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Fiir den Inhalt der Artikel sind die Au-
toren allein verantwortlich.

Ziel dieses Bulletins ist es, Arzte, Gesund-
heitsbehdrden und Patienten iiber aktuelle
Entwicklungen in der Retrovirus-Forschung
zu informieren. Viermal im Jahr wird in
kurzer Form der aktuelle Forschungsstand
zu verschiedenen Themen wiedergegeben.
Fiir Verbesserungsvorschldge und Anre-
gungen sind wir sehr dankbar.
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EDITORIAL

M Erfreulicherweise konnten wir Prof. Klaus Uberla aus Bochum dafiir gewinnen, die kiirzlich
veroffentlichten Ergebnisse der groBen, in Thailand durchgefiihrten Impfstudie zu kommentie-
ren. Prof. Uberla arbeitet selbst seit Jahren an den Grundlagen der Vakzineforschung und ist
an mehreren europdischen Verbundprojekten beteiligt.

B Aus unserem eigenen Haus ist der Beitrag von Dr. Jérg Votteler zur Funktion von Ubiquitin
bei der Freisetzung von HIV-1. Herr Votteler ist Post Doc in der Arbeitsgruppe von Prof. Ulrich
Schubert, die die Wechselwirkung von Wirtszell- und Virusproteinen auf molekularer Ebene
analysiert mit dem Ziel, zelluldre Zielstrukturen fir die Therapie der HIV-Infektion zu bestim-
men. Im Mittelpunkt stehen dabei die komplexen Prozesse des Zusammenbaus von HI-Virus-
partikeln. Der Beitrag zeigt, wie viele Details inzwischen schon erfolgreich analysiert werden
konnten. Die im Rahmen dieser Untersuchungen als potentielle Medikamente identifizierten
Proteasomeninhibitoren haben bei der Behandlung von Krebserkrankungen (rezidivierendes
multiples Myelom) bereits Eingang in die klinische Anwendung gefunden. Bei der Behandlung
von HIV ist jedoch noch weitere Grundlagen-Forschung notwendig, wie Herr Votteler dies
recht anschaulich erldutert.

B Im letzten Beitrag dieser Ausgabe fasst Andrea Kre8 Neuigkeiten vom HTLV-Weltkongress
zusammen. Forschungsarbeiten zum Humanen T-Zell-Leukdmie-Virus, darunter auch die Ar-
beiten von Frau KreB, wurden bei uns im Haus von Prof. Ralph Grassmann betreut, der leider
im Juli letzten Jahres verstorben ist. Beim erwdhnten Weltkongress wurde ein Forschungs-
preis nach Prof. Grassmann benannt, was eine nachtragliche Anerkennung seiner Arbeit und
seiner Person ist. Auch wenn die meisten unserer Leser aus dem HIV-Umfeld kommen, so mag
es doch fiir viele auch interessant sein, welche Fortschritte bei der Behandlung der Adulten
T-Zell-Leukdamie und der HTLV-1-assoziierten Myelopathie/Tropische Spastische Paraparese
(HAM/TSP) gemacht werden konnten.

B In eigener Sache: Wir mochte hier nochmals auf die Mdglichkeit hinweisen, das Retrovi-
rus-Bulletin online zu abonnieren. Als Online-Abonnent bekommen Sie nach Fertigstellung
eine pdf-Datei zugeschickt, die meist ein bis zwei Wochen vor der gedruckten Fassung er-
scheint. Die An- und Abmeldung erfolgt einfach tiber ein Fenster auf unserer Homepage:
http://www.virologie.uni-erlangen.de/bulletin/bulletin

Wir wiinschen unsern Lesern eine besinnliche
Adventszeit und einen guten Rut hoakiy
ins neue Jahr. Uber Anregungen

und Vorschldge wiirde e

Traumstrand Brasiliens -
in Salvador-fand der
HILV-Weltkongeess 2009 statt (S. 6).



FORSCHUNG

HIV-Impfstoffentwicklung - Silberstreifen am Horizont?

B Zu den Schwierigkeiten bei der HIV-Impf-
stoffentwicklung zéhlen auch die lange Dau-
er und die hohen Kosten der klinischen Wirk-
samkeitspriifungen. Dies hat dazu gefiihrt,
dass bisher nur drei Impfstrategien in groen
klinischen Studien auf ihre Wirksamkeit hin
tiberpriift wurden. Dabei zeigten weder ein
rekombinanter HIV-gp120-Oberflaichen-Pro-
tein-Impfstoff (AIDSVAX) noch ein adeno-
viraler Vektorimpfstoff Hinweise auf eine
Wirksamkeit (Flynn et al., J Infect Dis 2005,
Buchbinder et al., Lancet 2008). Die fehlende
Wirksamkeit der AIDSVAX-Impfung wurde
darauf zurilickgefihrt, dass der Impfstoff kei-
ne neutralisierenden Antikorper induziert.
Der adenovirale Vektorimpfstoff enthielt kei-
ne Env-Komponente, induzierte aber zytoto-
xische T-Zellantworten, die jedoch offen-
sichtlich keinen Schutz vermittelten. Die
dritte Wirksamkeitsstudie, deren Ergebnisse
nun vorliegen (Rerks-Ngarm et al., N Engl J
Med 2009), verfolgte die Strategie, gleichzei-
tig zelluldre Immunantworten und Antikor-
perantworten zu induzieren. Dazu wurde
viermal mit einem Vogelpockenvirus-Vektor
(ALVAC) gegen Gag, die Protease und Env im-
munisiert und bei den letzten beiden Immu-
nisierungen noch zusatzlich der AIDSVAX-
Impfstoff verabreicht.

Ergebnisse der thaildndischen Studie

Bei den 8197 in Thailand geimpften Studien-
teilnehmern traten in den ersten drei Jahren
nach Impfung 51 HIV-Infektionen auf,
wahrend in der 8198 Personen umfassenden
Placebo-Gruppe 74 Infektionen beobachtet
wurden. Diese Reduktion der Infektionsrate
um 31,2 % ist zwar statistisch gerade signifi-
kant (p = 0,04), der 95% ige Vertrauensbereich
(Konfidenzintervall) von 1,1 % bis 51,2 % zeigt
aber auch, dass die Wirksamkeit mdglicher-
weise nur marginal ist. Die diesen Zahlen zu-
grunde liegende modified intention to treat-
Analyse war vor Auswertung der Studie im
statistischen Analysenplan vorgesehen und
schlieBt 7 Teilnehmer aus, die nach der Ran-
domisierung, aber vor der Gabe der ersten
Impfdosis eine HIV-Infektion erwarben. Dies
ist von Bedeutung, da die intention to treat-
Analyse, die alle randomisierten Studienteil-
nehmer umfasst, zwar auch eine dhnliche Re-
duktion der Infektionsrate (26,49%) zeigte,
aber statistisch nicht signifikant war. Die per
protocol-Analyse, bei der ca. 25% der ran-
domisierten Studienteilnehmer ausgeschlos-
sen wurden, da sie nicht an allen Impfzeit-
punkten innerhalb der dafiir vorgesehenen
Zeitspanne teilnahmen, ergab eine 26,2%ige
Reduktion der HIV-Infektionsrate, ohne sta-
tistisches Signifikanz-Niveau zu erreichen. Da
die verschiedenen Auswertungen alle eine
dhnliche Verminderung der Infektionsrate
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Thailand: 610000 HIV-Infizierte. Privalenz bei Erwachsenen (15 bis 49 Jahre): 1,4 %

Quelle: UNAIDS/UNICEF/WHO, 2008

zeigen, ist eine Wirksamkeit der Impfung sehr
viel wahrscheinlicher als deren Unwirksam-
keit, auch wenn sich nicht fiir alle Auswer-
tungen eine statistische Signifikanz ergibt.
Eine Bestatigung der Ergebnisse ist jedoch er-
forderlich. Da auch die Stirke der Wirksam-
keit nur begrenzt ist, hat eine solche Impf-
strategie die Marktreife noch ldngst nicht
erreicht. Trotzdem sind die Konsequenzen
dieser Studie fiir die HIV-Impfstoffentwick-
lung betrdchtlich, da neue Erkenntnisse lber
die Mechanismen des Impfschutzes gewon-
nen, moglicherweise falsche Schlussfolgerun-
gen zu den Korrelaten des Impfschutzes revi-
diert und die HIV-Impfstoffe gezielter
verbessert werden kdnnen.

Korrelate des Impfschutzes

Der Vergleich der Immunantworten, die durch
die wahrscheinlich schiitzende ALVAC/AIDS-
VAC-Immunisierung induziert wurden, mit
den Immunantworten, die durch AIDSVAC al-
leine oder die adenovirale Vektorimmunisie-
rung erzielt wurden, erlaubt es, erstmalig Kor-
relate eines HIV-Impfschutzes beim Menschen
zu identifizieren. Dabei ist es wichtig, zwi-
schen zwei Arten des Impfschutzes zu unter-
scheiden. Es kann entweder die Infektion

komplett verhindert werden (Schutz vor In-
fektion), was sich in den klinischen Studien
durch eine reduzierte Serokonversionsrate der
Vakzingruppe bemerkbar macht. Alternativ
kann durch eine Impfung der Infektionsver-
lauf abgemildert werden (Schutz vor Erkran-
kung). Dabei dient eine Reduktion der friihen
viralen RNA-Beladung bei den Infizierten der
Vakzingruppe als Surrogatmarker. Die adeno-
virale Vektorimmunisierung reduzierte weder
die Infektionsrate noch beeinflusste sie den
Infektionsverlauf. Da die adenovirale Vektor-
immunisierung die mit Abstand stdrksten
zytotoxischen T-Zellantworten induziert,
scheint die zytotoxische T-Zellantwort alleine
nicht fiir einen Impfschutz auszureichen. In
der thailandischen Studie fiihrte die ALVAC/
AIDSVAX-Impfung zu einer Reduktion der In-
fektionen, nicht aber zu einer Reduktion der
frithen Virusbeladung. Dies deutet darauf hin,
dass flir den Schutz vor Infektion andere Me-
chanismen zum Tragen kommen als fiir die
Reduktion der Virusbeladung nach bereits er-
folgter Infektion.

B Die AIDSVAX-Immunisierung alleine ver-
hinderte die HIV-Infektion nicht. Die ALVAC/
AIDSVAX-Kombinationsimpfung fiihrte im
Vergleich zur Immunisierung mit den Einzel-
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komponenten zu einer verstarkten Antigen-
spezifischen Proliferationsantwort von Lym-
phozyten, zu qualitativen Unterschieden in
den CD4*-T-Zellantworten, und zur Induk-
tion Antikérper-abhangiger zelluldrer Zyto-
toxizitit (ADCC) (McNeil et al., Science 2004).
Die zytotoxischen T-Zellantworten waren je-
doch deutlich geringer als nach adenoviraler
Vektorimmunisierung. Als Korrelate des
Schutzes vor einer HIV-Infektion sind daher
am ehesten CD4*-T-Zellantworten und ADCC
in Betracht zu ziehen. Die Beobachtung, dass
die ALVAC/AIDSVAC-Immunisierung vor In-
fektion schiitzt, nicht aber den Infektionsver-
lauf beeinflusst, falls der Schutz vor Infek-
tion durchbrochen wird, ist mit einem Anti-
korper-vermittelteten Schutz in Einklang zu
bringen. Die geringe genetische Variabilitat
friiher Virusisolate und die auf eine Einzelex-
position bezogene geringe Ubertragungsrate
von HIV sprechen dafiir, dass eine HIV-Infek-
tion haufig auf ein einzelnes Infektionsereig-
nis zuriickzufiihren ist (Keele et al., Proc Natl
Acad Sci USA 2008). Auch bei einer geringen
Effizienz kdnnten Antikorper gegen Env ins-
besondere in der exponierten Schleimhaut die
Infektion durch das einzelne, zur Infektion
flihrende Viruspartikel komplett verhindern,
wihrend die nachfolgende Ausbreitung der
Viren durch Antikdrper nur marginal verzo-
gert wird.

Konsequenzen aus der thailindischen
Studie

Fir die meisten HIV-Vakzin-Forscher, den
Autor eingeschlossen, war das Ergebnis der
ALVAC/AIDSVAX-Studie unerwartet. Dies
wird besonders deutlich an einem, zu Beginn
der Studie im Jahr 2004 in der Zeitschrift
Science verdffentlichen Kommentar fiihren-
der HIV-Forscher, in dem bezweifelt wird, dass
die ALVAC/AIDSVAX-Immunisierung auch
nur annahernd Immunantworten induziert,
die zu einem Impfschutz fiihren kdnnten
(Burton et al., Science 2004). Als Argument
wurde angefiihrt, dass ALVAC wenig immu-
nogen ist und es keine Hinweise gibt, dass die
Kombination aus ALVAC und AIDSVAX die zy-
totoxische T-Zellantwort oder die neutralisie-

rende Antikérperantwort im Vergleich zu den
Einzel-Impfstoffen verstarkt. Implizit geht
diese Argumentation davon aus, dass ein
Impfschutz vor der HIV-Infektion oder Pro-
gression nur (ber zytotoxische T-Zellen
und/oder neutralisierende Antikdrper zu er-
zielen ist.

® Muss diese Annahme nach der thaildn-
dischen Studie in Frage gestellt werden?

e Konnte es sein, dass der Schutz vor der
HIV-Infektion in der thaildndischen
Studie auf nicht-neutralisierende Anti-
korper in der exponierten Schleimhaut
zuriickzufiihren ist?

Sind die Ergebnisse der thaildndischen
Studie, die liberwiegend Personen

mit niedrigen HIV-Infektionsrisiko
einschloss, auf Hochrisikogruppen iiber-
tragbar?

Warum haben Impf- und Challenge-
versuche mit vergleichbarer Immuni-
sierungsstrategie im Tiermodell nicht
Hinweise auf eine Schutzwirkung der
Impfung gezeigt?

Dies sind nur einige der vielen Fragen, die sich
nun stellen. Zumindest fiir die letzte zeichnet
sich eine Antwort ab. Bei den meisten Impf-
studien im Primatenmodell wurde die Schutz-
wirkung der Impfung mit einer hohen Inoku-
lationsdosis des sog. »Challenge-Virus« auf
ihre Wirksamkeit hin untersucht. Selbst ein
Impfstoff, der eine 90%ige Wirksamkeit auf-
weist, wiirde eine Infektion nicht verhindern,
wenn das Challenge-Virus mit mehr als 10
Tier-infektiosen Dosen verabreicht wird. Ein
niedrig-dosiertes Challenge-Experiment, bei
dem die Tiere wiederholt einer geringeren Vi-
rusmenge ausgesetzt wurden, zeigte, dass ein
neutralisierender monoklonaler Antikdrper
bereits in sehr niedriger Konzentration vor ei-
ner Infektion schiitzt (Hessell et al., Nat Med
2009), obwohl der Einfluss des Antikorpers
auf die Virusbeladung nach erfolgter Infek-
tion nur marginal ist (Parren et al., J Virol
2001). Die wiederholte Exposition nach Imp-
fung mit niedrigen Infektionsdosen scheint

Der Weg zu einem wirksamen Impfstoff gegen HIV ist noch weit.

e

eher die natirliche Situation wiederzuspie-
geln und stellt daher ein interessantes Tier-
modell dar, um einige der aufgeworfenen Fra-
gen anzugehen und die Impfstoffe gezielter
zu verbessern. Die thaildndische Studie belegt
aber auch, wie unsicher auf Korrelaten des
Impfschutzes beruhende Annahmen sind und
wie wichtig Wirksamkeitsstudien beim Men-
schen - selbst wenn diesen von den gerade
dominierenden wissenschaftlichen Meinungs-
flhrern keine Aussicht auf Erfolg eingerdumt
wird.

Prof. Dr. med. Klaus Uberla
Ruhr-Universitdt Bochum,

Abteilung fiir Molekulare und Medizinische
Virologie

klaus.ueberla@ruhr-uni-bochum.de
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FORSCHUNG

Die Funktion von Ubiquitin bei der Freisetzung von HIV-1

B HIV-1 ist - wie alle Viren - ein intrazellu-
larer Parasit, welcher fiir seine Replikation die
Interaktion mit verschiedenen zelluléren Pro-
teinen bendétigt. In vielen Stadien des viralen
Replikationszyklusses spielen dabei auch Fak-
toren aus dem Ubiquitin-Proteasom-System
(UPS) eine entscheidende Rolle.

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Anfang der 1980er Jahre wurde ein hoch
komplexes System zur Degradation von Pro-
teinen entdeckt, welches heute als UPS be-
kannt ist. Uber 90 % aller intrazelluliren Pro-
teine in eukaryotischen Zellen werden durch
das UPS modifiziert und prozessiert. Auf die-
sem Weg kdnnen Funktion, Lokalisation und
Halbwertszeit verschiedener Proteine selektiv
gesteuert werden. Somit stellt das UPS eine
zentrale Regulationseinheit der Zelle dar, fiir
dessen Entdeckung 2004 die beiden israeli-
schen Forscher Avram Hershko und Aaron
Chiechanover sowie der US-Amerikaner Irvin
Rose den Nobelpreis fiir Chemie erhielten.
B Die proteolytisch aktive Komponente des
UPS bildet das 26S-Proteasom, ein Multien-
zymkomplex, bestehend aus der proteolytisch
aktiven 20S- und zwei regulatorischen 19S-
Untereinheiten, die ihrerseits wieder aus meh-
reren Proteinen zusammengesetzt sind. Im
Gegensatz zu dem zweiten proteolytischen
System eukaryotischer Zellen, den bereits in
den 1950er Jahren entdeckten lysosomalen
Proteasen, befinden sich Proteasomen nicht in
membranumhiillten Zellkompartimenten, son-
dern sind in Zytoplasma und Zellkern verteilt.
B Proteine werden durch eine kovalente An-
heftung von Ubiquitin (Ub) fiir den Abbau
durch das Proteasom markiert. Ub ist ein glo-
buléres Protein, welches aus 76 Aminosauren
besteht und in eukaryotischen Zellen hoch
konserviert ist. So unterscheiden sich das Ub
einer humanen Zelle und das einer Hefe in
nur 3 Aminossuren. Uber den C-terminalen
Aminosaurerest Glycin wird Ub in einem
schrittweisen Prozess, der sogenannten Ubi-
quitinierung (auch Ubiquitinylierung ge-
nannt), kovalent an ein Lysin im Zielprotein
gebunden (Abb. 1). Durch die Anheftung wei-
terer Ub-Einheiten Uber die internen Lysine
eines bereits gebundenen Ub kann eine Ub-
Kette an dem jeweiligen Zielprotein gebildet
werden. Insgesamt enthalt Ub sieben Lysine,
daher sind verschiedene Arten der Bildung ei-
ner Ub-Kette mdglich, insbesondere lber die
Lysine an Position 48 und 63.

B Im ersten Schritt der Ubiquitinierung wird
das Ub durch ein Ub-aktivierendes Enzym E1
aktiviert. Daraufhin wird es an ein Ub-konju-
gierendes Enzym E2 transferiert. Der finale
Schritt schlieBlich, die Isopeptidbindung zwi-
schen dem Gly’6 des Ub und der e-Amino-
gruppe eines Lysins des Zielproteins, wird von

den E3-Ub-Ligasen katalysiert. Diese groBe
Gruppe von Enzymen wird in zwei strukturell
verschiedene Klassen eingeteilt, den soge-
nannten HECT (homology to E6AP C-termi-
nus) E3-Ligasen und den RING (really inter-
esting new gene)-Finger E3-Ligasen (Abb. 1).
B Die Markierung eines Proteins durch Ub
kann je nach Art der Ubiquitinierung eine Rei-
he von Prozessen auslosen. In der urspriing-
lich zuerst entdeckten Form der Ubiquitinie-
rung werden die Ub-Ketten iber das Lys#8 in
Ub verkniipft. Hat die wachsende Ub-Kette
mindestens vier Molekiile erreicht, fiihrt dies
zur Degradation des Proteins durch das Pro-
teasom. Noch wahrend der Proteolyse durch
das Proteasom wird das Ub durch eine Grup-
pe von Cystein-Proteasen, die sogenannten
Ub-Hydrolasen, wieder abgespalten und re-
cycelt.

B Ub ist jedoch nicht nur am Abbau von Pro-
teinen beteiligt, es spielt auch bei anderen
Vorgédngen in der Zelle eine wichtige Rolle.
Monoubiquitinierung, d.h. das Anfligen von

Abb. 1: Mechanismus und Arten der Ubiquitinierung.

einzelnen Ub-Molekiilen an ein oder mehre-
re Lysine des Ziel-Proteins, requliert unter an-
derem den Proteintransport innerhalb einer
Zelle, insbesondere bei Endo- und Exozytose
von Rezeptoren (Abb. 1). Auch Polyubiquitin-
ketten, die tiber Lys®3 in Ub verkniipft sind,
regulieren verschiedenste Prozesse wie Phos-
phorylierung oder Endozytose (Abb. 1).

B Aufgrund der Fiille von Funktionen, die Ub
als Signalpeptid in der Zelle ausiibt, verwun-
dert es nicht, dass sowohl das spezifische An-
kniipfen von Ub an ein Protein als auch des-
sen hydrolytische Abspaltung vom jeweiligen
Zielprotein durch ein hoch komplexes Netz-
werk reguliert wird und eine ganze Reihe von
Faktoren das UPS beeinflussen und kontrol-
lieren.

UPS reguliert die Freisetzung von HIV-1

Insbesondere bei der Freisetzung und Reifung
viraler Partikel an der Plasmamembran sind
Faktoren aus dem UPS von entscheidender Be-
deutung (Martin-Serrano, Traffic 2007; Votte-
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ler et al., Expert Opin Ther Targets, 2008). Aus-
gehend von Beobachtungen aus dem Jahr
2000, dass Proteasominhibitoren die Freiset-
zung und Reifung von HIV-1 behindern, wur-
de in den letzten Jahren eine Vielzahl von zel-
luldren Proteinen aus dem UPS identifiziert,
die fiir die Virusfreisetzung wichtig sind. Als
erster dieser Faktoren wurde 2001 Tsg101
(tumor susceptibility gene 101) als Regulator
fiir die Freisetzung von HIV-1 beschrieben
(Abb. 2) (Garrus et al., Cell 2001; Martin-Ser-
rano et al., Nat Med 2001; VerPlank et al., Proc
Natl Acad Sci USA 2001). Tsg101 besitzt, ob-
wohl es strukturell einem E2-Ub konjugieren-
den Enzym dhnlich ist, selbst keine enzymati-
sche Aktivitat, da das entscheidende Cystein
im aktiven Zentrum fehlt. Tsg101 ist ein Teil
des sogenannten ESCRT (endosomal sorting
complex required for transport ), einem Mul-
tiproteinkomplex, welcher aus insgesamt flinf
Komponenten besteht: ESCRT-0, ESCRT-I,
ESCRT-II, ESCRT-Il und Vps-Vta1. Zusammen
mit anderen Proteinen bildet Tsg101 den
ESCRT-I. ESCRTs sind hoch konserviert, von
Archae bis zu Sdugetieren, und katalysieren
die Abschniirung von Membraneinstiilpun-
gen, die bei finalen Schritten der Zellteilung
und der Bildung von intraluminalen Vesikeln
in Endosomen (auch multivesikular bodies,
MVBs genannt) entstehen. Folglich requlieren
ESCRTs die Sortierung von Oberflachenre-
zeptoren, die tiber MVBs zur Degradation in
Lysosomen transportiert werden sollen. Dabei
ist Ub das wichtigste molekulare Signal zur
Markierung von Proteinen fiir den Transport
durch ESCRTs (Hurley 2008).

M Die Interaktion mit ESCRT-Proteinen ist es-
sentiell fiir eine effiziente Freisetzung von
HIV-1Virionen von der Zelloberfliche (Abb. 2).
Wird diese Interaktion unterbunden, wird die
Abschniirung der Membran zwischen den sich
bildenden Virionen und der Zelle verhindert,
wodurch die Virionen an der Zellmembran
vkleben« bleiben. Die p6-Region des HIV-1-
Gag-Polyproteins rekrutiert dafiir ESCRT-
Komponenten durch zwei sog. L-Doménen (L:
late budding; budding: dt. Knospenbildung).
Das wichtigste Motiv bei HIV-1 ist dabei die
PTAP-Sequenz, welche mit Tsg101 interagiert.
Zusatzlich dazu befindet sich in p6 noch ein
YPXnL-Motiv, das als sog. sekundére L-Doma-
ne mit dem ESCRT-assoziierten Protein ALIX
(ALG-2 interacting protein X) interagiert (Abb.
2). Diese sekundire L-Domine hat jedoch, so-
lange die PTAP-L-Doméne aktiv ist, nur einen
geringen Einfluss auf die Freisetzung von
HIV-1 (Strack et al., Cell 2003; Fisher et al.,
Cell 2007).

Welche Rolle spielt Ubiquitin?

Ub dient als Erkennungssignal fiir ESCRTs, und
bereits vor fast 20 Jahren wurde freies Ub in
Virionen verschiedener Retroviren entdeckt,
darunter HIV-1. Im Vergleich zur Wirtszelle
liegt Ub in Virionen in etwa flinffach héherer
Konzentration vor, allerdings sind Funktion
und Herkunft dieses freien Ub bis heute un-
bekannt. Schon vor Jahren wurden monoubi-
quitinierte Formen von HIV-1 p6 identifiziert,
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Abb.2: ESCRTs und Ubiquitin-Ligasen regulieren die Freisetzung von HIV-1.

Uber die L-Domdnen in p6 rekrutiert HIV-1 Komponenten ESCRTs und erméglicht so die Freisetzung
von HIV-1. Drei E3-Ligasen wurden bereits identifiziert, welche zumindest indirekt die Freisetzung von
HIV-1 regulieren: TAL und Mahogunin ubiquitinieren Tsq101 und regulieren dessen Aktivitdt, und POSH,

welches ALIX ubiquitiniert.

und jiingste Studien zeigen, dass auch ande-
re Doménen von Gag ubiquitiniert werden
(Gottwein et al., J Virol 2005). Dabei scheint
die Ubiquitinierung von HIV-1 Gag mit dessen
Multimerisierung und Anheftung an der Plas-
mamembran assoziiert zu sein (Jager et al., J
Virol 2007). Jedoch konnte bislang kein direk-
ter Zusammenhang zwischen der Ubiquiti-
nierung von Gag und der ESCRT-Funktion bei
der HIV-1 Freisetzung nachgewiesen werden.
M Bei anderen Retroviren, wie dem murinen
Leukamie-Virus (MuLV), wird die Freisetzung
tiber eine PPXY-Typ L-Domiéne reguliert, wo-
durch E3-Ub-Ligasen aus der sogenannten
NEDD4-Familie rekrutiert werden. Diese indu-
zieren die Ubiquitinierung von MulV Gag und
ermdglichen so die Virusfreisetzung. Einige
NEDD4-Ligasen, speziell NEDD4L, interagieren
auch mit HIV-1-Gag, haben jedoch, solange
die PTAP-L-Domiéne aktiv ist, keinen nennens-
werten Einfluss auf die Freisetzung von HIV-1.
Im Gegensatz dazu wird von der HIV-1-PTAP-
L-Doméne selbst nur Tsg101 rekrutiert, ein
Protein, das fiir sich genommen keine enzy-
matische Aktivitdt besitzt. Darliber hinaus
korreliert die unterstiitzende Funktion der
PTAP und YPX,L L-Domianen Motive bei der
Virusfreisetzung mit einem verminderten Le-

vel an ubiquitinierten Gag. Somit bleibt so-
wohl die Rolle von Ub als auch die der Ubiqui-
tinierung von HIV-1-Gag im Zusammenhang
mit der Virusfreisetzung weiter ratselhaft.

UPS als méglicher Angriffspunkt fiir
Therapien?

In Anbetracht der zentralen Bedeutung des
UPS fiir den Zellmetabolismus stellte sich
schon friith die Frage, ob sich das UPS zu
Theraupiezwecken nutzen ldsst. Jedoch kam
erst 2003 mit dem Proteasominihibitor Borte-
zomib (Velcade™) das erste Medikament aus
diesem Sektor auf den Markt. Velcade™ wird
seither erfolgreich zur Behandlung von rezidi-
vierenden muliplen Myelomen eingesetzt und
ist seit kurzem auch fiir die Primértherapie
dieser ansonsten schwer zu behandelnden
Krebserkrankung zugelassen. Studien hinsicht-
lich der Wirksamkeit von Velcade™ auf wei-
tere Krankheiten wie Leukdmien, Hodgkin und
non-Hodgkin Lymphome oder sogar Autoim-
munerkrankungen sind zum Teil sehr vielver-
sprechend. Diese Substanz zeigte zum ersten
Mal, dass das UPS auch fiir Therapiezwecke
nutzbar gemacht werden kann und ebnete den
Weg fiir eine ganz neue Klasse von Medika-
menten (Adams et al., Cancer Invest 2004).
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B Jedoch sind die beobachteten Nebenwir-
kungen der Therapie betréachtlich, und so wird
auch weiter an der Entwicklung neuer Subs-
tanzen geforscht. In diesem Zusammenhang
riicken seit Jahren Faktoren des UPS, insbe-
sondere die E3-Ligasen, in den Mittelpunkt
der Forschung. E3-Ligasen sind hochspezi-
fisch hinsichtlich ihrer Substrate, und schon
liber 500 dieser Enzyme wurden identifiziert.
Dariiber hinaus bieten auch die bereits tGber
80 bekannten Ub-Hydrolasen spezifische An-
griffspunke fiir neuartige Therapien. Durch
die hohe Spezifitdt dieser Enzyme fiir be-
stimmte Proteine sollte eine gezielte Inhibiti-
on eines dieser Enzyme eine hohe Selektivitat
der Wirkung sowie geringe Nebenwirkungen
aufweisen.

B Aufgrund der Tatsache, dass eine HIV-1-
Infektion zwar therapiert, aber gegenwartig
nicht geheilt werden kann, bleibt HIV-1 eines
der interessantesten Ziele hinsichtlich der
Entwicklung neuartiger Therapeutika. In ver-
schiedensten Stadien wirken Enzyme des UPS
auf die Virusreplikation ein, und es ist gut
mdglich, dass noch einige unentdeckte Fak-
toren in den nidchsten Jahren dazukommen.
Das Blockieren des Proteasoms hat eine Rei-
he antiviraler Effekte: Zusatzlich zu der be-
reits erwdhnten Inhibition der Freisetzung
von Virionen von der Oberflache verhindert
die Hemmung des Proteasoms den von HIV-1-
Proteinen induzierten Abbau von mindestens
zwei antiviral wirkenden Fakoren der Wirts-
zelle: APOBEC3G und CD-317 (auch bekannt
als Tetherin). Medikamente gegen das UPS,
insbesondere gegen spezifische E3-Ligasen,

konnten eine Ergdnzung der gegenwartigen
anti-retroviralen Therapie sein. Jedoch muss
dafiir noch die groBte Barriere Giberwunden
werden: Derzeit gibt es noch keine Strategie,
mit der man E3-Ligasen spezifisch hemmen
kann, da der enzymatische Mechanismus die-
ser Enzyme nach wie vor nicht vollsténdig
aufgeklart ist. Darliber hinaus besitzen insbe-
sondere RING-Finger-E3-Ligasen kein enzy-
matisch aktives Zentrum im klassischen Sinn,
sondern lben ihre katalytische Funktion da-
durch aus, dass sie wie ein Gerlist die Reakti-
onspartner - Ub, gebunden an E2 und das
Zielprotein, - in rdumliche Nahe bringen. Das
erfordert eine spezifische Protein-Protein-
Interaktion zwischen der E3-Ligase und den
Reaktionspartnern, und diese Interaktionen
sind schwer mit Inhibitoren zu blockieren.

A, S

Dr. Jérg Votteler

Virologisches Institut,

Nationales Referenzzentrum fiir Retroviren,
Universitdtsklinikum Erlangen
Jjoerg.votteler@viro.med.uni-erlangen.de

Literatur

Adams, J. and M. Kauffman. Development of the
proteasome inhibitor Velcade (Bortezomib). Cancer
Invest 2004; 22(2): 304-11.

Fisher, RD. et al., Structural and biochemical
studies of ALIX/AIP1 and its role in retrovirus bud-
ding. Cell 2007;128(5): 841-52.

Garrus, JE. et al,, Tsg101 and the vacuolar pro-
tein sorting pathway are essential for HIV-1 bud-
ding. Cell 2001; 107(1): 55-65.

Gottwein, E. et al, Analysis of human immun-
odeficiency virus type 1 Gag ubiquitination. J Virol
2005, 79(14): 9134-44.

Hurley, J. H., ESCRT complexes and the biogene-
sis of multivesicular bodies. Curr Opin Cell Biol
2008; 20(1): 4-11.

Jdger, SE. et al, Ubiquitination of human immu-
nodeficiency virus type 1 Gag is highly dependent
on Gag membrane association. J Virol 2007; 81(17):
9193-201.

Martin-Serrano, J., The Role of Ubiquitin in Re-
troviral Egress. Traffic 2007; 8(10): 1297-1303.

Martin-Serrano, J. et al, HIV-1 and Ebola virus
encode small peptide motifs that recruit Tsg101 to
sites of particle assembly to facilitate egress. Nat
Med 2001; 7(12): 1313-9.

Strack, B. et al, AIP1/ALIX is a binding partner
for HIV-1 p6 and EIAV p9 functioning in virus bud-
ding. Cell 2003; 114(6): 689-99.

VerPlank, et al, Tsg101, a homologue of ubiquit-
in-conjugating (E2) enzymes, binds the L domain in
HIV type 1 Pr55Gag. 2001; Proc Natl Acad Sci U S
A 98(14): 7724-9.

Votteler, J. Ubiquitin ligases as therapeutic tar-
gets in HIV-1 infection. Expert Opin Ther Targets
2008; 12(2): 131-43.

KONGRESSBERICHT

Neuigkeiten vom Humanen T-Zell-Leukidmie Virus (HTLV) -
Eindriicke vom HTLV-Weltkongress

B Vom 1. bis 4. Juli 2009 fand der HTLV-
Weltkongress, die »14th International Con-
ference on Human Retrovirology: HTLV and
related retrovirusess, unter der Sonne Bra-
siliens in Salvador im Bundesstaat Bahia statt.
Knapp 300 Wissenschaftler und Arzte fanden
sich bei tropischen Temperaturen vor einer
atemberaubenden Kulisse an der Kiiste Brasi-
liens ein, um die neuesten Forschungser-
gebnisse rund um HTLV in 75 Vortrdgen und
ca.200 Postern auszutauschen. Unter der
Schirmherrschaft des Brasilianers Carlos Bri-
tes wurde der Kongress von der »Internatio-
nal Retrovirus Association« ausgerichtet.

Brady-Grassmann-Harrington-Preis

Zu Beginn wurde in »Memorial Lectures« der
verstorbenen HTLV-Forscher Bill Harrington

(Miller School of Medicine, University of
Miami, USA), Ralph Grassmann (Virologisches
Institut - Klinische und Molekulare Virologie,
Universitatsklinikum Erlangen) und John Bra-
dy (NIH, Bethesda, USA) gedacht. Im Geden-
ken an die Verstorbenen wurde der »HTLV Re-
trovirology Prize«, welcher jedes zweite Jahr
verliehen wird, in »Brady-Grassmann-Harring-
ton Prize« umbenannt und an Carlos Brites
(Federal University of Bahia, Salvador, Brasi-
lien) in Anerkennung seiner wissenschaftli-
chen Leistungen verliehen. Im Anschluss da-
ran begann das wissenschaftliche Programm,
das eine Vielzahl von Forschungsrichtungen
beinhaltete. Im folgenden Beitrag sollen da-
bei nach einer kurzen Einfiihrung in HTLV-1
die Schwerpunkte auf Therapie, Pathogenese
und Epidemiologie gelegt werden.

Was ist HTLV-1?

HTLV-1, das Humane T-Zell-Leukdmie-Virus
Typ 1, ist ein Retrovirus, das im Menschen ei-
ne Krebserkrankung auslosen kann. Nach In-
fektion von CD4*-T-Lymphozyten und jahr-
zehntelanger Persistenz des Virus entwickeln
ca. 59% der Infizierten eine aggressive Leuka-
mie, die Adulte T-Zell-Leukdmie/Lymphom
(ATLL). Aufgrund ausgepragter Resistenz ge-
geniiber konventioneller Chemotherapie ver-
lauft diese meist rasch letal. Neben der Leuka-
mie kdnnen mit einer HTLV-1-Infektion eine
Vielzahl weiterer Erkrankungen assoziiert sein
(Proietti et al., Oncogene 2005), wobei vor al-
lem die HTLV-1-assoziierte Myelopathie/Tro-
pische Spastische Paraparese (HAM/TSP), eine
neurodegenerative Entzlindung des Riicken-
marks, in ca. 3 % der Infizierten auftritt. Welt-

www.virologie.uni-erlangen.de



weit sind 15 bis 20 Millionen Menschen mit
HTLV-1 infiziert, die Endemiegebiete liegen in
Japan, der Karibik, Teilen Afrikas sowie Siid-
amerika. Uber die Viruspravalenz in Deutsch-
land gibt es keine genauen Angaben, Schat-
zungen gehen von ca. 6000 Infizierten aus.

Therapeutische Perspektiven bei der ATLL

Fortschritte in der ATLL-Therapie stellte Olivier
Hermine (Paris, Frankreich) vor. Eine Metaana-
lyse publizierter Daten zu Therapieverldufen
kam zu dem Schluss, dass eine Kombinati-
onstherapie aus Interferon alpha (IFNa) und
dem Reverse-Transkriptase-Inhibitor Zidovu-
din (AZT) als Mittel der ersten Wahl bei aku-
ter, chronischer und schwelender ATLL einge-
setzt werden sollte (Tsukasaki et al., J Clin
Oncol 2009). Dafiir sprechen Ansprech-Raten
von 66% und die Tatsache, dass bei akuter
ATLL zehn Jahre nach Therapie 82 % der Pati-
enten tiberlebten. Von einer klassischen Che-

T o

motherapie (CHOP) als erstem Therapieansatz
wurde bei den genannten ATLL-Typen abgera-
ten, da die Selektion eines Tumorzellklons mit
mutiertem p53 beglinstigt werden wirde.
Beim Lymphom-Typ der ATLL zeigte die antivi-
rale Therapie allerdings nur geringe Effekte,
der initiale Einsatz von Chemotherapeutika
war hier prognostisch besser.

W Ali Bazarbachi (Beirut, Libanon) stellte ei-
ne Therapieform aus Arsen-Trioxid (As;03)
und IFNa vor, die im Mausmodell zum Abbau
des viralen Onkoproteins Tax fiihrte. In einer
Phase-II-Studie wurde die Wirksamkeit und
Sicherheit einer Kombinationstherapie aus
As,03, AZT und IFNa bei zehn chronischen
ATLL-Patienten tiberpriift (Kchour et al., Blood
2009). Alle Patienten sprachen auf die Thera-
pie an und die provirale HTLV-1-DNA in den
Blutzellen nahm signifikant ab. Langzeitstudi-
en sollen zeigen, ob sich mit dieser Therapie
die ATLL heilen lassen kdnnte.

Der Brady-Grassmann-Harrington-Preis
ging 2009 an den Brasilianer Carlos Brites.

entnommen aus: Willems Retrovirology
2009 6:77 doi:10.1186/1742-4690-6-77

Salvador da Bahia bildete 2009 die Kulisse des HTLV-Weltkongresses

B Weitere therapeutische Strategien sind die
Suche nach neuen Substanzen, die zur Induk-
tion des programmierten Zelltods (Apoptose)
in den Tumorzellen fiihren (Britta Moens, L6-
wen, Belgien) sowie der Einsatz des Protea-
som-Inhibitors Bortezomib oder die Verwen-
dung von therapeutischen Antikdrpern gegen
CCR4 (Atae Utsunomiya, Kagoshima, Japan).
Auch prognostische Marker, die die Entste-
hung einer ATLL begiinstigen kdnnten, wur-
den thematisiert (Adrienne Phillips, New York,
USA).

Therapie der HAM/TSP

Die Arbeitsgruppe von Luc Willems (Gem-
bloux, Belgien) konnte in der Vergangenheit
im Tiermodell zeigen, dass Valproinsdure
(VPA), ein Histon-Deacetylase-Inhibitor, zu
einem Anstieg der viralen Genexpression bei
bovinem Leukidmievirus (BLV), einem nahen
Verwandten von HTLV, fiihrte. Dies hatte zur
Folge, dass infizierte Zellen verstarkt der Im-
munantwort durch zytotoxische CD8%-T-Zel-
len ausgesetzt waren und es zu einer Abnah-
me der proviralen Last in BLV-infizierten
Schafen kam (Achachi et al., PNAS 2005). Die
Effekte von VPA wurden nun in HAM/TSP-
Patienten in einer klinischen Studie mit 19
Patienten zwei Jahre lang getestet (Stephane
Olindo, Fort-de-France, Martinique). Dabei
war der Einsatz von VPA zwar nebenwir-
kungsarm, nahm aber weder Einfluss auf die
zellulare Immunantwort, noch konnte der
Verlauf der HAM/TSP verbessert werden. In
Kombination mit AZT fiihrte VPA allerdings zu
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einer Abnahme der proviralen Last in asymp-
tomatischen Pavianen (Papio papio), die mit
STLV-1, einem Verwandten von HTLV-1, infi-
ziert waren (Renaud Mahieux, Lyon, Frank-
reich). Dies wurde auf eine CD8*-T-Zell-ver-
mittelte Lyse von STLV-1-infizierten Zellen
zurlickgefiihrt. Nach wie vor bleibt aber un-
klar, ob diese Strategie auch bei HAM/TSP Er-
folg haben wird. Als weitere therapeutische
Perspektiven wurden auch die Verwendung
eines monoklonalen Antikdrpers gegen
CD122, einer Rezeptorkette des Interleukin-2-
und Interleukin-15-Rezeptors (Steven Jacob-
son, Bethesda, USA) sowie der Einsatz des Im-
munosuppressivums Ciclosporin diskutiert
(Fabiola Martin, London, UK).

Neues zur Pathogenese

Neben der HAM/TSP kénnen auch andere neu-
rologische Manifestationen mit einer HTLV-1-
Infektion assoziiert sein. Hierzu stellte Edward
Murphy (San Francisco, USA) einen neuen Be-
griff fiir dieses durch HTLV-Infektion hervor-
gerufene Krankheitsbild vor: NASH (neurolo-
gical abnormality short of HAM). Zeichen
von NASH sind u. a. eine Verschlechterung des
Gehvermdgens, urogenitale Beschwerden so-
wie Abnormalitdten im Vibrationsempfinden.
Zudem wurde von Murphy eine Studie zur
Aufklarung der HTLV-2-Pathogenese vorge-
stellt. Neben HTLV-1 wurden bisher drei wei-
tere Delta-Retroviren entdeckt, HTLV-2, -3
und -4. HTLV-2 wurde erstmals aus einem Pa-
tienten mit einer atypischen Haarzell-Leuka-
mie isoliert, konnte aber im Gegensatz zu
HTLV-1 kaum mit Leukdmie oder anderen
Krankheitsbildern in Zusammenhang gebracht
werden. Murphy stellte nun eine Langzeit-
Studie (18 Jahre) mit 810 nicht-infizierten so-
wie 160 HTLV-1- und 291 HTLV-2-infizierten
Patienten vor, die zeigte, dass bei HTLV-2-In-
fizierten hdufig gesundheitliche Probleme
wie Herzerkrankung, Bronchitis, Pneumonie
oder sogar Krebs auftraten. So entwickelten
z.B. HTLV-2-Infizierte 3,6-mal héufiger eine
Krebserkrankung als Nicht-infizierte. Zudem
blieben HTLV-2-Infizierte wesentlich haufiger
der Arbeit fern als HTLV-1-Infizierte und
Gesunde, was darauf hindeutet, dass eine
HTLV-2-Infektion schlechten Einfluss auf die
Lebensqualitat hat. Molekulare Ursachen fiir
diese Beobachtungen sind noch weitgehend
unklar.

Epidemiologie

Antoine Gessaine vom Institut Pasteur, Paris,
prasentierte epidemiologische Studien zu
HTLV-2. Interessanterweise konnten sehr star-
ke genetische Homologien zwischen HTLV-2-
Isolaten von afrikanischen Bakola-Pygmien
aus Siidkamerun und denen von Indianer-
stdmmen aus Amerika gefunden werden. Die-
se Befunde unterstiitzen die These, dass
HTLV-2 seinen Ursprung in Zentralafrika hat,
aber es werden zugleich Fragen hinsichtlich
der Retrovirus-Evolution sowie der Wande-
rung von Populationen aufgeworfen.

B Auch zur Epidemiologie von HTLV-1-as-
soziierten Erkrankungen gab es zahlreiche

Berichte. Auffallend ist, dass in der brasilia-
nischen Region Bahia, dem Austragungsort
des Kongresses, auBergewdhnlich viele HAM/
TSP-Patienten auch eine ATLL entwickelten.
Ein Poster von Andrea Mangano (Buenos Ai-
res, Argentinien) zeigte, dass auch im Norden
Argentiniens gehauft Infektionen mit HTLV-1
auftreten, wobei auch dort der Phinotyp
einer HAM/TSP mit einer hohen proviralen
Last assoziiert war. Aus Peru berichtete
Eduardo Gotuzzo (Lima), dass ca. 20% aller
peruanischen HAM/TSP-Patienten einen un-
gewohnlich schnellen Verlauf der ansonsten
langsam fortschreitenden Erkrankung zeig-
ten.

Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der
Kongress ein sehr breites Spektrum an wis-
senschaftlichen Fragestellungen in einer an-
genehmen Atmosphére abdeckte. Bei weiter-
flihrendem Interesse empfiehlt sich die
Lektiire des ausfiihrlichen Kongressberichts
von Luc Willems (Willems, Retrovirology
2009). In zwei Jahren wird der 15. Internatio-
nale HTLV-1-Kongress wieder auf europdi-
schem Boden statt finden. Die belgische Stadt
Leuven (Lowen) wird 2011 das Ziel der HTLV-
Forscher sein.
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