Platzverweis fiir HI-Virus

Viele AIDS-Patienten werden die Hoffnung auf Heilung schon
aufgegeben haben. Bislang gibt es keine Therapie, die dem HI-
Virus den Garaus machen kénnte. Verschie-

Versuche mit Enzymschere
lassen auf eine Heilung
der HIV-Infektion hoffen

Theodor Dingermann und
llse Ziindorf

dene Medikamente wie Fusionshemmer,
Reverse-Transkriptase- oder Protease-Inhibi-
toren kénnen es zwar in Schach halten

(s. Infografik), werden sie aber abgesetzt,
dann kann sich das Virus wieder ungehin-

dert weiter vermehren. Doch nun ist es

deutschen Forschern gelungen, das in HeLa-Zellen eingebaute
Erbgut eines HI-Virus mit Hilfe eines Enzyms zu eliminieren.
Kénnen so in Zukunft AIDS-Kranke geheilt werden?

Hilt man Ausschau nach Krank-
heiten, die sich durch eine Inter-
vention mit einem oder mehre-
ren Vertretern unseres riesigen
Arzneimittelschatzes heilen las-
sen, so fallen einem nur wenige
Beispiele ein. Ganz oben auf der
Liste stehen allerdings die In-
fektionskrankheiten, von denen
sich viele durch den Einsatz von
Antibiotika und Virustatika tat-
sachlich heilen lassen. Aller-
dings auf die Frage nach der
Mbglichkeit einer Heilung einer
HIV-Infektion lautet die ein-
fache und erniichternde Antwort
ganz klar: NEIN ...

... zumindest bis zum letzten
Freitag des Monats Juni 2007,
als morgens langsam durchsi-
ckerte, dass in der neuen Ausga-
be des renommierten Wissen-
schaftsmagazins Science ein
Artikel enthalten sei, der tat-
sachlich einen Ansatz zur end-
giiltigen Heilung einer HIV-In-
fektion aufzeige [1]. Dies sei
dadurch moglich, so die ersten
Meldungen, dass es Wissen-
schaftlern aus Dresden und
Hamburg gelungen sei, das vi-
rale Progenom des HI-Virus aus
der Zelle zu entfernen. Denn in
der Tat ist die Antwort auf die
Frage nach der Heilbarkeit einer
HIV-Infektion deshalb so apo-
diktisch negativ, weil sich die
HI-Viren nach einer Infektion
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der Zelle in Form eines viralen
DNA-Progenoms in die DNA
der infizierten Zelle integrieren
und so zu einem nicht mehr
trennbaren Teil dieser DNA
werden.

Eine Therapie einer HIV-Infekti-
on bedeutet daher derzeit das
,,Ruhigstellen dieses viralen
Teilabschnitts der betroffenen
Kern-DNA, was im Ubrigen in
den letzten Jahren immer besser
gelingt, so dass sich die HIV-In-
fektion von einer todlichen
Krankheit zu einer chronischen
Infektion gewandelt hat. An
Heilung wire nur zu denken,
wenn alle infizierten Zellen aus-
gerottet wiirden. Oder?
Tatsédchlich zeigt der Ansatz der
beiden Gruppen um Joachim
Hauber (Max-Planck-Institut fiir
Molekulare Zellbiologie und
Genetik, Dresden) und Frank
Buchholz (Heinrich-Pette-Insti-
tut fiir experimentelle Virologie
und Immunologie, Hamburg) ei-
nen alternativen Weg auf. Thr
Ansatz zielt darauf ab, das virale
Progenom aus der DNA der infi-
zierten Zelle auszuschneiden.

Einfach herausschneiden —
aber wie?
In der Natur stellt sich dieses

Problem ganz konkret immer
wieder bei Bakteriophagen und

Hefen, die darauf angewiesen
sind, bestimmte DNA-Bereiche
zu modifizieren. Geldst wurde
das Problem durch die ,,Erfin-
dung* von Rekombinasen, En-
zyme, die an zwei ganz spezi-
fische DNA-Bereiche binden
und die zwischen den Bindungs-
stellen liegende DNA ausschnei-
den.

Cre/loxP-Rekombinase-
System weist den Weg

Eines dieser Systeme, das heute
in der experimentellen Genetik
schon fast routineméBig einge-
setzt wird, ist das so genannte
Cre/loxP-Rekombinase-System
des Bakteriophagen P1 [2]. Da-
bei katalysiert die Rekombinase
Cre (cyclization recombination)
die Rekombination zwischen
zwei loxP-Erkennungsse-
quenzen (locus of X-over of
P1) unabhingig von weiteren
Cofaktoren. Die loxP-Sequenz
besteht aus einem zentralen
Element aus acht Basenpaaren
einer bestimmten Orientierung,
welches von zwei palindro-
mischen Sequenzen mit 13 >

L

Integration

Exzision

5' A;I'AACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTA;I: 3
3' TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATA 5'

ABB. 1: Die Cre/loxP-vermittelte Exzision und
Integration an einer ganz spezifischen Stelle
im Genom einer Zelle. Die Basenabfolge der
durch ein Dreieck markierten loxP-Stelle ist in
ihrer Sequenz dargestellt. Der zentrale Be-
reich, innerhalb dessen die Rekombination er-
folgt, ist hervorgehoben. Die Schnittstellen
sind durch Pfeile markiert.
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n Das HI-Virus bindet Uber das Membranprotein gp 120
an die Oberflachenrezeptoren CD4 und CCR5. Dieser
Schritt kann durch Bindungsinhibitoren blockiert
werden.

E gp 41 vermittelt anschlieRend die Fusion der Virus-
hille mit der Wirtszelle. Fusionsinhibitoren verhin-
dern das Verschmelzen der Virusmembran mit der
Wirtszelle.

ﬂ Virale RNA wird ins Zytoplasma freigesetzt und mit
Hilfe der Reversen Trankriptase in virale DNA umge-
schrieben. Reverse-Transkriptase-Inhibitoren ver
hindern diesen Schritt.

ﬂ Mit Hilfe der Integrase wird die virale DNA in das
Genom der Wirtszelle integriert. Der Einbau wird
durch Integrase-Inhibitoren unterbunden.

Rekombinase

Tre ){
B

Entfernung des HIV-Erbguts

Mit Hilfe der speziellen Rekombinase Tre lasst sich das
Erbgut des HIV gezielt herausschneiden. Sollten sich
mit diesem Ansatz alle HIV-infizierten Zellen erreichen
lassen, dann kénnte das HI-Virus auf diese Weise
vollstandig aus dem Korper eliminiert werden.

E Das Viruserbgut wird in Virus-Boten-RNA Ubersetzt.
Sie erhélt die Information flr die Synthese von
viralen Vorlauferproteinen, die nach Umstrukturierung
durch virale Proteasen zu Virion-Core-Strukturen
zusammengesetzt werden. Das ldsst sich durch
Protease-Inhibitoren verhindern.

EINE HEILUNG EINER HIV-INFEKTION ist mit den zur Verfligung stehenden Medikamenten nicht mdglich, da sich mit ihnen
das in die Wirtszelle eingebaute virale DNA-Progenom nicht entfernen Iasst. Gelungen ist das jetzt erstmals in Versuchen mit
HelLa-Zellen. Mit Hilfe eines fiir die Entfernung der HIV-1-Sequenz optimierten Enzyms, der Rekombinase Tre, ist es gelungen,
das HIV-Genom aus den infizierten HelLa-Zellen dauerhaft zu entfernen.
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Basenpaaren Linge flankiert
wird. Ein chromosomales
DNA-Segment, das zwischen

gleichgerichteten loxP-Sequen-

zen liegt (man spricht von
einem ,,gefloxten* DNA-Seg-
ment), wird durch die Cre-Re-

kombinase in Form eines zirku-
laren Produktes aus dem Chro-

mosom herausgeschnitten und
in der Zelle abgebaut (Abb. 1).

Auf dem Chromosom bleibt ei-

ne einzelne loxP-Sequenz zu-
riick. Prinzipiell kann iiber die
Riickreaktion auch fremde

DNA ins Chromosom integriert

werden. Diese Richtung der
Reaktion ist allerdings sehr in-
effektiv, da das Gleichgewicht
ganz klar auf der Seite der Ex-
zision liegt.

Kein einfaches Verfahren

Seit etwa zehn Jahren wendet
man dieses System sehr erfolg-
reich auch in Sidugerzellen an

und erzeugt auf diese Weise bei-

spielsweise so genannte gewe-
bespezifische Knockout-Miuse
(31

Obwohl dieses Verfahren sehr

hiufig angewendet wird, ist es al-
les andere als einfach. Man muss
zunichst eine Maus ,,herstellen,
in der durch homologe Rekombi-
nation das Zielgen oder ein chro-

mosomaler Zielabschnitt durch
ein ,,gefloxtes Zielgen bzw. ei-
nen ,,gefloxten* Zielabschnitt

ausgetauscht wird. Dann benétigt
man eine zweite transgene Maus,

die eine Cre-Rekombinase ent-

hilt, deren Expression von einem

Promotor gesteuert wird, der nur
in einem ganz bestimmten Zell-
typ oder in einem bestimmten
Gewebe aktiv ist (,,gewebespezi-
fische Cre-Maus‘). Schlie3lich
kreuzt man die beiden Tiere. Bei
den Nachkommen werden nun
die Genbereiche zwischen den
loxP-Sequenzen in denjenigen
Zellen herausgeschnitten, die die
Cre-Rekombinase exprimieren
(Abb. 2).

Cre-Rekombinase muss
richtige Stelle erkennen

Was fasziniert an diesem Ansatz
im Hinblick auf das HIV-Pro-
blem? Natiirlich die Moglichkeit
zur zielgenauen Entfernung des
in das Wirtsgenom integrierten
proviralen HIV-Genoms durch
eine Cre-Rekombinase. Aller-
dings fehlen dieser Rekombi-
nase in den infizierten Zellen die
Erkennungssequenzen, und die-
se einzufiigen — wie im Falle des
geschilderten Mausexperimentes
— scheidet hier natiirlich aus.
Stattdessen haben die Forscher
aus Dresden und Hamburg einen
duBerst mutigen Alternativweg
ausprobiert. Und sie waren er-
folgreich!
Sie haben in einem evolutiven
Ansatz die Cre-Rekombinase an
Erkennungssequenzen ,,ge-
wohnt*, die in den langen termi-
nalen Wiederholungseinheiten
des HIV-1-Genoms (HIV-1
LTRs) vorkommen.
Hierzu wurde zunéchst in den
LTRs nach Bereichen gesucht,
die eine gewisse Sequenzhomo-
logie mit den

loxP-Sequenzen aufwie-
sen — und man hat solche
gefunden. Dieser Bereich
wurde dann isoliert und
in einen so genannten
,,Evolutionsvektor* klo-
niert, mit dessen Hilfe in
E. coli angezeigt werden
kann, ob die Sequenz von
einer Cre-Rekombinase
erkannt und geschnitten
wird [4]. In den E.-coli-
Zellen wurden dann Cre-

ABB. 2: Zur gewebespezifischen Deletion eines Genab-
schnitts wird eine , gefloxte® Zielmaus mit einer gewe-

bespezifischen Cre-Maus gekreuzt. Die Cre-Expression
wird durch gewebespezifische Promotoren kontrolliert.
Die Exzision findet nur in den Zellen statt, in denen der

Promotor vor dem Cre-Gen aktiv ist.
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Mutantengene exprimiert,
in der Hoffnung, dass
sich unter den Mutanten
auch solche befinden, die
statt der loxP-Sequenz
die HIV-1-LTR-Sequenz
erkennen wiirden.

Hela-Zellen sind nach einer Pati-
entin namens Henrietta Lacks
benannt, bei der im Jahr 1951 die
Diagnose Zervixkarzinom gestellt
wurde. Um die Malignitiat ge-
nauer zu untersuchen, wurde eine
Gewebeprobe des Karzinoms ent-
nommen. Die Zellen lieBen sich
sehr gut kultivieren und vermeh-
ren und haben daher inzwischen
einen festen Platz in der For-
schung.

Miihsame Suche nach HIV-
spezifischen Cre-Mutanten

Erste Versuche waren erfolglos,
da sich offensichtlich die loxP-
Sequenzen und die HIV-1-LTR-
Sequenzen zu stark unterschie-
den. Aus diesem Grund wurden
~Zwischensequenzen‘ als Ziel-
sequenzen generiert, um die ge-
wiinschte Spezifikationsidnde-
rung der Cre-Rekombinase in
kleinen Schritten zu vollziehen.
Tatsdchlich gelang es, zunédchst
sehr geringe Rekombinationsak-
tivititen in der Mutantenmi-
schung nachzuweisen und im-
mer stirker anzureichern. Nach
126 Evolutionszyklen hatte man
das gesteckte Ziel erreicht und
hatte Cre-Mutanten mit einer
derart verdnderten Struktur iso-
liert, dass sie nun HIV-1-Se-
quenzen erkannten und den von
diesen Sequenzen flankierten
DNA-Bereich aus dem Genom
entfernten.

Der Sieger heif3t Tre

Das beste Enzym nannten die
Wissenschaftler Tre, und eine
Detailanalyse ergab, dass sich
Tre von Cre durch 19 Amino-
sdureaustausche unterschied.

Im nidchsten Experiment wurde
getestet, ob Tre auch in Sauger-
zellen aktiv und spezifisch war.
Dieser Test wurde zunéchst in
HeLa-Zellen, also humanen Epi-
thelzellen eines Zervixkarzi-
noms, durchgefiihrt, und zur
groBen Freude der Wissenschaft-
ler waren die Versuche positiv.
SchlieBlich wurde die Tre-Re-
kombinase dahingehend getes-
tet, ob sie tatséchlich ein ganzes
HIV-Genom auszuschneiden ver-
mochte. Und auch das gelang.
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Richtung Heilung? tisc.:he Interventioq sicher to- Allerdings k.alnn man in Frage
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Eine faszinierende Story grofer die Wissenschaftler offen- liche Leistung mit einer Publi-
moderner Wissenschaft, die mit sichtlich auch iiber einen ex- kation in Science gewiirdigt
einer Publikation in Science be- trakorporalen Behandlungsan-  worden wire, wenn die Mach-
lohnt wurde! Aber auch ein An- satz nach, bei dem den Pati- barkeit der zielgerichteten Re-
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Akademische Feier des Fachbereichs 14,
Beginn 17.00 Uhr s.t., Biozentrum, Campus Riedberg.

Ball im Festsaal des Casinos der Universitit,
Campus Westend, Beginn 20.00 Uhr c.t.,
Sektempfang ab 19.30 Uhr.

Schirmherrschaft: Gerhard K. Girner, Mitglied
des Vorstands der Deutschen Apotheker- und
Arztebank, Prof. Dr. Theodor Dingermann
und Prof. Dr. Manfred Schubert-Zsilavecz,
Frankfurter Pharmazieschule

Eingeladen sind alle Ehemaligen, Studenten,
Mitarbeiter und Freunde der Frankfurter Pharmazie.
Karten sind fiir 35 € inkl. Buffet unter 069/798-29545
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Mitglieder des Alumnivereins zahlen 25 €,
Studenten (auch im PJ) 30 €.
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