenzanalyse der Rekombinanten bestatigt.

3.2.2.2 Charakterisierung der endogenen APOBEC-Level humaner Zellen

Die Quantifizierung der endogenen APOBEC-Konzentrationen erfolgte nach den von Refsland
et al. (2010) veroffentlichten Methoden zur Bestimmung von APOBEC-mRNA-Spiegeln in
verschiedenen Zelltypen und wurde am Haushaltsgen TBP relativiert. Dazu wurden die PBMCs
von zwei HIV-negativen Spendern mit Hilfe eines Ficoll-Gradienten isoliert und fur drei Tage
ohne bzw. mit dem Stimulanz PHA (2 v/v%) kultiviert. Die Zelllinien PM1, 293T und SupT1R5

wurden nach dem Auftauen fur eine Woche unter Normalbedingungen kultiviert. Die primaren
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PBMCs lieferten unstimuliert A3G-mRNA-Kopienzahlen von 20.000 bzw. 40.000 (Abb. 3.4). Die
Stimulation mit PHA flihrte, wie auch in anderen Publikationen schon beschrieben (Stopak et
al., 2003; Refsland et al., 2010), zu einem Anstieg der A3G-mRNA-Kopienzahlen auf 70.000
Kopien/10* Kopien TBP. Die PM1-Zellen, die als nicht-permissive Zellen eingestuft wurden (Han
et al., 2008), zeigten A3G-Kopien von 16.000 und A3F-Kopien von 4.000 Kopien/10* Kopien
TBP. In den 293T-Zellen und in den SupT1R5-Zellen, die fur die Herstellung der Tetrazyklin-
induzierbaren APOBEC-exprimierenden Zelllinie verwendet werden sollte, konnten mittels

quantitativer Echtzeit-PCR keine relevanten Kopienzahlen gemessen werden (Abb. 3.4).

80,000
70,000
60,000

50,000
B A3G
OA3F

40,000
30,000

20,000

10,000 L
0 ————
PM1

PBMCA PBMCA PBMCB PBMCB 293T SupT1R5

- + - +

APOBEC mRNA-Kopien / 104 Kopien TBP

Primare Zellen und Zelllinien

Abbildung 3.4: Endogene A3G und A3F mRNA-Konzentrationen primarer Zellen und

Zelllinien

Quantifizierung der A3G (schwarz) und A3F (weill) mRNA-Level verschiedener Zellen. Die PBMCs zweier HIV-
negativer Spender (A und B) wurden mittels Ficoll-Gradient isoliert und fir drei Tage ohne (-) oder mit dem
Stimulanz PHA (+) kultiviert. Die Bestimmung der APOBEC mRNA-Kopien in den Zelllinien PM1, 293T und
SupT1RS5 erfolgte nach einer Woche Kultivierung. Alle RNA-Kopien wurden auf 10* Kopien des Haushaltsgens TBP
bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei unabhangigen Experimenten. Die
quantitative Bestimmung erfolgte in Duplikaten.

3.2.2.3 Stabile Transfektion

SupT1R5-Zellen, die durch stabile Transfektion des CCR5-Korezeptors (Means et al., 2001)
aus SupT1-Zellen erzeugt wurden, exprimieren kein endogenes APOBEC (Abb. 3.4). Daher
wurden sie flr die Herstellung der Tetrazyklin-induzierbaren APOBEC-exprimierenden Zelllinie
verwendet. Unter optimierten Transfektionsbedingungen wurden in SupT1R5-Zellen die
Vektoren pcDNAG/TR und pcDNA4/TO/A3F bzw. pcDNA4/TO/A3G kotransfiziert. Obwohl die

minimal-toxischen Konzentrationen der Selektionsreagenzien Blasticidin und Zeocin zuvor
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bestimmt wurden, konnten unter Blasticidin/Zeocin-Selektion keine doppelt-stabil transfizierten
Zellklone angezichtet werden.

Die Einzeltransfektion des Vektors pcDNAG6/TR und anschlielende Selektion mit Blasticidin
resultierte jedoch in einer Blasticidin-resistenten Zellpopulation. Nach klonaler Selektion und
Anzucht homogener Zellpopulationen wurden diese hinsichtlich ihrer Expression des Tet-
Repressors mittels quantitativer Echtzeit-PCR getestet. Eine vorausgegangene funktionelle
Testung durch Transfektion eines entsprechenden Luziferase-Reporterkonstruktes pUHC13-3,
welches in Anwesenheit des Tet-Repressors Luziferase exprimiert, blieb aufgrund zu geringer
Transfektionseffizienz erfolglos.

Die mRNA-Expressionsmengen des Tet-Repressor-Konstrukts von zehn Zellklonen ergaben
Kopienzahlen zwischen 20.000 und 40.000 mRNA-Kopien/104 Kopien HPRT. In den
untransfizierten SupT1R5-Zellen konnten wie erwartet keine Tet-Repressor-Kopien

nachgewiesen werden (Abb. 3.5).
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SupT1R5_6TR Klone

6TR mRNA-Kopies/104 Kopien HPRT

Abbildung 3.5: mRNA-Expressionslevel des Tet-Repressor-Konstrukts 6TR stabil
transfizierter Zellklone

Nach Transfektion des Tet-Repressor-Konstrukts 6TR wurden die mRNA-Kopien von 10 selektierten Zellklonen A-
K, angeglichen an das Haushaltsgen HPRT, analysiert. Als Negativkontrolle wurden untransfizierte SupT1R5-
Zellen mitgefihrt.

Die Zellklone B und D mit den hochsten Tet-Repressor-Kopienzahlen wurden fir die
nachfolgende Transfektion kultiviert und die minimal-toxische Zeocin-Konzentration wurde

bestimmt. Dabei zeigte sich eine 10-fach erhéhte Empfindlichkeit der 6 TR-transfizierten Zellen
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gegenlber Zeocin, verglichen mit den urspriinglich getesteten SupT1R5-Zellen (Daten nicht
gezeigt).

Nach Transfektion von pcDNA4/TO/A3F bzw. pcDNA4/TO/A3G in die 6TR-transfizierten
SupT1R5_B und _D-Zellen konnten durch die angeglichenen Zeocin-Konzentrationen
erfolgreich Zellpopulationen selektioniert und klonal expandiert werden. Der Erfolg der stabilen
Transfektion wurde in einer ersten Analyse von 48 Zellklonen durch eine quantitative
Bestimmung der mRNA-Kopien von A3G bzw. A3F kontrolliert (Daten nicht gezeigt).

Anhand der ermittelten Basalexpression (5.000 — 9.000 APOBEC-mRNA-Kopien/10* Kopien
TBP) wurden neun Zellklone mit geringer basaler Expression, vier A3F- und funf A3G-
exprimierende Zellklone, ausgewahlt. Von diesen neun Zellklonen wurde die basale und die
Tet-induzierte APOBEC-mRNA-Kopienzahl 20 h nach Induktion bestimmt (Abb. 3.6). A3F-
induzierbare Zellklone zeigten eine leicht erhohte mRNA-Basalexpression von durchschnittlich
7.500 mRNA-Kopien gegenuber den A3G-induzierbaren Klonen mit durchschnittlich 6.000
MmRNA-Kopien. Allerdings konnten im Gegensatz dazu in den A3G-Klonen durch Tetrazyklin
héhere A3G-mRNA-Mengen induziert werden. Die Maximalwerte fur A3G lagen bei 30.000
Kopien/10* Kopien TBP und fir A3F bei 24.000 Kopien/10* Kopien TBP. Eine hohe
Induzierbarkeit (fache Induzierbarkeit, Abb. 3.6) von A3F bzw. A3G und eine niedrige
Basalexpression dienten als Auswabhlkriterien von je einem A3F- bzw. A3G-Zellklon (DF5 und

DG9) zur weiteren Charakterisierung.

6TR_A3F 6TR_A3G
baet | 2.6 27 27 238 34 3.3 55 4.9 6.2

35.000 T

30.000 1

25.000 1
20.000 1 E ;;Z}[
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10.000 1
ull 1N Nl

o I8 | NN Win oW Wn

Tet| - + - + - + - + - + - + - + - + - +
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BF 12 [BF 12| DF 2| DF2 | DF 3| DF 3 [DF 5|DF 5| BG5|BG5|BG6 |BG6 |DG2|DG 2 |DG 3 |DG 3 DG9DG9|

A3F/3G mRNA Kopien pro 104 Kopien TBP

SupT1_6TR_A3F/3G ohne und mit Tetrazyklin-Gabe

Abbildung 3.6: Bestimmung der Induzierbarkeit stabil transfizierter Tet-induzierbarer
APOBEC3F/3G-exprimierender SupT1R5-Zellklone

Messung der A3F- und A3G-mRNA Kopien von 4 A3F (BF12-DF5) und 5 A3G (BG5 — DG9) SupT1R5-Zellklonen.
Die basal exprimierten APOBEC-mRNA-Kopien sind in grau und die APOBEC-mRNA-Mengen nach Tetrazyklin-
Induktion sind in schwarz dargestellt. Die Zellklone DF5 und DG9 wurden zur weiteren Analyse ausgewahlt. Die
fache Induzierbarkeit wurde fir jeden Zellklon berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von zwei unabhéangigen Experimenten im Doppelansatz.
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3.2.2.4 Charakterisierung der generierten induzierbaren APOBEC-exprimierenden

Zellklone

Stabilitdt der APOBEC-Expression

Nach Bestatigung der APOBEC-Induzierbarkeit mit dem stabileren Tetrazyklinderivat
Doxyzyklin (Dox) wurden alle weiteren Versuche mit Dox durchgefiihrt. Da die HIV-Replikation
Uber einen langeren Zeitraum untersucht werden sollte, wurde die APOBEC-Induzierbarkeit der
2 Zellklone DF5 (A3F) und DG9 (A3G) nach taglicher Dox-Zugabe Uber 6 Tage analysiert. Fir
beide Zellklone zeigte sich ein reproduzierbarer und stabiler Anstieg der APOBEC-mRNA-
Kopienzahlen von ca. 5.000 APOBEC-Kopien/10* Kopien TBP auf ca. 20.000 Kopien APOBEC-
Kopien/10* Kopien TBP (Abb. 3.7).
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nach Dox-Zugabe

Abbildung 3.7: Induzierte APOBEC-mRNA-Expression der Zellklone DF5 und DG9 iiber
6 Tage

Die APOBEC-Induzierbarkeit der 2 Zellklone DF5 (A3F, grau) und DG9 (A3G, schwarz) nach taglicher Dox-Zugabe
wurde anhand der APOBEC-mRNA-Kopienzahl 6 Tage lang analysiert. Die APOBEC-mRNA-Konzentrationen
wurden in Relation zum Haushaltsgen TBP quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von zwei unabhéangigen Experimenten im Doppelansatz.

Die gesteigerten Mengen an A3G nach induzierter Expression konnten auf Proteinebene in
einer Western Blot-Analyse bestatigt werden (Abb. 3.8). Als Positivkontrolle diente ein
Proteinextrakt von PBMCs, die endogenes A3G exprimieren (Spur 1). Als Negativkontrolle
wurden die Ausgangszellen der stabilen Transfektion SupT1R5 verwendet, in welchen auch auf

MmRNA-Ebene mit der sensitiveren quantitativen Echtzeit-PCR keine Kopien detektierbar waren
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(Spur 2). Wie in Spur 1 zu sehen, konnte in den PBMCs A3G nachgewiesen werden. Die
SupT1R5-Zellen (Spur 2) sowie die stabil transfizierten A3G-induzierbaren DG9-Zellen (Spur 3)
zeigten ohne Induktion keine sichtbaren Mengen an Protein. Eine Induktion der Expression mit
Dox resultierte in nachweisbaren A3G-Proteinmengen. Diese waren im Vergleich zu den

PBMCs etwas geringer, jedoch wahrend der 6-tagigen Induktion stabil.

To)
10 DG9
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Abbildung 3.8: Nachweis Dox-induzierbarer A3G-Expression in der neugenerierten
Zelllinie DG9 im Western Blot

Spur 1: PBMC-Extrakt (Positivkontrolle), Spur 2: untransfizierte SupT1R5-Zellen, Spur 3: stabil transfizierte DG9-
Zellen ohne Dox, Spur 4-9: induzierbare APOBEC-Expression der stabil transfizierten DG9-Zellen nach taglicher
Zugabe von Dox zum Zellkulturmedium tber 6 Tage (1 d bis 6 d). Inputkontrolle: Actin.

Eine Bestatigung der APOBEC3F-Proteinmengen im Western Blot war aufgrund unspezifischer

Signale nicht erfolgreich.

Charakterisierung der Zelllinien hinsichtlich ihrer Oberflachenmolekiile

Um eine Vergleichbarkeit der stabilen Zelllinien untereinander und mit anderen HIV-Zellkultur-
Systemen zu gewabhrleisten, wurden die Zelllinien 6TR, DG9 und DF5 hinsichtlich ihrer
Oberflachenmolekile mittels Durchflusszytometrie charakterisiert. Als Negativkontrolle diente
eine Isotyp-Farbung mit Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern, die dem Immunglobulin-Isotyp
der spezifischen Primarantikbrper entsprachen. Dabei konnten keine Veranderungen im
Expressionsmuster der fur die HIV-Infektion relevanten Rezeptoren und Korezeptoren (CD4,
CCRS5 und CXCR4) beobachtet werden (Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: FACS-Analyse der fiir die HIV-Infektion relevanten Rezeptoren CD4,
CCRS5 und CXCR4

Die Charakterisierung der Oberflachenmolekile der Zellklone 6TR (A), DG9 (B) und DF5 (C) erfolgte mittels
durchflusszytometrischer Analyse durch Doppel-Farbungen der Zellen mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikérpern
gegen CD4/CCR5 und CD4/CXCR4. Als Negativkontrolle diente eine Isotyp-Kontrollfarbung.

3.2.2.5 Evaluation der Assaybedingungen

In einem ersten Experiment wurde die Infizierbarkeit der Zellen und die Replikationsfahigkeit
von CCR5-tropen HI-Viren in den Zellklonen 6TR, DG9 und DF5 Uberpruft. Dabei zeigte sich,
dass Vif-defiziente Viren wie K22E und Del-Vif trotz der Basalexpression von A3F und A3G in
diesen Zellklonen replizieren kdnnen. Somit konnten die neugenerierten Zellen fir die Analyse
des APOBEC-vermittelten Effektes verwendet werden. In weiteren Experimenten wurden die
optimale Infektionsdosis der mittels TCID50 charakterisierten Virustiberstande und der optimale
Versuchsablauf ermittelt. Dabei wurde darauf geachtet, dass Vif-defiziente Viren trotz APOBEC-
Basalexpression nach einem Replikationszyklus messbare p24 Ag-Mengen zeigten und eine

erneute Uberinfektion erfolgreich war. Der Wildtyp fiihrte weder in der ersten noch in der
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zweiten Infektion zu einer vollstandigen Lyse der Zellkultur. Ein Infektionsmodus mit 50 TCID50
pro 500.000 Zellen und 200 pL transferiertem Virusiberstand konnte alle Voraussetzungen

erfillen.

Die unter 3.2.2 generierten und charakterisierten Tet-induzierbaren APOBEC3G- bzw. 3F-
exprimierenden SupT1R5-Zellklone DG9 und DF5 erreichten nach Induktion APOBEC-
Expressionsmengen von 20.000 mRNA-Kopien/10* Kopien TBP. Im Vergleich zu den APOBEC-
negativen 6TR-Zellen zeigten sie eine unveranderte Expression von CD4- und Ko-Rezeptoren
und erlaubten die Replikation Vif-defizienter HI-Viren. Die Zellklone DG9 (A3G) und DF5 (A3F)
wurden expandiert, um anhand ihrer basalen und induzierten APOBEC-Expression den

mutagenen Einfluss von APOBEC auf HIV zu untersuchen.

3.2.3 Analyse der mutagenen Aktivitat von APOBEC auf HIV-Vif-Varianten im

induzierbaren System

3.2.3.1 Untersuchung der antiviralen Effekte von A3G und A3F auf HIV-Vif-Varianten im

induzierbaren System

Die APOBEC-exprimierenden SupT1R5-Zellen 6TR, A3G (DG9) und A3F (DF5) (vgl. 3.2.2)
wurden jeweils mit und ohne Dox-Induktion mit den flnf verschiedenen HIV-Vif-Varianten Del-
Vif, K22E, Y40H, E45G und dem Wildtyp (NL4-3) infiziert (vgl. 3.2.1). Nach acht Tagen
Kultivierung, mit Uberinfektion auf die gleichen Zellen, erfolgte die Analyse der p24 Ag-Menge
als MaR der Replikationsfahigkeit. Die Uberstéande der ersten Infektion dienten dabei als
Inputkontrolle, da sich die antivirale Wirkung von APOBEC erst nach Uberinfektion entfaltet und
somit APOBEC-vermittelte Effekte erst in den Uberstéanden der zweiten Infektion erkennbar sein
sollten.

Wahrend der Wildtyp auch bei ansteigenden Mengen an APOBEC3G (A3G, A3G+) und 3F
(A3F, A3F+) unverandert replizieren konnte (gemessen als p24 Ag-Menge) (Abb. 3.10 A),
fuhrten ansteigende Mengen an APOBEC3G und 3F in den Vif-defizienten Virus-Kulturen zu
einer unterschiedlich starken Verminderung der Replikation (Abb. 3.10 B-E). Die starkste
Reduktion zeigte die Del-Vif-Variante. Im Vergleich zu den APOBEC-negativen 6TR-Zellen
reduzierten die basalen Expressionsmengen von A3G die p24 Ag-Menge der Del-Vif-Viruskultur
um 1,6 log, die Dox-induzierte A3G-Menge (A3G+) um 2,9 log (Abb. 3.10 B).
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Abbildung 3.10: APOBEC-vermittelte Inhibition der Replikation verschiedener Vif-
defizienter HI-Viren

p24 Ag-Mengen unterschiedlich Vif-defizienter Viruskulturen nach 1. und 2. Infektion (Uberinfektion) unter
steigenden APOBEC-Mengen der Zellen: 6TR (kein APOBEC), A3G (DG9, A3G-Basalexpression), A3G+ (DG9,
induzierte A3G-Menge), A3F (DF5, A3F-Basalexpression), A3F+ (DF5, induzierte A3F-Menge). Zusatzlich zum
WT als Negativkontrolle (A) und Del-Vif als Positivkontrolle (B) wurden die Vif-Varianten K22E (C), Y40H (D)

und E45G (E) untersucht. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhangigen
Experimenten.
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Die antiviralen Effekte von A3F fielen geringer aus. Unter basalen Expressionsmengen von A3F
reduzierten sich die p24 Ag-Mengen von Del-Vif um 1,1 log und bei induzierten A3F-Mengen
(A3F+) um 2,0 log (Abb. 3.10 B). Ahnlich inhibitorische Effekte zeigte auch die Vif-Variante
K22E. Deren Replikation sank unter basaler und induzierter A3G-Expression (A3G- und A3G+)
um 1,5 log bzw. 2,9 log. A3F zeigte bei dieser Vif-Variante keinen inhibitorischen Effekt. In den
Vif-Varianten Y40H und E45G fihrten ansteigende A3G-Mengen zu einem p24 Ag-Abfall um
1,7 log (Y40H) bzw. 1,6 log (E45G) (Abb. 3.10 D, E). Ferner zeigte die Vif-Variante E45G
inhibitorische Effekte durch Dox-induzierte Mengen an A3F (A3F+) um 1,2 log (Abb. 3.10 E).

Die APOBEC-vermittelte Inhibition der Vif-Varianten bestatigte die antivirale Funktionalitat der
APOBEC3F/3G-exprimierenden SupT1R5-Zellen und liell einen mutagenen Einfluss von

APOBEC auf die nachfolgende Virusgeneration der kultivierten Vif-Varianten vermuten.

3.2.3.2 Genomanalyse der im induzierbaren Expressionssystem Kkultivierten

Viruspopulationen

Die Ergebnisse der vorausgegangenen Experimente lieferten starke Indizien fir einen
mutagenen Einfluss APOBECs auf HIV. In diesem Fall mussten die Sequenzen der
Nachkommenviren APOBEC-spezifische Mutationen zeigen. Um dies zu Uberprifen, erfolgte
mittels NGS (next generation sequencing) eine Genomanalyse der unter APOBEC-Expression
kultivierten Viruspopulationen. Dazu wurden die env- und nef-Bereiche der Viruspopulationen
des Wildtyps, der Vif-Varianten K22E und Del-Vif der folgenden sechs Zellkulturen Input
(SupT1R5), 6TR, A3G, A3G+ (DG9, basal und induziert), A3F, A3F+ (DF5, basal und induziert)
analysiert. Die aus den Uberstidnden der APOBEC-SupT1R5-Virus-Kulturen extrahierte RNA
wurde mittels One-Step-RT-PCR amplifiziert und aufgereinigt. Zum Vergleich wurde das fiir die
Infektion verwendete Inputvirus ebenfalls analysiert. Nach aquimolarer Mischung der env- und
nef-Amplifikate wurden diese zur parallelen NGS-Analyse versandt.

Die standardmafBige Qualitats- und Quantitdtsbestimmung der generierten NGS-Sequenzen
erfolgte von der env-Region. Die jeweiligen Viruspopulationen zeigten dabei, mit Ausnahme der
WT-A3G+-Probe, eine vergleichbare Anzahl an Varianten und Einzelsequenzen (Tab. 3.4). Pro
env-Bereich wurden ca. 21.000 Einzelsequenzen generiert, von denen im Durchschnitt 20.000
die Qualitdtsstandards zur weiteren Auswertung erfullten. Die PCR-Amplifikate enthielten

durchschnittlich 320 unterschiedliche Varianten.
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Tabelle 3.4: Qualitative und quantitative Analyse der im induzierbaren Zellkultursystem

kultivierten Viruspopulationen

Ubersicht (iber die wahrend der NGS-Analyse generierte Anzahl an env-Varianten, Einzelsequenzen (Reads) und
den Qualitadtsstandards entsprechenden env-Sequenzen (Qualitative Reads), die fiir die Vorhersage des Tropismus
verwendet wurden. Pro Virus (WT, K22E, Del-Vif) wurden die Viruspopulationen aus 6 Zellkulturen analysiert: Input
(SupT1R5), 6TR, A3G, A3G+, A3F, A3F+.

Name Varianten Reads Qualitative Reads
Input 308 15093 13989
6TR 698 66960 65178
— |A3G 16 307 285
= [A3G+ 393 25085 23873
A3F 352 21381 20376
A3F+ 300 19279 18654
Input 264 16568 16245
6TR 171 6552 6262
("'\,J A3G 244 12410 11631
g |A3G+ 421 20049 18961
A3F 401 20711 19488
A3F+ 319 18369 17121
Input 261 12961 12110
+~ |6TR 533 52767 51539
$ A3G 368 24296 22911
g A3G+ 270 15337 14581
A3F 181 7291 6931
A3F+ 294 14015 13071
Mittelwert 322 20524 19623

Die so untersuchten Genbereiche env (760 bp) und nef (617 bp) enthielten insgesamt 201
APOBEC-Erkennungsmotive (Tab. 3.5), von denen 95 im env- und 106 im nef-Bereich lagen.
Von den 95 APOBEC-Motiven der env-Region wurden 53 A3F- und 42 A3G-Motiven
zugeordnet. Im analysierten nef-Bereich waren 57 A3F- und 49 A3G-Motive lokalisiert. Somit
wurden die Effekte auf 110 A3F- und 91 A3G-Motive analysiert (Tab. 3.5).

Tabelle 3.5: Ubersicht iiber die Anzahl an APOBEC3F und 3G-Motiven in den im
induzierbaren System untersuchten Genbereichen env und nef

APOBEC Motive
A3F (GA) A3G (GG) Gesamt
env-Region 53 42 95
nef-Region 57 49 106
110 91 201

Mithilfe des geno2phenoicoreceptor-T0OOIS flir NGS-Daten wurde der Korezeptorgebrauch aller
Einzelsequenzen mit einem Cutoff der FPR von 10 % (European Guidelines, Vandekerckhove,

2011) vorhergesagt. Anhand dieser Klassifizierung wurden die Anteile der X4-Varianten in den
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Viruspopulationen bestimmt und daraus folgend der prozentuale Anstieg gegeniber der
Inputpopulation errechnet.

Die WT-Population zeigte auf den APOBEC-negativen 6TR-Zellen und den APOBEC-
exprimierenden Zellen einen Anstieg der X4-Varianten um 1,1 % (3.11 A). In der
Viruspopulation der Vif-Variante K22E riefen das basale Expressionslevel von APOBEC3G
(A3G) und die induzierten A3G-Mengen (A3G+) einen Anstieg der X4-Varianten um 2,9 % bzw.
3,3 % hervor (Abb. 3.11 B). In der Population der Vif-Deletionsvariante stiegen die Anteile an
X4-Varianten nach A3G-Induktion (A3G+) um 2,5 % (Abb. 3.11 C). Auch basale und induzierte
A3F-Level konnten in der Viruspopulationen Del-Vif die Anteile an X4-Varianten um 1,4 % (A3F)
bzw. 3,6 % (A3F+) steigern (Abb. 3.11 C).
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Abbildung 3.11: Anteil von CXCR4-tropen Varianten in Vif-defizienten
Viruspopulationen nach Kultivierung in Zellen mit unterschiedlicher APOBEC-
Expression

Prozentualer Anstieg der X4-Varianten unterschiedlich Vif-defizienter Viruskulturen nach Kultivierung in den
Zellen: 6TR (kein APOBEC), A3G (A3G-Basalexpression), A3G+ (induzierte A3G-Expression), A3F (A3F-
Basalexpression) und A3F+ (induzierte A3F-Expression). Der Anstieg der X4-Varianten in Viruspopulationen:
WT (A), K22E (B) und Del-Vif (C) wurde gegeniliber dem Inputvirus bestimmt. Die Tropismusvorhersage erfolgte
mittels geno2pheno anhand der NGS-Sequenzdaten.
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Der Anstieg an X4-Varianten in den Vif-defizienten Viruspopulationen unter APOBEC-
Expression bestatigte die Hypothese, dass die APOBEC-Proteine A3G und A3F das Entstehen
CXCRA4-troper Virusvarianten fordern, da im Gegensatz zur WT-Population infolge der Vif-
Defizienz APOBEC nicht oder nur teilweise abgebaut werden kann und dadurch G-zu-A

Mutationen induziert.

3.2.3.3 Analyse der APOBEC-induzierten Sequenzmutationen im induzierbaren System

Da hauptsachlich die V3-Region den HIV-Tropismus determiniert und damit die Grundlage fir
die Korezeptorvorhersage bildet, wurden die nach Viruskultivierung auf den APOBEC-
SupT1R5-Zellen entstandenen G-zu-A Mutationen anhand der NGS-Sequenzdaten analysiert
(Abb. 3.12).

Dazu wurden pro Viruspopulation fir jedes APOBEC-Motiv die prozentualen Anteile von
Adenosin nach Passage im APOBEC-Zellkultursystem mit der Inputpopulation verglichen. Die
haufigsten G-zu-A Mutationen in der WT-Population zeigten sich unter A3G-Basalexpression
(A3G) an den Aminosaure-Positionen 17 und 24 (Abb. 3.12 A). An beiden Positionen befindet
sich ein Glycin, welches an Position 24 durch das Triplett GGA und an Position 17 durch das
Triplett GGG kodiert wird und somit zwei uberlappende APOBEC3G-Motive (GG) enthalt. Die
beiden G-zu-A Mutationen an Aminosaure 17 (Glycin; GGG) sind mit bis zu 19 % die haufigsten
G-zu-A Mutationen der WT-Population in V3 und bewirken einen Anstieg der X4-Varianten um
1,1 % (vgl. Abb. 3.11 A).

Die Viruspopulation der Vif-Variante K22E zeigte die haufigste G-zu-A Substitution in der A3G-
Zellkultur an Aminosaure 24 (Glycin, GGA) mit 2,5 %. Unter induzierter A3G-Expression lielRen
sich keine G-zu-A Mutationen identifizieren (Abb. 3.12 B).

Ein geringer Anstieg der G-zu-A Mutationshaufigkeit zeigte sich dagegen in der Viruspopulation
Del-Vif unter A3G-Basalexpression an Aminosaure 15 (0,5 %), 17 (0,6 %) und 28 (0,3 %).
Basale (A3F) und induzierte (A3F+) Mengen an A3F resultierten in G-zu-A Mutationen an
Aminosaure 9 (0,25 %) und 25 mit einer Haufigkeit von 1 % (A3F) bzw. 2,6 % (A3F+) (Abb. 3.12
C).

Der durch die APOBEC-Expression induzierte Anstieg von X4-Varianten in den
Viruspopulationen (vgl. Abb. 3.11) konnte somit bis auf Aminosadure 25 keinen weiteren

spezifischen Aminosauren in V3 zugeordnet werden.
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Abbildung 3.12: Analyse der G-zu-A Mutationen in der V3-Region unterschiedlicher
Viruspopulationen

G-zu-A Mutationshaufigkeit an APOBEC-Erkennungsmotiven der V3-Region nach Viruskultivierung auf 6TR-Zellen
und APOBEC-exprimierenden Zellen: 6TR (blau), A3G (rot), A3G+ (grun), A3F (lila), A3F+ (hellblau). Die

prozentuale G-zu-A Mutationshaufigkeit des WT-Virus (A), der K22E-Vif-Variante (B) und der Del-Vif-Variante (C)
wurde mit der des Inputvirus abgeglichen.

3.2.3.4 Mutationsraten in env und nef in den Viruskulturen WT, K22E und Del-Vif im

induzierbaren APOBEC-Expressionssystem

Zur Kalkulation der Mutationsraten pro Position wurden die prozentualen Anteile aller G-zu-A
Substitutionen summiert und durch die Anzahl der Motive des jeweiligen Bereichs geteilt. Dies
ermoglichte einen Vergleich der Mutationsraten pro analysierter Viruspopulation zwischen den
HIV-Genombereichen env und nef (Tab. 3.6). Alle analysierten Viruskulturen WT, K22E und
Del-Vif zeigten unter A3G-Basalexpression (A3G) im Vergleich zu den 6TR-Zellen gesteigerte

Mutationsraten im env-Bereich. Gesteigerte Mutationsraten in nef wurden jedoch nur in den

69



Ergebnisse

Viruskulturen K22E und Del-Vif detektiert. Nach induzierter A3G-Expression (A3G+) konnten
nur in Del-Vif Viren in der env-Region erhdéhte Mutationsraten nachgewiesen werden.

Die basale Expression von A3F fiihrte in allen Viruspopulationen in den env und nef-
Genomregionen, mit Ausnahme der WT-Population im env-Bereich, zu erhdhten
Mutationsraten. Die induzierte A3F-Expression (A3F+) steigerte die Mutationsraten in env und
nef in den Vif-defizienten Viruspopulationen K22E und Del-Vif. Die Mehrheit der analysierten
Proben (23 von 32) zeigte unter dem Einfluss von APOBEC erhéhte Mutationsraten (Tab. 3.6).

Tabelle 3.6: Mutationsraten in env und nef in den Viruskulturen WT, K22E und Del-Vif im
APOBEC-Expressionssystem

Veranderung der Mutationsraten der WT, K22E und Del-Vif Viruspopulationen verglichen mit 6TR (kein APOBEC)
nach Kultivierung unter basaler (A3G) und induzierter (A3G+) A3G-Expression, ebenso wie unter basaler (A3F) und
induzierter (A3F+) A3F-Expression. Anstiege der Mutationsraten gegeniiber 6TR (positive Werte) wurden grau
unterlegt.

Region Virus A3G A3G+ A3F A3F+
NEF WT -0.39 -0.25 0.07 -0.06
NEF K22E 0.57 -0.20 0.00 0.03
NEF Del-Vif 0.11 -0.04 0.07 0.24
ENV WT 1.08 -0.13 -0.14 -0.25
ENV K22E 0.18 -0.10 0.01 0.02
ENV Del-Vif 0.14 0.98 0.21 0.26

3.2.4 Analyse des mutagenen Einflusses von APOBEC auf HIV-Vif-Varianten in
PBMC-Virus-Kulturen

3.241 Bestimmung des Anteils an HlV-infizierbaren CD4+/CCR5+-Zellen in priméaren
PBMC-Kulturen

Zur Bestatigung des mutagenen Einflusses der APOBEC-Proteine auf die V3-Region von HIV
wurden vergleichende Analysen in PBMC-Virus-Kulturen durchgefihrt. Von drei HIV-negativen
Donoren wurden dazu die PBMCs uber einen Ficoll-Gradienten isoliert und nach 3-tagiger
Stimulation durch PHA mit den Vif-Varianten Del-Vif, K22E, Y40H und dem Wildtyp infiziert.

Da die Anzahl infizierbarer CD4+/CCR5+-Zellen individuell verschieden ist, wurde der
prozentuale Anteil dieser Zellen in den stimulierten PBMC-Kulturen bestimmt. Dies sollte
gewahrleisten, dass mdgliche p24 Ag-Unterschiede nicht auf einer unterschiedlichen Anzahl
infizierbarer Zellen basieren. Als Negativkontrolle diente eine Isotyp-PE/APC-Farbung. Dabei
wurden die Zellen mit unspezifischen Antikérpern des gleichen Isotyps zur Detektion des
Hintergrundsignals gefarbt und zur Positionierung der Quadranten verwendet (Abb. 3.13 A). In

einer durchflusszytometrischen Analyse konnten durch eine Doppelfarbung gegen CD4- und
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CCR5-Molekule in den PBMC-Kulturen physiologische Anteile von CD4+/CCR5+-Zellen
zwischen 5 % und 12.5 % determiniert werden (Abb. 3.13 B) (Mack et al., 1999).
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Abbildung 3.13: Quantifizierung HIV-infizierbarer Zellen der PBMC-Kulturen anhand
HIV-relevanter Oberflachen-Rezeptoren

Mittels Antikérperfarbung gegen die Oberflachen-Molekiile CD4 und CCR5 wurden die Anteile an doppelt positiven
Zellen von drei stimulierten PBMC-Kulturen bestimmt (B). Als Kontrolle diente eine Isotyp-PE/APC-Farbung (A).

3.2.4.2 Untersuchung der antiviralen Effekte von A3G und A3F auf HIV-Vif-Varianten im
PBMC-System

Die Infektion der isolierten PBMCs mit den Vif-Varianten erfolgte analog zum induzierbaren
Expressionssystem. Um messbare p24 Ag-Mengen zu erhalten, musste aber eine 100-fach
héhere Infektionsdosis verwendet werden, da im Gegensatz zu den APOBEC-SupT1R5-
Kulturen nur ca. 10 % der Zellen HIV-infizierbar sind.

Zusatzlich wurden von den unstimulierten (nativen), PHA-stimulierten und den HIV-infizierten
PBMC-Kulturen funf Tage nach Infektion die A3G- und A3F-mRNA-Kopienzahlen bestimmt.
Diese lagen zwischen 6.000 und 16.000 fur A3F bzw. bei 40.000 und 200.000 mRNA-
Kopien/10* Kopien TBP fiir A3G (Abb. 3.14 A). Wie auch schon in anderen Publikationen
gezeigt (Stopak et al., 2003; Refsland et al., 2010), steigerte die Stimulation mit PHA die Menge
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an APOBEC-mRNA-Kopien in den PBMCs aller Donoren. Eine Infektion mit HIV reduzierte
dagegen die APOBEC-mRNA-Mengen (Abb. 3.14 A).

Nach Infektion mit den Vif-Varianten (WT, Y40H, K22E und Del-Vif) wurde die p24 Ag-Menge
der PBMC-Kulturen, der am Tag 5 und 10 nach Infektion entnommenen Ubersténde, bestimmt
(Abb. 3.14 B). Als Input- und Replikationskontrolle diente die p24 Ag-Menge der ersten
Infektion, die innerhalb einer Virus-Variante eine annahernd gleiche Infektionsdosis und
Replikation bestatigte. Die Uberstande der zweiten Infektion wiesen in allen PBMC-Kulturen, in
Abhangigkeit von der Vif-Defizienz des Virus, eine APOBEC-vermittelte Hemmung der
Replikation auf. Das Wildtyp-Virus produzierte die hdchsten p24 Ag-Mengen, gefolgt von den
Vif-Varianten Y40H und K22E. Die Del-Vif-Viren zeigten die starkste Inhibition und die
geringsten p24 Ag-Mengen.

Die APOBEC-mRNA-Menge der drei PBMC-Kulturen korrelierte reziprok mit den p24 Ag-Menge
der Virus-Kulturen (Abb. 3.14 A und B). Die PBMC-Kultur 1 mit den niedrigsten APOBEC-
Mengen produzierte trotz geringer Anzahl an CD4+/CCR5+-Zellen (5,06 %, Abb. 3.13) die
hochsten p24 Ag-Mengen. PBMC-Kultur 3 mit der hochsten Anzahl an HIV-infizierbaren Zellen
(CD4+/CCR5+-Zellen 12,5 %, Abb. 3.13) und héchster APOBEC-Expression lieferte hingegen
die geringsten p24 Ag-Mengen.

Somit liel sich in einem zweiten, unabhangigem Zellkultursystem zeigen, dass APOBEC die

Replikation Vif-defizienter HIV-Varianten hemmt.
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Abbildung 3.14: Der Einfluss von APOBEC auf verschiedene Vif-Virusvarianten in
primaren PBMC-Kulturen

A) APOBEC-mRNA-Mengen der isolierten PBMCs: unstimuliert, nach 3-tagiger Stimulation mit PHA und 5 Tage
nach HIV-Infektion (Mittelwert der 4 Viruskulturen).

B) p24 Ag-Mengen in den PBMC-Kulturen 1, 2 und 3 nach 1. Infektion und Uberinfektion (2. Infektion) der Vif-
Virusvarianten WT, Vif-Variante Y40H, K22E und Del-Vif. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von drei unabhangigen Experimenten.

3.2.4.3 Genomanalyse von in PBMC-Kulturen generierten Viruspopulationen

Da eine APOBEC-vermittelte Virusinhibition auch in PBMC-Virus-Kulturen zu beobachten war,
erfolgte aus den unter 3.2.4.2 generierten Uberstéanden der 2. Infektion eines reprasentativen
Assays, analog zum induzierbaren Expressionssystem (vgl. 3.2.3.2), eine NGS-Analyse der
Genombereiche env und nef. Dazu wurde die extrahierte RNA mittels One-Step-RT-PCR

amplifiziert, aufgereinigt und fir eine parallele NGS-Analyse aquimolar vermischt. Tabelle 3.7
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zeigt eine Ubersicht Uber die Qualitatscharakteristika der generierten Sequenzen. Pro
Genbereich wurden dabei ca. 15.000 Einzelsequenzen synthetisiert, von denen im Durchschnitt
14.000 die Qualitatsstandards zur weiteren Auswertung erfillten. Die PCR-Amplifikate

enthielten durchschnittlich 280 unterschiedliche Varianten.

Tabelle 3.7: Qualitative und quantitative Analyse der mittels NGS generierten env-

Sequenzen verschiedener PBMC-Virus-Kulturen

Ubersicht iiber die mittels NGS generierte Anzahl von env-Varianten, Einzelsequenzen (Reads) und den
Qualitatsstandards entsprechenden env-Sequenzen (Qualitative Reads), die fir die Vorhersage des Tropismus
verwendet wurden. Pro Virusvariante (WT, Y40H, K22E, Del-Vif) wurden die Inputpopulation und die
Viruspopulationen nach Kultivierung in den 3 PBMC-Kulturen 1, 2 und 3 analysiert.

Name Varianten Reads Qualitative Reads
Input 308 15093 13989
— | PBMCs 1 307 15637 14838
= [PBMCs 2 285 14907 14243
PBMCs 3 287 15849 15230
Input 384 30012 29228
S | PBMCs 1 224 10494 10089
X [PBMCs 2 234 10636 10160
PBMCs 3 243 11572 11025
Input 264 16568 16245
Y PBMCs 1 235 10293 9898
¢ |PBMCs 2 314 17149 16385
PBMCs 3 287 15780 15029
| Input 261 12961 12110
> | PBMCs 1 245 11043 10713
g PBMCs 2 324 19848 18951
PBMCs 3 223 9394 9162
Mittelwert 277 14827 14206

In der NGS-Analyse der PBMC-Virus-Kulturen wurden 821 bp umfassende env- und 616 bp
umfassende nef-Sequenzen generiert. Insgesamt wurden in dieser Analyse 209 APOBEC-
Erkennungsmotive untersucht (Tab. 3.8). Der env-Bereich enthielt 105 APOBEC-Motive (59
A3F und 46 A3G), die analysierte nef-Region beinhaltete 104 APOBEC-Motive (56 A3F und 48
A3G). Somit wurden insgesamt die Effekte auf 115 A3F- und 94 A3G-Motive analysiert (Tab.
3.8).
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Tabelle 3.8: Anzahl der A3F- und A3G-Erkennungsmotive in den untersuchten
Genbereichen env und nef der PBMC-Virus-Kulturen

APOBEC Motive
A3F (GA) A3G (GG) Gesamt
env-Region 59 46 105
nef-Region 56 48 104
115 94 209

Analog zum induzierbaren System (vgl. 3.2.3.2) wurde der Tropismus aller Einzelsequenzen mit
Hilfe des geno2phenOcoreceptor-TOOIS flir NGS-Daten bei einem Cutoff der FPR von 10 %
vorhergesagt und darauf basierend der prozentuale Anstieg von CXCRA4-tropen Varianten
errechnet (Abb. 3.15).
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O
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[ |

0.00 — —
-0.25

% Anstieg der X4-Varianten

WT Y40H K22E Del-Vif
Viren

Abbildung 3.15: Anstieg CXCR4-troper Varianten in PBMC-Virus-Kulturen
Prozentualer Anstieg von CXCR4-tropen Viren in PBMC-Virus-Kulturen 10 Tage nach Infektion mit den
Virusvarianten WT, Y40H, K22E und Del-Vif im Vergleich zum Inputvirus.

Ein Vergleich der prozentualen Anteile von X4-Varianten in den WT- und Y40H-Populationen
mit keiner bzw. leichter Vif-Defizienz (Abb. 3.3) zeigte nur geringe Unterschiede zwischen den
PBMC-Kulturen auf (Abb. 3.15; WT 0,26 % bis 0,35 %; Y40H -0,08 % bis 0,14 %). In den
Viruspopulationen der K22E-Variante, die durch eine ausgepragte Vif-Defizienz gekennzeichnet
ist, konnte in der PBMC-Kultur 3 mit den héchsten APOBEC-Konzentrationen ein Anstieg auf

0,8 % der X4-Varianten verzeichnet werden (Abb. 3.15). Einen noch deutlicheren Anstieg von
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X4-Varianten zeigten die Del-Vif-Populationen (vollstandige Vif-Defizienz) in allen drei PBMC-
Kulturen. PBMC-Kultur 1 mit der niedrigsten endogenen APOBEC-Menge zeigte mit 1,4 % den
grofliten Anstieg an X4-Varianten in den analysierten Viruspopulationen (Abb. 3.15).

Somit konnte auch in PBMC-Virus-Kulturen gezeigt werden, dass sich mit zunehmender Vif-
Defizienz und dem damit einhergehenden Anstieg der APOBEC-Aktivitat der Anteil an X4-

Varianten im Vergleich zur WT-Population erhdht.

3.2.4.4 Analyse der APOBEC-induzierten Sequenzmutationen in den PBMC-Virus-

Kulturen

Die Analyse der APOBEC-induzierten Sequenzmutationen der V3-Region zeigte in den WT-
Populationen (Abb. 3.16 A) an den meisten Positionen eine Reduktion des G/A Verhaltnisses in
allen 3 PBMC-Kulturen. Dieses Phanomen deutet stark auf eine Selektion der Viruspopulation
hin, welche durch den Wechsel der HIV-Zielzellen von SupT1R5-Zellen (Inputpopulation) auf
PBMCs bedingt ist. Die Y40H-Populationen aller drei PBMC-Kulturen (Abb. 3.16 B), die eine
geringe Vif-Defizienz aufweisen, zeigen die starksten G-zu-A Mutationen in den A3G-
Erkennungsmotiven an Aminosaure 15 und 17 (durchschnittlich 0,31 % bzw. 0,49 %) und in
einem A3F-Erkennungsmotiv an Aminosdure 29 (durchschnittlich 0,5 %). In der K22E-
Population (Abb. 3.16 C) der PBMC-Kultur 1 und 3 sind ebenfalls die A3G-Erkennungsmotive
an Aminosaure 15 und 17 am starksten mutiert (durchschnittlich 0,5 % bzw. 0,65 %). PBMC-
Virus-Kultur 2 zeigte kaum G-zu-A Mutationen. In den Del-Vif-Populationen (Abb. 3.16 D), die
im Vergleich zu den anderen Populationen die meisten G-zu-A Mutationen aufwiesen, waren
die Austausche vorwiegend an den A3F-Erkennungsmotiven der Aminosauren 2, 9 und 25
lokalisiert. PBMC-Virus-Kultur 1 zeigte ebenfalls Mutationen an A3G-Motiven an den
Aminosauren 9, 15 und 17, PBMC-Virus-Kultur 2 hingegen nur an Aminosaure 15.

Somit zeigten sich G-zu-A Mutationen in  der Y40H-PBMC-Kultur 3 an den
Aminosaurepositionen 15, 17 und 29 und in allen Del-Vif-Populationen an den Positionen 2, 9,
15, 17 und 25. Trotz der geringen Haufigkeit der G-zu-A Mutationen kénnten diese fir den
Anstieg von X4-Varianten nach Kultivierung auf den PBMC-Kulturen verantwortlich sein (vgl.
Abb. 3.15).
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Abbildung 3.16: Analyse der G-zu-A Mutationen der V3-Region in den verschiedenen
Viruspopulationen der PBMC-Virus-Kulturen

Prozentuale G-zu-A Mutationen an APOBEC-Erkennungsmotiven innerhalb der V3-Region. Die G-zu-A
Mutationshaufigkeit der Vif-defizienten Viruspopulationen des WT-Virus (A), der Vif-Variante Y40H (B), der Vif-
Variante K22E (C) und der Del-Vif-Variante (D) wurde nach Viruskultivierung auf den PBMC-Kulturen 1, 2 und
3 anhand der NGS-Sequenzen mit der der Inputpopulation abgeglichen.
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3.2.4.5 Mutationsraten von A3G und A3F in den PBMC-Virus-Kulturen

Aufgrund der Koexistenz von A3G und A3F in den PBMC-Kulturen wurden die ermittelten G-zu-
A Mutationsfrequenzen der NGS-Daten zur Kalkulation der Mutationsraten (% G-zu-A
Mutation/Position) verwendet. Dazu wurden die prozentualen Anteile aller G-zu-A Mutationen
summiert und durch die Anzahl der Motive des jeweiligen Genbereichs dividiert. Dies
ermdglichte einen Vergleich der Mutationsraten nach Motiv (A3G und A3F) und nach HIV-
Region (env und nef) (Tab. 3.9 A).

Der Vif-kompetente Wildtyp zeigte unabhangig von Motiv und Region die niedrigsten (grtin) und
die Vif-Deletionsvariante Del-Vif die groRten (rot) Mutationsraten (Tab. 3.9 A). Alle Vif-
defizienten Viren Y40H, K22E und Del-Vif wiesen im Vergleich zum Inputvirus héhere
Mutationsraten unabhangig von Motiv und Region auf. Mit Ausnahme der Mutationsrate der
Y40H Variante in der env-Genregion waren alle Anstiege der gemittelten Mutationsraten
signifikant (Tab. 3.9, zweiseitiger T-Test fur ungepaarte Stichproben).

Vergleicht man die Mutationsraten nach Motiv (A3G und A3F) und Region (env und nef),
unabhangig von der Vif-Defizienz der Viren, so wiesen die A3G-Motive und die nef-Region
héhere Mutationsraten auf (Tab. 3.9 B). Assoziiert man das Motiv mit der Region, zeigen sich in
den A3G-Motiven der env- und nef-Region héhere Mutationsraten als in den A3F-Motiven.
Somit werden die Mutationsraten mafgeblich durch die Aktivitdt der APOBEC-Proteine,
weniger durch die HIV-Region bestimmt.

Aufgrund der unterschiedlichen endogenen APOBEC-mRNA-Konzentrationen in den PBMC-
Kulturen (vgl. Abb. 3.14 und Tab. 3.9 C) erfolgte ein Vergleich der Mutationsraten nach Motiv
und Region unter Berlcksichtigung der APOBEC-Level (Tab. 3.9 C). Im Vergleich der drei
PBMC-Kulturen zeigten sich die héchsten Mutationsraten tUberwiegend in der PBMC-Virus-
Kultur 1, in welcher geringe APOBEC-mRNA-Mengen gemessen wurden (Abb. 3.14). Die
niedrigsten Mutationsraten wurden in der PBMC-Virus-Kultur 2 mit intermedidren APOBEC-
mRNA-Mengen beobachtet.

Der Vergleich der Mutationsraten in den PBMC-Kulturen in Abhangigkeit von der Vif-Defizienz
der Virusvarianten zeigt, dass die Auspragung der Mutationsrate durch die Wechselwirkung
zwischen APOBEC-Menge und Vif-Aktivitat bestimmt wird und bei optimaler APOBEC-AKktivitat
mutationssteigernd wirkt. Unabhangig von Motiv und Region entstanden die hochsten
Mutationsraten des Wildtyp-Virus (Vif-kompetent) und der gering defizienten Vif-Variante Y40H
unter den erhdhten APOBEC-Mengen der PBMC-Kultur 3. Die hdchsten Mutationsraten der
starker Vif-defizienten Variante K22E und der Deletionsvariante Del-Vif entstanden im
Gegensatz dazu unter den geringen APOBEC-Mengen der PBMC-Kultur 1.

Somit lasst sich in den PBMC-Virus-Kulturen Uber die Vif-APOBEC-Interaktion eine optimale
APOBEC-Menge bestimmen, bei der die APOBEC-Aktivitat nicht durch Hypermutation in einer
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Blockade der HIV-Replikation fuhrt, sondern unter steter Replikation die Mutationsrate steigert.
Aufgrund der APOBEC-mRNA-Mengen, die funf Tage nach HIV-Infektion in den oben
genannten PBMC-Virus-Kulturen gemessen wurden (Abb. 3.14 A), liegt diese zwischen 34.000
und 82.000 mRNA-Kopien fir A3G bzw. zwischen 7.000 und 12.000 mRNA-Kopien fir A3F in
dieser PBMC-Virus-Analyse.
Insgesamt erzeugten die geringen APOBEC-Mengen der PBMC-Virus-Kultur 1 die gréf3ten und

die intermedidaren APOBEC-Mengen der PBMC-Virus-Kultur 2 die geringsten Mutationsraten.

Gegenuber der Mutationsrate des Input-Virus waren all diese Steigerungen der Mutationsraten

signifikant.

Tabelle 3.9: Mutationsraten der PBMC-Virus-Kulturen analysiert nach Motiv, Region

und Virus

A) Vergleich der Mutationsraten nach Motiv, Region und Vif-Defizienz der Viren (vertikale Richtung). Die
Mutationsraten wurden Werte-abhangig markiert: dunkelgriin (kleinster Wert) < hellgriin < gelb < orange < rot
(grolter Wert).
B) Vif-Defizienz-unabhangiger Vergleich der Mutationsraten nach Motiv und Region
C) Vergleich der Mutationsraten zwischen Input und den 3 PBMC-Virus-Kulturen (horizontale Richtung)
a) p-Wert wurde zwischen der jeweiligen PBMC-Virus-Kultur und dem Input berechnet.
b) p-Wert bezieht sich auf den Mittelwert der Mutationsraten aller 3 PBMC-Virus-Kulturen gegentber dem Input

oder WT.

c) p-Wert zwischen den jeweiligen Regionen oder Motiven

Mittelwert
% (p-Wert)”

0.34 (0.0001)

(0.4303)

0.34 (0.0005)

0.57 (0.0029)

(0.0164)

(0.0000)

0.70 (0.0001)

(0.0976)

(0.0000)

(0.0262)

(0.0000)

0.51 (0.0000)

(0.0459)

(0.0001)

0.61 (0.0007)

(0.0002)

(0.0000)

(0.0000)

A PBMC-Virus-Kulturen
. . ) Input PBMC-Virus- | PBMC-Virus- | PBMC-Virus-
Motiv | Region| Virus % Kultur 1 Kultur 2 Kultur 3
% (p-Wert)® % (p-Wert)* % (p-Wert)®
A3F WT 0.35 0.35 (0.9464)
A3F Y40H 0.24 0.36 (0.0002) 0.31 (0.0139) 0.35 (0.0000)
A3F K22E 0.25 0.38 (0.0000) 0.32 (0.0092)
A3F Del-Vif 0.32
A3G WT 0.45
A3G Y40H 0.44 0.49 (0.0975) 0.57 (0.0107) 0.64 (0.0008)
A3G K22E 0.33 0.69 (0.0000)
A3G Del-Vif 0.44 0.68 (0.0081)
ENV_[WT 0.36
ENV_[Y40H 0.35 (0:3292) (0.0343)
ENV |K22E 0.25 (0.0000) (0.0001)
ENV |Del-Vif 0.30
NEF |WT 0.43
NEF |Y40H 0.31 0.47 (0.0000) 0.50 (0.0001)
NEF [K22E 0.33 0.59 (0.0000) 0.55 (0.0087)
NEF |Del-Vif 0.45 0.62 (0.0384) 0.55 (0.0812)
WT 0.39
Y40H 0.33 (0.0055) 0.43 (0.0076) (0.0001)
K22E 0.29 (0.0000) (0.0000)
Del-Vif 0.37

(0.0000)

(0.0000)
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A3F | ENV 0.27
A3F | NEF 0.31 0.46 (0.0000) 0.38 (0.0107) 0.39 (0.0021) 0.41 (0.0000) | (0.0004)°
ENV 0.37 0.54 (0.0000) 0.44 (0.0387) 0.53 (0.0001) 0.50 (0.0000) | ENV/NEF
NEF 0.46
A3F 0.29
0.41
ENV 0.31
NEF 0.38
PBMC-Virus-Kulturen
Inout PBMC-Virus- PBMC-Virus- PBMC-Virus-
Motiv|Region| Virus !; Kultur 1 Kultur 2 Kultur 3
° % (p-Wert)® % (p-Wert)® % (p-Wert)®
A3F [ ENV 0.27 0.33  (0.0017)
A3F | NEF 0.31 0.39 (0.0021)
ENV 0.37 0.53 (0.0001)
NEF 0.46 0.66 (0.0004)
A3F 0.29 0.36  (0.0000)
0.41 0.60 (0.0000)
ENV 031
NEF 0.38
WT 039
Y40H 0.33
K22E 0.29
Del-Vif 0.37
[gesamt] 034
mMRNA- A3G - 50.000 130.000 160.000
Kopien A3F - 6.500 11.000 90.000
Menge kein gering intermediar erhoht
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4 Diskussion

Die Infektion mit HIV ist bis zum heutigen Tage nicht heilbar, eine antiretrovirale
Kombinationstherapie kann jedoch eine langfristige Reduktion der HI-Viruslast bewirken und die
dauerhafte Immunaktivierung bis zur voélligen Zerstérung des Immunsystems verhindern
(Lampe et al., 2003; Hearps et al., 2011). Nur 2-5 % der HIV-Infizierten, als Long-Term-Non-
Progressors (LTNP) bezeichnet, kdnnen die HIV-Infektion ohne antiretrovirale Therapie
kontrollieren (Levy, 2009; Poropatich et al., 2011). Die Erforschung der erfolgreichen
Immunkontrolle ist somit ein wichtiger Schritt zur Entwicklung effektiver Vakzine und neuer
wirksamer Substanzen oder Immuntherapien. Dabei spielt vor allem das Verstandnis von
Wechselwirkungen zwischen HIV und den verschiedenen Wirtszell-Faktoren, wie HLA oder
Komponenten des angeborenen Immunsystems, eine wichtige Rolle. In dieser Arbeit werden
insbesondere die antiviralen Faktoren A3G und A3F, die als Bestandteil des angeborenen
Immunsystems retrovirale Infektionen inhibieren, in ihrer méglichen Wirkung auf den Tropismus
von HIV untersucht. Dabei wird nicht nur die Wirkung von APOBEC, sondern auch die des
Antagonisten Vif analysiert, und die Auswirkungen der APOBEC-Vif-Wechselwirkung auf HIV in

unterschiedlichen Zellkultursystemen gepruft.

Statistische Analyse von V3-Sequenzen mit definiertem Tropismus

Die Tripletts GGN und GAN der neutral oder negativ geladenen Aminosauren Asp, Glu und Gly
werden durch eine G-zu-A Mutation in die Tripletts AGR und AAR Uberflihrt. Diese kodieren flr
die positiv geladenen Aminosauren Arg und Lys, die verstarkt in CXCR4-tropen Viren detektiert
werden kdnnen. Im Gegensatz dazu findet man in CCR5-tropen Viren haufiger neutrale oder
negativ geladene Aminosauren. A3G und A3F kénnen diese G-zu-A Mutationen bewirken und
somit einen Switch von CCR5- zu CXCR4-tropen Viren begiinstigen. Die sogenannte 11/24/25-
Regel (Cardozo et al., 2007), die den Korezeptorgebrauch von HIV-1 aufgrund der Ladung der
Aminosauren an den Positionen 11 und 24/25 vorhersagt, beinhaltet diesen Wechsel von
negativ geladenen zu positiv geladenen Aminosauren. Begrindet liegt diese Regel
wahrscheinlich im unterschiedlichen elektrostatischen Potential der V3-Bindungstellen des
positiv-geladenen CCR5-Rezeptors bzw. des negativeren CXCR4-Rezeptors (Kalinina et al.,
2013).

Ubereinstimmend mit der 11/24/25-Regel bestétigte die statistische Analyse der cross-
sektionalen Datensatze HIV-GRADE und Los Alamos die Aussagekraft der Korezeptor-
relevanten Positionen 11, 22, 24 und 25 (Delobel et al., 2007; Raymond et al., 2008), da an
diesen bezulglich Triplettkodierung und Aminosaurecharakteristika die starksten Unterschiede

zwischen CCR5- und CXCR4-tropen Viren gefunden werden konnten.
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Das in beiden Datensatzen haufigste Triplett an Position 24, GGA, enthalt ein Zielmotiv fur A3G
und A3F, wurde aber bisher nicht als A3G/A3F-Hotspot beschrieben. Flr Position 25 sind A3G-
assoziierte G-zu-A Mutationen beschrieben worden (Wood et al., 2009). Da diese beiden
Aminosauren innerhalb bekannter CTL-Epitope (SVG Epitope Maps,
http://www.hiv.lanl.gov/contentimmunology/maps/maps.html)  liegen,  konnten diese  Tropismus-relevanten
Mutationen gleichzeitig auch bei der Umgehung der Immunantwort eine Rolle spielen.

Im Gegensatz zur 11/24/25-Regel bertcksichtigen bioinformatische Interpretationssysteme die
gesamte V3-Region und konnen die Relevanz anderer Aminosaurepositionen erkennen.
Position 22 wurde als eine mit dem Tropismus von HIV-1 assoziierte Position beschrieben
(Dybowski et al., 2010; Pramanik et al., 2011). Die G-zu-A Substitution erfolgt an dieser Position
nicht im bekannten GG- oder GA-Kontext, sondern im minimal APOBEC3G/F-assoziierten GC-
Dinukleotid (Knoepfel et al., 2008; Kim et al., 2014).

Eine G-zu-A Mutation in dem an Position 11 haufig vorkommenden Triplett AGT (Ser) fuhrt zum
Triplett AAT (Asn), das aber in dieser Analyse an Position 11 nicht detektiert wurde. Die
beobachtete Nukleotidsubstitution von AGT (Ser) zu AGG oder AGA (Arg) zwischen den R5-
und X4-Sequenzen an Position 11 folgt somit anderen, nicht durch APOBEC induzierten
Mutationsmechanismen.

Entsprechend unserer Hypothese enthielten die R5-Sequenzen an Aminosdure 24 und 25
verstarkt Tripletts mit APOBEC-Motiven, die in den analysierten X4-Sequenzen haufig mutiert
sind und einen Wechsel von negativ zu positiv geladenen Aminosauren bewirken. Dieses
Phanomen wiederholt sich in der Analyse der Haufigkeiten der Tripletts GAN, GGN, AGR und
AAR in der gesamten V3-Region und spricht somit fir die Hypothese einer Beteiligung von
APOBEC an der Bildung von X4-Viren.

Die Korrelationsanalyse der allgemeinen Nukleotid-Substitutionshaufigkeit bestatigte
Ubereinstimmend mit anderen Publikationen im Kontext Vif-abhangiger APOBEC-Aktivitat die
G/A-Substitution als haufigste Nukleotid-Substitution (Knoepfel et al., 2008; Kim et al., 2014).
Allerdings zeigen Experimente im zellfreien System (Boyer et al., 2007) und in permissiven
Zellen auch ohne die Anwesenheit von APOBEC (O'Neil et al., 2002) eine zweimal haufigere G-
zu-A als C-zu-T Substitution (Podlutsky et al., 1998; Gout et al., 2013). Als Ursache vermutet
man das ungleiche Vorliegen von dTTP und dCTP wahrend der Reversen Transkription in
diesen Systemen, deren Verhaltnis (dTTP/dCTP) zwischen 2 und 10 variieren (Mathews et al.,
1992; Martinez et al., 1995; Vartanian et al., 1997). Aufgrund der Tatsache, dass R5- und X4-
Viren diesem Effekt gleichermallen ausgesetzt sind, wurde diese Mdglichkeit als Ursache fir
die G/A Dominanz in unserer Korrelationsanalyse ausgeschlossen.

Die Analyse der longitudinalen Daten bot den Vorteil, Tropismus-assoziierte G-zu-A
Mutationswege anhand von Probenserien oder -paaren aus jeweils einem Patienten direkt

nachzuweisen und dartber die mdgliche Evolution zu X4-Varianten zu verfolgen. Einige der in
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dieser Arbeit beobachteten G-zu-A Mutationen (G11S, G24E, G24R, D24R, G24N, G25K,
E25K, D25K) spiegeln die Ergebnisse der Evolutionsstudien von CXCR4- aus CCRS-tropen
Populationen (R11K, G24E, G24R, E25K und D25K) wider (Bunnik et al., 2011; Poon et al.,
2012). Ein Korezeptorswitch wird dabei als schrittweiser mutationsanhaufender Prozess
(pathway) beschrieben, der durch das gleichzeitige Vorliegen mehrerer Virusvarianten
gekennzeichnet ist. Dies ist in der Sequenzanalyse der longitudinalen Daten mittels Sanger-
Sequenzierung durch Ambiguitdten an mehreren Nukleotidpositionen erkennbar. Uber
hochauflésende Sequenzierverfahren wurde das Zeitintervall, das X4-Viren brauchen, um sich
von der ersten relevanten X4-Variante bis zu einer Population von etwa 20 % durchzusetzen,
auf ca. 10 Monate bestimmt (Poon et al.,, 2012). Erst diese 20 % sind aufgrund der
Sensitivitdtsgrenze der Sanger-Sequenzierung als Ambiguitaten ersichtlich und zeigen eine
mixed-trope Viruspopulation an.

Die statistische Analyse bestarkte somit die Hypothese, dass APOBEC3G/F, durch ihre
Fahigkeiten G-zu-A Mutationen zu generieren, an der Entstehung CXCRA4-troper Varianten
beteiligt sind. Die Analyse der cross-sektionalen und longitudinalen Daten war Motivation, die

Effekte von A3F und A3G in kontrollierten Zellkultursystemen detailliert zu untersuchen.

Experimentelle Analyse

Das aus unseren statistischen Sequenzanalysen hervorgehende Modell postulierte eine
Aktivitat von APOBEC3G/F als Trigger fir den Korezeptorswitch (Heger et al., 2012). Eine
Uberexpression von APOBEC3G/F kann zu letaler Hypermutation der proviralen DNA fiihren
und somit zur Blockade der HIV-Replikation (Goila-Gaur et al., 2008). Um aber die Entstehung
CXCRA4-troper Varianten nicht proviral, sondern in einem replizierenden System nachzuweisen,
wurde der mutagene Effekt, der sich durch eine geringe APOBEC-Expression ergibt,
untersucht. Dazu wurden zwei Zellkultursysteme genutzt, ein induzierbares System (TetOn) und
PBMC-Virus-Kulturen, die unterschiedliche APOBEC-Level exprimieren.

Um A3G- bzw. A3F-Vif-Effekte getrennt analysieren zu kénnen, wurde sowohl ein A3G- als
auch ein A3F-induzierbares Genexpressionssystem (TetOn) stabil in SupT1R5-Zellen
transfiziert. Dieses TetOn-Genexpressionssystem verfligt nach Herstellerangaben Uber niedrige
Basalexpressionsmengen und hohe Tet-induzierte Expressionsraten. Da APOBEC abhangig
von der intrazellularen Expressionsmenge in die Viren verpackt wird (Goila-Gaur et al., 2008),
bot das verwendete TetOn-System die Méglichkeit die APOBEC-Expression im entscheidenden
niedrigen Konzentrationsbereich zu regulieren. Im Gegensatz zum TetOff-System, bei dem das
Einwirken von Tetrazyklin zur Transkriptionsrepression fihrt, werden im TetOn-System durch
die prazise Tetrazyklin-gesteuerte Aktivierung langere Inkubationszeiten vermieden. Durch die
Generierung von Tet-induzierbaren, APOBEC-exprimierenden und HIV-infizierbaren Zelllinien
konnte der Einfluss kontrollierter APOBEC-AKktivitat (A3F/A3G) durch die Kultivierung diverser
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Vif-Varianten in diesen Zellkulturen analysiert werden.

Das PBMC-Virus-System hat im Gegensatz zum induzierbaren TetOn-System hinsichtlich der
APOBEC-Expressionsmengen und Replikationseigenschaften von HIV einen engeren in vivo
Bezug. Viele Studien zur APOBEC-AKktivitat und Mutationshaufigkeit erfolgten hauptsachlich in
T-Zelllinien, teilweise mit exogenem A3G/A3F (Harris et al., 2003; Lecossier et al., 2003;
Mangeat et al., 2003; Mariani et al., 2003; Zhang et al., 2003; Wiegand et al., 2004). Dabei zeigt
exogenes APOBEC, das durch die Transfektion von A3G/A3F in epithelialen Zellen erzeugt
wird, eine hdhere Aktivitdt als endogenes APOBEC aus primaren Zellen oder T-Zelllinien
(Thielen et al., 2007). Auch gut etablierte HIV-infizierbare T-Zelllinien wie H9 oder CEM sind fur
unsere Untersuchungen ungeeignet, da sie nur Infektionen mit CXCR4-tropen, nicht aber mit
CCRS5-tropen Viren erlauben.

In anderen Studien wurde bereits gezeigt, dass die in dieser Arbeit verwendeten Vif-Varianten
(K22E, Y40H und E45G) unterschiedliche neutralisierende Effekte auf die APOBEC-Aktivitat
und somit indirekt auf die Mutationsfrequenz von HIV haben (Simon et al., 2005; Knoepfel et al.,
2008; Mulder et al., 2008). Wahrend die K22E- und E45G-Varianten im Zeitraum der akuten
Infektion isoliert wurden, stammte die Y40H-Variante aus einem Non-Progressor, der mehr als
20 Jahre lang keine Krankheitssymptome aufwies (Simon et al., 2003; Simon et al., 2005). Eine
Datenbank-Analyse der AS 22 des Vif-Gens der Subtyp B-Population zeigte eine Vielzahl von
Polymorphismen an dieser Position auf. Neben Lysin (K) (81,4 %) und Arginin (N) (13,6 %)
konnten auch Histidin (H) (2,8 %) sowie weitere AS detektiert werden (2,2 %) (Yebra et al.,
2011). Fir die beiden Vif-Varianten K22H und K22E wurde eine partielle Vif-Defizienz
beschrieben, die mit einer gesteigerten APOBEC-Aktivitat assoziiert ist (Simon et al., 2005;
Dang et al., 2009).

Die basalen A3G/A3F-Expressionsmengen der stabil transfizierten SupT1R5-Zellen zeigten
relativ hohe APOBEC-Konzentrationen. Eine Vergleichsstudie verschiedener induzierbarer
Expressionssysteme identifizierte das TetOn-System als ein System mit relativ hohen basalen
Expressionsmengen (Meyer-Ficca et al., 2004). Durch Induktion stiegen die APOBEC-Mengen
um den Faktor 4.8 und zeigten damit vergleichbare Induktionsraten zum transient transfizierten
TetOn-System (3.7-fache Induktionsrate) (Meyer-Ficca et al., 2004). Die basalen
Expressionsmengen beruhen zum Teil auf mit Tetrazyklin verunreinigtem FBS (Fetal Bovine
Serum), welches 10%ig dem Kulturmedium zugesetzt wird. Auf die Verwendung von speziellem
Tetrazyklin-freien FBS (Tet System Approved FBS der Firma Clontech) wurde verzichtet, da
sich in anderen Studien zwar eine 1.4-fache Reduktion der basalen Expression verzeichnen
lie, die aber auch zu einer 1.5-fachen Reduktion des induzierten Expressionslevels flihrte
(Meyer-Ficca et al., 2004).

Die Induktion mit Dox flihrte zu APOBEC-Expressionsraten, die im Vergleich zu endogenen
APOBEC-Mengen der naiven und stimulierten PBMC-Kulturen fiir A3G 2 bis 3.5-fach reduziert
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und fir A3F bis 2-fach erhdht waren. Aufgrund der Annahme, dass geringe APOBEC-
Aktivitaten die Evolution CXCR4-troper Varianten férdern, sollten gerade die reduzierten
Expressionsmengen in Interaktion mit den Vif-defizienten HIV-Varianten dazu dienen, die
Auswirkungen auf die Evolution von HIV zu analysieren. Verschiedene andere Arbeitsgruppen
zeigten bereits, dass hohe Mengen von A3G, aufgrund seines GG-Erkennungsmotives im TGG
(Trp) Triplett, haufiger Stoppmutationen generieren als die von A3F. Zusatzlich manifestiert sich
die héhere antivirale Aktivitat von A3G bei Vif-Defizienz eher in einer kompletten Blockade der
HIV-Replikation als in einer Steigerung der Diversitat durch erhdhte Mutationsraten (Knoepfel et
al., 2008; Browne et al., 2009; Armitage et al., 2012). Im Gegensatz dazu induzieren selbst 4-
fach héhere Mengen von A3F nur ein Viertel der durch A3G-induzierten G-zu-A Mutationen und
vermitteln eine geringere Restriktion von HIV (Mbisa et al., 2010). Nachfolgende Experimente
unter basalen Expressionsmengen von A3G und A3F bestatigten die Replikationsfahigkeit der
CXCR5-tropen Vif-defizienten Viren K22E und Del-Vif in den stabil transfizierten APOBEC-
exprimierenden SupT1R5-Zellen.

Wahrend die A3G-Proteinexpression in den induzierbaren A3G-SupT1R5-Zellen im Western
Blot bestatigt werden konnte, war die Western Blot-Analyse der AS3F-Expression nicht
erfolgreich. Weder in PBMC-Extrakten noch in pcDNA3.1/APOBEC3F-transfizierten 293T-
Zellen konnte mittels Western Blot-Analyse A3F spezifisch nachgewiesen werden, sodass die
Ursache vermutlich auf den A3F-Antikorper zurtickzufiihren ist. Eine Detektion anhand des im
pcDNA4.1-Vektor enthaltenen c-myc-Peptids konnte, aufgrund einer Leserasterverschiebung
durch die Insertion des cDNA-Fragments, nicht erfolgen. Dennoch wurden in den A3F-
SupT1R5-Zellen APOBEC-spezifische Effekte beobachtet.

Refsland et al. zeigten bereits, dass ansteigende APOBEC3G/F-mRNA-Mengen mit
ansteigenden Proteinmengen dieser APOBEC-Proteine assoziiert sind (Refsland et al., 2010).
Allerdings kénnen auch Proteinexpressionsmengen in Western Blot-Analysen aufgrund
unbekannter Epitop-Affinitadten nicht direkt miteinander verglichen werden (Chaipan et al.,
2013). Die Menge an nachweisbarem Protein lasst zudem kaum Rickschlisse auf den
Aktivitatszustand (Steady-State) der APOBEC-Proteine innerhalb der Zelle zu, der durch das
Zusammenspiel verschiedener Faktoren wie z.B. effektive Virus-Inkorporation, Cytidin-
Deaminase-Aktivitdt und Cytidin-Deaminase-unabhangige antivirale Aktivitat beeinflusst wird
(Chaipan et al., 2013). Der Aktivitdtszustand in der Zelle &duflert sich in einer variablen
Permissivitat der Zellen. So untersuchten Han et al. (2008) eine semipermissive Zelllinie, die
zwar hohe Mengen APOBEC exprimiert, jedoch Vif-defiziente Viren in ihrer Replikation nicht
inhibiert. Eine Behandlung dieser Zellen mit RNase A rekrutierte APOBEC aus den
hochmolekularen (HMM, high molecular mass) antiviral-inaktiven Ribonukleoprotein-Komplexen
in die aktiven LMM-Komplexe (LMM, low molecular mass). Vif-defiziente Varianten wurden
jedoch nur partiell inhibiert (Han et al., 2008).

85



Diskussion

Die Bestimmung der endogenen APOBEC-mRNA-Konzentrationen der primaren PBMC-
Kulturen zeigte Ubereinstimmend mit anderen Publikationen vergleichbare, jedoch individuell
unterschiedliche A3G- und A3F-Mengen (Stopak et al., 2003; Refsland et al., 2010). Die
Bestimmung der CD4/CCRS5-doppeltpositiven Zellen identifizierte vergleichbare Anteile HIV-
infizierbarer Zellen in den primaren PBMC-Kulturen in Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten
(Mack et al., 1999). Durch die unterschiedlichen APOBEC-Mengen waren sie sehr gut als
primare Zellkultur-Systeme zur Untersuchung des mutagenen Einflusses von APOBEC
einsetzbar.

Fanf Tage nach HIV-Infektion konnte in den PBMC-Kulturen mit WT-Virus genauso wie in den
Del-Vif-Kulturen eine Reduktion der A3G/A3F-Mengen beobachtet werden. Da diese Reduktion
sowohl nach Infektion mit dem Vif-kompetenten Wildtyp als auch bei den Vif-defizienten
Varianten auftrat, ist eine Vif-Beteiligung ausgeschlossen. Aufgrund der hdéheren A3G-
Expressionen in HIV-negativen Individuen im Vergleich zu HIV-Infizierten wird vermutet, dass
die HIV-Infektion die A3G-Transkription herunterreguliert (Cho et al., 2006; Reddy et al., 2010).
Allerdings fand man in chronisch infizierten, nicht-therapierten HIV-Patienten héhere Mengen
von A3G im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen und Patienten unter antiretroviraler
Therapie (Vazquez-Perez et al., 2009; Mous et al., 2012).

Der Mechanismus, der diese Reduktion von A3G/A3F nach Infektion bewirkt, ist zwar noch
nicht entschlisselt, allerdings interagiert HIV mit einer Vielzahl von zellularen Proteinen und
Faktoren, welche die APOBEC-Expression modulieren konnten. In der HIV-1 Human Interaction
Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) sind derzeit ca. 12.800 HIV-1 Protein-Interaktionen mit
3180 humanen Proteinen und 1.300 Interaktionen mit 1.250 Genen wahrend der Replikation
dokumentiert. Allein die Bindung von gp120 an die Chemokinrezeptoren CCR5 bzw. CXCR4
zeigte eine transkriptionelle Anderung von 699 Genen, zusatzlich zu 587 spezifisch CCR5-
assoziierten Modulationen (Cicala et al., 2006), welche diese Reduktion der A3G/A3F-Menge in
infizierten Zellen bewirken kdnnten.

Die Infektion der induzierbaren APOBEC-exprimierenden Zellen mit den verschiedenen Vif-
defizienten HIV-Varianten Del-Vif, K22E, Y40H, E45G und dem Wildtyp-Virus zeigte APOBEC-
abhangige Inhibitions-Charakteristika. Da sich die HIV-restriktive Aktivitdt APOBECs erst nach
Inkorporation ins Virion und damit wahrend der Reversen Transkription in den neuen Zielzellen
entfaltet (Sheehy et al., 2002), konnte im ersten Infektionszyklus kaum eine Reduktion der p24
Ag-Menge gegeniiber APOBEC-negativen Zellen (6 TR) registriert werden. Die p24 Ag-Mengen
des ersten Infektionszyklus dienten daher als Replikations- und Inputkontrolle. Im zweiten
Infektionszyklus erzeugten basale und induzierte APOBEC-Mengen eine Vif-abhangige
Inhibition der p24 Ag-Produktion, welche als MaRstab der Virusreplikation diente.

Verglichen mit anderen Publikationen zeigten die partiell Vif-defizienten Varianten K22E, die

unter A3G-Expression ahnlich stark inhibiert wurde wie die Vif-Deletionsvariante Del-Vif, bzw.
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E45G, die nur gering inhibiert wurde, Gbereinstimmende Restriktions-Charakteristika (Simon et
al., 2005; Mulder et al.,, 2008). Die starke Restriktion der Vif-Variante E45G sowie die
unveranderte Replikation der Vif-Varianten Y40H und K22E unterscheiden sich von
beschriebenen Neutralisationsaktivitdten dieser Vif-Varianten (Simon et al.,, 2005). Diese
wurden anhand der Infektiositat von viralen Partikeln bestimmt, die unter Kotransfektion von
A3F und Vif in epithelialen Zellen generiert wurden.

Die Infektion der PBMC-Kulturen mit den unterschiedlich Vif-defizienten Viren resultierte in
APOBEC-abhangigen HIV-Restriktionen, die mit anderen in vitro-PBMC-Experimenten und dem
induzierbaren System vergleichbar waren (Mulder et al., 2008). Neben Deaminase-abhangigen
Effekten kann die HIV-Restriktion auch durch Deaminase-unabhangige Mechanismen vermittelt
werden. Diese beruhen auf der Inhibition essentieller Replikationsprozesse, wie der Reversen
Transkription, der Elongation viraler Transkripte oder des DNA-Strang-Transfers wahrend der
Integration (Guo et al., 2007; Li et al., 2007; Mbisa et al., 2007; Yang et al., 2007).

Aufgrund der beobachteten Restriktion wurde der mutagene Einfluss von APOBEC auf den
HIV-Tropismus untersucht. Dazu wurde der V3-Bereich der unter APOBEC-Expression
kultivierten Viren mittels NGS analysiert. Die erhaltenen Sequenzen wurden bezlglich ihres
Tropismus charakterisiert und die G-zu-A Mutationsfrequenzen in den APOBEC-Motiven
analysiert.

Obwohl die Mutationsanalyse der APOBEC-Motive in der WT-Population starke G-zu-A
Mutationsfrequenzen zeigte, fiihrten diese nicht zu einem Anstieg der CXCR4-tropen Varianten.
Im Gegensatz dazu zeigten die Vif-defizienten Viruspopulationen einen Anstieg der X4-
Varianten auf bis zu 3.6 %, trotz einer geringeren Haufigkeit der G-zu-A Mutationen.

Die starke G-zu-A Mutationsfrequenz der WT-Population kann auf der geringen Anzahl der
NGS-Reads beruhen, wodurch einzelne G-zu-A Mutationen Uberreprasentiert sind. Da die G-
zu-A Mutationen vorwiegend an nicht-Tropismus-relevanten Positionen (AS 17) auftraten,
zeigte sich keine Zunahme der X4-Varianten (Goudsmit et al., 1988; Palker et al., 1988).

In der K22E-Population steigerten basale und induzierte A3G-Mengen die Anteile der X4-
Varianten bis auf 3.3 %. Die Ursache fir diesen Anstieg lasst sich in der Mutationsanalyse der
V3-Region nicht eindeutig erkennen. Maoglicherweise entstanden die ursachlichen, von
geno2phenocoreceptor] bEWETrteten Mutationen nicht an den untersuchten APOBEC-Motiven.
Retrograde Evolutionsstudien auf der Grundlage von NGS-Daten zeigten vielfaltige
Mutationswege zum X4-Tropismus (Bunnik et al., 2011). So erscheint oft zuerst an Position 25
eine positiv geladene Aminosaure, meist Uber E25K, und spéater tritt eine Mutation im A3G-
Motiv an Aminosaure 24 auf. Auch andere Evolutionswege zum X4-Tropismus wurden
beschrieben, so z.B. V20F und T22A ohne Anderung der Position 24/25 (Bunnik et al., 2011).
Dies spricht fur die Einbeziehung des gesamten V3-Bereichs zur Vorhersage des Tropismus,

wie sie das Interpretationssystem geno2phenocoreceptor; durchfihrt.

87



Diskussion

Parallel zum Anstieg der X4-Varianten in den Del-Vif-Populationen unter ansteigender A3F-
Expression konnte in der motivbezogenen Analyse eine graduelle Zunahme der G-zu-A
Mutationen an Position 25 detektiert werden, die als APOBEC-beeinflusste Position identifiziert
wurde (Wood et al., 2009). Damit zeigte sich im induzierbaren System eine starke Relevanz des
A3F-Motivs an Position 25 fir die Entstehung von X4-Varianten.

Analog zum induzierbaren System konnten nach Viruskultivierung in den PBMC-Kulturen
erhdhte Anteile von X4-Viren in den starker Vif-defizienten Populationen beobachtet werden.
Der Anstieg war zwar nicht so ausgepragt wie im induzierbaren System, dafur aber in den Del-
Vif-Populationen aller PBMC-Kulturen detektierbar. Die Mutationsanalyse der V3-Region zeigte
in der WT-Population zunachst eine aquivalente Reduktion des G-zu-A Verhaltnisses in allen
drei PBMC-Virus-Kulturen, die auf eine Selektion der Viruspopulation hindeutet. Diese kann
durch die in der PBMC-Kultur enthaltenen Immunzellen wie Monozyten, Naturliche Killerzellen
oder CD8+T-Zellen vermittelt werden, die nach Aktivierung zytotoxische Zytokine sezernieren
und so den Zelltod HIV-infizierter Zellen induzieren (Milstein et al., 2011; Regner et al., 2011).
Die Mutationsanalysen zeigten in den Vif-defizienten Viruspopulationen G-zu-A Mutationen an
den A3F-Motiven der Positionen 2, 9 und 25 und an den A3G-Motiven der Positionen 15 und
17. Die G-zu-A Mutationen im A3F-Motiv an den Positionen 2 und 9 sind stille Mutationen, die
keine Aminosaurednderung nach sich ziehen und somit keine Auswirkung auf die
Klassifizierung der V3-Sequenzen haben. Die G-zu-A Mutationen an den Positionen 15 und 17,
die Bestandteil des konservierten GPGR-Motivs sind, haben ebenfalls keine X4-Relevanz
(Goudsmit et al., 1988; Palker et al., 1988). An Position 29 fihrt die G-zu-A Substitution zu der
Mutation D29N. Diese wurde in Kombination mit einer Arginin-Insertion zwischen Aminosaure
11 und 12 nur im Zusammenhang mit einer Zunahme des dualtropen Korezeptorgebrauchs
(CCR5- und CXCR4-Gebrauch) beschrieben (Tsuchiya et al., 2013). Somit scheint neben der
gesamten V3-AS-Komposition hauptsachlich die G-zu-A Mutation im A3F-Motiv an Position 25
fur den Anstieg an X4-klassifizierten Varianten verantwortlich zu sein.

Die grundsatzlich eher geringen G-zu-A Mutationsfrequenzen im induzierbaren und im PBMC-
Virus-System beruhen wahrscheinlich auf einer funktionellen Selektion. Aufgrund der langen
Zeit der Viruskultivierung (8 Tage) kann bei einem durchschnittlichen Replikationsprozess von
ca. 1,8 Tagen (Rodrigo et al., 1999) von bis zu 4 Replikationszyklen in diesem Zeitraum
ausgegangen werden. Aufgrund der Analyse des freien Virus und nicht der proviralen DNA
wurden nur APOBEC-vermittelte G-zu-A Mutationen identifiziert, die auch eine Replikation
erlauben. Da eine Evolution von R5 zu X4 nicht durch eine einzelne Aminosaureanderung
bedingt ist, sondern ein monatelanger Prozess, der neben vielfaltigen funktionellen Selektionen
auch dem Selektionsdruck des Immunsystems unterliegt, kénnen diese G-zu-A Mutationen nur
als Trigger fur die Entstehung CXCR4-troper Varianten angesehen werden (Wood et al., 2009;
Bunnik et al., 2011; Poon et al., 2012; Hedskog et al., 2013; Sede et al., 2014).
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Um den Einfluss der APOBEC-Vif-Wechselwirkung auf die Mutationsrate (% G-zu-A
Mutation/Position) zu untersuchen, wurden die Mutationsfrequenzen der APOBEC-Motive in
den mittels NGS-Analyse generierten env- und nef-Sequenzen bestimmt.

Die im induzierbaren System unter A3F-Expression ermittelten Mutationsraten stiegen mit
zunehmender Vif-Defizienz. Im Gegensatz dazu konnte in den A3G-vermittelten Mutationsraten
kein oder nur selten ein Anstieg mit Vif-Defizienz assoziiert werden. Obwohl eine Inhibition der
Replikation unter APOBEC zu beobachten war, sind die Deaminase-abhangigen Effekte
mdglicherweise nicht detektierbar, da sie nur in der proviralen DNA der Zellen auftreten. Die
Transkription dieser mutierten Virusgenome fiihrt zu Infektions- und Replikations-inkompetenten
Viren, die nicht in der freien Viruspopulation nachweisbar sind (Sato et al., 2010). Unter
Verwendung eines Zellkultursystems mit A3G und Vif-Deletionsvarianten beobachteten Russel
et al. (2009a), dass die Frequenz der Hypermutation am hdchsten in der proviralen DNA,
geringer in der zellularen viralen RNA und am niedrigsten in der Virion-assoziierten RNA war.
Ubereinstimmend dazu zeigten sich bei HIV-Infizierten unter antiretroviraler Therapie in der
integrierten proviralen DNA ruhender CD4-Zellen durchschnittich 9 % hypermutierte
Virusgenome, die aber nicht im Plasma dieser Patienten nachweisbar waren (Kieffer et al.,
2005).

Die Koexistenz der APOBEC-Proteine A3F und A3G in den PBMC-Kulturen erméglichte den
Vergleich der Mutationsraten nach APOBEC-Motiv (A3G und A3F) und HIV-Region (env und
nef). Ubereinstimmend mit anderen Publikationen zeigten die analysierten Viruspopulationen
mit Zunahme der Vif-Defizienz und damit unter Verminderung der APOBEC-
Neutralisationsaktivitat ansteigende Mutationsraten (Knoepfel et al., 2008; Mulder et al., 2008).
Die grundséatzlich starkere mutagene Aktivitdt von A3G im Vergleich zu A3F zeigte sich in
héheren Mutationsraten in den A3G-Motiven (Chaipan et al., 2013; Kim et al., 2014). Die
langere APOBEC-Exposition der nef-Region im Vergleich zu env spiegelte sich in hdheren
Mutationsraten der in nef lokalisierten APOBEC-Motive wider (Yu et al., 2004a). Allerdings
beeinflusst die Deaminase-Aktivitdt die Mutationsraten starker als die APOBEC-
Expositionsdauer und damit die Lokalisation im HIV-Genom, welches sich durch die héheren
Mutationsraten der A3G-Motive in env und nef erschlief3t. Im Gegensatz zu Studien, die die
Mutationsraten auf der Basis proviraler DNA untersuchten und unter hohen APOBEC-Mengen
auch hohe Mutationsraten beobachteten, zeigten sich in den hier analysierten Virusgenomen
die héchsten Mutationsraten bei geringen APOBEC-Mengen (PBMC-Kultur 1) (Knoepfel et al.,
2008; Kim et al., 2014). Ausschlaggebend hierfur ist die Analyse der freien Viren, bei denen
sich eine zu starke Mutationsrate eher replikationsinhibierend auswirkt (Russell et al., 2009a;
Sato et al., 2010).

Die Mutationsanalysen von Mulder und Kollegen zeigten bei unterschiedlich Vif-defizienten

Viren vergleichbare Assoziationen zwischen Vif-Defizienz, Replikationsfahigkeit und
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Mutationsrate (Mulder et al., 2008). In dieser Studie waren die haufigsten G-zu-A Mutationen
nicht mit der starksten Vif-Defizienz assoziiert, sondern mit partieller Vif-Defizienz (K22E)
(Mulder et al., 2008). In replikativen Systemen entstehen die héchsten Mutationsfrequenzen
somit nicht zwingend bei hoher APOBEC-Expression, sondern erfordern gleichzeitig eine
fortdauernde Replikation, wie sie haufig bei partiell Vif-defizienten Varianten anzutreffen ist. Die
klinische Relevanz dieses Phanomens zeigt sich in der Studie von Fourati et al., in welcher die
partiell Vif-defiziente Variante K22H 10-mal haufiger in Patienten mit Therapieversagen durch
die Entstehung Resistenz-assoziierter Mutationen detektiert werden konnte als in Therapie-
Naiven (Dang et al., 2009; Fourati et al., 2010).

Der Einfluss des APOBEC-Vif Verhéltnisses auf die Mutationsrate zeigte sich in den PBMC-
Virus-Kulturen beim Vergleich der Mutationsraten unter Beriicksichtigung der APOBEC-Menge
und Vif-Defizienz. Der Vif-kompetente Wildtyp und die gering Vif-defiziente Variante Y40H,
deren Replikation am wenigsten inhibiert wurde, zeigten die hochsten Mutationsraten unter
hohen APOBEC-Mengen. Die starker Vif-defiziente Variante K22E und die Deletionsvariante
Del-Vif wurden 4-fach starker inhibiert (Reduktion der p24 Ag-Menge gegentber dem WT) und
mutierten am starksten unter geringen APOBEC-Mengen. Somit bestatigen die Ergebnisse,
dass hohe APOBEC-Mengen nicht immer auch hohe Mutationsraten induzieren, sondern dass
das Verhaltnis zwischen Vif-Defizienz und APOBEC-Aktivitdt fur die Steigerung der

Mutationsrate in replizierenden Systemen ausschlaggebend ist (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Modell - Einfluss des APOBEC-Vif-Verhaltnisses auf die Replikationsfahigkeit
und Mutationsrate von HIV

Je hoher die APOBEC-AKktivitat in einer Zelle (rotes Dreieck), umso groRer ist die G-zu-A Mutationsrate und umso
mehr Mutationen (rot) werden wahrend der Reversen Transkription in das virale Genom eingebracht.
Stoppmutationen filhren zum Abbruch der Translation; Mutationen, die zu einer Anderung der kodierten
Aminosdure filhren, zur letalen Mutagenese oder Verstarkung der viralen Diversitdt. Rekombinationsereignisse
wahrend der Reversen Transkription vermindern die nachteilige Wirkung von Mutationen und steigern die
Virusvariabilitat. Die Erhdhung der Mutationsrate fiihrt eine homogene, anpassungsschwache Viruspopulation
durch einen Bereich der maximalen Variabilitdt mit vielfaltiger Anpassungsfahigkeit bis hin zur fast vollstdndigen
Restriktion durch letale Hypermutation (von rechts nach links). Adaptiert nach (Munk et al., 2012).

Die Abhangigkeit zwischen Replikationsfahigkeit und Mutationsrate verdeutlicht sich im
Gleichgewicht zwischen APOBEC und Vif (Abb. 4.1). Vif-kompetente Viren neutralisieren die
mutagene Aktivitdt von APOBEC und erhalten die Integritat der Viruspopulation (rechts). Partiell
Vif-defiziente Varianten ermdglichen, unter Einbeziehung APOBEC-vermittelter Mutationen,
eine Steigerung der Mutationsrate. Diese verstarkt die virale Diversitat und erlaubt dem Virus,
sich wechselnden Umwelteinflissen anzupassen (Mitte). Eine weitere Steigerung der G-zu-A
Mutationsrate aufgrund fehlender Neutralisationsaktivitat Vif-defizienter Virusvarianten fihrt
durch Hypermutation zu einer letalen Mutagenese des viralen Genoms. Durch die Inhibition der
Reversen Transkription vermindert sich die Diversitat und es kommt zu einer fast vollstdndigen
Restriktion der HIV-Replikation (links).

Die Dynamik der HIV-Evolution spiegelt die Wechselwirkungen zwischen Virus und
Wirtsorganismus wider. Zum einen nutzt HIV die Replikationsmaschinerie und macht sie sich zu

eigen, auf der anderen Seite generiert das angeborene wie auch das adaptive Immunsystem
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eine Vielzahl von Abwehrmechanismen, denen das Virus durch immer neue Varianten zu
entkommen versucht. Zellulare Restriktionsfaktoren wie APOBEC, TRIM5a, Tetherin und
SAMHD1 sollen die Replikation von Viren verhindern, werden aber durch die akzessorischen
Proteine von HIV umgangen (Malim et al., 2012). Seit der Verfligbarkeit der antiviralen Therapie
kommt mit dem erfolgreichen Einsatz hochwirksamer antiviraler Medikamente ein weiterer
Selektionsdruck hinzu (Gulick et al., 1997; Hammer et al., 1997).

Aufgrund der hohen Fehlerrate der Reversen Transkriptase verfugt HIV Gber ein hohes Mal} an
Variabilitdt, die es unter Einbeziehung der Restriktionsfaktoren A3G und A3F Uber die
Interaktion mit dem viralen Protein Vif noch steigern kann. Dabei nutzt HIV die viral-restriktive
Fahigkeit der APOBEC-Proteine Mutationen im viralen Genom zu generieren, um auf
wechselnden Selektionsdruck aus der Umwelt zu reagieren. Unter APOBEC-Einwirkung
entwickeln sich Resistenz-assoziierte Mutationen (RAMs) unter Medikamenten-Selektionsdruck
im Kontext von APOBEC-Erkennungsmotiven schneller, und selbst in der proviralen DNA HIV-
Infizierter lassen sich APOBEC-assoziierte RAMs bei Therapie-Naiven identifizieren (Mulder et
al., 2008; Fourati et al., 2010; Fourati et al., 2012; Kim et al., 2014). Rekombinationsereignisse
zwischen hypermutierten und Wildtyp-Genomen erhdhen weiter die virale Diversitadt und
resultieren in replikationskompetenten resistenten Viren (Knoepfel et al., 2008).
APOBEC-assoziierte Mutationen innerhalb bekannter CTL-Epitope reduzieren eine Erkennung
und damit Aktivierung HIV-spezifischer CD8-T-Zellen. Das A3G-Motive beinhaltende Triplett
GGG kommt innerhalb immun-dominanter CTL-Epitope sechs-mal haufiger vor als auf3erhalb
dieser Epitope, woduch HIV schnell einer immunologischen Restriktion entgehen kann
(Monajemi et al., 2014). Neutralisierende Antikérper zwingen HIV ebenfalls, sich der Restriktion
des humoralen Immunsystems durch eine hohe Mutationsfrequenz im env-Bereich zu entziehen
(Richman et al., 2003; Wei et al., 2003).

Zusatzlich zum immunologischen Kontrollverlust fuhrt eine hohe Mutationsrate innerhalb der
env-Region von HIV zu einer grofRen Diversitat und kann in einem Wechsel des Zelltropismus
resultieren. Aus der homogenen CCRS5-tropen Viruspopulation wahrend der Priméarinfektion
entsteht durch Mutation eine Vielzahl an CCR5- und auch CXCR4-tropen Varianten. Wie in
dieser Arbeit gezeigt, steigert APOBEC das Entstehen CXCR4-troper Varianten. Obwohl beide
Tropismus-Varianten im Patienten koexistieren, sind R5-Viren die dominante Viruspopulation,
was auf zell-spezifische und immunologische Vorteile dieser Tropismusvariante schliel3en |asst.
Insbesondere Monozyten und Makrophagen, die das Hauptvirusreservoir Rb5-troper
Virusvarianten wahrend der Infektion darstellen (Wahl et al., 1997), kénnen aufgrund ihrer
langeren Lebensdauer und damit starkeren Virusverbreitung (Gordon et al., 2002; Locher et al.,
2005; Jones et al., 2006) den zell-spezifischen Selektionsdruck begriinden.

Ein immunologischer Vorteil liegt in der selektiven X4-Restriktion Virus-spezifischer CD8 T-

Zellen begrundet. In koinfizierten (R5 und X4) Affen dominierten nach der Entstehung Virus-
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spezifischer CD8+-Zellen die CCR5-tropen Varianten. Eine Antikérper-vermittelte Depletion
dieser CD8+-T-Zellen ermdglichte aber ein Wiederaufkommen CXCR4-troper Viren (Harouse et
al., 2003).

Ein weiterer Unterschied zwischen RS- und X4-Viren =zeigt sich in der N-
Gykosylierungsfrequenz. Wahrend R5-Viren eine starkere N-Glykosylierung in gp120 zeigen,
die bei diesen sowohl eine Steigerung der Infektiositat als auch eine Abschirmung gegentber
neutralisierenden Antikorpern bewirkt, sind X4-Viren durch die geringere Anzahl schiutzender
Glykosylierungsstellen der humoralen Restriktion neutralisierender Antikdrper starker
ausgesetzt (Polzer et al., 2002; Nabatov et al., 2004a; Kalinina et al., 2013). Die Ausléschung
solcher neutralisierenden B-Zellklone wurde im Verlauf der HIV-Infektion beobachtet und kann
das nachfolgende Vorherrschen von X4-Viren aufgrund fehlender Immunkontrolle erklaren
(Schreiber et al., 1996).

Retrograde Evolutionsstudien zeigen, dass sich die Primarinfektion aus wenigen viralen
Partikeln etabliert und durch immunologische und fithessbedingte Selektion zur dominanten
Primarpopulation entwickelt (Hedskog et al., 2013). Ausgehend von dieser, fihrt das
schrittweise Auftreten weiterer Mutationen zur Evolution von X4-Varianten, die sich
durchschnittlich 10 Monate nach dem Erscheinen der ersten relevanten X4-Variante in einem
Korezeptorswitch manifestieren kénnen (Salemi et al., 2007; Bunnik et al., 2011; Poon et al.,
2012). Allerdings ist bis zum heutigen Zeitpunkt trotz intensiver Forschung nicht geklart, zu
welchem Zeitpunkt minore X4-Varianten zur vorherrschenden Viruspopulation heranwachsen.
Diese Arbeit identifizierte die G-zu-A Substitution als bedeutendes Unterscheidungsmerkmal
zwischen R5- und X4-Sequenzen durch eine statistische Analyse cross-sektionaler und
longitudinaler Datensatze. Diese G-zu-A Substitutionen entstehen haufig in den APOBEC-
Erkennungsmotiven GG bzw. GA an Tropismus-relevanten Positionen der V3-Region, sodass
APOBEC als einflussnehmender Faktor auf die Entstehung von X4-Varianten vermutet wurde.
Zur experimentellen Uberpriifung wurden induzierbare APOBEC-exprimierende Zelllinien
hergestellt, mit deren Hilfe der mutagene Einfluss schwacher A3F- bzw. A3G-Aktivitat auf
replizierende CCR5-trope Vif-Varianten untersucht werden konnte. Bestatigt durch primare
PBMC-Kulturen wurde anhand kontrollierter APOBEC-Vif-Interaktion die mutagene Wirkung
schwacher APOBEC-Aktivitéat als moglicher Mechanismus fur die Entstehung von CXCR4-
tropen HI-Virusvarianten identifiziert. Auch in zukiinftigen Forschungsvorhaben kénnen die neu
etablierten Zellkultur-Systeme zur Analyse des APOBEC-Einflusses auf andere Genomregionen
von HIV oder auch im Hinblick auf die Entstehung Resistenz-assoziierter Mutationen von neuen

Medikamentenklassen verwendet werden.
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6 Zusammenfassung

Bei der Infektion von Zielzellen bindet HIV auRer an CD4 auch die Korezeptoren CCR5 oder
CXCR4, weshalb die Viren in CCR5- (R5) und CXCR4-trope Viren (X4) eingeteilt werden.
Wahrend CCRS5-trope Viruspopulationen in friihen Stadien der Infektion dominieren, kénnen
diese spater von CXCR4-tropen Varianten verdrangt werden. Die genauen Mechanismen, die
zum Entstehen von X4-Viren flhren, sind bislang noch ungeklart. Infizierte Zellen exprimieren
eine Vielzahl von Restriktionsfaktoren, um die Replikation von Viren zu verhindern. Die
zellularen Restriktionsfaktoren APOBEC3G und APOBECS3F besitzen eine Cytidin-Deaminase-
Aktivitdt, durch die G-zu-A Mutationen im proviralen HIV-Genom wahrend der Reversen
Transkription entstehen. Bei uneingeschrankter Aktivitdt fuhrt APOBEC zu einer letalen
Hypermutation des viralen Genoms. HIV schiitzt sich vor der antiviralen Aktivitat APOBECs
durch das akzessorische Protein Vif. Als Gegenspieler von APOBEC ist Vif in der Lage, dessen
Aktivitdt durch Induktion der 26S proteasomalen Degradation zu neutralisieren. Schwache
APOBEC-AKktivitaten, wie sie bei Vif-defizienten Varianten entstehen kénnen, erhéhen die
Variabilitdt von HIV. In dieser Arbeit wurde der mutagene Einfluss APOBECs und die
modulierende Wirkung von Vif in seiner Auswirkung auf den Tropismus von HIV untersucht.
Sequenzen von HIV mit definiertem Tropismus wurden zunachst auf APOBEC-spezifische
Sequenzunterschiede hin analysiert. Die Analyse von 1553 V3-Sequenzen, der Tropismus-
determinierenden Region, zeigte eine hdhere Anzahl von APOBEC-Motiven in R5- als in X4-
Sequenzen. Zusatzlich konnten, vorwiegend an Korezeptor-relevanten Positionen,
Unterschiede in den kodierenden Tripletts der R5- und X4-Viren detektiert werden, die auf
APOBEC-induzierte G-zu-A Mutationen zuruckgefihrt werden kdénnen. Ein Vergleich der
Nukleotid-Substitutionen zwischen R5- und X4-Sequenzen zeigte die G-zu-A Substitution als
haufigste Nukleotid-Substitution an. Auch in den longitudinalen Sequenzdaten konnte ein
beginnender Tropismuswechsel von R5 zu X4 mit der Zunahme der G-zu-A Mutationen in
APOBEC-Erkennungsmotiven in Verbindung gebracht werden. Diese Daten unterstitzen die
Hypothese einer Beteiligung der APOBEC-Proteine A3G und A3F als mutationsférdernde
Faktoren bei der Entstehung von X4-Varianten und somit am Korezeptorswitch.

Diese Hypothese wurde anhand von zwei Zellkultursystemen Uberprift. Dazu wurden Tet-
induzierbare A3F- bzw. A3G-Expressionssysteme generiert, die die unabhangige Analyse des
mutagenen Einflusses von A3G bzw. A3F auf verschiedene HIV-Vif-Varianten ermdglichten.
Durch die Verwendung von PBMC-Kulturen mit unterschiedlichen endogenen APOBEC-
Konzentrationen konnte die additive Wirkung von A3G und A3F auf HIV analysiert werden. In
beiden Systemen wurde die Replikation des Vif-kompetenten Wildtyps nicht beeinflusst Die

Replikation der Vif-defizienten Varianten wurde dagegen, in Abhangigkeit von der APOBEC-
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Menge und der Neutralisationsfahigkeit von Vif unterschiedlich stark inhibiert. Mittels
hochauflésender Sequenzanalyse (next generation sequencing) des V3-Bereichs konnten
Unterschiede in den G-zu-A Mutationsfrequenzen der nachfolgenden Virusgenerationen
beobachtet und mit den APOBEC-Aktivitaten assoziiert werden. In beiden Zellkultursystemen
offenbarten Tropismus-Vorhersagesysteme eine Zunahme an X4-Varianten in den starker Vif-
defizienten Viruspopulationen. Dieser Anstieg der X4-Varianten konnte mit einer Zunahme der
G-zu-A Mutationsfrequenz im A3F-Motiv an Position 25 assoziiert werden. Basierend auf den
G-zu-A Mutationshaufigkeiten pro APOBEC-Motiv wurden Mutationsraten ermittelt, die einen
Vif-abhangigen Anstieg zeigten und somit die APOBEC-Vif-Interaktionen widerspiegeln. Ein
Vergleich der Mutationsraten nach APOBEC-Motiv und HIV-Region bestatigte die hohere
mutagene Aktivitdt von A3G gegeniber A3F ebenso wie die Auswirkung der APOBEC-
Expositionsdauer wahrend der Reversen Transkription. Nef ist wahrend der reversen
Transkription der mutagenen APOBEC-AKktivitat Ianger ausgesetzt als env und zeigt auch eine
héhere Mutationsrate als env. Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit durch
kontrollierte APOBEC-Vif-Interaktionen der mutagene Einfluss der APOBEC-Proteine auf HIV
gezeigt und als mdglicher Mechanismus fiir die Entstehung CXCR4-troper HI-Virusvarianten

identifiziert werden.
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7 Abstract

HIV infects its target cells by binding to CD4 and either CCR5 or CXCR4 as coreceptors.
Accordingly, two classes of virus have been defined on the basis of their coreceptor
preference, CCR5-tropic (R5) and CXCRA4-tropic (X4) viruses. While R5 tropic viruses
dominate at early stages of infection, they are outgrown by X4 viruses during later stages. The
molecular mechanisms leading to the emergence of X4-viruses are not understood so far.
Infected cells express a number of restriction factors to control viral replication. The cellular
restriction factors APOBEC3G and APOBECS3F carry cytidine deaminase activity resulting in G
to A transitions in newly generated proviral DNA. Unrestricted APOBEC activity leads to a
lethal hypermutation of the viral genomes. The HIV accessory protein Vif counteracts the
antiviral activity of APOBEC by mediating its degradation in the 26S proteasome. Restricted
APOBEC activities, as induced by Vif variants can increase HIV variability. In this study, the
mutagenic impact of APOBEC and the modulating effect of Vif on the tropism of HIV was
examined. Previously established sequences from viruses with known tropism were analysed
at first with respect to APOBEC-specific differences. The analysis of 1553 sequences
corresponding to the V3 region, the main determinant of tropism, revealed a higher number of
APOBEC motifs in R5 versus X4 sequences. Additionally, we found differences in the coding
triplets between R5 and X4 viruses at coreceptor relevant positions, which could be attributed
to APOBEC-induced mutations. A comparison of the nucleotide substitutions between R5 and
X4 sequences identified G-to-A substitutions as the most common substitutions. In the
longitudinal sequence data, G-to-A mutations at APOBEC recognition motifs could be
associated with the onset of tropism switch confirming the findings of the cross-sectional data.
Taken together, these results support the hypothesis that A3G and A3F are involved in the
coreceptor switch by promoting the emergence of X4 variants during the course of infection.
This hypothesis was then tested experimentally in two cell culture systems. For this purpose,
Tet-inducible cell culture systems expressing A3F and A3G, respectively, were generated.
Upon infection with various HIV Vif variants, A3G- or A3F-induced mutation patterns in the V3
region of the newly produced virus generation could be analysed precisely. In contrast, PBMC
cultures with different endogenous APOBEC levels enabled the analysis of the additive effect
of A3G and A3F on HIV. While replication of the Vif-competent wild-type virus was not altered
in both systems, the replication of Vif-deficient variants was inhibited depending on the
APOBEC expression level and the neutralization activity of Vif. Using high-resolution sequence
analysis (next generation sequencing) of the V3 region, differences in the G-to-A mutation
frequencies of the subsequent virus population could be observed and associated with the

APOBEC activities depending on Vif-deficiency. In both cell culture systems, an increase of X4
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variants in the more Vif-deficient virus populations was calculated via coreceptor prediction
tools. The X4-increment may be ascribed to the frequent G-to-A mutations in the A3F motif at
position 25. Mutation rates calculated by the G-to-A mutation frequencies per motif increase in
a Vif-dependent manner and reflected the effects of the APOBEC-Vif interaction in PBMC-virus
cultures. Mutation rates analysed with respect to APOBEC motif and HIV region confirmed the
higher mutagenic activity of A3G versus A3F as well as the impact of APOBEC-exposure
during reverse transcription. This was evident by a higher mutation rate in nef compared to the
env region, as nef is exposed longer to APOBEC activity during reverse transcription. In
summary, defined APOBEC-Vif interaction shows the mutagenic effect of APOBEC proteins on
HIV and reveals APOBEC-mediated G-to-A mutation as a possible mechanism for the

emergence of CXCR4-tropic HIV variants.
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