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Einleitung

1. Einleitung

Viruserkrankungen spielen weltweit eine sehr wichtige Rolle, da sie jedes Jahr viele
Millionen Menschenleben fordern. Bestes Beispiel hierfiir ist wohl die Pandemie des
Humanem Immundefizienzvirus Typ I (HIV-1). Alleine mit HIV-1 sind weltweit etwa
38 Millionen Menschen infiziert und etwa 20 Millionen Menschen starben bereits seit
dem Beginn der Pandemie im Jahr 1981 (UNAIDS, 2003). Aber auch andere Viren wie
West-Nil Virus oder Hantaan Virus haben eine zunehmende Bedeutung erlangt. So
konnte 1999 erstmals ein West-Nil Virus Ausbruch in Nordamerika verzeichnet werden.
Seitdem breitet sich dieses Virus dort immer weiter aus.

Die Entwicklung von antiviralen Wirkstoffen ist daher eminent wichtig. Vor allen
Dingen Wirkstoffe mit einem breiten, antiviralen Wirkungsspektrum miissen gefunden
werden, damit auch gegen die sogenannten ,,emerging viruses®, die aufkommenden
neuen Viren, mogliche Therapieansitze gefunden werden konnen. Ein Ansatzpunkt fiir
die Entwicklung eines solchen Wirkstoffes ist ein Schritt im Lebenszyklus von Viren,
der fiir viele Viren nach einem dhnlichen Mechanismus verlduft.

Allen Viren gemeinsam ist, dass das Viruspartikel (Virion) aus Proteinen und
Nukleinsdure, entweder DNA oder RNA, besteht. Einige Viren sind von einer
Lipidmembran, die als Hiille oder Envelope bezeichnet wird, umgeben. Aufgrund des
Fehlens eigener Ribosomen und energiebildender Stoffwechselsysteme sind alle Viren
intrazelluldre Parasiten. Da alle Viren auf den fremden Zellstoffwechsel angewiesen
sind und deswegen Zellen infizieren miissen, ldsst sich die Vermehrung in mehrere,

zeitlich aufeinander folgende Phasen einteilen:

e Zunidchst werden bestimmte Rezeptoren auf der Membran der Wirtszelle
erkannt. Dies wird durch die viralen Proteine vermittelt. Bei umhiillten Viren
sind die in die Virusmembran eingelagerten Membranproteine dafiir
verantwortlich. Das Virus lagert sich durch diesen als Adsorption oder
Attachment bezeichneten Vorgang an die Wirtszelle an.

e Darauthin miissen die Virionen durch die Zellmemembran in das Zellinnere
gelangen. Dieser als Penetration oder Entry bezeichnete Prozess geschieht
entweder durch direkte Fusion von Virus- und Zellmembran oder aber durch

rezeptorvermittelte Endocytose. Bei der Penetration von Viren durch
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rezeptorvermittelte Endocytose muss das Virion zusitzlich durch einen als
Uncoating bezeichneten Vorgang aus dem Vesikel freigesetzt werden.

e Nach dem Entry beginnt die virale Replikation. Damit sind die komplexen
Vorginge zur Genexpression und Genomreplikation gemeint. Diese sind bei
jedem Virus verschieden, je nachdem, ob es sich um ein RNA- oder DNA-Virus
handelt und in welcher Orientierung und Form die Erbinformation vorliegt.
Aufgrund der sehr unterschiedlichen Replikation von Viren wird von jedem
Virus auch ein unterschiedliches Zellmilieu fiir eine erfolgreiche Replikation
benotigt, worin die Zellspezifitit von Viren mit begriindet liegt.

e Nach der Replikation liegen virale Strukturproteine und Genome in gro3er Zahl
in der Zelle vor, die dann zu Virionen zusammengebaut werden. Die Freisetzung
der Virionen erfolgt entweder durch Budding (Knospung) der Viren oder aber
durch die Lyse der Wirtszelle.

Ein moglicher Ansatzpunkt zur Entwicklung antiviraler Wirkstoffe ist die Inhibition der
Vorgénge, die zum Eintritt des Virus in die Wirtszelle fiihren. Dieser Schritt des viralen
Lebenszyklus ist fiir die Entwicklung breit antiviral wirkender Stoffe besonders
interessant, da bestimmte zelluldre Oberflachenstrukturen von einer Vielzahl von Viren
verwendet werden. So wird die Interaktion von Heparansulfat mit Viren wie Herpes
Simplex Virus Typ I und Typ II (HSV I und II, Herold et al., 1996), Varicella-Zoster
Virus (VZV, Zhu et al., 1995), Pseudorabies Virus (PrV, Trybala et al., 1998), dem
Humanen Cytomegalovirus (Watanabe, 1998), Maul-und-Klauenseuche-Virus Typ O
(Jackson et al., 1996), Respiratory Syncytial Virus (RSV, Krusat et al., 1997), dem
Humanen Immundefizienzvirus Typ I (HIV-1, Harrop & Rider, 1998) sowie Dengue
Virus (Chen et al., 1997) beobachtet.

Die Inhibition des viralen Eintritts des HIV-1, der Flaviviren und des Hantaan Virus in
Zellen soll im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. Dazu werden diese Viren im

Folgenden kurz vorgestellt.
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1.1 Das Humane Immundefizienzvirus Typ |
(HIV-1)

Anfang der 80er Jahre wurde in den USA erstmals ein Krankheitsbild mit schweren
opportunistischen Infektionen beschrieben (Brennan & Durack, 1981; Gottlieb et al.,
1981), welches nachfolgend als erworbenes Immunschwichesyndrom (acquired
immunodeficiency syndrom, AIDS) bezeichnet wurde. Bald darauf gelang der Gruppe
von Luc Montagnier am Pariser Pasteur-Institut die Isolierung eines neuartigen
Retrovirus aus dem Lymphgewebe eines AIDS-Patienten. Dieses Virus konnte als
AIDS-Erreger identifiziert werden (Barre-Sinoussi et al., 1983), was auch von anderen
Arbeitsgruppen bestitigt werden konnte (Gallo et al., 1984; Popovic et al., 1984;
Sarngadharan et al., 1984). Es wurde dem Genus Lentivirus aus der Familie der
Retroviren zugeordnet und schlieBlich Humanes Immundefizienzvirus (human
immunodeficiency virus, HIV) genannt (Coffin et al., 1986). Mittlerweile ist AIDS zu
der bedeutendsten Infektionskrankheit unserer Zeit geworden. Die Zahl der HIV-
Infizierten ist weltweit von 35 Millionen 2001 auf 38 Millionen in 2003 gestiegen, die
Zahl der Neuinfektionen liegt jéhrlich bei etwa 5 Millionen. Seit 1981 sind etwa 20
Millionen Menschen an den Folgen von AIDS gestorben (alle Zahlen von UNAIDS,
2003).

1.1.1 Der Aufbau des HIV-1

Das infektiose Viruspartikel hat einen Durchmesser von etwa 100 nm (Frank et al.,
1978; sieche Abbildung 1) und ist von einer doppelten Lipidmembran umgeben, die der
Cytoplasmamembran der Wirtszelle entstammt. In diese Membran eingelagert ist das
Transmembranprotein gp41, das mit dem externen Hillprotein gpl120 durch nicht
kovalente Wechselwirkungen assoziiert ist. Beide Proteine sind glykosyliert, liegen als
Heterotrimer vor (Lu et al., 1995; Weissenhorn et al., 1997) und sind
elektronenmikroskopisch als Spikes sichtbar (Gelderblom et al., 1987). Das gp120 ist
fiir die Bindung zelluldrer Rezeptoren verantwortlich und ist gemeinsam mit dem gp41
fiir den Eintritt des Virus in die Zelle von essentieller Bedeutung (Dimitrov & Broder,
1998). An der Innenseite der Virusmembran befindet sich das Matrixprotein p17, das

unter anderem zur Formgebung und Stabilitdt des Virus beitrdgt. Die Funktion der
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daneben befindlichen Lateralkorper ist noch weitgehend ungeklart. Im Zentrum des
Viruspartikels liegt das aus dem Capsidprotein p24 gebildete Capsid. In dessen Innerem
liegt das aus zwei identischen RNA-Molekiilen positiver Polaritdt bestehende virale
Genom, das mit dem Nucleocapsidprotein p7 assoziiert ist. Ausserdem findet man die
RNA-abhidngige DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase, p51/66), die Protease p9
und die Integrase p38 im Capsid. Das Capsid ist mit der Virusmembran iiber das Link-

Protein p6 verbunden (Levy, 1998).

gp120

gp41
p6 (Linkprotein) )
p17 (Matrixprotein)

Reverse Transkriptase/
Ribonuclease H

p24 (Capsidprotein)

p7 (Nucleocapsidprotein)
RNA

Lateralkérperchen
Integrase

Protease

Hillmembran

Abbildung 1: Aufbau und Struktur des HIV-1. Mit der Virusmembran assoziiert sind die
Glycoproteine gp41 und gpl120. An der Innenseite der Membran findet man das Matrixprotein p17. Das
Linkprotein p6 und die Lateralkdrperchen sind mit dem Matrixprotein assoziiert. Die Virusmembran
umschlieRt das Capsid, das von dem Capsidprotein p24 gebildet wird und die beiden Kopien der viralen
RNA umschlief3t. Das Nucleocapsidprotein p7 und die Reverse Transkriptase sind mit der RNA assoziiert.
Im Capsid befinden sich aulRerdem die Integrase und die Protease. Abbildung aus ,,Molekulare
Virologie* (Modrow, Falke).
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1.1.2 Virus-Zell-Interaktionen

Die Infektion von Zellen mit HIV-1 wird durch die Interaktion der viralen Hiillproteine
gpl20 und gp41 mit zelluldren Rezeptoren eingeleitet. Das gpl120 weist eine hohe
Sequenzvariabilitdt auf, die besonders in den variablen Regionen V1 — V5 zu Tage tritt.
Diese hochvariablen Regionen werden durch konservierte Regionen (C1 — C5)
voneinander getrennt. Die V1 — V4 Bereiche sind an ihren N- und C-terminalen Enden
durch Disulfidbriicken zu Schleifen geformt (Leonard et al., 1990). Das gp120 ist je
nach Virusisolat an 20 bis 25 Positionen durch eine N-Glykosylierung modifiziert
(Leonard et al., 1990). Die Erkennungssequenz fiir eine N-Glykosylierung besteht aus
dem Aminosduremotiv NXS oder NXT, wobei X eine beliebige Aminosdure aufler
Aspartat oder Prolin sein kann. Diese Kohlenhydratstrukturen machen etwa 50 % des
Molekulargewichts des gp120 aus (Lasky et al., 1986; Mizuochi et al., 1988; Geyer et
al., 1988). Die N-Glykosylierung der V3 Schleife ist fiir das Virus von besonderer
Bedeutung, da sie das Virus durch Maskierung wichtiger Epitope vor der Immunabwehr
schiitzt (Schonning et al., 1996). Die V3 Schleife stellt die wichtigste immunogene
Region des Virus dar (principal neutralizing domain, Carrow et al., 1991; Zwart et al.,
1991) und ist das Ziel neutralisierender Antikorper (Schreiber et al., 1997).

HIV-1 infiziert in vivo CD4-exprimierende (CD4") Zellen, zu denen unter anderem
T-Helferzellen, Monocyten, Makrophagen sowie dendritische Zellen zdhlen. Aufgrund
dieser Beobachtung konnte CD4 als Rezeptor des HIV identifiziert werden (Dalgleish et
al., 1984; Klatzmann et al., 1984, Sattentau et al., 1988). In Experimenten mit Maus-
Zellen konnte jedoch gezeigt werden, dass die Expression von CD4 alleine nicht
ausreicht, um Zellen mit HIV zu infizieren (Maddon et al., 1986; Ashorn et al., 1990;
Clapham et al., 1991). SchlieBlich wurden zwei weitere Corezeptoren entdeckt, CCRS
(Alkhatib et al., 1996; Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996) und CXCR4 (Feng et al.,
1996). Beides sind Mitglieder der 7-Transmembran-Chemokinrezeptor-Familie.
Wiéhrend CCRS5 auf Makrophagen auftritt ist CXCR4 in der Membran von
T-Lymphozyten zu finden. Die Entdeckung von zwei unterschiedlichen Corezeptoren
deckt sich mit der bereits frither gemachten Beobachtung von zwei unterschiedlichen
Viruspopulationen. Wéhrend kurz nach der Neuinfektion mit HIV in Patientenseren nur
Viren zu finden sind, die eher langsam und mit geringeren Titern replizieren, treten mit
dem Fortschreiten der Krankheit vermehrt Viren auf, die schnell und zu hohen

Virustitern replizieren (Asjo et al., 1986). Das unterschiedliche Replikationsverhalten
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beider Viruspopulationen erklart sich durch den Wechsel des Corezeptor-Gebrauchs
von CCRS5-nutzenden Viren kurz nach der Neuinfektion zu CXCR4-nutzenden Viren
nach Ausbruch von AIDS. Aufgrund des Corezeptor-Tropismus werden HI-Viren in
X4-trop, R5-trop oder R5X4-dualtrop eingeteilt. Entscheidend fiir den Tropismus ist die
Aminosduresequenz der V3 Schleife (Hwang et al., 1991) und hierbei vor allen Dingen
die Gesamtnettoladung der Schleife. Bei vielen basischen Aminosduren in der Sequenz
der Schleife und damit einer hohen Gesamtnettoladung von etwa +7 handelt es sich um
ein X4-tropes Virus, bei niedrigeren Gesamtnettoladungen der Schleife von etwa +3 ist
das Virus R5-trop. Auch die Glycosylierung der V3-Schleife hat einen Einfluss auf den
Tropismus. So konnte beobachtet werden, dass dualtrope Viren durch das Entfernen
einer Glycosylierungsstelle durch eine Punktmutation in der V3 Schleife zu X4-
monotropen Viren verdndert werden konnen, obwohl die Gesamtnettoladung der
Schleife durch die Punktmutation nicht beeinflusst wurde (Polzer et al., 2002).

Der Infektionsvorgang des HIV-1 ist in Abbildung 2 dargestellt. Zunichst bindet HIV
iiber gp120 an CD4. Durch diese Bindung werden sterische Anderungen im gp120
ausgelost, wodurch die Corezeptor-Bindungsstelle des gp120 freigelegt wird (Salzwedel
& Berger, 2000). Die Bindung des Corezeptors bewirkt weitere Umlagerungen
(hauptsédchlich im gp41), wodurch die Fusionsdomédne von gp41 freigelegt und in die
Membran der Wirtszelle eingelagert wird. Durch weitere Umlagerungen im gp41
kommen die Transmembran- und die Fusionsdomine von gp4l in rdumliche Nihe,
wodurch die Fusion von Virus- und Wirtszellmembran eingeleitet wird.

Die Interaktion von gp120 mit CD4 ist unerlésslich fiir den Fusionsvorgang von Virus-
mit Zellmembran. Ob CD4 jedoch eine wichtige Rolle bei der Adsorption von HIV an
die Wirtszelle spielt ist fraglich. So exprimieren einige Wirtszellen wie z. B. T-Zellen
groe Mengen CD4, wihrend andere Zielzellen wie Makrophagen oder dendritische
Zellen kaum nachweisbare CD4-Mengen exprimieren. Es ist wahrscheinlich, dass die
Adsorption bei diesen Zellen CD4-unabhingig verlduft. So konnte z. B. auch gezeigt
werden, dass die Adsorption von HIV an HeLa-Zellen iiber die Interaktion von gp120
mit dem Glycosaminoglycan Heparansulfat erfolgt (Mondor et al., 1998). Dies konnte
fiir X4-trope sowie fliir R5X4-trope Viren gezeigt werden, ist jedoch weniger effektiv
fiir R5-trope Viren, da die Adsorption hauptsdchlich durch die Interaktion der positiv
geladenen V3 Schleife mit negativ geladenen Sulfat-Gruppen des Glycosaminoglycans

vermittelt wird (Moulard et al., 2000).
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Viruspartikel

D

B

Abbildung 2: Vorgange wahrend der Adsorption und des Eintritts von HIV-1. Zuné&chst bindet HIV
iiber gp120 an CD4 (Bild A). Durch diese Bindung werden sterische Anderungen im gp120 ausgelost,
wodurch die Corezeptor-Bindungsstelle von gp120 freigelegt wird (Bild B). Die Bindung des Corezeptors
bewirkt weitere Umlagerungen (hauptséchlich im gp41), wodurch die Fusionsdoméne von gp4l
freigelegt und in die Membran der Wirtszelle eingelagert wird (Bild C). Durch weitere Umlagerungen im
gp4l kommen die Transmembran- und die Fusionsdomane von gp4l in raumliche Néhe, wodurch die
Fusion von Virus- und Wirtszellmembran eingeleitet wird (Bild D).
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1.2 Flaviviren

Das Genus der Flaviviren gehort zur Familie Flaviviridae. Dem Genus gehoren
insgesamt etwa 70 Viren an. Sie gliedern sich nach ihrer Kreuzreaktivitit im
Héamagglutinationshemmtest in neun Serokomplexe (Calisher et al., 1989; Zanotto
et al.,, 1996). Die bekanntesten Vertreter sind das Dengue Virus Typ 1-4 (Serokomplex
Dengue Virus), das Gelbfiebervirus (Serokomplex Gelbfieber) und das West-Nil Virus
(WNV, Serokomplex Japanische Enzephalitis). Vor allen Dingen das West-Nil Virus ist
wieder in den Vordergrund geriickt, seitdem es 1999 zum ersten Mal in Nordamerika
ausgebrochen ist und sich seitdem dort ausbreitet. So wurden alleine in den Vereinigten
Staaten im Jahre 2002 4156 Personen mit West-Nil Virus infiziert, was 284 Todesfdlle
zur Folge hatte (O'Leary et al., 2004). Ein Grofteil der Flaviviren und auch die drei
vorgestellten Vertreter werden durch Arthropoden (Insekten oder Spinnentiere)

iibertragen und werden daher auch als Arboviren (arthropod-borne viruses) bezeichnet.

1.2.1 Der Aufbau der Flaviviren

Die infektiosen Viren haben einen Durchmesser von 40 — 60 nm (siche Abbildung 3)
und sind von einer Membran umgeben. Darin eingelagert befinden sich die als
Homodimere vorliegenden E-Proteine (51 — 60 kDa) sowie die M-Proteine (7 — 8 kDa).
Innerhalb der Membran liegt das Capsid, das aus dem viralen C-Protein (12 kDa)
gebildet wird. Mit der Capsidinnenseite ist das Genom (9 — 11 kb) assoziiert. Es handelt
sich um ein einzelstrangiges RNA-Molekiil in Plusstrangorientierung mit einem grof3en

Leserahmen.
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E-Protein (Dimer)

Hillmembran

/ " M-Protein

RNA-Genom

C-Protein (Capsid)

Abbildung 3: Aufbau eines Flaviviruspartikels. Die Viren sind von einer Membran umgeben. Darin
eingelagert befinden sich die als Homodimere vorliegenden E-Proteine sowie die M-Proteine. Innerhalb
der Membran befindet sich das Capsid, das aus den C-Proteinen gebildet wird. Das RNA-Genom ist mit
Proteindoménen der Capsidinnenseite assoziiert.
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1.2.2 Virus-Zell-Interaktionen

Fiir die Adsorption an die Wirtszelle und die Interaktion mit dem zelluldren Rezeptor ist
das virale E-Protein verantwortlich (Heinz et al., 1994; Rey et al., 2003). Durch die
Rontgenstrukturaufklarung der Ektodoméne des E-Proteins lieen sich drei Doménen
unterscheiden, die als Doméne I, IT und III bezeichnet werden (Rey et al., 1995). Diese
entsprechen den bereits zuvor serologisch definierten Doménen A bis C (Mason et al.,
1990; Roehrig et al., 1990), wobei Domine I der Antigendoméne C, Doméne II der
Antigendomine A und Doméne III der Antigendoméne B entsprechen. Die Doménen II
und III des E-Proteins wurden in mehreren Studien mit der Interaktion mit dem
zelluldren Rezeptor in Verbindung gebracht (Crill et al., 2001; Hung et al., 2004; Ni
et al., 2000; Thullier et al., 2001). Der fiir die Infektion benétigte zelluldare Rezeptor ist
fiir viele Flaviviren noch nicht bekannt. Fiir Dengue-Viren konnte gezeigt werden, dass
Heparan-Sulfat flir die Adsorption an die Zelle benutzt wird. Jedoch wird ein weiterer
Rezeptor fiir die Infektion benétigt (Rey et al., 2003). Kiirzlich konnte DC-SIGN als
Rezeptor fiir die Infektion von dendritischen Zellen nachgewiesen werden (Navarro-
Sanchez et al., 2003; Tassaneetrithep et al., 2003). Erst vor wenigen Wochen wurde der
Rezeptor fiir West-Nil Virus publiziert. Hierbei handelt es sich um oyfs Integrin, ein
Mitglied der Integrin-Superfamilie (Chu & Ng, 2004). Nach der Interaktion des
E-Proteins mit dem zelluldren Rezeptor wird das Virus liber Endocytose in die Zelle
aufgenommen. Die virale- und die endosomale Membran verschmelzen dann bei

saurem pH und das Capsid gelangt so in das Cytoplasma (Heinz & Allison, 2001).
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1.3 Das Hantaan-Virus

Das Hantaan-Virus gehort dem Genus Hantavirus aus der Familie der Bunyaviren an.
Der Name leitet sich vom Fluss Hantaan in Korea ab. In diesem Gebiet wurden die
ersten Erkrankungen beschrieben. Der natiirliche Wirt des Hantaan-Virus ist die
gestreifte koreanische Feldmaus (Apodemus agrarius corea), bei der es zu einer
asymptomatisch verlaufenden, persistierenden Infektion kommt. Die Verbreitung des
Virus erfolgt iiber die Exkremente der infizierten Nagetiere. Bei humanen Infektionen
kann das Virus in etwa einem Drittel aller Fille hamorrhagisches Fieber auslosen, die

Mortalitit liegt zwischen 5 und 10 % (Cohen, 1982).

1.3.1 Der Aufbau des Hantaan-Virus

Die Virionen der Hantaviren sind sphéirisch und haben einen Durchmesser von 100 —
120 nm (sieche Abbildung 4). Sie sind von einer Lipiddoppelschicht umgeben, in die die
viralen Glycoproteine G1 und G2 eingelagert sind. Die Glycoproteine liegen als
Heterodimer vor und sind jeweils liber den carboxyterminalen Teil in der Membran
verankert. Der cytoplasmatische Teil des etwa 70 kDa groBen G1-Proteins hat eine
Linge von 142 Aminosduren, der des etwa 55 kDa groBen G2-Proteins nur 8
Aminoséduren. Innerhalb der Hiilllmembran befindet sich das L-Protein und das in drei
Segmente gegliederte, einzelstrangige RNA Genom in Negativstrangorientierung. Das
Genom ist mit den Nucleocapsidproteinen (N-Proteine) zu Nucleocapsiden komplexiert.
Auf dem S-Segment (small) des Genoms ist das N-Protein, auf dem M-Segment sind
die Glycoproteine und auf dem L-Segment (large) ist das L-Protein codiert (Elliott,
1994; Nathanson & Gonzalez, 1994). Das L-Protein erfiillt mehrere Aufgaben: es dient
als RNA-abhingige RNA-Polymerase und hat Aufgaben bei der Initiation der
Transkription und der Replikation des Virusgenoms (Garcin et al., 1995).

11
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Abbildung 4: Aufbau der Hantaviren. Hantaviren sind von einer Lipiddoppelschicht umgeben. In diese
eingelagert sind die beiden Glycoproteine G1 und G2, die als Heterodimer vorliegen. Innerhalb der
Membran befindet sich das mit N-Proteinen komplexierte RNA-Genom und das L-Protein. Das
einzelstrangige Genom liegt segmentiert als S (small)-Segment, M (medium)-Segment und L (large)-

Segment in Negativstrangorientierung vor.

1.3.2 Virus-Zell-Interaktionen

Fiir die Adsorption und das Eindringen des Virus in die Zelle sind die beiden viralen
Glycoproteine G1 und G2 von entscheidender Bedeutung (Gonzalez et al., 1982; Grady
et al., 1983; Kingford et al., 1983). Auf zelluldrer Seite konnten bisher ;-Integrine als
Rezeptor identifiziert werden (Gavrilovskaya et al., 1998, 1999). Es gibt Hinweise auf
weitere Rezeptoren. Hantaan-Virus bindet an ein bisher noch nicht identifiziertes,
30 kDa grof3es Zelloberflachenprotein (Kim et al., 2002). So konnte durch Antikorper
gegen dieses Protein die Bindung des Virus an die Zellen und auch die Infektion der
Zellen inhibiert werden. Dies deutet darauf hin, dass es mehr als einen Rezeptor fiir die
Hantaan-Infektion auf den Wirtszellen gibt. Die Penetration der Zellen nach der

Interaktion mit den zelluldren Rezeptoren erfolgt endocytotisch (Jin et al., 2002).
12
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1.4 Inhibition der Virus-Zell-Interaktion

1.4.1 Polyanionische Inhibitoren

Es gibt mehrere Mdoglichkeiten, den Eintritt von Viren in die Wirtszellen zu verhindern
oder zumindest zu stéren. Zum einen auf der viralen Seite durch die Bindung von
Substanzen an die viralen Hiillproteine, die fiir die Adsorption des Virus an die Zelle
verantwortlich sind. Zum anderen besteht die Moglichkeit, durch Interaktion von
Substanzen mit den zelluldren Rezeptoren das Eindringen in die Zelle zu verhindern. Da
viele Viren fiir den Eintritt in die Wirtszellen auf die Bindung an negativ geladene
Zelloberflichenmolekiile wie Heparansulfat durch elektrostatische Wechselwirkungen
angewiesen sind (Dengue, HSV I und II, VZV, PrV, HIV-1, RSV (siche Seite 2)), ldsst
sich auch der Eintritt vieler Viren in die Wirtszellen mit Hilfe von polyanionischen
Molekiilen inhibieren. So wird die Infektion von Zellen mit RSV, HSV I wie auch die
Infektion mit Japanischem Encephalitis Virus durch Heparansulfat inhibiert (Krusat
etal., 1997; Shukla et al., 1999; Su et al., 2001). Zu den polyanionischen Inhibitoren
zahlen z. B. Polycarboxylate, Polyphosphate, Polysulfate oder Polysulfonate.

Ein gut untersuchtes Beispiel fir den Wirkungsmechanismus polyanionischer
Inhibitoren ist die Inhibition der HIV-1-Infektion durch Dextransulfat (Baba et al.,
1988; Ito et al., 1987; Mitsuya et al., 1988; Ueno & Kuno, 1987). Dies geschieht durch
die Bindung des Dextransulfats an die V3 Schleife des viralen gp120 (Callahan et al.,
1991; Harrop et al., 1994; Moulard et al., 2000; Okada et al., 1995). Die Bindung
beruht auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der positiv geladenen
V3 Schleife und des negativ geladenen Dextransulfats. Duch diese Interaktion wird die
Bindung der V3 Schleife an den Corezeptor blockiert und der Eintritt des Virus in die
Zelle verhindert.

Durch die chemische Modifikation von humanem Serumalbumin (HSA) lassen sich
ebenfalls Inhibitoren des Viruseintritts in Wirtszellen herstellen. So konnte gezeigt
werden, dass durch Succinylierung oder Acotinylierung der positiv geladenen Lysin-
Reste von HSA eine (Succinylierung) bzw. zwei (Acotinylierung) negative Ladungen
pro Lysin-Rest in das Protein eingefiihrt werden konnten (Jansen et al., 1993). Dadurch
wurde ein stark negativ geladenes Protein erhalten, welches, ebenso wie das Polyanion

Dextransulfat, den Eintritt von HIV-1 in Zellen inhibiert. Bei Untersuchungen zum
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Wirkungsmechanismus der Inhibition durch negativ geladene Albumine konnte gezeigt
werden, dass succinyliertes HSA (Suc-HSA) iiber elektrostatische Wechselwirkungen
mit der V3 Schleife von gp120 die Interaktion mit dem Corezeptor der HIV-Infektion
verhindert (Kuipers et al., 1999). Aufgrund der Ahnlichkeiten im Mechanismus der
Inhibition sowie in der Ladung der Molekiile werden durch chemische Modifikation
hergestellte, negativ geladene Serumalbumine ebenfalls zu den polyanionischen
Inhibitoren gezéhlt. Sie haben den Vorteil, dass sie im Gegensatz zu Polyanionen wie
Dextransulfat nicht die unerwiinschten, stark antikoagulierenden Eigenschaften der

Polyanionen aufweisen (Jansen et al., 1993).

1.4.2 Die unspezifische Immunantwort

Die Ausbreitung von Infektionserregern wird im menschlichen Korper sowohl durch die
humorale und zelluldre Immunantwort als auch durch die unspezifische Immunantwort
verhindert. Ein Teil der unspezifischen Immunantwort ist das Protein Myeloperoxidase
(MPO). MPO ist ein Arginin-reiches und dadurch stark basisches Protein, das aus Ham-
Gruppen und jeweils zwei etwa 60 und 14 kDa groBen Untereinheiten besteht. Es
kommt hauptsidchlich in neutrophilen Granulozyten und in Monozyten vor. Die
Aktivierung dieser Zellen durch verschiedene Stimuli wie z. B. Bakterientoxine fiihrt
zur Produktion grofer Mengen Superoxid-Radikale durch eine membranassoziierte
NADPH-Oxidase. Diese werden weiter durch Superoxid-Dismutasen zu
Wasserstoffperoxid umgewandelt (Klebanoff, 1988). Etwa 70 % des entstehenden
Wasserstoffperoxids wird zusammen mit Chlorid-lonen von der MPO zu Hypochlorit
(HOCI) umgewandelt (Klebanoff, 1991; Kettle & Winterbourn, 1997). Dieses durch die
MPO-Aktivitdt entstethende HOCI] hat antivirale und antibakterielle Wirksamkeit
(Thomas, 1979; Weiss & LoBuglio, 1982; Klebanoff, 1999) und reagiert mit
vielfdltigen biologischen Stoffen wie Proteinen, DNA (Prutz, 1996), Lipiden
(Winterbourn et al., 1992) und Cholesterin (Carr et al., 1996). Aufgrund ihrer
Haufigkeit und hohen Reaktivitdt mit HOCI sind Proteine jedoch die hauptsidchlichen
Reaktionspartner.

Die Reaktionen von Hypochlorit mit Proteinen sind duflerst komplex und noch nicht
vollstandig aufgeklart. In vitro konnte bisher gezeigt werden, dass die Reaktion von

HOCI hauptsédchlich mit den Seitenketten der Aminoséduren erfolgt (Pattison & Davies,
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2001). Hierbei konnten die Seitenketten auch entsprechend ihrer Reaktivitdt
folgendermallen geordnet werden: Methionin > Cystein >> Cystin ~ Histidin ~ a-amino
> Tryptophan > Lysin >> Tyrosin ~ Arginin > Glutamin ~ Asparagin (Pattison &
Davies, 2001). Die Reaktionen der Schwefel enthaltenden Seitenketten mit HOCI sind
bisher am besten untersucht. So konnte gezeigt werden, dass Cystein durch HOCI-
Oxidation iiber mehrere Intermediate in Cysteinsdure tberfithrt wird (Pereira et al.,
1973; Drozdz et al., 1988; Fu et al., 2002). Das gleiche Endprodukt wird fiir die
Oxidation des Disulfids Cystin erhalten (Savige & Maclaren, 1966; Capozzi & Modena,
1974). Fiir die beiden basischen Seitenketten von Lysin und Arginin ist bisher noch sehr
wenig in Bezug auf die Oxidation mit HOCI bekannt. Fiir Lysin wird angenommen,
dass die Amin-Funktion der Seitenkette {iber Chloramin-Intermediate in eine Aldehyd-
Funktion tberfiihrt wird (Zgliczynski et al., 1968; Zgliczynski et al., 1971; Armesto et
al., 1993; Anderson et al., 1997, Hazen et al., 1998; Fu et al., 2000). Neben der
Modifikation der Seitenketten kann es durch die Entstehung reaktiver Intermediate auch
zur Aggregation von Proteinen kommen (Vissers & Winterbourn, 1991). Diese
Aggregation wurde bei geringen molaren Uberschiissen von HOCI beobachtet. Wurde
das molare Verhéltnis von HOCI zu Proteinen weiter erhdht, so konnte der gegenteilige
Effekt, die Fragmentation von Proteinen, beobachtet werden (Thomas, 1979). Dies
beruht wahrscheinlich auf der Reaktion von HOCI mit allen potentiellen
Reaktionspartnern der Aminosiureseitenketten, so dass noch im Uberschuss
vorhandenes HOCI mit den Amid-Funktionen des Protein-Backbones reagiert, was
schliesslich zu der Spaltung der Peptidbindung fiihrt.

Das Vorkommen von HOCI-modifizierten Proteinen in vivo konnte nachgewiesen
werden. So wurden von Hazell et al. (1996) monoklonale Antikdrper erzeugt, mit denen
spezifisch HOCI-modifizierte Proteine nachgewiesen werden konnten. In menschlichem
Probenmaterial konnten dann auch mit Hilfe dieses Antikdrpers mehrere HOCI-
modifizierte Proteine identifiziert werden. Da die Myeloperoxidase ein Teil der
unspezifischen Immunantwort ist, stellt sich die Frage, ob Proteine, die durch das
MPO-Katalyse Produkt HOCI modifiziert werden, antivirale Eigenschaften haben. Dies

soll im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden.
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1.5 Zielsetzung

Da im Menschen HOCl-modifizierte Proteine nachweisbar sind, stellt sich die Frage, ob
sie Bestandteil der unspezifischen Immunantwort sind. Man kann sich vorstellen, dass
HOCI-modifiziertes Serumalbumin Eigenschaften besitzt, die die Virusinfektion
blockieren kdnnen.

Daher soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob HOCI-modifiziertes humanes
Serumalbumin einen Einfluss auf die Infektion von Zellen mit HIV-1, West-Nil Virus
und Hantaan Virus hat. Dies soll in vitro in Zellkulturexperimenten analysiert werden.
In weiteren Zellkulturexperimenten soll die Toxizitdt des HOCI-modifiziertem HSA

durch Untersuchungen zur Zellvitalitit und zum Zellstoffwechsel bestimmt werden.

Weiterhin soll die Interaktion des HOCI-modifiziertem HSA mit viralen Hiillproteinen
in Surface Plasmon Resonance Untersuchungen analysiert werden. Es soll untersucht
werden, ob HOCI-modifiziertes HSA direkt mit den Hiillproteinen von Viren
interagiert. Dazu stehen HIV-1 Hillproteine und die B-Doméne des West-Nil
E-Proteins in gereinigter Form zur Verfligung. Die Interaktion mit dem gpl120 des
HIV-1 soll detailliert untersucht werden und der Einfluss von Glycosylierungsstellen im
gp120 auf die Interaktion soll mit Hilfe von HIV-1-Varianten, die sich nur durch die

Glycosylierung des gp120 unterscheiden, analysiert werden.
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2. Material

2.1 Chemikalien

Substanz Bezugsquelle

Acrylamid Roth (Karlsruhe)

Agarose Life Technologies (Karlsruhe)
Ampicillin Serva (Heidelberg)
Bromphenolblau Serva (Heidelberg)
Dimethylsulfoxid Merck (Darmstadt)

DMEM Life Technologies (Karlsruhe)
Dithiotreitol Sigma (Deisenhofen)
Empigen Calbiochem (Schwalbach)
Essigsédure Merck (Darmstadt)
Ethidiumbromid Merck (Darmstadt)

Ethanol Merck (Darmstadt)

Formamid Sigma (Deisenhofen)

Fotales Kélberserum Biochrom (Griindau)
Glycerin Merck (Darmstadt)

Harnstoff Merck (Darmstadt)

HEPES Biomol (Hamburg)
Hygromycin B Life Technologies (Karlsruhe)
Leibovitz L-15 Life Technologies (Karlsruhe)
Methanol Merck (Darmstadt)
Natriumdodecylsulfat Merck (Darmstadt)
Natriumhydroxid Merck (Darmstadt)
Natriumhypochlorit Roth (Karlsruhe)

p24 Antigen Standard Medical Research Council (London, UK)
Penicillin Life Technologies (Karlsruhe)
Puromycin Sigma (Deisenhofen)
Streptomycin Life Technologies (Karlsruhe)
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Substanz Bezugsquelle

Trypsin/EDTA Life Technologies (Karlsruhe)
Trypanblau Merck (Darmstadt)

Tween 20 Serva (Heidelberg)

X-Gal Applichem (Darmstadt)

Alle weiteren in dieser Arbeit verwendeten, hier nicht aufgefiihrten Chemikalien

wurden von den Firmen Sigma (Deisenhofen), Merck (Darmstadt) oder Roth

(Karlsruhe) bezogen.

2.2 (Gerate

Gerat Hersteller
Biacore 1000 Biacore (Freiburg)
Elektrophoreseanlage Mini BioRad (Miinchen)

Fluoreszenzmikroskop
Laborwaage

Lichtmikroskop
Neubauer-Zdhlkammer
pH-Meter

Photometer Lambda E
Quarzkiivetten
Spektrophotometer UV-160A
UV-Geldokumentationsanlage
Videodokumentation UP-895 CE
Zentrifuge Biofuge pico
Zentrifuge Superfuge 22

Zeiss (Jena)

Satorius (Gottingen)
Leitz (Wetzlar)
Brand (Wertheim)
Schott (Mainz)
MWG-Biotech (Ebersberg)
Hellma (Jena)
Shimadzu (Hamburg)
Kodak Deutschland
Sony Deutschland
Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)
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2.3 Zelllinien,

Zelllinien:
HelLa P4

Hela TZM-bl

Vero B4

Bakterienstamme:
E.coli XL-1 Blue

Viren:

Hantaan Virus

Gelbfieber
West-Nil Virus

Dengue-2

Material

Virus- und Bakterienstamme

Humane Zervixkarzinom-Zelllinie,

Dittmar (Heidelberg)

bezogen von M.

Humane Zervixkarzinom-Zelllinie,

Dittmar (Heidelberg)

bezogen von M.

Affennierenzelllinie (african green monkey kidney),

bezogen der  Deutschen
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ),

Nummer ACC 33

von Sammlung  von

Stratagene (Heidelberg)

Stamm 76-118, Genbank-Accession Nummern: M14626
(S-Segment), M14627 (M-Segment), NC 005222 (L-
Segment)

Impfstamm 17D (Theiler & Smith, 1937)

Stamm Wengler, SwissProt P06935, Genbank-Accession
Nummer M 12294

Stamm New Guinea C, Genbank-Accession Nummer

AF038403

2.4 Verbrauchsmaterial

Alle Plastikwaren und anderes Verbrauchsmaterial wurden von den Firmen Millipore
(Eschborn), Biozym (Hess. Oldendorf), Greiner (Solingen), Roth (Karlsruhe), Nunc
(Wiesbaden), und Sarstedt (Niimbrecht) bezogen.
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2.5 Plasmide

Plasmid Bezugsquelle

pNL4-3 Svenja Polzer, Bernhard-Nocht-Institut
pNL4-3(-13/15/17) Svenja Polzer, Bernhard-Nocht-Institut
pNLI18 Svenja Polzer, Bernhard-Nocht-Institut
pNL930 Svenja Polzer, Bernhard-Nocht-Institut
pNL952 Svenja Polzer, Bernhard-Nocht-Institut
pNL952(-15) Svenja Polzer, Bernhard-Nocht-Institut
PET22bg pomiine Diana Ludolfs, Bernhard-Nocht-Institut

Die oben aufgefiihrten pNL-Plasmide dienen zur Herstellung rekombinanter HIV-1
Viruspartikel. Plasmid pNL4-3 codiert den HIV-1 Stamm NL4-3, ein X4-troper
Laborstamm. Bei den anderen pNL-Plasmiden wurde die V3-Schleife von NL4-3 gegen
die eines entsprechenden Patientenisolates (PI) ausgetauscht, wodurch auch der
Tropismus des jeweiligen Isolates iibernommen wird. Bei PI 918 handelt es sich um ein
R5-tropes, bei PI 930 um ein X4-tropes und bei PI 952 um ein dualtropes HI-Virus. Die
Zahlen in Klammern zeigen die Deletion der jeweiligen Glycosylierungsstelle durch
Punktmutation des Glycosylierungsmotivs vom HIV-1-NL4-3 gp120 N-Terminus aus
gezdhlt an. Die Deletion der Glycosylierungsstelle 15 bei pNL952(-15) bewirkt eine
Verdnderung des Tropismus des Virus von dualtrop zu X4-monotrop.

Das Plasmid pET22bg pomine codiert flir die B-Domine des West-Nil E-Proteins. Am
C-Terminus des Proteins ist ein His-Tag angehdngt zur affinitdtschromatographischen

Aufreinigung des Proteins.
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2.6 Antikorper

Antikorper

Material

Bezugsquelle

Anti-West-Nil E-Protein (Maus)
Anti-Dengue E-Protein, Serum (Human)
Anti-Gelbfieber E-Protein (Maus) AK63
Anti-Hanta G-Protein, Serum (Kaninchen)
Anti-HIV-1-p24 (Kaninchen)
Anti-Kaninchen IgG, AP (Ziege)
Anti-Maus IgG, FITC

Anti-Human IgG, FITC

Anti-Kaninchen IgG, FITC

2.7 Verwendete Kits

Artikelbezeichnung

Bernhard-Nocht-Institut
Bernhard-Nocht-Institut
Robert-Koch-Institut, Berlin
Bernhard-Nocht-Institut

Prof. H. G. Kréusslich, Heidelberg
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

Hersteller

In Situ Cell Death Detection Kit
BCA Protein Assay
NucleoSpin Plasmid

Roche (Mannheim)
Pierce (Rockford, IL, USA)
Macherey-Nagel (Diiren)
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3. Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung adharenter Zellen

Die adhidrent wachsenden Zelllinien wurden in Zellkulturschalen und -flaschen
(Greiner) kultiviert. Als Wachstumsmedium fiir die HeLa- und TZM-bl-Zellen wurde
DMEM (Life Technologies) verwendet, welches mit 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml
Streptomycin sowie 5 % FCS supplementiert war. Diese Zellen wurden bei 37 °C und
5 % CO; kultiviert. Die Vero B4-Zellen wurden in L15-Medium mit 5 % FCS bei 37 °C
ohne CO; kultiviert.

Die Zellen wurden alle 2-3 Tage mit sterilem PBS-Puffer gewaschen und mit
Trypsin/EDTA (Life Technologies) von der Oberfliche des Kulturgefdfles abgelost
(5 min 37 °C). Es wurden ca 5-10 ml Kulturmedium hinzugegeben, 1/20 der Suspension
wurde zuriickbehalten und mit frischem Medium in die Zellkulturflasche

zuriickgegeben.

3.1.2 Einfrieren von Zellen

Konfluent gewachsene Zellen wurden mit Trypsin/EDTA abgelost, in Medium
aufgenommen und bei 500 g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen einer Flasche in 500 pl FCS resuspendiert, in ein KryorShrchen
tiberfiihrt, mit dem gleichen Volumen 20 % DMSO-Losung in PBS versetzt und fiir
10 min bei 0 °C inkubiert. Darauthin wurden die Kryoréhrchen iiber Nacht bei —80 °C
eingefroren und am nichsten Tag in ein Dewar-Gefdl3 mit fliissigem Stickstoff {iberfiihrt

und dort gelagert.

3.1.3 Auftauen von Zellen

Die in Kryordhrchen gelagerten Zellen wurden in 15 ml Medium aufgetaut. Zur
Entfernung des DMSO wurden die Zellen mit PBS gewaschen, bei 500 g sedimentiert,

wieder in 15 ml Medium aufgenommen und in Gewebekulturflaschen iiberfiihrt.
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3.1.4 Bestimmung der Zellzahl und des Kulturzustandes

Um Anzahl und Zustand von Zellen in einer Suspension zu ermitteln, wurde ein Teil der
Zellsuspension in Trypanblau 1:5-1:20 verdiinnt. Durch den Einbau von Trypanblau in
die Membran abgestorbener Zellen konnte das Verhéltnis lebender Zellen zu toten
Zellen ermittelt werden und so der Zustand der Kultur kontrolliert werden. Die Anzahl
der Zellen wurde unter dem Lichtmikroskop mittels einer Neubauer Zdhlkammer
ermittelt. Hierbei wurden in der Kammer eingravierte Zéhlfelder zur Hilfe genommen,

deren Volumen jeweils 0,1 ul betrug.

3.1.5 Apoptose-Test

Der Apoptose-Test wurde mit dem in situ cell death detection kit der Firma Boehringer
(Mannheim) entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Durch diesen
Test werden apoptotische Zellen fluoreszenzmarkiert und koénnen im

Fluoreszenzmikroskop ausgezéhlt werden.

3.1.6 °H-Thymidin Test

Mit Hilfe des *H-Thymidin Tests wurde die Toxizitit von VEBP ermittelt. Der
verringerte Einbau von Trittum-markiertem Thymidin bei Anwesenheit von
modifiziertem HSA deutet auf einen negativen Einfluss des oxidierten Proteins auf den
Zellstoffwechsel und damit auf eine toxische Wirkung hin.

Zundchst wurden die Zellen durch 20-stiindige Inkubation bei 37 © C in FCS-freiem
Medium synchronisiert. Daraufthin wurden die Zellen in Zellkulturplatten mit
96 Kavititen ausgesit (15000 pro Kavitdt) und fiir 20 Stunden in Vollmedium bei 37 °C
inkubiert. Nach einer weiteren Synchronisation fiir 20 Stunden wie oben beschrieben
wurden die Zellen fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen VEBP in 200 pl
Vollmedium pro Kavitdt inkubiert. Dann wurde zu jeder Kavitdt 10 pl einer 1 pCi
*H-Thymidin enthaltenden Mediumldsung gegeben. Weitere 16 h spiter wurde die
Zellkulturplatte bis zur Auswertung des Tests eingefroren. Nach dem Auftauen wurden
die Zellen jeder Kavitit mit Hilfe einer Saugapparatur auf eine Cellulose-Membran

iibertragen. Nicht eingebautes *H-Thymidin wurde dabei weggespiilt. Die Membran

23



Methoden

wurde in einer Mikrowelle getrocknet. Es wurde Szintillationsfliissigkeit auf die
Membran gegeben und diese in Plastikfolie eingeschweif3t. Die Membran konnte dann

im B-Counter ausgewertet werden.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Anzucht und Lagerung von Bakterien

Bakterienkulturen wurden aus Einzelkolonien gewonnen. Dazu wurde eine fliissige
Bakterienkultur in Form eines Vereinzelungsausstriches auf eine LB-Agarplatte verteilt
und 12-16 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit sind aus den vereinzelten
Bakterien Kolonien entstanden. Die Platte konnte fiir einen begrenzten Zeitraum mit
Parafilm verschlossen im Kiihlschrank aufbewahrt werden. Fiir eine langfristige
Lagerung wurde eine Glycerol-Gefrierkultur angelegt. Dafiir wurde eine einzelne
Bakterienkolonie in LB-Medium fiir 12-16 h bei 37 °C im Bakterienschiittler inkubiert.
In einem sterilen Einfrierrohrchen wurden 0,5 ml der Fliissigkultur mit 0,5 ml sterilem
Glycerol vermischt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Kultur wurde

daraufhin bei -70 °C gelagert.

3.2.2 Herstellung von kompetenten Bakterien

Die kompetenten Bakterien wurden nach der Methode von Inoue et al. (1990)
hergestellt. Von einer am Vortag ausgestrichenen XL-1 Bakterienkultur wurde eine
Einzelkolonie in 5 ml LB-Medium suspendiert und iiber Nacht bei 37 °C im
Bakterienschiittler inkubiert. Mit 2,5 ml dieser Vorkultur wurde eine 250 ml Kultur in
SOB Medium angeimpft und bis zu einer ODgo9 = 0,6 bei 37 °C im Bakterienschiittler
inkubiert. Die Bakterien wurden anschlieBend in vorgekiihlten Zentrifugenbechern
sedimentiert (2500 x g, 10 min, 4 °C, Heraecus Sepatech Suprafuge 22), direkt im
Anschluss vorsichtig in 80 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis
inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (2500 x g, 10 min, 4 °C Heraeus
Sepatech Suprafuge 22) wurden die Bakterien in 20 ml eiskaltem TB-Puffer

resuspendiert und DMSO bis zu einer Endkonzentration von 7 % zugegeben. Nach
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10 min Inkubation auf Eis wurde die Bakteriensuspension in sterile, vorgekiihlte 500 pl
Eppendorf-Reaktionsgefdle iiberfiihrt, sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren

und bis zur weiteren Verwendung bei —70 °C gelagert.

3.2.3 Restriktion von DNA

Das Schneiden der DNA (Sambrook et al., 1989) erfolgte mit sequenzspezifischen
Restriktionsendonukleasen. Die enzymatischen Reaktionen wurden in den fiir die
jeweiligen Enzyme vom Hersteller vorgegebenen Puffern durchgefiihrt.

Fiir einen 10ul Ansatz wurden

1 ul 10 x Puffer

1-2 g DNA

2U Restriktionsenzym/pgDNA
ad 10 pl H,0 ad inject.

zugegeben.
Der Ansatz wurde bei der jeweils optimalen Reaktionstemperatur 15-60 min inkubiert.

Die geschnittene DNA wurde durch Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift.

3.2.4 Ligation von DNA

Bei der Ligation (Bolivar et al., 1977) katalysiert dic T4-Ligase die Ausbildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen einer freien 5’-Phosphat- und einer benachbarten
3’-Hydroxylgruppe, wodurch DNA-Fragmente mit glatten oder iiberstehenden Enden
miteinander verkniipft werden kdnnen.

Die Ligation des linearisierten Vektors mit dem entsprechenden DNA Fragment wurde

in einem 10 pl Ansatz durchgefiihrt: Hierzu wurden

1 ul 10x Ligase Puffer
I ul T4 Ligase
2 ul linearisierter Vektor(100 ng/ul)
3ul DNA Fragment
ad 10 pl H,O ad inject.
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Das molare Verhiltnis von Fragment zu Vektor betrug 1:3 bis 1:5. Der Ansatz wurde
iiber Nacht bei 8 °C im Kiihlschrank inkubiert und in die Transformation von E. coli

eingesetzt.

3.2.5 Transformation von E. Coli

Fiir die Transformation von E. coli (Hanahan, 1983) wurden pro Transformationsansatz
100 pl kompetente Bakterien aufgetaut, zu der Plasmid-DNA (0,1 — 100 ng) gegeben,
30 min auf Eis und danach 90 s bei 42 °C inkubiert. Die Transformationsansétze wurden
mit 500 pul LB-Medium versetzt und fiir 1 h in ein 37 °C Wasserbad gegeben, um die
Expression des Resistenzgenproduktes zu ermoglichen. In der Zwischenzeit wurden die
LB-Amp-Platten ohne Deckel in den 37 °C-Brutschrank gestellt, um die Oberfldche des
Agars auszutrocknen. Die gesamten Transformationsansdtze wurden auf den so
vorbereiteten LB-Amp-Platten ausgestrichen und die Platten mit der Bakterienseite nach

unten Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.2.6 Praparation von Plasmid-DNA

Die Priparation von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte nach dem Verfahren der
alkalischen Lyse. Es wurden das Plasmid-Aufreinigungs-Kit ,,NucleoSpin Plasmid* der

Firma Macherey & Nagel nach Herstellerangaben verwendet.

3.2.7 Reinigung von DNA

Die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen und PCR-Reaktionen wurde mit
Produkten der Firmen Macherey & Nagel sowie Roche nach Herstellerangaben

durchgefiihrt.

3.2.8 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration wurde photometrisch iiber die Messung der Extinktion bei
einer Wellenldnge von A=260nm bestimmt (Sambrook et al., 1989). Zusétzlich wurde
die Reinheit der aufgereinigten Plasmid-DNA iiber die Bestimmung des Quotienten

E260 nm/E280 nm gepriift.
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Die DNA-Lo6sung wurde hierzu 1:100 in Wasser verdiinnt und die Extinktion bei den
beiden Wellenldngen in einer Quarzkiivette im UV-Spektrometer (Shimazu-160A)

gemessen.

3.2.9 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen wurden nach dem Didesoxy-Kettenabbruchverfahren
durchgefiihrt (Sanger et al., 1977). Die Sequenzierung wurde mit dem ,,CEQ 2000
DTCS QuickstartKit“ nach Herstellerangaben durchgefiihrt und mit dem CEQ 2000

DNA Analysis System von Beckman Coulter analysiert.

3.2.10 Agarose-Gelelektrophorese

Die GroBenauftrennung von DNA erfolgte iiber eine Agarose-Horizontal-
Gelelektrophorese. Einer 0,7-2 %igen handwarmen TAE-Agaroseldsung wurde 2 pg/ml
Ethidiumbromid zugesetzt. Die Losung wurde in eine vorbereitete Gelkammer mit
aufgesetztem Kamm gegossen. Nach Erstarren der Agaroselosung wurde der Kamm
entfernt und das Gel in einer mit TAE-Puffer gefiillten Flachbettkammer beladen, wobei
die Proben zuvor mit 1/5 Volumen Probenpuffer versetzt wurden. Zur
GroBenbestimmung der DNA wurden jeweils 3 ul eines Molekulargewichtsmarkers
aufgetragen.

Es wurde eine Spannung von 60-90 Volt angelegt, was etwa 10 Volt pro cm Gelldnge
entsprach. Nach der Elektrophorese konnte die DNA durch Interkalation des
Ethidiumbromids auf einem UV-Durchlichttisch (Kodak, Deutschland) bei A=254 nm
als orange Bande sichtbar gemacht werden und mit einer Videodokumentationsanlage
(Sony, Deutschland) dokumentiert werden. Alternativ konnte die gewiinschte
DNA-Bande auch mit einem sauberen Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten

werden. Die DNA wurde dann aus dem Gel extrahiert.
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3.3 Proteinanalytische Methoden

3.3.1 BCA-Assay

Der BCA-Assay (Davis & Radke, 1987) wurde mittels eines BCA-Assay-Kits nach
Anweisungen des Herstellers (Pierce, Rockford, IL, USA) durchgefiihrt. Nach
Mischung von 50 Teilen Losung A mit 1 Teil Losung B wurden 1 ml dieser Mischung
zu 50 pl der zu untersuchenden Proteinldsung oder zu 50 pl des BSA-Proteinstandards
gegeben. Die Ansidtze wurden anschlieBend fiir 30 min auf 60 °C erhitzt. Nach
Abkiihlen auf RT wurden die Extinktionen der Proben in Mikrokiivetten bei 562 nm im
Photometer bestimmt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch

Vergleich der MeBwerte der Proben mit denen der Eichldsungen.

3.3.2 SDS-PAGE

Zur SDS-PAGE wurde das Minigel-System der Firma BioRad eingesetzt. Die Gele
hatten eine TrenngelgroBe von 70 x 90 x 1 mm und wurden in folgender

Zusammensetzung entsprechend den Herstellerangaben gegossen:

Sammelgel: 6 % (W/v) Acrylamid
125 mM Tris/HCI pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS
10 % (v/v)  Glycerin
0,03 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat

0,24 % (v/v) TEMED

Trenngel: 15 %(w/v)  Acrylamid
750 mM Tris/HCI pH 9,3
0,1 % (w/v) SDS
10 % (v/v)  Gycerin
0,03 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat

0,14 % (v/v) TEMED
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2x Probenpuffer: 55 mM Tris/HCI pH 6,8
4 % (w/v) SDS
40 % (v/v) Glycerin
4,3 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,1 % (w/v) Bromphenolblau

Laufpuffer: 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

Die zu untersuchenden Proben wurden mit der gleichen Menge Probenpuffer versetzt,
3 min aufgekocht, gekiihlt und auf das Gel aufgetragen. Je nach Wahl des Kammes
konnten zwischen 15 und 50 pl aufgetragen werden. Die Elektrophorese erfolgte
zunéchst bei 10 mA, bis die Proben etwa 1 cm ins Trenngel eingelaufen waren, dann
wurde die Stromstirke auf 25 mA erhoht. Beim Austreten der Bromphenol-Bande aus

dem Gel wurde die Elektrophorese beendet.

3.3.3 Proteinfarbungen

3.3.3.1 Coomassie-Farbung

Das zu farbende Gel wurde zunichst etwa 1 h lang unter leichtem Schwenken bei RT in
Coomassie-Farbelosung (0,1 % (w/v) Serva Blue G, 40 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v)
Essigsdure) inkubiert. Die Farbelosung wurde entfernt, das Gel 3x kurz mit Wasser
gewaschen und danach durch 30 miniitige Inkubation in etwa 200 ml SDS-Entfarber
(7,5 % (v/v) Essigsdure, 5 % (v/v) Ethanol) der tiberfliissige Farbstoff ausgewaschen.
Gegebenenfalls wurde erneut mit SDS-Entfirber inkubiert, um den Kontrast zu

vergrofern.

3.3.3.2 Silberfarbung

Die Silberfarbungen wurden nach Heukeshoven und Dernick (1985) durchgefiihrt. Nach
der Elektrophorese wurden die Gele mindestens 1 h lang in 30 % (v/v) Ethanol und

10 % (v/v) Essigsdure fixiert. Die Gele wurden dann mit Wasser gewaschen

29



Methoden

(mindestens 2 h). Im AnschluB wurden die Gele 1 h in 30 % (v/v) Ethanol, 0,5 M
Natriumacetat, 0,5 % (w/v) Glutaraldehyd und 0,2 % (w/v) Natriumthiosulfat inkubiert.
Die Gele wurden dann 3 x fiir 10 min mit Wasser gewaschen und 1 h mit 0,1 % (w/v)
Silbernitrat und 0,01 % (w/v) Formaldehyd behandelt. Nach einem kurzen Waschschritt
mit Wasser wurde die Entwicklung durch Zugabe von 2,5 % (w/v) Natriumcarbonat und
0,005 % (w/v) Formaldehyd gestartet. Nach Erreichen der gewiinschten Farbintensitét
wurde die Farbung durch Zugabe von 50 mM EDTA-L6sung gestoppt.

3.3.3.3 Kupferfarbung

Die Farbung wurde entsprechend der Vorschrift von Lee et al. (1987) durchgefiihrt.
Nach der SDS-PAGE wird das Gel 3 x fiir 3 min in Wasser gewaschen. Dann wird das
Gel fir 5 min in der Kupfer-Fiarbelosung (0,3 M CuCl,) inkubiert. Nach
anschliessendem Waschen mit Wasser konnen die Gele auf einem schwarzen
Untergrund betrachtet und dokumentiert werden. Die Proteinbanden sind ungefirbt,

wihrend der Rest des Gels weisslich triibe gefarbt ist.

3.3.4 Indirekte Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenzen wurden in Deckglédschen mit acht Kavitéten der Firma Falcon
durchgefiihrt. In jede der Kavititen wurden 25000 Zellen ausgesit und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert. Darauthin wurde im Sicherheitslabor der Stufe 3 eine Suspension des
jeweils zu untersuchenden Virus in Medium hergestellt, die 1000 TCIDs, des jeweiligen
Virusiiberstandes entsprach. Die Zellen wurden mit dieser Suspension fiir 1 h bei 37 °C
inkubiert und darauthin 2 x mit PBS gewaschen. Es wurde frisches Medium zugegeben
und die Zellen wurden weitere 48 h bei 37 °C inkubiert. Dann wurde das Medium
entfernt, die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit Methanol fiir 15 min bei
Raumtemperatur fixiert. Die Zellen wurden 3 x mit je 300 pl PBS pro Depot gewaschen
und dann fiir 1-3 h mit dem primédren Antikérper (in PBS mit 2 % (v/v) FCS
entsprechend verdiinnt) bei 37 °C inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit
PBS wurde mit dem sekundéren Antikorper (in PBS mit 2 % (v/v) FCS verdiinnt) fiir
1 h bei 37 °C inkubiert. Wieder wurde 3 x mit PBS gewaschen und die Deckglidschen an
der Luft getrocknet. Die Zellen wurden dann mit Vecta-shield (mit DAPI) iiberschichtet

und mit einem Deckglas iiberlagert. Mit handelsiiblichem Nagellack wurden die Rénder
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des Deckglases versiegelt. In dieser Form konnten die Zellen im Fluoreszenzmikroskop

betrachtet und anschlieBend im Kiihlschrank unter Lichtausschlu3 gelagert werden.

3.3.5 Surface Plasmon Resonance (SPR) Messungen

Das Phanomen der Surface Plasmon Resonance (SPR) wurde zuerst von Kretschmann
und Raether (1967) beschrieben. An der Grenzfliche zweier transparenter Stoffe mit
unterschiedlichen Brechungsindices wird Licht, das von der Seite des Stoffes mit dem
hoheren Brechungsindex eingestrahlt wird, teilweise reflektiert und teilweise
gebrochen. Wird ein bestimmter, kritischer Einstrahlwinkel {iberschritten, tritt an dieser
Grenze keine Lichtbrechung sondern nur noch Reflektion auf. Jedoch dringt bei dieser
Reflektion eine Komponente des elektromagnetischen Feldes, die sogenannte
instationdre Welle, in den Stoff mit geringerem Brechungsindex ein. Ist die Grenzfldche
zwischen diesen beiden Stoffen mit einer diinnen Metallschicht iiberzogen und wird
monochromatisches Licht eingestrahlt, so wird die Intensitit des reflektierten Lichtes
bei einem bestimmten Einstrahlwinkel (SPR-Winkel) deutlich herabgesetzt, was einen
scharfen Schatten im Emissionsspektrum bewirkt. Der SPR-Winkel héngt unter
anderem von dem Brechungsindex des Stoffes an der nicht beleuchteten Seite der
Oberfldche ab, welcher wiederum durch die darin geldsten Bestandteile beeinfluf3t wird.
Diese = Abhidngigkeit des SPR-Winkels kann dazu  benutzt  werden,
Konzentrationsdnderungen an der Oberfldche der nicht beleuchteten Seite zu messen.
SPR Untersuchungen zur Protein-Protein Wechselwirkung wurden mit dem Biacore
1000 Instrument (Biacore AB) durchgefiihrt wie vom Hersteller empfohlen. Die
Mef3zelle besteht aus einer Glasoberflache, die mit einer diinnen Goldschicht iiberzogen
ist, auf der eine Dextran-Matrix aufgebracht ist. Sie ist in vier FluBzellen unterteilt. Das
MeBsignal wird in resonance units (RU; 1 RU = 1 pg/mm?) angegeben.

Die Immobilisierung erfolgte auf einem CMS5-Sensorchip (Biacore). Nach Aktivierung
der Carboxylgruppen der Matrix durch die Injektion von EDC/NHS (BiaCore) fiir 6 min
wurden die gewiinschten Liganden kovalent gebunden. Hierzu muss das gewiinschte
Protein in gereinigter Form in einem amingruppenfreien Puffer vorliegen. Das Protein
wurde in 10 mM Acetat-Puffer pH 4 verdiinnt, so dass es in einer Endkonzentration von
etwa 1 pg/ml vorlag. Diese Proteinlosung wurde fiir 6 min injiziert. Die danach noch
vorliegenden aktivierten Carboxylgruppen wurden durch 6 miniitige Injektion von

Ethanolamin abgesittigt. Alle Schritte der Immobilisierung von Liganden wurden bei
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einer Flussrate von 5 pl/min durchgefiihrt. Der so vorbereitete Sensorchip konnte dann
fiir Interaktionsmessungen mit Proteinen und auch Virionen verwendet werden. Nach
jeder Messung musste der Sensorchip regeneriert werden, um gebundene Proteine zu
entfernen und dadurch weitere Messungen mit dem Sensorchip durchfiihren zu konnen.
Dies wurde in der Regel durch mehrfache, 20 s dauernde Injektionen bei einer Flussrate

von 100 pl/min mit 100 mM HCI erreicht.

3.3.6 HOCI-Modifikation von Proteinen

Fiir die Oxidation von humanem Serumalbumin (HSA) durch HOCI wurde zunichst die
HOCI-Stammldsung 1:100 in PBS pH 7,4 verdiinnt. Der pH Wert wurde auf pH 7,4
eingestellt und mit Hilfe des Absorptionskoeffizienten fiir (OCl)” bei 292 nm (&202nm =
350 1 x M x ecm™) wurde die (OCl)-Konzentration der Losung im Photometer
ermittelt. Daraufthin wurde eine Losung von HSA (1 mg/ml in PBS pH 7,4) mit dem
gewiinschten molaren Uberschuss an HOCI fiir 15 min auf Eis inkubiert. Das
tiberschiissige HOCI wurde dann durch Gelfiltration mit Hilfe von PD-10 Siulen
(Pharmacia) entsprechend den Angaben des Herstellers entfernt. Die Proteinfraktionen
aller Sédulen wurde gesammelt. Die Proteinkonzentration wurde durch einen
BCA-Assay (siehe 3.3.1) bestimmt und das modifizierte HSA wurde aliquotiert bei -
20 °C gelagert.

3.4 Virologische Methoden

3.4.1 Bluecell-Infektionstest

TZM-BL 13 Indikatorzellen wurden in einer Zellkulturplatte mit 96 Kavitdten ausgesit
(15000 pro Kavitidt) und tiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Darauthin
wurden die Zellen mit unterschiedlichen HIV-1-Varianten in Anwesenheit
verschiedener VEBP-Konzentrationen durch Zugabe von in Medium verdiinntem
infektiosem HIV-1-Uberstand infiziert. Die Menge des zugegebenen HIV-1
Virusiiberstandes wurde in vorherigen Versuchen titriert, so dass in Abwesenheit von

VEBP etwa 500 Zellen pro Kavitét infiziert wurden. Die Zellen wurden weitere 48 h bei
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37 °C und 5 % CO; inkubiert und dann mit 2 %iger Formaldehydlosung fiir 10 min
fixiert. Nach einem kurzen Waschschritt mit PBS wurde in jede Kavitdt 100 pl X-Gal-
Losung (1 mg/ml X-Gal, 25 mM Kaliumferrocyanid, 25 mM Kaliumferricyanid, 2 mM
Magnesiumchlorid in PBS) gegeben. Da die TZM-Zellen als Reportergen
B-Galactosidase bei der Infektion mit HIV-1 exprimieren, wurden durch die Zugabe von
X-Gal die infizierten Zellen blau angefarbt. Die Infektionsereignisse lieBen sich so

einfach unter dem Lichtmikroskop auszé&hlen.

3.4.2 p24-Antigen-ELISA

Zunédchst wurde der anti-p24 Catching-Antikérper (D7320, Biochrom) an eine
MAXIsorp Platte (Nunc, USA) mit 96 Kavitidten gebunden. Der Antikdrper wurde in
Coating-Puffer in einer Konzentration von 1 mg/ml geldst. In jede Kavitdt wurden 100
ul der Antikorperlosung gegeben. Die Platte wurde iiber Nacht bei 4 °C inkubiert und
nach der Bindung des Catching-Antikorpers sechsmal mit PBS/Tween gewaschen. Die
Platte wurde getrocknet und mit 300 pl Blockpuffer pro Kavitdt fiir 1-2 Stunden
inkubiert, um freie Bindungsstellen abzublocken wund so unspezifische
Antikorperbindung zu verhindern. Nach der Inkubation wurde die Platte einmal
gewaschen, getrocknet und 100 pl der zu untersuchenden Zellkulturiiberstinde je
Kavitét zugegeben. Die Bindung des p24-Antigens erfolgte fiir 2 h bei Raumtemperatur
oder iiber Nacht bei 8 °C. Nach der Antigen-Bindung wurde die Platte 6 x gewaschen
und trocken geschlagen. Der zweite Antikorper, ein anti-HIV Kaninchenserum wurde in
einer Verdiinnung von 1:2000 auf die trockene Platte gebracht (100 pl je Kavitét). Die
Platte wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde erneut sechsmal
gewaschen und die Platte trocken geschlagen. Der dritte Antikorper (anti-Kaninchen-
IgG, Alkalische Phosphatase gekoppelt, Sigma) wurde in einer Verdiinnung von 1:2000
auf die trockene Platte aufgebracht (100 pl je Kavitdt). Nach 1 h Inkubation bei
Raumtmperatur wurde die Platte wieder gewaschen und trocken geschlagen, jedoch
wurde fiir die letzten drei Waschschritte H,O bidest. verwendet. Es wurden 100 pl
p-Nitrophenylphosphat-Substratlosung (Alkaline Phosphatase Substrate Kit, BioRad),
die zuvor nach Herstellerangaben angesetzt wurde, auf die trockene Platte gebracht. Die
Reaktion wurde nach 5-10 min mit 100 ul 0,4 M NaOH gestoppt und die Enzym-
Substratreaktion, die mit der Menge an p24-Antigen korreliert, mit einem

Mikrotiterplatten-Photometer bei einer OD von 405 nm ausgewertet. Der p24-Gehalt

33



Methoden

der Proben wurde anhand einer Standardkurve ermittelt. Diese ergab sich aus der
Messung der ODggsnm e€iner halblogarithmischen Verdiinnung von standardisiertem

p24-Protein.

3.4.3 Bestimmung der TCIDsg

Die TCIDsy (tissue culture infective dose) gibt an, welches Volumen eines
Virusiiberstandes bendtigt wird, um mit 50 %iger Wahrscheinlichkeit eine Infektion
einer Zellkultur zu verursachen. Die Bestimmung erfolgte fiir HIV iiber den Nachweis
der Infektion im Bluecell-Infektionstest (sieche 3.4.1), bei den anderen Viren wurde die
Infektion durch indirekte Immunfluoreszenz (siehe 3.3.4) detektiert.

Fir jeden Virusiiberstand wurde in einer sechsfachen Verdiinnungsreihe die
Verdiinnung bestimmt, bei der eine Infektion der jeweiligen Zellkultur nach 48 h

nachzuweisen war. Die Berechnung wird an folgendem Beispiel erldutert:

Ansatz - - Verd'5u:nung . -
1 X X X - -
2 X X X - -
3 X X X X -
4 X X X X -
5 X X X - -
6 X X X - -
X = Infektion; - = keine Infektion

Bis zu einer Verdiinnung des Virusiiberstandes von 5 ist in allen sechs Ansitzen eine
Infektion zu detektieren, bei 57 nur noch bei zwei Ansitzen und bei 5 in keinem der

Ansitze mehr. Die Berechnung der TCIDs, erfolgte mit Hilfe folgender Formel:

log TCIDso = log 1,0 — log int * (S-0,5)

hierbei ist:  log 1,0 = log der hochsten Verdiinnung mit R = 1,0
R = Reaktionsrate

log int = log des Verdiinnungsintervalls
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S = Summe der Reaktionsraten

Die Reaktionsraten geben den Anteil der infizierten Ansdtze einer Verdiinnungsstufe
von der Gesamtzahl der Ansidtze an. In dem obigen Beispiel sind die Reaktionsraten
R=1,0 (6/6) fir die Verdiinnung 5°, R = 0,67 (4/6) fiir die Verdiinnung 5~ und
R =0 (0/6) fiir die Verdiinnung 10®. Die Summe der Reaktionsraten S betrigt damit
1,67. Der Wert fiir log 1,0 ist: (log 5'6) = -4,19, der Wert fiir log int ist bei dem
gewdhlten Verdiinnungsfaktor 5 =log 5 = 0,699

Somit sind alle Unbekannten der obigen Gleichung bestimmt. Durch Einsetzen in die

Formel erhilt man:

log TCIDso = -4,19 — 0,699 * (1,67-0,5)
lOg TCID50 = -5,01
TCIDso = 9,8 * 10°®

Die TCIDs des Virusiiberstandes aus dem obigen Beispiel betrigt somit 9,8 * 107,

3.4.4 Herstellung infektidser Virustberstande

3.4.4.1HIV-1

Um aus HIV-1 codierender DNA funktionelle Viren zu erhalten, wurden die pNL4-3
Vektoren in HeLa-Zellen transfiziert. Hierfiir wurde das FuGene-Transfektionsreagenz
nach Herstellerangaben verwendet. In Zellkulturplatten mit 6 Kavititen wurden
1-3x 10° Zellen pro Kavitit ausgesit. Nach 16-20 h konnten die Zellen mit der
Plasmid-DNA transfiziert werden. Dazu wurde zundchst 6 pul FuGene-
Transfektionsreagenz in ca. 100 ul Medium ohne Zusétze geldst. Zu dieser Losung
wurde 1 pg Plasmid-DNA gegeben. Nach 30 min Inkubation bei RT wurde der
Transfektionsansatz in den vorbereiteten HeLa-Zellkulturen verteilt. Die Zellen wurden
3 Tage inkubiert (37 °C, 5 % CO,). Nach dieser Zeit war in den Kulturen nach
erfolgreicher Transfektion im Lichtmikroskop ausgeprdgte Synzytienbildung zu sehen.
Der virushaltige Kulturiiberstand wurde abgenommen und Zellreste sedimentiert. Der
virushaltige Uberstand wurde in Einfrierrdhrchen (Nunc, USA) aliquotiert und in

fliissigem Stickstoff gelagert.
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3.4.4.2 \WWest-Nil Virus

Vero B4-Zellen wurden in einer 75 cm® Gewebekulturflasche ausgesit. Sobald die
Kultur 50 % Konfluenz erreicht hatte, wurden 200 pl infektioser West-Nil
Virusiiberstand vom Stamm Wengler hinzugegeben. Vier bis fiinf Tage nach der
Zugabe wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen. Zellreste wurden durch
Sedimentation bei 2000 g fiir 5 min aus dem Uberstand entfernt und der Uberstand
wurde aliquotiert in fliissigem Stickstoff gelagert. Die TCIDsy wurde anschlieend
durch indirekte Immunfluoreszenz bestimmt. Hierbei diente anti-West-Nil E-Protein
(Maus) als erster Antikorper (1:1000), als zweiter Antikérper wurde FITC-markierter
anti-Maus IgG-Antikorper (1:1000) verwendet.

3.4.4.3 Dengue-2 Virus

Vero B4-Zellen wurden in einer 75 cm”® Gewebekulturflasche ausgesit. Sobald die
Kultur 50 % Konfluenz erreicht hatte, wurden 200 pl infektioser Dengue-2
Virusiiberstand vom Stamm New Guinea C hinzugegeben. Zwei Tage nach der Zugabe
wurden die Zellen passagiert und dabei auf 2 Gewebekulturflaschen verteilt. Weitere
drei Tage spiter wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen. Zellreste wurden durch
Sedimentation bei 2000 g fiir 5 min aus dem Uberstand entfernt und der Uberstand
wurde aliquotiert in fliissigem Stickstoff gelagert. Die TCIDsy wurde anschlieBend
durch indirekte Immunfluoreszenz bestimmt. Hierbei diente anti-Dengue E-Protein
(Human) als erster Antikorper (1:200), als zweiter Antikorper wurde FITC-markierter
anti-Human IgG-Antikorper (1:1000) verwendet.

3.4.4.4 Gelbfieber-Virus

Vero B4-Zellen wurden in einer 75 cm® Gewebekulturflasche ausgesit. Sobald die
Kultur 50 % Konfluenz erreicht hatte, wurden 200 pl infektioser Gelbfieber-
Virusiiberstand vom Impfstamm 17D hinzugegeben. Vier Tage nach der Zugabe wurde
der Zellkulturiiberstand abgenommen. Zellreste wurden durch Sedimentation bei 2000 g
fiir 5 min aus dem Uberstand entfernt und der Uberstand wurde aliquotiert in fliissigem
Stickstoff gelagert. Die TCIDsy wurde anschlieBend durch indirekte Immunfluoreszenz

bestimmt. Hierbei diente anti-Gelbfieber E-Protein (Maus) als erster Antikorper
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(1:1000), als zweiter Antikorper wurde FITC-markierter anti-Maus IgG-Antikorper
(1:1000) verwendet.

3.4.4.5 Hantaan-Virus

Vero B4-Zellen wurden in einer 75 cm”® Gewebekulturflasche ausgesit. Sobald die
Kultur 50 % Konfluenz erreicht hatte, wurden 200 pl infektidser Hantaan-
Virusiiberstand vom Stamm 76-118 hinzugegeben. Acht Tage nach der Zugabe wurde
der Zellkulturiiberstand abgenommen. Zellreste wurden durch Sedimentation bei 2000 g
fiir 5 min aus dem Uberstand entfernt und der Uberstand wurde aliquotiert in fliissigem
Stickstoff gelagert. Die TCIDso wurde anschlieBend durch indirekte Immunfluoreszenz
bestimmt. Hierbei diente anti-Hanta G-Protein (Kaninchen) als erster Antikdrper
(1:5000), als zweiter Antikdrper wurde FITC-markierter anti-Kaninchen
IgG-Antikorper (1:1000) verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Analyse von HOCI-modifiziertem HSA

4.1.1 SDS-PAGE von HSA und HOCI-modifiziertem HSA

Um erste Hinweise auf die Auswirkungen der Oxidation von HSA durch HOCI zu
erhalten, wurde eine SDS-PAGE von HSA, das mit HOCI in verschiedenen molaren
Verhiltnissen umgesetzt wurde, durchgefiihrt.

Hierzu wurde zunidchst HSA bei 0 °C mit HOCI in unterschiedlichen molaren
Verhéltnissen (ohne HOCI und mit HOCI in 20-, 100- und 500-fachem molaren
Uberschuss) fiir 15 min bei pH 7,4 oxidiert. Uberschiissiges HOC1 wurde danach durch
Gelfiltration mit PD10-Sdulen (Pharmacia) abgetrennt und die Reaktion dadurch
gestoppt. Die Proteinmenge der nach der Filtration erhaltenen HOCI-freien
Proteinfraktion wurde mittels eines BCA-Assays bestimmt. Von dem auf verschiedene
Weise umgesetzten HSA wurde jeweils 1 pg auf ein SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen. Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine durch eine Silberfarbung
visualisiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 5 dargestellt.

Die mit M markierten Spuren zeigen die beiden unterschiedlichen GroBenmarker. In
Spur 1 wurde unmodifiziertes HSA aufgetragen, die Spuren 2 bis 4 zeigen HSA mit
HOCI im molaren Verhéltnis von 1 zu 20 (HSA zu HOCI, Spur 2), 1 zu 100 (Spur 3)
und 1 zu 500 (Spur 4) umgesetzt.

Deutlich zu erkennen sind leichte Verunreinigungen in dem kommerziell erworbenen
HSA. Neben der HSA-Bande bei 68 kDA sind weitere Proteinbanden zu erkennen. Bei
der Umsetzung mit HSA im molaren Verhiltnis von 1 zu 20 (Spur 2) treten neue
Proteinbanden auf, die sowohl gréfer als auch kleiner als das urspriingliche HSA sind.
Bei weiterer Erhohung des HOCI-Uberschusses (100-fach, Spur 3) scheinen die
Proteine keine distinkte Grof3e wie noch in Spur 2 zu haben, sondern es zeigt sich eine
scheinbar kontinuierliche Grofenverteilung von grofBer als 250 kDa bis zu etwa 20 kDa.
Eine weitere Erhhung des HOCI-Uberschusses (Spur 4) bewirkt eine Verschiebung der
ProteingroBen hin zu kleineren Proteinfragmenten von einer Grofle zwischen 68 und
etwa 15 kDa. Die GroBenverteilung scheint wie schon in Spur 3 kontinuierlich

innerhalb der angegebenen Grofle zu sein.
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Abbildung 5: Silberfarbung einer SDS-PAGE von in unterschiedlichen molaren Verhaltnissen mit

HOCI umgesetztem HSA.
M = Marker (Grofie der Markerproteine in kDa an jeweiliger Seite angegeben)

1=HSA
2 = HSA:HOCI 1:20
3 = HSA:HOCI 1:100
4 = HSA:HOCI 1:500
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4.1.2 Nachweis von HSA und HOCI-modifiziertem HSA in
der SDS-PAGE durch Kupfer-, Coomassie- und
Silberfarbung

Um weitere Hinweise auf die FEigenschaften der in 4.1.1 beschriebenen, durch
Oxidation mit HOCI in verschiedenen molaren Verhéltnissen hergestellten Proteine zu
erhalten, wurden diese nach der SDS-PAGE durch verschiedene Farbungen visualisiert.
Hierzu wurden 3 identisch beladene SDS-Gele verwendet (Abbildung 6 A, B und C).
Die mit M bezeichnete Spur zeigt jeweils den Marker, Spur 1 zeigt nicht modifiziertes
HSA, Spur 2, 3 und 4 jeweils HSA, das mit HOCI im molaren Verhiltnis von 1 zu 20,
1 zu 100 bzw. 1 zu 500 wie bereits in 4.1.1 beschrieben modifiziert wurde. In allen
Spuren wurde jeweils 1 pug Protein aufgetragen. Die Proteine in Gel A wurden durch
Coomassie-, in Gel B durch Kupfer- und in Gel C durch Silberfarbung visualisiert.

Bei allen drei Férbungen ist in Spur 1 deutlich die HSA-Bande bei 68 kDa zu erkennen.
Das 1 zu 20 mit HOCI modifizierte HSA in Spur 2 ist bei allen Féarbungen ebenfalls
dhnlich angefarbt, hier erkennt man jedoch deutlich, wie auch schon bei Spur 1, die
hohere Sensitivitédt der Silberfarbung. In Spur 3 erkennt man, dass sich ein Grofteil der
Proteine weder durch Coomassie- noch durch Kupferfirbung visualisieren lassen,
wihrend diese bei der Silberfarbung deutlich zu sehen sind. Dies gilt vor allem fiir
Proteine, die eine von 68 kDa deutlich verschiedene Gréfe haben. In Spur 4 lassen sich
die aufgetragenen Proteine nur noch durch eine Silberfarbung sichtbar machen, sowohl
bei Coomassie- als auch bei Kupferfirbung sind keine Proteinbanden zu erkennen,
obwohl die Silberfarbung des identischen Gels eindeutig Proteine mit einer Grofle

zwischen 68 und kleiner 20 kDa anfarbt.
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Abbildung 6: Coomassie- (A), Kupfer- (B) und Silberfarbung (C) einer SDS-PAGE von in
unterschiedlichen molaren Verhaltnissen mit HOCI umgesetztem HSA.
Die Spurbelegung ist in allen drei Gelen gleich:

M = Marker (GroRe der Proteine in kDa auf der linken Seite angegeben)

1=HSA

2 = HSA:HOCI 1:20

3 = HSA:HOCI 1:100

4 = HSA:HOCI 1:500
Die drei Gele zeigen, dass die Detektion von modifiziertem HSA mittels Kupfer- und Coomassie-Farbung
behindert wird, wahrend die Silberfarbung verstarkt wird.
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4.1.3 Anlagerung von HSA und HOCI-modifiziertem HSA
an Dextran

Voraussetzung fiir die kovalente Kopplung von Proteinen an die Dextranoberflidche
eines CM5 Sensorchips ist die rdumliche Néhe des Proteins zur Dextranoberflache. Dies
wird in der Regel durch Verdiinnen des Proteins vor der Injektion (Injektion: die
Zugabe der jeweiligen Losung iiber den Injektionsport des Biacorel000-Gerétes, iiber
den die Losung vom Gerit in die Flusszelle geleitet wird) in 10 mM Acetat-Puffer pH 4
erreicht. Durch den niedrigen pH-Wert erhdlt das Protein eine positive
Gesamtnettoladung und lagert sich an der negativ geladenen Dextranoberfliche an. Dies
ist jedoch nur moglich, wenn der isoelektrische Punkt des Proteins bei einem pH-Wert
von etwa 5 oder dariiber liegt. Bei Proteinen mit einem unbekannten isoelektrischen
Punkt wird deswegen in der Regel zundchst die Anlagerungsfahigkeit an die
Dextranmatrix mit einer zuvor nicht durch EDC/NHS-Injektion aktivierten
Chipoberfldache getestet, um nicht unnétig Sensorchips zu vergeuden. Genau dieser Test
wurde im folgenden mit HSA und mit HOCl im molaren Verhiltnis von 1:500
(HSA:HOCI) modifiziertem HSA durchgefiihrt. Hierzu wurden zunichst Lésungen von
HSA und modifiziertem HSA (je 1 mg/ml in PBS pH 7,4) 1:200 in 10 mM Acetat-
Puffer pH 4 verdiinnt. Diese Proteinverdiinnungen wurden darauthin fiir je 20 min bei
einer Flussrate von 10 ul/min auf die unbehandelte Oberflidche eines CMS5-Sensorchips
injiziert. Die erhaltenen Sensorgramme sind zum Vergleich in Abbildung 7 iiberlagert
dargestellt. Deutlich ist zu erkennen, dass HSA stark auf der Dextranoberfliche
akkumuliert. Nach 20 Minuten Injektion haben sich etwa 16400 RU HSA auf dem
Sensorchip angelagert. Da eine kovalente Kopplung von HSA aufgrund der fehlenden
vorhergehenden Aktivierung der Sensorchipoberfliche nicht erfolgte, wird das
angelagerte HSA vom Laufpuffer (HBS-EP) nach der Injektion wieder weggewaschen.
Bei der Injektion von modifiziertem HSA dagegen sieht man iiberhaupt keine
Akkumulation an der Sensorchipoberfliche. Dies ist ein weiterer Hinweis, dass
modifiziertes HSA im Gegensatz zu HSA eine stark verénderte Gesamtnettoladung
aufweisen konnte. Im Biacore-Verfahren konnen stark negativ geladene Proteine nicht
an CMS5-Sensorchips gekoppelt werden, da sie sich an die negativ geladene
Dextranoberflidche nicht anlagern. Aus diesem Grund werden Sensorchips mit einer
HOCI-modifizierten HSA-Oberflidche wie im folgenden Punkt (siehe 4.1.4) beschrieben
hergestellt.
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Abbildung 7: Uberlagerung von Sensorgrammen, die die Anlagerung von HSA bzw. modifiziertem
HSA an die Dextranoberflache eines CM5-Sensorchips zeigen.

HSA bzw. im molaren Verhéltnis von 1:500 (HSA:HOCI) mit HOCI modifiziertes HSA (je 1 mg/ml in
PBS) wurden je 1:200 in 10 mM Acetatpuffer pH 4 verdiinnt und fiir 20 min bei einer Flussrate von 10
pl/min auf eine unbehandelte CM5-Sensorchipoberfléche injiziert.

Die Abbildung zeigt, dass sich das HOCI-modifizierte HSA nicht an die Oberflache eines CM5-
Sensorchips anlagert. Dagegen beobachtete man eine Anlagerung von HSA im Bereich von etwa 15000
RU.
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4.1.4 Massendifferenz von immobilisiertem HSA vor und
nach der Modifikation mit HOCI

Zunichst wurde HSA an die Oberfliche eines CM5 Sensorchips kovalent gekoppelt.
Hierzu wurde die Sensorchipoberfldche durch die 10 miniitige Injektion von EDC/NHS
aktiviert (Teil A in Abbildung 8). Die kovalente Kopplung von HSA erfolgte durch die
Injektion (10 min) einer 1 zu 100 Verdiinnung von HSA (1 mg/ml in PBS) in 10 mM
Acetat-Puffer pH 4 (B). Die nach der kovalenten Kopplung von HSA nicht benutzten
Bindungsstellen der Chipoberfliche wurden durch Injektion von Ethanolamin (10 min)
abgesittigt (C). Es wurden etwa 6800 RU HSA gekoppelt (D). Darauthin wurde der
Sensorchip aus dem Geridt entfernt und das an die Sensorchipoberfliche gekoppelte
HSA wurde durch die Zugabe von HOCl-haltigem PBS pH 7,4 fiir 15 min bei 0 °C im
molaren Verhiltnis (HSA:HOCI) von 1:500 oxidiert. Der Sensorchip wurde wieder in
das Biacore-Gerit eingesteckt und es wurde fiir 15 Minuten Ethanolamin injiziert, um
nicht kovalent gebundene Proteinreste zu entfernen (E). Nach der Modifikation waren
noch etwa 3400 RU Protein auf dem Sensorchip immobilisiert (F), also noch etwa 50 %
der Proteinmenge, die vor der HOCI-Oxidation immobilisiert war.

Daher ist davon auszugehen, dass die Behandlung des gekoppelten HSA mit hohen
HOCI-Konzentrationen auf dem Sensorchip zu Proteinablosungen oder auch
Proteindegradation fiihrt. Trotzdem wurden Oberflichen erhalten, die fiir weitere
Interaktionsmessungen sehr gut geeignet waren. Weitere Proteinablosung oder
Degradation wurde nicht beobachtet. Die Menge des gekoppelten, modifizierten HSA
entsprach mit 3400 RU der von der Firma Biacore fiir Interaktionsmessungen zwischen
Proteinen empfohlenen Menge.

Die so hergestellten Sensorchips wurden in weiteren Studien fiir die Messung der
Interaktion des modifizierten HSA mit HIV gp120, mit der West-Nil B-Doméne sowie
mit HI-Viruspartikeln eingesetzt.
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Abbildung 8: Sensorgramm der Kopplung von HSA an einen CM5-Sensorchip mit anschliessender
HOCI-Modifikation.

(A): Aktivierung der Dextranmatrix durch Injektion von EDC/NHS (10 min)

(B): Kovalente Kopplung durch Injektion von HSA (10 min)

(C): Inaktivierung unbenutzter Kopplungsstellen durch Injektion von Ethanolamin (10 min)

(D) Kovalent gekoppeltes HSA: 6783 RU; (E) Inaktivierung durch Injektion von Ethanolamin (15 min)
nach externer HOCI-Modifikation

(F): Kovalent gekoppeltes VEBP: 3401 RU.
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4.1.5 Interaktionsmessungen zwischen HIV gpl120 und
HOCI-modifiziertem HSA

Hierzu wurde gp120 IIIB auf der Oberfliche eines CMS5-Sensorchips immobilisiert.
Zundchst wurde fiir 10 min EDC/NHS-Losung injiziert. Die kovalente Kopplung des
gp120 erfolgte anschliessend durch 10 miniitige Injektion einer 1:100 Verdiinnung von
gpl120 (0,5 mg/ml in PBS) in 10 mM Acetat pH 4. Im Anschluss an die Kopplung
wurden die nicht verwendeten Bindungsstellen auf der Sensorchipoberfliche durch
Injektion (10 min) von 0,5 M Ethanolamin pH 8,5 abgesittigt. Auf diese Weise wurden
3000 RU gpl120 IIB auf dem Sensorchip immobilisiert. Als Referenzoberflache zur
Messung der unspezifischen Hintergrund-Interaktion von modifiziertem HSA wurde auf
einer anderen Flusszelle des Sensorchips eine dquimolare Menge BSA (5800 RU) auf
die oben beschriebene Weise immobilisiert. Mit dem so vorbereiteten Sensorchip
wurden die Messungen durchgefiihrt. Die Injektion von HOCI-modifiziertem HSA
erfolgte fiir jeweils 330s. Die Messungen wurden mit verschiedenen Konzentrationen
(50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml und 1 pg/ml modifiziertes HSA in PBS pH 7,4)
jeweils auf der gpl20-Oberfliche als auch auf der Kontrolloberfliche (BSA)
durchgefiihrt. Mit Hilfe der Bia-Evaluation-Software konnten die erhaltenen
Sensorgramme der Referenzoberfliche von den Sensorgrammen der gp120-Oberfliche
abgezogen werden, so dass zum besseren Vergleich die bereits referenzsubstrahierten
Sensorgramme in Abbildung 9 iibereinander gelagert dargestellt werden konnten.

Man kann deutlich eine konzentrationsabhdngige Interaktion des modifiziertem HSA
mit gpl20 IIIB erkennen. Zwei Minuten nach Ende der Injektion von modifiziertem
HSA (bei 450 s in Abbildung 9) sind bei einer Konzentration von 50 pg/ml
modifiziertem HSA noch etwa 92 RU gebunden, wihrend bei geringeren
Konzentrationen auch jeweils weniger modifiziertes HSA gebunden bleibt (25 pg/ml:
66 RU; 10 pg/ml: 30 RU; 5 pg/ml: 14 RU; 1 pg/ml: -1 RU). Dies belegt eindeutig eine
Bindung von modifiziertem HSA an gp120 IIIB. Es war auch mdglich, aus den SPR-
Daten die Bindungskonstante Kp fiir die Bindung von gp120 an VEBP zu bestimmen.
Hierzu wurde das Molekulargewicht des modifizierten HSA anhand der SDS-PAGE in
Abbildung 5 mit 30 kDa angenommen. Es ergab sich eine Kp = 3*10™ M. Damit ist die
Stirke der VEBP-gp120 Interaktion in etwa vergleichbar mit der Stirke von Antikdrper-

Antigen-Interaktionen.
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Weil mit HOCI] modifiziertes HSA an gp120 bindet, wurde das durch die Oxidation
entstandene Protein mit der Abkiirzung VEBP (fiir virus envelope binding protein)
bezeichnet. Der von nun an in dieser Dissertation benutzte Begriff VEBP bezieht sich

immer auf im 500-fachen molaren Uberschuss mit HOC1 modifiziertes HSA.
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Abbildung 9: Uberlagerung von mehreren referenzsubstrahierten Sensorgrammen von der
Bindung unterschiedlicher Konzentrationen von modifiziertem HSA an immobilisiertes gp120 111B.
3000 RU HIV gp120 1IB wurden auf einem CM5-Sensorchip (Biacore) immobilisiert. Als
Referenzoberflache diente immobilisiertes BSA (5800 RU). Unterschiedliche Konzentrationen von
modifiziertem HSA wurden fur 330 s injiziert. Zwei Minuten nach Injektionsende wurden fur die
eingesetzten VEBP-Konzentrationen folgende Bindungswerte erhalten (jeweils in Klammern):

Sensorgramm 1: 50 pg/ml VEBP (92 RU)

Sensorgramm 2: 25 pg/ml VEBP (66 RU)

Sensorgramm 3: 10 pg/ml VEBP (30 RU)

Sensorgramm 4: 5 pg/ml VEBP (14 RU)

Sensorgramm 5: 1 pg/ml VEBP (-1 RU)
Aufgrund der hier dargestellten Bindung von HOCI-modifiziertem HSA an gp120 wird das modifizierte
HSA mit dem Begriff VEBP (flr virus envelope binding protein) bezeichnet.
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4.2 Inhibition der HIV-1-Infektion

Nachdem die Bindung von VEBP an gp120 IIIB durch SPR-Messungen nachgewiesen

wurde, sollte nun untersucht werden, ob das Protein HIV neutralisiert.

4.2.1 Neutralisation der HIV-1-Infektion von TZM-bl-Zellen

Es wurde zunidchst VEBP durch 15 miniitige Inkubation von HSA mit 500-fachem
molaren Uberschuss von HOCI bei 0 °C hergestellt. Uberschiissiges HOCI wurde durch
Gelfiltration mit PD10 Siulen abgetrennt, die VEBP-Konzentration der Proteinfraktion
wurde durch einen BCA-Assay bestimmt. Als Virus fiir die Inhibitionsversuche wurde
der HIV-Laborstamm NL4-3 ausgewihlt, da die Aminosiuresequenz des gp120 dieses
Stammes mit der Aminosduresequenz des in den SPR-Messungen verwendeten
gp120 I1IB identisch ist. Infektiose Viren wurden durch Transfektion von HeLa-Zellen
mit dem Expressionsplasmid pNL4-3 erzeugt. Nach der Transfektion (48 h) wurden die
virushaltigen Zellkulturiiberstinde geerntet und die TCIDs, des Virusiiberstandes wurde
bestimmt. Fiir die Inhibitionsversuche wurden TZM-bl-Zellen in Mikrotiterplatten mit
96 Kavitdten ausgesit und 24 h spiter in Anwesenheit unterschiedlicher
Konzentrationen VEBP infiziert. 48 h nach Infektion wurden die Zellen fixiert,
infizierte Zellen konnten durch X-Gal-Féarbung nachgewiesen und ausgezéhlt werden.
Das Ergebnis dieser Versuche ist in Abbildung 10 dargestellt. Die Anzahl infizierter
Zellen in Abwesenheit von VEBP wurde als 100 % definiert, die Anzahl der infizierten
Zellen in Anwesenheit von VEBP entsprechend auf diesen Wert normiert.

Man sieht deutlich den inhibitorischen Effekt von VEBP. Schon bei 2 pg/ml VEBP sind
50 % weniger Zellen infiziert als in Abwesenheit von VEBP. Ab einer
VEBP-Konzentration von 16 pg/ml kann eine Infektion der Zellen durch das HI-Virus

NL4-3 nicht mehr nachgewiesen werden.
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Abbildung 10: Inhibition der HIV-NL4-3-Infektion von TZM-bl-Zellen durch VEBP. TZM-bl-Zellen
wurden in Mikrotiterplatten mit 96 Kavitaten ausgesat und 24 h spater in Anwesenheit unterschiedlicher
Konzentrationen VEBP infiziert. 48 h nach Infektion wurden die Zellen fixiert, infizierte Zellen konnten
durch Farbung mit X-Gal nachgewiesen und ausgezahlt werden.

In der Abbildung ist zu sehen, dass die Infektion von Zellen mit HIV-1 neutralisiert wird. Die ECs, flir
VEBP betragt 2 pg/ml.
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4.2.2 Vitalitat von TZM-bl-Zellen

Aufgrund der beobachteten Interaktion des VEBP mit HIV-1 gpl20 liegt die
Vermutung nahe, dass durch diese Interaktion der gp120-vermittelte Eintritt des Virus
in die Zielzelle gestort wird. Es wire jedoch auch denkbar, dass die Virusreplikation
durch eine unspezifische, VEBP-vermittelte Hemmung des Zellstoffwechsels behindert
wird. Daher wurden verschiedene Vitalitdtstests mit VEBP und TZM-bl-Zellen
durchgefiihrt.

4.2.2.1 Lichtmikroskopische Beobachtungen

TZM-bl-Zellen wurden auf Objekttriger mit 8 Kavitdten ausgesdt (25000/Kavitit).
Nach 24 Stunden wurde das Medium durch VEBP-enthaltendes Medium
unterschiedlicher Konzentration (zwischen 0 und 600 ug VEBP/ml) ausgetauscht und
fiir weitere 48 h inkubiert. Die Zellen wurden dann unter dem Lichtmikroskop
fotografiert, die Ergebnisse sind in Abbildung 11 dargestellt. Die Bilder zeigen Zellen
mit folgender VEBP-Konzentration: (A) ohne VEBP; (B) mit 600 pg/ml HSA
(Kontrolle); (C) mit 50 pg/ml VEBP; (D) mit 100 pg/ml VEBP; (E) mit 150 pg/ml
VEBP; (F) mit 200 pg/ml VEBP; (G) mit 300 pg/ml VEBP; (H) mit 400 pg/ml VEBP;
(I) mit 600 png/ml VEBP.

Man kann bis zu einer VEBP-Konzentration von 200 pg/ml (Bild F) keine negativen
Auswirkungen auf Wachstum und Phénotyp von TZM-bl-Zellen feststellen. Erst dann
sieht man leichte Auswirkungen auf die Wachstumsgeschwindigkeit, die Zellen sind
nicht mehr so dicht gewachsen wie in Bild A. Der Effekt wird mit steigender VEBP-
Konzentration immer deutlicher, sehr ausgeprigt ist er aber erst in Bild I bei 600 pg/ml
VEBP zu sehen. Hier ist dann auch zu sehen, dass die Zellen nicht nur langsamer
wachsen, sondern auch in ihrem Phinotyp beeinflusst werden. Die Zellen erscheinen
kugeliger und nicht so vital wie in Bild A. Der Effekt ist auch bereits andeutungsweise
in den Bildern G (300 pg/ml VEBP) und H (400 pg/ml VEBP) zu sehen. Bei den
Konzentrationen, bei denen die antivirale Wirkung von VEBP beobachtet wurde
(vollige Inhibition der Infektion bei 16 pg/ml VEBP) ist jedoch kein negativer Einfluss

auf die Zellvitalitat auszumachen.
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Abbildung 11: Lichtmikroskopische Aufnahmen von TZM-bl-Zellen. TZM-bl-Zellen wurden in einer
Zellkulturplatte mit 96 Kavitaten ausgesat (15000 pro Kavitét). Nach 16 h wurde das Medium gegen
Medium mit verschiedenen Konzentrationen VEBP getauscht. Die Zellen wurden weitere 48 h bei 37 °C
inkubiert und dann fotografiert. Das Medium der Ansétze A bis | enthielt folgende Zuséatze:

(A): kein Zusatz

(B): 600 pg/ml HSA

(C): 50 pg/ml VEBP

(D): 100 pg/ml VEBP

(E): 150 pg/ml VEBP

(F): 200 pg/ml VEBP

(G) 300 pg/ml VEBP

(H): 400 pg/ml VEBP

(1): 600 pg/ml VEBP
Bei Zugabe von 600 pg/ml ist zu erkennen, dass das Wachstum der TZM-Zellen eingeschrénkt ist. Die
Zellen erscheinen auch nicht so vital wie in Bild A. Bei den Konzentrationen, bei denen die Neutralisation
von HIV-1 durch VEBP beobachtet wurde, ist kein negativer Einfluss von VEBP auf die Zellen zu

erkennen.
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4.2.2.2 *H-Thymidintest

Die in Abbildung 11 gezeigten lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen bei hohen
VEBP-Konzentrationen einen Effekt auf das Wachstum von TZM-bl-Zellen. Deswegen
wurde ein “H-Thymidintest mit TZM-bl-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher
Konzentrationen VEBP durchgefiihrt. Bei diesem Test wird der Einbau von Tritium-
markiertem Thymidin wéihrend der DNA-Neusynthese gemessen. Ein verminderter
Einbau ist ein Zeichen fiir ein reduziertes Zellwachstum.

Zundchst wurden TZM-bl-Zellen durch Austausch des Zellkulturmediums gegen FCS-
freies Medium fiir 24 h synchronisiert. Die synchronisierten Zellen wurden in einer
Mikrotiterplatte mit 96 Kavitdten ausgesit, wiederum synchronisiert und dann fiir 24 h
mit VEBP-haltigem Medium unterschiedlicher Konzentration (0, 50, 100, 150, 200,
300, 400 und 600 pg VEBP/ml) inkubiert. Daraufhin wurde in jede Kavitit 0,2 uCi *H-
Thymidin gegeben. Nach weiteren 16 Stunden wurde der Versuch durch Einfrieren der
Zellen und anschliessende Auswertung des *H-Thymidin-Einbaus im Tritium-Counter
gestoppt. Das Ergebnis ist in Abbildung 12 dargestellt.

Der Test zeigt, dass der Tritium-Einbau bei Zugabe von 50, 100, 150 und 200 ug
VEBP/ml in etwa gleich stark auf einen Wert von jeweils etwa 90 % gegeniiber den
ohne VEBP wachsenden Zellen abfillt. Erst danach verstirkt sich der Abfall des
Tritium-Einbaus sehr stark auf nur noch etwa 15 % bei 300 pg/ml VEBP und
schlieBlich auf 6 % bzw. 2 % bei 400 und 600 ng VEBP/ml. Beim Kontrollversuch mit
der Zugabe von 600 pg/ml HSA zum Kulturmedium ist kein Effekt zu erkennen.

In dem Bereich, in dem die antivirale Aktivitit des VEBP gemessen wird (vollstdndige
Neutralisation der HIV-Infektion bei Zugabe von 16 pg/ml VEBP), ist keine

Schidigung der Zellen im *H-Thymidintest nachzuweisen.
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Abbildung 12: *H-Thymidin-Test von TZM-bl-Zellen nach Inkubation mit unterschiedlichen
VEBP-Konzentrationen. TZM-bl-Zellen wurden in einer Mikrotiterplatte mit 96 Kavititen ausgesat
(15000/Kavitat). Nach 12 Stunden wurden die Zellen durch einen Mediumwechsel auf FCS-freies
Medium fur 20 Stunden synchronisiert. Nach 6-stiindiger Inkubation in FCS-haltigem Medium wurden
die Zellen fur 24 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen VEBP inkubiert. Dann wurde in jede
Kavitat 0,2 uCi *H-Thymidin gegeben. Weitere 16 Stunden spéter wurde der Test gestoppt und der
*H-Thymidin-Einbau gemessen.

Das Ergebnis des Tests zeigt, dass bei den antiviral wirksamen VEBP-Konzentrationen
(ECso = 2 pug/ml VEBP) keine Schadigung der Zellen beobachtet werden konnte.
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4.2.2.3 Apoptose-Test

Mit den durchgefiihrten Apoptose-Tests sollte untersucht werden, ob durch die
Kultivierung der Zellen in Anwesenheit von VEBP der Anteil der apoptotischen Zellen
erhoht wird. Hierzu wurden TZM-bl-Zellen synchronisiert, auf Deckgldser mit acht
Kavitdten ausgesit, wiederum synchronisiert und dann fiir 48 h in Anwesenheit
unterschiedlicher VEBP-Konzentrationen im Kulturmedium (0, 100, 200, 300 und 600
ug/ml) inkubiert. Die Zellen wurden dann fixiert und apoptotische Zellen konnten mit
Hilfe des In Situ Cell Death Detection kits entsprechend den Angaben des Herstellers
fluoreszenzmarkiert werden. Als Positivkontrolle wurden Zellen benutzt, deren Kern-
DNA mit DNase I fiir 15 Minuten vor der Fluoreszenzmarkierung verdaut wurde. Die
Zellkerne wurden mit DAPI gefirbt und die Zellen im Fluoreszenzmikroskop
fotografiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 dargestellt. Im jeweils linken Bild ist
die Kernfarbung dargestellt, durch die alle Zellen gefédrbt sind und die dadurch zur
Ermittlung der Gesamtzahl der Zellen benutzt wurde. Das mittlere Bild zeigt die
fluoreszenzmarkierten apoptotischen Zellen. Eine Uberlagerung beider Bilder ist im
rechten Bild dargestellt.

Man erkennt, daB3 auch ohne VEBP im Kulturmedium (Bilderreihe A) apoptotische
Zellen nachzuweisen sind. Durch die Zugabe von 100 pg/ml VEBP (Bilderreihe B) wird
der Anteil dieser Zellen nicht beeinflusst. Auch die Erh6hung der VEBP-Konzentration
im Kulturmedium auf 200 bzw. 300 pg/ml hat keinen signifikanten Einfluss auf die
Apoptoserate. Erst bei Erhohung der VEBP-Konzentration auf 600 pg/ml ist ein Effekt
zu sehen, hier sind deutlich mehr Zellen apoptotisch als bei dem Versuchsansatz ohne
VEBP.

Auch dieser Test zeigt deutlich, wie auch die vorhergehenden Untersuchungen, dass bei
den antiviral wirksamen VEBP-Konzentrationen keine negativen Auswirkungen von

VEBP auf die Zellvitalitidt zu beobachten sind.
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DAPI FITC DAPI + FITC

Abbildung 13: Apoptose-Test von TZM-bl-Zellen nach Inkubation mit unterschiedlichen VEBP-
Konzentrationen. TZM-bl-Zellen wurden synchronisiert, auf Deckglaser mit acht Kavitaten ausgesat,
wiederum synchronisiert und dann fiir 48 h in Anwesenheit unterschiedlicher VEBP-Konzentrationen im
Kulturmedium (A = 0, B = 100, C = 200, D = 300 und E = 600 pg/ml) inkubiert. Die Zellen wurden dann
fixiert und apoptotische Zellen konnten mit Hilfe des nach Methode 3.1.5 fluoreszenzmarkiert werden.
Als Positivkontrolle (F) wurden Zellen benutzt, deren Kern-DNA mit DNase | fir 15 Minuten vor der
Fluoreszenzmarkierung verdaut wurde. Die Zellkerne wurden mit DAPI geférbt.

Es wurde kein negativer Einfluss von VEBP auf die Apoptoserate festgestellt.
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4.2.3 Infektionsversuche mit anderen Viren

In den bisherigen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass VEBP die Infektion von
Zellen mit HIV-1 in vitro unterbinden kann. Aufgrund der Ergebnisse der
Vitalitdtsmessungen mit TZM-bl-Zellen kann davon ausgegangen werden, dass eine
Storung des Zellstoffwechsels und damit eine Stérung der Replikation von HIV-1 nicht
fiir den inhibitorischen Effekt von VEBP auf die Infektion von TZM-bl-Zellen mit
HIV-1 verantwortlich ist. Wenn die Ursache fiir die beobachteten antiviralen
Eigenschaften von VEBP tatséchlich die spezifische Interaktion mit HIV-1 gp120 ist,
dann diirfte die Infektion von Zellen mit anderen Viren und deren Replikation nicht
durch die Anwesenheit von VEBP beeinflusst werden. Dies soll in den folgenden

Infektionsexperimenten mit Dengue-2- und Gelbfieber-Viren liberpriift werden.

4.2.3.1 Infektion mit Gelbfieber-Virus

Es wurden Vero B4-Zellen in Deckgldser mit 8 Kavititen ausgesit (25000/Kavitit) und
nach 24 Stunden mit 1000 TCIDs, Gelbfieber-Virus in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen VEBP (von 0 bis 160 ug/ml) infiziert (1h). Dann wurde das Medium
gegen virusfreies Medium mit VEBP-Konzentrationen von 0 bis 160 pg/ml gewechselt.
Nach 60 Stunden wurden die Zellen fixiert und die infizierten Zellen mit einem anti-
YF-E-Protein sowie einem FITC-markiertem sekundiren Antikorper angefarbt. Die
Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt, um die Gesamtzahl der Zellen im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14
dargestellt. Im jeweils linken Bild ist die DAPI-Kernfarbung zu sehen, das mittlere Bild
zeigt die infizierten, mit FITC gefirbten Zellen. Rechts ist eine Uberlagerung der beiden
anderen Bilder dargestellt.

Die Bilder zeigen, dass sich die Infektion von Zellen mit Gelbfieber-Virus durch VEBP
nicht inhibieren ldsst. In Bilderreihe A sind keine infizierten Zellen zu sehen, hier wurde
zu den Zellen auch kein Virus zugegeben. In Bilderreihe B wurde Gelbfieber-Virus
eingesetzt, jedoch ohne die Anwesenheit von VEBP. Die Zellen sind zu 100 % infiziert.
Wird nun VEBP wihrend der Infektion und nach dem Mediumwechsel zugesetzt
(Bilderreihen C bis G), so ist keine signifikante Anderung zu beobachten. Auch in
Bilderreihe G, bei der der Zellkultur 160 pg/ml VEBP zugesetzt war, sind immer noch
nahezu 100 % der Zellen mit Gelbfieber-Virus infiziert.
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Dies bedeutet, dass selbst bei hohen VEBP-Konzentrationen die Vermehrung der
Gelbfieber-Viren nicht beeintrdchtigt wird. Auch in diesen Untersuchungen ist damit
ein negativer Einfluss von VEBP auf die Zellen nicht zu erkennen. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass die Neutralisation der HIV-Infektion spezifisch auf die Interaktion von

VEBP mit dem viralen Glycoprotein gp120 zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 14: Immunfluoreszenzoptischer Nachweis der Inhibition der Gelbfieber-Infektion durch
VEBP. Vero B4-Zellen wurden in Deckgléser mit 8 Kavitaten ausgesat (25000/Kavitat) und nach 24 h
mit 1000 TCIDs, Gelbfieber-Virus in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen VEBP infiziert (1 h).
Dann wurde das Medium gegen virusfreies mit entsprechender VEBP-Konzentration gewechselt. Nach 60
h wurden die Zellen fixiert und die infizierten Zellen mit einem anti-Gelbfieber-E-Protein sowie einem
FITC-markiertem sekundaren Antikdrper angefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. Dargestellt
in (A) bis (G) sind die Ergebnisse mit verschiedenen VEBP-Konzentrationen: (A) = mock-Infektion,
(B) =0 pg/ml, (C) = 10 pg/ml, (D) = 20 pg/ml, (E) = 40 pg/ml, (F) = 80 pg/ml, (G) = 160 pg/ml.

Es ist kein Effekt von VEBP auf die Infektion von Zellen mit Gelbfieber-Virus zu erkennen.
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4.2.3.2 Infektion mit Dengue-2-Virus

Dengue-2-Viren gehdren ebenso wie Gelbfieber-Viren zur Familie der Flaviviren. Es
soll untersucht werden, ob VEBP einen inhibitorischen Einfluss auf die Infektion von
Zellen mit Dengue-Viren hat.

Vero B4-Zellen wurden in Deckglidser mit 8 Kavititen ausgesit (25000/Kavitit) und
nach 24 Stunden mit Dengue-2-Virus (1000 TCIDsp) in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen VEBP infiziert (1h). Dann wurde das Medium gegen virusfreies mit
entsprechender VEBP-Konzentration gewechselt. Nach 60 Stunden wurden die Zellen
fixiert und die infizierten Zellen mit einem humanem Dengue-Positivserum sowie
einem FITC-markiertem sekunddren Antikorper angefarbt. Die Zellkerne wurden mit
DAPI gefarbt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt. Im jeweils linken Bild
ist die DAPI-Kernfirbung zu sehen, das mittlere Bild zeigt die infizierten, mit FITC
gefirbten Zellen. Rechts ist eine Uberlagerung der beiden anderen Bilder dargestellt.
Wie auch schon fiir Gelbfieber-Viren gezeigt, ist auch bei der Infektion von Zellen mit
Dengue-2-Viren kein inhibitorischer Einfluss von VEBP festzustellen. In Bilderreihe A
sind keine infizierten Zellen zu sehen, hier wurde zu den Zellen auch kein Virus
zugegeben. In Bilderreihe B wurde Dengue-2-Virus eingesetzt, jedoch ohne die
Anwesenheit von VEBP. Die Zellen sind zu nahezu 100 % infiziert. Wird nun VEBP
wihrend der Infektion und nach dem Mediumwechsel zugesetzt (Bilderreihen C bis G),
so ist keine signifikante Anderung der Infektionsrate zu beobachten. Auch in
Bilderreihe G, bei der der Zellkultur 160 pg/ml VEBP zugesetzt war, sind immer noch
nahezu 100 % der Zellen mit Dengue-2-Viren infiziert.

Dies bedeutet, dass auch bei hohen VEBP-Konzentrationen die Infektion von Zellen mit
Dengue-2-Virus nicht behindert wird. Damit wird auch hier, wie schon zuvor fiir die
Infektion von Zellen mit Gelbfieber-Virus, gezeigt, dass auch hohe VEBP-
Konzentrationen die Zellvitalitit nicht negativ beeinflussen und damit die Infektion von
Zellen beeintriachtigen. Dies ist ein weiterer Hinweis, dass die Neutralisation der HIV-1

Infektion auf die spezifische Interaktion von VEBP mit gp120 zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 15: Immunfluoreszenzoptischer Nachweis der Inhibition der Dengue-2-Infektion durch
VEBP. Vero B4-Zellen wurden in Deckglaser mit 8 Kavitaten ausgesat (25000/Kavitat) und nach 24 h
mit 1000 TCIDsy Dengue-2-Virus in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen VEBP infiziert (1 h).
Dann wurde das Medium gegen virusfreies mit Medium+ VEBP gewechselt. Nach 60 h wurden die Zellen
fixiert und die infizierten Zellen mit einem humanen Dengue-Positivserum sowie einem FITC-markiertem
sekundéren Antikorper angeféarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. Dargestellt in (A) bis (G) sind
die Ergebnisse mit verschiedenen VEBP-Konzentrationen: (A) = kein Zusatz, (B) = 0 pg/ml, (C) = 10
pg/ml, (D) = 20 pg/ml, (E) = 40 pg/ml, (F) = 80 pg/ml, (G) = 160 pg/ml. Es ist kein Effekt von VEBP
auf die Infektion von Zellen mit Dengue-2-Virus zu erkennen.
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4.2.4 Vitalitat von Vero B4-Zellen

Die zuvor (siehe 4.2.2) durchgefiihrten Experimente zur Vitalitit von TZM-bl-Zellen
wurden auch fiir die in den Infektionsexperimenten mit Dengue-2- und Gelbfieber-

Viren eingesetzten Vero B4-Zellen durchgefiihrt.

4.2.4.1 Lichtmikroskopische Beobachtungen

Vero B4-Zellen wurden auf Objekttriger mit 8 Kavititen ausgesit (25000/Kavitét).
Nach 24 Stunden wurde das Medium durch VEBP-enthaltendes Medium
unterschiedlicher Konzentration (zwischen 0 und 600 pg VEBP/ml) ausgetauscht und
fiir weitere 48 h inkubiert. Die Zellen wurden dann unter dem Lichtmikroskop
fotografiert, die Ergebnisse sind in Abbildung 16 dargestellt. Die Bilder zeigen Zellen
mit folgender VEBP-Konzentration: (A) ohne VEBP; (B) mit 600 pg/ml HSA
(Kontrolle); (C) mit 50 pg/ml VEBP; (D) mit 100 pg/ml VEBP; (E) mit 150 pg/ml
VEBP; (F) mit 200 pg/ml VEBP; (G) mit 300 pg/ml VEBP; (H) mit 400 pg/ml VEBP;
(I) mit 600 png/ml VEBP.

Die Bilder zeigen, dass sich Form und Aussehen der Zellen durch den VEBP-Zusatz
nicht verdndern. Auch bei Zugabe von 600 png/ml VEBP (Bild I) sehen die Zellen noch
vital aus und zeigen keine Anzeichen von Stress. Auffillig ist lediglich, dass das
Zellwachstum offensichtlich durch VEBP gehemmt wird. Wéhrend die Zellen in Bild
A bis E dhnlich dicht gewachsen sind (bis 150 ug/ml VEBP, Bild E), ldsst sich ab der
Zugabe von 200 pg/ml VEBP (Bild F) beobachten, dass der Zellrasen nicht so dicht
bewachsen ist wie ohne VEBP-Zusatz (Bild A). Mit weiterer Erhohung der
Konzentration von VEBP verstirkt sich der Effekt, bis er in Bild I bei 600 ng/ml VEBP
sehr deutlich zu Tage tritt. Beim Kontrollansatz mit der Zugabe von 600 ug/ml HSA in
Bild B ist kein Effekt zu beobachten.
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Abbildung 16: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Vero B4-Zellen nach 48-stiindiger Inkubation
mit unterschiedlichen Konzentrationen von VEBP. Vero B4-Zellen wurden in einer Zellkulturplatte
mit 96 Kavitaten ausgesat (15000 pro Kavitat). Nach 16 h wurde das Medium gegen Medium mit
verschiedenen Konzentrationen VEBP getauscht. Die Zellen wurden weitere 48 h bei 37 °C inkubiert und
dann fotografiert. Das Medium der Ansatze A bis | enthielt folgende Zuséatze:

(A): kein Zusatz;

(B): 600 pg/ml HSA;

(C): 50 pg/ml VEBP;

(D): 100 pg/ml VEBP;

(E): 150 pg/ml VEBP;

(F): 200 pg/ml VEBP;

(G) 300 pg/ml VEBP;

(H): 400 pg/ml VEBP;

(1): 600 pg/ml VEBP.
Die Vitalitat der Vero B4-Zellen scheint durch VEBP nicht beeintrachtigt zu werden. Bei Zugabe von
600 pug/ml VEBP (Bild 1) ist die Zelldichte nicht mehr so hoch wie in Bild A.
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4.2.4.2 *H-Thymidintest

Die in Abbildung 16 gezeigten lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen einen Effekt
von VEBP auf das Wachstum von Vero B4-Zellen. Deswegen wurde ein
*H-Thymidintest mit Vero B4-Zellen in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen
VEBP durchgefiihrt. Bei diesem Test wird der Einbau von Tritium-markiertem
Thymidin gemessen, wodurch sich das Zellwachstum quantifizieren ldsst.

Zundchst wurden TZM-bl-Zellen durch Austausch des Zellkulturmediums gegen FCS-
freies Medium fiir 24 h synchronisiert. Die synchronisierten Zellen wurden in einer
Mikrotiterplatte mit 96 Kavititen ausgesit, wiederum synchronisiert und dann fiir 24 h
mit VEBP-haltigem Medium unterschiedlicher Konzentration (0, 50, 100, 150, 200,
300, 400 und 600 ng VEBP/ml) inkubiert. Darauthin wurde in jede Kavitdt 0,2 puCi
*H-Thymidin gegeben. Nach weiteren 16 Stunden wurde der Versuch durch Einfrieren
der Zellen und anschliessende Auswertung des *H-Thymidin-Einbaus im Tritium-
Counter gestoppt. Das Ergebnis ist in Abbildung 17 dargestellt.

Die Abbildung zeigt deutlich den Einfluss von VEBP auf den Einbau von *H-Thymidin.
Bei Zugabe von 50 ng/ml VEBP ist noch kein Effekt zu sehen, jedoch sinkt der Einbau
bei Zugabe von 100 pg/ml VEBP auf etwa 78 % ab. Mit Erhohung der VEBP-
Konzentration verstdrkt sich der Effekt, bei Zugabe von 600 pg/ml verringert sich der
Einbau von *H-Thymidin um etwa 94 %. Bei der Kontroll-Zugabe von 600 pg/ml HSA

ist kein nennenswerter Effekt auszumachen.
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Abbildung 17: ®H-Thymidin-Tests von Vero B4-Zellen nach Inkubation mit unterschiedlichen
VEBP-Konzentrationen. Vero B4-Zellen wurden in einer Mikrotiterplatte mit 96 Kavitéten ausgesat
(15000/Kavitat). Nach 12 h wurden die Zellen durch einen Mediumwechsel auf FCS-freies Medium fur
20 Stunden synchronisiert. Nach 6-stiindiger Inkubation in FCS-haltigem Medium wurden die Zellen fir
24 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen VEBP inkubiert. Dann wurde in jede Kavitét 0,2 pCi
*H-Thymidin gegeben. Weitere 16 Stunden spater wurde der Test gestoppt und der *H-Thymidin-Einbau
gemessen. Der Einbau von *H-Thymidin verringert sich mit Erhéhung der VEBP-Konzentration. Eine
50 %ige Verringerung des Einbaus von °H-Thymidin ist bei einer VEBP-Konzentration von etwa
200 pg/ml zu sehen.
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4.2.4.3 Apoptose-Test

Durch die mit Vero B4-Zellen durchgefiihrten Apoptose-Tests sollte untersucht werden,
ob durch die Kultivierung der Zellen in Anwesenheit von VEBP der Anteil der
apoptotischen Zellen erhoht wird. Hierzu wurden Vero B4-Zellen synchronisiert, auf
Deckgldser mit acht Kavititen ausgesét, wiederum synchronisiert und dann fiir 48 h in
Anwesenheit unterschiedlicher VEBP-Konzentrationen im Kulturmedium (0, 300 und
600 pg/ml) inkubiert. Die Zellen wurden dann fixiert und apoptotische Zellen konnten
mit Hilfe des In Situ Cell Death Detection kits fluoreszenzmarkiert werden. Als
Positivkontrolle wurden Zellen benutzt, deren Kern-DNA mit DNase I fiir 15 Minuten
vor der Fluoreszenzmarkierung verdaut wurde. Die Zellkerne wurden mit DAPI geférbt
und die Zellen im Fluoreszenzmikroskop fotografiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung
18 dargestellt. Im jeweils linken Bild ist die Kernfarbung dargestellt, durch die alle
Zellen gefarbt sind und die dadurch zur Ermittlung der Gesamtzahl der Zellen benutzt
wurde. Das mittlere Bild zeigt die fluoreszenzmarkierten apoptotischen Zellen. Eine
Uberlagerung beider Bilder ist im rechten Bild dargestellt.

Die Bilder zeigen sehr deutlich, dass durch VEBP keine Zunahme der Apoptose-
Haufigkeit auszumachen ist. Ohne VEBP-Zusatz sind keine apoptotischen Zellen zu
finden. Auch bei der Zugabe von 300 oder 600 pg/ml VEBP sind keine apoptotischen
Zellen auszumachen. Bei der Positivkontrolle in der Bilderreihe D wird deutlich
gezeigt, dass der Test richtige Ergebnisse liefert, hier sind alle Zellen
fluoreszenzmarkiert.

Die durchgefiihrten Tests zur Vitalitdt von Vero B4-Zellen zeigen, dass VEBP keine
toxische Wirkung auf die Zellen hat. Der 3H-Thymidin Test deutet auf einen negativen
Einfluss von VEBP auf das Zellwachstum hin. Die ersten messbaren Effekte treten bei
VEBP-Konzentrationen von 100 pg/ml auf. Dieser Effekt hatte aber keinen negativen
Einfluss auf die Virusreplikation von Dengue-2 Viren und Gelbfieber-Viren, auch nicht

bei Konzentrationen von 160 pg/ml VEBP.
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DAPI FITC DAPI + FITC

Abbildung 18: Apoptosetest von Vero B4-Zellen nach Inkubation mit unterschiedlichen VEBP-
Konzentrationen. Vero B4-Zellen wurden auf einem Deckglas mit 8 Kavitaten ausgesat (25000/Kavitat).
Nach 12 Stunden wurden die Zellen durch einen Mediumwechsel auf FCS-freies Medium flir 20 Stunden
synchronisiert. Nach 6-stindiger Inkubation in FCS-haltigem Medium wurden die Zellen fir 48 Stunden
mit unterschiedlichen Konzentrationen VEBP inkubiert. Die Zellen wurden fixiert und apoptotische
Zellen durch den Einbau fluoreszenzmarkierter Nukleotide angeféarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI
gefarbt. VEBP-Konzentrationen:

(A): 0 pg/ml VEBP

(B): 300 pg/ml VEBP

(C): 600 pg/ml VEBP

(D) zeigt die Positivkontrolle. Hier wurde die Zellkern-DNA durch DNase | verdaut und

anschliessend wie in (A) bis (C) gefarbt.
Durch die Zugabe von VEBP konnte keine Erhéhung der Apoptose-Rate bei Vero B4-Zellen festgestellt

werden.
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4.2.5 SPR-Messungen der VEBP—gp120 Interaktion

Die bisherigen SPR-Untersuchungen wurden jeweils mit VEBP und gp120 IIIB
durchgefiihrt. Beim HIV-Stamm IIIB handelt es sich um CXCR4-tropen Stamm, das
heisst, Viren dieses Stammes konnen nur Zellen infizieren, die CXCR4 auf ihrer
Oberfldche tragen. Gerade kurz nach der Infektion mit HIV kdnnen im Serum infizierter
Personen jedoch nur Viren mit CCRS5-Tropismus nachgewiesen werden. Viren mit
unterschiedlichem Tropismus unterscheiden sich vor allem in ihrem gp120-Hiillprotein,
und innerhalb des gp120 vor allen Dingen in der Sequenz und Gesamtnettoladung der
V3-Schleife. CCR5-trope Viren haben in der Regel eine gp120-V3-Schleife mit einer
Gesamtnettoladung von etwa +3, widhrend CXCR4-trope Viren in der Regel eine
gp120-V3-Schleife mit einer Gesamtnettoladung von etwa +7 aufweisen. Dualtrope
Viren, die beide Corezeptoren nutzen konnen, haben in der Regel -eine
V3-Gesamtnettoladung von etwa +5. Die enorme Bedeutung der V3-Schleife fiir den
Tropismus von HIV wird durch die Tatsache belegt, dass durch den alleinigen
Austausch der V3-Schleife eines R5-tropen Virus gegen die V3-Schleife eines
X4-tropen Virus der Tropismus des HI-Virus von R5 zu X4 verdndert wird. In den
weiteren Experimenten soll untersucht werden, ob der Tropismus des Virus eine Rolle
fiir die Interaktion mit VEBP spielt.

Hierfiir wurden &dquimolare Mengen von 3 unterschiedlichen gp120 (Stamm IIIB,
Stamm SF2 und Stamm MN) durch Aminkopplung auf der Oberfldche eines
CMS5-Sensorchips immobilisiert. Auf der Referenzoberfliche wurde eine dquimolare
Menge HSA immobilisiert. Die Interaktion von gp120 mit VEBP wurde durch Injektion
(6 min) unterschiedlicher VEBP-Konzentrationen auf die jeweilige gp120 sowie die
Referenzoberfliche gemessen. Mit Hilfe der Bia-Evaluation Software wurden die
Sensorgramme der Referenzoberfliche von den jeweiligen Sensorgrammen der
gp120-Oberflache abgezogen (gpl20-Interaktion — HSA-Interaktion). Dargestellt in
Abbildung 19 sind die gemessenen referenzsubstrahierten RU, die 120 s nach dem
Injektionsende der jeweiligen Proteinlosung bestimmt wurden. Die Abbildung zeigt zur
besseren Ubersicht exemplarisch nur die Ergebnisse fiir die VEBP-Konzentration von
10 pg/ml. Bei allen anderen Konzentrationen waren die absoluten Werte zwar
unterschiedlich, im Verhéltnis zueinander jedoch sehr dhnlich wie in Abbildung 19
dargestellt (Daten nicht gezeigt).

Es ist ein deutlicher Unterschied in der Bindung von VEBP an die verschiedenen gp120
zu erkennen. Am stérksten ist die Interaktion mit dem X4-tropen gpl20 IIIB. Die
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V3-Schleife dieses gp120 weist mit +9 auch die hochste Gesamtnettoladung auf. Die
Interaktion mit dem ebenfalls X4-tropen gp120 vom Stamm SF2 betrdgt nur noch etwa
90 % der Intensitdt der Interaktion von VEBP mit gp120 IIIB. Die beiden Stimme
unterscheiden sich zwar nicht in dem Tropismus, jedoch hat die V3-Schleife von gp120
SF2 mit +7 eine niedrigere Gesamtnettoladung. Am schwichsten ist die Interaktion von
VEBP mit dem RS5-tropen gpl120 MN. Hierbei handelt es sich um einen R5-tropen
HIV-Stamm mit einer Gesamtnettoladung der V3-Schleife von +3. Die Stirke der
Interaktion entspricht in etwa nur noch 65 % der Interaktion zwischen VEBP und gp120
IIIB. Die Stéirke der Interaktion von VEBP mit gp120 scheint also vom Tropismus und

hierbei insbesondere von der Gesamtnettoladung der V3-Schleife abzuhédngen.
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Abbildung 19: SPR-Bindungstest von verschiedenen HIV-gp120 mit VEBP. Aquimolare Mengen von
3 unterschiedlichen gp120 (Stamm [1IB, Stamm SF2 und Stamm MN, dargestellt ist auch die
Gesamtnettoladung der jeweiligen V3 Schleife) wurden durch Aminkopplung auf der Oberflache eines
CM5-Sensorchips immobilisiert. Auf der Referenzoberflaiche wurde eine &quimolare Menge HSA
immobilisiert. Durch Injektion (6 min bei 10 pl/min) von 10 pg/ml VEBP auf die jeweilige
gp120-Oberflache sowie die Referenzoberfliche wurde die Interaktion gemessen. Mit Hilfe der Bia-
Evaluation Software wurden die Sensorgramme der Referenzoberfliche von den jeweiligen
Sensorgrammen  der  gpl20-Oberflache  abgezogen. Dargestellt sind die  gemessenen
referenzsubstrahierten RU. Dies entspricht der VEBP-Menge, die 120 s nach Beginn der
Dissoziationsphase an den Sensorchip gebunden war. Es ist zu sehen, dass die Bindung von VEBP an
gp120 mit héherer positiver Gesamtnettoladung der V3 Schleife starker wird.
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4.2.6 Neutralisationstests verschiedener HI-Viren mit VEBP

Die in Abschnitt 4.2.5 aufgefiihrten Ergebnisse lassen vermuten, dass die
Neutralisationseffizienz von VEBP vom Tropismus des jeweiligen HI-Viruses abhéngt.
Aus diesem Grund wurden Inhibitionsexperimente mit VEBP und unterschiedlichen
HI-Viren durchgefiihrt. Es wurden hierbei die Viren NL918, NL930, NL952 und
NL952-15 verwendet. Bei allen Viren handelt es sich um NL4-3-Viren, bei denen die
V3-Schleife gegen die von HIV-1 Patientenisolaten ausgetauscht wurde. Bei NL952-15
ist die Glycosylierungsstelle gl5 durch site-directed mutagenesis (Austausch des
N-Codons gegen das von Q) mutiert. NL918 ist ein R5-tropes, NL930 ein X4-tropes
und NL952 ein dualtropes Virus. Durch die Mutation der Glycosylierungsstelle g15 hat
NL952-15 die Féhigkeit zur Nutzung von CCRS als Corezeptor verloren und ist
deswegen ein X4-monotropes Virus (eine Ubersicht der verwendeten Viren findet sich
in Abschnitt 2.5 auf Seite 20).
Die verwendeten virushaltigen Zellkulturiiberstinde wurden durch Transfektion von
HeLa-Zellen mit den das jeweilige Virus codierenden pNL4-3-Plasmiden hergestellt.
Die entsprechenden Plasmide waren in der Arbeitsgruppe durch die vorherige Arbeit
von Svenja Polzer bereits vorhanden. Nach der Transfektion (48 h) wurden die
virushaltigen Zellkulturiiberstinde geerntet und die TCIDsy der Virusiiberstinde
bestimmt. Fiir die Inhibitionsversuche wurden TZM-bl Zellen in Mikrotiterplatten mit
96 Kavititen ausgesit und 24 h spiter in Anwesenheit unterschiedlicher
Konzentrationen VEBP mit den jeweiligen Viren infiziert. 48 h nach Infektion wurden
die Zellen fixiert, infizierte Zellen konnten durch Farbung mit X-Gal nachgewiesen und
ausgezihlt werden. Das Ergebnis dieser Versuche ist in Abbildung 20 dargestellt. Die
Anzahl infizierter Zellen in Abwesenheit von VEBP wurde als 100 % definiert, die
Anzahl der infizierten Zellen in Anwesenheit von VEBP entsprechend auf diesen Wert
normiert.
Man erkennt deutlich die je nach Tropismus des jeweiligen HI-Viruses unterschiedliche
Neutralisationsaktivitit von VEBP. Das R5-trope Virus NL918 wird erst bei einer
VEBP-Konzentration von 32 pg/ml zu 30 % neutralisiert und bei 64 pg/ml zu 65 %. Die
ECso liegt also bei etwa 50 pg/ml. Eine vollstindige Neutralisation ist auch bei der
hochsten eingesetzten VEBP-Konzentration von 128 pug/ml nicht zu beobachten, wenn
auch die Neutralisation hier auf 98 % ansteigt. Das X4-trope Virus NL930 dagegen
wird schon bei 4 pg/ml VEBP zu etwa 50 % neutralisiert, die ECs liegt also bei etwa
4 pg/ml. Bei 32 pg/ml wird die Virusinfektion zu 99 % neutralisiert, bei hoheren
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VEBP-Konzentrationen (ab 64 ug/ml) sogar vollstindig. Die Ergebnisse fiir das
dualtrope Virus NL952 zeigen eine 40 %ige Neutralisation der Infektion bei 16 pg/ml
VEBP, bei 32 pg/ml steigt der Wert auf etwa 70 %. Die ECsy liegt also etwa bei
20 pg/ml. Dieser Wert liegt zwischen den beiden beobachteten Werten fiir die
monotropen X4- und R5-Viren. Eine vollstindige Neutralisation ist wie schon bei
NL918 auch bei der maximal eingesetzten VEBP-Konzentration von 128 pg/ml nicht zu
beobachten, hier liegt der Neutralisationswert bei 99 %. Sehr interessant sind die
Ergebnisse fiir das Virus NL952-15. Die Mutation der Glycosylierungsstelle g15 hat
nicht nur einen verdnderten Tropismus, sondern auch einen Einfluss auf die
Neutralisation durch VEBP zur Folge. Die Virusinfektion wird bereits bei einer VEBP-
Konzentration von 16 pg/ml zu etwa 90 % inhibiert, wihrend die Infektion des voll
glycosylierten NL952 bei dieser Konzentration nur zu etwa 40 % inhibiert wird. Bei
8 ug/ml VEBP wird die Infektion von NL952-15 bereits zu etwa 45 % inhibiert. Die
ECs liegt also etwa bei 10 pg/ml VEBP. Eine vollstindige Inhibition der Infektion von
NL952-15 lédsst sich bereits bei 32 pg/ml VEBP beobachten. Es lédsst sich also
feststellen, dass das Neutralisationsprofil des Virus typisch fiir das eines X4-tropen
Virus wie NL930 ist. Dies wird durch eine einzelne Punktmutation in der
Aminosduresequenz der V3-Schleife, die die Deletion einer Glycosylierungsstelle,

jedoch keine Verdnderung in der Gesamtnettoladung zur Folge hat, hervorgerufen.
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Abbildung 20: Neutralisationstests von verschiedenen HI-Viren mit VEBP. TZM-bl-Zellen wurden in
Mikrotiterplatten mit 96 Kavitaten Uberfiihrt (20000/Kavitat). Nach 24 h wurden die Zellen mit den
jeweiligen Viren bei unterschiedlichen VEBP-Konzentrationen infiziert. Weitere 48 h spéter wurden die
Zellen fixiert, die infizierten Zellen mit X-Gal angefarbt und ausgezahlt.

Es ergeben sich folgende ECso-Werte: NL918: 50 pg/ml VEBP; NL930: 4 pg/ml VEBP; NL952: 20 ug/ml
VEBP; NL952-15: 10 pg/ml VEBP.
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4.2.7 Bindungsstudien mit intakten Virusmutanten

4.2.7.1 Etablierung der Testmethode

Die zuvor dargestellten Ergebnisse der unterschiedlich starken Neutralisation von
HIV-1 Glycosylierungsmutanten durch VEBP weisen auf eine unterschiedliche
Interaktion von VEBP mit den HIV-Mutanten hin. Um dies genauer zu untersuchen,
sollte eine Methode entwickelt werden, mit der intakte Virusmutanten in einem
SPR-Test eingesetzt werden konnen. Dieser Test hat den Vorteil, dass die Interaktion
von VEBP mit gp120, welches in seiner natiirlichen Umgebung in der Virusmembran
vorliegt, untersucht werden kann.

Zunichst musste iiberpriift werden, ob aufgrund der im Vergleich zu Proteinen, die
normalerweise in SPR-Experimenten als Analyt eingesetzt werden, sehr viel grofleren
Masse und GroBle von kompletten HI-Virionen eine Interaktionsmessung mittels SPR
tiberhaupt mdoglich ist. Hierzu wurde HSA mittels Aminkopplung auf der Oberflache
eines CM5-Sensorchips immobilisiert. Das kovalent gekoppelte HSA wurde dann
ausserhalb des SPR-Gerdtes fiir 15 min bei 0 °C mit dem 500 fachen molaren
Uberschuss HOCI zu VEBP modifiziert. Der Sensorchip wurde wieder eingesetzt und
war nun fiir die Interaktionsmessungen mit HI-Virionen bereit. Die Viren wurden durch
Transfektion von HeLa-Zellen mit den entsprechenden pNL4-3-Plasmiden generiert.
48 h nach Transfektion wurden die Virus enthaltenden Zellkulturiiberstinde geerntet.
Die Viren wurden durch Zugabe von PEG6000 gefillt und sedimentiert, das Sediment
wurde in PBS wieder aufgenommen und die Viruskonzentration der erhaltenen
Suspension wurde mit einem p24-Antigen-ELISA bestimmt. Die Fallung und die
dadurch erreichte Aufreinigung der Viren aus den Uberstinden war nétig, weil die
unbehandelten virushaltigen Zellkulturiiberstidnde fiir SPR-Interaktionsmessungen nicht
geeignet waren. Die Virussuspension konnte nun auf den mit VEBP gekoppelten
Sensorchip injiziert werden. Das Ergebnis ist in Abbildung 21 dargestellt. Als Beispiel
wurde hier die 6 miniitige Injektion eines 30 ng/ml p24 enthaltenden NL4-3
Virustiiberstandes gezeigt.

Man kann erkennen, dass es tatsdchlich mdglich ist, komplette HI-Virionen fiir
SPR-Messungen einzusetzen. Die Abbildung zeigt ein sehr sauberes Sensorgramm, das
fiir zu grosse Molekiile typische Flackern oder Wackeln des Signals wéhrend der
Messung tritt nicht auf. Das Sensorgramm zeigt auch, dass tatsidchlich eine Interaktion

zwischen VEBP und dem Virus gemessen wird. Wéhrend der Injektion der
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Virussuspension zwischen 0 und 360 s sieht man eine SPR-typische, sich immer
langsamer einem Maximum ndhernde Assoziationskurve, nach Ende der Injektion ab
360 s ist die typische, zunidchst schnell, dann immer langsamer abfallende
Dissoziationskurve zu sehen. Aufgrund dieser positiven Ergebnisse wurden weitere

Messungen mit unterschiedlich glycosylierten HI-Virionen unternommen.
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Abbildung 21: Darstellung einer SPR-Beispielmessung von HI-Viren (NL4-3 -13/15/17) mit VEBP.
VEBP wurde auf einem CM5-Sensorchip mittels Aminkopplung immobilisiert. Auf diese Oberflache
wurde fir 6 min ein PEG-gefallter NL4-3 Virusuberstand injiziert, der einer Konzentration von
30 ng/ml p24 entsprach.
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4.2.7.2 SPR-Untersuchungen mit unterschiedlich glycosy-
lierten HI-Viren

HSA wurde mittels Aminkopplung auf der Oberfliche eines CMS5-Sensorchips
immobilisiert. Das kovalent gekoppelte HSA wurde dann ausserhalb des SPR-Gerites
fiir 15 min bei 0 °C mit dem 500-fachen molaren Uberschuss HOCl zu VEBP
modifiziert. Der Sensorchip wurde wieder eingesetzt und war nun fiir die
Interaktionsmessungen mit HI-Virionen bereit. Um zur Kontrolle auch die Interaktion
der Viren mit CD4 messen zu konnen, wurde auf eciner anderen Flusszelle des
Sensorchips CD4 mittels Aminkopplung immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde auf
einer dritten der vier Flusszellen des Sensorchips HSA immobilisiert. Die durch
Injektion der Viren auf die HSA-Flusszelle erhaltenen Sensorgramme wurden von den
Sensorgrammen der VEBP- bzw. CDA4-Flusszelle mit Hilfe der Bia-Evaluation-
Software abgezogen. Die Viren wurden durch Transfektion von HeLa-Zellen mit den
entsprechenden pNL4-3-Plasmiden generiert. 48 h nach Transfektion wurden die Virus
enthaltenden Zellkulturiiberstinde geerntet. Die Viren wurden durch Zugabe von
PEG6000 gefdllt und sedimentiert, das Sediment wurde in PBS wieder aufgenommen
und die Viruskonzentration der erhaltenen Suspension wurde mit einem p24-Antigen-
ELISA bestimmt. Die Virussuspension konnte nun fiir SPR-Messungen eingesetzt
werden. Dargestellt in Abbildung 22 sind die referenzsubstrahierten RU-Werte 120 s
nach Ende der Virusinjektion.

Man erkennt, dass HIV-NL4-3 konzentrationsabhingig mit VEBP wie auch mit CD4
interagiert. Bei Injektion einer Virussuspension mit einer Konzentration von 30 ng p24
binden etwa 65 RU an die VEBP-Zelle, wihrend an die CD4-Zelle etwa 15 RU Virus
binden. Bei Injektion von 60 ng p24 erhdhen sich die Werte auf 118 RU (VEBP) bzw.
28 RU (CD4). Die Verstirkung der Bindung bei Erhhung der Viruskonzentration ist
bei der CD4- als auch bei der VEBP-Flusszelle in etwa gleich stark, dies ist ein Zeichen

fiir eine virusspezifische Interaktion.
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Abbildung 22: SPR-Bindungstests von HIV-NL4-3 mit immobilisiertem VEBP bzw. CDA4.
Aguimolare Mengen VEBP, CD4 sowie HSA (Referenzoberflache) wurden auf 3 verschiedenen
Flusszellen eines CM5-Sensorchips immobilisiert. Auf jede der Flusszellen wurde fir 6 min bei einer
Flussrate von 10 pl/min PEG-geféllter NL4-3 Virusuberstand in verschiedenen Konzentrationen (30 und
60 ng/ml p24) injiziert. Dargestellt sind die Bindungswerte in RU nach Abzug der Bindung des
Virustiberstandes an die HSA-Referenzoberflache.
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In weiteren Versuchen wurde HSA mittels Aminkopplung auf der Oberfliche eines
CM5-Sensorchips immobilisiert. Das kovalent gekoppelte HSA wurde dann ausserhalb
des SPR-Geriites fiir 15 min bei 0 °C mit dem 500 fachen molaren Uberschuss HOCI zu
VEBP modifiziert. Der Sensorchip wurde wieder eingesetzt und war nun fiir die
Interaktionsmessungen mit HI-Virionen bereit. Als Negativkontrolle wurde auf einer
anderen Flusszelle des Sensorchips HSA immobilisiert. Die durch Injektion der Viren
auf die HSA-Flusszelle erhaltenen Sensorgramme wurden von den Sensorgrammen der
VEBP-Flusszelle mit Hilfe der Bia-Evaluation-Software abgezogen. Die Viren wurden
durch Transfektion von HeLa-Zellen mit den entsprechenden pNL4-3-Plasmiden
generiert. 48 h nach Transfektion wurden die Virus enthaltenden Zellkulturiiberstinde
geerntet. Die Viren wurden durch Zugabe von PEG6000 gefillt und sedimentiert, das
Sediment wurde in PBS wieder aufgenommen und die Viruskonzentration der
erhaltenen Suspension wurde mit einem p24-Antigen-ELISA bestimmt. Die
Virussuspension konnte nun fiir SPR-Messungen eingesetzt werden. Dargestellt in
Abbildung 23 sind die referenzsubstrahierten RU-Werte 120s nach Ende der
Virusinjektion.

Bei beiden untersuchten Virusmutanten ist eine konzentrationsabhéngige Interaktion
mit VEBP zu sehen. Die Interaktion mit VEBP des weniger glycosylierten
NL4-3-13/15/17 ist bei allen eingesetzten Konzentrationen in etwa 10 mal héher als die
VEBP-Interaktion des voll glycosylierten NL4-3, obwohl die Gesamtnettoladung der
V3-Schleife bei beiden Viren identisch ist. Dies ist ein weiterer Hinweis zur Stiitzung
der Hypothese, dass die Zuckerreste der V3-Region durch Interaktion mit positiven
Aminosduren deren Ladungen abschirmen konnen und die V3-Region dadurch weniger
positiv geladen erscheinen lassen. Durch dieses Modell ldsst sich der Einfluss der

Glycane der V3-Region auf den Corezeptortropismus erkldren.
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Abbildung 23: SPR-Bindungstests von verschieden glycosylierten HI-Viren mit VEBP. Aquimolare
Mengen VEBP und HSA (Referenzoberflache) wurden auf 2 verschiedenen Flusszellen eines
CM5-Sensorchips immobilisiert. Auf jede der Flusszellen wurde fiir 6 min bei einer Flussrate von
10 pl/min PEG-gefallter NL4-3 Virusuberstand und NL4-3 —g13/15/17 Virusiberstand in verschiedenen
Konzentrationen (2, 4 und 8 ng/ml p24) injiziert. Dargestellt sind die Bindungswerte in RU nach Abzug
der Bindung des Virusuberstandes an die HSA-Referenzoberflache.
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4.3 Inhibition der West-Nil Virus-Infektion
durch VEBP

In den bisherigen Versuchen mit HIV-1 hat sich gezeigt, dass VEBP antivirale
Eigenschaften gegen das HIV-1 besitzt. In den folgenden Versuchen soll nun untersucht
werden, ob sich die antiviralen Eigenschaften auf die HIV-Infektion beschrianken oder
ob auch eine inhibierende Wirkung auf die Infektion von Zellen mit anderen Viren zu
beobachten ist. Hierzu sollte nun zunichst in SPR-Messungen die Interaktion von

VEBP mit der B-Domine des West-Nil Virus E-Proteins untersucht werden.

4.3.1 Expression und Aufreinigung der West-Nil B-Domane

Die B-Doméne (Doméne III) des West-Nil Virus E-Proteins wurde von Diana Ludolfs
als gereinigtes His-Tag Fusionsprotein zur Verfiigung gestellt. Die Reinheit des
aufgereinigten Proteins wurde durch eine SDS-PAGE iiberpriift. Das Ergebnis ist in
Abbildung 24 A dargestellt. Teil B der Abbildung zeigt die Aminosduresequenz der
B-Domaéne.

Anhand der Gelauftragung erkennt man, dass das Protein eine sehr hohe Reinheit
aufweist. Oberhalb der Proteinbande bei 13 kDa sind nur leichte Spuren von
Verunreinigungen zu erkennen. Mit diesem hochrein aufgereinigten Protein wurden die

weiteren SPR-Interaktionsmessungen durchgefiihrt.

79



Ergebnisse

AKD M WNB

40 =

30 — | a——

25 =] se——— B

2() 1 ———
001 -mdiginsdpn ssTTYGVCSK
021 -AFKFARTPAD TGHGTVVLEL

154 041-QYTGTDGPCK VPISSVASLN

— 061-DLTPVGRLVT VNPFVSVATA

081-NSKVLIELEP PFGDSYIVVG

10 - 101-RGEQQINHHW HKSlehhhhh
111-h

Abbildung 24: Expression und Aufreinigung der West-Nil B-Doméne.
(A): SDS-PAGE von His-Tag affinitatsgereinigtem WNB-Protein. Das Protein hat die erwartete
Grosse von etwa 13 kDa. Man erkennt die sehr saubere Aufarbeitung des Proteins.
(B): Sequenz des aufgereinigten B-Doménen-Proteins. Die Aminoséuresequenz der B-Doméne

ist gross geschrieben.
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4.3.2 SPR-Untersuchungen der B-Doméane mit VEBP

Mit der aufgereinigten West-Nil B-Doméne (siche 4.3.1) wurden Interaktions-
messungen mit VEBP durchgefiihrt. Die B-Doméne eignet sich insofern sehr gut fiir
diese Messungen, da ein Grossteil der neutralisierenden Antikorper bei einer West-Nil
Virus Infektion gegen diese Doméne gerichtet ist. Sie scheint also fiir die Infektion eine
wichtige Rolle zu spielen. Wenn eine Interaktion von VEBP mit dieser Doméne zu
messen ist, kann dies als ein Hinweis auf eine mogliche West-Nil neutralisierende
Eigenschaft von VEBP gedeutet werden. Fiir die Interaktionsmessungen wurde
zundchst die B-Domine durch Aminkopplung auf der Oberfliche eines CMS5-
Sensorchips immobilisiert. Auf einer anderen Flusszelle des Sensorchips wurde
ebenfalls mittels Aminkopplung HSA immobilisiert. Das kovalent gekoppelte HSA
wurde dann ausserhalb des SPR-Gerites fiir 15 min bei 0 °C mit dem 500-fachen
molaren Uberschuss an HOCI zu VEBP modifiziert. Die Interaktions-messungen
wurden also sowohl mit immobilisiertem VEBP als auch immobilisierter West-Nil B-
Domine durchgefiihrt. Als Negativkontrolle fiir alle Messungen wurde auf einer
weiteren Flusszelle des Sensorchips reines HSA immobilisiert. Die durch Injektion von
VEBP bzw. West-Nil B-Domine auf die HSA-Flusszelle erhaltenen Sensorgramme
wurden von den Sensorgrammen der B-Domédnen- bzw. VEBP-Flusszelle mit Hilfe der
Bia-Evaluation-Software abgezogen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 25 dargestellt.
In den Teilen A und B der Abbildung sind die Ergebnisse der Interaktionsmessungen
mit immobilisiertem VEBP dargestellt. Teil A zeigt die referenzsubstrahierten
Sensorgramme der Injektion von 2, 10 und 50 pg/ml der West-Nil B-Doméne. Es ist
deutlich eine konzentrationsabhéngige Interaktion mit VEBP zu erkennen. Im
Gegensatz dazu ist bei den Kontrollinjektionen (2, 10 und 50 und 250 pg/ml) von HSA,
die in Teil B dargestellt sind, keine Interaktion zu sehen. Diese Ergebnisse sind in Teil
E der Abbildung noch einmal in einem Balkendiagramm zusammengefasst. Die
dargestellten RU-Werte entsprechen den jeweiligen Werten 120 s nach Ende der
Injektion. Die gleichen Ergebnisse zeigen sich, wenn die B-Domidne auf der
Sensorchipoberfliche immobilisiert und VEBP bzw. HSA als Analyten benutzt werden
(Teile C und D in Abbildung 25). Auch hier siecht man in den referenzsubstrahierten
Sensorgrammen eine konzentrationsabhéngige Interaktion zwischen VEBP und B-
Domine (Teil C, VEBP-Konzentration 2, 10 und 50 pg/ml), jedoch nicht bei Injektion
von HSA (Teil D, 2, 10, 50 und 250 pg/ml). Auch diese Ergebnisse sind zur besseren
Ubersicht in Teil F der Abbildung noch einmal zusammengefasst.
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Abbildung 25: Darstellung der SPR-Bindungsdaten der West-Nil B-Domane mit VEBP.

Teil A und B: VEBP wurde auf einem CM5-Sensorchip mittels Aminkopplung immobilisiert. Die West-Nil
B-Domane (A, Konzentrationen von oben nach unten: 50 pg/ml, 10 pug/ml und 2 pg/ml) bzw. HSA (B,
Konzentrationen 2, 10, 50 und 250 pg/ml) wurden fir 6 min injiziert. Die Ergebnisse sind in Teil E
zusammengefasst.

Teil C und D: West-Nil B-Doméne wurde auf einem CMb5-Sensorchip mittels Aminkopplung
immobilisiert. VEBP (C, Konzentrationen von oben nach unten: 50 pg/ml, 10 pg/ml und 2 pg/ml VEBP)
bzw. HSA (D, Konzentrationen 2, 10, 50 und 250 pg/ml) wurden fiir 6 min injiziert. Die Ergebnisse sind
in Teil F zusammengefasst.

82



Ergebnisse

4.3.3 Inhibition der West-Nil Virus Infektion durch VEBP

Nachdem in den SPR-Experimenten eine Interaktion zwischen VEBP und der
B-Doméne des E-Proteins von West-Nil Virus nachgewiesen werden konnte, sollte nun
untersucht werden, ob diese Interaktion auch Auswirkungen auf die Infektion von
Zellen durch das Virus hat. Hierzu wurden Vero B4-Zellen in Deckglidser mit
8 Kavititen ausgesit (25000/Kavitit). Nach 24 h wurden diese mit 6000 TCIDs, West-
Nil Virus in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen VEBP infiziert (1 h). Das
Medium wurde gegen virusfreies mit entsprechender VEBP-Konzentration gewechselt
und die Zellen nach weiteren 60 h mit Methanol fixiert. Die infizierten Zellen liessen
sich mit einem anti-West-Nil-E-Protein sowie einem FITC-markiertem sekundéren
Antikérper anfirben. Um alle Zellen, auch die nicht infizierten, im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen, wurden die Zellkerne mit DAPI geférbt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 26 dargestellt. Im jeweils linken Bild ist die Kernfarbung
zu sehen, durch die alle Zellen gefarbt sind und die dadurch zur Ermittlung der
Gesamtzahl der Zellen benutzt wurde. Das mittlere Bild zeigt die FITC-markierten
infizierten Zellen. Eine Uberlagerung beider Bilder ist im rechten Bild dargestellt. Die
Bilderreihe A zeigt die Negativkontrolle mit nicht infizierten Zellen, in B bis G sind
infizierte Zellen in Anwesenheit verschiedener VEBP-Konzentrationen (B: 0 pg/ml,
C: 10 pg/ml, D: 20 pg/ml, E: 40 pg/ml, F: 80 pg/ml, G: 160 pg/ml) dargestellt.

Anhand der Fluoreszenzaufnahmen ist deutlich der inhibitorische Effekt von VEBP auf
die Infektion von Zellen mit West-Nil Virus zu sehen. Eine genaue Auswertung der
Gesamtzahl sowie der Zahl der infizierten Zellen fiir die Bilderreihen von Abbildung 26
ist in Tabelle 1 dargestellt. Wahrend in Abwesenheit von VEBP 98,5 % der Zellen
infiziert sind, ist ab einer VEBP-Konzentration von 80 pg/ml eine vollstandige
Inhibition der Infektion zu beobachten. Bei geringeren VEBP-Konzentrationen nimmt
der Anteil der infizierten Zellen zu, je weniger VEBP eingesetzt wurde. Die ECs liegt
bei etwa 15 pg/ml (bei 10 pg/ml VEBP sind 53,3 % der Zellen infiziert, bei 20 pg/ml
VEBP sind 47,7 % der Zellen infiziert).
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DAPI FITC DAPI + FITC

Abbildung 26: Immunfluoreszenzoptischer Nachweis der Inhibition der West-Nil Virus Infektion
durch VEBP. Vero B4-Zellen wurden in Deckgléser mit 8 Kavitaten ausgesat (25000/Kavitat) und nach
24 h mit 6000 TCIDs, West-Nil Virus in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen VEBP infiziert (1 h).
Dann wurde das Medium gegen virusfreies mit entsprechender VEBP-Konzentration gewechselt. Nach
60 h wurden die Zellen fixiert und die infizierten Zellen mit einem anti-WN-E-Protein sowie einem FITC-
markiertem sekundéren Antikdrper angefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI geféarbt. Dargestellt in (A)
bis (G) sind die Ergebnisse mit verschiedenen VEBP-Konzentrationen: (A) = mock-Infektion,
(B) =0 pg/ml, (C) = 10 pg/ml, (D) = 20 pg/ml, (E) = 40 pg/ml, (F) = 80 pg/ml, (G) = 160 pug/ml.

Bei VEBP-Konzentrationen >40 pg/ml wird das West-Nil Virus vollstéandig neutralisiert.
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[VEBP] [pg/ml] # Zellen davon infiziert Anteil

0 67 66 98,5 %
10 49 26 53,1 %
20 111 53 47,7 %
40 59 20 33,9 %
80 88 0 0%
160 86 0 0%

Tabelle 1: Auswertung der Ergebnisse aus Abbildung 26. # = Anzahl.

4.3.4 Inhibition der West-Nil Infektion bei Zugabe von
VEBP zu verschiedenen Zeitpunkten

In den SPR-Untersuchungen mit der B-Doméne des E-Proteins von West-Nil Virus mit
VEBP konnte die Interaktion zwischen beiden Proteinen nachgewiesen werden. Die
darauf folgenden Inhibitionsversuche zur Infektion von Zellen mit West-Nil Virus legen
den Schluss nahe, dass die Infektion mit West-Nil Virus aufgrund der Interaktion von
E-Protein und VEBP erfolgt und damit das Eindringen des Virus in die Zielzellen
verhindert wird. Dies soll in den folgenden Versuchen weiter untersucht werden. Wenn
durch VEBP tatsdchlich das Eindringen unterbunden wird, dann miissten bei Zugabe

von VEBP kurz nach dem Eindringen der Viren in die Zellen zwar nicht diese initialen
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Infektionen, jedoch die folgenden, durch Virusproduktion in den infizierten Zellen
verursachten Infektionen verhindert werden. Um dies zu untersuchen wurden zunichst
Vero B4-Zellen auf Deckgldser mit 8 Kavititen ausgesit (25000/Kavitéit). Nach 24 h
wurden die Zellen mit einer 1000 TCIDsy entsprechenden Virusmenge infiziert. 1 h
spater wurde das Kulturmedium gegen virusfreies Medium gewechselt. Weitere 60 h
spater wurden die Zellen mit Methanol fixiert und die infizierten Zellen mit einem
Antikorper gegen das E-Protein von West-Nil Virus sowie einem FITC-markiertem
sekunddren Antikorper angefdrbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefirbt, um die
Gesamtzahl der Zellen im Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 27 dargestellt. Die DAPI-Farbung ist jeweils in der linken Spalte
gezeigt, die FITC-Fluoreszenz ist auf den jeweils mittleren Bildern dargestellt. Die
rechte Spalte zeigt eine Uberlagerung der DAPI- und FITC-Firbungen. In der
Bilderreihe A sind nicht infizierte Zellen zu sehen, B zeigt die Infektion der Zellen in
Abwesenheit von VEBP. In Teil C der Abbildung war dem Kulturmedium wihrend der
Infektion kein VEBP zugesetzt, danach enthielt das Medium 80 pg/ml VEBP. Bei dem
in D dargestellten Versuch waren dem Kulturmedium wéhrend der Infektion und auch
danach 80 pg/ml VEBP zugesetzt. Die in den Bildern dargestellten Ergebnisse sind in
Tabelle 2 noch einmal genauer ausgewertet.

Die Bilder zeigen, dass der inhibierende Einfluss von VEBP auf die Infektion von
Zellen mit West-Nil Virus auf die Storung des Virusentry zuriickzufiihren ist. Wie in
Tabelle 2 zu sehen, sind ohne die Anwesenheit von VEBP im Kulturmedium wéhrend
und nach der Infektion der Zellen mit West-Nil Virus etwa 63 % der Zellen infiziert
(siche auch Bilderreihe B in Abbildung 27). Wenn erst nach der einstiindigen
Infektionsphase VEBP zugegeben wird (80 pg/ml, Bilderreihe C) konnen die bereits in
die Zellen eingedrungenen Viren nicht mehr an der Replikation gehindert werden, die
von diesen Zellen produzierten neuen Viren konnen jedoch keine weiteren Zellen
infizieren, deshalb sinkt der Anteil der infizierten Zellen in diesen Versuchen auf 22 %.
Wenn wihrend und nach der einstiindigen Infektionsphase VEBP im Medium enthalten
ist (jeweils 80 pg/ml), konnen die Zellen gar nicht mehr durch West-Nil Viren infiziert
werden (Bilderreihe D). Eine vollige Verhinderung der Infektion kann auch bereits
durch Zugabe von VEBP zum Kulturmedium (80 pg/ml) nur wéhrend der
Infektionsphase erreicht werden (Bilderreihe E). Dies ist der wohl deutlichste Beleg
dafiir, dass das Eindringen von West-Nil Viren in die Zellen durch VEBP unterbunden

wir
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Abbildung 27: Inhibition der West-Nil Virus Infektion von Vero B4-Zellen durch Zugabe von

VEBP zu verschiedenen Zeitpunkten. Vero B4-Zellen wurden in Deckglaser mit 8 Kavitaten ausgesat
(25000/Kavitat) und nach 24 Stunden mit 1000 TCIDs, West-Nil Virus infiziert (1h). Dann wurde das
Medium gegen virusfreies gewechselt. Nach 60 Stunden wurden die Zellen fixiert und die infizierten
Zellen mit einem anti-WN-E-Protein sowie einem FITC-markiertem sekundéaren Antikorper angefarbt.
Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.

(A): kein Virus zugesetzt

(B) Wahrend der Infektion und auch nach Mediumwechsel kein VEBP zugesetzt

(C) Wahrend Infektion kein VEBP, nach Mediumwechsel 80 pug/ml VEBP zugesetzt

(D): Wahrend Infektion sowie nach Mediumwechsel 80 pg/ml VEBP zugesetzt

(E) Nur wahrend der Infektion 80 pg/ml VEBP zugesetzt
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[VEBP] [ug/ml] bei

Infektion/danach # Zellen davon infiziert Anteil

0/0(B) 49 31 63.3 %
0/80 (C) o1 > —
8080 (D) To1 - —
80/0 (E) 289 0 500

Tabelle 2: Auswertung der Ergebnisse aus Abbildung 27. # = Anzahl.
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4.4 Inhibition der Hantaan-Virus-Infektion
durch VEBP

Hantaan-Viren gehoren zur Familie der Bunyaviridae. Im Folgenden soll untersucht
werden, ob VEBP einen inhibitorischen Einfluss auf die Infektion von Zellen mit
Hantaan-Viren hat. Hierzu wurden Vero B4-Zellen in Deckgldser mit 8 Kavitdten
ausgesdt (25000/Kavitdt) und nach 24 Stunden mit 1000 TCIDs, Hantaan-Viren in
Anwesenheit verschiedener Konzentrationen VEBP infiziert (1h). Dann wurde das
Medium gegen virusfreies mit entsprechender VEBP-Konzentration gewechselt. Nach
60 Stunden wurden die Zellen mit Methanol fixiert und die infizierten Zellen mit einem
anti-Hantaan-G-Protein sowie einem FITC-markiertem sekunddren Antikorper
angefdrbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI geférbt, um die Gesamtzahl der Zellen im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 29
dargestellt. Im jeweils linken Bild ist die DAPI-Kernfarbung zu sehen, das mittlere Bild
zeigt die infizierten, mit FITC gefirbten Zellen. Rechts ist eine Uberlagerung der beiden
anderen Bilder dargestellt. Der Anteil der in der Abbildung gezeigten infizierten Zellen
an der Gesamtzahl der Zellen jeder Bilderreihe ist zur besseren Ubersicht in Tabelle 3
noch einmal zusammengefasst.

Die Abbildung zeigt deutlich, dass die Infektion von Zellen mit Hantaan-Viren durch
VEBP inhibiert wird. In (A) sind keine infizierten Zellen zu sehen, da auch kein Virus
eingesetzt wurde (Mock-Infektion). In (B) dagegen betrdgt der Anteil der infizierten
Zellen ohne Zugabe von VEBP etwa 96 %. Schon bei Zugabe einer VEBP-
Konzentration von 1,25 pg/ml (C) sinkt der Anteil auf etwa 90 % ab. Wird die VEBP-
Konzentration weiter erhoht, verringert sich der Anteil der infizierten Zellen stetig
weiter, bis bei 15 pg/ml VEBP nur noch etwa 14 % der Zellen infiziert sind. Die ECsg
betragt somit in etwa 12 pg/ml VEBP. Ab der Zugabe von 20 pg/ml VEBP (H) ist eine
deutliche Abschwichung der VEBP-Wirkung zu beobachten. Der Anteil der infizierten
Zellen sinkt zwar stetig mit Erhohung der VEBP-Konzentration, jedoch deutlich
langsamer als im Bereich zwischen 1,25 und 15 pg/ml VEBP. Erstaunlich ist, dass trotz
der schon bei geringen VEBP-Konzentrationen gefundenen guten inhibitorischen
Wirkung keine vollige Verhinderung der Infektion von Zellen mit Hantaan-Viren selbst

bei VEBP-Konzentrationen von 200 pg/ml (M) nachgewiesen werden kann.
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Abbildung 28: Inhibition des Hantaan-Virus durch VEBP. Vero B4-Zellen wurden in Deckglaser mit
8 Kavitaten ausgesat (25000/Kavitat) und nach 24 h mit 1000 TCIDs, Hantaan-Viren in Anwesenheit
verschiedener Konzentrationen VEBP infiziert (1 h). Dann wurde das Medium gegen virusfreies mit
entsprechender VEBP-Konzentration gewechselt. Nach 60 h wurden die Zellen fixiert und die infizierten
Zellen mit einem anti-Hantaan-G-Protein sowie einem FITC-markiertem sekundaren Antikorper
angefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI geféarbt. Dargestellt in (A) bis (G) sind die Ergebnisse mit
verschiedenen VEBP-Konzentrationen: (A) = mock-Infektion, (B) = 0 pg/ml, (C) = 1,25 pg/ml,
(D) =2,5pug/ml, (E) = 5 pg/ml, (F) = 10 pg/ml, (G) = 15 pg/ml. Weitere Ergebnisse sind auf der
néchsten Seite dargestellt.
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Abbildung 29: Inhibition des Hantaan-Virus durch VEBP. Vero B4-Zellen wurden in Deckgléser mit
8 Kavitaten ausgesat (25000/Kavitat) und nach 24 h mit 1000 TCIDs, Hantaan-Viren in Anwesenheit
verschiedener Konzentrationen VEBP infiziert (1 h). Dann wurde das Medium gegen virusfreies mit
entsprechender VEBP-Konzentration gewechselt. Nach 60 h wurden die Zellen fixiert und die infizierten
Zellen mit einem anti-Hantaan-G-Protein sowie einem FITC-markiertem sekundaren Antikdrper
angefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. Dargestellt in (H) bis (M) sind die Ergebnisse mit
verschiedenen VEBP-Konzentrationen: (H) = 20 pg/ml, (1) = 40 pg/ml, (J) = 80 pg/ml, (K) = 120 pg/ml,
(L) =160 pg/ml, (M) =200 pg/ml.

In den Abbildungen ist zu sehen, dass Hantaan-Virus durch VEBP neutralisiert wird. Die ECs, betragt
etwa 12 pug/ml VEBP. Eine vollstandige Neutralisation ist jedoch auch bei einer VEBP-Konzentration von

200 pg/ml nicht zu erreichen.
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[VEBP] [pg/ml] # Zellen davon infiziert Anteil

0 (B) 330 318 96,4 %
1,25 (C) 418 378 90,4 %
2,5 (D) 289 255 88,2 %

5 (E) 343 258 75,2 %

10 (F) 247 170 68,8 %
15 (G) 268 38 14,2 %
20 (H) 264 34 12,9 %

40 (1) 269 12 45 %

80 (J) 305 7 2,3 %
120 (K) 181 2 1,1%
160 (L) 190 1 0,5 %
200 (M) 452 1 0.2 %

Tabelle 3: Auswertung der Ergebnisse aus Abbildung 28 und Abbildung 29. # = Anzahl. Die
Buchstaben in Klammern in der linken Spalte beziehen sich auf die Versuchsanséatze B bis M aus
Abbildung 28 und Abbildung 29.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass eine effiziente Neutralisation
von unterschiedlichen Viren durch VEBP vermittelt wird. Trotz der Wirksamkeit gegen
unterschiedliche Viren ist die Neutralisation spezifisch, da die Infektion von Zellen mit
Gelbfieber-Virus als auch mit Dengue-2 Virus durch VEBP nicht beeinflusst wurde.
Die oben dargestellte Neutralisation von Hantaan Virus zeigt, dass sich auch Viren, die

zweil voneinander unabhingige Rezeptoren benutzen, von VEBP neutralisieren lassen.
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurde humanes Serumalbumin (HSA) mit Hilfe des Oxidationsmittels
Hypochlorit in ein antivirales Protein transformiert. Die Transformation des HSA hat
zur Folge, dass verschiedene HIV-1 Typen, das West-Nil Virus und das Hantaan Virus
durch dieses modifizierte Protein an der Infektion von Zellen gehindert werden. Da das
HOCI-modifizierte Protein an HIV-1 gp120 und die West-Nil B Domine bindet, wurde
ihm in dieser Arbeit der Name Virus Envelope Binding Protein (VEBP) gegeben.

51 Vom HSA zum VEBP

5.1.1 Hypochlorit induzierte HSA Veranderungen

Normalerweise begegnet einem Hypochlorit im alltiglichen Umgang als
Desinfektionsmittel im Sanitérbereich oder man riecht freigesetztes Chlorgas, welches
aus HOCI-haltigem Wasser freigesetzt wird, z.B. im Schwimmbad. Aber auch im
menschlichen Korper wird freies HOCI produziert. Dies geschieht durch das Enzym
Myeloperoxidase (MPO). Durch die MPO wird im Kdorper die Reaktion von H>O, und
CI" zu HOCI katalysiert. Gerade in der Entziindungsreaktion werden Zellen angelockt,
die grosse Mengen an MPO ausschiitten. Dadurch wird HOCI am Ort der Entziindung
produziert. Da HOCI ein starkes Oxidationsmittel ist, hat es ,,vor Ort* antivirale und
antibakterielle Eigenschaften. Untersuchungen von Hazell et al. (1996) haben gezeigt,
dass neben dem freien HOCI auch HOCI modifizierte Proteine im Korper nachweisbar
sind. Malle et al. haben HOCl-modifizierte Proteine gereinigt und gegen diese Proteine
monoklonale Antikdrper produziert. Mit diesen Antikdrpern lassen sich in
verschiedenen Geweben HOCI-modifizierte Proteine nachweisen (Hazell et al., 1996).
Nun stellte sich die Frage, was fiir eine Bedeutung diese verdnderten Proteine im
Rahmen der Infektabwehr haben konnten. Die viralen Zellkultursysteme bieten eine
einfache experimentelle Grundlage, um zu iiberpriifen, ob solche verdnderten Proteine

z.B. antivirale Eigenschaften bekommen haben.
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Es gab mehrere Griinde, sich fiir HSA als Modellprotein fiir die Untersuchung der
HOCI-Oxidation von Proteinen und die darauffolgende Untersuchung der antiviralen

Eigenschaften des entstandenen VEBP zu entscheiden:

e HSA ist ein im Serum sehr haufig vorkommendes Protein. Die
Wahrscheinlichkeit, dass die Oxidation von HSA durch HOCI auch in vivo
stattfindet, ist demnach sehr grof3.

e Es gibt bereits Untersuchungen, bei denen chemisch modifiziertes (z. B. durch
Succinylierung) HSA als Inhibitor von viralen Infektionen eingesetzt wurde.
Dieses chemisch modifizierte HSA zeigte keine toxischen Eigenschaften,
weswegen davon ausgegangen werden konnte, dass mit HOCI modifiziertes
HSA ebenfalls keine toxischen Eigenschaften hat.

e Gereinigtes HSA ist in grofen Mengen zu gilinstigen Preisen im

Chemikalienhandel zu beziehen.

Normalerweise verhilt sich das Serumalbumin des Menschen oder anderer Organismen
in viralen Zellkultursystemen indifferent und zeigt keinerlei antivirale Eigenschaften.
Auch eine Interaktion mit viralen Hiillproteinen ist unbekannt. Da es aber im
Organismus in hohen Konzentrationen vorkommt, sollte hier nun untersucht werden, ob
es sich derart verdndern ldsst, dass es antiviral wirkt. Die Strategie war, das Protein
direkt mit dem Oxidationsmittel HOCI umzusetzen und dann zu testen. Als erstes
wurden allgemeine Untersuchungen, wie z.B. die Gelelektrophorese und verschiedene
Farbemethoden, eingesetzt, um Verdnderungen des HSA zu analysieren. Es zeigte sich,
dass das Protein durch die Behandlung mit HOCI degradiert wurde und sich stark
verdnderte. Dies zeigte sich in der Aufspaltung der Proteinbande des HSA. Reines HSA
zeigt eine definierte Bande im Polyacrylamidgel bei 68 kDa, wohingegen VEBP eine
breite Bande zeigt, die sich iiber den Bereich von 20-60 kDa ausdehnt. Gleiche
Ergebnisse hatten Hawkins & Davies (1998, 1999), die ebenfalls HOCI-modifiziertes
Serumalbumin mit Hilfe der Gelelektrophorese analysierten. Die Autoren
argumentieren, dass die Verdnderungen im Laufverhalten durch eine starke
Fragmentierung des HSA hervorgerufen werden konnte. In Versuchen von M. van
Yperen (Arbeitsgruppe Schreiber) wurde gezeigt, dass ab einer Konzentration von
HSA:HOCI von 1:100 keine Molekiilpeaks in der massenspektroskopischen Analyse

(Maldi-Tof) nachweisbar waren. Nur VEBP Prédparationen mit geringerem
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Oxidationsgrad zeigten Signale in der Maldi-Tof Analyse. Auch Versuche im
massenspektroskopischen Labor im Forschungsinstitut Borstel haben bestitigt, dass sich
VEBP der massenspektroskopischen Analyse entzieht. Die starke Oxidation des HSA
hat wahrscheinlich zur Folge, dass das Protein stark fragmentiert wird oder so verdndert
wird, dass es in der Massenspektroskopie nicht analysierbar ist..

In der Literatur sind ausser der zitierten Gelelektrophorese keine weiteren Experimente
dokumentiert, die zeigen, welche Massenverdnderungen durch hohe HOCI-
Konzentrationen hervorgerufen werden. Die eigenen Arbeiten zeigen ausserdem, dass
VEBP so verdndert wird, dass es sich auch der Comassie und Kupferfiarbung entzieht.
Nur in einem mit Silber gefarbten Gel sind die Proteinbanden des VEBP nach der
Gelelektrophorese sichtbar. Daher vermuten wir, dass sich das Protein durch Bildung
von Chloraminen und deren anschliessender Hydrolyse zur Aldehydfunktion verdndert.
Diese Verdnderung erfolgt bevorzugt an den Lysinresten des Proteingeriistes. Wird
durch weitere Oxidation die entstandene Aldehydfunktion zur Carbonsédure oxidiert, so
wiirde sich die intensive Farbung durch Silber erkldren. Ausserdem wiirde es erklidren
warum bei niedrigeren HOCI Konzentrationen HSA ,,Multimere* detektiert werden, die
dann bei hoheren HOCI Konzentrationen wieder zerfallen.

Anhand verschieden gefarbter SDS-Gele lassen sich prinzipiell Riickschliisse auf die
Ladung der oxidierten Proteine ziehen. In der Abbildung 6 auf Seite 41 sind drei
identisch beladene Polyacrylamid-Gele dargestellt, die auf unterschiedliche Weise
gefarbt wurden. Die Gele sind jeweils mit HSA sowie mit HSA, das in den molaren
Verhiltnissen (HSA:HOCI) von 1:20, 1:100 sowie 1:500 mit HOCI oxidiert wurde,
beladen. Deutlich zu erkennen ist: je grofer das Verhéltnis von HOCI zu HSA bei der
Oxidation ist, desto schwicher ist die Proteinfiarbung bei der Coomassie- und Kupfer-
Féarbung, bis schlieBlich in Spur 4 keine Fiarbung mehr zu erkennen ist. Bei dem
silbergefdarbten SDS-Gel scheint sich die Farbung dagegen sogar zu intensivieren, wenn
mehr HOCI bei der Oxidation eingesetzt wurde. Dies lédsst sich mit den verschiedenen
Mechanismen erkldren, die fiir die jeweilige Farbung verantwortlich sind und die

deswegen kurz diskutiert werden:

e Die Coomassie-Farbung beruht auf der unspezifischen Bindung des
Coomassie-Farbstoffes an die kationisch geladenen Aminosédurereste des

Proteins (de Moreno et al., 1986).
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e Die Kupfer-Farbung ist eine negativ-Farbung, d. h. es wird nicht das Protein,
sondern das Gel durch die Prizipitation eines Tris-SDS-Cu”’-Komplexes
gefarbt. In dem Bereich der Protein-Banden wird angenommen, dass die
Proteine ebenfalls Komplexe mit Cu**-Ionen bilden, die bei Abwesenheit von
SDS — z. B. bei nativen Gelen — ebenfalls prazipitieren. Bei Anwesenheit von
SDS jedoch verhindert das SDS die Prizipitation der Protein-Cu®"-Komplexe
und das Gel wird an diesen Stellen nicht gefarbt (Lee et al., 1987).

e Die Silber-Fiarbung beruht auf der Komplexbildung von Ag'-Ionen mit den
anionischen Seitenketten von Glutamat- und Aspartat der Proteine, alkalisches

Formaldehyd reduziert dann das Ag" der Komplexe zu Ag.

Eine Erkldrung fiir die in Abbildung 6 beobachteten Effekte ist die, dass die Ladung des
modifizierten HSA mit zunehmendem HOCI-Uberschuss wihrend der Reaktion immer
weiter abnimmt und HSA zu einem stark negativ geladenen Protein wird. Eine Férbung
mit Coomassie ist dann aufgrund des oben beschriebenem Mechanismus der Férbung
nicht mehr moglich. Die Farbung mit Silber wird in diesem Fall sogar begiinstigt, da
mehr negative Gruppen zur Komplexierung der Silber-lonen vorhanden sind. Dies ist
auch auf dem Gel zu erkennen, die Fiarbung von Spur 4 (HOCI:HSA =500:1) ist
deutlich intensiver als die Farbung der anderen Spuren, obwohl {iiberall die gleiche
Proteinmenge eingesetzt wurde. Dieser Effekt findet sich auch bereits sehr deutlich in
Abbildung 5. Bei dem Kupfer-gefarbten Gel ist die Spur mit dem am stérksten
oxidierten HSA (Spur 4) gleichmiBig geférbt, es sind keine Proteinbanden mehr zu
erkennen. Dies ldsst sich ebenfalls durch die Erzeugung eines stark negativen Proteins
erkldren: das negative Protein komplexiert nicht mehr mit dem ebenfalls negativ
geladenen SDS. Dadurch wird die Prézipitation des Protein-Kupfer-Komplexes durch
SDS nicht mehr verhindert, der Komplex féllt ebenso aus wie die Tris-SDS-Kupfer-
Komplexe im restlichen Gel. Man erhdlt das dargestellte Ergebnis, ein gleichmifBig
gefarbtes Polyacrylamid-Gel.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen mit Hilfe der Oberflachen Plasmonen
Resonanz (SPR) Spektroskopie zeigen ebenfalls wie die Gelelektrophorese, dass durch
die HOCI-Behandlung eine Verdnderung des Molekulargewichts des HSA beobachtet
wird. Die Oxidation des HSA direkt auf dem Sensorchip zeigt, dass sich die
nachweisbare Menge an Protein auf dem Sensorchip stark verdndert. Von der

Oberflache des Sensorchips werden im Verlauf der Oxidation ca. 50% der Masse an
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gebundenem HSA abgelost. Dies deutet auf eine Fragmentierung des HSA hin. Auch ist
vorstellbar, dass HOCI das Dextrangeriist des Biosensors schidigt. Wiirde HSA
allerdings in eine Vielzahl kleinster Bestandteile zerfallen, wiirde sich ein viel stirkerer
Masseverlust in der SPR Analyse zeigen. Trotz Masseverlust und Fragmentierung des
Proteins befinden sich nach der HOCI-Oxidation auf dem Sensorchip etwa 3400
Response Units (RU). Damit befindet sich der VEBP beschichtete Sensorchip im
optimalen Messbereich des Geréts. Wird im umgekehrten Falle freies VEBP in der SPR
untersucht, zeigt sich folgendes: VEBP lagert sich nicht an der Oberfliche des
Sensorchips an. Normalerweise beobachtet man eine Massezunahme am Sensorchip, die
auf Anlagerung wéhrend der Assoziationsphase beruht. VEBP =zeigte keinerlei
Anlagerung in der Assoziationsphase (Abb. 7). Dies deutet ebenfalls auf starke
Verianderungen des Proteins hin. Eine erhohte negative Ladung des Proteins wiirde die
Anlagerung erschweren und im Falle sehr starker negativer Ladung bei pH 4,0
unmoglich machen. Daher glauben wir, dass die SPR-Anlagerungsexperimnte ein
Hinweis fiir die Verdnderung der Nettoladung des Proteins hin zu einem negativ
geladenen polyanionischen Protein sind.

Die Arbeit hat sich im weiteren und hauptsdchlich auf die Analyse der antiviralen
Eigenschaften des Proteins konzentriert. Weitere Untersuchungen zu den
HOCIl-induzierten biochemischen Verdnderungen des HSA wurden nicht durchgefiihrt.
Die ersten analytischen Daten {iber HOCI-modifiziertes HSA sind Anstoss fiir eine neue

Doktorarbeit geworden, die den Wirkungsmechanismus des VEBP untersucht.

5.1.2 VEBP Interaktion mit viralen Hullproteinen

Wie schon im Vorwort dieser Diskussion gesagt, wurde das HOCI-modifizierte HSA
mit der Bezeichnung VEBP (virus envelope binding protein) versehen. Dieser Name
wurde vergeben, da das modifizierte HSA an gp120 und die WNV B Doméne bindet.

Fiir die Untersuchungen wurde gereinigtes HIV-1 gpl120 von drei verschiedenen
Virustypen (IIIB, SF2 und MN, AIDS Reagent Programm) verwendet. Diese drei
Hiillproteine unterscheiden sich in der Nettoladung der V3 Schleife (+9, +7, +3) und
somit auch im Tropismus (X4 bzw RS5). Sie reprisentieren daher sowohl HIV-1
Varianten vom CXCR4- als auch vom CCRS5-Corezeptor nutzenden Typ. In den
vorgestellten Untersuchungen zeigten alle drei Hiillproteine spezifische Bindung an

VEBP. Als Vergleich fiir die Interaktion mit gp120 wurde die CD4—gp120 Interaktion
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herangezogen. Die besondere Stirke der VEBP—gp120 Bindung zeigt sich daran, dass
VEBP deutlich hohere Signale im Vergleich zur gp120—CD4 SPR-Messung zeigt.

Da VEBP als Hiillprotein bindendes Protein eine neue Entdeckung darstellt, ist es in der
Literatur nicht beschrieben und es gibt daher auch keine vergleichenden Daten zur
VEBP—gp120 oder VEBP—WNV-B Interaktion. Aus den SPR-Messungen der
VEBP—gp120 Bidung ergab sich nach Berechnungen eine Dissoziationskonstante von
ca. 3x10® M. Damit ist die VEBP—gp120 Interaktion vergleichbar mit der Bindung
eines neutralisierenden monoklonalen anti-gp120 Antikorpes (VanCott et al., 1994).
Gerade die VEBP—gp120 Interaktion war weiteres Ziel der Untersuchungen, da es eine
Vielzahl von HIV-1 Varianten gibt. Wenn man VEBP mit der Bindung
neutralisierender Antikdrper gegen gp120 vergleicht, so fillt auf, dass Antikdrper zwar
sehr gut neutralisieren, aber aufgrund ihrer Eigenschaften sehr spezifisch fiir das
jeweilige gp120 sind. Dies ist eines der grossen Probleme in der AIDS Forschung. Das
Virus entkommt stdndig der humoralen Immunantwort, weil es seine antigenen Epitope
variiert. Es treten immer wieder neue Virusvarianten auf, deren gpl120 durch die
Antikorper nicht mehr gut genug erkannt wird, um die Infektion von Zellen zu
verhindern. Hier zeigte sich die eventuell grosse Bedeutung, die VEBP als gp120
bindendes Agenz haben kénnte. VEBP zeigte Bindung sowohl an X4-tropes sowie an
R5-tropes gp120. Nun ist es keine einfache Sache, jedes beliebige gp120 in reiner Form
darzustellen, um es an einen Biosensor zu koppeln. Die drei untersuchten gpl120
Hiillproteine wurden gliicklicherweise durch das AIDS Reagent Program zur Verfiigung
gestellt, aber andere Hiillproteine mit anderen V3 Schleifen und Aminosduremotiven
sind in reiner Form nicht erhéltlich.

Daher wurde eine, unserer Meinung nach wichtige, weitere Methode zur Untersuchung
von VEBP—Hiillprotein Interaktionen etabliert: Die SPR-Messung der direkten
VEBP—Virus Interaktion. Dies wurde erst durch die Darstellung des VEBP auf
Biosensoren moglich, da sich komplette Virionen nicht auf einen Biosensor koppeln
lassen. Freies VEBP war chemisch inaktiv und konnte nicht durch die klassische
EDC/NHS Kopplung an die CH-aktivierte Dextranmatrix der CM-5 Biosensorchips
gekoppelt werden. AuBlerdem lagerte es sich nicht an der Sensorchip-Oberflache an und
entzog sich so einer chemischen Kopplung. Dadurch, dass sich die Oberfliche der
Biosensoren als bestdndig gegen HOCI zeigte, konnte die Modifikation des HSA direkt
auf dem Biosensor durchgefiihrt werden. Die mit HSA beschichteten Biosensoren

wurden ausserhalb des SPR-Messgerdtes mit HOCI behandelt und dann fir die
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Messungen eingesetzt. Mit Hilfe dieser im nachhinein als trivial erscheinenden
Vorgehensweise war es moglich, VEBP-Bindungsanalysen mit intakten Viruspartikeln
durchzufiihren.

Durch die modernen molekularbiologischen Methoden lassen sich leicht die
verschiedensten HIV-1 Varianten klonieren und rekombinante Viren fiir
Untersuchungen generieren. Besonders die Klonierung von gp120 V3 Mutanten ist eine
etablierte Methode in der Arbeitsgruppe. Daher stehen im Prinzip die verschiedensten
HIV-Mutanten zur Verfiigung, die sich in der V3 Schleife und der gpl20 N-
Glykosylierung unterscheiden. Solche rekombinanten Viren wurden nun geziichtet,
aufgereinigt und fiir SPR-Messungen eingesetzt. Die ersten Vorexperimente waren
vielversprechend und die Bindung von intakten Viruspartikeln an immobilisiertes CD4
konnte in SPR-Messungen gezeigt werden. Wie in der Abb. 25 gezeigt wurde, binden
intakte Viruspartikel an CD4, aber auch sehr stark an VEBP. Damit bestdtigen sich die
VEBP-gp120 Untersuchungen mit gereinigtem gp120 IIIB, SF2 und MN. Besonders
wichtig schien uns, Messungen mit Viruspartikeln durchzufiihren, die sich in der N-
Glykosylierung der V3 Schleife unterscheiden. Die N-Glykane, besonders das N-
Glykan gl5 innerhalb der V3 Schleife, sind wichtig fiir die Blockade neutralisierender
Antikorper. Auch VEBP wird durch diese komplexen Zuckerstrukturen an der Bindung
gehindert. VEBP scheint also ebenfalls wie neutralisierende Antikdrper an die
entscheidenden Bereiche des gp120 zu binden. Der Vorteil des VEBP ist allerdings,
dass es im Gegensatz zu Antikorpern keine Aminosiuresequenz-Spezifitit im Sinne des
Schlissel-Schloss Prinzips zeigt. Dies zeigen besonders die Neutralisationsdaten in Abb
20. Hier zeigt sich das Potential von VEBP. VEBP inaktiviert HIV-1 Varianten jeden
Types, jeder V3 Nettoladung und die Neutralistaion von glycosylierten R5-tropen Viren
ist ebenfalls moglich. Im Prinzip ist aber die Tatsache, dass sich intakte Viruspartikel
fiir SPR-Messungen einsetzen lassen eine wichtige neue Methode fiir das Studium der
Virus-Rezeptor Interaktion.

Da VEBP an CH-aktivierte Oberflachen angebracht werden kann, erdffnen sich nun
auch neue Moglichkeiten fiir zukiinftige Untersuchungen. Markierung und Detektion
der viralen Hiillproteine ist eine Anwendung, aber auch die Suche von eventuellen
Bindungspartnern in Genbibliotheken wire eine Moglichkeit, die entscheidenden
Faktoren auf Viren und Parasiten zu identifizieren, die fiir Interaktionen mit Zellen

verantwortlich sind. Hétte man z.B. eine Expressionsbank des HIV-1 angelegt und
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VEBP zur Suche von Bindungspartnern eingesetzt, man hétte auf alle Fille gp120
gefunden. Bet WNV hitte es zur Identifikation der B-Doméne gefiihrt.

5.2 VEBP neutralisiert HIV-1, WNV und
HTNV

Nach den erfolgreichen SPR-Messungen, die eine Bindung des VEBP an HIV gp120
und die WNV B-Doméne zeigten, wurden im weiteren Verlauf der Arbeit Versuche zur

Virusneutralisation von HIV-1, WNV und Hantaan Virus durchgefiihrt.

In Abschnitt 4.2.1 dieser Arbeit wird die Neutralisation der HIV-1-Infektion von
TZM-bl-Zellen durch VEBP gezeigt. Der ermittelte Wert fiir die ECsy bei NL4-3 liegt
bei 2 ng VEBP/ml und ab einer Konzentration von 16 pg/ml konnte keine Infektion der
Zellen mit dem X4-monotropen NL4-3 Virus mehr nachgewiesen werden. Fiir das
R5-monotrope Virus NL918 wurde der hochste ECsp Wert von ca. 50 ng VEBP/ml
ermittelt. Dies zeigt, dass sich die Viren mit der hochsten V3 Nettoladung (NL4-3, 9+)
besser durch VEBP neutralisieren lassen als Viren mit nur einer wenig positiv

geladenen V3 Schleife (NL918, 3+)

Der ermittelte Wert fiir die ECso von 2 pgVEBP/ml fiir NL4-3 liegt damit in etwa in der
GroBenordnung der Neutralisationseffizienz fiir das modifizierte Serumalbumin
Suc-HSA. Fiir Suc-HSA wurde eine antivirale Aktivitit fiir die ECso von 1 pg/ml
festgestellt (Jansen et al., 1993). Bei Suc-HSA handelt es sich um ein modifiziertes
HSA, bei dem durch Succinylierung der Amino-Gruppen die Lysin-Seitengruppe
verldngert und dadurch eine Carboxyl-Gruppe eingefiihrt wird. Dadurch wird ein stark
negativ geladenes Protein erhalten, das zu den Polyanionen gezihlt wird (Jansen et al.,
1993). Da sowohl Suc-HSA als auch VEBP durch die Modifikation von Humanem
Serum Albumin erhalten werden und da es sich bei beiden Substanzen um stark negativ
geladenene Proteine handelt, liegt aufgrund der ebenfalls dhnlichen ECso-Werte die
Vermutung nahe, dass auch der Mechanismus der Neutralisation fiir beide Proteine

dahnlich sein konnte. Der Mechanismus der Inhibition des Eintritts von HIV-1 in Zellen
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fiir Suc-HSA konnte aufgekliart werden. Die Inhibition beruht auf der Interaktion des
negativen Proteins mit der positiv geladenen V3 Schleife des viralen gp120 (Kuipers
et al., 1999), wodurch die Bindung von gp120 an den Corezeptor von HIV-1 verhindert
wird. Die Neutralisationseffizienz von Suc-HSA korreliert mit der Ladung der
V3-Schleife des viralen gp120. Je hoher die Gesamtnettoladung der V3 Schleife ist,
desto effektiver ist auch die Neutralisation, da die Interaktion zwischen dem negativ
geladenen Protein und der positiv geladenen V3 Schleife stirker wird. Folgende Griinde
sprechen fiir einen dhnlichen Mechanismus der Neutralisation der HIV-Infektion von

VEBP wie bei Suc-HSA:

e Fir VEBP konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass VEBP mit
gp120 interagiert (siche Abbildung 9 auf Seite 47).

e In SPR-Messungen mit unterschiedlichen gpl120 Hiillproteinen, die sich im
Tropismus und damit in der Ladung der V3 Schleife unterschieden, konnte
gezeigt werden, dass die Interaktion von VEBP mit gpl20 mit steigender
Gesamtnettoladung der V3 Schleife zunimmt (siche Abbildung 19 auf Seite 69).

e Die Neutralisationseffizienz von VEBP steigt ebenfalls mit steigender

V3-Gesamtnettoladung. (siche Abbildung 20 auf Seite 72).

Ausser Suc-HSA gibt es gegen HIV-1 keine vergleichbaren Inhibitoren, die HIV-1
effizient neutralisieren und ebenfalls keine toxischen Reaktionen zeigen. Dies ist der
wesentliche Unterschied zu den existierenden Studien mit polyanionischen Inhibitoren
bei WNV. Gegen WNV Infektionen wurden die beiden Verbindungen Hypericin und
Suramin getestet (Morrey et al., 2002). Beide Substanzen zeigen eine ECsy von 10 bzw
80 pg/ml. Die ICsy ist aber gleich gross und damit beruht die Wirkung dieser
Substanzen auf einer Schidigung der Zellen und nicht auf einer Inhibition des Virus
»Entry durch Blockade einer Virus—Zell Interaktion. VEBP zeigt gegen WNV eine
gute Neutralisation mit einer ECso von 15pg VEBP/ml. VEBP zeigt allerdings in
diesem Konzentrationsbereich keinerlei toxische Wirkungen auf das Zellwachstum der
verwendeten Vero-B4 Zellen sowohl im *H-Tymidin-Test als auch im Apoptosetest.
Selbst bei hohen VEBP Konzentrationen von 200 pg/ml kann die Infektion von Vero
Zellen mit Dengue-2 Virus beobachtet werden. Die Zellen sind also noch unter diesen
Bedingungen in der Lage, Virus zu produzieren. Gerade die Versuche mit den beiden

Virentypen Gelbfieber und Dengue-2 zeigen, dass auch bei hohen VEBP
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Konzentrationen eine normale Virusvermehrung stattfindet. So zeigen 160 pg VEBP/ml
keinen Einfluss auf die Virusvermehrung. Das gleiche gilt fiir das Dengue-2 Virus. Dies
ist umso bemerkenswerter, da sich das Dengue-2 Virus gerade im E-Protein und der
B-Domaine nur gering von dem WNV unterscheidet. Dies zeigt einerseits die Spezifitit
des VEBP Proteins und andererseits eréffnet es die Moglichkeit, zu erforschen, worauf
der neutralisierende Effekt gegen das WNV beruht.

Ein wichtiger Hinweis dafiir, dass die Inhibition der West-Nil Virus Infektion auf der
Hinderung des Virus am Eintritt in die Zelle beruht, konnte durch Experimente
gefunden werden, bei denen der Zeitpunkt der VEBP-Zugabe variiert wurde (siche
Abbildung 27). Wurde die Infektion in Anwesenheit von VEBP durchgefiihrt, so konnte
diese zu 100 % neutralisiert werden. Wenn jedoch die VEBP-Zugabe erst 1 h nach der
Virus-Zugabe erfolgte, wurden Zellen mit West-Nil Virus infiziert. Diese infizierten
Zellen werden nun neue Viren produzieren und die Infektion wird sich in der Zellkultur
ausbreiten. Nach erfolgter Infektion wurde wieder VEBP zugegeben. Durch die spitere
VEBP-Zugabe konnte tatsdchlich die weitere Vermehrung (virus spreading) des Virus
verhindert werden. Dies zeigt sich dadurch, dass in Gegenwart von VEBP insgesamt
weniger Zellen infiziert wurden, als wenn gar kein VEBP zugesetzt wurde. Es kann also
davon ausgegangen werden, dass der Eintritt des West-Nil Virus in die Zellen durch
VEBP behindert wird und dass dieser Effekt auf der Interaktion von VEBP mit dem

viralen E-Protein beruht.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass gerade die Experimente mit den beiden Flaviviren
Gelbfieber und Dengue-2 zeigen, wie vertraglich VEBP in Bezug auf das Zellwachstum
ist und wie virusspezifisch die Neutralisation ist. Eine mogliche Erkldrung fiir die
Virusspezifitdt wire, dass die Flaviviren verschiedene zellulire Rezeptoren fiir den
Eintritt in die Wirtszelle verwenden. Fiir Dengue Virus wurde DC-SIGN als Rezeptor
auf dendritischen Zellen publiziert (Navarro-Sanchez et al., 2003). Der Rezeptor fiir
Gelbfieber Virus ist dagegen noch nicht bekannt.

In den letzen Monaten wurde VEBP auch von anderen Mitarbeitern in verschiedenen
Zellkultursystemen getestet. Ein sehr empfindliches Zellkultursystemn ist die in vitro
Ziichtung der Plasmodium falciparum Malaria-Parasiten in roten Blutkérperchen. Die
Parasiten reagieren sehr empfindlich auf ,,falsche” Zellkulturbedingungen. VEBP zeigt

in diesem System keinen negativen Einfluss auf das Parasitenwachstum bei
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Konzentrationen von 100 und 200 pg/ml (personliche Mitteilung M. Schreiber). Dies
dokumentiert ebenfalls die geringen toxischen Eigenschaften des antiviralen VEBP.
Auch die WNV Neutralisationsstudien zeigen, wie vorher schon die HIV-Studien, dass
bei hohen VEBP Konzentrationen die vewendeten Zellen genauso gut wachsen wie in

der Kultur ohne VEBP.

Im Unterschied zu HIV-1 kann iiber den Mechanismus der Inhibition von West-Nil
Virus nur spekuliert werden. Der zelluldre Rezeptor fiir die West-Nil Virus Infektion,
ayfs-Integrin, ist erst vor wenigen Wochen publiziert worden (Chu & Ng, 2004) und
iiber die Art der Interaktion des viralen E-Proteins mit diesem Rezeptor ist bisher wenig
bekannt. Aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen VEBP und
gp120, die zur Inhibition der Infektion bei HIV-1 fiihren, ist es naheliegend, fiir die
Inhibition der West-Nil Virus Infektion einen &hnlichen Mechanismus zu vermuten.
Interessanterweise lassen sich beide Viren, HIV-1 und WNV, durch Heparansulfat
inaktivieren. Diese Tatsache gewinnt an Bedeutung, da in letzter Zeit gezeigt wurde,
dass HIV-1 an Syndekane bindet. Das sind Proteine mit groen Heparanpolymeren auf
der Oberfliche von Zellen. Wie Bobardt et al., (2004) zeigen konnte, ist diese
Interaktion zwischen Syndekanen und dem HIV-1 von einer bestimmten Aminosiure
gesteuert. Diese Aminosédure liegt liberraschenderweise innerhalb der V3 Schleife —

verantwortlich ist ein Asparaginrest.

Die Infektion von Zellen mit Hantaan Virus erfolgt mittels des gleichen Rezeptors, den
auch West-Nil Virus fiir den Eintritt in die Zelle benutzt (ovp3-Integrin, Gavrilovskaya
et al., 1998, 1999). Aus diesem Grund wurde auch vermutet, dass sich die Infektion mit
Hantaan Virus ebenso wie die Infektion mit West-Nil Virus durch VEBP inhibieren
lasst. In Infektionsexperimenten mit Vero B4-Zellen konnte diese Vermutung bestdtigt
werden (sieche Abbildung 29 auf Seite 91). Die ECsy von VEBP fiir die Inhibition der
Hantaan-Infektion liegt bei etwa 12 pg/ml. Dieser Wert passt sehr gut zu dem fiir die
Inhibition der West-Nil Virus Infektion erhaltenen Wert von 15 pg/ml VEBP. Da beide
Viren den gleichen Rezeptor benutzen, ist auch ein dhnlicher ECsp-Wert fiir die
Inhibition der Infektion beider Viren durch VEBP in der gleichen Zelllinie zu erwarten.

Die Infektion der Hantaan Virus Infektion ldsst sich im Gegensatz zu der West-Nil
Virus Infektion nicht zu 100 % durch VEBP neutralisieren (siche Abbildung 29 auf
Seite 91). Selbst bei Zugabe von 200 pg/ml VEBP wéhrend der Infektion der Zellen mit

103



Diskussion

Hantaan Virus lassen sich in der Immunfluoreszenz der Vero B4-Zellen noch infizierte
Zellen finden. Eine Erkldrung fiir diesen Sachverhalt wire, dass es trotz des gleichen
Rezeptors wie bei der Infektion von Zellen mit West-Nil Virus einen Unterschied bei
der Infektion von Zellen durch Hantaan Virus geben muss. Wenn das Hantaan Virus
beispielsweise neben dem ayf3-Integrin einen weiteren Rezeptor fiir die Infektion von
Zellen verwendet, dessen Interaktion mit dem G2-Protein weniger stark von VEBP
gehemmt wird, wire der beobachtete Effekt gut erkldrbar. Tatsdchlich konnte fiir
Hantaan Virus ein moglicher weiterer zelluldrer Rezeptor gefunden werden (Kim et al.,
2002). Hierbei handelt es sich um ein bisher noch nicht weiter charakterisiertes, 30 kDa

grosses Zelloberflachenprotein.

5.3 Ausblick

Die Transformation von HSA in das antivirale VEBP beruht auf einer dusserst
einfachen Prozedur, die sehr leicht umgesetzt werden kann und vergleichsweise giinstig
ist.

Als antivirales, nicht toxisches Mikrobizid, als Zusatz zu Blutkonserven oder zur
affinitidtschromatographischen Reinigung viraler Antigene konnte VEBP eine Rolle im
Kampf gegen virale Infektionen spielen. Neben seinen bisher gezeigten antiviralen
Eigenschaften gegen die verschiedenen HIV-1 Varianten und die ,,Emerging Viruses*
West-Nil und Hantaan ist es durchaus denkbar, dass VEBP auch anti-pathogene

Eigenschaften gegen Viren besitzt, die wir heute noch nicht kennen.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass humanes Serumalbumin durch einen
einfachen Oxidationsschritt in ein antivirales Protein transformiert werden kann. Das
modifizierte Serumalbumin ist ein wirksamer Inhibitor fiir die drei Viren HIV-1, West-
Nil und Hantaan. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das HOCI-modifizierte
Serumalbumin auch Virus Envelope Binding Protein (VEBP) genannt, da in
Bindungsstudien eine spezifische Bindung des modifizierten Proteins an HIV-1 gp120
und die West-Nil B-Domédne gezeigt wurde. Diese Bindungsstudien wurden mit der
Methode der Surface Plasmon Resonance (SPR) durchgefiihrt. Dabei wurden die
viralen Hiillproteine gpl120 und die B-Domine an die Dextranoberfliche eines
Sensorchips gekoppelt. Als Analyt wurde VEBP in verschiedenen Konzentrationen auf
eine Bindung zu diesen beiden Proteinen getestet und eine spezifische Interaktion
konnte jeweils gezeigt werden. Aus den SPR-Daten fiir die VEBP-gp120 Interaktion
lasst sich eine Bindungskonstante von etwa 3 x 10® M berechnen. Damit ist die
VEBP-Bindung an gp120 im Bereich eines spezifischen anti-gp120 Antikdrpers.

Die antiviralen Eigenschaften des VEBP gegen HIV-1, West-Nil und Hantaan Virus
wurden im Zellkultursystem untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass sowohl HIV-1
des X4-, R5X4- und R5-tropen Typs neutralisiert wurden (ECso =2 — 50 pg VEBP /ml).
Die Effizienz der HIV-1 Neutralisation war fiir X4-trope Viren grdsser als fiir R5-trope
Viren. Bei den Untersuchungen zum West-Nil und Hantaan Virus zeigte sich ebenfalls
eine sehr effiziente Neutralisation der Viren durch VEBP (WNV: ECsy 15 pg/ml, HTN:
ECso =12 pg/ml).

Weiterhin wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass VEBP im Bereich der HIV-1 gp120 V3
Schleife bindet, da komplexe Kohlenhydrate im Bereich der V3 Schleife die Effizienz
der VEBP Neutralisation beeinflussen. Die HIV-1 Varianten, welche alle
N-Glycosylierungsstellen im gp120, besonders im Bereich der V3 Schleife, besitzen,
sind nicht so gut neutralisierbar wie HIV-1 Viren, denen z. B. das N-Glycan gl5
innerhalb der V3 Schleife fehlt. Damit wurde die Rolle des N-Glycans g15 fiir den
Schutz des HIV-1 gegen antivirale gp120-bindende Substanzen erneut bestétigt.

Im Unterschied zu den HIV-1, WNV und HTN-spezifischen
Neutralisationseigenschaften zeigte VEBP keinerlei antivirale Effekte gegen das
Gelbfieber- und Dengue Virus. Diese Viren wurden auch durch hohe VEBP-

Konzentrationen nicht an einer Infektion gehindert. Gerade die Wirksamkeit gegen
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Zusammenfassung

WNYV und die Unwirksamkeit gegen Dengue Virus zeigen die besondere ,,Spezifitat*
des Inhibitors.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal berichtet, dass sich Serumalbumin durch HOCI
in eine antivirale Substanz transformieren ldsst. Interessant ist dies, da HOCI im Korper
durch das Myeloperoxidase-H,O,-CI'-System produziert wird und sich HOCI-
modifizierte Proteine im Korper mit Hilfe monoklonaler Antikérper nachweisen lassen.
Die starke Bindung an gp120 und die WNV B-Doméne ohne die Aminosduresequenz-
Spezifitit eines Antikorpers machen VEBP zu einem interessanten Kandidaten fiir
weitere Forschungen auf dem Weg zu einer antiviralen Substanz mit breitem

Wirkungsspektrum.
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8.3 Abkulrzungsverzeichnis

ad zu

Abb. Abbildung

Acc.-Nr. Accession-Nummer

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrom
APS Amoniumpersulfat

bp Basenpaar

bzw. beziehungsweise

Da Dalton

DMEM Dublecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid

DTT Dithiothreitol

ECsg effective concentration; Konzentration, bei der die Infektionsrate

um 50 % gemindert wird

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked Immunosorbant Assay
Env envelope Protein

et al. lateinisch: et alii, und andere

FCS fetal calf serum

gp Glykoprotein

HEPES [4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-ethansulfonsédure
HIV Humanes Immundefizienzvirus

HTNV Hantaan Virus

LB Luria Bertani

LTR long terminal repeats

M Molar

min Minute

OD optische Dichte

PAGE Polyacrylamid-Gelelektorophorese
PBS phosphate buffered saline

PIPES Piperazin-N,N’-bis[2-ethansulfonsdure]
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PI
RNA
SDS
SPR
Tab.
TAE
TCID
TE
TEMED
Tris
uv
VEBP

WNV
WT
X-QGal

lateinisch: pondus hydrogenii, negativer dekadischer
Logarithmus der H+-Konzentration
Patientenisolat

ribonucleic acid, Ribonucleinsidure
sodium dodecyl sulphate

surface plasmon resonance

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

tissue culture infectious dose
Tris-EDTA
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Ultaviolett

Anhang

virus envelope binding protein (HSA, das mit 500-fachem

Uberschuss HOCI oxidiert wurde)

West-Nil Virus

Wild-Typ
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-D-galactopyranosid
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