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HIV (Humanes Immundefizienz-Virus)

e HIV ist ein Virus, der gezielt Zellen des Immunsystems befallt - insbesondere
die CD4"*-T-Helferzellen, die eine zentrale Rolle bei der Immunantwort spielen

e Durch die Infektion werden die T-Helferzellen zerstort, wodurch die Anzahl
dieser Zellen im Blut schrittweise sinkt

e Mit abnehmender Zahl der CD4*-Zellen verliert der Korper zunehmend die
Fahigkeit, sich gegen Krankheitserreger wie Bakterien, Viren und Pilze zu
wehren

e Unbehandelt fiihrt dieser Prozess zum vollstandigen Zusammenbruch des
Immunsystems - dem Krankheitsbild AIDS (Acquired Immune Deficiency
Syndrome




Hintergrund: HIV und der Kerneintritt

. Neuinfektionen pro Jahr
~1 MlO. weltweit

120 X 60 GroRe des konischen HIV-
nm Kapsids

Durchmesser des NPC-
Zentralkanals

1 OOO % Kapsid ist 1000x grolRer als
. normale Frachtlimit

DEE1 R

HIV muss sein Erbgut fur die Replikation in den Zellkern
einschleusen. Das konische Kapsid — mit 120 x 60 nm —
ist jedoch viel zu gro3, um normal durch den ~60 nm
weiten Kernporenkanal zu passen.

Friihere Annahmen:
Man glaubte, das Kapsid wirde sich vor der Kernpore

zersetzen und die Genomfracht wiirde von zelluldren
Transportrezeptoren (NTRs) ibernommen.




Was ist eine Kernpore?




Der Kernporenkomplex (NPC)

o Poren in der Kernmembran — regulieren den Transport
zwischen Zytoplasma und Kern

o Zentralkanal mit ~40 nm Durchmesser, gebildet durch FG-
Nukleoporine (FG-Nups)

. FG-Nups bilden ein kohasives, gelartiges Netzwerk: die
sogenannte FG-Phase

o Normale Proteine <40 kDa diffundieren frei; groRere
Molekiile brauchen Transportrezeptoren (Karyopherine)

o Die FG-Phase wirkt wie ein ,smartes Sieb': selektiv
permeabel fiir autorisierte Fracht

Kernmembran

ukleoporine

FG-Phase
(Gatekeeper)

Schematische Darstellung des NPC



Die FG-Phase: Das Herzstiick der Selektivitat

Was ist die FG-Phase?

Ein kohasives, gelartiges Netzwerk
aus Phenylalanin-Glycin (FG)-
Repeatproteinen. Sie bildet eine Art
,smartes Sieb' im Zentrum des NPC.

Transportrezeptoren (NTRs)

Importine & Exportine binden
hydrophob an FG-Repeats. Dadurch
|6sen sie sich von der FG-Phase und

transportieren ihre Fracht hindurch.

Nach der Passage schlief3t sich die
Barriere wieder.

Selektivitatsprinzip

Kleine inerte Molekile (z.B.
mCherry) werden ausgeschlossen.
Nur berechtigte Transporter mit FG-
bindenden Domanen kénnen die
kohasive FG-Phase durchqueren.




Selektiver Transport

Karyopherine (Kaps) binden an Signalsegenz Frachtproteine (cargo)
Kaps und cargo erreichen die FG-Repeats und bindet an FG-Motiv
FG-Motiv/Kaps+cargo Bindung halt sehr kurz und zerfallt wieder
Vor Bindungszerfall bindet Kaps+cargo an weiteres FG-Motiv

Vorgang wiederholt sich so oft bis FG-Repeat Domane passiert wurde
(Hopping-mechanismus)




FG-Repeat-Domane

Definition:

Ein Biokondensat bestehend aus dem
Inneren der Pore zugewannten, in den
Kanal reinragenden, ungeordneten
Proteinen die aus Aminosaurecluster von
Phenylalanin (F) und Glycin (G) bestehen
und gebunden sind mit Karyopherinen
(,Kaps").

Aufgabe:

Ausschluss von Makroproteinen

Selektiver Transport durch die Pore
mithilfe von Import und Exportine (hier
Karyopherinen)




Aufbau eines HIV-Virus

Virushiille: Aufsere Membran mit
Oberflachenproteinen (gp120 und
gp41), die das Andocken an
Wirtszellen ermoglichen.

Kapsid: (100-120 nm lang ca. 50-
60 nm breit) Proteinhiille im
Inneren, die das Erbgut schiitzt
und eine konische Form aufweist.

Enzyme: Wichtige Enzyme wie
Reverse Transkriptase,
Integrase und Protease, die fur
die Vermehrung des Virus
benotigt werden.

Erbgut: Zwei identische RNA-
Einzelstrange.

© Ausere Hiille (Lipidmembran)

© Innere Kapsel (Kapsid)

/ © Andockstellen (Rezeptoren)

@ Enzyme (Steuerung
der Vermehrung)

@ Virale RNA (Erbsubstanz)



Erkenntnisse eines Forschungsteams des Max-
Plank-Instituts 2018




Errungenschaften der Forschungsteams

Kiinstliche FG-Phasen im Labor nachzubauen und mit ihnen zu
experimentieren

Team konnte feststellen das die Proteine des Kapsid des HIV-Viruses mit
den FG-Repeats interagieren konnen

Erkenntnisse:

— Virus RNA erreichte selbst nach vollstandiger Entfernung der
Transportproteine das Zellinnere

— GPF-Markierungen an Virus-Kapsiden in kombination mit markierten
Erbgutproteinen blieben nach Durchquerung der Kernmembran im
Cytoplasma, wahrend das Protein innerhalb des Zellkerns
nachgewisens werden konnte




Annahmen der Wissenschaftler 2018

e Ablauf:
— HIV-Kapsid erreicht Kernpore

— HIV-Kapsid bindet an FG-haltige
Nukleopurine
— HIV-Kapsid zerfallt (Uncoating)

— entstehenden Sog zum Transport der
viralen RNA in das Innere des Zellkerns
genutzt




Erweiterung des Wissenstandes Stand
November 2024




Errungenschaften der Forschungsteams

— Es gelang den Wissenschaftlern ausgefeilte Computersimulationen mit
hochauflésender Bildgebung zu kombinieren um so einen genaueren
Einblick auf den RNA-transport durch die Kernpore zu erhalten

— Erkenntnisse:

* Forschungsgruppe konnte feststellen das der HIV-Kapsid sich
wahrend des Transportes weder Verformte noch zerbrach

 Stattdessen konnte aber ein Aufbrechen der
Kernporenringstruckturen bei einigen Kernporen nachgewiesen
werden




Annahmen des Forschungsteams 2024

Ablauf:
_ _ 1 2 3
— HIV-Kapsid erreicht Kernpore i Cyclophilin A WRC cracks
b o 'l‘:;-.'.. k™ qets stripped off open dug to
— HIV-Kapsid bindet mit schmalerem Ende W A el

an FG-haltige Nukleopurine

— HIV-Kapsid nutzt Hopping-mechanismus
als treibende Kraft aufgrund der = A0
Wechselwirkungen der Kapsidproteinen E
mit den FG haltigen Nukleopurinen

e,
i sty
e

— Generierte mechanische Kraft sowie die | %dl | i
Keilform des Kapsids erweitern die ' ; it
Ringstrucktur der Kernpore (ca. 40nm Sy Facmaes

breit) so stark ,dass ein Durchdringen des
Kapsids(ca. 60nm breit) des Kasides
moglich ist

ﬂ-‘ring crachk
R R

— Ein Aufbruch der Ringstrucktur der Pore
ist hierbei moglch

— Kapsid l6st sich im Kerninneren auf
(Uncoating) und setzt virale RNA frei



Mechanismus: Wie das Kapsid den Kernporus passiert

1. Andocken

Kapsid-Oberflache
bindet an
zytoplasmatische
Filamente des
NPC via FG-
Repeat-Kontakte

2. FG-Phase
Eintritt

Multivalente FG-
Bindestellen |6sen
die kohasive
Barriere. Kapsid
partitioniert in die
FG-Phase

3. NPC-
Deformation

Der NPC dehnt
sich — ,cracks’oder
weitet sich aus —
um das libergroRe
Kapsid
durchzulassen
(Hauptbefund Cell
2024)

4. Translokation

Kapsid gleitet
durch den Kanal.
Genominhalte
(RNA, Reverse
Transkriptase)
bleiben verborgen

5. Kerneintritt

Das vollstandige
oder teilweise
entfaltete Kapsid
gelangtin den
Kern. Integrase
integriert das
Erbgut




Ablaufsdarstellung

nucleus




Offene Fragen

Wie sind Reverse Transkription und Kernimport gekoppelt?
Wie intakt bleibt das Kapsid beim Kernimport?

Wie flexibel ist die Kernpore tatsachlich?

Werden bestimmte Komponenten der Kernpore umorganisiert?
Verformt sich das Kapsid wahrend des Imports?

Therapeutisches Potenzial: Gibt es fiir die Behandlung nutzbare
Schwachstellen ?

Weitere offene Frage: Protein-Design fur losliche Kernporenrekonstruktion in
vitro

Preisgeld soll fiir In-vitro-Kernporenrekonstruktion aus definierten
Komponenten genutzt werden



Zusammenfassung

HIV-Kapsid (120x60 nm) passiert aktiv den ~60 nm-Kernporenkomplex

Kapsid verhalt sich wie ein Kernimportrezeptor: direkte FG-Phasen-Bindung

NPC wird beim Durchtritt strukturell deformiert (,geknackt') — Cell 2024

Das Virusgenom bleibt wahrend der gesamten Passage geschitzt und unsichtbar

Eroffnet neue therapeutische Strategien gegen HIV durch Blockade des Kerneintritts

Grundlegende Entdeckung fiir Verstandnis von NPC-Biophysik und Virusbiologie
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