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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

An den Folgen der HIV-Infektion sind bisher mehr als 15 Millionen Menschen
gestorben und die Zahl der Neuinfektionen wachst standig. Nach Einflihrung
der hochaktiven antiretroviralen Kombinationstherapie (HAART) 1995 konnte
die HIV-Replikation im Patienten unterdrickt und der Verlauf der Krankheit
verzogert werden. Aber die Bildung resistenter HIV-Stdmme wahrend der
Therapie und die hohe Toxizitat der Medikamente limitieren diese Erfolge.

Einen neuen Therapieansatz bietet die genetische Modifikation von
T-Lymphozyten zur intrazellularen Immunisierung® der Zielzellen von HIV.
Dabei werden die Zellen mit einem retroviralen Vektor transduziert und
exprimieren ein antivirales Gen, das sie vor der HIV-Infektion schitzt. In
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von Laer wurde der retrovirale Vektor M87-
Ineo  entwickelt, der die Expression des membranverankerten
Fusionsinhibitors C36/T20 auf der Zelloberflache ermdglicht. Durch das
Peptid sind die Zielzellen effizient vor der Infektion mit HIV geschutzt
(Hildinger et al., 2001). Das therapeutische Gen von M87-Ineo besteht aus
dem Signalpeptid von LNGFR fur die Translokation in das ER, dem
inhibitorischen Peptid C36/T20, das von HIV-1 gp41 abgleitet ist, einem
flexiblen Linker sowie aus der Transmembrandomane von LNGFR fir die
Verankerung in der Plasmamembran. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser
retrovirale Vektor erfolgreich fur die klinische Applikation zur Gentherapie der
HIV-Infektion optimiert. Ziel war es, die potentielle Immunogenitat des
exprimierten Peptides zu minimieren, die Expression zu erhohen sowie der
Resistenzbildung entgegenzuwirken.

Der Linker im Basiskonstrukt M87-Ineo ist abgeleitet aus dem Gelenk des
murinen Antikoérpers von IgG2 und verleihnt dem Hemmpeptid Flexibilitat. Um
die potentielle Immunogenitat des exprimierten Peptides zu reduzieren, wurde
der Linker des murinen Antikorpers 1gG2 durch Gelenke (,Hinge®) von
humanen Antikérpern der IgG-Klasse ersetzt. Das Konstrukt mit der humanen
,Hinge“ von IgG2 exprimierte genauso hoch wie das Basiskonstrukt und
hemmte mindestens so effizient die HIV-Replikation. Durch die
N-terminale Verlangerung des C-Peptids um 10 Aminosauren konnte das
Risiko der Resistenzbildung minimiert werden. Das verlangerte C-Peptid war
in der Lage, HIV-Hlllproteine zu hemmen, die gegen das C36/T20-Peptid
resistent sind. Das optimierte Peptid von M870 bestand somit aus dem
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Membrananker von trunkiertem CD34, dem Linker von humanem IgG2 sowie
aus dem verlangerten C-Peptid (C46). Weiterhin wurde ohne Verlust der
Expression oder Hemmwirkung des membranverankerten C-Peptids ein RNA-
Element (RRE decoy) erfolgreich als weiteres Hemmprinzip in den Vektor
eingefugt, um die Bildung resistenter HIV-Stamme zu unterbinden.

Durch Einsatz eines optimierten Leaderelementes im retroviralen Vektor
konnte die Expression des inhibitorischen Peptides mehr als verzehnfacht
werden. Damit konnte das Peptid und dessen Hemmung erstmals auch in
primaren Zellen nachgewiesen werden. Der Vergleich zwischen dem
Basiskonstrukt M87-Ineo und dem optimierten Konstrukt M870-RRE-Ineo
zeigte, dass die erhohte Expression auch mit einer wesentlich verbesserten
Hemmwirkung einherging. In Zell-Zellfusionsassays wurde aullerdem
nachgewiesen, dass die Wirkung des C-Peptids auf der Hemmung des
Viruseintritts von HIV in die Zelle beruht.

Fur die klinische Applikation wurde der Vektor M870-RRE konstruiert, der die
optimalen Vektorelemente und Peptidmodule enthielt, aber aus dem das
Neomycin-Resistenzgen entfernt wurde. Dies flhrte zu einer nochmals
hoheren Expression des C-Peptids sowie zur weiteren Verminderung der
Immunogenitat des retroviralen Vektors. Das Markergen wurde ohnehin nicht
mehr bendtigt, da die genetisch modifizierten Zellen aufgrund der hohen
Transgenexpression einfach detektiert werden konnten.

Der optimierte Vektor M870-RRE hemmte die HIV-Replikation so effizient,
dass bisher keine resistenten Stamme isoliert werden konnten. Bei
Toxizitatsstudien in Maus und Rhesusmacaquen konnten keine
Nebenwirkungen oder Immunogenitat beobachtet werden. Durch die
erfolgreiche Optimierung steht nun fur die klinische Studie der Phase | der
bestmaogliche retrovirale Vektor zur Verfugung.
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1. Einleitung

Trotz des beachtlichen Erfolgs durch die Kombinationstherapie der HIV-
Infektion kann die HIV-Replikation im Patienten nicht vollstandig und
dauerhaft unterdriickt werden. Einen neuen therapeutischen Ansatz bietet die
Jintrazellulare Immunisierung® der Zielzellen von HIV durch Expression eines
antiviralen Gens. Von Retroviren abgeleitete Vektoren sind ein
ausgezeichnetes Werkzeug flr den Gentranfer des antiviralen Gens und
wurden bereits in klinischen Studien erfolgreich eingesetzt (Cavazzana-Calvo
et al., 2000; Junker et al., 1997). Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit
der Optimierung eines retroviralen Vektors fur eine klinische Studie zur
Gentherapie der HIV-Infektion.

1.1 HIV und AIDS

Die Immunschwache AIDS (,acquired immunodeficiency syndrome®) wurde
erstmals 1981 beschrieben. Betroffen waren besonders homosexuelle
Manner sowie Drogenabhangige, die unter ungewohnlich schweren
opportunistischen Infektionen litten. Der Weg der Ubertragung deutete auf ein
im Blut oder in Blutprodukten vorhandenes Virus hin. Als Ausloser flur die
neuartige Krankheit wurden 1983/84 Retroviren von zwei Arbeitsgruppen
identifiziert und isoliert (Barre-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1984). Es
wurde zunachst von Luc Montagnier als LAV (,/lymphadenopathy-associated
virus*) bezeichnet, weil es zum ersten Mal aus den Lymphknoten eines
Patienten mit Lymphoadenopathie-Syndrom am ,Institut Pasteur® in Paris
isoliert wurde. Unabhangig davon wurde in den USA das HTL-Virus Il
(,human t-cell leukemia virus®) von Robert Gallo beschrieben. Nachdem
feststand, dass es sich um das gleiche Virus handelte, wurde es ab 1985 als
HIV (,human immunodeficiency virus“) bezeichnet.

HIV gehort zur Familie der Retroviren und zur Unterfamilie der Lentiviren. Das
Virus lasst sich in die beiden Gruppen HIV-1 und HIV-2 einteilen. HIV-2 wurde
1985 von Montagnier entdeckt und ist Uberwiegend in Westafrika und Indien
verbreitet. HIV-1 ist hingegen weltweit zu finden, zeigt einen progressiveren
Verlauf der Krankheit und gilt als starker pathogen. Obwohl die
Ubertragungswege beider Viren sich gleichen, wird vermutet, dass HIV-1
effizienter Ubertragen wird als HIV-2. HIV-1 wurde wahrscheinlich vom
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Schimpansen Pan troglodytes auf den Menschen Ubertragen (Gao et al.,
1999), der mit dem sehr nah verwandten ,simian immunodeficiency virus®
(SIVepz) infiziert ist. Von HIV-2 hingegen wird vermutet, dass es von einem in
Westafrika vorkommenden SIVsm abstammt, der in Mangaben vorkommt
(Gao et al., 1992; Chen et al., 1997).

Seit Beginn der Epidemie wurden weltweit Uber 40 Millionen Menschen mit
HIV infiziert und die Zahl der Neuinfektionen wachst standig — Ende 2002
infizierten sich 5 Millionen neu mit HIV (Abb. 1.1). Fast 15 Millionen Menschen
starben an den Folgen einer HIV-Infektion.

Osteuropa &
Zentralasien

. Westeuropa
Nordamerika 1 Million
940 000 560 000 Ostasien, Pazif
Nordafrika& . .. L Milli
Karibik mci)trﬂ:r; (a)sten Sid & Sud.os.tagleM"IIon
420 000 440 000 6.1 Millionen
Latei ik Afrika unterhalb
aleinamerika der Sahara Australien &
) 1_-4 28.1 Neuseeland
Millionen Millionen 15 000

Abb. 1.1: Zahl der weltweiten Infektionen mit HIV. Uber 28 Millionen von
weltweit ca. 40 Millionen HIV-infizierten Personen leben in Afrika.
(Daten: UNAIDS, 2001).

1.2 Struktureller Aufbau von HIV-1

Die viralen Partikel von HIV besitzen einen Durchmesser von etwa 100 nm
(Abb. 1.2). Das Nucleokapsid ist von einer Hullmembran umgeben, die von
der Membran der Zielzellen abstammt. In der Virusmembran befinden sich 72
in Trimeren vorliegenden
Glycoproteinen (gp) gp41 und gp120 bestehen. Beide Proteine werden als
gemeinsames Vorlauferprotein gp160 translatiert, das durch zellulare

grolde Glycoproteinkomplexe, die aus dem

Furinproteasen gespalten wird. Gp120 und gp41 sind nichtkovalent verknlpft,
(so genanntes
,shedding“). So wird das Glycoprotein gp120 sowohl im Serum als auch im

weshalb das gp120 spontan freigesetzt werden kann

lymphathischen Gewebe von HIV-Infizierten nachgewiesen. In der Innenseite
der Membran befindet sich eine Schicht des Matrixproteins (p17), das Uber
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aminoterminal angefugte Myristinsaurereste mit der Virusmembran verbunden
ist und das Core des Viruskapsid umschliel3t. Das Kapsid ist zylindrisch
angeordnet und enthalt 2 Kopien der HIV RNA. Die beiden RNA-Strange sind
weder kovalent noch durch Basenpaarung miteinander verbunden und liegen
in Form von Protein-Nucleinsaurekomplex vor. An der viralen positiv-
strangigen RNA lagern sich die reverse Transkriptase (p66) und fur die
reverse Transkription als Primer fungierende tRNA an. Im Nucleokapsid
befinden sich weiterhin das Enzym Integrase (p32) fur den Einbau der viralen
cDNA in das Wirtszellgenom sowie die Protease (p11), die fur die
posttranslationale Modifikation der viralen Proteine verantwortlich ist.

Protease (p11, PR)
gp120 (SU)

gp41 (TM)

p17 (MA)

Nucleokapsid p7 (NC)
Virale RNA
Integrase (p31, IN)

Kapsid p24 (PA)

Reverse Transkriptase (RT)

Vif, Vpr, Nef & p7

Abb. 1.2: Schematische Abbildung eines HIV-Partikels. Gezeigt sind die
beiden Hullproteine gp120 und gp41 sowie die strukturellen Proteine. Im
inneren des Kapsids befindet sich die virale RNA in 2 Kopien, die als Protein-
RNA-Komplexe vorliegt.

1.3 Der Replikationszyklus von HIV

Die ersten Schritte des Replikationszyklus von HIV beinhalten das Erkennen
der Zielzelle und der Eintritt des Viruses in die Zelle (Abb. 1.3). Dieser
Prozess erfolgt durch eine koordinierte Serie von Interaktionen zwischen dem
viralen Hullprotein und den Rezeptoren auf der Zielzelle, wodurch die Fusion
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von Virus- und Zellmembran vermittelt wird (die Fusion ist im Detail in Kap.
1.4 dargestellt). Das HIV-Hullprotein ist aus den beiden Glycoproteinen gp120
und gp41 aufgebaut, die beide jeweils als Trimere vorliegen. Die Rezeptoren
auf der Zielzelle, an die die gp120-Trimere binden, sind das CD4-Molekl
sowie Mitglieder der Chemokin-Rezeptorfamilie CXCR4 oder CCR5
(Basmaciogullari et al., 2002, Wyatt et al., 1998). Nach der Fusion wird das
virale Nukleokapsid in das Cytoplasma freigesetzt. Durch die reverse
Transkriptase wird die einzelstrangige virale RNA in komplementare DNA
(cDNA) uberfuhrt und dient als Matrize fur die Synthese eines zweiten
Stranges. Die provirale DNA wird anschlieRend mit Hilfe von zellularen
Proteinen der Karyopherin-a-Familie in den Nukleus transloziert (Galley et al.,
1996). Durch das virale Enzym Integrase wird das genetische Material in das
Genom der Wirtszelle integriert, wobei die LTR-Sequenzen (,long terminal
repeats”) am 5’ und 3’-Ende des Genoms grof3e Bedeutung haben (Brown et
al., 1999). Die Integrase entfernt zwei Nukleotide von den beiden 3’-Enden
der viralen cDNA, wodurch Uberhdngende 5’-Enden entstehen. Die Wirtszell-
DNA wird durch die Integrase so geschnitten, dass Uberhangende 5’-Enden
entstehen. Diese Enden werden mit den 3’-Enden der proviralen DNA durch
zellulare Ligasen verbunden. Der Bereich der 5-LTR dient nach der
Integration als Promoter der viralen Gene, an die zellulare Transkriptions-
faktoren wie NF-kB binden koénnen. Die ersten Transkripte fluhren zur
Synthese der frihen Gene wie Tat, Rev und Nef. Das Tat-Protein
(.transactivation protein®) bindet an die tar-Region im Bereich der LTR und
stimuliert so die mMRNA-Synthese und die Bildung langer Transkripte. Das
Rev-Protein (,regulator of expression of virion proteins®) interagiert mit einem
cis-aktiven, 240 Basenpaare grof3en Element in der viralen RNA. Rev bindet
an diese Haarnadel-Struktur und sorgt fur den Export ungesplicter oder
einfach gesplicter RNA aus dem Zellkern in das Cytoplasma. Das Nef-Protein
ubt verschiedene Funktionen aus (Fackler & Baur, 2002): Unter anderem
induziert es die Synthese spezifischer Antikorper. Weiterhin ist es fur die
Internalisierung des CD4-Rezeptors und dessen Degradation in Lysosomen
verantwortlich (Grzesiek et al., 1996; Aiken et al., 1994). Schwartz et al.
(1996) zeigten, dass auch das MHC-Molekul durch Nef herunterreguliert wird
und die infizierte Zelle so fur das Immunsystem unerkannt bleibt. Durch
Blockierung bestimmter Signaltransduktionswege in der infizierten Zelle wirkt
Nef aul3erdem anti-apoptotisch (Geleziunas et al., 2001).

Das gag/pol-Genprodukt enthalt in seiner Sequenz die virale Protease, die
sich autokatalytisch aus dem Polyprotein herausspaltet und die
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Vorlauferproteine in die einzelnen funktionellen Proteine spaltet. Die
Vorlauferproteine assoziieren in der Nahe der Plasmamembran zu unreifen
Viruspartikeln. Die Hullproteine von HIV, gp120 und gp41, werden als gp160-
Vorlauferprotein synthetisiert und von einer zellularen Furinprotease
gespalten. An der Innenseite der Zellmembran werden die viralen Bausteine
zusammengesetzt. In der Folge kommt es zur Reifung und Freisetzung
(,budding®) der infektidsen Viren durch Spaltung der gag/pol-Vorlauferproteine
und Kondensation der inneren Kernstruktur. Die Membran der Viren stammt
direkt von der Membran der Wirtszelle ab. Die neu synthetisierten Viren
suchen erneut eine Wirtszelle zur Infektion und der Replikationszyklus beginnt
von neuem.

@)
0 \/
VARV

Abb. 1.3: Der Replikationszyklus von HIV. (A) Bindung des HIV-Partikels an
den CD4-Rezeptor und Chemokincorezeptor (B) ,Uncoating” des Kapsids
(C) Reverse Transkription der viralen RNA (D) Transport der viralen DNA in
den Zellkern und Integration in das Wirtszellgenom (E) Translation der frihen
Gene wie Tat, Rev und Nef kodiert Uber mehrfach gesplicte mMRNA. Rev
verstarkt den Export ungesplicter RNA (F) Zusammenlagerung, Knospung
und Freisetzung neuer HIV-Partikel.
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1.4 Eintritt von HIV-1 in die Zielzelle

Der erste Schritt der Infektion ist die Bindung des Glycoproteins gp120 an den
zellularen CD4-Rezeptor auf der Zielzelle. Dies fuhrt im gp120 =zu
konformationellen ~ Anderungen, wodurch es mit dem jeweiligen
Chemokinrezeptor CXCR4 oder CCRS interagieren kann (Rizutto et al., 2000;
Berger et al., 1999). Das gp41 vermittelt die Fusion von Virus- und
Zellmembran und ist strukturell verwandt mit anderen Hullproteinen wie
Influenza und MLV (Hughson, 1997). Die Ektodomane von gp41 besteht aus
dem N-terminalen Fusionspeptid, das aufgrund seiner hydrophoben
Aminosauren in die Membran der Zielzelle inserieren kann, und aus zwei
4,3 hydrophoben (heptad) repeats (Abb. 1.4; Gallaher et al., 1989). Die N-
terminalen Helices (HR1) formieren das innere helikale Trimer, wahrend
aullen sich antiparallel die C-terminalen Repeats (HR2) so formieren, dass sie
sich in drei hydrophobe Bindungstaschen auf der Oberflache des Trimers
hineinflgen. Durch Falten der beiden trimeren Peptide in ein Sechs-Helix-
Bundel (,coiled coil) werden Virus- und Zellmembran in die unmittelbare
Nahe gebracht (Abb. 1.5; Chan et al.,, 1997; Tan et al., 1997). Es gibt
Hinweise, dass durch Bildung der coiled coil-Struktur freie Energie freigesetzt
wird, wodurch die Energiebarriere fur die Fusion der viralen und Zellmembran
uberwunden wird (Lu et al., 2001; Melikyan et al., 2000). Peptide, die von
diesen Helices abgleitet sind, verhindern die Fusion von Virus- und
Zellmembran (vgl. Kap.1.5.3).
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Abb. 1.4: Struktureller Aufbau des gp41-Molekills und Ableitung der inhibi-
torischen Peptide. (A) Das gp41-Molekul besteht aus dem hydrohoben
Fusionspeptid (FP), das in die Membran inseriert, den beiden Leuzin-Zipper-
ahnlichen Motiven (,heptad repeat® 1 und 2), der Transmembrandomane
sowie einem cytoplasmatischen Schwanz. Peptide wie C34 und T20 sind von
diesen heptad repeats abgeleitet und hemmen die Fusion von HIV-1 mit der
Zielzelle. (B) Kristallstruktur des N36/C34-Komplexes. Die N-terminalen
Helices des HR1 bilden ein inneres Trimer (blau), das von 3 Helices des HR2
umschlossen wird (lila) und bei der Fusion das so genannte ,Sechs-Helix-
Bundel” bildet.
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Abb. 1.5: Modell der Membranfusion. Nach Interaktion von gp120 mit dem
CD4-Rezeptor und einem der Chemokinrezeptoren kommt es zu
konformationellen Anderungen, bei der das Fusionspeptid von gp41 (rot)
exponiert wird und die Membran der Zielzelle penetriert. Die beiden Helices
(N, C) liegen als Trimere vor und bilden bei der Fusion das Sechs-Helix-
Blndel (Kasten).

1.5 Die klassische Form der HIV-Therapie: HAART

FUr die antivirale Therapie sind eine Reihe von Hemmsubstanzen entwickelt
worden. Ziel ist es dabei, die Viruslast im Blut so effizient und so lange wie
maoglich zu senken und fur eine Rekonstitution des Immunsystems zu sorgen.
Die Viruslast wird Uber die Kopienzahl der viralen RNA pro Milliliter
angegeben und ist ein Mal} fur die Hohe der HIV-Replikation im Blut. Die Zahl
der CD4"-Zellen zeigt, wie stark das Immunsystem durch HIV bereits
geschadigt worden ist. Die chronische Phase der Infektion liegt bei einer
Konzentration von >200 CD4" Zellen pro ul Blut und dieser Wert sollte bei
einer effizienten Therapie mdoglichst lange beibehalten werden. Ein
Unterschreiten dieser Schwelle markiert das Ende der chronischen Phase und
den Beginn des AIDS-Stadiums.
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In der konventionellen Therapie der HIV-Infektion wurden nucleosidische und
nicht-nucleosidische Hemmsubstanzen entwickelt, die sich in drei Gruppen
einordnen lassen. Die Nucleosid-Analoga binden kompetitiv zu naturlichen
Nucleotiden an die reverse Transkriptase und sorgen bei der DNA-Synthese
fur einen Kettenabbruch (NRTI). Beispiele sind das Azidothymidin (AZT,
Zidovudine, GlaxoSmithKline) oder Didesoxycytosin (ddC, Zalcitabine,
Hofman-La Roche). Eine zweite Gruppe sind die ,Nicht-nucleosidischen
Inhibitoren der reversen Transkriptase® (NNRTI) — sie binden direkt an die
funktionellen Domanen und bewirken Veranderungen im katalytischen
Zentrum der reversen Transkriptase (Campiani et al., 2002). Zu diesen
Hemmstoffen gehoren Nevirapin (Boehringer Ingelheim) oder Delaviridin
(Pharmacia Upjohn). Die dritte Gruppe bilden die Protease-Inhibitoren (Pl),
die die Prozessierung der viralen Vorlauferproteine Gag und Pol verhindern.
Es handelt sich um synthetische Peptid-Analoga, die um das aktive Zentrum
der viralen Protease kompetitieren (Saquinavir, Roche; Indinavir, Merck; De
Clercq, 2002).

Seit 1995 werden Kombinationen von mindestens drei verschiedenen
antiretroviralen Substanzen eingesetzt, so dass mehrere voneinander
unabhangige Funktionen der Virusreplikation gleichzeitig angegriffen werden.
Monotherapien zeigten nur kurzfristig eine Wirkung, weil sich hier sehr schnell
Resistenzen von HIV gegen die Therapeutika bilden. Mit Hilfe der so
genannten ,hochaktiven antiretroviralen Therapie” (HAART) kann die Viruslast
im peripheren Blut unter die Nachweisgrenze abgesenkt werden. Die
eingesetzten Medikamente wirken zudem synergistisch, wodurch eine
Reduktion der Dosis und somit auch der Nebenwirkungen erreicht wird.
Inzwischen wird auch diskutiert HAART bereits vor Beginn von AIDS
einzusetzen (Thorner et al., 2003). Durch die Behandlung mit HAART wurde
die Lebenserwartung erhoht, dennoch kdnnen Resistenzen bei HIV auftreten,
die durch Mutationen in der Protease oder reversen Transkriptase entstehen.
AulBerdem bewirkt die antiretrovirale Therapie diverse Nebenwirkungen wie
periphere Lipodystrophie oder Diabetes mellitus (Barbaro et al., 2003;
Holstein et al., 2001).
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1.6 Eine neue Klasse von antiretroviralen Substanzen:
Eintrittsinhibitoren

FUr eine verbesserte antivirale Therapie mussen neue Therapieansatze
verfolgt und neue Medikamente entwickelt werden. Eine neue Gruppe von
antiviralen Substanzen sind die so genannten Eintrittsinhibitoren (,entry
inhibitors®). Sie hemmen die Fusion von Virus und Zielzelle und storen damit
einen der ersten Schritte in der HIV-Replikation (Cammack et al., 2001). Die
Eintrittsinhibitoren werden in drei Gruppen eingeteilt.

1.6.1 ,,Attachment“-Inhibitoren

Die erste Gruppe bilden die ,Attachment“-Inhibitoren, welche die Bindung von
HIV an den CD4-Rezeptor verhindern. Hierzu gehort beispielsweise das
PRO-542 (Trkola et al., 2001). Es bindet an das gp120 und verhindert so das
Andocken von HIV an die CD4" Zelle. Es ist ein Fusionsprotein aus 1gG2 und
CD4 und war in einer Studie der klinischen Phase I/ll gut vertraglich. Es
reduzierte die Viruslast im Patienten nach mehreren Infusionen (Jacobson et
al., 2000). Nachteil hierbei ist die Applikationsform, da es als Protein nicht oral
bioverfugbar ist. Ein anderes Beispiel eines ,Attachment“-Inhibitors ist das
BMS-806, das spezifisch an das gp120-Molekul bindet und somit die
Interaktion des Hullproteins mit dem CD4-Rezeptor unterbindet. Aufgrund der
direkten Bindung an das gp120 ist die Hemmung unabhangig vom
verwendeten Korezeptor, doch verschiedene Virusisolate sind unterschiedlich
empfindlich auf die Substanz. Dies lasst eine rasche Resistenzbildung
erwarten.

1.6.2 Korezeptor-Antagonisten

Die Korezeptor-Antagonisten verhindern die Bindung an den Korezeptoren
CXCR4 oder CCR5. Ein CCR5-Rezeptor-Antagonist ist das SCH-C (Strizki et
al., 2001), das eine starke in vitro-Aktivitat gegen zahlreiche Virusisolate zeigt.
Es ist ein kleines Molekul, das oral eingenommen werden kann und uber eine
Halbwertszeit von 6 Stunden verflgt. In vitro hat es je nach Virusisolat eine
ICs50 von 0.4 bis 9 nM. Wirksamer und besser vertraglich soll das SCH-D sein,
das noch 2003 in einer klinischen Studie der Phase | getestet werden soll.
Inzwischen sind aber HIV-Stamme beschrieben, die gegen SCH-H und
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andere CCR5-Analoga kreuzresistent sind. Weitere Korezeptor-Antagonisten
sind das PRO 140 (aCCR5-Antikorper; Trkola et al., 2001) und das Bicyclam
AMD3100, das an den CXCR4-Rezeptor bindet. (Labrosse et al., 1998;
Donzella et al., 1998 ; De Clercq et al., 1992).

1.6.3 Fusionsinhibitoren

Die Fusion von HIV-1 mit der Zielzelle findet Uber die Ausbildung eines
Sechs-Helix-Blindels statt. Die N-terminalen heptad repeats (HR1) sind dabei
von besonders wichtiger Bedeutung, was auch Mutationsstudien zeigen
konnten (Weng & Weiss, 1998; Weng et al., 2000). Daher ist das HR1 ein
interessantes Ziel zur Entwicklung neuer Therapeutika (Bewley et al., 2002).
Synthetische 16sliche Peptide, die von der Aminosauresequenz des heptad
repeat 2 abgleitet sind, wie beispielsweise das C34 und T20, binden an das
N-terminale heptad repeat und kdnnen so die Fusion von Zielzelle und HIV-1
verhindern (Abb. 1.4). Sie binden an die N-terminalen hydrophoben Helices
der pre-Hairpin-Struktur und verhindern die Ausildung eines Sechs-Helix-
Blndels und damit auch der Fusion von Virus und Zellmembran (Abb. 1.5).
Als erster Fusionsinhibitor wurde das T20 im Marz 2003 in den USA und im
Mai in Europa zugelassen. T20 besteht aus 36 Aminosauren (643-678 von
gp160) und muss subkutan gespritzt werden, weil es als Peptid nicht oral
bioverflugbar ist. In vitro hemmen diese C-Peptide sowohl Labor- als auch
Pirmarisolate mit einer ICsy von 1.7 ng/ml (Wild et al., 1992; Wild et al., 1994).
In einer ersten Studie wurde es als Monotherapie in verschiedenen Dosen
verabreicht. Bei einer optimalen Dosis von zweimal 100 mg taglich wurde die
Viruslast um zwei Logstufen gesenkt (Kilby et al., 1998). In der klinischen
Studie der Phase Il wurde den Patienten zweimal je 90 mg taglich in
Kombination mit optimaler HAART gegeben. Nachteil der Behandlung mit
dem Peptid T20 ist eine sehr niedrige Halbwertszeit von 2 Stunden im Serum.
Daher sind groRe Peptidmengen pro Patient notwendig. Dies verursacht
wiederum extrem hohe Kosten der Therapie. Ein weiteres Problem stellt die
subkutane Verabreichungsform dar, weil das Peptid oral nicht bioverfigbar ist.
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1.7 Gentherapie von HIV

Eine Alternative zur Kkonventionellen antiviralen Therapie stellt die
Gentherapie dar (Blaese et al., 1995). Bei der somatischen Gentherapie
werden dem Patienten Zellen entnommen und genetisch so manipuliert, so
dass sie ein therapeutisches, antivirales Gen exprimieren. Die so geschutzten
Zellen werden expandiert und dem Patienten reinfundiert. Grundsatzlich
basieren die verschiedensten Gentherapieansatze der HIV-Infektion auf zwei
Strategien:

1. Eliminierung HIV-Infizierter Zellen
2. Schutzen der Zielzellen bzw. deren Vorlauferzellen vor einer Infektion
mit antiviralen Genen

1. Um HIV-infizierte Zellen zu eliminieren sind eine Reihe von Wegen
erforscht worden. Beispiele sind die Induktion des Zelltodes infizierter Zellen
mit Caspasen (Vocero-Akbani et al., 1999) oder die Erhdéhung der
Immunantwort auf infizierte Zellen durch ,genetische Vakkzinierung®“. Dabei
werden Zellen mit einem Gen ausgestattet, das die Immunantwort auf HIV-
infizierte Zellen verstarkt (Galpin et al., 1994). Mitsuyasu et al. (2000)
beschrieben CD4" und CD8* Zellen, die mit einem retroviralen Vektor
transduziert wurden, der fur ein CD4- chimares Protein kodierte. Das Protein
bestand aus dem extrazellularen Bereich und der Transmembrandoméane des
CD4-Rezeptors von HIV und wurde mit dem cytoplasmatischen Tell
einschlieBlich der Aktivierungsdomanen der Zeta-Kette () fusioniert. Die
MHC-unabhangige Natur dieses chimaren Rezeptors erlaubte die spezifische
Erkennung des HIV-Partikels und HIV-infizierter Zellen durch CD4" und CD8"
Zellen (Roberts et al., 1994). Die Infusion der genetisch modifizierten Zellen
fuhrten bei den Patienten zu einer reduzierten Viruslast sowie zur erhohten
Anzahl an CD4" Zellen.

2. Zum Schutz der CD4" Zielzellen werden Lymphozyten oder
hamatopoetische Stammzellen enthommen und ex vivo mit einem antiviralen
Gen ausgestattet. Nach genetischer Modifikation und Expansion von etwa 10
Tagen werden dann die Zellen dem Patienten wieder reinfundiert. Dieser Weg
wird auch als "intrazellulare Immunisierung” bezeichnet. Die Hemmwirkung
kann dabei von RNA-Elementen oder Proteinen ausgeubt werden. Proteine
haben den Nachteil potentiell immunogen zu wirken, dafur konnen sie durch
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Sekretion auch auf nicht-transduzierte Zellen wirken, was auch als "bystander
effect" bezeichnet wird. Ein Beispiel hierfur ist das sCD4, dass den Eintritt von
HIV in die Zielzelle verhindert und mit dem gp120-Molekul interagiert (Morgan
et al., 1990; Morgan et al., 1994). Zur Inhibition von HIV stehen aul3erdem
einige dominant-negative Mutanten viraler Proteine wie Tat und Rev zur
Verfugung (Bonyhadi et al., 1997; Woffendin et al., 1994).

Als antivirale RNAs dienen Antisense-RNAs (Vandendriessche et al., 1995),
Ribozyme (Klebba et al., 2000) oder kleine RNA-Fragmente, die viralen RNA-
Elementen entsprechen und mit diesen kompetitieren (Sullenger et al., 1990).
Als neueren Ansatz werden 21 bis 23 Basenpaare grolRe RNA-Fragmente
eingesetzt (siRNA), die mit spezifische Sequenzen der viralen RNA
hybridisieren und zur Spaltung der mRNA fuhren (Capodici et al., 2002).

Ein weiteres Beispiel fur antivirale RNAs ist das so genannte RRE-decoy. Die
Bindestelle von Rev, das RRE, befindet sich auf der viralen mRNA im Bereich
des Env-kodierenden Bereichs. Die retrovirale Expression eines 41
Basenpaar groRen Fragmentes stammend aus diesem RRE kompetitiert mit
der viralen RNA und hemmt so den Export dieser aus dem Zellkern. Dadurch
werden spate Gene nicht mehr in ausreichendem Malde hergestellt und damit
die HIV-Replikation gestort (Bahner et al., 1996).

Im Gegensatz zur konventionellen Therapie ist bei der Gentherapie die Wahl
des Gens von entscheidender Bedeutung — die Zahl der transduzierten Zellen
ist im Vergleich zu den insgesamt vorhandenen 10'" CD4* Zielzellen gering.
Die somatische Gentherapie kann nur dann erfolgreich sein, wenn das
antivirale Gen den transduzierten Zellen einen entscheidenden
Selektionsvorteil gegenuber nicht-transduzierten Zellen verleihnt und dadurch
in vivo sich anreichern.

Die verschiedenen antiviralen Gene greifen zu unterschiedlichen Stadien der
Virusreplikation ein und kdnnen dementsprechend in drei Gruppen unterteilt
werden (von Laer & Brandenburg, 2001):

e Zur Klasse | gehoren Gene, die frihe Schritte der HIV-Replikation vor
Integration der viralen cDNA inhibieren und die Infektion der Zielzelle
so verhindern. Dies sind beispielsweise die Eintrittsinhibitoren wie T20,
reverse Transkiptase- (Shaheen et al., 1996) oder Integrase-Hemmer
(Levy-Mintz et al., 1996).
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e Die zweite Klasse der antiviralen Gene hemmen die Produktion viraler
RNA oder viraler Proteine und reduzieren so die Menge an
produziertem Virus in der Zelle und den cytopathischen Effekt.
Beispiele fur ein Klasse II-Gen sind das RRE-decoy oder
transdominantes Rev (Woffendin et al., 1994)

e In der Klasse lll sind Gene, die nur die Zahl produzierter infektioser
Partikel senken. Der cytopathische Effekt bleibt bei solchen antiviralen
Genen erhalten. Zu einem Klasse IlI-Gen gehort beispielsweise das
,[fransdominante® Gag (Trono et al., 1989). Die Expression einer
transdominanten Gag-Mutante stort den Zusammenbau der
Viruspartikel von HIV (Inubushi et al. 1998; Cara et al. 1998) und
reduziert so die Zahl infektioser Partikel.

Klasse Il und Klasse Il antivirale Gene hemmen somit zwar die Produktion
neuer Viren, sie verhindern jedoch nicht die Integration des HIV-Provirus in
das Genom der Wirtszelle. Zellen mit dem Provirusgenom, die jedoch
aufgrund der genetischen Modifikation keine Viren produzieren, sind
vergleichbar mit latent® infizierten Zellen. Sie konnen eine sehr lange
Lebensdauer aufweisen und produzieren noch toxische Genprodukte von HIV
wie das Tat-Protein (Kolson et al., 1994). AuRerdem wird der Schritt der
reversen Transkription nicht gehemmt — ein Schritt, bei dem die meisten
Resistenzmutationen im HIV-Genom entstehen.

Die mathematische Modellierung und die Computersimulation ergaben, dass
nur Gene, die friher Schritt des Replikationszyklus inhibieren (Klasse I-Gene),
genetisch modifizierten Zellen einen effektiven Schutz vor der HIV-Infektion
bieten und einen Selektionsvorteil vorweisen (von Laer et al., in Vorbereitung).

1.8 Vektoren in der Gentherapie

Die Ubertragung therapeutischer Gene in die gewlinschten Zielzellen erfolgt
mit Hilfe von Gentransfer-Vehikeln, die als Vektoren bezeichnet werden.
Idealerweise sollten Vektoren folgende Eigenschaften haben:
e Eine hohe Effizienz des Gentransfers
e Hohe Selektivitat, so dass nur die gewunschten Zielzellen transduziert
werden
e Eine fur den therapeutischen Effekt notwendige und dauerhafte
Expression des Transgens ermoglichen
e Sicher sein und keine Nebenwirkungen in der Zelle verursachen
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Viren sind hocheffiziente Gentransfer-Vehikel, aus denen virale Vektoren
entwickelt worden sind. Viren haben im Laufe der Evolution sehr effiziente
Mechanismen entwickelt, um ihr genetisches Material in die Zelle
einzuschleusen. Die am haufigsten von Viren abgeleiteten Vektoren sind
neben den Adenoviren die Retroviren.

1.8.1. Retrovirale Vektoren

Retrovirale Vektoren sind meist vom ,Murinen Lekamievirus” (MLV) abgeleitet
und wurden bereits in klinischen Studien eingesetzt (Cavazzana-Calvo et al.,
2000; Fehse et al., 1998). Die Vektoren integrieren ihr genetisches Material in
das Genom der Zielzellen. Die damit verbundene stabile Expression macht
retrovirale Vektoren zum haufigsten Genvehikel.

Bei den Retroviren wurden die kodierenden Bereiche durch das
therapeutische Transgen ersetzt. Die rekombinanten Vektoren, die als einzige
noch das Verpackungssignal ¥ und die ,Long terminal repeats‘ (LTR)
besitzen, werden mit Helferplasmiden in Verpackungszellen exprimiert. Zu
dem retroviralen Vektor werden zwei weitere Plasmide eingesetzt: Ein
Plasmid kodiert fir Gag und Pol und eine weiteres das Env-Protein. Dieses
3-Plasmidsystem hat zugleich mehrere Vorteile:

Die Expression retroviraler Strukturgene in der Zielzelle sind nicht mehr
notwendig und jedes gewunschte therapeutische Transgen kann eingesetzt
werden, wobei eine GroRengrenze von 10 kb limitierend ist. Zum anderen
konnen derartige Viruspartikel die Zellen nur einmal infizieren. Die Viren sind
replikationsinkompetent, da im Vektor Strukturgene nicht mehr vorhanden
sind. Dies macht die Gentherapie sicherer, weil eine unkontrollierte
Ausbreitung der Viren im Korper des Patienten ausgeschlossen werden kann.
Ein weiterer Vorteil liegt in der Moglichkeit, das Env-Hullprotein durch
heterologe Hullproteine auszutauschen. Dabei lasst sich durch Verwendung
eines anderen Hullproteins der Tropismus flr die entsprechenden Zielzellen
erweitern oder einengen (Pseudotypisierung).

Ein Nachteil der MLV-basierten retroviralen Vektoren ist jedoch, dass sie nur
sich teilende Zellen transduzieren konnen. Die Zellkernmembran muss sich
auflésen, damit die cDNA des viralen Genoms sich in die des
Wirtszellgenoms einschleusen kann (Lewis & Emerman, 1994; Lieber et al.,
2000). Weiterhin besteht das Risiko der Insertionsmutagenese im
Wirtsgenom, bei der Proto-Onkogene aktiviert werden kdnnten.
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1.8.2 Lentivirale Vektoren

Die von Lentiviren abgeleiteten Vektoren kdonnen im Gegensatz zu den
onkoretroviralen Vektoren auch ruhende Zellen transduzieren (Naldini, 1992).
Analog zu den onkoretroviralen Vektoren wurden noch die das Genom
flankierenden LTRs sowie die Verpackungssequenz erhalten (Connolly,
2002). Daruber hinaus haben die lentiviralen Vektoren mit 18 kb eine hdhere
Verpackungskapazitat. Der Import der cDNA nach der reversen Transkripition
in den Zellkern erfolgt Uber zellulare Kernimportproteine (Gallay et al., 1996,
Lewis & Emerman, 1994). Dennoch ergeben sich noch Nachteile bei der
Verwendung lentiviraler Vektoren: So fehlen als grotes Problem stabile
Verpackungszelllinien fur die Vektorproduktion im grofleren Malstab.
Aulerdem besteht das Risiko der Bildung von replikationskompetenten
Lentiviren bei der Vektorproduktion. Ahnlich wie bei onkoretroviralen Vektoren
bestent auch bei Lentiviren das Risiko der Insertionsmutagenese unter
Aktivierung von Proto-Onkogenen. Weiterhin bestehen Bedenken hinsichtlich
der Interaktion der Gene des Lentiviruses mit anderen retroviralen Elementen
in der Zelle des Patienten, wie bei der HIV-Infektion.

1.9 Der retrovirale Vektor M87-Ineo zur Gentherapie der
HIV-Infektion

Das losliche Peptid T20 besitzt in vivo eine sehr kurze Halbwertszeit von zwei
Stunden, so dass grol’e Mengen des synthetisch hergestellten Peptides fur
die antivirale Therapie bendtigt wird. Durch die systemische Applikation wird
das Peptid bereits beim Transport im Blut durch Proteasen abgebaut. Bei
einer Gentherapie mit dem retroviralen Vektor M87-Ineo wird dieses Problem
umgangen und das Hemmpeptid am eigentlichen Wirkungsort auf der
Oberflache der T-Zelle produziert. Hildinger et al. (2001) zeigten, dass die
Expression dieses Fusionshemmers auf der Oberflache der T-Zellen den
Eintritt von HIV aulerst effizient inhibierte. Das Konstrukt M87-Ineo inhibierte
alle untersuchten HIV-Stamme, wobei die Hemmwirkung spezifisch fur HIV-
Hullproteine war. Es wird angenommen, dass das Peptid die Fusion von
Virus- und Zellmembran inhibiert, indem es kompetitiv an die fusionsaktive
Form von gp41 bindet.
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Abb. 1.6: Architektur des retroviralen Vektors M87-Ineo. Das therapeutische
Transgen besteht aus dem Signalpeptid von LNGFR (S), dem inhibitorischen
Peptid (C36), dem Linker (muHIgG2) und dem Membrananker von LNGFR
(LNGFR-MSD). Uber eine polio-IRES vermittelte Translation wird das
Neomycin-Resistenzgen exprimiert.

Zur membranverankerten Expression wurde N-terminal vor dem C36 das
Signalpeptid von LNGFR fusioniert, das fur die Translokation des Proteins in
das Endoplasmatische Reticulum (ER) verantwortlich ist. Am C-Terminus
wurde fur eine erhohte Flexibilitat ein Linker des ,Gelenks® von murinen 1gG2
sowie zur Verankerung die Transmembrandomane von LNGFR hinzugefugt
(Abb. 1.6). Zur Selektion transduzierter Zellen wurde mit Hilfe der ,internal
ribosomal entry site” (IRES) von polio das Neomycin-Resistenzgen exprimiert.

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Seit Beginn der Epidemie starben weltweit fast 15 Millionen Menschen an den
Folgen einer HIV-Infektion und die Zahl der Neuinfektionen wachst standig.
Zwar wurde durch die medikamentése Kombinationstherapie (HAART) eine
Kontrolle der Virusreplikation und damit auch eine langere Uberlebenszeit der
Patienten erreicht. Aber die Bildung resistenter HIV-Stamme wahrend der
Therapie und die hohe Toxizitat der Medikamente limitieren die Erfolge von
HAART. Einen neuen Ansatz bietet daher die genetische Modifikation von
T-Lymphozyten zur intrazelluldaren Immunisierung“ der Zielzellen von HIV.
Durch Expression eines antiviralen Gens der Klasse | sind die Zielzellen vor
der HIV-Infektion geschiitzt und erhalten so einen Uberlebensvorteil, der zur
Akkumulation der genetisch modifizierten Zellen fihren kann. Zur
sintrazellularen Immunisierung” gegen die HIV-Infektion wurde der retrovirale
Vektor M87-Ineo entwickelt, der die Expression des Fusionsinhibitors
C36/T20 auf der Zelloberflache ermdglicht (Hildinger et al., 2001). Mit diesem
Vektor konnte nachgewiesen werden, dass die Oberflachenexpression des
C-Peptids die Replikation von HIV effizient hemmte.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war die Optimierung des retroviralen Vektors
M87-Ineo fur die klinische Applikation zur Gentherapie der HIV-Infektion. Im
Mittelpunkt standen dabei die Reduzierung der Immunogenitat des
exprimierten Peptides, die Erhohung der Expression sowie die Entwicklung
von Strategien zur Pravention der Resistenzbildung.

Der murine Linker, der dem Hemmpeptid Flexibilitat verleint, wurde gegen
verschiedene Sequenzen humanen Ursprungs ausgetauscht, um die
Immunogenitat des exprimierten Peptids zu reduzieren. Dazu wurden
Sequenzen der Gelenke humaner Antikorper der IgG-Klasse als Linker
verwendet. Um die Expression des Peptids zu erhdhen, wurde die
Transmembrandomane von LNGFR ausgetauscht und ein optimierter Leader
in den retroviralen Vektor eingesetzt. Das inhibitorische Peptid selbst wurde
verlangert sowie ein RNA-Element als weiteres Hemmprinzip in den Vektor
implementiert. Der Austausch der einzelnen Elemente wurde auf ihre
Funktionalitat hin in der Zellkultur getestet. Dabei wurden insbesondere die
Hohe der Expression sowie die inhibitorische Wirkung untersucht. Fur die
klinische Applikation sollte anschlieRend ein Vektor kloniert und getestet
werden, der alle optimierten Peptidmodule und Vektorelemente enthalt und
das Hemmpeptid mit moglichst hohem Niveau exprimiert.
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2. Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders
angegeben, von den Firmen Applichem (Darmstadt), Fluka (Buchs), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen)
bezogen.

Bestandteile der Nahrmedien und Agar zur Anzucht von Bakterien wurden
von Difco (Augsburg) und Gibco BRL (Eggenstein) bezogen.

Plastikwaren und Filtersysteme wurden von BD (Heidelberg), Greiner
(Frickenhausen), Costar (Bodenheim), Sarstedt (NUrnbrecht), und Millipore
(Eschborn) verwendet. Medien, Antibiotika und Zusatze fur die Zellkultur
wurden von BioWhittaker (Verviers, Belgien) oder Gibco BRL (Eggenstein)
bezogen.

Far die PCR wurden Oligonucleotide von Carl Roth (Karlsruhe), MWG Biotech
GmbH (Ebersberg) und Thermo Hybaid (Ulm)  verwendet.
Molekulargewichtsmarker und DNA-Restriktionsenzyme sowie deren Puffer
wurden von New England Biolabs (Schwalbach) geliefert.

2.1.2 Verwendete Kits

Tabelle 2.1: Verwendete Kits in der Molekularbiologie

Kit Firma

Rneasy-Kit zur RNA-Isolierung Qiagen, Hilden

E.Z.N.A Cycle-Pure Kit Aufreinigung | Pedlab Biotechnologie, Erlangen
von PCR-Produkten

QuikChange Site-Directed Stratagene, Niederlande
Mutagenesis Kit

JETquick Plasmid miniprep Spin Kit Genomed, Bad Oeynhausen

Qiagen Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
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2.1.3 Haufig verwendete Puffer und Losungen

Losungen und Nahrmedien wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt.
Puffer und Nahrmedien wurden fir 20 Minuten bei 121°C und 2 bar sterilisiert,
bei Hitzeinstabilitat steril filtriert oder bereits steril bezogen.

Tab. 2.2: Haufig verwendete Puffer und Losungen

Name

Zusammensetzung

Ampicillin-Stammldsung

100 mg/ml in Wasser

DNA-Ladepuffer

0.05% Bromphenolblau, 0.05%
Xylene, 15% Ficoll Typ 400 in 20 ml
Wasser

Kanamycin

60 mg/ml in sterilem Wasser

LB-Medium

10 g Trypton / Pepton aus Casein
5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 1000 ml H,O

und autoklaviert

LB-Amplicillin fur Platten

10 g Trypton /Peton aus Casein

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

15 g Agar-Agar

ad 1000 ml H,O

pH 7.0 mit 5 M NaOH

und autoklaviert

hinzufigen von 40 mg/ml Ampicillin
kurz vor giel3en der Platten

50 xTAE Tris 1220 g, Essigsaure 285.5 g,
EDTA (0.5 M) 500ml, H,O ad 5 |,
einstellen des pH auf 8.0

10x TBE Tris 540 g, Borsaure 270 g, EDTA
(0.5 M) 200ml, H,O ad 5 |
einstellen des pH auf 8.0

TE Tris (pH 8) 10mM, EDTA (pH8) 1mM

in deionisiertem Wasser
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2.1.4 Oligonucleotide

Tab. 2.3: Verwendete Oligonucleotide

Name Primer-Sequenz

CD34-R 5-AATATGTCGACTCATGGTTCTAGTTCCAGCC-3’

Higg1A 5-ACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTG
GGGGGACCGCTCATCCTGTCTATTGCT-3’

Higg1B 5-TGGGCACGGTGGGCATGTGTGAGTTTTGTCACAAGA
TTTGGGCTCAGATCTAAACCAATTCCACA-3’

higG2-CD34-F | 5-GAGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGG
ACCGCTGATTGCACTGGTCACCTC-3

higG2-T20-R 5-AATATTCCGGACTCATGGTTCTAGTTCCAGC-3’

Higg2A 5’-AGTGCCCACCGTGCCCAGCACCACCTGTGGCAGGA
CCGCTCATCCCTGTCTATTGCT-3

Higg2B 5-TGCTGGGCACGGTGGGCACTCGACACAACATTTGC
GCTCAGATCTAAACCAATTCCACA-3

Higg4A 5-ATGCCCATCATGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGG
GACCACTCATCCCTGTCTATTGCTC-3

Higg4B 5-GTGCTGGGCATGATGGGCATGGGGGACCATATTTG
GACTCAGATCTAAACCAATTCCACA-3’

M87-F1241 5-CCTACATCGTGACCTGGG-3

M87-F1289 5-GCCACCGCGCGCGCCTAGGACGGGCCGCGLCCTG-3

M87-N+2F 5-TCTTGGATGGAGTGGGACAGAGAAATTAACAATTAC
ACTAGCTTAATACACTCC-3'

M87-N+1R 5-TCTTGGATGGAGTGGGACAGAGAAATTAACAATTAC
ACTAGCTTAATACACTCC-3’

M87-R1911 5-GTGCGTCTAAGTTACGGGAAG-3

M104-DTV-F 5-GCCAGACAATTATTGTCTGATACAGTGCAGCAGCAG
AACAATTTG-3’

M104-DTV-R 5-CAAATTGTTCTGCTGCTGCACTGTATCAGACAATAA
TTGTCTGGC-3’

M104-SIM-F 5-GCCAGACAATTATTGTCTAGTATAATGCAGCAGCAG
AACAATTTG-3

M104-SIM-R 5-CAAATTGTTCTGCTGCTGCATTATACTAGACAATAAT
TGTCTGGC-3’

M165-F1629 5-GGAATTAGATAAATGGGCAAG-3’

M165-R1629

5-CTTGCCCATTTATCTAATTCC-3'
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M171-F632- 5-AATTACCACCGCGGTGGGACTCACTATAGGGCGAA
BstXIl TTG-3'

M171-R1116- 5-AATTAGTCGACGCT GGAGCTCTCCGGATCAG-3’
Sall

M176-S-PRE- 5-CGTCGACCTGCAGGCTAGCAAGCTGGGCTGCAG-3’

qcF1910
M176-S-PRE- 5-CTGCAGCCCAGCTTGCTAGCCTGCAGGTCGACG-3
qcR1910
RRE-Hindlll-F 5-AGCTTCACTATGGGCGCAGTGTCATTGACGCTGAC

GGTACAGGCCA-3’

RRE-Hindlll-R | 5-AGCTCTGGCCTGTACCGTCAGCGTCAATGACACTG
CGCCCATAGTGA-3’

2.1.5 Enzyme

Tab. 2.4: Verwendete Enzyme und Hersteller

DNA Restriktionsenzyme New England Biolabs, Schwalbach
Pfx-Polymerase Invitrogen, Karlsruhe
Tag-Polymerase BD, Heidelberg

DNA-Ligase & 10X Ligasepuffer New England Biolabs
Klenow-Fragment von E.coli DNA- Fermentas, Heidelberg
Polymerase

T4-Polynucleotidekinase New England Biolabs, Schwalbach
Alkalische Shrimp Phosphatase & Roche Diagnostics, Mannheim
10X Puffer

Alkalische Phosphatase (CIP) New England Biolabs, Schwalbach

2.1.6 Antikorper

e ZaHIgG-PE: Phycoerythrein-gekoppelter Antikorper aus Ziegen —
bindet spezifisch gegen die F.-Region von l6slichen humanen
Antikorpern (Jackson Immunoresearch, USA)

e agp41 C2F5: monoklonaler humaner Antikorper, der das Epitop
ELDKWA im ,heptad repeat” 2 von HIV-1 gp41 erkennt (Muster et al.,
1993; Buchschacher, 1994).
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e EVA365: anti-p24 gag Antikorper, gegen HIV-1 gag p24, Aminosauren
253-282 (Hinkula et al., 1990)

e EVA366: anti-p24 gag Antikorper , gegen HIV-1 gag p24, Aminosauren
273-302 (Hinkula et al., 1990)

e GaMIgG: R-Galactosidase-konjugierter Antikdrper aus Ziege, bindet
spezifisch gegen die F.-Region von Iéslichen murinen Antikérpern
(Caltag, Hamburg)

2.1.7 Plasmide

Tab. 2.5: Verwendete Plasmide und Vektoren

Name Verwendungszweck Referenz
M23 Klonierungsplasmid  pBluescript  fur  Um- | Stratagene,
klonierungen und Insertion von phosphorylierten | Heidelberg
PCR-Produkten
M51 Retroviraler Vektor, der nur das Neomycin- | von Laer et
Resistenzgen enthalt. al., 1998
M56a Retroviraler Vektor mit dem optimierten MP71- | Schambach et
Leader und als Insert dem Markergen GFP al., 2000
MS57 Helferplasmid zur Expression von gagpol fur die | Beyer et al.,
Produktion retroviraler Partikel 2001
M104 Plasmid zur Rev-abhangigen Expression des | M. Dittmar,
HIVhxs2 Env Universitat
Heidelberg
M107 Lentiviraler Vektor mit dem Markergen GFP Dull et al.,
1998
M130 Helferplasmid zur Expression des Hullproteins | Stitz et al.,
vom Gibbon ape leukemia virus (GALV Env) zur | 2000
Pseudotypisierung retroviraler Partikel
M136 Retroviraler Vektor mit einem MP-1-Leader und | H. Martinius,
dem nicht-optimierten Transgen. Im 5’-Bereich | Georg Speyer
befindet sich ein verandertes RRE-Element Haus,
Frankfurt/Main
M150 Retroviraler Vektor mit dem trunkierten CD34 | K. Junker,

(tCD34), das zur Klonierung der
membrandomane verwendet wurde.

Trans-

Georg Speyer
Haus,
Frankfurt/Main
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M171 Plasmid mit dem synthetischen Gen des | Geneart,
optimierten C-Peptids Regensburg
M334 pCMVARY; Expressionplasmid der HIV-Proteine | Naldini et al.,
gag-pro-pol zur lentiviralen Verpackung 1996
M421 p202, Plasmid zur Rev-abhangigen Expression | F. Yang
des HIVyxs2 Env flr Virusproduktion und Zell- | Whitehead
Zellfusionsassays Institute for
Biomedical
Research
M422 pcREV, Plasmid zur Expression von HIV-1 Rev | Malim et al.,
1988

2.1.8 Bakterien

Als Wirtsstamm fur molekularbiologische Arbeiten wurden Escherichia coli-
Stamme TOP10 von Invitrogen (Karlsruhe) oder XL1-blue von Stratagene
(Heidelberg) verwendet.

Tab. 2.6: Genotyp der verwendeten Bakterienstamme

Stamm Genotyp Referenz

TOP10 F- mcrA A(mmr-hsdRMS-mcrBC) $80/acZAM15 | Invitrogen,
AlacX74 deoR recA1 araD139 A(ara-leu)7697 | Karlsruhe
galK rpsL (Str?) endA1 nupG

XL1-blue | F" lacZ AM15 SupE44 hasdR17 recA1 endA1 | Stratagene,
deoR gyrA96 thi-1 relA lac Heidelberg
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2.1.9 Zellinien

Tab. 2.7: Verwendete Zelllinien

Zellinie | Herkunft Referenz/ Medium
ATCC-Nummer
Anjou65 | Humane Nierenepithelzellen Kinsella & Nolan, | DMEM-
1996; CRL-11269 | Standard
293T Humane embryonale Nieren- | Numa et al., 1995; | DMEM-
epithelzellen mit dem inserierten T | CRL-11268 Standard
Antigen von SV40
Jurkat Humane T-Zelllinie ohne den | Weiss et al., 1984; | RPMI-
humanen CCR5-Rezeptor TIB-152 Standard
PM-1 Humane T-Zelllinie, abstammend | Lusso et al., 1995 | RPMI-
von der Zelllinie HUT78, die Standard
CXCR4 und CCRS5 exprimiert.
usg7 Humane Glioblastomzelllinie, Bjorndal et al., DMEM-
CXCR4 | exprimiert stabil CD4 und CXCR4 | 1997 Standard
us7 Humane Glioblastomzelllinie, Bjorndal et al., DMEM-
CCR5 exprimiert stabil CD4 und CCR5 1997 Standard
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2.1.10. Gerate

Tabelle 2.8: Verwendete Laborgerate

Gerat

Hersteller

Analysenwaage

Kern, Albstadt

Aussschwingzentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau

Brutschrank

Heraeus, Hanau

Brutschrank Cytoperm flr die Zellkultur

Heraeus, Hanau

DNA-Elektrophoreseapparatur

BioRad, Miunchen

DNA-Sequenzierung: 3100 Avant Genetic
Analyzer

Applied Biosystems,
Weiterstadt

Durchflusszytometer: FACSCalibur &
Software CellQuestPro

BD, Heidelberg

Fluoreszenzmikroskop

Nikon, Dusseldorf

Heizblock

Techne England

Kuhlzentrifuge Beckman Avanti J20

Beckman, Minchen

Mikroskop

Leica, Bensheim

PCR-Cycler

Biometra, Gottingen

pH-Meter Mettler Toledo

Mettler, Giessen

Photometer Gene Quant I

Amersham Biotech, Fernwald

Ruhrer RCT Basic

IKA, Staufen

Schittler TH25

Edmund Buhler, Tubingen

Sterilbank fur Zellkulturen HERAsafe HS12

Heraeus, Hanau

Tischzentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau

Tischzentrifuge Mikro 20

Hettich, Tuttlingen

Tischzentrifuge Rotina 48R

Hettich, Tuttlingen

UV-Transilluminator GelDoc 2000

BioRad, Miunchen

Vortex Genie 2

Bender und Hobein, Schweiz

Wasserbad

GFL, Burgwedel
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2.2 Methoden

2.2.1 Gentechnische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung und Konservierung von Escherichia coli

Plasmidtragende Escherichia coli-Stamme wurden in mit 100 pg/ml Ampicillin
versetztem LB-Selektivmedium kultiviert. Einzelkolonien wurden durch
Ausstreichen der Bakterien auf einer Petrischale mit LB-Agar-Medium und
Inkubation im Brutschrank bei 37°C erhalten. Zur Konservierung konnten die
Platten bei 4°C gelagert werden und waren fur mehrere Wochen zum
Animpfen von Flussigkulturen verwendbar.

Flussigkulturen wurden zur dauerhaften Konservierung uber Nacht geschuttelt
und jeweils 500 ul einer Ubernachtkultur mit 500 pl sterilem Wasser mit 7%
DMSO gemischt und bei -80°C aufbewahrt.

2.2.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Zur Identifizierung neuer Transformanden oder fur Umklonierungen erfolgte
die Isolierung von Plasmid-DNA im analytischen Mal3stab aus einer 2 ml-
Ubernachtkultur. Das verwendete JETquick Plasmid Miniprep Spin Kit von
Genomed ergab dabei in der Regel eine Ausbeute von je 10-20 ug Mini-
Praparation. Fir die Isolierung im praparativen Mal3stab wurde eine 250 ml-
Ubernachtkultur angesetzt und die DNA mit dem QIAprep Plasmid Maxi Kit
von QIAGEN erhalten. Hier betrugen die DNA-Ausbeuten 500-1000 pg. Die
Plasmid-DNA-Lésungen wurden zur Lagerung bei -20°C eingefroren.

2.2.1.3 Enzymatische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Bei der Neukonstruktion oder Testung von Plasmiden wurde die Plasmid-DNA
mit Restriktionsendonucleasen gespalten. Dabei wurde in der Regel das
Puffersystem der Firma New England Biolabs verwendet, das auf den
Angaben von Sambrook et al. (1989) basiert. Die Auswahl des geeigneten
Puffers erfolgte nach den Empfehlungen des Herstellers.
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Etwa 0.5 ng Plasmid-DNA wurden zur Restriktionsanalyse eingesetzt und im
praparativen Malistab bis zu 5 pg. Die Reaktion erfolgte in einem
Gesamtvolumen von 25 ul, wobei 5 Units der Restriktionsendonuclease
eingesetzt wurden. Die Puffer wurden als zehnfach konzentrierte Losungen
hinzugefigt und die Inkubationszeit betrug je nach Enzymkombination und
Verwendungszweck zwischen 1 und 12 Stunden. Bei Bedarf wurden die
erhaltenen Fragmente durch praparative Agarose-Gelelektrophorese isoliert
oder flr Ligationen das Enzym soweit moglich bei 65°C hitzeinaktiviert.

2.2.1.4 Eliminierung von 5’-Phosphaten an DNA-Enden mittels
Phosphatasen

Zur Eliminierung von 5'-Phosphatresten an DNA-Fragmenten oder Plasmiden,
die nur mit einem Enzym an mehreren Stellen geschnitten worden sind, wurde
der Restriktionsverdau mit Wasser, 10X Phosphatase-Puffer auf 50 pl
aufgefullt und mit Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP, Boehringer,
Ingelheim) 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Das Enzym wurde bei 65°C fur
20 min hitzeinaktiviert. Die so erhaltene DNA konnte sofort fur
Ligationsreaktionen eingesetzt werden. Alternativ wurde die ,Calf-Intestinal-
Phosphatase® (CIP) verwendet (New England Biolabs, Schwalbach), wobei
die behandelte DNA anschlieBend mit dem EZNA Pure Kit (peqlLab
Biotechnologie, Erlangen) oder mittels Gelelektrophorese aufgereinigt werden
musste, da das Enzym nicht hitzeinaktivierbar ist.

2.2.1.5 Phosphorylierung von DNA

Zur Vorbereitung der Ligationen von neuen PCR-Produkten mit
dephosphorylierten Plasmiden wurde das Amplifikat oder andere DNA-
Fragmente am 5'-Ende mit T4-Polynucleotidkinase behandelt. Dazu wurde die
DNA mit 10X Kinasepuffer und 5 Units T4 Polynucleotidkinase 1 Stunde
inkubiert und bei 65°C fir 20 Minuten hitzeinaktiviert. Die so erhaltene DNA
konnte danach sofort fur die Ligation eingesetzt werden.
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2.2.1.6 Auffullen von Einzelstrangenden mit Klenow Polymerase

Die nach Behandlung mit Restriktionsenzymen entstandenen Uberhangenden
Einzelstrang-Enden wurden mit Hilfe der Klenow Polymerase in glatte Enden
uberfuhrt. Dazu wurde 1 Unit des Enzyms DNA Klenow Polymerase (MBI
Fermentas, St.Leon-Rot) in der vom Hersteller mitgeliefertem 10X Puffer, 1 pl
dNTP-Mix (je 1 mM dCTP, dATP, dGTP und dTTP) mit 1 ug DNA vereinigt.
Der Ansatz wurde fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlie3end auf Eis
abgekuhlt. Die Klenow Polymerase wurde fur 20 Minuten bei 75°C
hitzeinaktiviert und die DNA konnte anschliel3end fur die weitere Klonierung
verwendet werden.

2.2.1.7 Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung doppelstrangiger DNA erfolgte in horizontalen Agarose-
Gelen mit TBE oder TAE als Laufpuffer. Standardmaflig wurden dabei 1%ige
Agarosegele eingesetzt. Sind die zu untersuchenden Fragmente kleiner als
500 Basenpaare, so wurden hoherprozentige Gele mit bis zu 2 Prozent
Agarose eingesetzt. Waren die Fragmente deutlich groRer, so wurden 0.5-
0.8%ige Gele verwendet. Die gewunschte Menge an Agarose wurde mit TBE-
Puffer in der Mikrowelle erhitzt, bis eine klare Lésung erhalten wurde. Dann
wurde 1/1000 Volumen Ethidiumbromidlésung (1% w/v in Wasser) zugegeben
und die Flussigkeit in die Gelkammer mit einem Geltaschenformer gegossen.
Nach Erstarrung des Agarose-Gels wurde der Geltaschenformer entfernt und
das Gel in eine mit TBE geflillte Elektrophoresekammer gelegt. Die Proben
wurden mit 6X DNA-Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Jede
Geltasche wurde Ublicherweise mit maximal 30 ul DNA-L&sung beladen. Als
GroRenmarker wurden 0.5 ug 100-Basenpaarmarker oder 1-kb-Marker
verwendet (New England Biolabs, Schwalbach). Die Gelelektrophorese
erfolgte mit einer Spannung von 100 Volt flr die Dauer von 20 Minuten. Die
aufgetrennten DNA-Fragmente wurden anschlieliend durch Bestrahlung mit
UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert. Sofern erforderlich, wurden
entsprechende Fragmente zur Gelisolierung mit einem  Skalpell
herausgeschnitten und isoliert (siehe Kap. 2.2.1.8).



Material und Methoden 32

2.2.1.8 Isolierung von DNA aus Gelen

Nach der Gelelektrophorese wurden die fur die Klonierung gewulnschten
Banden aus dem Gel isoliert. Dazu wurde die Bande mit einem Skalpell
vorsichtig aus dem Gel ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal®
uberfuhrt. Far die Isolierung wurde das ,Jetquick Gel Extraction Kit*
(GENOMED, Bad Oeynhausen) verwendet. Die erhaltene DNA konnte direkt
fur weitere Klonierungen, Restriktionsanalysen und Sequenzierungen
verwendet werden und es waren keine weiteren Reinigungsschritte
erforderlich.

2.2.1.9 Genamplifizierung von DNA mittels Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zur Amplifizierung von Genen
aus einer cDNA-Bank oder zur Vervielfaltigung bereits klonierter Genbereiche
verwendet (Saiki et al, 1988). Dabei wurden jeweils zwei gegenlaufige Oligo-
desoxynucleotide im Uberschuss eingesetzt, die etwa 20 Basenpaare der
Zielsequenz flankieren. Je nach Bedarf enthielten die Oligonucleotide zur
Klonierung am 5’-Ende noch Restriktionsschnittstellen. Die Reaktion wurde in
der Regel mit der Pfx-DNA-Polymerase durchgefuhrt, die aufgrund ihrer
Proofreading-Aktivitat eine sehr geringe Fehlerrate besitzt und DNA mit
glatten Enden (,blunt ends®) bildet.

Die folgenden Komponenten wurden in einer Standard-PCR in ein kleines
PCR-Eppendorfgefal} pipettiert:

10x Amplifikationspuffer 5ul

50 mM MgSO,4 1,5 ul
dNTP-solution (10 mM ATP,GTP, CTP, TTP) 1,5 ul
Forwardprimer (10 uM) 1l
Reverseprimer (10 uM) 1l
Pfx-DNA-Polymerase (2,5 U/ul) 0,5 ul
add Wasser auf 49 pl 38,5 ul
Plasmid-DNA(~20-60 ng/ul) 1 ul

Gesamt 50 ul
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Standard-Programm im Thermocycler:

95°C 3 min Denaturierung

94°C 30s Denaturierung

60°C 30s Annealing 25x
68°C 1 min Elongation

68°C 3 min Vervollstandigung

Beim Denaturierungsschritt wurden die DNA-Doppelstrange in Einzelstrange
zerlegt, so dass die beiden Primer beim Annealing-Schritt an den
Zielsequenzen hybridisieren konnten. Die Annealing-Temperatur wurde fur
jede PCR in Abhangigkeit der Schmelztemperaturen der Primer zwischen 56
und 68°C gewahlt. Dabei wurde die Temperatur flr jeden verwendeten Primer
nach einer Faustformel berechnet, wobei G,C,A und T die Haufigkeit der
Nucleotide im Primer angibt:

Tn=4x(GoderC)+2x(AoderT)

Bei der Elongationstemperatur von 68°C replizierte die Pfx-Polymerase in
Gegenwart der dNTPs die komplementaren Strange. Die Menge des
amplifizierten Produktes stieg dabei exponentiell mit der Zahl der Zyklen. Die
Konzentration an MgSOQO,, die Zyklenzahl und die Menge an Plasmid-DNA
wurden je nach PCR individuell optimiert. Die Elongationszeit wurde in
Abhangigkeit zur Produktgréfie gewahlt und betrug 1 min pro Kilobase.

Bei einer 3-Schritt-PCR wurden zwei einzelne PCR-Reaktionen angesetzt und
die Produkte mittels Gelelektrophorese isoliert. Die Primer waren so
konstruiert, dass beide PCR-Produkte einen Uberlappenden Bereich von etwa
20 Basenpaaren aufwiesen. Die beiden aufgereinigten PCR-Produkte wurden
in aquimolaren Mengen in die dritte PCR-Reaktion als Template zugegeben
und mit den aulieren Primern zu einem PCR-Produkt vereinigt.

2.2.1.10 Ligation von DNA-Fragmenten

Die kovalente Verknupfung von DNA-Fragmenten wurde mit der T4 DNA-
Ligase durchgefuhrt. Die Ligation erfolgte in einem Gesamtvolumen von 25 pl
mit 2,5 ul vom Hersteller mitgeliefertem 10X Ligase-Puffer und 1 ul T4 DNA-
Ligase uber Nacht bei 16°C oder fur 2 Stunden bei Raumtemperatur. Fur die
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Ligation wurden etwa 50 fmol des geschnittenen Plasmids und ein etwa
dreifacher Uberschuss des Inserts eingesetzt. Zur Transformation von
Escherichia coli mit den Ligationsprodukten wurden je 10 ul des Reaktions-
ansatzes und eine Kontrolle ohne Insert verwendet.

2.2.1.11 Ligation von PCR-Produkten in TOPO pCR1-Vektoren

Das Protokoll erfolgte weitgehend nach der Gebrauchsanweisung des ,Topo
TA cloning kits“ (Invitrogen, Karlsruhe). Mit Pfx-Polymerase amplifizierte PCR-
Produkte wurden zunachst mit 5 Units Taqg-Polymerase versetzt und zur
Adenylierung an den 3’-Enden 15 min bei 72°C inkubiert. Anschliel3end
wurden 4 ul PCR-Produkt mit 1 ul Salzlosung und 1 pl Topo-Vektor fur 5 bis
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der mit dem Kit mitgelieferte
Vektor war bereits geschnitten und besall an beiden Enden das Enzym
Topoisomerase, das eine effiziente und schnelle Insertion des PCR-Produktes
in den Vektor gewahrleistete. Nach Inkubation wurden die Ligationsprodukte
in hochkompetente Escherichia coli Top10 transformiert und auf einer LB-
Agarplatte ausplattiert. Nach 12-14 Stunden waren die Bakterienkolonien
sichtbar und konnten fur das Animpfen von kleinen Minikulturen mit je 2 ml
LB-Medium verwendet werden.

2.2.1.12 Herstellung kompetenter Zellen mit Escherichia coli

Zur Transformation von Escherichia coli mit Ligationsprodukten oder voll-
standigen Plasmiden wurden zunachst kompetente Zellen hergestellt. Hierflr
wurde 2 ml einer Ubernachtkultur von E. coli zum Animpfen einer 200 ml-
Kultur verwendet und bis zu einer ODgypo= 0.5 — 0.7 herangezogen.
AnschlieBend wurden die Zellen fur 10 Minuten auf Eis inkubiert und
abzentrifugiert. Nach dem Resuspendieren mit 20 ml kalter 0.1 M MgCl,-
Ldsung wurden die Zellen erneut fur 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert, in 20 ml
50 mM CaCly-Lésung resuspendiert und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die
Zellen wurden fir 10 Minuten bei 4°C pelletiert und in 2 ml 50 mM CaCl,-
Lésung mit 15% Glycerin vorsichtig resuspendiert. Die Zellen wurden a 200 pl
in Eppendorf-Gefalle verteilt und bei - 80°C bis zur Verwendung eingefroren.
Die Zellen hatten in der Regel eine Kompetenz von etwa 5 x 10° bis 1 x 10°
Kolonien/ug DNA.
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2.2.1.13 Transformation von Escherichia coli mit Plasmid-DNA

Produkte einer Ligation oder Plasmide wurden mit Hilfe von chemisch-
kompetenten Zellen in Escherichia coli transformiert. 50 ul der kompetente
Escherichia coli Top10-Zellen wurden zunachst auf Eis aufgetaut und 10 pnl
Ligationsansatz beziehungsweise 50 ng Plasmid hinzugegeben. Die Zellen
wurden 30 min auf Eis inkubiert und fur 2 min im Wasserbad auf 42°C erhitzt.
Nach kurzer Abkuhlung auf Eis wurden 500 pul vorgewarmtes LB-Medium
zugegeben und fur 45 min bei 125 U/min und 37°C geschuttelt. Anschlie3end
wurden die Bakterien bei 8000 U/min herunterzentrifugiert und 450 pl
Uberstand verworfen. Im Restvolumen wurden die Zellen resuspendiert und
auf einer LB-Ampicillin-Platte ausgestrichen. Nach 12-14 Stunden wurden die
einzelnen Bakterienkolonien sichtbar und konnten fur das Animpfen von
Minikulturen (2 ml) verwendet werden.

2.2.1.14 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung wurde von der Service-Abteilung des ,Georg Speyer
Hauses“ (Margot Landersz, Ursula Dietrich) durchgefuhrt. Die Methode
erfolgte nach dem Kettenabbruchverfahren nach Sanger et al (1977). Zur
Sequenzierung von Minipraparationen wurden 7 ul DNA-L6sung verwendet
und mit 1 pl 10 uM Primerlésung versetzt. Bei Maxipraparationen wurden 0.5
bis 1 ug Plasmid-DNA verwendet.
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2.2.2 Zellkulturmethoden

2.2.2.1 Kultivierung und Konservierung von Zelllinien

Alle Zellinien wurden in einem Inkubator mit 7% CO; und einer
Luftfeuchtigkeit von 90% Kkultiviert. Als Standardmedien wurde zum DMEM
und RPMI 10% fotales Kaélberserum, 2 mM L-Glutamin, 50 pg/ml
Streptomycin und 50 U/ml Penicillin zum Medium zugegeben.

Suspensionszellen wurden in Standard-RPMI-1640 Medium kultiviert. PM-1
Zellen, die den Neomycin-Resistenzmarker nach der retroviralen Transduktion
exprimierten, wurden mit Standardmedium mit 0.8 mg/ml des Antibiotikums
G418 verwendet. Die Zellen wurden in einer Dichte von 1 x 10° bis 1 x 10°
gehalten und alle 2 bis 3 Tage wurde das verbrauchte Medium ersetzt.

Adharente Zellen wurden in DMEM Standardmedium gehalten, alle 2 bis 3
Tage mit frischem Medium geflttert und regelmalig in einem Verhaltnis von
1:5 bis 1:15 gesplittet. Dazu wurde das Medium entfernt, einmal mit PBS
gewaschen und die Zellen mit Trypsin/EDTA behandelt. Anschlieend wurden
die Zellen resuspendiert und ein Teil der Zellen in eine neue Zellkulturflasche
mit frischem Medium Uberfuhrt. Fur die Zelllinien U87 CXCR4 und U87 CCR5
wurde fur die stabile Expression von CD4 und des Korezeptors die beiden
Antibiotika G418 (0.3 mg/ml) und Puromycin (1 ug/ml) dem Medium
zugesetzt.

Die dauerhafte Lagerung der Zellen erfolgte in FCS mit 10 % DMSO in
flussigem Stickstoff. Zum Auftauen wurden die Zellen im Wasserbad bei 37°C
schnell erwarmt und in 5 bis 10 ml vorgewarmtem Zellkulturmedium
aufgenommen und abzentrifugiert, um das fur Zellen toxische DMSO zu
entfernen. Adharente Zellen wurden anschlieBend in frischem und
vorgewarmtem Medium resuspendiert und in eine neue Kulturflasche
uberfuhrt. Suspensionszellen wurden nach der Zentrifugation in 2 ml RPMI-
Standardmedium aufgenommen und in einer Verdinnungsreihe (1:2, 1:4, 1:6)
in eine 24 Lochplatte verteilt.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen mit Trypan-Blau (Invitrogen,
Karlsruhe) gefarbt und mittels einer Neubauer-Zahlkammer (Hycor
Biomedicals, Kassel) ausgezahlt (Phillips, 1973).
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2.2.2.2 Transiente Transfektion zur Produktion retroviraler Vektoren

Die retroviralen Vektoren wurden durch transiente Transfektion mit
Calciumphosphat in der Zelllinie Anjou65 produziert. Dazu wurden ein Tag vor
der Transfektion 5 x 10° Anjou65-Zellen in einer 10 cm-Petrischale ausplattiert
und in Standard-DMEM-Medium unter Standard-Zellkulturbedingungen
kultiviert. Kurz vor der Transfektion wurde am nachsten Tag das Medium
durch 2mM Glutamin/DMEM mit 10 puM Chloroquin zur Erhohung der
Transfektionseffizienz ersetzt. 7,5 ng retroviraler Vektor, 12,5 ug des gag-pol-
Expressionsplasmids (M57) sowie 1 ug des GALV-env-Expressionsplasmids
(M130) wurden in ein Eppendorfgefal® uberfuhrt und mit Wasser auf 450 pl
aufgefullt. Nach Zugabe von 50 ul CaCly-Losung (2.5 M) wurde die Losung
Tropfchenweise zu 500 ul HEPES-Puffer unter standigem Vortexen gegeben.
Die Losung wurde fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlielend auf die Zellen tropfenweise gegeben. Die Zellen wurden fur 6
bis 8 Stunden mit dem DNA-Prazipitat inkubiert und anschlieRend das
Medium mit 6 ml frischem DMEM ohne Chloroquin ausgetauscht. Die
virushaltigen Zellkulturiberstande wurden nach 12, 24, 36 und 48 Stunden
abgenommen und durch 6 ml frisches Medium ersetzt. Die gesammelten
Uberstande wurden durch einen 0.45 um-Filter steril filtriert und bei -80°C bis
zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.2.2.3 Transiente Transfektion zur Produktion HIV Env
pseudotypisierter lentiviraler Vektoren

Zur Herstellung von lentiviralen Vektoren wurden einen Tag vor der
Transfektion 5 x 10° 293T-Zellen in einer 10 cm-Petrischale ausplattiert und
unter Standardbedingungen kultiviert. Am nachsten Tag wurde kurz vor der
Zugabe der DNA das Medium entfernt und 10 ml 2 mM Glutamin/DMEM ohne
fetales Kalberserum hinzugefugt. 12,5 ug M334 (Expressionsplasmid von
gag, pro und pol), 7,5 ug des lentiviralen Vektors M107 sowie 2 ug des HIV-
Hullprotein Expressionsplasmids (M104, M191 oder M192) vereinigt und mit
Wasser auf 450 ul aufgeflllt. Nach Zugabe von 50 ul 2,5 M CaCl,-Lésung
wurde die DNA-L6sung zur Prazipitation tropfenweise in 2X HEPES-Puffer
unter vortexen gegeben. Nach 20-minitiger Inkubation des DNA-
Prazipitationsmixes wurde die DNA tropfenweise auf die Zellen gegeben und
fur 6 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium durch DMEM-
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Standardmedium ersetzt. Nach 24 Stunden und nach 48 Stunden wurden die
Zellkulturiberstande entnommen, steril filtiert und vereinigt. Zur weiteren
Verwendung wurden die Ubersténde bei -80°C gelagert.

2.2.2.4 Transduktion von Zellinien mit retroviralen Uberstianden

Suspensionszellen

In einer mit Fibronektin-beschichteten 24 Lochplatte wurden je 2x10°
Suspensionszellen in 100 pl Medium mit je 1 ml virushaltigem
Zellkulturiberstand gemischt. Nach Zugabe von je 1 ul Protaminsulfatlosung
(4 mg/ml) wurden die Zellen fur 1 Stunde bei 2000 U/min und 31°C
zentrifugiert. Anschlieend wurden die Zellen Uber Nacht im Brutschrank mit
dem virushaltigem Uberstand inkubiert. Die Transduktion wurde je nach
Bedarf mehrmals wiederholt und die Zellen anschlieend 8-12 Stunden nach
jedem Transduktionsschritt im Brutschrank inkubiert. Nach abgeschlossener
Transduktion wurde das Medium gewechselt. Enthielten die Vektoren das
Neomycinresistenzgen, so wurde dem Medium G418 zur Selektion positiv
transduzierter Zellen hinzugefugt.

Adherente Zellen

In eine 24 Lochplatte wurden je 5 x 10* - 1 x 10° Zellen in 1 ml gegeben und
uber Nacht inkubiert. Das Medium wurde anschliellend entfernt und durch
virushaltige Zellkulturiberstande ersetzt. Nach Zugabe von 1 ul Polybrene (4
mg/ml) wurde fur 1 Stunde bei 2000 U/min und 31°C zentrifugiert. Nach
Bedarf wurde die Transduktion mehrfach wiederholt.

2.2.2.5 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der gleichzeitigen Messung
verschiedener physikalischer und chemischer Eigenschaften einzelner Zellen
oder Partikel. Die Zellen werden in einem Flussigkeitsstrom hintereinander
angeordnet und einzeln mittels eines Laserstrahls untersucht. Aufgrund ihrer
Streulichteigenschaften kénnen simultan Zellgrole und Granularitat fir
mehrere tausend einzelne Zellen bestimmt werden.

Nach Anfarbung mit einem Fluorochrom oder durch Expression
fluoreszierender Proteine (z.B. grin fluoreszierendes Protein) kdnnen die
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Zellen mit dem Laserstrahl zur Fluoreszenz angeregt werden.
Oberflachenproteine kénnen mit einem Primarantikérper erkannt und mit
einem fluoreszierenden Zweitantikdrper detektiert werden. Die Hohe der
Fluoreszenz ist dabei proportional zur vorhandenen Zahl der Moleklle des
Fluorochroms oder der Bindungsstellen fir den Fluoreszenz-markierten
Antikérper. Im Durchflusszytometer passieren die Zellen dann einen
Laserstrahl, der die Fluoreszenzmarker anregt. Fluoreszierende und nicht
fluoreszierende Zellen lassen sich so unterscheiden und voneinander trennen.

Direkte Farbung der Zellen

Fir jede Probe wurden etwa 2 x 10° bis 5 x 10° Zellen in ein FACS-Réhrchen
uberfuhrt und pelletiert. Nach Zugabe von 20 pl des fluoreszenz-markierten
Antikorpers wurden die Zellen fir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Um den
Uberschissigen und ungebundenen Antikorper wieder zu entfernen, wurde zu
den Zellen 2-3 ml FACS-Puffer (PBS mit 3% fetalem Kalberserum) gegeben,
gevortext und fur 7 Minuten bei 1200 U/min zentrifugiert. Nach Dekantieren
des Uberstandes wurden erneut 2-3 ml FACS-Puffer zugegeben und nach
Vortexen zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt und die Zellen
anschlieBend in FACS-Puffer mit 1.5% Formaldehyd konserviert und bis zur
Messung bei 4°C gelagert.

Indirekte Farbung der Zellen

Fir die indirekte Farbung der Zellen wurden fiir jede Probe zwischen 2 x 10°
und 5 x 10° Zellen in ein FACS-R&hrchen iberfiihrt und bei 1200 U/min fiir
7 min pelletiert. AnschlieBend wurde 1 pg des primaren Antikdrpers
zugegeben und fur 30 min bei 4°C inkubiert. Zum Entfernen des
Uberschussigen Antikérpers wurden die Zellen gewaschen: 2-3 ml FACS-
Puffer (PBS mit 3% fetales Kalberserum) wurden zur Zellsuspension
hinzugegeben, gevortext, fur 7 min bei 1200 U/min zentrifugiert und das
Waschen zweimal wiederholt. Pro Probe wurden 20 pul einer 1:40-Verdinnung
des Phycoerythrein-gekoppelten Zweitantikdrpers zugegeben und 30 min bei
4°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen dreimal gewaschen und
anschlieBend in FACS-Puffer mit 1.5% Formaldehyd bis zur Messung
konserviert und bei 4°C gelagert.

Die FACS-Messung und -Analyse erfolgte am Durchflusszytometer (FACScan
oder FACS-Calibur (BD, Heidelberg) mit der Software CellQuest Pro.
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2.2.2.6 FACS-Sorting

Die Zellseperation mittels ,FACS-Sorting“ diente der Anreicherung von
transduzierten Zellen, sofern diese keinen Selektionsmarker exprimierten. In
ein steriles FACS-Roéhrchen wurden Zellen wie oben beschrieben (Kapitel
2.2.2.5) mit dem Erstantikdrper inkubiert, gewaschen und nach Inkubation mit
dem Zweitantikdrper mit sterilem PBS auf eine Konzentration von etwa
1 x 107 eingestellt. Der FACS-Calibur wurde fiir 30 Minuten mit 70% Ethanol
sterilisiert und anschliefiend mit steriiem PBS gewaschen. Wahrend des
Sortiervorgangs wurde die Sort-Frequenz unter 1000 Zellen pro Sekunde
belassen. Direkt nach dem ,Sorten® wurde ein Teil der Zellen fur die
Reanalyse verwendet und die Effizienz der Sortierung tberprift. In der Regel
betrug die Reinheit > 95% der sortierten Zellen.

2.2.2.7 Infektion von Zelllinien mit HIV

In den Infektionsexperimenten wurde die T-Zelllinie PM-1 mit einem
infektiosen und replikationskompetenten HIV-Stamm infiziert und zur
Bestimmung des HIV-1 Antigens p24 mittels ELISA in regelmaligen
Abstanden Zellkulturiberstande entnommen.

Zur Infektion wurden 1 x 10° PM-1 Zellen in einer 24 Lochplatte ausgesét. Die
HIV-1-Virusstamml6sung wurde bis zur entsprechenden MOI verdunnt und in
5 bis 20 ul zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden weiterkultiviert und alle
2 bis 3 Tage wurden 100 ul Zellkulturiberstand zur p24-Bestimmung
entnommen, in 96 Lochplatten Uberfuhrt und mit 10 pl 5% NP40-Losung
inaktiviert. Bis zur p24-Bestimmung wurden die Proben bei - 20°C gelagert
(siehe Kapitel 2.2.2.8).

2.2.2.8 ELISA zur Bestimmung der p24-Konzentration in Zellkultur-
uberstanden

Als Mal fur die HIV-Infektion und -Replikation dient die Produktion von p24,
das von infizierten Zellen in den Zellkulturiberstand abgegeben wird. Die
Infektion mit HIV-1 fuhrt in Zellkulturiberstanden zu einer steigenden
Konzentration des HIV-Antigens p24. Die Konzentration von HIV-1 p24 dient
dabei als Mal} fir die Hohe der HIV-Replikation.
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Die in 96 Lochplatten gelagerten Uberstande wurden aufgetaut und je nach zu
erwartender Konzentration zwischen 1:100 und 1:1000 verdunnt. Zur
Bestimmung der Standardkurve wurde eine Negativ-Kontrolle sowie
Standard-Lésungen des ELISA-Kits in verschiedenen Verdlinnungen
vorbereitet. Die Durchfihrung des ELISA-Tests erfolgte nach der Vorschrift
des Herstellers (Innogenetics, Heiden-Westfalen) und anhand der bestimmten
Standard-Kurve wurde die Endkonzentration in den Uberstanden berechnet.
Zur Auswertung wurde das Modell der linearen Regression zugrunde gelegt.

2.2.2.9 ,Single-round infection* mit HIV-Pseudotypisierten Viren

5 x 10* adharente oder 2-5 x 10° Suspensionszellen wurden in 24 Lochplatten
ausgesat, der virushaltige Zellkulturiberstand mit gewunschter MOI auf die
Zellen gegeben und 1 Stunde bei 2000 U/min und 31°C zentrifugiert. Nach
Inkubation im 37°C-Brutschrank Uber Nacht wurde die Transduktion bei
Suspensionszellen wiederholt. Am nachsten Tag wurde das Medium
gewechselt und nach weiteren zwei Tagen Kultivierung die Zellen schlieflich
in FACS-Rohrchen Uberfuhrt. Nach Waschen mit FACS-Puffer (PBS mit 1.5%
fetales Kalberserum) wurden die Zellen pelletiert und in FACS-Puffer mit 3%
Formaldehyd bis zur Messung konserviert und bei 4°C gelagert. Im FACS-
Gerat wurde dann das Markergen GFP detektiert und der Prozentsatz
infizierter Zellen bestimmt.

2.2.2.10 Herstellung replikationskompetenter Viren

Zur Durchfuhrung von Infektionsexperimenten mit replikationskompetentem
HIV wurden virushaltige Zellkulturiiberstande hergestellt. Dazu wurden 5 x 10°
der T-Zellinie PM-1 ausplattiert und mit dem Virusstamm HIVy 43 infiziert.
Andere Virusstamme wie das Primarisolat HIVp117.1 (RUbsamen-Waigmann et
al., 1989) wurden auf PBMCs kultiviert. Alle 2 bis 3 Tage wurden die Kulturen
auf die Bildung von Synzitien hin untersucht und Uberstande zur Ermittlung
der HIV p24-Antigenkonzentration gesammelt. Ein Mal pro Woche wurden
PHA-stimulierte primare T-Zellen zur Weitvermehrung der viralen Partikel im
Falle des Primarisolats HIVp117.1 zugegeben. Bei entsprechend hoher p24-
Konzentration wurde der Zellkulturiberstand gesammelt, steril filtriert und bis
zur weiteren Verwendung in je 500 yl bei - 80°C gelagert.
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2.2.2.11 Bestimmung der Virustiter mit der TCIDso-Methode

3x10* PM-1 Zellen wurden in einer 96 Lochplatte in 150 pl RPMI-
Standardmedium gegeben und mit verschiedenen Verdlinnungen der
virushaltigen Zellkulturiberstande infiziert. Die Zellen wurden fur 14 Tage bei
37°C im Inkubator weiterkultiviert und alle 2 Tage mit frischem Medium
versorgt. AnschlieRend wurden die Kulturen unter dem Lichtmikroskop auf
Synzitien hin untersucht. Die Verdunnung, bei der die Halfte der Zellen
Synzitien gebildet haben, wurde zur Bestimmung des Virustiter verwendet und
konnte nach folgender Formel berechnet werden:

Titer = (Zahl der Viruspartikel/ml) = Verdunnungsfaktor x 100

2.2.2.12 Bestimmung der Virustiter mittels intrazellularer p24-Farbung

Einen Tag vor der Infektion wurden 3 x 10° U87 CXCR4 oder U87 CCR5-
Zellen in einer 48 Lochplatte ausplattiert und in 500 pl DMEM-
Standardmedium kultiviert. Von den virushaltigen Zellkulturiberstanden wurde
eine Serie von Verdunnungen angesetzt und die Indikatorzelllinien infiziert.
Nach 2 Tagen wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in Aceton/Methanol
(1:1) zur Fixierung 5 min inkubiert und erneut mit PBS gewaschen. Nach
Zugabe der Antikorper EVA365 und EVA366 in RPMI ohne Phenolrot (2%
FCS) wurden die Zellen fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde mit dem Sekundarantikorper GaMIgG inkubiert, der den
Primarantikorper detektiert und mit R-Galactosidase gekoppelt ist. Nach
sorgfaltigem Waschen mit PBS wurde mit 300 pl Substratldsung gefarbt.
Unter dem Lichtmikroskop wurde dann die Zahl der blau gefarbten Synzitien
gezahlt und daraus der Virustiter bestimmt:

Virustiter [FFU/mI] = blau gefarbte Synzitien x Verdinnungsfaktor
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2.2.2.13 Zell-Zellfusionsassays

Transiente Transfektion fir die Expression von HIV-Env auf der Zelloberflache
der Effektorzellen

Fur die Zell-Zellfusionsassays wurden als Effektorzellen 293T-Zellen
verwendet, die nach Transfektion der Plasmide M421 (pSG-HxB2) und Rev
(Plasmid pcREV, M422) das Hdullprotein von HIVyg2 exprimierten. Dazu
wurden zunéchst 5 x 10° 293T-Zellen in einer 10 cm-Petrischale ausplattiert.
Am nachsten Tag wurden je 12.5 yg M421 und 7.5 pg M422 in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal® gegeben und mit sterilem Wasser auf 450 pl aufgefullt. Nach
Zugabe von 50 pl CaCly-Lésung (2.5 M) wurde die Mischung in 500 pl
HEPES-Puffer unter vortexen pipettiert. Das Prazipitat wurde 20 Minuten
inkubiert und kurz vor der Zugabe die Zellen mit DMEM (10 uM Chloroquin)
versetzt. 2 Tage nach Transfektion exprimierten die Zellen maximal die
entsprechenden Proteine und konnten fur die Zell-Zell-Fusionsassays
eingesetzt werden.

Farbung und Fusionsexperiment

Die PM-1-Zielzellen wurden zunachst zweimal mit PBS gewaschen und
anschlielend in 2 ml PBS mit 7 pl 7-Amino-4-chloromethylcoumarin (CMAC,
MoBiTec, Gottingen) fur 30 Minuten im 37°C-Inkubator inkubiert. Die Zellen
wurden abzentrifugiert und fur 15 Minuten in PBS bei 37°C inkubiert und zwei
Mal mit PBS gewaschen. Die Effektorzellen wurden analog mit dem
Fluoreszenz-Farbstoff Calcein AM (MoBiTec, Gottingen) gefarbt.

AnschlieBend wurden die Zellen gezahlt und 2 x 10° der Ziel- mit der gleichen
Zellzahl an Effektorzellen in 400 ul DMEM-BSA vereinigt. Je 200 pl wurden in
eine Kammer pipettiert. Nach Inkubation bei 37°C wurde die Kammer zu
verschiedenen Zeitpunkten enthommen und unter dem Fluoreszenzmikroskop
untersucht. Die Fusion von Zielzellen und Effektorzellen konnte durch das
Durchmischen der beiden Fluoreszenzfarbstoffen beobachtet werden. Anhand
der Zellkontakte und der beobachteten Fusionen wurde der Anteil an
fusionierten Zellen berechnet:

(Zahl der Fusionsereignisse)

X100 = % Fusion
(Gesamtzahl Kontakte Ziel- und Effektorzellen)
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Temperatur- und Lipid-arretiertes Stadium

Zur Etablierung des ,Temperatur-arretierten“-Stadiums (TAS) wurden die
Zellkammern mit den wie oben gefarbten Zellen zunachst flir 3 Stunden bei
23°C inkubiert und erst anschlielend flr das Fusionsexperiment in den
Brutschrank bei 37°C gestellt. Das ,Lipid-arretierte Stadium® (LAS) wurde
erreicht, indem die Zellen zunachst analog wie beim ,Temperatur-arretierten
Stadium® fur 3 Stunden bei 23°C inkubiert wurden. AnschlieRend wurde das
Medium vorsichtig entfernt und L-Lysophatidylcholin (2 mg/ml) in PBS
zugegeben und fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Dabei kann die Fusion der
Zellen bis zur Inhibition der Membranfusion fortschreiten. Nach Abkuhlung auf
Eis wurde zweimal mit PBS gewaschen und anschlieRend die Kammer zur
Durchfihrung des Fusionsexperimentes bei 37°C inkubiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Strategien zur Optimierung von M87-Ineo

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von Laer wurde der retrovirale Vektor
M87-Ineo entwickelt, der die Expression des Fusionsinhibitoren C36 auf der
Zelloberflache ermoglicht und den Eintritt von HIV-1 in die Zielzelle hemmt
(Hildinger et al., 2001). Der Inhibitor C36 ist abgeleitet von HIV gp41-Protein
(Aminosauren 643-678) und wurde mit einem flexiblen Linker (murine Hinge
IgG2) sowie zur Verankerung mit der Membrandomane von ALNGFR
fusioniert (Abb. 3.1). Zur Selektion transduzierter Zellen enthalt der Vektor
auBerdem das Neomycin-Resistenzgen flir die Expression der Neomycin-
Phosphotransferase (Hildinger et al, 1998) vermittelt Uber eine polio-IRES
(Dirks et al., 1993; Attal et al., 1999). Mit diesem Vektor transduzierte Zellen
exprimieren das Peptid auf ihrer Oberflache und hemmen sehr effizient die
HIV-Replikation von HIVy.4.3 (Hildinger et al., 2001).

sb

MESV leader 1

LTR

Abb. 3.1: Aufbau des retroviralen Vektors M87-Ineo

LTR MPSV: Long-terminal repeats des ,Myeloma proliferative sarcoma virus*
Leader MESV: ,Mouse embryonic stem cell virus“-Leader (MP1)

S: Signalpeptid fur die Translokation in das ER abgeleitet von
ALNGFR
C36: Inhibitorisches Peptid abgeleitet von HIV-1 gp41

(Aminosauren 643-678)
muHIgG2: Hinge von murinem IgG2
LNGFR-MSD: Transmembrandomane von LNGFR

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Optimierung des retroviralen Vektors
M87-Ineo flur die klinische Applikation zur Gentherapie der HIV-Infektion. Im

Mittelpunkt standen dabei die Reduktion der Immunogenitat des exprimierten
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Peptides, die Erhohung der Expression sowie der Resistenzbildung
vorzubeugen.

Die einzelnen Module des Peptids und des retroviralen Vektors wurden
systematisch ausgetauscht und auf ihre Funktionalitat hin getestet. Die neu
konstruierten Vektoren wurden zur Produktion der retroviralen Partikel
gemeinsam mit den Expressionsplasmiden fur gagpol (M57) und GALV env
(M130) in Anjou65 transfiziert. Die so hergestellten Zellkulturiberstande
wurden zur Transduktion der T-Helferzellinie PM-1 verwendet. In der Regel
wurde dabei eine Transduktionsrate von unter 25 Prozent angestrebt, um
Mehrfachintegrationen zu verhindern. Zellen, die mit Konstrukten mit
Neomycin-Resistenzmarker transduziert worden sind, wurden vor der

Durchfihrung weiterer Experimente flr 7 Tage unter Selektion gestellt.



Ergebnisse 47

3.2 Reduktion der Inmunogenitat durch Substitution des
flexiblen Linkers

Der Vektor M87-Ineo ermdglicht die Expression von Fusionsinhibitoren auf
der Oberflache von transduzierten Zellen. Das inhibitorische Peptid C36
wurde dabei mit einem Linker versehen, der dem Peptid Flexibilitat verleihen
sollte. Die Sequenz dieses Linkers ist abgeleitet vom Gelenk (,Hinge®) des
murinen 1gG2 Antikérpers. Somit handelt es sich um eine murine Sequenz,
die potentiell immunogen wirken konnte. Zellen, die ex vivomit dem
retroviralen Vektor transduziert wurden, konnten nach autologer Transfusion
vom Immunsystem als ,fremd“ erkannt und eliminiert werden. Um das
immunogene Potential des exprimierten Peptids zu reduzieren, wurden
analog die Gelenke von humanen Antikorpern der IgG-Klasse getestet. Dabei
wurde der murine Linker durch Sequenzen von Hinges der humanen
Antikorper 1gG1, 1gG2 und IgG4 ersetzt (siehe Tab. 3.1). Die Hinge des
humanen IgG3 wurde nicht bei der Auswahl berucksichtigt, weil der Linker mit
85 Aminosauren wesentlich langer ist als mit 13 im ursprunglichen Konstrukt
M87-Ineo.

Tab. 3.1.: Aminosaure-Sequenzen und Langen der verwendeten Linker sowie

deren Konstruktnamen.

Linker Sequenz Lange Konstrukt
migG2 VPRDCGCKPCICT 13 M87-Ineo
hulgG1 EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP | 23 M87/HIgG1-Ineo
hulgG2 ERKCCVECPPCPAPPVAGP 19 M87/HlgG2-Ineo
hulgG3 ELKTPLGDTTGT(CPRCP)4 85 -
(EPKSCDTPPPCPRCP)3
APELLGGP
hulgG4 ESKYGPPCPSCPAPELGGP 21 M87/HIgG4-Ineo
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3.2.1. Klonierung der Vektorkonstrukte mit den Linkervarianten

Die verschiedenen Linker-Varianten wurden Uber eine so genannte 3-Schritt-
PCR generiert, da im Bereich der Linkersequenz keine Restriktionsstellen
vorhanden waren und die neuen Linker Uber die Oligonucleotide eingefuhrt
wurden. Der flexible Linker der humanen Hinge von 1gG2 wurde kloniert,
indem eine PCR mit den Primern M87-F1289 und Higg2B, sowie HigG2A und
M87-1-R ausgehend von M87-Ineo durchgeflhrt wurde. Die Oligonucleotid-
Primer waren so konzipiert, das die beiden ersten PCR-Produkte eine
komplementare Uberlappung von etwa 20 bp enthielten. Die beiden PCR-
Produkte wurden kombiniert, mit den beiden duf3eren Primern M87-F1289
und M87-1-R amplifiziert und das erhaltene PCR-Produkt mit der Notl-
Schnittstelle durch die Genkassette in M87-Ineo ersetzt (Abb. 3.2). Analog
wurden die Klonierungen fur die humane Hinge von IgG1 (Primer Higg1A und
Higg1B) und fur IgG4 (Primer Higg4A und Higg4B) durchgefuhrt.

Sall Notl

M87-F1289 HigG2B
— <—
Notl ¢

/ HigG2A M87-1R
PCRI
M87-F1289

lPCRII

—_—
=
Il m

l PCRIII

Notl Notl

i

Abb. 3.2: Strategie zur Klonierung der Linker-Varianten. In der PCR | wurde
der 5’-Bereich des Transgens mit den Primern M87-F1289 & HIgG2 und in
PCR Il der 3’-Bereich mit den Primern HIgG2A und M87-1R amplifiziert.
Beide PCR-Produkte wurden vereinigt und in PCR Il mit den Primern M87-
F1289 und M87-1-R vervollstandigt. Die mitamplifizierten Restriktionsstellen
(Notl) dienten zur Umklonierung in den Vektor M87-Ineo.
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3.2.2. Einfluss des Linkertyps auf Expression und inhibitorische
Wirkung des Fusionshemmers C36

Im ersten Schritt wurden die retroviralen Konstrukte M87-Ineo mit der murinen
Hinge 1gG2, M87/HIgG1-Ineo, M87/HIgG2-Ineo und M87/HIgG4-Ineo
gemeinsam mit dem GALV env Expressionsplasmid (M130) und dem MLV
gagpol  Expressionsplasmid (M57) in Anjou65 Zellen transfiziert, die
infektiose,  replikationsinkompetente  Viruspartikel  produzierten.  Die
T-Helferzellinie PM-1 wurde mit den virushaltigen Zellkulturiberstanden
transduziert und mit G418 selektioniert.

Die transduzierten und selektionierten Zellen wurden mit dem monoklonalen
humanen C2F5-Antikorper gefarbt, der an das Epitop ELDKWA von HIV-1
gp41 bindet (Buchacher et al., 1994; Kunert et al., 1999). Der Antikérper C2F5
wurde mit dem PE-gekoppeltem Sekundarantikorper (ZaHIgG-PE) detektiert
und mittels Durchflusszytometrie gemessen. Als Mal} fur die Bindung des PE-
gekoppelten Antikdrpers diente die mittlere Fluoreszenz der gefarbten Zellen
im FACS.

Beim Vergleich zwischen den Vektorkonstrukten mit den verschiedenen
Linkern und dem Anfangskonstrukt M87-Ineo gibt es in der Expression keine
wesentlichen Unterschiede und die mittleren Fluoreszenzen sind vergleichbar
(Abb. 3.3; M87-Ineo=8.2, M87/HIgG1-Ineoc=9.9, M87/HIgG2-Ineo=7.9,
M87/HIgG4-Ineo=9.11). Der Austausch des Linkers hatte somit keinen
Einfluss auf die Oberflachenexpression.

Die PM-1 Zellinie wurde zur Testung der inhibitorischen Effizienz mit dem
Stamm HIV-1y43 mit einer MOl = 0.05 infiziert und es wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten Zellkulturiberstande entnommen. Mit einem
ELISA wurde die Konzentration des HIV p24-Antigens als Mal} fur die HIV-
Replikation bestimmt. Das Konstrukt M87-Ineo hemmte effizient die HIV-
Replikation uber den 12. Tag hinaus, wahrend bei den Kontrollzellen MP1-neo
nach Tag 3 eine steigende Replikation festgestellt wurde. Das Konstrukt,
welches das Peptid mit der Hinge von hulgG4 exprimiert, zeigte eine zeitliche
Verzdgerung der Infektion um 5 Tage, verhinderte aber einen Durchbruch der
HIV-Replikation nicht und hemmte daher ineffizienter als M87-Ineo. Die

Expression des C36-Peptids mit der Hinge von hulgG1 auf der Oberflache der
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T-Zellen hemmte die HIV-Replikation nicht, weil bereits nach Tag 3 die HIV-
Infektion in der Kultur durchgebrochen war. Die HIV-Replikation wurde durch
das Konstrukt mit der Hinge von hulgG2 mindestens genauso effizient
inhibiert, wie durch das Basiskonstrukt M87-Ineo (Abb. 3.4).

Der Austausch des Linkers fuhrte zwar zu keiner Veranderung der
Expression, hingegen war die Starke der inhibitorischen Wirkung des
Peptides von der Linkersequenz des Peptides abhangig. Die humane Hinge
von IgG2 wurde flr das optimierte Konstrukt weiterverwendet, weil nur dieses
die HIV-Replikation genauso erfolgreich hemmte, wie das Basiskonstrukt

M87-Ineo.
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Abb. 3.3: Expression der verschiedenen Linkerkonstrukte. Die Zellinie PM-1
wurde mit den retroviralen Vektoren transduziert und nach Selektion mit
G418 wurde das Peptid mit dem C2F5-Antikorper detektiert. Die Werte
geben die mittlere Fluoreszenzen an. (A) M87-Ineo (B) M87/HIgG1-Ineo
(C) M87/HIgG2-Ineo (D) M87/HIgG4-Ineo (In grau jeweils MP1-neo).
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Abb. 3.4: Hemmung der HIV-Replikation durch Expression der ver-
schiedenen Linkerkonstrukte in PM-1. Die transduzierten und selektionierten
PM-1 Zellen wurden mit dem Stamm HIV\L4.3 mit einer MOI = 0.05 infiziert
und zu verschiedenen Zeitpunkten Zellkulturiberstande entnommen. Als Mal}
fur die HIV-Replikation wurde die Konzentration des HIV-Antigen p24 in den
Uberstanden mittels ELISA gemessen.

3.3 Substitution des ALNGFR-Membranankers

Zur Verankerung des inhibitorischen C36-Peptids auf der Oberflache wurde in
M87-Ineo die Transmembrandomane von LNGFR verwendet, das als
Oberflachenmarker flr T-Zellen entwickelt wurde (Mavilio et al., 1994). Doch
neuere Mausmodelle (Li et al., 2002) in Verbindung mit frGheren Studien in
Fibroblasten (Hantzopoulos et al., 1994) stutzen die Hypothese, dass die
ALNGFR-Expression in myeloiden Zellen ihre Transformation verstarken
kdnnten. Zwar sind die Interaktionsdomanen des ALNGFR im extrazellulare
Bereich, doch um eine Gefahrdung des Patienten in einer klinischen Studie
grundsatzlich auszuschlieBen, wurde der Membrananker in M87-Ineo
ausgetauscht. Darlber hinaus wurde fur ALNGFR gezeigt, dass das Protein
nicht fest in der Membran verankert ist und sich von der Oberflache 16sen
kann (Comoli et al., 1996). Eine Alternative zu ALNGFR bietet der
Membrananker von trunkiertem CD34 (tCD34), einer naturlichen Splice-
Variante des CD34-Proteins (Fackler et al., 1995). Die mRNA enthalt ein

zusatzliches Exon, das so genannte Exon X, welches ein funktionelles
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Stopcodon zwischen die Exons 7 und 8 inseriert (Suda et al., 1992; Nakamura
et al., 1993). Diese Exons kodieren fur die intrazellulare Domane von CD34,
so dass tCD34 einen verkurzten cytoplasmatische Teil statt der Ublichen 73
nur 16 Aminosauren besitzt. Damit fehlt dem tCD34-Molekul der intrazellulare
Bereich, der fur die Signaltransduktion von Bedeutung ist (Krause et al.,
1996), aber fur die HIV-Gentherapie sich storend auswirken konnte. Das
verkurzte CD34-Molekdl ist deshalb interessant, weil es bereits erfolgreich als
Markergen in T-Zellen verwendet wurde und fest in der Membran integriert
wird (Fehse et al., 2000). Fur den Austausch des Membranankers wurden die
Aminosauren 278 bis 316 von tCD34 anstelle des ALNGFR-Ankers kloniert,
mit dem Ziel zumindest keinen Verlust der Expression des Fusionshemmers

ZU erzielen.

3.3.1. Klonierung des Vektorkonstruktes mit der tCD34-
Transmembrandomane

Zum Austausch des Membranankers wurden die Aminosauren 278 bis 316
der Transmembrandomane von trunkiertem CD34 kloniert. Dazu wurde mit
den Primer M165-F1629 und CD34-R der Membrananker-kodierende Bereich
aus dem Plasmid M150 (Sfa11-tCD) amplifiziert. Der 5-Bereich wurde aus
dem Plasmid M87-lneo mit den Primern M165-R1629 und M87-F1289
amplifiziert. Die Oligonucloetide waren so konstruiert, dass die beiden PCR-
Produkte eine Uberlappung von etwa 20 bp besaRen, so dass die Produkte
vereinigt und in einer dritten PCR mit den Primern M87-F1289 und CD34-R
vervollstandigt werden konnte (siehe Abb. 3.5). Das erhaltene PCR-Produkt
wurde mit den Enzymen BstXl und Sall in den Vektor M87-Ineo rekloniert und
das Plasmid M87/CD34-Ineo erhalten.
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Abb. 3.5: Strategie zur Klonierung des Konstruktes mit der tCD34-
Transmembrandomane. In der PCR | wurde der 5’-Bereich von M87-Ineo mit
den Primern M87-F1289 & M165-R1629 und in PCR Il etwa 10 Basen der
Hinge mit der Transmembrandomane von tCD34 durch die Primer M165-
F1629 und CD34-R amplifiziert. Beide PCR-Produkte wurden vereinigt und in
PCR [l mit den Primern M87-F1289 und CD34-R vervollstandigt. Die
Restriktionsstellen BstXl und Sall dienten zur Umklonierung in den Vektor
M87-Ineo.

3.3.2. Vergleich des Konstruktes mit dem M87/CD34-Ineo mit dem
Basiskonstrukt M87-Ineo

Von den Konstrukten wurden Virusuberstande in der Zellinie Anjou65
produziert und damit die Zellinie PM-1 transduziert. Nach Selektion mit G418
wurde das C-Peptid mit dem C2F5-Antikorper auf der Zelloberflache mittels
Durchflusszytometrie detektiert. Wie das Histogramm in Abbildung 3.6 zeigt,
exprimierten die PM-1 Zellen nach dem Austausch der Trans-
membrandomane (M87/CD34-Ineo) das C-Peptid genauso gut (mittl.

Fluoreszenz 5.0) wie das Basiskonstrukt M87-Ineo (4.6).
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Abb. 3.6: Expression des C36-Peptids mit der Transmembrandomane von
ALNGFR (M87-Ineo) und tCD34 (M87/CD34-Ineo). Die PM-1 Zellen wurden
mit den retroviralen Vektoren von M87-Ineo und M87/CD34-Ineo transduziert.
Nach Selektion mit G418 wurde das C-Peptid mit den C2F5-Antikoérper mittels
Durchflusszytometrie gemessen und die mittlere Fluoreszenz bestimmt. (grau
= Kontrollzellen PM-1 MP1-neo)

3.4. Verldangerung des inhibitorischen Peptids C36

Die Sequenz des C36 ist abgleitet von den Aminosauren 638 bis 673 des
gp41 und liegt im Bereich des C-terminalen ,heptad repeat® (HR2).
Gegenmutationen im N-terminalen ,heptad repeat” (HR1) sind verantwortlich
fur die Resistenz gegen das C36/T20-Peptid (Rimsky et al., 1998). Dabei
werden die 3 Aminosauren GIV im HR1 zu SIM oder DTV mutiert (Abb. 3.7).
Fusionsinhibitoren, deren Peptidsequenz vom weiter N-terminal liegenden
Bereich des HR2 abgeleitet sind, konnen diese HIV env-Resistenzmutanten
hemmen. Dieser Bereich im HR2 bildet eine bei verschiedenen HIV-Stammen
konservierte Region, die fur die Interaktion zwischen dem HR1 und HR2
wichtig ist (Chan et al., 1997). Um T20/C36-resistente HIV-Stamme zu
hemmen, wurde das C-Peptid um 10 Aminosauren auf insgesamt 46

verlangert (Aminosauren 629 bis 673 von gp160).



Ergebnisse 55

C-Peptid Sequenz
C36 YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF
C46 WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE
™ —
HIV-Hiillprotein Sequenz C36-Resistenz
HxB2 QARLLSGIVQQQNNLL Nein
HxB2resl QARLLSSIMQQQNNLL Ja
HxB2resl| QARLLSDTVQQQNNLL Ja

Abb. 3.7: C36/T20-resistente HIV-Stamme besitzen im HR1 Mutationen des
GIV-Motifs. Das C36-Peptid ist vom ,heptad repeat” 2 (HR2) abgeleitet.
Mutationen im HR1 flhren zur Resistenz von C36-Peptiden. Weiter N-
terminal liegende Aminosauren des HR2 interagieren mit einer konservierten
Region im HR1 und inhibieren C36-resistente HIV-Stamme. Das C36-Peptid
wurde um 10 Aminosauren zum C46-Peptid N-terminal verlangert, um auch
C36-resistente HIV-Stamme hemmen zu kdnnen.

FP: Fusionspeptid von gp41; HR1/HR2: heptad repeat 1/2; TM: Trans-
membrandomane von gp41

3.4.1 Klonierung des Vektorkonstruktes

FiUr die Verlangerung des C36-Peptids um 10 Aminosauren wurde eine PCR
mit dem Primern M87-F1241 und M87N+1-R sowie M87N+2F und M87-
R1911 mit dem Plasmid M87-Ineo durchgefuhrt. Die beiden PCR-Produkte
wurden kombiniert und in einer dritten PCR mit den Primern M87-F1241 und
M87-R1911 amplifiziert. Das vervollstandigte PCR-Produkt wurde mit den
Restriktionsenzymen BstX| und Sall geschnitten, in den Vektor M87-Ineo
kloniert und das Konstrukt M87/C46-Ineo erhalten (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Strategie zur Klonierung des Vektors mit dem N-terminal
verlangerten C46-Peptid. Ausgehend vom Basiskonstrukt wurde mit den
Primern M87-F1289 und M87-N+-1R das Signalpeptid und ein Teil der
Verlangerung uber den Primer amplifiziert. In PCR Il wurde das C36-Peptid
mit Linker und Membrananker uber die Primer M87N+-2F und M87-R1911
amplifiziert. Die beiden PCR-Produkte besallen einen Uberlappenden
Bereich von 20 Basenpaare und wurden in einer dritten PCR vereinigt und
mit den Primern M87-F1289 und M87-R1911 zu einem PCR-Produkt
vervollstandigt.

3.4.2. Vergleich der Expression und inhibitorischen Wirkung

Nachdem die retroviralen Uberstande mittels Transfektion von pgagpol (M51)
und pGALV env (M130) mit den retroviralen Vektoren M87-Ineo und
M87/C46-Ineo in den Anjou65 Zellen produziert worden sind, wurden PM-1
Zellen mit den Vektoren transduziert und mit G418 selektioniert. Anschlie3end
wurde das Expressionsniveau der C-Peptide mit dem Antikdrper C2F5 auf der
Zelloberflache mittels FACS detektiert. Das N-terminal verlangerte Peptid
wurde etwas starker mit einer mittleren Fluoreszenz von 13.1 im Vergleich zu
M87-Ineo mit 11.2 exprimiert (Abb. 3.9).
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Die beiden Zellinien PM-1 M87-Ineo und PM-1 M87/C46-Ineo wurden mit
HIVNLas (MOl = 0.05) infiziert und zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
Zellkulturiberstande entnommen, um mittels ELISA die Konzentration des
p24 Antigens von HIV zu bestimmen. Bei den Kontrollzellen ist ein
Durchbruch der HIV-Infektion schon nach 5 Tagen zu beobachten. Im
Gegensatz dazu sind die mit M87-Ineo und M87/C46-Ineo transduzierten
T-Zellen vor der HIV-Replikation durch die Expression der verschiedenen

C-Peptide innerhalb des Beobachtungszeitraumes geschutzt (Abb. 3.10).

M87-Ineo 11.2

M87/C46-Ineo 13.1

C-Peptid-Expression >

Abb. 3.9: Expression des C36-Peptides versus des verlangerten C46-
Peptids. Die PM-1 Zellen wurden transduziert mit Viruspartikeln von M87-
Ineo und M87/C46-Ineo. Nach Selektion wurde das Peptid mit dem
Antikdrper C2F5 nachgewiesen. Die Zahlen geben die mittleren
Fluoreszenzen an. In grau sind die Kontrollzellen PM-1 MP1-Ineo dar-
gestellt.
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Abb. 3.10: Hemmung der HIV-Replikation durch Expression der
verschiedenen C-Peptide. Die transduzierten und selektionierten PM-1 Zellen
wurden mit dem Stamm HIVyi.3 mit einer MOl = 0.05 infiziert. Nach
Entnahme der Zellkulturiberstande zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die
Konzentration des HIV p24-Antigens mittels ELISA bestimmt.

3.4.3. Hemmung C36-resistenter HIV-Stamme durch Verlangerung
des C-Peptids

Um zu zeigen, dass das N-terminal verlangerte C46-Peptid HIV-Stamme
hemmt, die gegen C36/T20 resistent sind, wurden HIV-pseudotypsierte Viren
hergestellt. Diese Pseudotypen enthielten Mutationen im GIV-Motif von HR1,
die fur die Resistenz verantwortlich sind (Rimsky et al., 1998; Abb. 3.7).

Durch zielgerichtete Mutagenese wurden diese Mutationen im HxB2-
Expressionsplasmid pSG-HxB2 (M104, He et al., 1997) eingeflhrt. Dabei
wurden die Aminosauren GIV zu SIM und DTV durch zielgerichtete
Mutagenese mit den Primern M104-SIM-F und M104-SIM-R, bzw.
M104-DTV-F und M104-DTV-R mit dem QuikChange Kit von Stratagene
(Heidelberg) verandert. Zur Herstellung von Viruspartikeln der HxB2-

Varianten wurde ein 3-Plasmid-System verwendet (Naldini et al., 1996). Als
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Kontrolle dienten VSV-G-Pseudotypen, die alle Zellen unabhangig von der
Transgenexpression gleich gut infizieren sollten. Eine transiente Transfektion
in 293T Zellen wurde mit dem Verpackungsplasmid pCMVAR9, dem Transfer-
Vektor pRRLsinCMVGFPpre und den  env-Expressionsplasmiden
durchgefuhrt (Abb. 3.11). Das Plasmid pCMVAR9 liefert die flr die
Verpackung notwendigen Proteine von gag, pro, pol, tat und rev unter
Kontrolle eines CMV-Promoters. Die offenen Leserahmen von Env und vpu
sind durch Mutationen deaktiviert worden (Naldini et al., 1996). Der Transfer-
Vektor pRRLsinCMVGFPpre enthalt fur die Virusproduktion als einziges
Konstrukt das Verpackungssignal y und kodiert unter dem CMV-Promoter
EGFP (Dull et al., 1998). Mit den produzierten Viruspartikeln wurden die
Zelllinien PM-1 MP1-neo, PM-1 M87-Ineo und PM-1 M87/C46-Ineo in einer
»Single round infection® infiziert, das EGFP nach 2 Tagen mittels FACS-

Analyse detektiert und der Prozentsatz positiver Zellen bestimmt.

Die VSV-G Pseudotypen infizierten unabhangig von der Transgenexpression
gleich gut, wahrend die Expression der C-Peptide C36 und C46 den Eintritt
von Wildtyp env (HxB2) inhibierte — C46 hemmte dabei etwas effizienter, als
C36. Der Unterschied zwischen C36 und C46 in der Hemmung war mit den
beiden HxB2-Resistenzmutanten deutlicher: Sie wurden von M87-Ineo nur
noch 6 bzw. 4fach gehemmt, wahrend M87/C46-Ineo auch diese HIV env
Mutanten effektiv inhibierte. Durch Verlangerung des C36-Peptids um 10
weitere Aminosauren wurden somit HIV-Hullproteine an der Fusion gehindert,
die gegen C36 (T20) resistent sind. T20-resistente HIV-Stamme kdnnen also
mit dem C46-Peptid effektiv gehemmt werden. Weiterhin ist es flr das Virus
schwieriger, Resistenzen gegen das C46-Peptid zu generieren. Resistenz-
Stamme konnten daher bisher in der Zellkultur nicht beobachtet werden

(Mitteilung Prof. von Laer).
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Verpackungsplasmid pCMVAR9

Transfer-Vektor pRRLsinCMVGFPpre

GA RRE
U}

sSD SA

env-Plasmide

cMVv VSV-G polyA oder cMV HxB2 polyA

Abb. 3.11: Schematische Darstellung des 3-Plasmid-Systems zur Her-
stellung von pseudotypisierten lentiviralen Vektoren. Das Verpackungs-
plasmid liefert die fur die Virusproduktion nétigen Proteine, deren Expression
Uber einen CMV-Promoter vermittelt wird. Der Transfer-Vektor enthalt das
Marker-Gen GFP mit dem Verpackungssignal y, das durch ein funktionelles
Intron flankiert ist. Zur Pseudotypisierung dienten Expressionsplasmide von
HxB2, deren Resistenzvarianten oder als Kontrolle VSV-G.
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Abb. 3.12: Infektion der Zellinien PM-1 M87-Ineo und PM-1 M87/C46-Ineo
im Vergleich zur Kontrolle PM-1 MP1-neo mit pseudotypisierten lentiviralen
Vektoren. 2 Tage nach der Infektion wurde der Prozentsatz EGFP-positiver
Zellen mittels Durchflusszytometrie ermittelt und die Inhibition im Vergleich
zu den Kontrollzellen errechnet.
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3.5 Kombinierung aller optimalen Module & Optimierung
der Codon Usage

Zur Entwicklung des optimalen Konstruktes wurden alle aus den
Einzelsubstitutionen optimierten Module in einem retroviralen Vektor vereinigt:
e Die N-terminale Verlangerung des inhibitorischen Peptids zur
Verhinderung von Resistenz-Mutationen im gp41 von HIV
e Austausch des murinen Linkers durch Sequenzen des humanen
Antikorpers IgG2 zur reduzierten Immunogenitat des exprimierten
Peptids
e Austausch des ALNGFR-Membranankers durch die

Transmembranregion von tCD34

Zellen verschiedener Spezies verwenden Codons bestimmter Aminosauren
mit unterschiedlicher Haufigkeit. Die Optimierung der verwendeten Codons fr
die entsprechende Spezies kann die Genexpression erhohen (Haas et al.,
1997). Fur das Griun fluoreszierende Protein (GFP) von Aequorea victoria
konnte nach Optimierung der Codon Usage eine mehr als 40fache Erhdhung
der Expression in humanen Zellen beobachtet werden. Auch HIV-1 env und
gag sind durch ungunstige Codons kodiert (Kypr. et al., 1987; Sharp et al.,
1986; Chou et al., 1992). Damit ist die Expression der HIV-Proteine reduziert,
so dass die MHC-Erkennung durch das Immunsystem erschwert wird.
AuRerdem besitzen Bereiche der mRNA weitere Funktionen: so befindet sich
im env das RRE, ein RNA-Element, das uber das rev-Genprodukt fur die
Regulation der env-Expression verantwortlich ist (Hope, 1999).

Das optimierte membranverankerte C46-Peptid ist bei 10 der 18 durch
mehrfache Codons kodierten Aminosauren durch ungunstige Codons kodiert.
So wird Isoleucin in hochexprimierten Genen zu 77 Prozent mit dem Codon
ATC kodiert. Im env-Protein von HIV sind es 25% und im nichtoptimierten
retroviralen Konstrukt sogar nur 20%. Durch Optimierung der Codons wurden
alle lle-Codons durch ATC ersetzt (siehe Tab. 3.1). Zur Erhéhung der
Oberflachenexpression des membranverankerten Peptids wurden die Codons
der Genkassette fur humane Zellen optimiert und die Expression mit dem

Konstrukt ohne Codon-Optimierung verglichen.
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Tab. 3.2: Verwendung der Codons bei hochexprimierten Genen (hoch), bei
HIV-1 env, dem inhibitorischen Peptid ohne und mit Codon Usage-
Optimierung. Die Haufigkeiten (x100) der einzelnen Codons ist fur alle
Aminosauren dargestellt, die Uber einen degenerierten Code verfugen. In fett
sind die dominierenden Codons hervorgehoben.

| Hoch env ohne mit | Hoch env ohne mit
Ala [Gcc 53 27 40 100 Leu |CTC 26 10 0 0
GCT 17 18 10 0 CTT 5 7 9 0
GCA 13 50 50 0 CTA 3 17 5 0
GCG 17 5 0 0 CTG 58 27 50 100
TTA 2 30 18 0
|Arg [cac 37 0 56 78 TTG 6 20 18 0
CGT 7 4 0 0
CGA 6 0 0 0 | Lys | AAA 18 68 67 0
CGG 21 0 0 0 AAG 82 32 33 100
AGA 10 88 33 22
AGG 18 8 11 0 [Pro [ccc 48 27 11 78
CCT 19 14 11 22
|Asn [AAC 78 30 33 100 CCA 16 55 44 0
AAT 22 70 67 0 ccG 17 5 33 0
lAsp [GAC 75 33 67 100 Phe | TTC 80 26 50 100
GAT 25 67 33 0 TTT 20 74 50 0
Cys| TGC 68 16 50 100 Ser [TcC 28 8 20 0
TGT 32 84 50 0 TCT 13 8 20 20
TCA 5 22 0 0
lcin [caa 12 55 75 0 TCG 9 0 20 0
CAG 88 45 25 100 AGC 34 22 30 80
AGT 10 41 10 0
Glu [GAA 25 67 77 0
GAG 75 33 23 100 Thr [ACC 57 20 40 100
ACT 14 22 40 0
laly [cec 50 6 25 100 ACA 14 51 20 0
GGT 12 13 17 0 ACG 15 7 0 0
GGA 14 53 33 0
GGG 24 28 25 0 [ Tyr [ TAC 74 8 50 100
TAT 26 92 50 0
His | CAC 79 25 100 100
CAT 21 75 0 0 lval [GTC 25 12 60 0
GTT 7 9 0 0
le [ATC 77 25 20 100 GTA 5 62 0 0
ATT 18 31 60 0 GTG 64 18 40 100
ATA 5 44 20 0
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3.5.1 Klonierung der Vektorkonstrukte mit und ohne Codon Usage-
Optimierung

Das Konstrukt mit allen optimierten Peptidmodulen wurde Uber eine Drei-
Schritt-PCR erhalten. Der 5-Bereich der Genkassette wurde aus dem
Konstrukt mit dem verlangerten C-Peptid (M87/C46-Ineo) mit den Primern
M87-F1289 und higG2-T20-R amplifiziert. Der 3’-Bereich mit dem tCD34-
Membrananker wurde aus M165 mit den Primern hlgG2-CD34-F und BspE1-
CD34-R erhalten. Beide PCR-Produkte wurden kombiniert und mit den
Primern M87-F1289 und BspE1-CD34-R zur kompletten Genkassette
vervollstandigt. Das PCR-Produkt wurde in das Klonierungsplasmid
pBluescript (M23) uberfuhrt und mit BstXl und Sall in den retroviralen Vektor
M87-Ineo kloniert und das Plasmid M87oc/MP1-Ineo erhalten (Abb. 3.13).

| M87/C46-Ineo I M165
M87-F1289  higG2-T20-R Sall hlgG2-CD34-F BspE1-CD34-R
+CD34-MSD T
BstXI
BstXI Sall
M87-F1289
—_—

<«
I=I tCD34-MSD |—

1 1
+CD34-MSD |— M870c/MP1-Ineo
BstXI

Sall

Abb. 3.13: Strategie zur Klonierung des retroviralen Konstruktes mit allen
optimierten Modulen. Der N-terminale Bereich des Transgens mit dem
verlangerten Peptid wurde aus dem Plasmid M87/C46-Ineo und den Primern
M87-F1289 und hlgG2-T20-R amplifiziert (links). Das Modul mit dem
humanen Linker und der tCD34-Transmembrandomane wurde aus dem
Plasmid M165 und den Primern hlgG2-T20-F und BspE1-CD34-R erhalten
(rechts). Beide PCR-Produkte wurden in einer dritten PCR vereinigt und
vervollstandigt. Die BstXl und Sall-Schnittstellen wurden verwendet, um das
Produkt in den Basisvektor M87-Ineo zu klonieren.
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Fir die gesamte Genkassette des inhibitorischen Peptids wurden die
optimalen Kodons ausgewahlt (Wada et. al, 1990). Die Bglll-Restriktions-
stellen, die das C46-Peptid Uber die Codons AGA TCT flankieren, wurden
unverandert belassen, um die Stellen flir das Restriktionsenzym
beizubehalten. Das synthetische Gen wurde aus dem Plasmid M171
(Geneart, Regensburg) mit den Primern M171-F632-BstX| und M171-R1116-
Sall amplifiziert, mit den Enzymen BstXl und Sall geschnitten und in den
retroviralen Vektor M136 zwischenkloniert. Durch Verdau mit den Enzymen
BstXl und Sall wurde das synthetische Gen erhalten und in den retroviralen
Vektor M87-Ineo das Plasmid M870/MP1-Ineo kloniert (Abb. 3.14).

BstXI

~—> 1 R <\ Sall

M171-F632-BstXI M171-R1116-Sall

M175 BstXI Sall

LTR g RRE s ca [HETEETE N g IRES |

1 B
BstXI Sall

M870/MP1-Ineo

Abb. 3.14: Strategie zur Klonierung des Vektors M870/MP1-Ineo mit dem
optimierten Peptid sowie Adaption der Codon Usage. (A) Das synthetische
Gen wurde als Plasmid M171 von Geneart (Regensburg) erhalten und mit
den Primern M171-F632-BstXl und M171-R1116-Sall amplifiziert und in den
Vektor M136 zwischenkloniert. (B) Aus diesem Vektor wurde es mit den
Schnittstellen BstXl und Sall in den Basisvektor M87-Ineo kloniert.
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3.5.2. Vergleich der Expression des C-Peptides auf der Oberflache
mit den optimierten Modulen und nach Codon Usage
Optimierung

Von den beiden retroviralen Vektoren M87oc/MP1-Ineo und M870/MP1-Ineo
wurden durch Transfektion mit pGALV env (M130) und pgagpol (M57)
Vektoruberstande produziert und  zur Transduktion der PM-1-Zellinie
verwendet. Nach Selektion mit G418 wurde das Peptid mit dem C2F5-
Antikorper detektiert. Die Expression des Peptides durch Verwendung aller
optimierten Module in M87oc/MP-1-Ineo ist mit einer mittleren Fluoreszenz
von 8.3 im Vergleich zum ursprunglichen Konstrukt M87-Ineo mit 4.6 erhoht.
Die anschlieBende Optimierung der verwendeten Codons des kompletten
Transgens nach Wada et al. fuhrt zu einer weiteren Erhdhung der C46-
Expression von 8.3 (M870c/MP1-Ineo) auf 13.4 (M870/MP1-Ineo, vgl. dazu
Abb. 3.15).

M87-Ineo 4.6
M87oc/MP1-Ineo 8.3
M870/MP1-Ineo 134

Counts

b s L b

103 104

Abb. 3.15: Expression des optimierten C-Peptides mit und ohne Codon
Usage Optimierung im Vergleich zum Basiskonstrukt M87-Ineo. Die Werte
geben die mittlere Fluoreszenzen der Konstrukte an. (In grau: Kontrollzellen
PM-1 MP1-neo)
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3.6 Optimierung der Vektorelemente

Der retrovirale Vektor M87-Ineo und die hier bisher erwahnten Derivate
besitzen den gleichen retroviralen Vektor mit einem MP1-Leader (Hildinger et
al., 1999) und keinen weiteren cis-Elementen. Im Leader des Vektors vor der
eigentlichen Transgenkassette des C-Peptids befinden sich sieben artifizielle
Startcodons, welche die Expression des gewlnschten Genproduktes storen
konnen (Hildinger et al., 1999). Daher wurde der MP1-Leader gegen den
MP71-Leader ausgetauscht, um die Expression des inhibitorischen Peptids zu
erhohen. Dieser Leader besitzt aulierdem statt einer artifiziellen Splice-Donor-
Stelle ein funktionelles Intron mit Splice-Donor und Splice-Akzeptorstelle. Das
Intron fahrt durch Splicing zu erhéhtem RNA-Export und somit zur erhéhten

Expression des Transgens (Zufferey et al., 1999).

Ein weiterer Schritt war die EinflUhrung des ,post-transcriptional responsive
Element® (PRE) des Woodchuck-Hepatitis B-Virus, das kontextabhangig die
Transgen-Expression erhdhen kann (Schambach et al., 2000). Das PRE-
Element besitzt einen 166 Aminosauren langen offene Leserahmen von pol
HBV (Donello et al., 1996), das zur unerwlnschten und potentiell
immunogenen Expression des artifiziellen Peptids fihren kénnte. Daher
wurde dieses ATG im wPRE mit Hilfe der zielgerichteten Mutagenese

entfernt.

3.6.1 Klonierung der Konstrukte

Ausgehend von dem Vektor M175 (siehe auch Abb. 3.14) wurde das Plasmid
mit dem Restriktionsenzym BspE1 verdaut und die Kassette des wPRE aus
M56a Uber die Restriktionsstellen BspE1 und Hindlll eingeflhrt. Ein ATG in
der 5-Region des wWPRE wurde mittels site-directed Mutagenese mit dem
Quickchange Kit (Stratagene, Heidelberg) mit den Primern M176-S-PRE-
qcF1910 und M176-S-PRE-qcR1910 mutiert. Dieses ATG startet einen 166
Aminosauren langen offenen Leserahmen. Durch Agel/HindlllI-Verdau wurde

das Transgen mit dem wPRE erhalten, in den retroviralen Vektor M56a
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kloniert (Hildinger et al., 1999) und der Vektor M870 erhalten (Abb. 3.16). Das
Konstrukt M870-APRE wurde kloniert, in dem aus dem Vektor M870 das
wWPRE-Element mit EcoRI herausgeschnitten und der Vektor religiert wurde.
Der Vektor M870/MP1-Ineo (siehe Kap. 3.4.2) wurde mit Hindlll geschnitten
und religiert, um das Konstrukt M870/MP1 zu erhalten.

M175 BspEl ‘Hindlll
LTR o rec gugls  c4s | EREEXRIGON optRES [NFEGHN S LTR |
M56a

R o I —lﬂ-lm ] A
BspEl Hindlll
Agel
LTR RRE S C46 =M tCD34-MSD

M870 EcoRl EcoRl
+CD34-MSD

Leader 71
1 C
M870-APRE EcoRI

+CD34-MSD J—m

Hindlll

<=
(v y)

Leader 71

Abb. 3.16: Strategie zur Klonierung der beiden Vektoren M870 und
M870-APRE. (A) Aus dem GFP-Vektor M56a wurde das PRE mit den
Restriktionsstellen BspEl und Hindlll erhalten und in den Vektor M175 (siehe
Kap.) kloniert. (B) Nach zielgerichteter Mutagenese im PRE wurde die
Transgenkassette mit dem PRE durch Verdau mit den Enzymen Agel und
Hindlll erhalten und in den Vektor M56a kloniert. Dabei wird der Vektor M870
erhalten, der nun einen optimierten MP71-Leader besitzt. (C) Als
Vergleichskonstrukt onne PRE wurde der Vektor mit EcoRI geschnitten und
religiert (M870-APRE).
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M870 > SA
LTR Y TR T LTR
MPSV MESV leader 71 MPSV
M870-APRE
SD SA
LTR Y TR LTR
MPSV MESV leader 71 MPSV
M870/MP1 b
LTR S5 i | EDE LTR
MPSV MESV leader 1 MPSV

Abb. 3.17: Die retroviralen Vektoren M870, M870-APRE und M870/MP1. Die
Vektoren unterscheiden sich im Leader-Bereich sowie im PRE - das
exprimierte Peptid ist identisch.

3.6.2 Vergleich der Konstrukte mit dem PRE und dem optimierten
Leader in ihrer Expression

Die Zellinie PM-1 wurde mit den Konstrukten M870/MP1, M870 und
M870-APRE transduziert und die Oberflachenexpression mit dem 2F5-
Antikorper detektiert. Da diese Konstrukte monocistronisch sind und keine
Antibiotika-Selektion moéglich ist, wurde der Anteil der Zellen, die das Peptid
auf der Oberflache exprimierten, mittels FACS-Analyse gemessen. Um
Mehrfachintegrationen der Vektoren auszuschlieRen, wurden die Zellen bei
niedriger MOI transduziert. Der Anteil der transduzierten Zellen betrug <15

Prozent.

Die mittlere Fluoreszenz lag fur den Vektor M870/MP1 bei 59.7. Der
Austausch des Leaders durch den MP71-Leader in M870-APRE flhrt zu einer
fast 10fach hoheren Expression (mittl. Fluoreszenz 461.5), als mit dem MP1-

Leader. Durch Hinzufigen des wPRE-Elements wird die Expression des
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inhibitorischen Peptids in den PM-1 Zellen nicht weiter erhdht (mittlere
Fluoreszenz 409.6 fur M870).

600

500 -

400 +

300

200

Mittlere Fluoreszenz

100

M870/MP1 M870-APRE M870

Abb. 3.18: Expression des C46-Peptids mit optimiertem Leader und PRE im
Vergleich zum MP1-Leader ohne PRE. Angegeben sind die mittleren
Fluoreszenzen des C-Peptids mit den Vektoren M870/MP1, M870-APRE und
M87o0.

3.7 Hinzufiigen eines weiteren inhibitorischen Prinzips

Das optimierte Konstrukt M870-Ineo mit einem entsprechend hohen
Expressionsniveau hemmt die HIV-Replikation wesentlich effizienter, als mit
dem Basiskonstrukt M87-Ineo (siehe unten), und resistente HIV-Stamme
gegen das C46-Peptid konnten bisher nicht etabliert werden (int. Mitteilung D.
von Laer). Um dennoch der Resistenzbildung vorzubeugen, wurde in den

retroviralen Vektor ein zweites inhibitorisches Prinzip eingeflhrt.

Das 241 Basenpaare grofle RRE-Element ist wichtig fir den Export der
ungesplicten mRNA von HIV zur Expression spater Gene und liegt im Bereich
des env-Gens. Ein 41 Basenpaare groles Fragment des RRE-Elementes ist

in der Lage, die HIV-Replikation zu inhibieren (Bahner et al., 1996) und wurde
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in einem retroviralen Vektor bereits verwendet (Kohn, 2000). Es bietet den
Vorteil auf RNA-Ebene zu wirken und sollte die Expression des C-Peptides
nicht stéren. DarUber hinaus ist das RRE-decoy ein Typ II-Gen, das mit einem
Typ I-Gen wie den C-Peptiden besonders wirksam sein sollte (von Laer et al.,

in Vorbereitung).

3.7.1 Klonierung des Konstruktes mit dem RRE im 3’-Bereich des
Transgens

Zur Klonierung des Konstruktes M870-RRE wurden die beiden
Oligonucleotide, die fir das RRE kodieren, RRE-Hindlll-F und RRE-HindllI-R
an den 5-Enden phosphoryliert und hybridisiert. AnschlieRend wurde der
Vektor M870 (siehe Kap. 3.5.2) mit dem Enzym Hindlll geschnitten und die
hybridisierten Oligonucleotide in den Vektor ligiert (Abb 3.19).

M870 Hindlll
+CD34-MSD -ﬁm

W_ RRE-HindllI-F
RRE-HindllI-R

M870-RRE

Hindll
1CD34-MSD m

Abb. 3.19: Strategie zur Klonierung des Vektors M870-RRE. Der Vektor
M870 wurde mit dem Enzym Hindlll geschnitten und das RRE-Element
mittels zweier Oligonucleotide eingefuhrt.

3.7.2 Expression und Hemmwirkung der Konstrukte mit und ohne
RRE-Element

Von den retroviralen Vektoren M870 und M870-RRE wurden Virusuberstande
produziert und zur Transduktion von PM-1 Zellen verwendet. Die
transduzierten Zellen wurden mit dem Antikérper C2F5 gefarbt und mittels

Durchflusszytometrie bis auf Uber 99 Prozent C46-positiver Zellen gesortet.
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Die beiden Konstrukte exprimierten in der Reanalyse das C46-Peptid mit
einer mittleren Fluoreszenz von 1062 (M870) bzw. 958 (M870-RRE) mit
gleichem Niveau (Abb 3.20). Die gesorteten Zellen wurden mit HIVyL43 mit
einer MOI = 0.01 infiziert und in regelmaligen Zeitabstanden Zellkultur-
Uberstande entnommen. Mittels ELISA erfolgte die Konzentrations-
bestimmung des p24-Antigen von HIV. Nach 3 Tagen wurde in den
Kontrollzellen PM-1 MP1-neo ein Durchbruch der HIV-Replikation beobachtet,
wahrend die beiden C46-exprimierenden Zellen (M870 und M870-RRE) die

Replikation gleich effizient hemmten.

M870
M870-RRE

Counts
41

100 10° 102 108 104

Abb. 3.20: Expression des inhibitorischen Peptids mit den beiden Vektoren
M870 (grun, mittl.Fluoreszenz 1062) und M870-RRE (lila, 958). Die Werte
geben die mittleren Fluoreszenzen an. (in grau PM-1 MP1-neo)
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Abb. 3.21: Hemmung der HIV-Replikation mit M870 (m) und
M870-RRE(A). Als Kontrollzellen dienen PM-1 transduziert mit MP1-neo (o).
Die transduzierten und gesorteten PM-1 Zellen wurden mit dem Stamm
HIVNLe-3 mit einer MOl = 0.01 infiziert. Die Konzentration des HIV p24-
Antigens wurde anschliellend aus den Zellkulturiberstanden mittels ELISA
bestimmt.

3.8 Vergleich der retroviralen Konstrukte M87-lneo und
M870-RRE-Ineo

Im direkten Vergleich wurde das Ursprungskonstrukt M87-lneo mit dem
optimierten Konstrukt M870-RRE-Ineo verglichen. Sowohl der offene
Leserahmen als auch das Ruckgrat des retroviralen Vektors sind optimiert

und ausgetauscht worden (Abb.3.22).

Das Konstrukt M870-RRE-Ineo wurde kloniert, indem der retroviralen Vektor
M870-RRE mit Hindlll geschnitten und die IRES-neo Genkassette

aus M87-Ineo ligiert wurde.
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Abb. 3.22: Die beiden retroviralen Vektoren M87-Ineo und M870-RRE-Ineo.
Im Vektor M870 sind das inhibitorische Peptid verlangert, der Linker, die
Transmembrandomane (MSD) und der Leader ausgetauscht worden und die
Codon Usage ist optimiert.

Die PM-1-Zellinie wurde transduziert mit Virusuberstanden von MP1-neo,
M87-Ineo und M870-RRE-Ineo und anschlieBend mit G418 selektioniert.
Nach 7-tagiger Selektion wurde das membranverankerte Peptid auf der
Oberflache mit dem C2F5-Antikérper nachgewiesen und nach Detektion mit
einem PE-gekoppeltem Sekundarantikérper mittels FACS analysiert. Die
Expression des C-Peptides konnte wie erwartet um den Faktor 10 von 13.7
fur M87-Ineo auf 120.8 fur M870-RRE-Ineo erhdht werden (Abb. 3.23).

Ob die erhohte Expression auch eine verbesserte Hemmung der HIV-
Replikation zur Folge hatte, wurde in einem Infektionsexperiment getestet.
Dazu wurden die Zelllinien PM-1 M87-Ineo und PM-1 M870-RRE-Ineo parallel
mit HIVnL4-3 mit einer MOI = 0.001 infiziert und die Kinetik der Replikation
beobachtet. Bei M87-Ineo war unter diesen Bedingungen ab dem Tag 7 ein
Durchbruch der Replikation zu beobachten, wahrend bei M870 Uber den
beobachteten Zeitraum die HIV-Replikation effizient gehemmt wurde (Abb.
3.24). Analog wurde das Infektionsexperiment mit dem dualtropen Virusisolat
HIVp117.1 (MOI = 0.00025, Ribsamen-Weigmann et al., 1989) mit analogem
Ergebnis durchgefliihrt (Abb. 3.25).
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M87-Ineo 13.7
M870-RRE-Ineo 120.8
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Abb. 3.23: Expression des C-Peptides mit dem Basiskonstrukt M87-Ineo
und dem optimierten Konstrukt M870-RRE-Ineo. Die Werte geben die
mittlere Fluoreszenzen der Konstrukte an. In grau sind die Kontrollzellen
PM-1 MP1-neo dargestellt.
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Abb. 3.24: Hemmung der HIV-Replikation von HIVN43 durch die
retroviralen Vektoren M87-Ineo und M870-RRE-Ineo. Die transduzierten und
selektionierten PM-1 Zellen wurden mit dem Stamm HIVnL4.3 mit einer MOI =
0.001 infiziert. Nach Entnahme der Zellkulturiberstanden zu verschiedenen
Zeitpunkten wurde die Konzentration des HIV p24-Antigens mittels ELISA
bestimmt.



Ergebnisse 75

--©---MP1-neo
3,500,000 -
—— M87-Ineo
3,000,000 - —&— M870-RRE-Ineo ,,Q
E 2,500,000 -
g ©
= 2,000,000 - ’
o O
2
£ 1,500,000 -
<
S 1,000,000 -
o
500,000 -
@ A
0 T Q -T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tage nach Infektion

Abb. 3.25: Hemmung der HIV-Replikation von HIVpy47 durch die
retroviralen Vektoren M87-Ineo und M870-RRE-Ineo. Die transduzierten und
selektionierten PM-1 Zellen wurden mit dem Stamm HIVpq17.; mit einer MOI
= 0.00025 infiziert. Fur die verschiedenen Zeitpunkte wurde die p24-
Konzentration mittels ELISA bestimmt.

3.9 Konstruktion & Charakterisierung des Prototyp-Vektoren

Durch den Neomycin-Selektionsmarker konnten die einzelnen Zellinien
einfach etabliert werden und zeitaufwendiges FACS-Sorting war nicht
erforderlich. Aufterdem war die Expression des Basiskonstruktes M87-Ineo so
niedrig, so das Sorten im Durchflusszytometer nicht mdglich war. Doch fur die
klinische Studie ist ein Selektionsmarker weder notwendig noch winschens-
wert: die Selektion der transduzierten Zellen soll Uber die C46-Peptid-
Expression in vivo erfolgen (von Laer et al., in Vorbereitung). Weiterhin konnte
das Genprodukt des Neomycin-Selektionsmarkers immunogen wirken.
Bicistronische Vektoren produzieren bei der Verpackung niedrigere Virustiter
und exprimieren das Transgen niedriger als in Vektoren, die nur flr das
Transgen kodieren, so dass das Entfernen der IRES-neo-Kassette die

Expression des inhibitorischen Peptids erhohen kdnnte.
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Die Klonierung des retroviralen Vektors M870-RRE wurde in Kapitel 3.6.1 und
von M870-RRE-Ineo in Kapitel 3.8 beschrieben. Von M870-RRE-Ineo und
M870-RRE wurden Virusuberstande hergestellt und damit die Zelllinie PM-1
transduziert. Beide Kulturen wurden anschlieRend flr 7 Tage weiterkultiviert
und mit dem C2F5-Antikorper das C46-Peptid auf der Zelloberflache
detektiert. Die Transduktionsrate war mit 3.7 % fur M870-RRE-Ineo und
M870-RRE identisch. Durch Entfernen der IRES-neo-Kassette stieg die
Expression des Transgens um mehr das 10fache von einer mittleren
Fluoreszenz von 338 fur M870-RRE-Ineo auf 1521 (M870-RRE, Abb. 3.26).
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Abb. 3.26: Expression des optimierten Konstruktes mit bzw. ohne IRES-
neo-Element. Die PM-1 Zellen wurden mit Virusiberstanden von MP1-neo
M870-RRE-Ineo und M870-RRE mit niedriger MOI transduziert und nach 7
Tagen der Prozentsatz transduzierter Zellen sowie deren Expressionsniveau
mittels Durchflusszytometrie gemessen. (A) MP1-neo (B) M870-RRE-Ineo
(C) M870-RRE.
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3.10 Inhibitionssmechanismus der membranverankerten
C-Peptide

3.10.1 Inhibition des Eintritts von HIV

Mit Hilfe von Zell-Zell-Fusionsassays kann direkt nachgewiesen werden, dass
membranverankerte C-Peptide den Eintritt von HIV in die Zelle hemmen und
die Peptide so die HIV-Replikation inhibieren. Bei diesem Assay werden
Zielzellen von HIV-1, die CD4 und Corezeptor besitzen (,Targetzellen®) mit
Zellen inkubiert, die das HIV-Hullprotein auf ihrer Oberflache exprimieren
(,Effektorzellen®). Die Zellen konnen so, analog wie bei einer Zell-Virus-
Fusion, miteinander in Kontakt kommen und fusionieren. Zielzellen und
Effektorzellen werden zuvor mit verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffen
markiert, so dass die Fusion unter dem Fluoreszenz-Mikroskop beobachtet

und die Kinetik bestimmt werden kann (Cohen et al., 1998).

Als Effektorzellen wurden in diesen Experimenten 293T-Zellen verwendet, die
mit dem HxB2 Env Expressionsplasmid p202 und dem Plasmid pcREV
transfiziert wurden (Malim et al., 1988). Nach 2 Tagen wurden die Zellen mit
dem Farbstoff Calcein AM (CaAM) und die Zielzellen mit 7-Amino-4-
chloromethylcoumarin (CMAC) gefarbt. Nach Farbung wurden Ziel- und
Effektorzellen inkbuiert und anschlieRend die Fusionsereignisse pro Zell-Zell-
Kontakte ermittelt (Abb. 3.27). Zielzellen waren PM-1, transduziert mit MP1-
neo, M87-Ineo und M870-RRE-Ineo. Nach einer Lag-Phase sind nach 20
Minuten erste Fusionsereignisse zu beobachten, die mit gleicher Kinetik bei
MP1-neo, M87-Ineo und M870-RRE-Ineo transduzierten Zellen erfolgten
(Abb. 3.28). AnschlielRend war die Fusionskinetik durch Expression des C-
Peptides verlangsamt - wahrend bei M87-Ineo transduzierten Zellen die
Fusionsgeschwindigkeit nach 120 Minuten wieder zunahm, blieb sie bei
M870-RRE-Ineo konstant.
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Abb. 3.27: Zell-Zell-Fusionsexperimente unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die
Zielzellen PM-1 wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff CMAC und die
Effektorzellen 293T HxB2 mit dem Farbstoff CaAM gefarbt. Je 2 x 10° Zellen
wurden in eine Zellkammer gegeben und die Fusion unter dem Mikroskop
ausgezahlt. (A) Vor Inkubation bei 37°C findet bei allen Zell-Zellkontakten keine
Fusion statt (weiRe Pfeile) (B) Nach zweistindiger Inkubation bei 37°C deutet
die Uberlagerung der blauen und griinen Fluoreszenz auf die Fusion hin (rote
Pfeile). Bei manchen Zell-Zellkontakten bleibt die Fusion aus (weil3er Pfeil).
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Abb. 3.28: Kinetik der Fusion der PM-1 Zellen MP1-neo, M87-Ineo und
M870-RRE-Ineo. Die Zielzellen wurden mit dem Farbstoff CMAC gefarbt und
293 T HxB2 mit CaAM. Die Zellen wurden coinkubiert und anschlief3end

wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop der Anteil der Fusionen pro
Zellkontakte bestimmt.

3.10.2 Temperatur-arretiertes Stadium (TAS)

Werden Zielzellen und Effektorzellen gemischt und vor der Fusion, die bei
37°C stattfindet, fur 2 Stunden bei 21°C inkubiert, so wird das so genannte
»1emperatur-arretierte Stadium® (TAS) erreicht (Melikyan et al., 2000). Von
diesem Stadium aus lauft die Fusion bei 37°C beschleunigt und ohne 15-
minutige  Wartephase ab (Abb. 3.29). Im TAS-Stadium erfolgen erste
Interaktionen zwischen dem HIV Env-Protein und den Rezeptoren und
konformationelle Anderungen finden statt, die nach Erhéhung der Temperatur

auf 37°C zu einer unverzogerten Fusion fuhren.
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Abb. 3.29: Fusion von PM-1 MP1-neo nach Etablierung des TAS-Stadiums.
Nach Farbung der PM-1 MP1-neo Zielzellen (CMAC) und 293 T HxB2
Effektorzellen (CaAM) wurden die Zellen co-inkubiert und unter dem
Fluoreszenzmikroskop der Anteil fusionierter Zellen bestimmt.

Die Fusion der M87-Ineo transduzierten Zellen nach dem TAS-Stadium lauft
zunachst mit gleicher Kinetik ab, wie dies fur die Kontrollzellen der Fall ist
(Abb. 3.30): sofort erfolgt die Fusion mit schnellerer Kinetik, als ohne
Einfihrung des TAS-Stadiums. Ahnlich wie dem Experiment ohne TAS-
Stadium erfolgt die Fusion von M87-Ineo und M870-RRE-Ineo mit gleicher
Geschwindigkeit wie bei den neo-transduzierten Kontrollzellen (MP1-neo). Bei
der Zellinie M87-Ineo wurde nach etwa 40 % Fusion nach 20 Minuten
zunachst ein Plateau erreicht. Nach 90 Minuten steigt die Geschwindigkeit der
Fusion anschliefend wieder an und hat nach 240 Minuten 80 Prozent
erreicht.

M870-RRE-Ineo zeigt bereits zu Beginn der Fusion eine sehr verlangsamte,
unveranderte Kinetik im Vergleich zu den MP1-neo transduzierten
Kontrollzellen. Die unverandert langsame Kinetik ist ebenfalls analog wie im
Experiment ohne TAS-Stadium (vgl. Abb. 3.28).
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Abb. 3.30: Fusion von MP1-neo, M87-Ineo und M870-RRE-Ineo nach
Etablierung von TAS. Die Zielzellen PM1 MP-1neo/M87-Ineo/M870-Ineo
wurden mit Fluoreszenz-Farbstoff gefarbt und mit gefarbten 293T HxB2 co-
inkubiert. Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden die Zahl der Kontakte und
der Fusionen gezahit.

3.10.3 Lipid-arretiertes Stadium (LAS)

Im so genannten Lipid-arretierten Stadium® (LAS) werden vor dem
eigentlichen Fusionsexperiment Lipide zugegeben, die den letzten der Schritt
der Fusion, die Verschmelzung der beiden Membranen, verhindern. Dazu
werden Zielzellen und Effektorzellen fur 3 Stunden bei 23°C inkubiert und
TAS etabliert. Dieser Schritt dient zur Erhdhung der Fusionsgeschwindigkeit
bis zum LAS-Stadium, weil das inhibitorische Lipid hochtoxisch ist.
Anschlie®end wird das Lipid L-Lysophosphatidylcholin (L-LPC) zu 2 mg/ml in
PBS zugegeben und die Zellen fir 30 Minuten auf 37°C inkubiert. Hierbei
schreitet die Zell-Zellfusion bis zum letzten Schritt der Fusion — der
Verschmelzung der beiden Membranen — fort. Nach Abkuhlung auf 4°C wird
das Lipid entfernt und das eigentliche Fusionsexperiment bei 37°C
durchgefuhrt (Abb. 3.31).
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Abb. 3.31: Schema zur Etablierung von LAS. Nach 3-stundiger Inkubation
wird TAS erreicht, das Peptid LPC zugegeben und fir 30 min bei 37°C
inkubiert (LAS). AnschlieBend wird das Lipid bei 4°C mit PBS wieder
ausgewaschen und das Fusionsexperiment bei 37°C durchgefuhrt.

Die Zielzellen wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff CMAC gefarbt und mit
den gefarbten Effektorzellen 293T HxB2 inkubiert und wie oben beschrieben
das LAS-Stadium etabliert. Nach Auswaschen des Lipids erfolgte die Fusion
der PM-1 Zellen analog wie beim TAS-Stadium unverzogert. Im Gegensatz zu
TAS ist die Kinetik der Fusion von Beginn an fur PM-1
MP1-neo und PM-1 M87-Ineo unterschiedlich — so hat PM-1 MP1-neo nach
60 min uber 30 Prozent erreicht, wahrend M87-Ineo unter 10 Prozent Fusion
liegt (Abb. 3.32).
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Abb. 3.32: Kinetik der Fusion von PM-1 MP1-neo und PM-1 M87-Ineo
nach Etablierung des Lipid-arretierten Stadiums (LAS). Die PM-1 Zellen
wurden mit CMAC und die 293T HxB2 mit CaAM gefarbt und nach
Etablierung von LAS die Fusion unter dem Mikroskop beobachtet.
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4. Diskussion

In genetisch modifizierten T-Lymphozyten koénnte idealerweise durch
Expression eines antiretroviralen Gens die Vermehrung von HIV bzw. dessen
Eintritt in die Zelle verhindert werden. Aufgrund dieses Uberlebensvorteils
konnten sich die Zellen nach autologer Infusion langfristig im Organismus des
HIV-Patienten anreichern (von Laer und Brandenburg, 2001). Am besten
geeignet sind Gene und Genprodukte, die vor der Integration der proviralen
DNA wirken — diese Gene bedurfen keiner effizienten Inhibition von HIV-
Genprodukten in der Zelle (vgl. Kap. 1.6). Durch Expression von
Fusionsinhibitoren kann der Eintritt von HIV in die Zelle verhindert werden,
wobei diese Inhibitoren die Fusion zwischen viraler und zellularer Membran
verhindern. Der Fusionshemmer T20 ist abgeleitet vom C-terminalen ,heptad
repeat® von gp41 und hemmt HIV-1 Fusion und Eintritt bei nanomolaren
Konzentrationen (Wild et al., 1992). Es wurde bereits hinsichtlich seiner
antiviralen Wirkung in einer klinischen Studien getestet und ist seit Marz 2003
zugelassen. Mit dem onkoretroviralen Vektor M87-Ineo gelang nach
Transduktion von T-Zellen die erfolgreiche Expression des membran-
verankerten Fusionsinhibitors T20 auf der Zelloberflache und die effiziente
Hemmung der HIV-Replikation (Hildinger et al., 2001).

In dieser Arbeit wurde der retrovirale Vektor M87-Ineo erfolgreich fur die
klinische Applikation durch folgende Verbesserungen optimiert:

e Erhohung der Expression des C-Peptids
Die Expression des membranverankerten Peptids wurde durch
Austausch des retroviralen Leaders und durch Optimierung der Codons
um ein vielfaches erhoht. Die erhdhte Expression korrelierte mit einer
starkeren Hemmwirkung.

e Reduktion der Immunogenitat des Transgens
Der Linker zwischen dem Membrananker und dem C36-Peptid wurde
erfolgreich ausgehend vom Linker des murinen Antikdrpers 1gG2 durch
das Gelenk (,Hinge“) von humanem IgG2 ersetzt. Damit konnte nun
eine potentielle Immunogenitat durch den Linker ausgeschlossen
werden.
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e Verhinderung der Resistenzbildung
Das C-Peptid wurde N-terminal verlangert und ein weiteres
inhibitorisches Prinzip eingefuhrt — damit wurden Strategien im-
plementiert, die die Resistenzbildung von HIV in vivo wesentlich
erschweren.

4.1 Reduktion der Immunogenitat

Bei der Entwicklung von M87-Ineo wurde das Gelenk des murinen Antikdrpers
IgG2 als flexibler Linkerbereich verwendet (Hildinger et al, 2001). Zellen, die
mit diesem Vektor transduziert wurden und das murine Peptid exprimieren,
konnten nach autologer Transfusion eine xenogene Immunantwort des
Patienten auslésen, somit vom Immunsystem als fremd erkannt und eliminiert
werden. Eine xenogene Immunantwort konnte beispielsweise bei einem
Transfer der ,Herpes simplex virus thymidin kinase“ (HSV-TK) in
T-Lymphozyten nach Reinfusion beim Menschen beobachtet werden (Bonini
et al., 1997). Stripecke et al. (1999) fanden bei einem Maus-Transplantations-
modell eine Immunantwort gegen das Grun fluoreszierende Protein (GFP).
Um dieses Risiko fur das inhibitorische C-Peptid in M87-Ineo auszuschliel3en,
wurde der murine Linker durch humane Sequenzen der Gelenke von IgG1,
IgG2 und IgG4 substituiert und die Konstrukte in der Zellkultur getestet.

Die Klonierung der Konstrukte mit den verschiedenen Linkervarianten erfolgte
mittels einer 3-Schritt-PCR. Nach Herstellung der retroviralen Vektoren wurde
die Zellinie PM-1 erfolgreich transduziert und mit G418 selektioniert. Mit allen
retroviralen Konstrukten (M87-Ineo, M87/HIgG1-Ineo, M87/HIgG2-Ineo und
M87/HIgG4-Ineo) konnte die Expression des C36-Peptids auf der Oberflache
der PM1-Zellen nachgewiesen werden. Dabei beeinflussten die Modifi-
kationen im Linkerbereich die Hohe der C36-Expression nicht (Tab. 4.1)
Anders hingegen verhielt es sich mit der Effizienz der Inhibition durch die
Expression der verschiedenen Linker-Konstrukte. Nach Infektion mit HIVyL4-3
mit einer MOI = 0.05 konnte nur der Linker mit der humanen Hinge von 1gG2
(M87/HIgG2-Ineo) die HIV-Replikation genauso gut hemmen wie das
Basiskonstrukt M87-Ineo. Zur Entwicklung des Vektors fur die klinische
Applikation konnte somit der Linker durch das Gelenk des humanen IgG2
ohne Verlust an Expression und inhibitorischer Wirkung ersetzt werden. Doch
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die beiden anderen Konstrukte M87/HIgG1-Ineo und M87/HIgG4-Ineo
hemmten trotz gleicher Oberflachenexpression die HIV-Replikation schlechter
bis gar nicht, obwohl sie das Peptid gleich hoch exprimierten.

Tab. 4.1: Mittlere Fluoreszenzen der verschiedenen Linker-Konstrukte

Konstrukt Mittlere Linkerlange
Fluoreszenz (Zahl Aminosauren)
M87-Ineo 8.2 13
M87/HIgG1-Ineo 9.9 23
M87/HIgG2-Ineo 7.9 19
M87/HIgG4-Ineo 9.1 21

Somit ist nicht die Expression, aber die inhibitorische Wirkung des C-Peptids
vom verwendeten Linker abhangig. Fur die unterschiedliche Hemmung
konnten verschiedene Faktoren verantwortlich sein:

e Einfluss der Linkerlange

Das Konstrukt mit der murinen Hinge von IgG2 (M87-Ineo) besitzt mit 13
Aminosauren die kurzeste Hinge von allen Vektorderivaten, wahrend die
anderen Konstrukte langere Linker aufwiesen (Tab. 4.1). Von den neu
konstruierten Vektoren inhibierte das Konstrukt gleich effizient wie M87-Ineo,
das auch den kurzesten Linker mit 19 Aminosauren besaly (M87/HIgG2-Ineo).
Ist der Linker zu lang, so konnte die Interaktion zwischen dem
membranverankerten Inhibitor und dem N-terminalen ,heptad repeat* (HR1)
gestort sein, weil das Peptid zu weit aus der T-Zellmembran herausragt (Abb.
4.2 A). Der Abstand zwischen dem C-terminalen heptad repeat und der
Virusmembran bei HIV-1 gp41 betragt 12 Aminosauren. Dieser Abstand sollte
auch fur die Interaktion des C-Peptides optimal sein.

e Zusatzliche Wechselwirkungen zwischen Linker und gp41

Ein anderer Grund koénnte in zusatzlichen Wechselwirkungen zwischen dem
Linker und dem Bereich des gp41-Fusionspeptides liegen. Dieser Bereich ist
durch viele hydrophobe Aminosauren unpolar und je polarer der Linkerbereich
ist, desto mehr kénnte die Interaktion von HR1 mit dem C36-Peptid gestort
sein (Abb. 4.2 B).
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e Einfluss des Linkers auf die korrekte Faltung und Helizitat des C-Peptids
Der inhibitorische Effekt des l6slichen T20 wird durch Octylierung am
C-Terminus erhoht und selbst inaktive T20-Mutanten konnen durch diese
Modifikation ihre Hemmwirkung zurickgewinnen (Peisajovich et al., 2003). Es
wurde gezeigt, dass die Octylierung den helikalen Anteil des Peptides
erhohte. Die Helizitat ist somit von kritischer Bedeutung fur die Hemmwirkung,
was auch Jin et al. (2000) fir das C34-Peptid zeigen konnten. Ahnliches
konnte auch fur das membranverankerte C46-Peptid gelten: Bestimmte
Linkersequenzen sind moglicherweise eher dazu geeignet, das C36 auf der
Zelloberflache in eine helikale und fur die Inhibition optimalere Konformation
zu bringen oder bestimmte Linker storen die Ausbildung der helikalen
Konformation.
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Linker I ge g I
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Abb. 4.1: Modell zur Wirkung des Linker-Austauschs. Schematisch dargestellt
sind die Virusmembran mit dem HIV-Hullprotein und den beiden “heptad
repeats” (HR1; HR2) und dem Fusionspeptid (FP), das die Membran der
Wirtszelle penetriert. Auf der T-Zelle ist das membranverankerte C-Peptid,
das mit dem HR1 von HIV Env interagiert. Es besteht aus dem
Membrananker (MSD), dem Linker und dem C-Peptid (C36) (A) Ist der Linker
zu lang, so konnte das C36-Peptid mit dem HR1 nicht mehr korrekt
interagieren, da die Interaktionsbereiche zu weit entfernt sind. (B) Der Bereich
N-terminal vor dem HR1 ist sehr hydrophob. Sehr polare Linker kdnnten die
Wechselwirkungen zwischen C-Peptid und HR1 stéren. (C) Stéren bestimmte
Linkersequenz die Bildung der helikalen Sekundarstruktur des C36-Peptids,
so ware die Hemmwirkung aufgehoben oder zumindest geschwacht.

Membran T-Zelle

Virusmembran
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4.2 Substitution der Transmembrandomane

Zur  Verankerung des C36-Peptids wurde in M87-lneo die
Transmembrandomane von LNGFR verwendet (Hildinger et al., 2001). Comoli
et al. (1996) beschrieben, dass diese Transmembrandomane nicht fest in der
Membran verankert ist und sich aus der Membran in den extrazellularen
Raum l6sen kann. Sollte Gleiches fur membranverankerte Peptide gelten, so
konnten diese in ihrer Oberflachenexpression reduziert worden sein. Ein fest
in der Membran sitzender Anker kdnnte somit zur Expressionserhéhung auf
der Zelloberflache fuhren. Auflerdem sollte der LNGFR-Anker nicht fur die
klinische Applikation verwendet werden: In friheren Studien verstarkte die
Expression von ALGNFR in Fibroblasten die Transformation (Hantzopoulos et
al., 1994) — neuere Mausmodelle stitzen inzwischen diese Hypothese (Li et
al., 2002; Baum et al., 2003). Zwar befinden sich die Aktivierungsdomanen
von ALNGFR im extrazellularen Bereich auflerhalb der Transmembran-
domane in M87-Ineo, doch um dieses Risiko bei der autologen Transfusion
der retroviral transduzierten Zellen in den Patienten grundsatzlich
auszuschliefen, wurde eine neue Membranverankerung entwickelt und
erfolgreich getestet.

Hierzu wurde Uber eine 3-Schritt-PCR ein Konstrukt mit der
Transmembrandomane von humanem trunkiertem CD34 kloniert (tCD34;
Egelhofer et al., 2004). Die Membrandomane ist abgleitet von einer
naturlichen Isoform des CD34-Markers (Suda et al. 1992) und besitzt 16, statt
der bei CD34 ublichen 86 Aminosauren. Ein vollstandiger Transmembran-
bereich mit den Aktivierungsdomanen konnte als C-Peptid-Expressions-
konstrukt unvorhersehbare Nebeneffekte bei Andocken eines HIV-Partikels
hervorrufen.

Der Austausch des Membranbereichs in M87-Ineo durch die tCD34-
Transmembrandomane (M87/CD34-Ineo) fuhrte mit einer mittleren
Fluoreszenz von 5.0 zu einer mindestens gleich hohen Oberflachen-
expression wie das Basiskonstrukt M87-Ineo (mittl. Fluoreszenz = 4.6). Da die
Expression nahezu unverandert war, ist anzunehmen, dass der urspringliche
LNGFR-Membrananker sich nicht aus der Membran geldst hatte sowie nicht
in den extrazellularen Bereich abgegeben wurde. Da aber die tCD34-
Transmembrandomane far die klinische Applikation wichtige
Sicherheitsaspekte bertcksichtigt und gleich hoch exprimiert wie das
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Basiskonstrukt M87-Ineo, wurde diese Verankerung fur die Klonierung des
Prototyp-Vektoren gewahlt.

4.3 Strategien gegen die Bildung C36-resistenter HIV-Stamme

4.3.1 Verlangerung des C-Peptides

In der ersten klinischen Studie mit I6slichem T20 wurde bei allen Patienten ein
Abfall der Viruslast beobachtet (Kilby et al. 1998). Bei 2 Patienten, die die
hochste Dosis von 100 mg erhielten, wurde jedoch nach 14 Tagen ein
langsamer Anstieg der Viruslast beobachtet. Wei et al. (2002) isolierten Viren
aus diesen Patienten und konnten zeigen, dass HIV gegen das T20 resistent
geworden war. Punktmutationen im GIV-Motiv im Bereich des ,heptad
repeat 1 (HR1) beispielsweise zu DTV/SIM sind hierfir verantwortlich.
Analog konnten Rimsky et al. (1998) gegen T20 resistente Stamme in vitro
generieren, die die gleichen Punktmutationen im HIV Env aufwiesen (Abb.
4.2).

Um die Bildung dieser Resistenzmutanten zu verhindern, wurde das C-Peptid
N-terminal um 10 weitere Aminosauren verlangert. Dieser Bereich ist bei HIV
hochkonserviert und spielt eine entsprechend groRe Rolle bei der Virus-
Zellfusion (Chan et al.,, 1997; Chan et al. 1998, Abb. 4.2). Das Konstrukt
M87/C46-Ineo mit dem verlangerten C-Peptid wurde Uber eine 3-Schritt-PCR
kloniert und nach Verpackung des Vektors die Zellinie PM-1 mit dem
retroviralen Vektor transduziert. Die Expressionshohe wurde mit dem
Basiskonstrukt M87-Ineo verglichen - das membranverankerte C46-Peptid
exprimierte mit einer mittleren Fluoreszenz von 13.1 etwas héher als das C36-
Peptid im Basiskonstrukt M87-Ineo (mittl. Fluoreszenz = 11.2). Die Hemmung
der Replikation von HIVyL4.3 war bei einer MOI von 0.05 gleich effizient.

Um den Effekt der Verlangerung zu untersuchen, wurden T20-resistente HV-
Hullproteine generiert. Im HxB2 Env Expressionsplasmid wurde dazu das
GIV-Motiv zu DTV bzw. SIM mutiert und lentivirale Pseudotypen von diesen
HIV-Hullproteinen hergestellt. Die beiden Zellinien PM-1 M87-Ineo und PM-1
M87/C46-Ineo wurden mit diesen lentiviralen Vektoren in einer ,single round
infection infiziert, der Prozentsatz positiver Zellen bestimmt und die
Hemmung relativ zu Kontrollzellen PM-1 MP1-neo berechnet. Wie erwartet,
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hemmte keines der Zellen die Infektion mit VSV-G pseudotypisierten Vektoren
(Abb. 3.12). Im Gegensatz dazu wurden lentivirale Vektoren mit dem Wildtyp-
HxB2 von beiden Konstrukten, M87-Ineo und M87/C46-Ineo effizient
gehemmt. Die Hemmwirkung von M87-Ineo und deren Derivate basiert somit
auf der spezifischen Fusionsinhibition von HIV Env: VSV-G pseudotypisierte
Viren konnten ungehindert in die Zellen eindringen, wahrend HIV-
Pseudotypen inhibiert worden sind. Interessanterweise war eine starkere
Hemmung mit C46 (17fach) im Vergleich zu C36 (13fach) beobachten.
Maoglicherweise fuhrte die Verlangerung des C-Peptides zu einer erhdhten
Affinitat aufgrund der verstarkten hydrophoben Wechselwirkungen im N-
terminalen Bereich.

Die beiden Resistenzmutanten von HxB2 wurden vom verlangerten C46 mit
gleicher Effizienz gehemmt (je 16fach), wahrend C36 wesentlich schwacher
inhibierte (6 bzw. 5fach). Der N-terminale Bereich des verlangerten C-Peptids
hemmte somit HIV Env Mutanten, die gegen das T20/C36-Peptid
unempfindlicher geworden sind. Diese Hemmung beruht auf der Interaktion
des C46-Peptids mit dem hochkonsevierten Bereich im HR1 (Abb.4.2).
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A
HIV-Hdllprotein Sequenz
HxB2 QARLLSGIVQQQNNLL
HxB2resl| QARLLSSIMQQQNNLL
HxB2resl| QARLLSDTVQQQNNLL
C-Peptid Sequenz
C36 YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF
C46 WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF
|8sliches C34
B

Abb. 4.2: (A) Schema des HIV-Hullproteins gp41. Bei der Fusion klappen
die beiden ,heptad repeat® Regionen des HR1 und HR2 in Trimeren
zusammen und bilden ein Sechs-Helix-Bundel. Das C36/T20-Peptid ist vom
HR2 abgeleitet und hemmt die Fusion durch Interaktion im HR1. Mutationen
im GIV-Motiv von HR1 flhren zur Resistenz gegeniuber C36. Das um 10
Aminosauren verlangerte C46-Peptid (rot) inhibierte  solche
Resistenzmutanten. (B) Die C34-Peptide sind blau dargestellt und in
Oberflachendarstellung das N36-Trimer. Das C-Peptid interagiert mit
Bereichen im HR1, die zwischen HIV und SIV hochkonserviert sind (weil3).
Auf diese Weise interagiert das C46-Peptid und inhibiert HIV, das durch

Punktmutationen im GIV gegentber C36 unempfindlich ist(nach Chan et al.,
1997).
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4.3.2. Einfiihrung eines zweiten inhibitorischen Prinzips

Bei einer Monotherapie mit klassischen antiviralen Substanzen wie Reverse-
Transkriptase- oder Proteasehemmer bilden sich schnell resistente HIV-
Stamme. So beobachteten Schuurmann et al. (1995) bei einer Monotherapie
mit dem Nucleosid-Analoga Lamivudine (3TC) innerhalb von Wochen die
Etablierung von 3TC-resistenten HIV-Stammen. Dies fuhrte zur Einflhrung
von Kombinationstherapien mit verschiedenen Klassen antiviraler Substanzen
(Perleson et al., 1997). Gleiches kdnnte auch bei einer Gentherapie von HIV
zu erwarten sein — Vektoren mit einem einzigen Gen oder Genprodukt
konnten im Laufe der Zeit zur Ausbildung von Resistenzen fihren. Deshalb
wurde in den retroviralen Vektor ein zweites inhibitorisches Gen mit einem
anderen Inhibitionsprinzip in den retroviralen Vektor M870 eingeflhrt.
Besonders geeignet erschien dabei das RRE-decoy (Lee et al., 1994): es
wurde bereits in der klinischen Phase getestet (Kohn, 2000) und als RNA-
Element ist keine Co-Expression eines zweiten Proteins erforderlich. Dies
wirde namlich die Konstruktion eines bicistronischen Vektors erfordern, bei
dem aber die Expression des ersten Gens beeintrachtigt ware. Das RRE-
Element in HIV ist flur den Transport der viralen mRNA aus dem Zellkern zur
Expression spater Gene verantwortlich und interagiert mit dem Rev-Protein
von HIV. Durch Expression des RRE-decoys im retroviralen Vektor wird das
RRE der HIV-RNA kompetitiert und es gelangen weniger virale mRNA-
Molekule aus dem Zellkern.

Das RRE-decoy mit einer Lange von 41 Basenpaaren wurde Uber
Oligonucleotide 3’ des Transgens kloniert. Die Expression des inhibitorischen
Peptids war durch Einfihrung des RRE-Elementes unbeeinflusst (M870 mittl.
Fluoreszenz=1062; M870-RRE=958) und beide Konstrukte inhibierten die
HIV-Replikation mindestens gleich effizient. Mit diesen Experimenten konnte
allerdings bisher nicht nachgewiesen werden, dass das RRE-Element einen
zusatzlichen inhibitorischen Effekt ausubt. Der Effekt des membran-
verankerten Fusionspeptids ist nach der Optimierung wahrscheinlich so grof3,
dass die antivirale Aktivitat des RRE-decoys in vitro nicht bedeutsam ist.
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4.4 Kombination aller optimalen Peptid-Module und
Optimierung der Codon Usage

Fir das optimierte Peptid wurden alle geeigneten Module in einem Konstrukt
vereinigt. Fur den flexiblen Linker wurde das Gelenk des humanen
Antikoérpers 1gG2 verwendet, da dieser als einziger Linker auch ebenso
effizient wie das Basiskonstrukt M87-Ineo die HIV-Infektion gehemmt hatte.
Dieses wurde Uber eine 3-Schritt-PCR mit dem tCD34-Membrananker und
dem verlangerten C46-Peptid zur Reduzierung der Resistenzbildung fusioniert
(M870c-Ineo). Analog wurde das Konstrukt M870/MP1-Ineo hergestellt, das
fur das gleiche Peptid, jedoch mit fur humane Zellen optimierter ,Codon
Usage®, kodiert. Verschiedene Organismen verwenden fur die verschiedenen
Aminosauren Codons in unterschiedlicher Haufigkeit (Knight et al., 2001),
wobei die Optimierung der Codons fur den entsprechenden Organismus zur
erhdhten Expression fihren kann (Hamdan et al., 2002; Bojak et al., 2002).

Nach Klonierung der beiden Konstrukte M87oc-Ineo und M870/MP1-Ineo
wurden die retroviralen Vektoren produziert und PM-1 Zellen transduziert.
Nach Selektion war die Expression des optimierten Konstruktes M87oc-Ineo
(mittl. Fluoreszenz 8.3) im Vergleich zum Basiskonstrukt M87-Ineo (4.6) leicht
erhoht. Diese Beobachtung ist aus den Daten der Einzelaustausche nicht
eindeutig erklarbar, weil bei diesen keine wesentlichen Unterschiede in der
Expression festzustellen war. Moglich ist, dass die kombinierten Module im
Gesamtzusammenhang als artifizielles Protein effizienter in der Zelle
prozessiert werden. Das Konstrukt mit optimierten Codons (M870/MP1-neo)
exprimierte mit einer mittleren Fluoreszenz von 13.4 im Vergleich zu
M870oc-Ineo mit 8.3 nochmals starker. Der Effekt ist jedoch mit einer etwa
1.5fachen Erhéhung nicht so stark ausgepragt, wie dies fur GFP nach Haas et
al. (1995) beobachtet wurde. Sie erhdhten die Expression des grin
fluoreszierenden Proteins (GFP) von Aequorea victoria in humanen Zellen
durch das Optimieren der verwendeten Codons um das 40-fache (Haas et al.
1995). Eine mdgliche Ursache ist, dass die Auswahl der Codons vor
Optimierung weniger ungunstig war, als wie beispielsweise fir das GFP. Der
Membrananker, das Signalpeptid und der Linker enthalten im nichtoptimierten
Konstrukt bereits die humane Original-Nucleotidsequenz. Darlber hinaus
wurde gezeigt, dass insbesondere die Verwendung der Codons im 5’-Bereich
des Transgens besondere Bedeutung hat (Hamdan et al., 2002). Im Falle des
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C-Peptids waren dort im humanen Signalpeptid nur wenige sehr ungunstige
Codons zu finden (Abb. 4.3).

-cu ATG GGG GCA GGT GCC ACC GGC CGC GCCATG GAC GGG
+cu ATG GGC GCC GGC GCC ACC GGC CGC GCC ATG GAC GGC
ggt gca act ggt cga gca gat ggt

AS M G A G A T G R A M D G

-cu CCGCGCCTGCTGCTIGTIGCTGCTTCTG GGG GTG TCC
+cu CCCCGCCTGCTGCTGCTGCTG CTG CTG GGC GTG AGC
cca gat tta ggt gta ftca

AS P R L L L L L L L G V S

-cu CTT GGA GGT GCC
+ cu CTG GGC GGC GCC
tta ggt gca

AS L G G A

Abb. 4.3: Sequenz des Signalpeptids ohne (-cu) sowie mit adaptierte Codon
Usage (+cu). 13 der 84 Basen wurden ausgetauscht (rot, ~ 15%). 3 von 28
Aminosauren wurden vor der Adaption durch unginstigste Codons kodiert

(gran).

4.6 Optimierung des Vektorriickgrats

Im Basiskonstrukt M87-Ineo wurde die Expression des Transgens Uber eine
.Myeloma Proliferative Sarcoma virus“LTR reguliert. Der MP-1 Leader
stromabwarts der ,long terminal repeats® (LTR) enthalt das Verpackungs-
signal y sowie eine Splice-Donor-Stelle mit einem schwachen Splice-
Akzeptor (Abb. 4.4). Weiterhin sind 7 artifizielle ATGs zu finden, die eine
Translation unbekannter Polypeptide zur Folge haben konnte (Hildinger et al.,
1999), die potentiell toxisch oder immunogen sind. Diese kurzen offenen
Leserahmen stéren aullerdem die Expression des eigentlichen Transgens. In
der Gruppe von C. Baum wurde der optimierte Leader MP71 entwickelt, in
dem ein ganzer Bereich stromaufwarts des Transgens einschlieRlich der
sieben Startcodons entfernt und eine effiziente Splice-Akzeptorstelle eingeflgt
wurde. Dabei wurde eine Expressionserhohung unabhangig vom Transgen
oder der Zellinie beobachtet (Hildinger et al., 1999).
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Um zu untersuchen, ob ein Leader-Austausch auch die Expression der
membranverankerten Peptide erhoht, wurden die beiden Konstrukte
M870/MP1 und M870-APRE kloniert sowie ein weiteres Konstrukt mit einem
PRE-Element von Woodchuck HBV konstruiert (M870). Von den Konstrukten
wurden retrovirale Partikel hergestellt und zur Transduktion von PM-1 Zellen
verwendet. Der optimierte Leader erhdhte die Expression des inhibitorischen
Peptids von einer mittleren Fluoreszenz von 59.7 fur M870/MP1 auf 461 fur
M870-APRE und somit um etwa das 10fache. Somit wurde wie bei Hildinger
et al. (1999) eine Steigerung des Expressionsniveaus durch den optimierten
MP71-Leader erreicht. Mit diesem Konstrukt war auch erstmalig eine
Expression auf transduzierten PBMCs detektierbar (Mitteilung G.
Brandenburg). Keine der Modulsubstitutionen oder Veranderungen in der
Codon Usage fuhrten zu einer so deutlichen Expressionserhohung. Das
Konstrukt mit dem PRE-Element (M870) hatte bei einer mittleren Fluoreszenz
von 410 im Vergleich zu M870-APRE (mittl. Fluoreszenz 461) hingegen
keinen positiven Einfluss auf die Expression des membranverankerten
Peptids. Daten mit demselben Ergebnis wurden auch mit T-Lymphozyten
generiert (Mitteilung G.Brandenburg), so dass ein durch die Zelllinie PM-1
bedingter Effekt ausgeschlossen werden kann.

Leader

W

s ¢36  muHIge2 |ENGFREMSDN

MP-71 | L4 ‘ n

‘SD SA

Abb. 4.4: Architektur des Leaderbereiches. Der MP1-Leader in M87-Ineo
enthalt noch Sequenzen, die urspringlich stromaufwarts des gag-pol-Gens
liegen mit 7 ATGs vor dem eigentlichen Transgen (turkis & rot) mit einer
schwachen Splice-Akzeptor-Stelle. Dieser Bereich wurde durch einen
effizienten Splice-Akzeptor ersetzt.




Diskussion 95

Das ,Posttranscriptional regulatory element® (PRE) ist vom Woodchuck
Hepatitis B Virus (wHBV) abgeleitet und kann abhangig vom jeweiligen
Transgen die Expression erhohen (Schambach et al, 2000). Es wurde haufig
in retroviralen und lentiviralen Vektoren zur Expressionserhohung eingesetzt.
Das PRE besitzt eine ausgepragte Sekundarstruktur (Patzel et al. 1997; Smith
[l et al., 1998) und Deletionsanalysen haben gezeigt, dass das HBV PRE aus
zwei Untereinheiten besteht, die synergistisch wirken (Donello et al. 1996).
Das PRE verhilft zu einem effizienten Export der RNA aus dem Zellkern
(Huang et al., 1995 & Huang et al., 1994) und ist moglicherweise auch fur
eine erhohte Stabilitat der RNA verantwortlich. Doch im Falle des C-Peptides
wurde kein positiver Effekt beobachtet. Hierfir kommen folgende Ursachen in
Frage:

e Durch die Optimierung des Leaders wird das inhibitorische Peptid
bereits sehr hoch in den Zellen exprimiert, so dass es maoglicherweise
bereits zur Sattigung in entsprechenden Kompartimenten der Zelle
kommt (z.B. ER). Mehr Protein konnten die Zellen nicht prozessieren,
weshalb eine weitere Expressionserhohung nicht mehr moglich ist.

e AU-reiche Bereiche innerhalb der mRNA konnen Retentionssignale
enthalten, die den Export der mMRNA hemmen. Solche RNAs profitieren
wahrscheinlich durch das PRE, da diese fur den Export aus dem
Zellkern sorgt (Zufferey et al., 1999). Doch bei der Optimierung der
Codons wurden mehrfach Substitutionen von A/T zu G/C
vorgenommen, so dass keine Retentionssignale in der mRNA
bestehen sollten, die durch das PRE Ublicherweise kompensiert
werden konnten.

e Durch das funktionelle Intron im optimierten Leader kommt es zu
Interaktionen der mRNA mit zellularen Faktoren, die fur das Splicing
und einen schnellen Export der RNA aus dem Zellkern sorgen
(Schambach et al., 2000). Moglicherweise ist der Export der RNA so
schnell und effizient, so dass ein verbesserter Export durch das PRE
nicht mehr moglich ist.
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4.7 Vergleich von Basiskonstrukt M87-Ineo und optimiertem
Konstrukt M870-RRE-Ineo

Der Fortschritt in der Weiterentwicklung des retroviralen Vektors fur die
klinische Applikation spiegelt sich besonders im Vergleich zwischen dem
Basiskonstrukt M87-Ineo und dem optimierten Konstrukt M870-RRE-Ineo
wider. M870-RRE-Ineo enthalt den MP71-Leader fur die verbesserte
Expression sowie das Gen aus M870/MP1-Ineo mit dem synthetische Gen
und allen optimierten Modulen (Abb. 4.5).

M87-Ineo sb

A5 | muHzge2 |ENGEREMSDIILLE neo LTR

MESV leader 1

LTR

M870-RRE-Ineo
SD SA

AN o | huHzge2 [FEDIASMBDNLLE | neo LTR

MESYV leader 71

LTR

Abb. 4.5: Architektur der beiden Konstrukte M87-Ineo und M870-RRE-Ineo.
Der Vektor M870-RRE enthalt den optimierten MP71-Leader sowie das
synthetische Gen von M870/MP1-Ineo.

Die Expression bei M870-RRE-Ineo ist mit einer mittleren Fluoreszenz von
120.8 im Vergleich zum Basiskonstrukt M87-Ineo mit 13.7 etwa 10fach erhoht.
Die hier beobachtete Expressionserhohung von M87-Ineo zu M870-RRE-Ineo
ist im Wesentlichen auf die Verwendung des optimierten MP71-Leaders
zuruckzufuhren — kleinere Effekte wurden aber auch durch die optimierte
Codon-Usage erreicht. Infektionsexperimente mit den Stammen HIVyL43 und
HIVp117.1 zeigten, dass die starkere Expression auch mit einer verbesserten
Hemmwirkung korrelierte. Wahrend bei M87-Ineo transduzierten Zellen ein
Durchbruch der HIV-Infektion bei sehr hoher MOI zu beobachten war,
inhibierte M870-RRE-Ineo Uber den gesamten beobachteten Zeitraum.
Gerade die Infektion mit dem dualtropen und ,aggressiven” Stamm HIVpq17.
bei einer hohen MOI = 0.00025 zeigte, wie effizient das optimierte Konstrukt
die HIV-Replikation hemmte. Die effiziente Hemmung durch M870-RRE-Ineo
zeigt sich weiterhin darin, dass HIV-Stamme, die gegen das C46-Peptid oder
M870-RRE resistent sind, bisher in vitro nicht generiert werden konnten. Die
verbesserte Hemmwirkung von M870-RRE-Ineo im Vergleich zum
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Basiskonstrukt korreliert ebenfalls mit einer erhdhten Inhibition bei Zell-Zell-
fusionsexperimenten mit HIV g2 Env-exprimierenden 293T Zellen (siehe Kap.
4.8).

4.8 Mechanismus der Inhibition

Zur eingehenden Untersuchung, wie membranverankerte C-Peptide die
Fusion von HIV hemmen, wurden so genannte Zell-Zellfusionsassays
durchgefuhrt. Der entscheidende Vorteil solcher Experimente besteht darin,
dass die Geschwindigkeit der Fusion beobachtet und das Stadium der Fusion
zu bestimmten Zeitpunkten arretiert werden kann (Cohen et al., 1998).
Experimente dieser Art erlauben die Untersuchung des Fusionsmechanismus
von HIV und der Funktionsweise von Fusionshemmern wie T20 (Melikyan et
al., 2000).

Ein solches System wurde fur PM-1-Zellen als Zielzellen und 293T HxB2 Env
als Effektorzellen etabliert. Nach Transduktion der PM-1 Zellen mit MP1-neo,
M87-Ineo und M870-RRE-Ineo und anschlieRender Selektion wurden beide
Konstrukte direkt miteinander in Zell-Zellfusionsexperimenten mit 293T HxB2-
Zellen verglichen.

Im nicht-arretierten Stadium wurden die ersten Fusionsereignisse nach einer
,Lag“-Phase von 15 Minuten beobachtet. Dabei fusionierten alle Zellinien mit
gleicher Geschwindigkeit, bis die Hemmwirkung des C-Peptids bei M870-
RRE-Ineo und M87-Ineo zur Wirkung kam. M870-RRE-Ineo zeigt eine
deutlich starkere Hemmwirkung, da die Fusionsgeschwindigkeit deutlich
verlangsamt war, wahrend PM1 M87-lneo bis zu 40 % mit gleicher
Geschwindigkeit wie PM1 MP1-neo fusionierte und erst dann sich
verlangsamte. Ein bestimmter Anteil der Zellen fusionierte somit trotz
Peptidexpression mit gleicher Geschwindigkeit und ohne Hemmschutz mit
den Effektorzellen. Dies lasst sich so erklaren, dass moglicherweise die
Fusion eines Teils der Zellen so schnell stattfindet, dass zunachst sich nicht
genugend C-Peptid-Molekule rechtzeitig an der Kontaktstelle konzentrieren
konnen und Fusion ungehindert stattfinden kann. Der Anteil dieser schnell
fusionierenden Population scheint auch von der Expressionshohe abhangig
zu sein, da M870-RRE-Ineo transduzierte Zellen bereits bei etwa 15 % Fusion
langsamer zu fusionieren begannen, wahrend M87-Ineo transduzierte Zellen
erst nach 40 Prozent verlangsamte Fusion zeigten. In Ubereinstimmung mit
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den Expressionsdaten und der Hemmtests mit replikationskompetentem HIV
war in den Zell-Zellfusionsexperimenten die Hemmung mit dem Konstrukt
M870-RRE-Ineo effizienter (max. Fusion nach 4 h = 30%) als mit dem
Basiskonstrukt M87-Ineo (90%).

Im Temperatur-arretierten Stadium (,TAS") werden durch Inkubation bei 23°C
alle Fusionsvorgange ,eingefroren“ und synchronisiert (Gallo et al., 2001).
Erste Interaktionen zwischen HIV Env und Zielzelle finden statt, da nach
Erhohung der Temperatur auf 37°C die Fusion sofort und ohne Lag-Phase
startete. Die Fusion zeigte bei M87-Ineo wieder das gleiche Phanomen wie
ohne Arretierung: Bis zum Erreichen von 40 Prozent Fusion fusionierten die
Zellen mit gleicher Geschwindigkeit wie die Kontrollzellen PM1 MP1-neo. Fur
M870RRE-Ineo transduzierte Zellen galt dies im TA-Stadium nicht, weil diese
von Beginn an nur langsam fusionierten. Eine mogliche Ursache liegt darin,
dass PM1 M870-RRE-Ineo mehr C-Peptidmolekile auf der Zelloberflache
besitzt, die im TAS-Stadium auch zur richtigen Stelle rekrutiert werden
konnen, wahrend ohne TAS moglicherweise zum Teil nicht gentgend
Molekule an der Kontaktstelle zu finden sind. M87-Ineo aber kann aufgrund
der 10fach niedrigeren Expressionshohe selbst im TA-Stadium gentgend
C-Peptidmolekile zur Kontakistelle rekrutieren. Es ist jedoch nicht
auszuschliefen, dass die unterschiedliche Kinetik von M&87-Ineo und
M870-RRE-Ineo auf einen anderen Mechanismus oder zusatzliche
Wechselwirkungen zuruckzufuhren ist: Das Basiskonstrukt M87-Ineo kodiert
fur das C36-Peptid, wahrend M870-RRE-Ineo fur die Expression des
verlangerten C46-Peptid verantwortlich ist. So zeigten Kliger et al. (2001),
dass das l0sliche Peptid C36/T20 auch zu einem spateren Zeitpunkt der
Fusion, beim so genannten ,post-lipid-mixing“-Stadium, im Gegensatz zum
weiter N-terminal liegenden C34, inhibitorisch wirken kann. Der Hemm-
Mechanismus von I6slichem C34 und T20 (C36) ist somit im Detail
unterschiedlich, was auch fur das membranverankerte C36- und C46-Peptid
zutreffen konnte.
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4.9 M870-RRE fiir die klinische Applikation

Fur die klinische Applikation wurde der retrovirale Vektor M870-RRE kloniert.
Es handelt sich dabei um ein Derivat von M870-RRE-Ineo, aus dem die IRES-
neo-Genkassette entfernt wurde (Dirks et al., 1993). Da nun die genetisch
manipulierten Zellen aufgrund der hohen Expression mit dem 2F5-Antikorper
einfach detektiert werden konnen, ist ein Markergen nicht mehr notwendig.
Das Entfernen des Neomycin-Selektionsmarkers flhrt dariber hinaus zu einer
weiteren Verminderung der Immunogenitat der Therapie.

Im Vergleich zu dem bicistronischen Konstrukt M870-RRE-Ineo mit einer
mittleren Fluoreszenz von 338 exprimierte das monocistronische Konstrukt
M870-RRE etwa 10fach hoéher (mittlere Fluoreszenz: 1521). Somit ist das
Konstrukt gleichzeitig weniger potentiell immunogen und exprimiert das C-
Peptid um den Faktor 10 hoéher.

Mit allen geeignet Peptidmodulen, einem zweiten inhibitorischen Prinzip (Abb.
4.6) sowie durch die optimierte Expression ist der retrovirale Vektor M870-
RRE das bestmogliche Tool fur die klinische Studie der Phase I. Da sich das
Transgen durch einen recht kleinen offenen Leserahmen von etwa 500
Basenpaaren auszeichnet, durfte die Expression weiterer antiviraler Gene
innerhalb des gleichen Vektors in Zukunft mdglich sein.

M870-RRE
SD SA
v T g PRE IS LTR |
MP71-
Leader

Abb. 4.6: Der retrovirale Vektor M870-RRE fur die klinische Studie der
Phasel. Er besteht aus dem optimierten MP71-Leader und dem
synthetischen Gen mit den optimierten Peptidmodulen (Signalpeptid LNGFR
(S), C46-Peptid, humane Hinge von 1gG2 (H) und tCD34-Trans-
membrandomane (tCD34-MSD). 3’ des Trangens befindet sich das PRE
sowie das RRE-decoy als zweites inhibitorisches Prinzip.
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Den optimierten Vektor zeichnet somit eine geringere potentielle
Immunogenitat und ein hoheres Expressionsniveau des Transgens bei
gleichzeitiger Implementierung eines weiteren inhibitorischen Prinzips aus.
Die Verlangerung des C-Peptides bietet daruber hinaus ein geringeres Risiko
der Resistenzbildung. Das Konstrukt inhibierte die HIV-Replikation so
effizient, dass in vitro bisher keine M87o-resistenten HIV-Stamme isoliert
werden konnten. Der Vektor zeigte in intensiven praklinischen Toxizitats-
studien in Maus und Rhesusmacaquen keine detektierbare Nebenwirkungen
oder Immunogenitat (Mitteilung G. Brandenburg, G. Koopman, C. Baum) und
befindet sich konsequenterweise nun seit 2003 in der klinischen Studie der
Phase I.
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6. Abkurzungen

° Grad

% Prozent

A Nukleotid Adenosin bzw. Ampere

Abb. Abbildung

AIDS Acquired immunodeficiency syndrome

Amp Ampicillin

ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosin-5’-triphosphat

BSA Bovines Serumalbumin

C Nukleotid Cytosin

°C Grad Celsius

C36 Konsensussequenz des T20 aus C-terminaler
Heptadwiederholung

C46 Konsensussequenz des T20 und C34 aus
C-terminaler Heptadwiederholung

CCR5 Membranrezeptor fur CC-Chemokine (MIP-1a)

CD »Cluster of differentiation”

CD4 Membranglykoprotein der Immunglobulinsuperfamilie

ca. circa

CIP Alkalische Phosphatase (,calf intestinal alcaline phosphatase®)

cm Zentimeter

CMmvV Cytomegalusvirus

CXCR4 Membranrezeptor fur das CXC-Chemokin SDF-1

DMEM Dulbeccos Modified Eagles Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleinsauretriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

Env Hullprotein (Envelope)

ER Endoplasmatisches Reticulum

FACS Fluoreszenaktivierte Zellsortierung
(fluorescence activated cell sorting)

FCS Fotales Kalberserum (fetal calf serum)

G Nukleotid Guanosin

g Gravitationskonstante
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gag Gruppenspezifisches Antigen

GALV Gibbon ape leukemia virus

GFP Grin Fluoreszierendes Protein

gp41 41 kDa groRRes Transmembranglykoprotein von HIV-1
gp120 120 kDa grofes peripheres Glykoprotein von HIV-1

HAART Hochaktive antiretrovirale Therapie
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethansulfonsaure

HIV Humanes Immundefizienzvirus

HR Heptadwiederholung (,heptad repeat”)

Ig Immunglobulin

IRES Interne Ribosomen-Eintrittsstelle (,internal ribosomal entry site*)
kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

LAV lymphadenopathy-associated virus

LAS Lipid-arretiertes Stadium

LB Luria Bertani

LNGFR Low affinity nerval growth factor receptor

LPC L-Lysophatidylcholin

LTR Lange terminale Wiederholungssequenz (long terminal repeat)
M Molar

min Minute

Mio Millionen

MHC Major histocompatibility complex

mg Milligramm

Mg Mikrogramm

MLV Maus-Leukamievirus

mM Millimol

mi Milliliter

Ml Mikroliter

mRNA messenger RNA

MSD Transmembrandomane (Membrane spanning domain)
MOl multiplicity of infection

Nef ,hegative factor* (HIV-Regulatorprotein)

ng Nanogramm

ORF Offener Leserahmen(open reading frame)

PBMC Periphere mononukleare Zellen der Blutbahn

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlsung

(phosphate buffered saline)
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PCR Polymase-Kettenreaktion

PHA Phytohamaglutinin

Pol Polymerase

REV regulator of expression of virion proteins
RNA Ribonukleinsaure

RPMI Rosewell Park Memorial Institute Medium
RRE Rev-responsive element

S Signalpeptid von LNGFR

] Sekunde

siRNA small interfering RNA

SIV Simian Immundefizienzvirus

T Thymidin

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

Taq Thermus aquaticus

TAT Transactivator of transcription

TAS Temperatur-arretiertes Stadium

TBE Tris-Borat-EDTA

Tris Trishydroxyaminomethan

U Enzymeinheit (Units)

U/min Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolettes Licht

u.N. uber Nacht

Vv Volt

VSV vesicular stomatitis virus

VSV-G vesicular stomatitis virus glycoprotein G
viv Verhaltnisangabe Volumen zu Volumen (volume per volume)
w/v Verhaltnisangabe Gewicht zu Volumen (weight per volume)

WHO World health organization
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