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ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, Einsichten in die Rolle des ungewdhnlich langen C-
Terminus von HIV-1-Env (Env-CT) in der Infektion und Replikation zu gewinnen. Es ist bisher
nicht bekannt, aus welchen Griinden die Lange des Env-CTs in vivo streng konserviert ist
und Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs in vitro einen Replikationsblock in nicht-
permissiven Zellen aufweisen.

Der fir die Mutante pNL-Tr712 schon gezeigte Zelltyp-abhangige Defekt hinsichtlich der
Replikationskompetenz wurde in nicht-permissiven H9-Zellen bestatigt und auf weitere HIV-
1-Derivate mit Trunkationen in Env-CT und Mutationen in Env-TMD ausgedehnt. Beziglich
der Permissivitdt einiger weniger Zellinien, z.B. MT-4-Zellen, fur Virusmutanten mit
trunkierten Env-CTs wurde gezeigt, dal® ein permissiver Phanotyp wahrscheinlich nicht auf
deren HTLV-1-Tax-Expression beruht und auch nicht durch Expression des Env-CTs in trans
in nicht-permissiven H9-Zellen induziert werden kann.

Im Fall der Mutante pNL-Tr752 konnte ein einziger Aminosaureaustausch den durch die
Trunkation des Env-CTs induzierten Zelltyp-spezifischen Replikationsblock kompensieren:
pNL-Tr752(N750K) war in der Lage, trotz trunkiertem Env-CT in nicht-permissiven H9-Zellen
und PBMCs zu replizieren. Dies bedeutet, dall mdglicherweise nicht ausschlielllich die
Lange des Env-CTs, sondern auch dessen Funktionalitdt und Konformation fir eine
erfolgreiche HIV-1-Ausbreitung in gewissen Zellsystemen von Bedeutung sind.

Einbau- und Funktionalitats-Analysen der mutierten Glykoproteine sowie single round of
infection-Analysen zeigten schliefl3lich, dal aus H9-Zellen freigesetzte zellfreie pNL-Tr752-
Virionen nicht prinzipiell per se defekt waren. Im Vergleich zu pNL-Wt- oder pNL-
Tr752(N750K)-Virionen besalien zellfreie pNL-Tr752-Virionen aus H9- und MT-4-Zellen eine
nur geringfugig reduzierte Infektiositat von 30-50%. Eine wichtige und zentrale Beobachtung
war hierbei, dall H9-Zellen im Gegensatz zu MT-4-Zellen generell nur dulRerst schlecht von
allen zellfreien Virionen, inklusive pNL-Wt-Virionen, infizierbar waren.

Da Virusreplikation in Zellen die Summe aus Zell-Zell-Transmission und Infektionsvorgangen
durch =zellfreie Virionen darstellt, deutet die letzte Beobachtung darauf hin, daB
Virusausbreitung in H9-Zellen hauptsachlich durch Zell-Zell-Transmission stattfindet. Es ist
somit mdglich, dall Virusmutanten mit trunkierten Env-Proteinen deswegen nicht in H9-
Zellen replizieren kénnen, da sie einen Defekt bei der Zell-Zell-Transmission aufweisen, der
auf dem Fehlen des Env-CTs beruht. Der Env-CT kdnnte fur die Zell-Zell-Transmission von
HIV-1 essentielle Funktionen wie etwa die Reorganisation des Zytoskeletts bernehmen,
eine Vermutung, die sich darauf stitzt, dal identifizierte Bindungspartner des Env-CTs mit
dem Zytoskelett assoziiert sind.

Die hier postulierte und bisher nicht beschriebene potentielle Rolle des Env-CTs bei der Zell-
Zell-Transmission von HIV-1 liefert somit eine wichtige Basis fir zuklnftige Studien in diese
Richtung.



SUMMARY

The aim of this study was to gain insight into the role of the unusually long C-terminus of
HIV-1-Env (Env-CT) in infection and replication. Until now, it has remained unclear why the
length of the Env-CT is highly conserved in vivo and why mutant virions encoding for
truncated Env-CTs exhibit a replication block in non-permissive cells in vitro.

The cell-type dependent replication defect, which had already been demonstrated for the
mutant pNL-Tr712, was confirmed in non-permissive cells and was expanded to further HIV-
1-derivatives carrying truncations in Env-CT and mutations in Env-TMD. With regard to the
permissivity of some few cell lines, e.g. MT-4-cells, for the replication of mutant virions
encoding for truncated Env-CTs, it was established that the permissive phenotype is most
probably not based on their HTLV-1-Tax expression. Furthermore, it was shown that
expression of the Env-CT in trans could not overcome the non-permissive phenotype of H9-
cells.

In the case of the mutant pNL-Tr752 encoding for a truncated Env-CT, it was demonstrated
that a single amino acid exchange could compensate for the cell-type dependent replication
block: the variant pNL-Tr752(N750K) was able to replicate in non-permissive H9-cells and in
PBMCs despite its truncated Env-CT. This means that functional and conformational
determinants rather than exclusively the overall length of the Env-CT probably influence the
ability of HIV-1 to spread in certain cell systems.

An important finding, based on analyses of mutant Env functionality and incorporation into
virions, as well as on single round of infection assays, was that pNL-Tr752-virions were
actually only moderately defective per se. Thus it was reproducibly demonstrated that cell-
free pNL-Tr752-virions, whether produced in non-permissive H9-cells or in permissive MT-4-
cells, exhibited only a slightly reduced infectivity of about 30-50% in comparison to pNL-Wt or
pPNL-Tr752(N750K). A further central finding was that, in contrast to MT-4-cells, H9-cells
were only poorly infectible with any of the employed cell-free virions, including pNL-Wt-
virions.

Since virus replication in cell culture is the sum of cell-free and cell-cell virus transmission,
this latter observation points to virus spread in H9-cells occurring predominantly via cell-cell
transmission. Thus it is hypothesised that mutant virions encoding for truncated Env-Proteins
cannot replicate in these cells since they exhibit a defect in cell-cell transmission due to the
lack of the Env-CT. The presence of the Env-CT could potentially be required to mediate the
rearrangements of cytoskeletal structures which have been shown to be essential for the
process of cell-cell transmission. This proposal is supported by the fact that two of the
identified binding partners of the Env-CT are cytoskeleton-associated proteins.

A potential role of the HIV-1-Env-CT in cell-cell transmission has not been described so far.
Therefore the present study represents an important basis for future studies in this direction.
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1. EINLEITUNG

1.1 HIV und AIDS

Zu Beginn der 80er Jahre kam es in Los Angeles und New York vorwiegend unter jungen
homosexuellen Mannern zum gehauften Auftreten eines neuartigen Krankheitsbildes,
welches durch Lymphadenopathien und bis dahin eher seltene Neoplasien wie z.B. Kaposi-
Sarkome gekennzeichnet war (Centers for Disease Control, 1981; Gottlieb et al., 1981;
Friedman-Kien et al., 1982). All diesen Patienten war gemeinsam, dal® die zellulare
Immunabwehr schwer gestért war, weswegen diese neue Krankheit acquired immune
deficiency syndrome (AIDS) genannt wurde.

In den Jahren 1983 und 1984 kam es dann fast zeitgleich voneinander durch eine
franzosische und eine US-amerikanische Gruppe zur Isolierung eines bis dahin unbekannten
Lentivirus aus Patienten (Barre-Sanoussi et al., 1983; Popovic et al., 1984b; Gallo et al.,
1984). Dieses Virus aus der Familie der Retroviren wurde als Erreger von AIDS identifiziert
und fortan als human immunodeficiency virus type one (HIV-1) bezeichnet. 1986 erfolgte die
Isolierung eines verwandten Virus aus einem westafrikanischen AIDS-Patienten, welches
HIV-2 genannt wurde (Clavel et al., 1986). Beide Viren I6sen das gleiche Krankheitsbild aus
(Brun-Vezinet et al., 1987), wobei es in HIV-2-infizierten Individuen im Durchschnitt langer
dauert, bis es zum Ausbruch der Krankheit AIDS kommt (Pepin et al., 1991).

HIV hat sich inzwischen zu einer globalen Epidemie entwickelt: weltweit leben derzeit ca.
37,8 Millionen HIV-infizierte Menschen, davon 2,1 Millionen Kinder unter 15 Jahren. Allein
2003 kam es zu 4,8 Millionen HIV-Neuinfektionen und zu 2,9 Millionen Todesfallen. Die
global am starksten betroffene Region sind die sudlich der Sahara gelegenen afrikanischen
Lander - 67% der 2003 weltweit aufgetretenen Neuin-fektionen sind dort lokalisiert
(UNAIDS/WHO, Stand Dezember 2003, http://www.unaids.org).

Ein Ende der Epidemie ist nicht in Sicht - trotz enormer Fortschritte im Verstandnis von
Struktur und Replikation des HI-Virus ist es bisher nicht gelungen, ein vor Infektion
schiitzendes Vakzin oder einen Wirkstoff zu entwickeln, der das im Korper befindliche Virus

eliminieren kann.

1.2 Retroviren

HIV-1 und HIV-2 werden der Familie der Retroviren zugeordnet, welche eine Gruppe von

membranumhiiliten Viren mit einem diploiden RNA-Genom positiver Polaritat umfasst.
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Charakteristisch fur Retroviren ist das virale Enzym Reverse Transkriptase (Temin und
Mizutani, 1970; Baltimore, 1970), welches sie in die Lage versetzt, den Ublichen genetischen
Informationsflud von DNA zu RNA umzukehren — diese Eigenschaft spiegelt sich in der
Bezeichnung ,Retroviren” wieder.

Retroviren wurden erstmals Anfang des letzten Jahrhunderts beschrieben und mit der
Entstehung von Tumorerkrankungen in Geflligel (Ellerman und Bang, 1908; Rous, 1911) und
in Mausen (Bittner, 1936) in Zusammenhang gebracht. Nach einer Reihe von Isolierungen
tierpathogener Retroviren wurde schlieRlich 1980 mit dem human T-cell leukemia virus type
one (HTLV-1), welches T-Zell-Leukdmien in Menschen hervorruft, das erste
humanpathogene Retrovirus beschrieben (Poiesz et al., 1980).

Nach dem International Committee on Taxonomy of Viruses werden die Retroviren in die
sieben Genera der “einfachen” Alpha-, Beta- und Gammaretroviren sowie der ,komplexen®
Deltaretro-, Epsilonretro-, Lenti- und Spumaviren eingeteilt. Die einfachen Viren besitzen nur
gag-, pro-, pol- und env-Gene, wahrend das Genom der komplexen Retroviren weitere Gene
enthalt, die fir regulatorische Proteine verschiedenster Funktionen kodieren. HIV-1 ist der
bekannteste Vertreter der Lentiviren, denen aulerdem weitere Primatenviren wie HIV-2 und
SIV (simian immunodeficiency virus) sowie zahlreiche Nicht-Primaten-Viren wie EIAV
(equine infectious anemia virus) oder CAEV (caprine arthritis-encephalitis virus) angehdren.
Infektionsverldufe mit Lentiviren zeichnen sich durch eine prolongierte Latenz zwischen

Infektion und klinischer Manifestation aus (lat. lentus = langsam).

1.3 Partikelmorphologie und Genomstruktur von HIV-1

Modelle fir die Struktur von HIV-1-Virionen basieren auf elektronenmikroskopischen
Aufnahmen sowie biochemischen Analysen der Virionen-Komponenten (Munn et al., 1985;
Gelderblom, 1991). Der schematische Aufbau eines HIV-1-Partikels sowie die HIV-1-
Genomstruktur sind in Abbildung 1.1 dargestellt.

Reife infektiose HIV-1-Viruspartikel sind spharisch, besitzen einen Durchmesser von etwa
110 nm und sind von einer Lipid-Doppelschicht umgeben, welche sich von der Zellmembran
der infizierten Zelle ableitet, die das Viruspartikel freigesetzt hat. In der Lipidmembran sind
Trimere des viralen Glykoproteins Env eingebettet, die wiederum aus Heterodimeren von
Env-SU (gp120) und Env-TM (gp41) bestehen.



1. Einleitung 3
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Abb. 1.1: Partikelmorphologie und Genomstruktur von HIV-1.

Die GroRen und Lokalisationen der Proteine bzw. Genabschnitte sind schematisch dargestellt und
nicht maRstabsgetreu wiedergegeben. Nahere Erlauterungen sind im Text zu finden.

Direkt unter der Lipidschicht liegt eine netzartige Proteinschicht aus Matrix-Proteinen (MA,
p17), die Uber Myristinsdurereste mit der Lipidschicht verbunden sind. Im Zentrum des
Virions befindet sich das Kapsid, auch core genannt, bestehend aus Kapsid-Proteinen (CA,
p24) und Nukleokapsid-Proteinen (NC, p7). Letztere sind eng mit dem viralen RNA-Genom
assoziiert. Als weitere virale Proteine befinden sich im Virion die Enzyme Reverse
Transkriptase (RT, p66/p51), Integrase (IN, p32), Protease (PR, p11) sowie Vpr.

HIV-1 wird als Vertreter der Lentiviren zu den komplexen Retroviren gezahlt, deren Genom
neben des klassischen retroviralen Genen gag, pol und env die regulatorischen Gene tatf und
rev sowie die akzessorischen Gene nef, vif, vpr und vpu enthalt. Das RNA-Genom von HIV-1
besteht aus zwei Kopien einzelstrangiger RNA positiver Polaritdt mit einer Lange von ~9,2
kb. Jeweils an deren 5-Ende ist ein Transfer-RNA"S-Molekill positioniert, welches als Primer
fur die Reverse Transkriptase fungiert. Wie bei allen Retroviren wird bei HIV-1 durch die
Reverse Transkriptase eine provirale doppelstrangige DNA erzeugt, die jeweils am 5- und
3’-Ende von LTRs (long terminal repeats) flankiert ist, welche regulatorische Sequenzen

enthalten.

1.4 Replikation von HIV-1

Der Replikationszyklus von HIV-1 1at sich in eine frihe und eine spate Phase unterteilen,
deren einzelne Abschnitte in Abb. 1.2 dargestellt sind: die frihe Phase beginnt mit der
Adsorption von HIV-1-Virionen an Zelloberflachenrezeptoren und dem Eintritt der Virionen in
die Zelle, gefolgt von reverser Transkription und Integration der proviralen DNA in das
zellulare Genom. Die spate Phase beginnt mit der Transkription und Prozessierung viraler

RNA und endet mit der Freisetzung reifer infektiéser Partikel.
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1.4.1 Die frithe Phase des HIV-1-Replikationszyklus

Die Adsorption von HIV-1 an permissive CD4-positive T-Zellen wird durch die Interaktion von
gp120 an den zellularen primaren HIV-1-Rezeptor CD4 vermittelt (Klatzmann et al., 1984;
Lasky et al., 1987). Durch diese Interaktion kommt es zu einer Konformationsanderung in
gp120 (Sattentau und Moore, 1991), die es dem Virus erlaubt, an seine Korezeptoren zu
binden (Trkola et al., 1996; Kwong et al., 1998). Zwolf Chemokinrezeptoren kdénnen in vitro
als HIV-1-Korezeptoren dienen, von denen nur zwei, ndmlich CXCR4 und CCRS5, in vivo eine
Rolle spielen (Doms und Trono, 2000). Nach Korezeptorbindung kommt es zur gp41-
vermittelten Fusion der viralen und zelluldren Membranen und dem Eintritt des HIV-1-
Kapsids in die Zelle (Brasseur et al., 1988; Chan und Kim, 1998; Gallo et al., 2003; Pierson
und Doms, 2003).

In der Zelle kommt es zum noch nicht vollstdndig verstandenen Prozel3 des kontrollierten
Zerfalls des viralen Kapsids (uncoating) und zur reversen Transkription der viralen RNA
innerhalb des sogenannten Praintegrationskomplexes (PIC). Dieser besteht aus der viralen
doppelstrangigen cDNA, IN, MA, Vpr, und RT (Miller et al., 1997) und bewegt sich
maoglicherweise an Mikrotubuli entlang auf den Nukleus zu (McDonald et al., 2002).

Im Gegensatz zu einfachen Retroviren besitzt HIV-1 die Eigenschaft, ausdifferenzierte Zellen
zu infizieren (Weinberg et al., 1991) und die Fahigkeit, sein genetisches Material aktiv durch
die Kernporen der intakten Kernmembran zu schleusen. Dieser Prozel3 wird durch
Kernlokalisierungssequenzen in den mit dem PIC assoziierten Proteinen IN (Gallay et al.,
1997), MA (Bukrinsky et al., 1993) sowie Vpr (Heinzinger et al., 1994) vermittelt. Im Nukleus
wird die doppelstrangige virale DNA mit Hilfe von IN als Provirus in das Wirtszellgenom
integriert, wobei eine gerichtete Integration in transkriptionell aktive Bereiche diskutiert wird
(Schroder et al., 2002).
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1.4.2 Die spate Phase des HIV-1-Replikationszyklus

Die chromosomale Umgebung der Integrationsstelle bestimmt die transkriptionelle Aktivitat
des Provirus (Jordan et al., 2001), so kann etwa Integration in Heterochromatin zu Latenz
fuhren. Die Transkription der viralen Gene durch die zelleigene Transkriptionsmaschinerie
der RNA-Polymerase Il wird vom 5’-LTR initiiert. Dieser enthalt zahlreiche cis-regulatorische
Sequenzen wie etwa Bindestellen fur die zellularen Transkriptionsfaktoren NF-kB (Nabel und
Baltimore, 1987) und Sp1 (Jones et al., 1986). Die Bindung des regulatorischen Proteins Tat
an das TAR (frans-activating response)-Element des entstehenden RNA-Transkripts nach
Transkriptionsinitiation ist flr eine erfolgreiche Elongation essentiell. Tat interagiert mit einem
Heterodimer aus Cyclin T1 und CDK9, das eine Komponente des im Nukleus
vorkommenden Transkriptions-Elongationskomplexes P-TEFb ist (Zhu et al., 1997; Wei et
al., 1998). Diese Interaktion induziert konformationelle Anderungen in Tat und erhéht
dessen Affinitdt und Spezifizitat fir die Bindung an das TAR-Element (Zhou et al., 1998; Wei
et al., 1998). Diese Rekrutierung von Cyclin T1 und CDK9 in die Nahe des Promotors hat
eine Hyperphosphorylierung der C-terminalen Domane der RNA-Polymerase Il durch CDK9
und somit eine erfolgreiche Elongation des RNA-Transkripts zur Folge (Price, 2000).

Es werden uUber 20 verschiedene virale mRNAs synthetisiert (Saltarelli et al., 1996), von
denen zunachst ausschlieRBlich nur mehrfach gesplei3te Transkripte ins Zytosplasma
transportiert werden, die fur die viralen Proteine Tat, Rev und Nef kodieren (auch frihe
Genprodukte genannt). Rev ist ein nukledrer Exportfaktor, der beim Erreichen einer
kritischen Konzentration im Nukleus an das im env-Transkript lokalisierte RRE (rev response
element) bindet, und so den Transport von einfach und ungespleil3ten Transkripten, die fir
die so genannten spaten Genprodukte kodieren, durch die nuklearen Poren ins Zytoplasma
vermittelt (Malim et al., 1990; Fischer et al., 1994; Cullen, 1998). Dieser Prozel} beinhaltet
u.a. die Rekrutierung des zellularen RanGTP-abhangigen Kernexportfaktors Crm-1 durch
Rev (Neville et al., 1997).

Von einfach gespleiten Transkripten werden die Envelope-Glykoproteine (siehe 1.5) sowie
die akzessorischen HIV-1-Proteine Vif, Vpu und Vpr synthetisiert (siehe 1.4.3). Die
Syntheseprodukte ungespleiiter Transkripte sind das Gag-Vorlauferprotein (Pr55°%%) sowie
das Gag-Pol-Vorlauferprotein (Pr160%29"°) das durch einen ribosomalen frameshift wahrend
der Translation der Gag-RNA entsteht: in 5% der Falle verschieben sich die Ribosomen an
einer besonderen RNA-Sekundarstruktur der Gag-RNA (Parkin et al., 1992) in den pol-
Leserahmen, ohne daR die Translation terminiert (Jacks et al., 1988). Pr55°% und Pr160%%
Pol werden bereits wahrend der Translation N-terminal myristyliert (Wilcox, 1987; Veronese et

al., 1988), was fur deren stabile Assoziation mit der Plasmamembran essentiell (Gottlinger et
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al., 1989, Bryant und Ratner, 1990), aber nicht ausreichend ist: weitere basische Sequenzen
in der MA-Domane interagieren mit der Innenseite der Plasmamembran und stabilisieren die
Gag-Bindung (Massiah et al., 1994).

Die Partikelmorphogenese umfaldt die Bindung zweier viraler RNA-Genome Uber das 120 bp
jenseits des 5-LTRs gelegene RNA-Verpackungssignal ¥ (Clavel und Orenstein, 1990;
Luban und Goff, 1994) an membranassoziierte Pr55°%9 - und Pr160%%¢"°Molekiile. Die
Rekrutierung essentieller zellularer Faktoren wie Tsg101 und dessen Bindung an die L-
Doméane von p6 (Garrus et al., 2001) fuhrt schlielllich zum Abschnlrungsprozell unreifer
viraler Partikel. Die Reifung der Virionen wird durch die virale Protease vermittelt, die nach
ihrer Dimerisierung Pr55°%9 in die reifen Gag-Proteine Matrix (MA), Kapsid (CA),
Nukleokapsid (NC) und p6 und die beiden Spacer-Peptide p2 und p1 spaltet (Kramer et al.,
1986). Zusitzlich werden im Kontext von Pr160°%"° die Enzyme Protease (PR), Reverse
Transkriptase (RT) und Integrase (IN) freigesetzt. Protease-defekte unreife Viruspartikel sind
nicht infektios (Kohl et al., 1988).

1.4.3 Regulation der HIV-1-Replikation durch die akzessorischen Proteine

Die akzessorischen HIV-1-Proteine Nef, Vpr, Vpu und Vif werden in einigen in vitro-
Systemen nicht fir eine erfolgreiche Replikation bendtigt, sind aber kritisch fir die Virulenz in
vivo.

Nef wird im Rahmen der frihen Genexpression synthetisiert und verandert die Umgebung
der infizierten Zelle zum Vorteil fur HIV-1 im Sinne einer Virulenzsteigerung (Kestler et al.,
1991). Als wichtigste Funktionen von Nef seien das Herunterregulieren von CD4- und MHC-
Molekilen auf der Zelloberflache sowie seine Eigenschaft, in zellulare Signalkaskaden
einzugreifen, genannt (Doms und Trono, 2000; Geyer et al., 2001).

Die spaten Genprodukte Vpr, Vpu und Vif werden von einfach gespleiten Transkripten
synthetisiert. Vpr wird duch Bindung an die p6-Domane von Gag in HIV-1-Virionen eingebaut
(Cohen et al., 1990; Paxton et al.,1993). Vpr ist mit dem PIC assoziiert und ist an dessen
Transport in den Kern beteiligt (Heinzinger et al., 1994), des weiteren vermittelt Vpr eine
Blockade der Zellproliferation durch einen Arrest des Zellzyklus in der G2-Phase (Rogel et
al., 1995; Jowett et al., 1995).

Vpu vermittelt die Degradierung von CD4 im Endoplasmatischen Retikulum (Willey et al.,
1992) und wird fur eine effiziente Virionenreifung und -freisetzung bendtigt (Klimkait et al.,
1990).
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Vif unterbindet die Aktivitdt des zelluldren antiretroviralen Faktors APOBEC3G (Sheehy et
al., 2002). Durch Anwesenheit dieses Proteins in HIV-1-Virionen kommt es nach Eintritt in
die infizierte Zelle zu Deaminierungen (C—U) in der Minusstrang-DNA viraler reverser
Transkripte, was zu Degradierungen der viralen cDNA (Simon und Malim, 1996) oder zu
Fixierung letaler Hypermutationen (Zhang et al., 2003) fuhren kann. Vif komplexiert mit
APOBEC3G (Mariani et al., 2003) und induziert dessen Degradierung im Proteasom (Marin
et al., 2003), so dall keine Enkapsidierung von APOBEC3G in neugebildete Virionen

stattfinden kann.

1.4.4 Zell-Zell-Transmission von HIV-1

HIV-1 breitet sich neben Infektionsvorgangen, die durch zellfreie Virionen vermittelt werden,
auch Uber Zell-Zell-Transmission in einem Organismus aus (Phillips, 1994). Zell-Zell-
Transmission ist bereits flir andere Viren, Bakterien und intrazellulare Parasiten dokumentiert
(Johnson et al., 2002; Cossart und Sansonetti, 2004; Sibley, 2004). Im Fall von HIV-1 ist der
Mechanismus der Zell-Zell-Transmission jedoch momentan weitaus weniger verstanden als
die Ausbreitung Uber zellfreie Virionen. Moglicherweise spielt die Zell-Zell-Transmission von
HIV-1-Virionen in vivo eine Ubergeordnete Rolle, da HIV-1 so der Neutralisierung durch
Antikoérper oder durch das Komplementsystem eher entkommen kann (Gupta et al., 1989;
Ganesh et al., 2004). Zell-Zell-Transmission von HIV-1 ist in der Literatur vor allem fir die
Transmission von HIV-1-Virionen von dendritischen Zellen zu T-Zellen und von T-Zellen zu
T-Zellen beschrieben worden. Fir den Bereich des Zell-Zell-Kontakts, an dem HIV-1 von der
Effektorzelle an die Zielzelle weitergegeben wird, etabliert sich in der Literatur momentan der

Begriff der sogenannten ,virologischen Synapse” (Piguet und Sattentau, 2004).

1.4.4.1 HIV-1-Transmission von dendritischen Zellen zu T-Zellen

HIV-1-Virionen konnen mit auf der Virushille befindlichem gp120 an bestimmte C-Typ-
Lektine auf der Oberflache dendritischer Zellen binden (Turville et al., 2002). Das in diesem
Kontext am besten charakterisierte Lektin ist DC-SIGN (Geijtenbeek et al., 2000). Auch die
Bindung von HIV-1 an den Mannose-Rezeptor auf der Oberflache von Makrophagen (MMR)
wurde beschrieben (Nguyen und Hildreth, 2003). Bindung von HIV-1 an diese Molekiile fuhrt
zu keiner produktiven Infektion der jeweiligen Zelle, sondern zu einer Internalisierung der

Virionen in Trypsin-resistente Zellkompartimente (Kwon et al., 2002). Daraufhin erfolgt der
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effiziente Transfer der internalisierten Virionen zu CD4-positiven Zielzellen (Sanders et al.,
2002). Die Modellvorstellung geht davon aus, daf® HIV-1-Virionen diese Zellen als Vehikel
benutzen, um von der an der Peripherie gelegenen Eintrittsstelle in den Organismus zu T-
Zell-reichen Geweben wie den Lymphknoten zu gelangen. Am direkten Zellkontakt kommt es
dann zu einer lokalen Konzentrierung von Virionen in der Effektorzelle und den HIV-1-
Rezeptoren CD4 bzw. CXCR4 und CCRS5 in der Zielzelle, gefolgt von Transmission von HIV-
1-Virionen, weswegen in diesem Kontext auch von der Ausbildung einer infektiosen

synaptischen Verbindung gesprochen wird (McDonald et al., 2003).

1.4.4.2 HIV-1-Transmission von T-Zellen zu T-Zellen

Auch im Kontext der Zell-Zell-Transmission von produktiv infizierten zu uninfizierten T-Zellen
wurde die Konzentration gewisser Molekile im Bereich des Zell-Zell-Kontakts beschrieben.
Die Bindung von an der Oberflache der Effektorzelle exprimiertem gp120 an CD4 vermittelt
die Aktin-abhangige Rekrutierung der HIV-1-Rezeptoren und des Adhasionsmolekils LFA-1
in der Zielzelle sowie die Rekrutierung von Env- und Gag-Molekulen in der Effektorzelle.
Dies fuhrt zur Ausbildung einer stabilen adhasiven Verbindung zwischen beiden Zellen, Uber
die HIV-1 die Zielzelle infizieren kann (Jolly et al., 2004). Fur Zell-Zell-Transmission von
HTLV-1 wurde in diesem Kontext auch die Reorganistaion des MTOC (microtubule
organising centre) in der Effektorzelle beschrieben (Igakura et al., 2003), mdglicherweise
spielt dieser Mechanismus auch bei HIV-1 eine Rolle. Es wird angenommen, dal® diese Art
der Viruslbertragung vor allem in T-Zell-reichen Geweben eine wichtige Rolle spielt, da der

zeitlimitierende Faktor der Virusdiffusion unterbunden wird (Piguet und Sattentau, 2004).

1.5 Die HIV-1-Env-Glykoproteine

Die im Verlauf der Replikation an der Oberflache infizierter Zellen exprimierten Envelope-
Glykoproteine werden beim Abschnirungsprozefd in HIV-1-Virionen eingebaut. Hierbei ist
ihre Anwesenheit im Gegensatz zu anderen membranumhiliten Viren nicht fir die
Freisetzung von Virionen notwendig, jedoch ist die Prasenz der Glykopropteine in der
Virionenhdlle fir die Vermittlung von Rezeptorbindung und Fusion mit Zielzelle von

essentieller Bedeutung.
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1.5.1 Biosynthese und Struktur von HIV-1-Env

Das env-Gen von HIV-1 kodiert flr ein 856 Aminosauren langes Protein, welches in der
spaten Phase der Genexpression ausgehend von einfach gesplei3ten Transkripten am
rauhen Endoplasmatischen Retikulum synthetisiert wird. Es kommt bereits ko- und
posttranslational zu umfangreichen Glykosylierungen, wodurch die 160 kDa grofRen Env-
Vorlauferproteine entstehen (Allan et al., 1985; Veronese et al., 1985). Kurz nach der
Synthese binden die gp160-Proteine im Endoplasmatischen Retikulum an zellulare
BiP/GRP78-Chaperone, bilden Disulfidbriicken aus und oligomerisieren zu Dimeren (Willey
et al., 1988; Earl et al., 1990; Earl et al., 1991b). Dieser Vorgang scheint flir den Transport
vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Komplex essentiell zu sein (Willey et al.,
1991). Im Golgi-Komplex werden einige der N-glykosidisch mit Asparaginen verknipften
Mannose-Ketten zu komplexeren Formen modifiziert (Leonard et al., 1990). Anschliel’end
wird gp160 in diesem Kompartment durch eine zellulare Protease, meist Furin (Hallenberger
et al.,, 1992), in gp120 (Env-SU) und gp41 (Env-TM) gespalten, ein Prozel3, der fir die
Fusogenitdt des Env-Proteins essentiell ist (McCune et al., 1988). Die proteolytische
Spaltung lauft ineffizient ab, und der grofte Teil von gp160 wird in Lysosomen degradiert
(Willey et al., 1988).

Die beiden Env-Domanen gp120 und gp41 bleiben nicht-kovalent miteinander assoziiert
(Helseth et al., 1991). gp120 ist ein hochglykosyliertes hydrophiles Protein, welches an der
externen Oberflache von Virionen- und Zellmembranen exponiert ist. gp120 enthalt die
Bindestelle fur den zelluldaren HIV-1-Rezeptor CD4 (Lasky et al., 1987) sowie funf
hypervariable Regionen (V1-V5), unterbrochen von funf konservierten Regionen (C1-C5)
(Starcich et al., 1986). Die Ausbildung intramolekularer Disulfidbricken ist fiir die
Lokalisierung von V1-V4 in grol3en schleifenartigen Strukturen verantwortlich (Leonard et al.,
1990), wobei die V3-Schleife einen Teil der Korezeptorbindestelle darstellt und damit die
Determinante fir den Zelltropismus enthalt (Milich et al.,, 1993). Durch die erfolgreiche
Kristallisierung einer sogenannten core-Domane von gp120 konnten weitere detaillierte
Einsichten in die Struktur dieses Proteins gewonnen werden (Kwong et al., 1998; Wyatt et
al., 1998).

Env ist Uber gp41, ein Typ-I-Membranprotein, in der viralen bzw. zelluldaren Membran
verankert. In der extrazellularen gp41-Domane sind fir die Oligomerisierung von Env
essentielle Bereiche lokalisiert (Earl und Moss, 1993). Am N-terminalen Ende von gp41
befindet sich das 16 Aminosauren lange Fusionspeptid (Freed et al., 1990), welches nach
Rezeptor- und Korezeptorbindung exponiert und in die Membran der Zielzelle inseriert wird

(Wyatt und Sodroski, 1998). C-terminal vom Fusionspeptid gelegen befinden sich zwei



1. Einleitung 10

amphipatische helikale Bereiche, N- und C-Helix genannt, die eine zentrale Rolle in der
Membranfusion spielen. Strukturanalysen zeigen, daf} die N-Helices im trimerischen gp41 in
einer sogenannten coiled coil-Struktur vorliegen. Nach Rezeptorbindung kommt es zu
konformationellen Anderungen in der gp41-Ektodomane, die fir die Membranfusion
essentiell sind (Furuta et al., 1998), und infolge derer die N-Helices mit den C-Helices unter
Ausbildung der sogenannten six helix bundle-Struktur interagieren. Diese extrem stabile
Struktur besteht aus einer inneren coiled coil-Domane aus N-Helices sowie den drei
antiparallelen C-Helices, welche sich in hydrophobe Furchen auf der Au3enseite der coiled
coil-Domane einlagern (Weissenhorn et al., 1997; Chan et al., 1997). Die Ausbildung dieser
Struktur bringt virale und zellulare Membranen zum Zweck der Fusion in unmittelbare Nahe
(Gallo et al., 2003; Colman und Lawrence, 2003).

Auf die zytoplasmatische C-terminale Domane von HIV-1-Env (HIV-1-Env-CT) wird im

nachsten Kapitel genauer eingegangen.

1.5.2 Der C-Terminus von HIV-1-Env (HIV-1-Env-CT)

Eine Eigenschaft lentiviraler Envelope-Glykoproteine, welche sie von den Glykoproteinen
anderer membranumhdliter Viren abgrenzt, ist das Vorhandensein einer auf3ergewdhnlich
langen C-terminalen zytoplasmatischen Domane (HIV-1-Env-CT). Abbildung 1.3 zeigt den

Langenvergleich verschiedener retroviraler Env-CTs.

Env-TMD
HIV-1-Env 9p120 lop4t | | |

——
Env-CT: 151 As

lentivirale HIV-1 [ ]
Env-CTs: siv ; ]
HIV-2 [ ]
FIV —
EIAV [
MVV [ ]

nicht-lentivirale HTLV-1 [__]

Env-CTs: MPMV —
MoMLV ]
0 50 100 150 200 250 As

Abb. 1.3: Langenvergleich verschiedener retroviraler Env-CTs.

Die Abbildung stellt die verschiedenen Langen der Env-CTs verschiedener Retroviren schematisch im
Vergleich zueinander dar. TMD = Transmembrandomane, As = Aminosauren.
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Mit Ausnahme von FIV besitzen lentivirale Retroviren Env-CTs von Uber 100 Aminosdauren,
wahrend nicht-lentivirale Retroviren relativ kurze Env-CTs mit einer Ladnge von maximal ca.
50 Aminosauren besitzen (Gallaher et al., 1989; Hunter und Swanstrom, 1990). Auch
membranumhdillte Viren anderer Familien besitzen Glykoproteine mit nur kurzen C-Termini,
so ist z.B. der CT von Influenza-HA nur zehn Aminosduren lang. Die Lange des HIV-1-Env-
CT ist in vivo hoch konserviert. Bis heute wurde nur ein einziges Mal ein aus einem AIDS-
Patienten stammendes HIV-1-Isolat beschrieben, welches fur einen verkirzten Env-CT
kodierte (Shimizu et al., 1990; Shimizu et al., 1992). Dies flhrt zu der Annahme, dal} der
HIV-1-Env-CT voller Lange fir den lentiviralen Replikationszyklus von essentieller
Bedeutung sein muf.

1.5.2.1 Eigenschaften des HIV-1-Env-CTs

Obwohl viele Eigenschaften und funktionelle Bereiche des HIV-1-Env-CTs identifiziert
werden konnten, ist bis heute nicht klar, was der genaue Grund flir die absolute in vivo-
Konservierung des offenen HIV-1-Env-CT-Leserahmens ist. Einige wichtige Bereiche des
HIV-1-Env-CTs sind in Abb. 1.4 dargestellt.

696 764 c t . 855-856
Arginin Palmitoylierung a-Latenin Endozytose
1 p115-RhoGEF 1
512 684 705
E @ ] [ @ ] [ |77o LLP2 795;39 LLP3/LZ 815 [s2s || pq 856
Env-TMD 712715 s A @ A ﬁ A
I Matrix Matrix
Endozytose (Murakami und Freed, 1996) (Cosson, 1996)
Basolaterale Lokalisierung Calmodulin Calmodulin

Abb. 1.4: Schematische Darstellung des HIV-1-Env-CTs.

Abgebildet ist die gp41-Untereinheit von Env, wobei die extrazellulare Doméane verkiirzt dargestellt ist.
Die roten Zahlen geben relevante Aminosaurepositionen wieder. Die roten Linien unter/iber dem
Protein stellen die Interaktionsbereiche mit den jeweils dort genannten Proteinen dar. Potentielle
Endozytosesignale sind mit gelben Balken (YXX®) bzw. Dreiecken (LL) dargestellt. Detaillierte
Informationen zu den hier dargestellten Motiven und Bereichen sind im Text zu finden. TMD =
Transmembrandomane, LLP = lentiviral lytic peptide, LZ = leucine zipper.

Der Membrananker besteht im Fall von HIV-1-gp41 aus 22 Aminosauren und enthalt
ungewodhnlicherweise die negativ geladene Aminosaure Arginin, die in allen HIV-1-Stammen

hochkonserviert ist (Hunter und Swanstrom, 1990). An dieser Stelle ist es erwadhnenswert,



1. Einleitung 12

dafl} die Arbeitsgruppe um N. Dimmock postuliert, dal® HIV-1-Env nicht Uber einen, sondern
Uber drei Transmembrananker verfugt. In diesem allgemeinhin nicht akzeptierten Modell
durchqueren die 22 Aminosauren der Env-TMD zweimal die Membran, wobei der besagte
Argininrest am Wendepunkt der Aminosaurekette an der zytoplasmatischen Seite der
Zellmembran liegt. Den dritten Membrananker soll ein Bereich darstellen, der in der LLP-2-
Domaéne (siehe unten) lokalisiert ist. Griinde, die flr dieses Modell sprechen, sind zum einen
die ungewdhnlich lange Env-TMD und die Prasenz des negativ geladenen Arginins inmitten
der Env-TMD. Vor allem aber die Beschreibung eines neutralisierenden Antikorpers, der
gegen ein Epitop in Env-CT (As-Position 739-743) gerichtet ist, spricht fiir eine mogliche
Existenz des Env-Proteins mit drei Transmembranankern (Cleveland et al., 2003).

In der C-terminalen Halfte des Env-CTs existieren drei sogenannte lentiviral lytic peptide-
Regionen, kurz LLP1-3 genannt (Miller et al., Kliger und Shai, 1997; Chen et al., 2001). Uber
diese Regionen, die a-helikales hydrophobisches Potential besitzen (Andreassen et al.,
1990), ist der Env-CT mit der zellularen Plasmamembran assoziiert (Haffar et al., 1991).
Synthetische Peptide, welche diese Motive reprasentieren, binden an Membranen und
destabilisieren und permeabilisieren diese in vitro (Srinivas et al., 1992; Chernomordik et al.,
1994; Kliger und Shai, 1997). LLP-3 besitzt aullerdem die Eigenschaften eines Leucin-
Zipper-Motivs (Kliger und Shai, 1997).

Der Env-CT enthalt mehrere potentielle Endozytose-Signale. Zwei von ihnen, in Abb. 1.4
durch gelbe Balken dargestellt, basieren auf einem Tyrosin-abhangigen Motiv (YXX®), wobei
das membranndhere Signal hochkonserviert ist und effizient die Endozytose von HIV-1-Env
vermittelt (Rowell et al, 1995) sowie an den zelluldren Clathrin-assoziierten Adapter-
Komplex AP-2 bindet (Ohno et al., 1995; Ohno et al., 1997). Mutagenese dieses ersten
Tyrosin-anhangigen Endozytose-Signals resultiert in einer erhéhten Zelloberflachen-
expression von HIV-1-Env (Berlioz-Torrent et al., 1997; West et al., 2002). Mutagenese des
zweiten potentiellen Tyrosin-abhangigen Endozytose-Signals lieferte keine Hinweise auf eine
vorhandene Funktionalitat (Boge et al., 1998). Weiterhin enthalt der Env-CT flinf potentielle
Dileucin-abhangige Endozytose-Motive, in Abb. 1.4 durch gelbe Dreiecke gekennzeichnet,
von denen nur das am C-terminalen Ende von Env-CT lokalisierte Motiv als funktionell aktiv
gezeigt wurde. Aullerdem interagiert dieses am distalen Ende von Env-CT gelegene
Dileucin-Motiv mit dem Adapter-Komplex AP-1 (Wyss et al., 2001).

Die Prasenz des Env-CTs ist in polarisierten Zellen flr basolaterale Virionenfreisetzung
verantwortlich (Gabuzda et al.,1992; Lodge et al., 1994), wobei das membrannahe
hochkonservierte Tyrosin, welches eben schon im Kontext der Endozytosesignale erwahnt

wurde, essentiell ist (Lodge et al., 1997).
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Ein ebenso in allen HIV-1-Stdmmen konserviertes Motiv des Env-CT ist eine palmitoyliertes
Cystein, welches fur die mogliche Lokalisierung von HIV-Env in lipid raft-Mikrodoméanen der
Zellmembran verantwortlich ist (Rousso et al., 2000).

Es wurde mehrfach gezeigt, dal der Env-CT mit dem HIV-1-Matrix-Protein interagiert. Zum
einen existieren Arbeiten, die dies anhand von Mutagenese-Analysen auf genetischer Ebene
zeigen, wobei postuliert wurde, dal® der Bereich der Interaktion in der LLP-2-Domane liegt
(Freed und Martin, 1996; Murakami und Freed, 2000b). Zum anderen wurde in
Koimmunprazipitationsanalyen mit GST-Env-Fusionsproteinen eine Interaktion von Env-CT
und Matrix gezeigt, wobei hier der Bereich der Interaktion innerhalb der letzten 67
Aminosauren von Env-CT lokalisiert wurde (Cosson, 1996).

Die Interaktion von Env-CT mit Matrix ist in mehrerer Hinsicht von funktioneller Bedeutung.
Viele veroffentlichte Daten liefern eine Reihe von Hinweisen, dal} Env-Glykoproteine Uber
ihre direkte Interaktion mit Matrix in Virionen eingebaut werden. So unterbinden bestimmte
Mutationen in Matrix den Einbau von HIV-1-Env in Virionen (Yu et al., 1992; Freed und
Martin, 1995; Freed und Martin, 1996). Dieser Glykoprotein-Einbaudefekt kann durch
Trunkation des HIV-1-Env-CTs oder durch Pseudotypisierung mit heterologen Env-
Glykoproteinen mit kurzen CTs aufgehoben werden (Mammano et al., 1995; Freed und
Martin, 1995; Freed und Martin, 1996). Dies bedeutet, dal® Env wohl in einigen Fallen ohne
die Interaktion mit Matrix in Virionen eingebaut werden kann, daR® aber der Einbau eines
Env-Proteins voller Lange die spezifische Interaktion mit Matrix bendtigt. Weiterhin wird
postuliert, da® Matrix im Kontext des ungespaltenen Gag-Proteins mit dem Env-CT
interagiert (Wyma et al., 2000) und so den fusogenen Zustand von Env reguliert (Murakami
et al., 2004; Wyma et al., 2004).

Mehrere zellulare Interaktionspartner des Env-CTs wurden identifiziert, wobei die Bedeutung
dieser jeweiligen Interaktionen nicht geklart ist. Es wurde gezeigt, dal® der Env-CT sowie
synthetische Peptide, welche LLP-1 und LLP-2 reprasentieren, mit Calmodulin interagieren,
und dal} diese Interaktion in einer Stérung wichtiger Calmodulin-vermittelter Prozesse
resultiert (Srinivas et al., 1993; Beary et al., 1998). Die Assoziation mit Calmodulin wird auch
mit Env-vermittelter Apoptose-Induktion in Verbindung gebracht (Ishikawa et al., 1998; Micoli
et al., 2000).

Weiterhin wurde in yeast two hybrid-Analysen gezeigt, dals Env-CT Uber das Leucin-Zipper-
Motiv der LLP-3-Region mit dem Aktin-assoziierten Adhasionsprotein a-Catenin (Kim et al.,
1999; Kim et al., 2002) sowie mit dem Guanosin-Nukleotid-Austausch-Faktor p115-RhoGEF
(Zhang et al., 1999) interagiert. p115-RhoGEF ist ein Aktivator der RhoA GTPase, die unter
anderem an der Regulation des Aktinzytoskeletts und der Aktivierung des SRFs (serum

response factor) beteiligt ist. In Zellen, die den Env-CT koexprimierten, wurden die Bildung
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von Aktinkabeln, sogenannten stress fibres, sowie die Aktivierung des SRFs unterbunden,
und Mutationen in Env-CT, welche den Verlust der Interaktion mit p115-Rho-GEF zur Folge
hatten, fihrten zu einer inhibierten Virusreplikation in T-Zellen (Zhang et al., 1999).

Eine Interaktion mit dem prenylieten Rab-Akzeptor (PRA), der beim zelluldren
Vesikeltransport eine Rolle spielt, wurde in yeast two hybrid-Analysen fir den SIV-Env-CT

nachgewiesen (Evans et al., 2002).

1.5.2.2 HIV-1-Mutanten mit Trunkationen in Env-CT

HIV-1-Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs wurden bereits eingehend analysiert (Wilk et
al., 1992; Dubay et al., 1992; Gabuzda et al., 1992; Yu et al., 1993). In diesen Arbeiten
wurde gezeigt, dal® der Env-CT generell nicht fir die proteolytische Prozessierung, die
Stabilitat, den Transport an die Zelloberflache und fir die Fusogenitat von Env bendtigt wird.
Auch der Einbau der trunkierten Env-Proteine in Viruspartikel war in den meisten Fallen nicht
defekt, wobei man erwahnen mul, dal diese Einbauanalysen mit Viruspartikeln stattfanden,
die aus in vivo irrelevanten Zellen, z.B. COS- oder HelLa-Zellen, freigesetzt wurden.

Trotz all dieser intakten Eigenschaften waren die meisten HIV-1-Mutanten mit Trunkationen
in Env-CT in den meisten infizierbaren T-Zellen replikationsinkompetent oder replizierten nur
sehr langsam. Eine haufig analysierte Mutante ist ein HIV-1-Derivat, das in MT-4-Zellen im
Vergleich zu Wt-HIV-1 nur leicht verzogert replizieren konnte, obwohl es fur einen Env-CT
von nur sieben Aminosauren kodiert (pNL-Tr712) (Wilk et al., 1992; Dubay et al., 1992). Im
Kontext dieser Mutante wurde mehrfach gezeigt, dal der Env-CT nicht flr die Vermittlung
von Infektiositat oder Replikationskompetenz in bestimmten Zellen benétigt wird. So konnte
das in erheblichem Ausmal trunkierte Env-Protein defekten HIV-1-Virionen, welche aufgrund
spezifischer Mutationen in Matrix im Kontext von Wt-Env einen Env-Einbaudefekt aufwiesen
(siehe 1.5.2.1), durch Aufthebung des Einbaudefekts Infektiositat und Replikationskompetenz
verleihen (Freed und Martin, 1995; Mammano et al., 1995; Freed und Martin, 1996).
Weiterhin konnten MuLV-Vektorpartikel mit Env-Tr712 pseudotypisiert werden (was nicht mit
Wt-Env moglich war), die dann entsprechende CD4-positive Zielzellen infizieren konnten
(Schnierle et al., 1997; Mammano et al., 1997).

Eine zentrale Beobachtung innerhalb dieser Analysen war, dal die Replikationskompetenz
dieser HIV-1-Mutante (und auch anderer mutanter HIV-1-Virionen mit trunkierten Env-CTs)
stark von der jeweiligen Zielzellinie abhing, in der die Replikation beobachtet wurde: Viren
mit trunkierten Env-CTs konnten nur in wenigen, sogenannten permissiven Zellinien wie MT-

4- oder C8166-Zellen replizieren, wahrend sie in den meisten T-Zell-Linien wie z.B. H9-
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Zellen keine Infektion etablieren konnten, die daher als nicht-permissive Zellen bezeichnet
werden (Dubay et al., 1992; Freed und Martin, 1996; Murakami und Freed, 2000). Es war
daher seitdem von besonderem Interesse, die Grinde fur diesen Zelltyp-abhdngigen
Phanotyp von HIV-1-Mutanten mit trunkierten Env-CTs zu untersuchen.

Akari et al. (2000) und Murakami und Freed (2000a) zeigen Daten, die darauf hinweisen,
dal} der Zelltyp-abhangige Phanotyp auf einem Einbaudefekt von trunkierten Env-Proteinen
in HIV-1-Virionen basiert, welche aus nicht-permissiven Zellen freigesetzt werden. Damit
hatte der Env-CT in nicht-permissiven Zellen die Aufgabe, den Einbau von Env in Virionen zu
gewahrleisten. Dennoch ist nicht geklart, ob sich dieses Modell generell auf alle
Virusmutanten mit Mutationen in Env-CT ausdehnen lasst, da auch HIV-1-Mutanten
beschrieben wurden, die zwar signifikante Mengen mutierter Env-Proteine in Viruspartikeln,
welche aus nicht-permissiven Zellen stammten, aufwiesen, aber dennoch eine verringerte
Infektiositat zeigten (Piller et al., 2000).

1.6 Zielsetzung

Der ungewohnlich lange offene Leserahmen des HIV-1-Env-CTs ist in vivo streng
konserviert, und HIV-1-Mutanten, die fur trunkierte Glykoproteine kodieren, weisen in vitro
hinsichtlich ihrer Replikationskompetenz einen Zelltyp-abhangigen defekten Phanotyp auf.
Obwohl mehrere Eigenschaften des Env-CTs bekannt sind, ist es letztendlich nicht klar, was
seine Prasenz fir eine erfolgreiche HIV-1-Replikation in vivo und in sogenannten nicht-
permissiven Zellen unabkdmmlich macht. Das zentrale Ziel der vorliegenden Arbeit war es
daher, einen Beitrag zur Aufklarung der Rolle des Env-CTs in der HIV-1-Infektion und -

Replikation zu leisten.

HierfGr wurden verschiedene in Env-CT trunkierte und in Env-TMD mutierte HIV-1-Derivate
analysiert. Neben den Auswirkungen der jeweiligen Mutationen auf die Eigenschaften der
Env-Glykoproteine hinsichtlich ihres Einbaus in Virionen und ihrer Fusionskapazitat sollte der
Phanotyp der HIV-1-Mutanten in diversen Infektiositats-Analysen untersucht werden. Hierbei
sollte eine klare Abgrenzung zwischen dem Phanotyp der Infektiositat zellfreier mutanter
Virionen, die von nicht-permissiven Zellen freigesetzt wurden, und dem Phanotyp der
Virusausbreitung in nicht-permissiven Zellen stattfinden. Weitere Untersuchungen betrafen
mogliche Ursachen fiir die Permissivitat bzw. Nicht-Permissivitat von Zellinien und die
Fragestellung, ob ein nicht-permissiver Phanotyp durch das Einbringen gewisser Transgene

aufgehoben werden kann.
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Einen zweiten zentralen Aspekt der Arbeit stellte die Analyse von Varianten der HIV-1-
Mutanten dar, die anhand von second site-Mutationen den ursprunglichen Zelltyp-
abhangigen defekten Phanotyp kompensieren kdnnen. Hierbei wurde insbesondere die
Variante pNL-Tr752(N750K) untersucht, die, wie sich im Verlauf der Analysen herausstellte,
durch das Auftreten eines einzigen Aminosdure-Austauschs den Zelltyp-abhangigen
Replikationsblock der urspringlichen Virusmutante pNL-Tr752 Uberwinden und sich trotz
eines trunkierten Env-CTs in nicht permissiven Zellen ausbreiten konnte. Diese Variante
stellte somit ein optimales weiteres Werkzeug dar, um den Zelltyp-abhangigen Defekt der

hier analysierten HIV-1-Mutanten noch besser untersuchen zu kénnen.
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2. MATERIAL

2.1 Antikérper

Die Verdinnungen der Antikorper in den Nachweisverfahren Immunfluoreszenz (IF),
Western Blot (WB) oder FACS sind angegeben.

2.1.1 Primarantikorper

hu-o-HIV-1 gepooltes humanes HIV-Patienten-Serum, erhalten von U. Wieland,
(IF 1:100) Universitat Kaln.

Mab183 Muriner monoklonaler Antikorper gegen HIV-1-p24,
(IF und WB Hybridomiiberstand, bezogen liber das NIH AIDS Research and
unverdinnt) Reference Reagent Program. Chesebro et al., 1992.

rb-a-gp120 Polyklonales Kaninchen-Serum gegen HIV-1-gp120. Bosch und
(WB 1:2500) Pawlita, 1990.

Chessie 8 Muriner monoklonaler Antikdrper gegen HIV-1-gp160, Epitop ist in
(WB unverdunnt) der C-terminalen Domane von gp41 lokalisiert, Hybridomuberstand,

bezogen Uber das NIH AIDS Research and Reference Reagent

Program. Abacioglu et al., 1994.

mo-a-EGFR Muriner monoklonaler Antikdrper gegen ein extrazellulares Epitop
des humanen EGFR, Hybridomuberstand. Waterfield et al., 1982.

SIM.2/SIM.4 Murine  monoklonale  Antikbrper gegen humanes CD4,
Hybridomuberstande, bezogen Uber das NIH AIDS Research and
Reference Reagent Program. McCallus et al., 1992; Oravecz und
Norcross, 1993.

mo-a-CD4 Muriner monoklonaler Antikdrper gegen humanes CD4, bezogen von
(FACS 1:100, Einbau-  BD PharMingen (San Diego, USA).

versuche 5 pg/ml)
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mo-a-Ezrin
(WB 1:1000)

KC57-FITC
(FACS 1:100)

12G5
(FACS 1:100)

mo-o-ICAM-1

(FACS 1:100)

mo-o-LFA-1
(FACS 1:100)

mo-a-HPS-FITC
(FACS 1:50)

Muriner monoklonaler Antikdrper gegen humanes Ezrin, erhalten von

E. Turunen, Universitat Helsinki, Finnland.

FITC-gekoppelter muriner monoklonaler Antikdrper gegen HIV-1-

p24, bezogen von Coulter (Hialeah, USA).

Muriner monoklonaler Antikérper humanes CXCR4, bezogen Uber
das NIH AIDS Research and Reference Reagent Program. Endres et
al., 1996.

Muriner monoklonaler Antikérper gegen humanes ICAM-1, erhalten

von T. Schulz, Universitat Hannover.

Muriner monoklonaler Antikorper gegen humanes LFA-1, bezogen
von BD PharMingen (San Diego, USA). Dustin und Springer, 1988.

FITC-gekoppelter muriner monoklonaler Antikbrper gegen humanes
Heparansulfat, bezogen von Seikagaku (Tokio, Japan). David et al.,
1992.

2.1.2 Sekundarantikorper

gt-a-hu FITC (IF 1:50), Dianova (Hamburg)

gt-o-mo ALEXA>* (IF 1:200), Molecular Probes (Eugene, USA)
gt-o-mo ALEXA* (IF 1:200), Molecular Probes (Eugene, USA)
gt-a-mo POX (WB 1:10000), Dianova (Hamburg)

gt-a-rb POX (WB 1:10000), Dianova (Hamburg)

gt-a-mo PE (FACS 1:100), Dianova (Hamburg)
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2.2 Bakterien

E. coli HB101
Genotyp: F', hsd S20 (rs'mg), thi-1, supE44, aral4, galK2, lacY1, proA2, rpsL20, (Str®), xyl-
5, mtl-1, recA13, merB, leuB6

Invitrogen (Groningen, Niederlande)

2.3 Eukaryotische Zellinien

2.3.1 Adharente Zellen

293T Humane embryonale Nierenepithelzellinie, Zellen exprimieren stabil das
SV40-T-Antigen. Pear et al., 1993.

TZM-bl Humane HelLa-Derivate, die stabil CD4, CXCR4 und CCR5 exprimieren und
stabile Integrate des R-Galaktosidase- und des Luziferase-Gens unter der
Kontrolle des HIV-LTRs besitzen. Platt et al., 1998; Derdeyn et al., 2000;
Wei et al., 2002.

2.3.2 Suspensionszellen

C8166 Humane HTLV-1-transformierte T-Zell-Linie, die von Nabelschnur-
Lymphozyten abgeleitet ist. Salahuddin et al., 1983.

MT-4 Humane HTLV-1-transformierte T-Tell-Linie, die von einem Patienten mit T-
Zell-Leukamie isoliert wurde. Harada et al., 1985; Pauwels et al., 1987 ;
Larder et al., 1989.

1G5 Von Jurkat-Zellen abgeleitete humane T-Zell-Linie, die stabil mit einem unter
Kontrolle des HIV-LTRs stehenden Luziferase-Gen transfiziert ist. Aguilar-
Cordova et al., 1994.

H9 Von Hut78-Zellen (humane T-Zell-Lyphom-Zellen) abgeleitete T-Zell-Linie,
die aufgrund hoher Permissivitdt fir HIV-1-Wachstum selektiert wurde.
Popovic et al., 1984a; Mann et al., 1989.
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H9-G

H9-GT

H9-TMD-CT

PBMC

2.4 Enzyme

H9-Zellen, die stabil mit dem Vektor pWPI (siehe 2.5.1) transduziert sind.
Wurden im FACS auf hohe GFP-Expression sortiert, nahezu 100% positiv fur

GFP-Expression. Im Verlauf der Arbeit generiert.

H9-Zellen, die stabil mit dem Vektor pWPI-Tax (siehe 2.5.1) transduziert sind.
Wurden im FACS auf hohe GFP-Expression sortiert, 83% positiv fur GFP-

Expression, Tax-Expression nicht bestatigt. Im Verlauf der Arbeit generiert.

H9-Zellen, die stabil mit dem Vektor pWPI-Env-TMD-CT (siehe 2.5.1)
transduziert sind. Wurden im FACS auf hohe GFP-Expression sortiert.
Expression von Env-TMD-CT, einer membrangebundenen Form des HIV-1-
Env-CT, bestatigt. Diplomarbeit W. Hildebrandt, Universitat Heidelberg, 2004.

Aus peripherem Blut gewonnene PBMCs (Ficoll-Hypaque-Gradient) wurden

von S. Fas, DKFZ Heidelberg, zur Verfligung gestellt.

Die in der Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme wurden von den Firmen NEBiolabs

(Schwalbach) und MBI Fermentas (St. Leon-Roth) bezogen. Weitere verwendete Enzyme

sind im folgenden aufgelistet:

Alkalische Phosphatase (CIP), 1 U/ul MBI Fermentas (St. Leon-Roth)
T4-DNA-Polymerase, 1U/pl MBI Fermentas (St. Leon-Roth)
T4-DNA-Ligase, 1 U/ul MBI Fermentas (St. Leon-Roth)
RNase A, 2 mg/ml Roche (Mannheim)

Herculase™ Hotstart Polymerase Stratagene (La Jolla, USA)
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2.5 Nukleinsauren

2.5.1 Plasmide
Bezeichnung Nr. Quelle / Referenz Beschreibung
. . Expressionsplasmid fir HIV-1-Env,
pBAk-env/neo 102 | Kréusslich et al., 1993

Neomycinresistenz, R-Aktin-Promotor

Erhalten von R. Zufferey,
PCMVARS.91 545 | Genf, Schweiz
Zufferey et al., 1997

Expressionsplasmid fur subvirale HIV-1-
Partikel (gag, pol, rev, tat),
CMV-IE-Promotor

Erhalten von R. Zufferey,
pMD.G 557 | Genf, Schweiz
Naldini et al., 1996

Expressionsplasmid fur VSV-G,
CMV-IE-Promotor

Erhalten von D. Trono,
pWPI 822 | Genf, Schweiz

Bizistronischer HIV-1-Vektor,
kodiert fur IRES - GFP, ist SIN, enthalt
cPPT, WPRE, EF1o-Promotor

Erhalten von S. Fas,

Derivat von pWPI,
HTLV-1-Tax — IRES — GFP

pWPI-Tax 829
DKFZ Heidelberg
innerhalb der Arbeit
pWPI-Env-TMD-CT 824 )
kloniert

Derivat von pWPI,
Env-TMD-CT - IRES - GFP

Plasmide, deren Expression im L3/S3-Bereich stattfindet:

Bezeichnung Nr. Quelle / Referenz Beschreibung
27 Proviraler Wt-HIV-1-Klon (pNL4-3°"1%),
NL-w Bosch Pawlita, 1
PNL-Wt 749y | OoC und Pawiita, 1990 | i1 are aus pNL4-3 und BH10
94 ) pNL-Wt-Derivat, kodiert fir trunkiertes
pNL-Tr712 Wilk et al., 1992 .
(750)* Env von 712 As Lange
95 pNL-Wt-Derivat, kodiert fir trunkiertes
pPNL-Tr752 Wilk et al., 1992
(751)* Env von 752 As Lange
96 pNL-Wt-Derivat, kodiert fir trunkiertes
pNL-Tr813 Wilk et al., 1992 }
(753)* Env von 813 As Lange
151 pNL-Wt-Derivat, besitzt einen As-
pPNL-TmR-I Wilk et al., 1996
(752)* Austausch in Env-TMD: R696I
265 pNL-Wt-Derivat, Austausch der Env-TMD
pNL-TmCD22 Wilk et al., 1996
(754)* gegen CD22-TMD
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Bezeichnung Nr. Quelle / Referenz Beschreibung
775 |innerhalb der Arbeit
PNL-Wt(N750K) ) pNL-Wt-Derivat, As-Austausch N750K
(776)* | kloniert
pNL-Wt-Derivat, kodiert fUr trunkiertes
781 |innerhalb der Arbeit
PNL-Tr752(N750K) ) Env von 752 As Lange, As-Austausch
(782)* | kloniert
N750K
] ) pNL-Wt-Derivat, kodiert fir trunkiertes
innerhalb der Arbeit .
PNL-Tr813(N750K) 828 Env von 813 As Lange, As-Austausch
kloniert
N750K
Proviraler HIV-1-Klon, Leserahmenver-
Henriksson und Bosch, . ) .
pPNL-AEnv 247 schiebung in env flhrt nach 30 As zur

1998

Synthese eines defekten Env-Proteins

* die proviralen Plasmide liegen teilweise auch in einem Avpr-Kontext vor (siehe 4.4.1), die
entsprechenden Plasmidnummern der Avpr-Konstrukte sind in Klammern angegeben.

2.5.2 Oligonukleotide

Alle im Rahmen dieser Arbeit bendtigten Oligonukleotide wurden in der Abteilung

»0ligonukleotidsynthese und DNA-Sequenzierung“ des DKFZ Heidelberg synthetisiert. Die

Oligonukleotide und deren Sequenzen sind in 6.1 zu finden.

2.6 Kits

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAamp DNA Blood Mini Kit

Innotest™ HIV Antigen mAb

Luciferase Assay System

2.7 GroBRenstandards

A-DNA-Marker (Hindlll-verdaut)

Qiagen (Hilden)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Innogenetics (Gent, Belgien)

Promega (Madison, USA)

MBI Fermentas (St. Leon-Roth)
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Low Range SDS-PAGE-Marker: Bio-Rad (Hercules, USA)

Protein MG (kDa)
Phosphorylase B 113,0
Rinder-Serumalbumin 92,0
Ovalbumin 52,3
Carboanhydrase 35,3
Sojabohnen-Trypsininhibitor 28,7
Lysozym 21,3

2.8 Chemikalien und Regenzien

An dieser Stelle wird darauf verzichtet, alle in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien und
Reagenzien einzeln aufzulisten. Alle verwendeten Chemikalien werden unter dem Punkt
Puffer und Lésungen (siehe 2.9) oder in den Kapiteln 3 oder 4 erwahnt und wurden
Ublicherweise von folgenden Firmen bezogen: Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe),
AppliChem (Darmstadt), Fluka (Buchs, Schweiz), Sigma-Aldrich (Steinheim) und Gibco

(Karlsruhe). Einige Reagenzien und ihre Bezugsquellen sind im folgenden aufgelistet:

AMD3100 Erhalten von D. Schols und E. de Clercq,

Universitat Leuven, Belgien

AZT Sigma-Aldrich (Steinheim)

DAPI Sigma-Aldrich (Steinheim)

IL-2 erhalten von S. Fas, DKFZ Heidelberg
PHA Sigma-Aldrich (Steinheim)

Polybren Sigma-Aldrich (Steinheim)
Proteaseinhibitor Complete Roche (Mannheim)

Saquinavir Roche (Mannheim)
Streptavidin-Sepharose Amersham (Uppsala, Schweden)

Sulfo-NHS-Biotin Pierce (Rockford, USA)
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2.9 Puffer und Losungen

Agarosegelelektrophorese

50 x EP-Puffer : 2 M Tris/HCI, pH 7.5
250 mM Natriumacetat
50 mM EDTA

mit Essigsaure auf pH 7.8 einstellen
EtBr-Lésung: 2 ug EtBr/ml

Farbmarker: 6 x loading dye, MBI Fermentas (St. Leon-Roth)

DNA-Minipraparation

Sol A: 50 mM Glukose
10 mM EDTA
25 mM Tris/HCI, pH 8.0

Sol B: 0,2 M NaOH
1% SDS
SolC: 3 M Natriumacetat, pH 4.8

Kalzium-Phosphat-Transfektion

2 x HBS-Puffer: 50 mM HEPES, pH 7.2
280 mM NaCl
1,5 mM Na,HPO,
auf pH 7.13 einstellen
steril filtrieren (& 0,2 ym)

CaCl,-Losung: 25M
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SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Losu ng AKornberg:

Lésung ALaemmii:

Lésung B:

Lésung C:

2x SB
(sample buffer)

5 x Laufpuffer (LP):

X-Gal-Assay

Fixierlésung:

X-Gal-Lésung:

30% Acrylamid
0,15 % Bisacrylamid

30% Acrylamid
0,8% Bisacrylamid

1,5 M Tris/HCI, pH 8.8
0,4 % SDS

0,75 M Tris/HCI, pH 6.8
0,4% SDS

0,125 M Tris/HCI, pH 6.8
4% SDS

10% B-Mercaptoethanol

10% Glycerol

0,002% Bromphenolblau

60 g Tris

285 g Glycin

10 g SDS

ad 2000 ml VE-H,0O

1% Formaldehyd
0,2% Glutaraldehyd
in PBS

1 mg/ml X-Gal in DMSO
4 mM K3Fe(CN)g

4 mM K4Fe(CN)g

2 mM MgCl,
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Diverse

EDTA

Elvanol

TE

PBS

Boratpuffer

0,5M

pH auf 8.0 einstellen

20 g Moviol 4-88
80 ml PBS
20 ml Glycerol

10 mM Tris/HCI, pH 8.0
1 mM EDTA

8 g/l NaCl

0,2 g/l KCI

1,44 g/l Na;HPO,
0,25 g/l K;HPO,

pH auf 7.4 einstellen

20 mM Borsaure
1 mM EDTA
0,1 mMDTT

pH auf 8.8 einstellen

2.10 Bakterien- und Zellkulturmedien und -zusatze

2.10.1 Bakterienkultur

Luria-Broth-Medium (LB)

Ampicillin

10 g/l Bacto-Trypton
5 g/l Hefe-Extrakt
10 g/l NaCl

pH auf 7.5 einstellen, autoklavieren

Einsatz 100 ug/ml, Roche (Mannheim)
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2.10.2 Zellkultur

DMEM und RPMI Gibco BRL (Karlsruhe)

DMEMX und RPMI¥ DMEM und RPMI komplettiert mit
FCS und PS (siehe unten)

Fotales Kalberserum (FCS) Einsatz: 10%, Gibco BRL (Karlsruhe)
Penicillin-Streptomycin (PS)-Losung Einsatz 1%, Gibco BRL (Karlsruhe)
Trypsin-EDTA (0,25% Trypsin) Gibco BRL (Karlsruhe)
Einfriermedium 70% DMEM bzw. RPMI

20% FCS

10% DMSO
2.11 Gerate

Agarosegel-Kamera, Biotec Fischer (Heidelberg)
Brutschrank, Forma Scientific (Marietta, USA)

Easy Image Gel-Dokumentationssystem, Herolab (Wiesloch)
Eismaschine AF-3, Scotsman (Glasgow, England)
Agarosegel-Elektrophoresekammern, Renner (Darmstadt)
Entwicklermachine Classic E.O.S., Agfa (Leverkusen)
FACS-Gerat (DurchfluBzytometer), Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA)
Feinwaage 2002MP1 Sartorius (Goéttingen)

Filmkassetten X-Omat™, Kodak (Stuttgart)
Fluoreszenz-Mikroskop, Leitz (Wetzlar)

Gefrierschrank, Liebherr (Heidelberg)

Kiihl-Tischzentrifuge 5417.R, Eppendorf (Hamburg)
Magnetriihrer, Ika Labortechnik (Staufen)

Mikroskop CKS, Olympus (Heidelberg)

Minifuge RF, Heraeus (Osterode)

Neubauer Zahlkammer, Neolab (Heidelberg)

pH-Meter CG822, Schott (Mainz)

Pipettierhilfe (Pipetboy), /BS Integra (Fernwald)

Pipetten, Gilson Abimed (Langenfeld)

Rotoren GSA und F28/50, Biotec Fischer (Heidelberg)
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Rotor SW41Ti, Beckmann (Palo Alto, USA)
Schuttler Rockomat, Tecnomara (Gottingen)
SDS-PAGE-Apparatur, Bio-Rad (Hercules, USA)
Spektralphotometer, Hitachi (Tokio, Japan)
Sterilbank, Baker (Stanford, USA)

Stromquelle, Biotec Fischer (Heidelberg)
Uberkopfschiittler, Heidolph (Rust)

Ultrazentrifuge, Beckmann (Palo Alto, USA)

Vortex (Vibrationsmischer), Bender und Hobein (Zirich, Schweiz)
Western-Blot-Apparatur, Bio-Rad (Hercules, USA)
Zentrifuge RC5C, Sorvall Du Pont (Wilmington, USA)

2.12 Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen, Langenbrinck (Emmendingen)

ECL-Filme Hyperfilm™, Amersham (Uppsala, Schweden)
Einweghandschuhe Gentle Skin™, Meditrade (Kiefersfelden)
Einwegpipetten, Falcon (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA)
Einwegpipettenspitzen, Greiner (Frickenhausen)

Einwegskalpelle, PFM (KdIn)

Einwegspritzen, Terumo (Leuven, Belgien)

Immobilon-Membran, Millipore (Bedford, USA)
Eppendorfreaktionsgefale, Eppendorf (Hamburg)
Multi-Loch-Zellkulturplatten, Corning Inc. (Corning, USA)

Kryordhrchen, Nalgene (Rochester, USA)

Objekttrager, Langenbrinck (Emmendingen)

PCR-ReaktionsgefalRe, Eppendorf (Hamburg)

Sterifilter (3 0,2 pm und 0,45 pm), Renner (Dannstadt)
Ultrafiltrationsrohrchen (Vivaspin) 20 ml, Vivascience (Hannover)
Ultrazentrifugationsrohrchen, Beckmann (Palo Alto, USA)
Whatmann-Papier 3 MM, Schleicher & Schuell (Dassel)
Zellkulturflaschen, Nunc (Roskilde, Danemark)

Zellkulturschalen, Sarstedt (Nurnbrecht)

Zellsiebe (cell strainer), Falcon (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA)

Zentrifugationsréhrchen (PP und PS, 15 und 50 ml), Greiner (Frickenhausen)
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3. METHODEN

3.1 Mikrobiologische Methoden

3.1.1 Lagerung und Kultur von Bakterien

Fir die Transformation von Bakterien werden Escherichia coli (E. coli) vom Stamm HB101
verwendet. Die Anzucht der Kulturen erfolgt bei einer Temperatur von 37°C in Luria-Broth
(LB)-Flissigmedium (siehe 2.10.1) unter Schuitteln bzw. auf LB-Agarplatten. Die Medien
werden mit einer Selektionsdroge, im vorliegenden Falle mit Ampicillin (100ug/ml), versetzt,
da alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide ein Resistenzgen (Amp®) fiir
Ampicillin tragen.

Flissigkulturen werden mit einer geeigneten Menge an LB-Medium und der jeweiligen
Selektionsdroge in einem entsprechend groRen Gefall angesetzt (z.B. in einem
Erlenmeyerkolben, 80% des GefalRvolumens sollten Luftraum sein). Das Animpfen des
Nahrmediums erfolgt mit einem sterilen Zahnstocher, mit dem eine geeignete Kolonie von
einer Platte gepickt und dem Medium zugefligt wird.

Bei Plattenkulturen werden die Bakterien mit einer Impfése oder einem Drigalski-Spatel auf
einer LB-Agarplatte, welche die geeignete Selektionsdroge enthalt, ausgestrichen, so dal}
vereinzelte Kolonien erhalten werden.

Die Lagerung der Bakterien erfolgt bei 4°C bis zu zwei Wochen (Flussigkultur) bzw. bis zu
vier Wochen (Plattenkultur). Fur eine langerfristige Lagerung werden von der Flussigkultur
Glycerolkulturen angelegt, die bei —80°C gelagert werden kénnen. Dazu wird 1 ml einer
Ubernachtkultur mit 0,5 ml steril filtriertem Glycerin versehen und in flissigem Stickstoff

schockgefroren.

3.1.2 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Um nackte DNA bzw. Plasmide aufnehmen zu konnen, missen Bakterien durch ein
bestimmtes Verfahren kompetent gemacht werden.

Dazu wird eine Flussigkultur mit 5 ml LB/Amp-Medium mit einer Kolonie des gewinschten
Bakterienstammes angeimpft und Uber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Diese
Ubernachtkultur wird zu 500 ml LB/Amp-Medium gegeben, worauf eine erneute Kultivierung
bei 37°C unter standigem Schitteln bis zu einer ODsgsnm von 0,5 erfolgt (exponentielles

Wachstum). Nach Abkiihlung der Kultur in einem Eis-NaCl-Gemisch auf 4°C werden die
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Bakterien in einem GSA-Rotor fir 5 Minuten bei 8000 rpm und 0°C abzentrifugiert. Die
sedimentierten Bakterien werden anschliessend in 125 ml eiskaltem CaCl, (0,1 M)
resuspendiert und fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation
(Bedingungen siehe oben) wird das Bakterienpellet in einem Gemisch aus 21,5 ml CaCl, (0,1
M) und 3,5 ml 86%-igem Glycerin aufgenommen. Nicht direkt bendtigte Zellen werden in 500
pI-Aliquots in Kryordhrchen Uberfihrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die

Lagerung erfolgt bei —80°C.

3.1.3 Transformation von E. coli

100 pl kompetente E. coli HB101 werden mit 100 ng Plasmid-DNA oder 10 pl eines
Ligationsansatzes versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschliefend erfolgt ein
Hitzeschock fir 90 Sekunden bei 42°C, bei dem die Plasmide von den Bakterien
aufgenommen werden. Nach einer weiteren Inkubation des Transformationsansatzes fir 2
Minuten auf Eis wird 1 ml LB-Medium ohne Ampicillin zugegeben, es folgt eine Inkubation im
Wasserbad fur 20 Minuten bei 37°C. AnschlieBend werden die Bakterien mit einer
Tischzentrifuge bei 5000 rpm fiir 2 Minuten abzentrifugiert, der Uberstand wird bis auf einen
Rest von ca. 100 pl dekantiert, in welchem das Bakterienpellet resuspendiert und auf einer
LB-Agarplatte ausgestrichen wird, die die entsprechende Selektionsdroge enthalt. Die Platte
wird Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Plasmid-DNA-Minipraparation

Puffer und Losungen:

Sol A: 50 mM Glukose

10 mM EDTA

25 mM Tris/HCI, pH 8.0
Sol B: 0,2 M NaOH

1% SDS

SolC: 3 M Natriumacetat, pH 4.8
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Die Plasmid-DNA-Minipraparation aus zuvor transformierten Bakterien (siehe 3.1.3) wird
durchgefiihrt, um zu kontrollieren, ob die Transformation erfolgreich war, d.h. ob das
gewilnschte Plasmid von den Bakterien aufgenommen wurde. Fir diesen rein analytischen
Zweck reichen geringe Mengen an Plasmid-DNA. Werden dagegen grdf3ere Mengen an
Plasmiden fir experimentelle Zwecke bendtigt, kommt die DNA-Maxipraparation zum
Einsatz (siehe 3.2.2).

3 ml LB/Amp-Flissigmedium werden mit einer Einzelkolonie angeimpft und bei 37°C Uber
Nacht auf dem Schiittler inkubiert. 1,5 ml der Ubernachtkultur werden in ein
Eppendorfrohrchen Uberfihrt und in einer Tischzentrifuge fir 2 Minuten bei 8000 rpm
zentrifugiert. Nach vollstindigem Dekantieren des Uberstandes werden die sedimentierten
Bakterien in 100 ul Sol A resuspendiert und gevortext. Die Lyse der Bakterien erfolgt mit 200
Ml Sol B nach vorsichtigem Mischen folgt eine Inkubationszeit von genau 5 Minuten auf Eis.
Dann werden 150 ul Sol C zugegeben, und der Ansatz wird erneut fir mindestens 5 Minuten
auf Eis gehalten. Nach Zugabe von 500 pl Phenol/Chloroform-Gemisch (1:1) wird das
Gemisch geschiittelt, aber nicht gevortext. Durch die anschlieRende Zentrifugation in einer
Tischzentrifuge fur 10 Minuten bei 13.000 rpm werden die wassrige und die organische
Phase voneinander getrennt. Die nukleinsaurehaltige wassrige Phase wird vorsichtig
abgenommen, mit 1 ml eiskaltem 100%-igem Ethanol versetzt, gevortext und flir mindestens
20 Minuten bei —20°C gelagert.

Nach Ethanolfallung der DNA (siehe 3.2.3.2) wird das getrocknete DNA-Sediment in 50 pl
TE-Puffer aufgenommen, 2 yl davon werden fir die GroRenanalyse des Plasmides auf ein

1%-iges Agarosegel aufgetragen (siehe 3.2.9).

3.2.2 Plasmid-DNA-Maxipraparation

Um gréRere Mengen eines Plasmides aus transformierten Bakterien flr den experimentellen
Einsatz zu erhalten (ca. 500 pg), impft man 200 ml LB/Amp-Flissigmedium mit 2 ml einer
Ubernachtkultur an und inkubiert diese GroRkultur Gber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler.
Die anschlieRende Extraktion und Aufreinigung der Plasmid-DNA wird mit dem ,QIAGEN
Plasmid Maxi“-Kit der Firma Qiagen (Hilden) durchgeflhrt und verlauft nach dem Protokoll

und mit den mitgelieferten Losungen des Herstellers.
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3.2.3 Aufreinigung von Nukleinsduren

3.2.3.1 Phenol/Chloroform-Extraktion

Mit einem Gemisch aus Phenol und Chloroform im Verhaltnis 1:1 kénnen Verunreinigungen
durch Proteine oder Lipide aus DNA-L6sungen entfernt werden. Dazu wird der zu
behandelnde Ansatz mit einem gleichem Volumen an Phenol/Chloroform versetzt,
geschittelt und anschlielfend fir 10 Minuten bei 13.000 rpm in einer Tischzentrifuge
zentrifugiert. Hierbei kommt es zu einer Phasentrennung der organischen und wassrigen
Phase. Letztere enthalt die Nukleinsdure und kann vorsichtig mit einer Pipette von der
organischen Phase abgenommen werden. Zur Erhéhung der Nukleinsdure-Ausbeute kann
die organische Phase mit der gleichen Menge TE-Puffer versetzt, geschittelt und unter den
oben genannten Bedingungen zentrifugiert werden, worauf anschlieBend die beiden
wassrigen Phasen vereint werden. Die DNA kann dann aus der wassrigen Phase mit Ethanol

gefallt werden (siehe 3.2.3.2).

3.2.3.2 Ethanolfallung

Die nukleinsaurehaltige Probe wird mit dem 3-fachen Volumen 100%-igem Ethanol und dem
0,1-fachen Volumen 3 M Natriumacetat (pH 4,8) versetzt und dann fir mindestens 20
Minuten bei —20°C gefallt. AnschlieRend erfolgt eine Zentrifugation des Ansatzes bei 0°C fur
15 Minuten bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge. Der Uberstand wird vorsichtig
abgenommen und die sedimentierte DNA mit 70%-igem kaltem Ethanol (-20°C) gewaschen.
Nach Lufttrocknung des Sedimentes wird die Nukleinsdure in einem entsprechenden

Volumen TE-Puffer oder Wasser aufgenommen (meist 100-200 pl).

3.2.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgt durch Messung ihrer optischen
Dichte im Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 260 nm. Dazu wird eine geeignete
Verdiinnung der DNA-L&sung in H,O hergestellt und 1 ml dieser Verdiinnung im Photometer
vermessen. Hierbei entspricht einer ODonm von 1 eine Doppelstrang-DNA-Konzentration
von 50 pg/ml bzw. eine Einzelstrang-DNA-Konzentration von 33 ug/ml.

Proteinverunreinigungen von Nukleinsaure-Losungen lassen sich durch den Quotienten aus

OD260nm Und ODogonm (@aromatische Aminosauren) bestimmen. Liegt dieser Wert zwischen 1,7
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und 2,0, so gilt die DNA als ausreichend proteinfrei, ein Wert unter 1,7 ist ein Indiz fir die

Kontamination durch Proteine.

3.2.5 Restriktionsverdau von DNA

Zur sequenzspezifischen Spaltung von DNA-Molekillen in definierte Fragmente werden
Restriktionsendonukleasen verwendet, die bestimmte Basensequenzen spezifisch erkennen
und die DNA an dieser Stelle schneiden. Diese Enzyme gehdéren zum Abwehrdispositiv von
Bakterien gegen fremde DNA, die durch feindliche Organismen, zum Beispiel durch
Bakteriophagen, in sie eingedrungen ist. Die eigene DNA wird durch Methylierung von
einzelnen Basen vor der Spaltung geschiitzt, gleichsam dient diese Modifikation auch zur
Unterscheidung zwischen eigener und fremder Nukleinsaure. Durch einen Restriktionsschnitt
kénnen drei verschiedene Arten von Strangenden erzeugt werden: bei versetzten Schnitten
enstehen 5°- oder 3’-Uberhange (sticky ends), bei geraden Schnitten entstehen stumpfe
Enden (blunt ends).

Restriktionsenzyme werden zum einen bei Klonierungsarbeiten verwendet, um definierte
Plasmid-Fragmente zu erhalten (praparativer Verdau), die anschlieRend durch Ligation
(siehe 3.2.8.) zu neuen DNA-Molekilen verbunden werden, zum anderen finden sie Einsatz
bei der Analyse von Plasmid-DNA (analytischer Verdau), da beim Verdau eines Stlickes
DNA durch definierte Restriktionsenzyme ein spezifisches Bandenmuster im Agarosegel

entsteht. Verdauansatze setzen sich folgendermallen zusammen:

Praparativer Verdau (100 pyl Ansatz) Analytischer Verdau (10 pl Ansatz)
10-20 ug DNA 1 ug DNA
50-100 U Enzym 5-10 U Enzym
10 ul 10 x geeigneter Enzympuffer 1 ul 10 x geeigneter Enzympuffer
ad 100 pl H,O ad 10 pl H,O

Prinzipiell ist beim Ansetzten des Verdaus zu berlcksichtigen, dall Enzyme in 50%-igem
Glycerin gelagert werden, optimale Reaktionsbedingungen aber eine Glycerinkonzentration

von unter 5% erfordern. Daher darf der Anteil der Enzymlésung nicht mehr als 10% des
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Gesamtansatzes betragen. Der Verdau erfolgt bei der fir das jeweilige Enzym optimalen

Temperatur fir 1-2 Stunden.

3.2.6 Dephosphorylierung von 5 -Enden

Um eine Religation des Vektors bei Klonierungen mit komplementaren Enden zu verhindern,
kann man das zuvor geschnittene Vektorplasmid an seinen 5°-Enden dephosphorylieren,
damit die fir die Ligation notwendige 5°-Phosphatgruppe fehlt. Dies geschieht mit Hilfe der
Kalberdarmphosphatase CIP (calf intestine alkaline phosphatase), indem 1-5 ug des Vektors
mit 1 U des Enzyms bei 37°C inkubiert werden. Nach 60 Minuten wird nochmals 1 U CIP far
30 Minuten zugegeben. Als Puffer kdnnen die NEB-Puffer 2, 3 und 4 der Firma NEBiolabs

(Schwalbach) dienen.

3.2.7 Auffiillen von 5 -Uberhingen

Um verschiedene DNA-Stlicke in einem Plasmid miteinander kombinieren zu kdnnen, sollten
im ldealfall in beiden Moleklle durch das gleiche Restriktionenzym komplementare sticky
ends erzeugt werden. Dies ist jedoch nicht moglich, wenn in den erforderlichen
Schnittbereichen die entsprechende Restriktionssequenz nicht vorhanden ist, so daf® in
beiden Molekilen verschiedene Restriktionsenzyme benutzt werden mussen, die nicht
zueinander passende Enden erzeugen. Eine Ldsung des Problems liegt darin, daf®
Uberhangende 5°-Enden mit Hilfe des Enzyms T4-DNA-Polymerase aufgefillt werden
kénnen, so dall stumpfe Enden (blunt ends) entstehen, die sich sequenzunabhangig mit
anderen stumpfen Enden ligieren lassen (siehe 3.2.8). Daflir werden 10 ug Plasmid-DNA mit
100 pM dNTPs (Hybaid AGS, Heidelberg) und 5 U der T4-DNA-Polymerase versehen und
fir 15 Minuten bei 15°C inkubiert. AnschlieRend wird das Enzym durch eine Inkubation des
Ansatzes bei 75°C fur 10 Minuten inaktiviert.

3.2.8 Ligation

Mit Hilfe des Enzyms T4-DNA-Ligase konnen zwei DNA-Molekile, z.B. Vektor und Insert,

miteinander verknipft werden. Hierbei katalysiert das Enzym die Bildung einer neuen

Phosphodiesterbindung zwischen der 5°-Phosphatgruppe des einen und der 3°-OH-Gruppe
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des anderen Fragmentes. Dazu werden 0,2 ug Vektor-DNA zu der 2-3-fachen molaren
Menge an Insert-DNA gegeben. Als Kontrollansatz dient die Vektor-DNA alleine. Nach
Zugabe von 1 pl 10 x T4-DNA-Ligase-Puffer, 1 U T4-DNA-Ligase und H,O ad 10 pl wird der
Ansatz Uber Nacht bei 15°C inkubiert.

3.2.9 Agarosegelelektrophorese

Puffer und Losungen:

50 x Elektrophorese-Puffer (EP): 2 M Tris/HCI, pH 7.5
250 mM Natriumacetat
50 mM EDTA

mit Essigsaure auf pH 7.8 einstellen
Ethidiumbromidlésung: 2 ug/ml

Farbmarker (6 x loading dye solution): MBI Fermentas (St. Leon-Roth)

In einem Agarosegel lassen sich DNA-Fragmente elektrophoretisch auftrennen, wobei
gleichzeitig ihre GroRen im Vergleich zu einer bestimmten Marker-DNA bestimmt werden
kénnen. Je nach Auftrennungsbereich verwendet man verschiedenprozentige Agarosegele,
wobei man kleine Fragmente mit einer hohen, grollere Fragmente dagegen mit einer
niedrigen Agarosekonzentration auftrennt. Im Rahmen dieser Arbeit werden 1%-ige
Agarosegele verwendet. Die Agarose wird im entsprechenden Volumen 1 x
Elektrophoresepuffer bis zur Entstehung einer homogenen Ldsung in der Mikrowelle
aufgekocht.

Fur den Auftrag der Proben auf das Gel werden 0,1-1 ug DNA mit 2 yl 6x Farbmarker
versetzt und der Ansatz mit H,O auf 12 pl aufgefullt. An das Gel wird eine Spannung von 10
V/Langenzentimeter angelegt. Nach Abschluf} der elektrophoretischen Auftrennung wird das
Gel fur 10 Minuten in einer Ethidiumbromidlésung gefarbt und anschlieend in Wasser fur 10
Minuten entfarbt. Das in die DNA interkalierte Ethidiumbromid kann mittels eines UV-
Transluminators bei 254 nm sichtbar gemacht und gegebenenfalls fotografiert werden.

Bei praparativen Gelen wird der gesamte Verdauansatz mit 20 ul 6x Farbmarker auf ein Gel
mit groRen Taschen aufgetragen. Die Betrachtung und Praparation des Gels erfolgt zur
Vermeidung von UV-Schaden an der zu praparierenden DNA bei einer Wellenlange von 360

nm.
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3.2.10 DNA-Elution aus Agarosegelen

Um die nach einer elektrophoretischer Auftrennung (siehe 3.2.9) erhaltenen DNA-Fragmente
z.B. fUr eine Ligation weiterverwenden zu kdnnen, missen diese aus dem Agarosegel
herausprapariert werden. Dazu wird das Gel bei langwelligem Licht von 360 nm betrachtet
und das gewlinschte Fragment mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die Elution
der DNA erfolgt mit dem ,QlAquick Gel Extraction“-Kit der Firma Qiagen (Hilden) nach dem
mitgelieferten Protokoll.

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Elution werden 5 pl der erhaltenen DNA-Ldsung auf ein

Agarosegel aufgetragen (siehe 3.2.9).

3.2.11 Isolierung zellularer genomischer DNA

Fir die Isolierung zellularer genomischer DNA aus infizierten Zellen wird das ,QUIAamp
DNA Blood Mini“-Kit der Firma Qiagen (Hilden) verwendet, die Durchfihrung erfolgt nach

dem mitgelieferten Protokoll

3.2.12 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion oder kurz PCR (polymerase chain reaction) ist ein Verfahren
zur Amplifikation definierter DNA-Bereiche. Im Rahmen der Arbeit wird diese Methode dazu
verwendet, um einerseits provirale Fragmente genomischer DNA HIV-1-infizierter Zellen zu
isolieren (im Verfahren der nested PCR, siehe 3.2.12.1), und um Punktmutationen in DNA-
Sequenzen einzufiugen bzw. DNA-Fragmente neu miteinander zu kombinieren (im Verfahren
der Fusions-PCR, siehe 3.2.12.2).

Voraussetzung fir die Polymerase-Kettenreaktion ist das Vorhandensein einer Matrizen-
DNA, welche als Vorlage dient, und an der eine DNA-Polymerase einen komplementaren
Strang synthetisieren kann. Des weiteren werden zwei Oligonukleotide bzw. sogenannte
Primer bendtigt, die jeweils an einem Ende des zu amplifizierenden Bereiches mit dem (+)-
Strang bzw. dem (-)-Strang hybridisieren und der Polymerase als Startpunkt fiir die Reaktion
dienen kdnnen.

Die Reaktion lauft nach folgendem Prinzip ab: nach Hitze-Denaturierung der DNA lagern sich
die Primer bei AbklUhlung des Reaktionsansatzes an die jeweiligen Einzelstrange der DNA-

Matrize an. Eine hitzestabile Polymerase erstellt ausgehend vom 3°-OH-Ende des jeweiligen
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hybridisierten Primers einen dem Matrizen-Strang komplementaren Strang. Nach erfolgter
Synthese werden die neu entstandenen Doppelstrange erneut denaturiert, und die Prozedur
wiederholt sich. Durch mehrfaches Wiederholen dieses Zyklus erreicht man so eine
exponentiell verlaufende Amplifikation des gewlinschten DNA-Bereiches.

In der Arbeit wird das Enzym Herculase™ Hotstart DNA Polymerase der Firma Stratagene
(La Jolla, USA) verwendet. Dieses Enzym besitzt eine 3'—>5’-Exonukleaseaktivitdt und somit
eine Korrekturlesefahigkeit, was eine fehlerfreie Vervielféltigung der gewunschten DNA
ermOglicht. Dies ist bei der Untersuchung unbekannter Sequenzen sowie bei
Klonierungsvorgangen von wesentlicher Bedeutung. Der Begriff Hotstart bedeutet, dal} das
Enzym in einem durch Antikdrper vermittelten inaktiven Zustand vorliegt, was ein
unspezifisches Arbeiten der Polymerase und unerwlnschte Exonukleaseaktivitat vor Beginn
der PCR verhindert. Im ersten Denaturierungsschritt, d.h. bei Erhitzen der Probe auf 95°C,
kommt es zu einer irreversiblen Denaturierung der Antikérper, und das Enzym kann seine
Funktion voll entfalten.

Ein typischer PCR-Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 50 pl setzt sich folgendermalien

zusammen (die einzelnen Komponenten des Ansatzes sollen in der gegebenen Reihenfolge

pipettiert werden):

Komponente Quantitat pro Rekation

Aqua dest. X uplad 50 pl

10 x Herculase-Reaktionspuffer 5,0 ul

dNTP-Mischung (2,5 mM jedes dNTPs) 4,0 ul

DNA-Matrize 1-15 ng (Plasmid-DNA, PCR-Fragmente)
bzw. 100-250 ng (genomische DNA)

Primer 1 100 ng

Primer 2 100 ng

Herculase™ Hotstart DNA Polymerase 0,5 ul

Nach dem Ansetzen der Proben werden diese vorsichtig gemischt, nochmals kurz in der
Tischzentrifuge abzentrifugiert, in PCR-Reaktionsréhrchen tberflihrt und mit 50 pl Mineraldl

(Sigma-Aldrich, Steinheim) Uberschichtet.
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AnschlieRend erfolgt die Amplifikation der Proben nach folgendem Protokoll:

Segment Zyklenanzahl Temperatur Zeit

1 1 95°C 2 Minuten

2 10 95°C 30 Sekunden
Primer Tyy—5°C * 30 Sekunden
72°C 60 Sekunden pro

kb der DNA- Matrize

3 20 95°C 30 Sekunden
Primer Tyy—5°C * 30 Sekunden
72°C 60 Sekunden pro

kb der DNA- Matrize
+10 Sekunden/Zyklus

* Ty bezeichnet den Schmelzpunkt der jeweiligen Primer und wird zur Berechnung der Annealing-
Temperatur herangezogen. Haben die beiden Primer unterschiedliche Schmelzpunkte, wird
Ublicherweise die niedrigere der beiden Temperaturen fiir die Berechnung verwendet.

3.2.12.1 Nested PCR

Mit dem Verfahren der sogenannten nested (= verschachtelten) PCR kann man die Spezifitat
der Polymerase-Kettenreaktion betrachtlich erhdhen. Diese Methode wird im Rahmen der
Arbeit bei der Amplifizerung proviraler Sequenzen aus der genomischen DNA infizierter T-
Zellen verwendet.

Hierfir setzt man das PCR-Produkt einer ersten PCR-Reaktion in einer zweiten PCR-
Reaktion ein, wobei das Primer-Paar dann zwischen den Primern der ersten Reaktion liegt.
Dies fuhrt dazu, dald unspezifische Reaktionsprodukte, die in der ersten PCR entstanden

sein konnten, praktisch ausgeschlossen werden.

3.2.12.2 Fusions-PCR

Mit Hilfe der Fusions-PCR werden Punktmutationen in DNA-Sequenzen eingefihrt, der

schematische Ablauf dieser Methode ist in Abb. 3.1 dargestellt.
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Ablaufs der Fusions-PCR.
Detaillierte Erlauterungen im Text. AP = AuRen-Primer, FP = Fusions-Primer, X = eingefiihrte Mutation

Fir diese Methode werden zwei Arten von Primern benétigt: zum einen Fusions-Primer (FP),
ein zueinander komplementares Oligonukleotidpaar, welches die gewlinschte Mutation tragt.
Zum anderen miuissen geeignete Aullen-Primer (AP) gewahlt werden, welche ober- bzw.
unterhalb der spater fur die Klonierung gewtiinschten Restriktionsschnittstellen liegen. Es ist
auch moglich, mittels der Sequenz der AP neue Restriktionsschnittstellen in den PCR-
Produkten zu generieren.

Im ersten Schritt der Fusions-PCR werden zwei verschiedene Produkte an derselben DNA-
Vorlage generiert: In Reaktion 1a kommen die Primer AP1 (Sinn) und FP2 (Gegensinn) bzw.
in Reaktion 1b die Primer FP1 (Sinn) und AP2 (Gegensinn) zum Einsatz. Das Ergebnis
dieser beiden ersten Reaktionen sind zwei DNA-Sequenzen, die an der Position der
Fusions-Primer Uberlappen.

Diese beiden Fragmente werden dann nach Aufreinigung siehe (3.2.10) in der Fusions-PCR
mit den beiden Aulien-Primern eingesetzt. Nach Denaturierung der Strange kommt es in der
Annealing-Phase zur Hybridisierung der jeweils zueinander komplementaren Bereiche aus
den PCR-Reaktionen 1a und 1b, die beiden freien 3’-OH-Enden dienen dann der DNA-
Polymerase als Startpunkt der DNA-Synthese. Am Hybridisierungsprodukt der beiden
anderen zueinander komplementadren Strange kann dagegen keine DNA synthetisiert
werden, da keine freien 3'-OH-Enden vorliegen.

Nach erfolgter Amplifikation wird das neu entstandene Produkt aufgereinigt (siehe 3.2.10)
und kann, wenn gewinscht, nach Restriktionsverdau (siehe 3.2.5) fir Klonierungen

verwendet werden.
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3.2.13 DNA-Sequenzierungen

Alle Sequenzierungen wurden in der Abteilung ,Oligonukleotidsynthese und DNA-

Sequenzierung“ des DKFZ Heidelberg durchgefuhrt.

3.3 Zellkultur
3.3.1 Lagerung und Kultur eukaryotischer Zellen

Die Kultur der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zellinien erfolgt im Brutschrank bei
37°C und 5% CO, in DMEM*Medium (adhérente Zellen) bzw. in RPMI*Medium
(Suspensionszellen). Um ein Absterben der Zellen durch Kontaktinhibierung oder durch eine
Unterversorgung zu vermeiden, werden die Zellen in regelmaRigen Abstanden gesplittet.
Adharente Zellen werden dafir vom Boden der Kulturschale geldst, indem man sie mit
Trypsin behandelt: nach Abnehmen des alten Mediums von der Platte gibt man 10 ml der
Trypsin-Losung zu den Zellen, schwenkt die Platte, so dal} sich die Flissigkeit gleichmaRig
verteilt, und nimmt mit der Pipette alles bis auf ca. 1 ml der Lésung ab. Dann wird die Platte
fir ca. 3 Minuten bei 37°C gehalten, anschliefiend kénnen die Zellen durch vorsichtiges
Scheren mit der Pipette vom Boden gel6st, in einem geeigneten Volumen an frischem
DMEM*-Medium aufgenommen und je nach Bedarf auf neuen Platten verteilt werden.
Suspensionszellen werden gesplittet, indem man einen Teil der Kultur abnimmt und diesen
mit einem entsprechenden Volumen an frischem RPMI*-Medium in eine neue Kulturflasche
Uberfuhrt.

Die dauerhafte Lagerung der Zellen erfolgt in flissigem Stickstoff. Die gewiinschte Menge an
Zellen wird bei 1.200 rpm fir 10 Minuten bei Raumtemperatur in der Heraeus-Minifuge
abzentrifugiert, in einem geeigneten Volumen an gekuhltem Einfriermedium (siehe 2.10.2)
aufgenommen und in vorgekihlte Kryordhrchen udberflihrt. Damit die Zellen langsam
abkihlen, werden die Réhrchen in Zellstoff verpackt und Uber Nacht bei —70°C gelagert,
danach kénnen sie dann fir eine langerfristige Lagerung in flissigen Stickstoff Uberflhrt
werden.

Das Auftauen von Zellen aus flissigem Stickstoff erfolgt zlgig bei 37°C. Um das im
Einfriermedium enthaltene flr die Zellen toxische DMSO zu entfernen, wird der Inhalt des
Roéhrchens in 5 ml auf 37°C vorgewarmtes Medium Uberfiihrt, und die Zellen werden bei
Raumtemperatur fir 10 Minuten bei 1.200 rpm in der Heraeus-Minifuge abzentrifugiert.

AnschlieRend nimmt man die Zellen in einem geeigneten Volumen an frischem Medium auf.
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Samtliche Arbeiten, die im Zusammenhang mit der Kultur eukaryotischer Zellen stehen,
werden unter einer sterilen Werkbank durchgefiihrt.

3.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer wird die Zellzahl einer Zellsuspension bestimmt. Die in
der Kammer gezéhlte Zahl von Zellen muR mit dem Kammerfaktor 10* multipliziert werden,
um die Menge von Zellen in 1 ml Zellsuspension zu erhalten.

3.3.3 Transiente Kalzium-Phosphat-Transfektion

Puffer und Losungen:

2 x HBS-Puffer: 50 mM HEPES, pH 7.2
280 mM NaCl
1,5 mM Na,HPO4

pH 7.13 einstellen, steril filtrieren

CaCl,-Lésung 25M

Das Verfahren nutzt die Tatsache aus, dall Plasmid-DNA mit Kalzium-Phosphat Prazipitate
bildet, welche von adharenten eukaryontischen Zellen sehr effektiv endozytotisch
aufgenommen werden.

10 yg Plasmid-DNA werden ad 450 pl mit sterilem H,O verdinnt und mit 50 pl 2,5 M CaCl,
zu einem Endvolumen von 500 ul gemischt. Diese DNA-L6sung wird tropfenweise zu 500 pl
2 x HBS-Puffer gegeben, gut gemischt und fir genau 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. In dieser Inkubationszeit bilden sich die oben erwahnten Kalzium-Phosphat-
Prazipitate, was an der langsamen Tribung des Gemisches zu erkennen ist. Nach der
Inkubationszeit wird die Lésung tropfenweise zu den Zellen einer Platte (8,5 cm &) gegeben,
welche dann fir 4 Stunden bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert wird. In dieser
Zeit nehmen die Zellen die DNA-Kalzium-Phosphat-Aggregate auf. Nach diesen 4 Stunden
werden die Zellen gewaschen, indem man das alte Medium abnimmt und frisches Medium
zugibt. Die Ernte der transfizierten Zellen bzw. des Zellkulturiiberstands erfolgt ca. 48-72

Stunden nach der Transfektion (p.T. = post transfection).
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Fir Transfektionen in eine Sechs-Loch-Platten-Vertiefung wird ein Drittel, fir Transfektionen
in groRere Zellkultur-Platten (15 cm &) wird das Dreifache der oben beschriebenen Mengen
eingesetzt.

Allgemein ist bei der Transfektion zu beachten, dal3 der Transfektionsansatz die Menge von

einem Zehntel des Medienvolumens nicht Uberschreitet.

3.3.4 Aufreinigung von Viruspartikeln durch Ultrazentrifugation

Virushaltiger Zellkulturiberstand wird 48 Stunden nach Infektion von den Zellen
abgenommen, filtriert (& 0,45 uym) und anschlieRend vorsichtig auf ein Saccharosekissen (2
ml 20%-ige Saccharose in PBS, steril filtriert) aufgetragen. Das Zentrifugenréhrchen wird
dann mit Zellkulturmedium vollstandig aufgeflllt. Die Ultrazentrifugation erfolgt bei 4°C in
einem swing-out-Rotor (SW41Ti, Beckmann, Palo Alto, USA) fur 3 Stunden bei 35.000 rpm
unter Anlegen eines Vakuums. Der Uberstand wird nach Beendigung des Zentrifugenlaufs
vorsichtig mit einer 10 ml-Pipette vollstandig abgenommen. Die Wande des Ro&hrchens
werden mit Zellstoff gereinigt und das nicht sichtbare Viruspellet in 100 ul 1%-igem Triton X-
100 in PBS lysiert (siehe 3.5.6).

3.3.5 Aufkonzentration von Viruspartikeln durch Ultrafiltration

Die Methode der Ultrafiltration dient zur schnellen Aufkonzentration von Viruspartikeln. Im
Rahmen der Arbeit werden in 293T-Zellen produzierte Vektorpartikel Gber Saulen der Firma
Vivascience (Hannover) aufkonzentriert. Die Saulen besitzen eine semipermeable Membran
mit einem MG-cutoff von 100 kDa, die wahrend eines Zentrifugationsschrittes im Medium
geléste hochmolekulare Substanzen auf Basis der Molekilgrofie vom Lésungsmedium
trennt. Die Partikelpraparationen sind daher im Gegensatz zur Aufkonzentration Uber
Ultrazentrifugation relativ schmutzig, da auch im Transfektionsiberstand vorhandene
Makromolekile wie etwa BSA aufkonzentriert werden.

Je 20 ml des vektopartikelhaltigen Transfektionstberstands werden auf die Saulen geladen,
die dann bei 3000 rpm (Heraeus Minifuge) zentrifugiert werden. Nach 15 Minuten hat ein Teil
des geladenen Transfektionsiberstands die Membran passiert, und man kann nach Bedarf
weitere Mengen des Transfektionsuberstands auf die Saulen laden und durch weitere

Zentrifugationsschritte bis zum gewlinschten Endvolumen aufkonzentrieren.
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3.3.6 Semi-quantitative Zell-Zell-Fusion

Mit diesem Versuch werden im Rahmen der Arbeit die Fusionskapazitaten verschiedener
mutierter Env-Glykoproteine untersucht. Dafir werden mit VSV-G-pseudotypisierten HIV-1-
Virionen infizierte MT-4- oder H9-Zellen (siehe 3.4.2) 48 Stunden nach Infektion
abzentrifugiert, in 1 ml frischem RPMI*-Medium aufgenommen und fiir weitere 4 Stunden mit
1 ml konfluenten 1G5-Zellen kokultiviert.

1G5-Zellen sind Jurkat-Derivate, welche die HIV-1-Rezeptoren CD4 und CXCR4 exprimieren
sowie ein stabil ins Genom integriertes Luziferase-Gen unter Kontrolle des HIV-LTRs
besitzen. Da die HIV-1-infizierten T-Zellen Env auf ihrer Oberflache exprimieren, sollte es —
insofern das jeweils betrachtete Env-Protein fusogen ist — zu Zellfusionsvorgangen zwischen
diesen beiden Zelltypen kommen. Nach Fusion kann das im Rahmen der HIV-Infektion in
den T-Zellen exprimierte Tat-Protein den in 1G5-Zellen befindlichen LTR aktivieren, was zur
Luziferase-Expression fiihrt. Die Starke der gemessenen Luziferase-Aktivitat (siehe 3.5.9)
dient dann als Mal} fur die Fusionskapazitat der analysierten Env-Proteine.

Um auf Unterschiede in der viralen Genexpression der infizierten Zellen abzugleichen,
werden die erhaltenen MeRwerte anhand der p24-Konzentrationen normalisiert, die jeweils
im Kulturiberstand der infizierten Zellen im p24-ELISA gemessen wurden (siehe 3.5.7). Da
den eigentlichen Infektionsansatze der HIV-1-Protease-Inhibitor Saquinavir (Roche,
Mannheim) beigesetzt ist, um die Bildung infektidser Partikel zu unterbinden, wird jeweils ein
paralleler Ansatz ohne Proteaseinhibitor mitgefuhrt. Dies ermoglicht die Messung der p24-
Konzentration im Zellkulturiberstand, da die Reagenzien des hier verwendeten p24-ELISA-

Kits p24 nicht im Kontext des ungespaltenen Pr55%29-Vorlaufermolekiils erkennen.

3.4 Infektionen und Transduktionen
3.4.1 Replikation von HIV-1 in T-Zellen und PBMCs

Fir die Produktion von Virionen werden 293T-Zellen mit 10 ug der entsprechenden
proviralen DNA transient transfiziert (siehe 3.3.3). 48-72 Stunden danach erfolgt das Ernten
der Transfektionsiberstande, die filtriert werden (& 0,45 ym) und deren p24-Konzentration
im p24-ELISA (siehe 3.5.7) bestimmt wird. Die virushaltigen Zellkulturiiberstande werden
aliquotiert und bei —70°C gelagert.

Fir Replikationsanalysen in C8166-, MT-4- oder H9-Zellen werden je 10° Zellen in einem

Gesamtvolumen von 1-2 ml RPMI*-Medium mit gleichen Mengen an virushaltigem
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Transfektionsliberstand infiziert, meist aquivalent zu 0,1 yg p24, und 5 Stunden bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Dann werden die Zellen dreimal in 10 ml RPMI*-Medium gewaschen
und nach dem letzten Waschschritt in 2 ml RPMI*-Medium aufgenommen. Fiir das Erstellen
von Replikationskinetiken werden ca. alle 2-3 Tage Proben des Kulturiiberstandes
genommen und im p24-ELISA vermessen, um so die Menge neu synthetisierter und in den
Uberstand freigesetzter Virionen zu bestimmen (siehe 3.5.7). Ein Teil der Zellen wird
entnommen, abzentrifugiert, in PBS gewaschen und fur Immunfluoreszenz-Analysen auf
einem Objekttrager aufgebracht (siehe 3.5.1). Die infizierte Zellkultur wird je nach Bedarf alle
3-4 Tage mit frischem RPMI*-Medium gesplittet.

Bei Erstellen von Replikationskinetiken in PBMCs werden frische oder aufgetaute
aufgereinigte Spenderzellen 2 Tage vor Infektion in RPMI*-Medium aufgenommen, das zur
Stimulation der T-Zellblasten 1 ug/ml Phytohdmagglutinin (PHA) und 25 U/ml Interleukin-2
(IL-2) enthalt. Die Infektion von 10° PBMCs und das Erstellen der Replikationskinetiken
erfolgt wie oben beschrieben, allerdings wird immer PHA- und IL-2-haltiges RPMI*-Medium

verwendet.

3.4.2 VSV-G-vermittelte Infektion von MT-4- und H9-Zellen

Fir eine massive Infektion von MT-4 und H9-Zellen werden VSV-G-pseudotypisierte HIV-1-
Virionen verwendet. VSV-G bindet an zellulare Oberflachenlipide und vermittelt sehr effizient
den endozytotischen Eintritt der adsorbierten Viruspartikel in Zellen. Fir die Herstellung
solcher VSV-G-pseudotypisierter Viruspartikel werden 293T-Zellen mit 10 ug der jeweiligen
proviralen DNA sowie jeweils 1-3 pg eines VSV-G-Expressionsplamids (pMD.G) transient
kotransfiziert (siehe 3.3.3). 48-72 Stunden nach Transfektion erfolgt das Ernten der
virushaltigen Kulturiiberstande, die filtriert werden (& 0,45 um) und deren p24-Konzentration
im p24-ELISA (siehe 3.5.7) bestimmt wird. Die Zellkulturiiberstdande werden aliquotiert und
bei -70°C gelagert.

Fir Glykoproteineinbau-Versuche werden jeweils 10 ml konfluente MT-4- bzw. H9-Zellen

(ca. 3 x 10° Zellen) abzentrifugiert und in etwa gleichen Volumina der virushaltigen 293T-
Transfektionsiiberstande resuspendiert. Ublicherweise werden Mengen verwendet, die
zuvor im p24-ELISA (siehe 3.5.7) auf eine Gesamtkonzentration von etwa 5 bis 10 ug p24
normalisiert wurden. Nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden in Anwesenheit von Polybren
(8 ug/ml), was die Adhasion der Viren an die Zellen verstarkt, werden die Zellen dreimal in je
10 ml RPMI*-Medium gewaschen und in 10 ml frischem RPMI*-Medium aufgenommen. Dem
Medium wird dann entweder ein CD4-Antikérper (mo-a-CD4, 5 pg/ml) oder der CXCR4-
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Antagonist AMD3100 (1 ug/ml) beigesetzt. Die Zugabe dieser Reagenzien, welche die
Bindung von gp120 an CD4 bzw. CXCR4 blockieren, soll Env-vermittelte Membranfusion
und Zytotoxizitdt unterbinden. Dies ist wichtig, da Zytotoxizitdt maoglicherweise zur
Freisetzung von Zelldebris und Membranvesikeln ins Medium flhren kénnte. Diese stellen
potentielle Kontaminanten der Virionenpraparationen dar und wirden eventuell die
Ergebnisse verfalschen. Die Aufreinigung der freigesetzten Partikel erfolgt 48 Stunden nach
Infektion per Ultrazentrifugation durch ein 20%-iges Saccharosekissen (siehe 3.3.4).

Fir die semi-quantitative Zell-Zell-Fusion wird ein 1 ml-Aliquot der MT-4 bzw. H9-Zellen, die

im Rahmen der Einbauversuche mit VSV-G-pseudotypisierten Virionen infiziert wurden
(sieche oben), nach dem Waschen in 1 ml RPMI*-Medium aufgenommen und in eine
Vertiefung einer 12-Loch-Platte Uberfuhrt. Die Inkubation dieses Ansatzes erfolgt in
Anwesenheit des HIV-1-Protease-Inhibitors Saquinavir (Roche, Mannheim), was die
Freisetzung infektioser Partikel verhindern soll. 48 Stunden nach Infektion werden die
infizierten MT-4- bzw. H9-Zellen dann im Zell-Zell-Fusions-Versuch eingesetzt (siehe 3.3.6).
Fiar Oberflachenbiotinylierungen infizierter MT-4-oder H9-Zellen werden 10 ml konfluente
MT-4- bzw. H9-Zellen (ca. 3 x 10° Zellen) abzentrifugiert und wie oben beschrieben mit VSV-

G-pseudotypisierten Virionen infiziert. Die Inkubation nach dem Waschen erfolgt bei 37°C

ohne die Zugabe weiterer Reagenzien. 48 Stunden nach Infektion erfolgt die

Oberflachenbiotinylierung der infizierten Zellen (siehe 3.5.10).

3.4.3 VSV-G-vermittelte Transduktion von H9-Zellen

Fir die Produktion von Vektorpartikeln werden 293T-Zellen in drei grof3en
Transfektionsansatzen (15cm-Zellkulturschalen) jeweils mit folgenden drei Plasmiden
transient transfiziert (siehe 3.3.3): 30 ug Vektor-DNA, 19,5 ug pCMVA8.91 (Verpackungs-
Konstrukt) und 9 pg pMD.G (Expressionsplasmid fir VSV-G). Nach dem Waschen der
Transfektionsansatze werden die 293T-Zellen zum Zweck der erhdhten Konzentrierung der
Vektorpartikel nur mit 20 ml statt mit 30 ml DMEM*-Medium Uberschichet. 72 Stunden nach
Transfektion erfolgt die Aufkonzentration der in den Transfektionsiiberstand abgegebenen
Vektorpartikel durch Ultrafiltration (siehe 3.3.5). Generell kénnen 60 ml Transfektions-
Uberstand zu einem Volumen von etwa 2-3 ml aufkonzentriert werden. Die vektorhaltige
aufkonzentrierte Suspension wird entweder direkt verwendet oder aliquotiert und bei —70°C
gelagert.

Fir die Transduktion werden 500 ul der aufkonzentrierten Vektorpartikel-Suspension zu 1 ml

subkonfluenten H9-Zellen in Anwesenheit von Polybren (8 pg/ml) gegeben. Die Zellen
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werden nach 5-stiindiger Inkubation bei 37°C in RPMI-Medium gewaschen, in 1,5 ml
frischem RPMI*Medium aufgenommen und expandiert. Bei Bedarf werden die
transduzierten Zellen nochmals mit den restlichen bei —70°C gelagerten Vektorpartikeln

transduziert, um so eine hohere Transduktionseffizienz zu erreichen.

3.4.4 Quantifizierung der Infektiositiat aus MT-4- oder H9-Zellen stammender zellfreier

Virionen (single rounds of infection)

Um Virionen aus MT-4- bzw. H9-Zellen zu gewinnen, werden MT-4 und H9-Zellen wie in
3.4.2 beschrieben mit in 293T-Zellen produzierten VSV-G-pseudotypisierten HIV-1-Virionen
infiziert, 5 Stunden nach Infektion ausgiebig gewaschen und in 10 ml RPMI*-Medium
aufgenommen. 72 Stunden nach Infektion erfolgt die Ernte der virushaltigen Uberstéande, die
gefiltert (& 0,45 ym) und nach Bestimmung der p24-Konzentration (p24-ELISA, siehe 3.5.7)

in folgenden Infektionsexperimenten eingesetzt werden.

3.4.4.1 Infektiositat zellfreier Virionen in TZM-bl-Zellen

TZM-bl-Zellen sind HeLa-Derivate, welche die HIV-1-Rezeptoren CD4, CXCR4 und CCRS5
exprimieren und stabil integrierte Luziferase- und R-Galatosidase-Gene unter der Kontrolle
des HIV-LTRs besitzen. Bei einer Infektion durch HIV-1-Virionen werden diese Reportergene
durch die Aktivitat des viralen Tat-Proteins exprimiert, wobei die Starke der Expression ein
Mal fur die Effizienz der jeweiligen Infektion ist.

TZM-bl-Zellen werden einen Tag vor Ansetzen des Infektionsexperiments in einer 12-Loch-
Platte (Messung der Luziferase-Expression) bzw. einer 96-Loch-Platte (Messung der B-
Galaktosidase-Expression) so ausplattiert, da sich am Tag des Experiments ca. 10° Zellen
in einer 12-Loch-PLatten-Vertiefung bzw. 5x10* Zellen in einer 96-Loch-Platten-Vertiefung
befinden. Die Infektion mit auf 0,2 ug p24 abgeglichenen virushaltigen MT-4- bzw. H9-
KulturGiberstanden (p24-ELISA, siehe 3.5.7) erfolgt entweder durch direkte Zugabe zu TZM-
bl-Zellen in der 12-Loch-Platte bzw. durch Erstellen von 1:4-Verdlinnungsreihen, die dann zu
den TZM-bl-Zellen in der 96-Loch-Platte gegeben werden. 24 Stunden nach Infektion erfolgt
die Quantifizierung der R-Galaktosidase- (siehe 3.5.8) und der Luziferase-Expression (siehe
3.5.9).
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3.4.4.2 Infektiositat zellfreier Virionen in T-Zellen

Alternativ wird die Infektiositat aus MT-4- oder H9-Zellen stammender zellfreier Virionen in
MT-4- bzw. H9-Zellen gemessen. Hierfir werden 5 x 10° MT-4- bzw. H9-Zellen
abzentrifugiert und in normalisieten Mengen an virushaltigem Zellkulturiberstand
resuspendiert, der wie eingangs beschrieben von mit VSV-G-pseudotypisierten Virionen
infizierten MT-4- und H9-Zellen gewonnen wurde. Ublicherweise entspricht die fir die
jeweiligen Infektionen benutzte Menge an MT-4-oder H9-Virionen etwa 1 pg p24 pro 10°
Zellen. Die Zellen werden 5 Stunden nach Infektion ausgiebig je dreimal in 10 ml RPMI*-
Medium gewaschen anschlieRend in 0,5 - 2 ml RPMI*-Medium aufgenommen.

24 Stunden nach Infektion wird zum einen die de novo-Virionenfreisetzung von MT-4- und

H9-Zellen gemessen. Dies erfolgt durch Konzentrationsbestimmung von p24 im
KulturGiberstand (p24-ELISA, siehe 3.5.7).
Aullerdem wird die de novo-Synthese von Gag in MT-4-und H9-Zellen 24 Stunden nach

Infektion gemessen. Dazu werden die infizierten Zellen abzentrifugiert und nach
intrazellularer Gag-Farbung im FACS-Gerat analysiert (siehe 3.5.2).

Einen Kontrollansatz stellt die Prasenz von AZT (50 uM) in den Infektionsansatzen dar. AZT
ist ein Nukleosidanalogon und inhibiert die Reverse Trinskriptase, so dall es zu keiner
produktiven Infektion der Zellen kommt. Dieser Ansatz liefert einen Hintergrundwert fiir die
unpezifische Assoziation von Virionen mit MT-4- bzw. H9-Zellen.

Als Kontrollansatz fur unspezifische Env-unabhangige Assoziation von Virionen mit den zu
infizierenden Zellen werden in einem Infektionsansatz Virionen verwendet, die kein Env-

Protein exprimieren und daher keine Infektion initiieren kdnnen (pNL-AEnv, siehe 2.5.1).

3.5 Proteinanalyse

3.5.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Die indirekte Immunfluoreszenz von Zellen dient der Kontrolle der Proteinexpression in
Zellen, z.B. um HIV-1-Infektionsverlaufe in infizierten T-Zellen zu verfolgen oder
Transduktions- und Transfektionseffizienzen zu ermitteln.

Zur Durchfiihrung dieser Versuche verwendet man bei adharenten Zellen Deckglaschen, die
auf den Boden der Kulturschale gelegt werden und somit mit Zellen bewachsen sind. Bei

Suspensionszellen wird zunachst ein Aliquot der Zellsuspension abzentrifugiert, das Medium
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abdekantiert und das Zellpellet im verbleibenden Medium resuspendiert. Diese Suspension
streicht man kreisférmig auf einen Objekttrager auf und laft sie an der Luft trocknen.

Fir die Analyse werden die Deckglaschen bzw. Objekttrdger zur Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen bei —20°C fur mindestens 20 Minuten in einem Gemisch aus
Methanol und Aceton [1:1] inkubiert und anschlieend an der Luft getrocknet. Die
Deckglaschen bzw. Objekttrager werden dann in eine feuchte Kammer uberfuhrt und fur 30
Minuten bei 37°C mit 50 pl 1%-iger BSA-Primarantikérperldsung oder in 50ul unverdiinntem
Hybridomuberstand inkubiert. Nach 10-minttigem Waschen in PBS werden 50 pl der 1%-
igen BSA-Sekundarantikérperlésung, der DAPI zugesetzt wird (1 ug/ml), auf die Zellen
gegeben. Darauf folgt eine weitere Inkubation bei 37°C flr 30 Minuten. Anschliellend wird
der Uberschiussige Zweitantikdrper durch 10-minutiges Waschen in PBS entfernt. Die
Deckglaschen bzw. Objekttrager werden je einmal kurz in H,O und anschlieflend in 100%-
iges Ethanol getaucht, an der Luft getrockent und anschlieRend in Elvanol (siehe 2.9)
eingebettet.

Die Betrachtung der Zellen erfolgt unter dem Fluoreszenzmikroskop bei der fir das jeweilige

verwendete Fluorochrom geeigneten Wellenlange.

3.5.2 FACS (fluorescence activated cell sorting)

Mit der FACS-Analyse wird die Oberflachenexpression bestimmter Proteine von Zellen mit
Hilfe von spezifischen Antikdrpern analysiert, weiterhin wird diese Methode auch verwendet,
um intrazellulare GFP- oder Gag-Expression nachzuweisen. In dieser Arbeit werden
ausschliel3lich Suspensionszellen (T-Zellen) in der FACS-Analyse verwendet. Flr eine
optimale Durchfilhrung des Farbeprotokolls werden ca. 3-5 x 10° Zellen benétigt. Je
nachdem, wie viele Waschschritte durchgefihrt werden, welche immer zu einem Verlust von
Zellen flihren, ist es sinnvoll, das Farbeprotokoll mit einer méglichst hohen Ausgangsmenge
an Zellen zu beginnen.

Die Zellen werden im Medium resuspendiert und abzentrifugiert (4°C, 1.200 rpm, 10
Minuten, Heraeus Minifuge) und unter Uberflihrung der Probe in eine Eppendorf-
Reaktionsgefal® einmal mit PBS gewaschen (4°C, 5000 rpm, 2 Minuten). Das Zellpellet wird

dann wie folgt beschrieben weiterbehandelt.

Oberfachenfarbung:
Die Zellen werden fir 20 Minuten in 500 pl 3% PFA in PBS fixiert und danach einmal mit
FACS-Puffer (3% FCS in PBS) gewaschen. Das Zellpellet wird in 100 pl
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Primarantikorperlésung aufgenommen (Primarantikérper verdiinnt in FACS-Puffer) und fir
eine halbe Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit FACS-
Puffer erfolgen die Inkubation in 100 yl Sekundarantikérperlésung (Fluorophor-gekoppelte
Sekundarantikdrper verdinnt in FACS-Puffer) flr eine halbe Stunde bei Raumtemperatur
unter Lichtausschluf}, erneutes zweimaliges Waschen in FACS-Puffer und die Aufnahme der

Zellen in 500 pl FACS-Puffer zur Vermessung.

Nachweis der GFP-Expression:

Hierfir werden die Zellen nicht fixiert, die bendtigte Menge an Zellen wird wie oben
beschrieben herunterzentrifugiert, einmal in PBS gewaschen und fir die Messung der GFP-

Expression in 500 ul PBS aufgenommen.

Intrazellulare p24-Farbung:

HIV-1-infizierte T-Zellen (siehe 3.4.4.2) werden nach einmaligem Waschen in PBS zunachst
fir 3 Stunden in 3% PFA in PBS fixiert, um Zell-assoziierte infektiose Virionen zu
inaktivieren. AnschlieBend werden die Zellen erneut einmal mit PBS gewaschen und das
Zellpellet in 100 pl Primarantikérperlosung aufgenommen (Primarantikérper KC57-FITC
1:100 verdinnt in 0,1% Triton X-100 / 3% FCS in PBS), gefolgt von einer 20- bis 30-
minltigen Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtausschlu3. Nach dreimaligem Waschen
in PBS werden die Zellen in 500 yl FACS-Puffer (3% FCS in PBS) aufgenommen.

Die Proben werden dann nach Vereinzelung der Zellen durch ein Zellsieb (cell strainer) im

FACS-Gerat vermessen.

3.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Puffer und Losungen:

Losung Axornberg: 30% Acrylamid
0,15 % Bisacrylamid

Lésung ALaemmii: 30% Acrylamid
0,8% Bisacrylamid

Lésung B: 1,5 M Tris/HCI, pH 8.8
0,4 % SDS
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Lésung C:

2 x SB (sample buffer)

5 x Laufpuffer

0,75 M Tris/HCI, pH 6.8
0,4% SDS

0,125 M Tris/HCI, pH 6.8
4% SDS

10% B-Mercaptoethanol

10% Glycerol

0,002% Bromphenolblau

60 g Tris

285 g Glycin

10 g SDS

ad 2000 ml VE-H,O

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist ein Standardtrennverfahren flir Proteine. Der

verwendete Probenauftragspuffer (2 x SB) enthalt B-Mercaptoethanol, welches in der Lage

ist, Disulfidbriicken zu zerstoren. Das Detergenz SDS denaturiert die Proteine und

gleichzeitig Uberlagert die Ladung der Sulfatreste die Eigenladung der Aminosauren. Somit

besitzen denaturierte Proteine eine gleiche Ladungsverteilung; die Ladung der Proteine ist

daher zu ihrer GréRe direkt proportional.

Bei dem hier verwendeten Gelsystem handelt es sich um ein diskontinuierliches System,

welches aus einem Sammelgel und 15%-igen Trenngel besteht. Die Gele setzen sich wie

folgt zusammen:

Kornberg / Laemmli-Gel 15%

Sammelqgel: Trenngel:
Ldsung ALzemmi 567,0 pl Losung Axornberg
Lésung C 1,1 ml Lésung B

H.O 2,7 ml H,O

10 % APS 44,0 pl 10 % APS
TEMED 4,4 pl TEMED

2,2 ml
1,1 ml
1,1 ml
60 pl

3 ul
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Die Proteinproben werden mit dem entsprechenden Volumen an 2 x SB-Puffer versehen, fiir
10 Minuten im Wasserbad aufgekocht, kurz abzentrifugiert und dann auf das Gel
aufgetragen. Als Referenz werden 5 pl low range—Marker der Firma Bio-Rad Laboratories
(Hercules, USA), versetzt mit 15 pl 2 x SB-Puffer, verwendet. Der Gellauf erfolgt in einer

vertikalen, mit 1 x Laufpuffer gefiillten Gelkammer bei 1 V/cm?.

3.5.4 Western Blot und ECL (enhanced chemoluminescence)

Losungen und Materialien:

Boratpuffer 20 mM Borsaure

1 mM EDTA

0,1 mM DTT

pH 8.8
Lésung 1 (Blockierlésung): 10% BSA, 10% Tween-20 in PBS
Lésung 2 (Waschldsung): 1% BSA, 1% Tween-20 in PBS
Primarantikorperlésung: Primarantikérper verdiinnt in Lésung 2
Sekundarantikdrperldésung: Sekundarantikdrper verdinnt in Lésung 2
ECL-L6sung: Amersham (Uppsala, Schweden)
Immobilon-Membran: Millipore (Bedford, USA)
Methanol

Proteine, die durch die SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, werden durch die
Western-Blot-Methode auf eine Immobilon-Membran transferiert. Auf dieser Membran
kénnen dann anschlieBend die gewiinschten Proteine mit Hilfe spezifischer Antikorper
detektiert werden. In dieser Arbeit wird das Nallblot-Tanksystem der Firma Bio-Rad
(Hercules, USA) verwendet.

Nach Beendigung des Gellaufes wird das Trenngel vom Sammelgel getrennt und kurz in
Wasser und Boratpuffer geschwenkt. Anschlielend erfolgt folgendermallen der

Zusammenbau der Nalblot-Apparatur:
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Anode

Schwamm
2 x Whatman-Papier
Membran, 5 sek. in Methanol, dann kurz in VE-Wasser und Boratpuffer geschwenkt
Gel
2 x Whatman-Papier

Schwamm

Kathode

Der Transfer erfolgt bei 60 Volt (maximal 350 mA) fir 90 Minuten in Boratpuffer. Nach
Beendigung des Blots wird die Membran fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur in der
Blockierlosung inkubiert, bevor dann die Primarantikérperlosung flir 1 Stunde bei
Raumtemperatur oder Gber Nacht bei 4°C zugegeben wird. Nach dreimaligem Waschen fir
je 10 Minuten in der Waschlésung wird die Membran fir 30 Minuten bei Raumtemperatur in
der Sekundarantikdrperldsung inkubiert und anschlieRend erneut dreimal fur je 10 Minuten in
der Waschldsung gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wird die Membran fir 1 Minute

in der ECL-LOsung geschwenkt und einem ECL-Film exponiert.

3.5.5 Strippen von gefarbten Western Blot-Membranen

An eine Western Blot-Membran gebundene Antikérper kénnen mit dieser Methode durch
Denaturierung entfernt werden. Dadurch ist eine erneute Detektion anderer gebundener
Poteine mit weiteren spezifischen Antikbrpern méglich. Die Membran wird hierfir unter
Schwenken flir 5 bis 10 Minuten in 0,2 M NaOH inkubiert, kurz mit Waschlésung (siehe
3.5.4) gewaschen und kann dann, beginnend mit der Inkubation in Blockierlésung, erneut

gefarbt werden (siehe 3.5.4).

3.5.6 Herstellung von Zell- und Viruslysaten (1% Triton X-100)

Nach Entfernen des Mediums und einmaligem Waschen in PBS werden die zu lysierenden
Zellen in Lysepuffer aufgenommen (1% Triton X-100 in PBS, versetzt mit 1 x

Proteaseinhibitor) und bei 4°C fur 10 Minuten bei 13.000 rpm in der Tischzentrifuge
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zentrifugiert. Der Uberstand, welcher die zytoplasmatischen Proteine als auch
Membranbestandteile enthalt, wird vom kernhaltigen Pellet abgenommen und in ein
Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt.

Lysate durch Ultrazentrifugation (UZ) aufgereinigter Viruspartikel (siehe 3.3.4) werden
gewonnen, indem 50 pl Lysepuffer (sieche oben) nach Abnahme des Uberstandes direkt auf
den Boden des UZ-Roéhrchens pipettiert werden. Nach vorsichtigem mehrmahligem Auf-und
Abpipettieren werden diese 50 ul in ein Eppendorfreaktionsgefald Uberfihrt, gefolgt von
nochmaliger Zugabe von 50 pl Lysepuffer auf den Boden des UZ-Roéhrchens, erneutem
mehrmaligem  Auf-und  Abpipettieren und Uberfiihrung des Lysats in das
Eppendorfreaktionsgefald.

Zell- und Viruslysate werden bei —20°C gelagert.

3.5.7 p24-ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

Zum Nachweis von p24, dem HIV-1-Kapsidprotein, kommt der ELISA-Kit Innotest™ HIV
Antigen mAb der Firma Innogenetics (Gent, Belgien) zum Einsatz. Die Durchfiihrung erfolgt
nach dem Protokoll des Herstellers, die Auswertung erfolgt an einem ELISA-Reader bei
einer Wellenlange von 450 nm.

3.5.8 Nachweis zellularer R-Galaktosidase-Expression (X-Gal-Assay)

Puffer und Loésungen:

Fixierlésung: 1% Formaldehyd
0,2% Glutaraldehyd
in PBS
X-Gal-Lésung: 1 mg/ml X-Gal in DMSO

4 mM K;Fe(CN)g
4 mM Ks;Fe(CN)e
2 mM MgCl,

Zellen, welche das Gen lacZ fur B-Galaktosidase besitzen und dieses Enzym exprimieren,
kénnen mit diesem Nachweisverfahren blau angefarbt werden. Im Rahmen der Arbeit

werden HIV-1-infizierte TZM-bl-Zellen mit diesem Nachweisverfahren angefarbt, um die
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Konzentration infektioser Einheiten (IU, infectious units) in virionenhaltigem
Zellkulturiberstand zu bestimmen (siehe 3.4.4.1).

Daflr werden die in einer 96-Loch-Platte gewachsenen TZM-bl-Zellen einmal mit PBS
gewaschen, durch Zugabe von 100 pl der Fixierlésung flr 5 Minuten fixiert und anschlielend
zweimal mit PBS gewaschen. Nach Zugabe der X-Gal-Lésung erfolgt die Blaufarbung der
Zellen bei 37°C fur bis zu 24 Stunden. Die Zahlung der X-Gal-gefarbten Zellen erfolgt unter

dem Durchlichtmikroskop.

3.5.9 Nachweis zellularer Luziferase-Expression

Der Nachweis zellularer LTR-induzierten Luziferasexpression wird mit den Reagenzien des
Luciferase Assay System-Kits der Firma Promega (Madison, USA) nach dem mitgelieferten
Protokoll durchgefiihrt. In der Arbeit werden zum einen 1G5-Zellen im Rahmen des semi-
quantitativen Zell-Zell-Fusions-Versuchs (siehe 3.3.6) und zum anderen TZM-bl-Zellen im
Rahmung der Messung der Infektiositat zellfreier Virionen (siehe 3.4.4.1) auf
Luziferaseexpression hin untersucht. Die zu untersuchenden Zellen werden in 100 pl
Lysepuffer lysiert und fir 5 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C abzentrifugiert. 10 ul des daraus
resultierenden Uberstands werden dann mit 50 pl der Luziferin-haltigen Reporterlésung im

Luminometer vermessen.

3.5.10 Biotinylierung zellularer Oberflachen-Proteine

Puffer und Losungen:

Biotinylierungslésung: 1 mg/ml Sulpho-NHS-Biotin (Pierce, Rockford, USA)
Biotinquench-Puffer: 0,2% BSA

0,1 M Glyzin

in PBS

Biotin ist ein natlrlich vorkommendes Molekiil, das eine hohe Affinitat fir die Bindung an das
Protein Streptavidin aufweist. Da es sehr klein ist (244 Da), kann es mit Proteinen konjugiert
werden, ohne deren biologische Aktivitdt zu beeintrachtigen. Biotinylierte Protein kdénnen
dann in biochemischen Nachweisverfahren mit Streptavidin-gekoppelten Sonden detektiert

werden.



3. Methoden 55

Bei dem hier verwendeten Sulpho-NHS-Biotin handelt es sich um eine NHS (N-
Hydroxysuccinimid)-aktivierte Form von Biotin, die effizient unter der Ausbildung stabiler
Amidbindungen mit primaren Aminogruppen von Proteinen reagiert. Durch die negative
Ladung der Sulfatgruppe kann Sulpho-NHS-Biotin keine Zellmembranen durchqueren, was
das Molekul geeignet macht fur die Biotinlyierung von zelluldren Oberflachenproteinen.

Bei der Versuchsdurchfiihrung ist es wichtig darauf zu achten, dal} alle Schritte auf Eis
durchgefihrt werden. Mit VSV-G-pseudotypisierten Virionen infizierte MT-4- und H9-Zellen
(siehe 3.4.2) werden 48 Stunden nach Infektion abzentrifugiert und einmal mit 10 ml
eiskaltem PBS gewaschen, gefolgt von 30-mindtiger Inkubation in 1 ml der
Biotinylierungslésung. Nach Waschen der Zellen in 10 ml eiskaltem PBS werden
Uberschissige Sulpho-NHS-Biotin-Molekile durch Zugabe von 1 ml Biotinquench-Puffer
blockiert. Nach erneutem Waschen der Zellen in 10 ml eiskaltem PBS erfolgt die Lyse der
Zellen in 1% Triton X-100 in PBS (siehe 3.5.6).

Die Lysate werden auf die im Kulturiberstand der infizierten Zellen gemessenen p24-
Konzentrationen normalisiert (p24-ELISA, siehe 3.5.7) und jeweils mit 50 ul Streptavidin-
gekoppelter Sepharose (Amersham, Uppsala, Schweden) und 1 ml 1% Triton X-100 fir 4
Stunden bei 4°C unter Schitteln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in 1 ml 1 % Triton X-
100 in PBS werden die Sepharose-Kigelchen in 20 ul 2 x SB-Puffer (siehe 2.9)
aufgenommen, 10 Minuten gekocht und bei 13.000 rpm fiir 30 sek. abzentrifugiert. Der
hieraus resultierende Uberstand wird nach SDS-PAGE (siehe 3.5.3) im Western Blot
analysiert (siehe 3.5.4).
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4. ERGEBNISSE

4.1 HIV-1-Expressionsplasmide

Um die Rolle des C-Terminus (Env-CT) bzw. der transmembranalen Doméne (Env-TMD)
von HIV-1-Env zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit mehrere HIV-1-
Virusmutanten mit Modifikationen im Env-Protein analysiert. Hierfir wurden provirale HIV-1-
Expressionsplasmide verwendet, welche Derivate des HIV-1-Klons pNL4-3%""° (Bosch und
Pawlita, 1990) sind. pNL4-3%""° im folgenden pNL-Wt genannt, ist eine infektiése Chiméare
der beiden molekularen HIV-1-Klone pNL4-3 (Adachi et al., 1986) und BH10 (Ratner et al.,
1987), und wurde durch Austausch des Sall’lBamHI-Fragments von pNL4-3 gegen das
entsprechende Fragment aus BH10 erzeugt. Abb. 4.1 zeigt die schematische Genomstruktur

von pNL-Wt und die Position der eben erwahnten Schnittstellen.

I I
pNL4-3 Sall BH10 BamH|  pNL4-3
|

|
|5LR||  gag | vif fat I
i

| pol | vpr | env-SU |TM |

Abb. 4.1: Schematische Genomstruktur von pNL-Wt.

Gekennzeichnet ist, welche Sequenzen von pNL-Wt von pNL4-3 bzw. BH10 stammen. Weiterhin sind
die Restriktionsschnittstellen Sall und BamH| markiert, welche das von BH10 abgeleitete und in pNL4-
3 inserierte Fragment flankieren.

Bei den zu untersuchenden Virusmutanten handelt es sich nun zum einen um pNL-Derivate,
welche frihzeitige in frame-Stopkodons in env besitzen, die zu einer Expression von
verkurzten Env-Proteinen flhren. Hierbei wurde jeweils eine Mutante mit einer langen, einer

mittellangen und einer kurzen Deletion in Env-CT gewahlt, namlich pNL-Tr712, pNL-Tr752

und pNL-Tr813 (Wilk et al., 1992). In pNL-Tr752 wird der Uberlappende Leserahmen von rev
durch die Einflihrung der verschiedenen Stopkodons nicht geandert.

Zum anderen handelt es sich um pNL-Derivate, welche Mutationen in Env-TMD tragen. pNL-
TmR-I besitzt einen Aminosaure-Austausch im Membran-Anker. Hier wurde ein in allen HIV-

1-Stammen hochkonserviertes Arginin (Hunter und Swanstrom, 1990) durch Isoleucin
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ersetzt. In pNL-TmCD22 ist der gesamte transmembranale Bereich durch die TMD von
CD22 ausgetauscht (Wilk et al., 1996). CD22 ist ein B-Zell-Antigen, es wurde fur den
Austausch der Transmembran-Region gewahlt, da das Protein eine ahnliche Struktur wie
HIV-1-Env aufweist (Typ-I-Membranprotein): es besitzt eine stark glykosylierte extrazellulare
Region, einen einzigen Membrananker mit einer Lange von 19 Aminosauren (Membrananker
von HIV-1-Env: 22 Aminosduren) sowie einen langen zytoplasmatischen C-Terminus von
118 Aminosauren.

Keine der eben beschriebenen eingefiihrten Mutationen in Env-CT oder Env-TMD
beeintrachtigt bekannte cis-regulatorische Sequenzen. Alle mutierten Env-Proteine sind in
Abb. 4.2 im Vergleich zu Env-Wt dargestellt.

Arginin Endozytose Palmitoylierung Endozytose
Env-Wt [ e [T [Pzl LLPS T TTP1_ 856 (151) As

TMD A
Env-Ti7i2 [T [ ]712(7)As

Env-Tr752 [ l il | 752 (47) As
Env-Trg13 [T | - e [ [Pz | LLP3 | 813(108)As
Arg (R) -> lle(l)
Env-TmR-| [ | o D[ o | P2 lL.LLP3 [ | [[P1 |856(151)As
Env-TmCD22 [ ] Ol o[ Ltp2 L.LLP3 [T [LP1_ ]853(151)As

TMD von CD22

Abb. 4.2: Ubersicht der verschiedenen mutierten HIV-1-Env-Glykoproteine.

Die Abbildung stellt die verschiedenen mutierten Env-Proteine im Vergleich zu Env-Wt schematisch
dar. Abgebildet ist jeweils die gp41-Untereinheit von Env, wobei die extrazellulare Domane verkurzt
dargestellt ist. Am Ende der Proteine ist jeweils die Ladnge der Polypeptidkette des gesamten Env-
Proteins angegeben und in Klammern dahinter die Anzahl der zytoplasmatischen Aminosauren.
Detaillierte Informationen zu den hier dargestellten Motiven und Bereichen sind in 1.5.2.1 zu finden.
As = Aminosauren, LLP = lentiviral lytic peptide, TMD = Transmembrandomane.

Vor Beginn der Experimente wurden die mutierten Bereiche der vorhandenen proviralen
Plasmide sequenziert, um die Existenz der entsprechenden Mutationen zu bestatigen und
das Auftreten ungewollter Mutationen ausschlieRen zu kénnen. Hierbei wurden im Falle des
bis dato verwendeten pNL-TmR-I-Konstrukts zwei zusatzliche Punktmutationen detektiert,
weswegen diese Mutante ausgehend von pNL-Wt mittels Fusions-PCR neu generiert wurde.
Die dafur verwendeten Oligonukleotide und die Mutagenese-Strategie sind unter 6.2.1 zu

finden.
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4.2 Zelltyp-abhdngige Replikation der HIV-1-Mutanten

HIV-1-Mutanten mit Trunkationen des Env-CTs verschiedener Lange wurden in der Literatur
schon eingehend beschrieben (Gabuzda et al., 1992; Wilk et al., Dubay et al., 1992; Yu et
al., 1993; Murakami und Freed, 2000a; Akari et al., 2000). Zusammenfassend |aRt sich
sagen, dald diese Mutanten in den meisten infizierbaren T-Zell-Linien wie z.B. H9-Zellen
nicht replizieren kdnnen. Diese Zellen werden daher als nicht-permissiv flr diese Mutanten
bezeichnet. Nur in wenigen sogenannten permissiven T-Zell-Linien wie z.B. MT-4 oder
C8166 konnen HIV-1-Mutanten mit definierten C-terminalen Trunkationen in Env eine
vollstandige Infektion etablieren.

Auch die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Virusmutanten mit Mutationen in Env-TMD
(PNL-TmR-l und pNL-TmCD22) wurden hinsichtlich ihrer Replikationskinetiken schon
beschrieben (Wilk et al., 1996). In MT-4-Zellen wurde gezeigt, dal} diese beiden Mutanten
hinsichtlich ihrer Replikation einen ahnlichen Phanotyp aufweisen wie Wildtyp-Viren. In flr
Trunkationsmutanten nicht permissiven Zellen wurde die Replikation dieser beiden Mutanten
noch nicht analysiert.

Zu Beginn der Arbeiten wurden die in 4.1 beschriebenen Virusmutanten hinsichtlich ihres
Replikationsverhaltens in verschiedenen Zellinien untersucht, um eine Aussage Uber das

Ausmal} ihres Defekts treffen zu konnen.

4.2.1 Replikation in C8166- und H9-Zellen

Fur die Replikationsanalyse der Mutanten  wurden 293T-Zellen transient mit den
entsprechenden proviralen Konstrukten ftransfiziert (siehe 3.3.3), die virushaltigen
Transfektionslberstande 48 Stunden nach Transfektion geerntet und bei -70°C aliquotiert
gelagert. Fiir das Erstellen der Replikationskinetiken wurden jeweils 10° C8166- oder H9-
Zellen mit abgeglichenen Mengen (p24-ELISA, siehe 3.5.7) des Transfektionsiberstands
infiziert und funf Stunden nach Infektion ausgiebig gewaschen (siehe 3.4.1). Die
Virusausbreitung in den Zellkulturen wurde anhand kontinuierlicher Messung der Menge neu
synthetisierter Virionen (p24-ELISA) im Kulturiberstand und der Zahl HIV-Immun-
fluoreszenz-positiver Zellen (siehe 3.5.1) verfolgt. Abb. 4.3 zeigt die Replikation von pNL-Wt
und den in 4.1 beschriebenen pNL-Derivaten in C8166- und H9-Zellen.
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Abb. 4.3: Replikationskinetiken von pNL-Wt und pNL-Derivaten mit trunkierten (Env-CT) und
transmembranal mutierten (Env-TMD) Env-Proteinen in C8166- und H9-Zellen.

Gezeigt sind die Replikationskinetiken von pNL-Wt, pNL-Tr712, pNL-Tr752, pNL-Tr813, pNL-TmR-I
sowie pNL-TmCD22. Je 10® C8166- bzw. H9-Zellen wurden mit gleichen Mengen (0,4 ug p24) aus
transient transfizierten 293T-Zellen gewonnenem und bei -70°C gelagertem Viruslberstand infiziert, 5
Stunden nach Infektion gewaschen und in 2 ml RPMI*-Medium aufgenommen. Die Zellen wurden alle
3-4 Tage mit frischem Medium versehen und die Virusreplikation mittels Quantifizierung der Menge
der in den Kulturiberstand neu freigesetzten Virionen verfolgt (p24-ELISA).

Wie man in Abb. 4.3 sehen kann, zeigten die Viren mit trunkierten Env-Proteinen den schon
beschriebenen Zelltyp-abhangigen Phanotyp: in den permissiven C8166-Zellen konnten sie
replizieren, allerdings in unterschiedlichem Mal} verzégert im Vergleich zu pNL-Wt. Im
Gegensatz dazu konnten die Trunkationsmutanten in H9-Zellen keine vollstandige Infektion
etablieren: zwar wurden zu Beginn der Replikationsverlaufe jeweils geringe Mengen an
Virionen freigesetzt, die sich jedoch nicht in der Kultur ausbreiten konnten. pNL-Wt breitete
sich innerhalb von 9 Tagen in der H9-Kultur aus, danach kam es aufgrund HIV-1-vermittelter
Zytopathie (Popovic et al., 1984; Somasundaran und Robinson, 1987) zu einem Absterben
der infizierten Zellen.

Virusmutanten mit Modifikationen in Env-TMD zeigten in C8166-Zellen einen ahnlichen
Phanotyp wie pNL-Wt und hatten nach ca. vier Tagen die komplette Zellkultur durchinfiziert.
In H9-Zellen konnte pNL-TmR-lI ebenfalls replizieren, allerdings etwas verzogert im
Gegensatz zu pNL-Wt. Dahingegen wies pNL-TmCD22 einen erheblich defekten Phanotyp
auf: selbst an Tag 13 der Infektion war nur eine duflerst geringe Partikelfreisetzung zu

beobachten.
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Diese mit pNL-TmCD22 infizierte H9-Kultur wurde im Anschlul Uber einen langeren
Zeitraum weitergefuhrt, um analysieren zu kénnen, ob diese Mutante Uberhaupt in der Lage
ist, die H9-Zellkultur komplett zu infizieren. Falls dies der Fall ware, kdnnten mdglicherweise
second site-Mutationen in der proviralen DNA detektiert werden, die in der Lage sind, die
Mutation in Env-TMD zu kompensieren und das Virus zu einer hdheren Replikations-
kompetenz zu befahigen. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in 4.3.1 eingehend
beschrieben.

Der Verlauf samtlicher Replikationen wurde auch mittels Immunfluoreszenz verfolgt. Dazu
wurde ein Teil der jeweiligen infizierten Zellkultur entnommen, abzentrifugiert, einmal in PBS
gewaschen und dann auf einen Objekttrager aufgebracht. Nach Fixierung und
Permeabilisierung der Zellen in einem Aceton-Methanol-Gemisch [1:1] erfolgte die Farbung
der Praparate mit HIV-Patientenserum und einem FITC gekoppelten Zweitantikorper (siehe
3.5.1). Abb. 4.4 zeigt ausgewahlte Immunfluoreszenzen der in Abb. 4.3 dargestellten

Replikationsverlaufe.

pPNL-Tr752 pNL-TmCD22

C8166

H9

Abb. 4.4: Indirekte Immunfluoreszenzen mit pNL-Wt und pNL-Derivaten infizierter C8166- und
H9-Zellen.

Gezeigt sind ausgewahlte Immunfluoreszenzen infizierter C8166- und H9-Zellen der in Abb. 4.3
dargestellten Infektionen. Die Zellen wurden zum entsprechenden Zeitpunkt mit einem Aceton-
Methanol-Gemisch fixiert und permeabilisiert; die Farbung erfolgte mit humanem HIV-Patienten-
Serum und einem FITC-gekoppelten gt-a-hu-Zweitantikérper. A-C: infizierte C8166-Zellen 4 Tage
nach Infektion. D-F: infizierte H9-Zellen 4 (E) bzw. 10 Tage nach Infektion (D und F). Die blasser
gefarbten Zellen stellen uninfizierte Zellen dar.

Die indirekten  HIV-1-Immunfluoreszenzen spiegeln die oben beschriebenen
Replikationskurven wieder: C8166-Zellen, welche mit pNL-Tr752 sowie pNL-TmCD22
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infiziert wurden, waren an Tag 4 zu etwa 80% (pNL-Tr752, Abb. 4.4 B) bzw. zu 100% (pNL-
TmCD22, Abb. 4.4 C) infiziert. Im Fall der pNL-Tr752-Infektion konnte in den Praparaten eine
gegenuber pNL-Wt und den transmembranalen Mutanten erhdhte Synzytienbildung
beobachtet werden. Es traten mehr und teilweise auch erheblich gréRere Synzytien auf (Abb.
4.4 B). C8166-Zellen, die an einem Zeitpunkt spater als Tag 4 des Replikationsverlaufs
angefarbt wurden, zeigten in allen infizierten Zellkulturen schliellich den HIV-1-vermittelten
zytopathischen Phanotyp auf, der zum Absterben der infizierten Zellen flhrte.

Im H9-Zellen wurden dagegen in pNL-Tr752-Infektionen nur wenige einzelne infizierte
Einzelzellen oder kleinere Synzytien detektiert (Abb. 4.4 E). In Praparaten der pNL-Tr752-
Infektion, welche nach Tag 4 auf HIV-1-Positivitat hin analysiert wurden, waren dann
schliellich keine HIV-1-positiven Zellen mehr zu detektieren, was auf ein Aussterben der
wenigen infizierten Zellen schlieRen lalt. pNL-TmCD22 replizierte duBerst langsam in H9-
Zellen und hatte auch nach 10 Tagen erst einen aulRerst geringen Anteil der Kultur infiziert
(Abb. 4.4 F).

Zusammenfassend lafdt sich sagen, dall die im Rahmen der Arbeit zu analysierenden
Virusmutanten einen Zelltyp-abhangigen Phanotyp besitzen. In sogenannten permissiven
C8166-Zellen konnten alle Mutanten, wenn auch teilweise mit Verzogerung, replizieren,
wahrend in nicht-permissiven H9-Zellen keine (Trunkationsmutanten) oder verzdgerte (pNL-

TmR-I) bzw. erheblich verzégerte (TmCD22) Virusreplikation beobachtet werden konnte.

4.2.2 Vergleich der Permissivitdt von MT-4- und C8166-Zellen

In friheren Experimenten (Wilk et al., 1992), welche mit MT-4-Zellen als Vertreter der
permissiven Zellinien durchgefiihrt wurden, replizierte pNL-Tr712 fast genauso schnell wie
pNL-Wt, wahrend hier in C8166-Zellen eine verzdgerte Replikation dieser Mutante
beobachtet wurde (Abb. 4.3). Daher wurde vermutet, dal3 verschiedene permissive Zellen
einen unterschiedlichen Phanotyp hinsichtlich der gleichen Virusmutante besitzen kdnnten.
Aus diesem Grunde wurde in einer vergleichenden Analyse untersucht, wie sehr sich die
Infektionsverlaufe von Trunkationsmutanten in MT-4- und C8166-Zellen voneinander unter-
scheiden.

Die Replikationskinetiken wurden wie in 4.2.1 beschrieben durchgefiihrt, das Ergebnis der

Analyse ist in Abb. 4.5 zu sehen.
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Abb. 4.5: Replikationskinetiken von pNL-Wt und pNL-Derivaten mit trunkierten Env-Proteinen
in MT-4- und C8166-Zellen.

Gezeigt sind die Replikationskinetiken von pNL-Wt, pNL-Tr712, pNL-Tr752 und pNL-Tr813. Je 10°
MT-4- bzw. C8166-Zellen wurden mit gleichen Mengen (0,1 pg p24) aus transient transfizierten 293T-
Zellen gewonnenem und bei -70°C gelagertem Virusuberstand infiziert, 5 Stunden nach Infektion
gewaschen und in 2 ml RPMI*-Medium aufgenommen. Die Zellen wurden alle 3-4 Tage mit frischem
Medium versehen und die Virusreplikation mittels Quantifizierung der Menge der in den
KulturGberstand neu freigesetzten Virionen verfolgt (p24-ELISA).

Die Analyse ergab, da® MT-4- und C8166-Zellen tatsachlich einen unterschiedlichen
Phanotyp in bezug auf die Replikation von Trunkationsmutanten aufweisen. pNL-Tr712
replizierte in MT-4-Zellen genauso schnell wie pNL-Wt (beide erreichten ihr
Replikationsmaximum nach vier Tagen), wahrend die Replikation dieser Mutante in C8166-
Zellen verzogert war: selbst nach acht Tagen schien pNL-Tr712 noch nicht den Zeitpunkt
maximaler Virusreplikation erreicht zu haben, wahrend pNL-Wt bereits nach vier Tagen die
gesamte Zellkultur infiziert hatte. Auch pNL-Tr752 replizierte deutlich schneller in MT-4-
Zellen als in C8166-Zellen, wahrend pNL-Tr813 in beiden Zelltypen ein &hnliches
Replikationsverhalten aufwies.

Dieser Versuch zeigt, dal® MT-4-Zellen permissiver fur die Replikation von Virusmutanten mit
Trunkationen in Env-CT sind als C8166-Zellen. Aufgrund dieses eindeutigeren Phanotyps
wurden fur die weiterfGhrenden Analysen MT-4-Zellen als Vertreter des permissiven Zelltyps

gewahilt.

4.2.3 Versuche zur Aufhebung des nicht-permissiven Phanotyps von H9-Zellen

In den folgenden Versuchen wurde in zwei verschiedenen Ansatzen versucht, den nicht-
permissiven Phanotyp von H9-Zellen fir Virusmutanten mit Trunkationen in Env-CT
aufzuheben und die Zellen durch Expression bestimmter Proteine permissiv fir die
Replikation dieser Mutanten zu machen.

Ein Gelingen dieses Unterfangens konnte relevante Hinweise betreffend der Grinde fur die

Permissivitat gewisser Zelllinien preisgeben.
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4.2.3.1 Expression von HTLV-1-Tax in H9-Zellen

Eine Eigenschaft, welche die in dieser Arbeit analysierten permissiven Zellen von nicht-
permissiven Zellen unterscheidet, ist die Tatsache, dall sowohl MT-4- als auch C8166-Zellen
mit dem Humanen T-Zell-Leukdmie-Virus (HTLV-1) transformiert sind (Salahuddin et al.,
1983; Pauwels et al, 1987) und HTLV-1-Tax exprimieren. Somit stellte sich die
offensichtliche Frage, ob diese Zellen nur aufgrund der Expression dieses Proteins oder der
daraus resultierenden Eigenschaften einen permissiven Phanotyp besitzen. Daher wurde
untersucht, ob H9-Zellen durch konstitutive Expression von HTLV-1-Tax permissiv flr
Virusmutanten mit trunkierten Env-Proteinen werden, insbesondere fir pNL-Tr712.

Um das Tax-Gen stabil in H9-Zellen einzubringen, wurde der Tax- und GFP-exprimierende
Vektor pWPI-Tax verwendet, welcher von S. Fas, DKFZ Heidelberg, generiert und
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurde. Dieser Vektor basiert auf dem lentiviralen
Vektor pWPI, welcher die cDNA fir GFP stromabwarts einer EMCV-IRES tragt. Das
gewlnschte Transgen, in diesem Falle Tax, kann mittels eines einfachen
Klonierungsschrittes vor diese Sequenzen inseriert werden. Man erhdlt so einen
bizistronischen Vektor, der nach erfolgreicher Transduktion dazu fuhrt, dal} sowohl das
Transgen als auch GFP von einer einzigen Boten-RNA in den jeweiligen Zielzellen
synthetisiert werden. Diese Eigenschaft kann man sich zunutze machen, um erfolgreich
transduzierte Zellen nach GFP-Fluoreszenz zu sortieren und somit theoretisch eine
Zellpopulation zu erhalten, die zu 100% GFP und somit auch das Transgen exprimiert. Der
Vektor pWPI-Tax ist schematisch in Abb. 4.6 dargestellt.

GFP WPRE 3’ LTR/SIN [~

= 5 LTR [ EF1a I Tax IRES

Abb. 4.6: Der bizistronische lentivirale Vektor pWPI-Tax.

Die Sequenzen des Vektors sind schematisch dargestellt und nicht maRRstabsgetreu wiedergegeben.
Die beiden Transgene Tax und GFP sind farbig hervorgehoben. LTR = long terminal repeat, EF1a =
elongation factor 1a-Promotor, cPPT = central polypurine tract, IRES = internal ribosomal entry site,
WPRE = woodchuck hepatitis virus post-transcriptional requlatory element, SIN = self-inactivating.

Fur die Produktion von VSV-G-pseudotypisierten Vektorpartikeln wurden 293T-Zellen wie in
3.3.3 beschrieben mit folgenden drei Konstrukten transient transfiziert: pMD.G, welches flr
das Glykoprotein des Vesikularen Stomatitis-Virus (VSV-G) kodiert, pCMVA8.91, welches als

Verpackungskonstrukt diente, sowie pWPI-Tax bzw. als Kontrolle pWPI. Die freigesetzten
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Vektorpartikel wurden 72 Stunden nach Transfektion geerntet und mittels Ultrafiltration
aufkonzentriert (siehe 3.3.5). AnschlieBend wurden je 500 pl der aufkonzentrierten
Transfektionstberstande in Anwesenheit von Polybren (8 ug/ml) wie in 3.4.3 beschrieben zu
je 1 ml subkonfluenten H9-Zellen gegeben, die andere Halfte der konzentrierten
Vektorpartikel wurde bei -70°C gelagert. Nach Inkubation der Zellen bei 37°C Uber Nacht
wurde der Ansatz zweimal in RPMI*-Medium gewaschen und in frischem RPMI*-Medium
aufgenommen, gefolgt von einer Kultivierung und Expansion der Zellkultur Gber eine Woche
hinweg. Nach einer weiteren Transduktion der Zellen mit den bei —70°C gelagerten
Vektorpartikeln und einer weiteren Expansion dieser Zellkultur wurden die Zellen schliellich
mit dem FACS-Gerat sortiert (Kooperation mit S. Fas, DKFZ. Heidelberg). Im folgenden
werden mit pWPI transduzierte H9-Zellen mit H9-G und mit WPI-Tax transduzierte H9-Zellen
mit H9-GT bezeichnet.

Abb. 4.7 zeigt die FACS-GFP-Analyse (siehe 3.5.2) der unsortierten ein- und zweifach

transduzierten H9-Zellen sowie der sortierten zweifach transduzierten H9-Zellen.
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Abb. 4.7: FACS-GFP-Analyse von H9-G- und H9-GT-Zellen.

Gezeigt sind GFP-Analysen der einfach (TD 1) und der zweifach (TD 2) transduzierten H9-Zellen
sowie der zweifach transduzierten und nach hoher GFP-Expression sortierten H9-Zellpopulationen
(sortiert). H9-G = mit pWPI transduzierte H9-Zellen, H9-GT = mit pWPI-Tax transduzierte H9-Zellen.
Uber der jeweils in den Histogrammen eingezeichneten Markerlinie, welche die GFP-positiven von
den GFP-negativen Zellen abgrenzt, sind der Anteil der GFP-positiven Zellen an der
Gesamtzellpopulation sowie der geometrische Mittelwert der Fluoreszenzintensitat angegeben. Far
die FACS-Analyse wurden 5 x 10° Zellen abzentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen und nach
Aufnahme in 500 yl PBS im FACS-Gerat vermessen. Als Negativkontrolle (schwarze Kurve) dienten
untransduzierte H9-Zellen.
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Die in Abb. 4.7. dargestellte FACS-Analyse der transduzierten H9-Zellen ergab, dal3 nach
einmaliger Transduktion 82,5% (H9-G) bzw. 27,3% (H9-GT) der Zellen positiv fur die
Expression von GFP waren. Durch die zweite Transduktion konnte die GFP-Positivitat der
beiden Zellpopulation wie erwartet noch gesteigert werden: 97,4% der H9-G-Zellen und
38,5% der H9-GT wiesen nun GFP-Expression auf. Durch Sortieren der Zellen nach dem
Kriterium hoher GFP-Expression konnte schlieBlich eine H9-G-Zellpopulation erhalten
werden, die zu fast 100% (99,7%) GFP-exprimierende Zellen enthielt. Die sortierte H9-GT-
Zellpopulation war dagegen zum Zeitpunkt der FACS-Analyse, welche eine Woche nach
Sortierung der Zellen stattfand, nur noch zu 82,8% GFP-positiv. Obwohl beim Sortieren nur
H9-GT-Zellen mit relativ hoher GFP-Fluoreszenz beriicksichtigt wurden und somit ebenfalls
eine ca. 100%-ige GFP-Positivitat zu erwarten war, schienen die Tax- und GFP-
exprimierenden Zellen einen erheblichen Selektionsnachteil innerhalb der Zellpopulation zu
besitzen, welche wohl selbst nach dem Sortieren neben transduzierten Zellen auch
kontaminierende nicht transduzierte Zellen enthielt. Innerhalb einer Woche konnten die nicht
transduzierten Zellen zu einem erheblichen Anteil (17,2%) an der Gesamtpopulation
heranwachsen.

Auffallend ist auRerdem, dald die mittlere Fluoreszenzintensitat der H9-G-Zellen bei allen
Messungen weitaus hdher lag als die der H9-GT-Zellen. So betrug dieser Wert nach dem
Sortieren fir H9-G-Zellen 219,0, fur H9-GT-Zellen nur 29,2.

Um nun untersuchen zu kdnnen, ob pNL-Tr712 in den ursprunglich fur diese Virusmutante
nicht permissiven und jetzt Tax-exprimierenden H9-Zellen eine vollstdndige Infektion
etablieren kann, wurden je 10® H9-G- bzw. H9-GT-Zellen mit wie in 3.4.1 beschrieben mit in
293T-Zellen produzierten pNL-Wt- oder pNL-Tr712-Virionen infiziert und der Infektionsverlauf
mittels p24-ELISA (siehe 3.5.7) verfolgt. Als Kontrolle fur den Wachstum von pNL-Tr712
wurden auRerdem 10° MT-4-Zellen mit pNL-Tr712 infiziert. Abb. 4.8 zeigt den Verlauf der

Replikationskinetiken.
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Abb. 4.8: Replikationskinetiken von pNL-Wt und pNL-Tr712 in H9-G- und H9-GT-Zellen.

Je 10° H9-G- bzw. H9-GT-Zellen wurden mit gleichen Mengen (0,1 ug p24) aus transient transfizierten
293T-Zellen gewonnenem und bei -70°C gelagertem Virusiberstand infiziert, 5 Stunden nach
Infektion gewaschen und in 2 ml RPMI*-Medium aufgenommen. Die Zellen wurden alle 3-4 Tage mit
frischem Medium versehen und die Virusreplikation mittels Quantifizierung der Menge der in den
Kulturiberstand neu freigesetzten Virionen verfolgt (p24-ELISA). Als Kontrolle fir pNL-Tr712-
Replikation wurden 10° MT-4-Zellen mit dieser Mutante infiziert, bei diesem Infektionsverlauf wurde
nur ein Wert im p24-ELISA gemessen (Tag 8).

Nur pNL-Wt war in der Lage, in H9-G- bzw. H9-GT-Zellen effizient zu replizieren (rote
Kurven). pNL-Tr712 konnte zwar in den permissiven MT-4-Zellen eine Infektion etablieren
(blaues Quadrat, Tag 8), konnte aber weder in H9-G-Zellen (was auch erwartet wurde) noch
in Tax-exprimierenden H9-GT-Zellen replizieren (griine Kurven). Das bedeutet, da® Tax bzw.
die Menge an in H9-GT-Zellen exprimiertem Tax nicht ausreichte, um den fir pNL-Tr712

nicht-permissiven Phanotyp von H9-Zellen aufzuheben.

4.2.3.2 Expression des Env-CTs per se in H9-Zellen

Diesem Ansatz liegt die Annahme zugrunde, dafl der C-Terminus von Env in nicht
permissiven Zellen dazu benétigt wird, Bedingungen innerhalb der Zellen zu schaffen, die
eine Replikation von HIV-1 ermdglichen. Dies kdnnte z.B. durch Induktion eines bestimmten
zellularen Genexpressionsmusters oder durch Rekrutierung bendtigter Proteine an die
Plasmamembran geschehen. Es ist daher méglich, dal® eine konstitutive Expression des C-
Terminus von Env in H9-Zellen den nicht-permissiven Phanotyp aufheben und die
urspringlich nicht-permissiven Zellen fir die Replikation von pNL-Tr712 zuganglich machen
kdnnte.

Um diese Fragestellung zu bearbeiten, wurde untersucht, ob pNL-Tr712 in einer H9-
Zellpopulation replizieren kann, die eine membrangebundene Form des Env-CTs exprimiert.

Der hier fir die Transduktion von H9-Zellen verwendete lentivirale Vektor pWPI-Env-TMD-
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CT ist wie der im vorigen Abschnitt verwendete Vektor ein Derivat von pWPI, er enthalt die
beiden durch eine EMCV-IRES getrennten Transgene Env-TMD-CT und GFP. Das Env-
Konstrukt besteht aus einem heterologen Signalpeptid des Proteins tissue plasminogen
activator, welches den Transport des Proteins ins Endoplasmatische Retikulum garantieren
soll, sowie den Domanen Env-TMD und Env-CT. Die Klonierungsstrategie, die zur
Generierung des Konstrukts verwendet wurde, ist in 6.2.3 zu finden. Eine schematische
Abbildung des Vektors ist in Abb. 4.9 zu sehen.

cPPT

=1 5 LTR [ EF1a I Env-TMD-CT IRES

GFP WPRE 3’ LTR/SIN =

Abb. 4.9: Der bizistronische lentivirale Vektor pWPI-Env-TMD-CT.

Die Sequenzen des Vektors sind schematisch dargestellt und nicht maRstabsgetreu wiedergegeben.
Die beiden Transgene SP-TMD-C-Terminus und GFP sind farbig hervorgehoben. LTR = long terminal
repeat, EF1a = elongation factor 1a-Promotor, cPPT = central polypurine tract, IRES = internal
ribosomal entry site, WPRE = woodchuck hepatitis virus post-transcriptional regulatory element, SIN =
self-inactivating.

Zur Durchfihrung der Replikationskinetiken wurde eine H9-Zellpopulation herangezogen,
welche stabil mit diesem Vektor transduziert wurde, sie wird im folgenden mit H9-TMD-CT
bezeichnet. Die Expression von Env-TMD-CT in diesen Zellen wurde mittels Western-Blot-
Analysen nachgewiesen (Diplomarbeit W. Hildebrandt, Universitat Heidelberg, 2004).

Fir das Experiment wurden 10° H9- bzw. H9-TMD-CT-Zellen wie in 3.4.1 beschrieben mit in
293T-Zellen produzierten pNL-Wt- oder pNL-Tr712-Virionen infiziert und der Infektionsverlauf
mittels p24-ELISA (siehe 3.5.7) verfolgt. Als Kontrolle fur die Replikation von pNL-Tr712
wurden auferdem 10° MT-4-Zellen mit pNL-Tr712 infiziert. Abb. 4.10 zeigt den Verlauf der

Replikationskinetiken.
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Abb. 4.10: Replikationskinetiken von pNL-Wt und pNL-Tr712 in H9- und H9-TMD-CT-Zellen.

Je 10° H9- bzw. H9-TMD-CT-Zellen wurden mit den in der Legende angegebenen p24-Mengen von in
transient transfizierten 293T-Zellen gewonnenem und bei -70°C gelagertem Virusliberstand infiziert, 5
Stunden nach Infektion gewaschen und in 2 ml RPMI*-Medium aufgenommen. Die Zellen wurden alle
3-4 Tage mit frischem Medium versehen und die Virusreplikation mittels Quantifizierung der Menge
der in den Kulturiberstand neu freigesetzten Virionen verfolgt (p24-ELISA). Als Kontrolle fur die
Replikation von pNL-Tr712 wurden ebenfalls 10° MT-4-Zellen mit dieser Mutante infiziert.

Wie man in Abb. 4.10 sehen kann, war nur pNL-Wt in der Lage, in H9- bzw. H9-Env-CT-
TMD-Zellen zu replizieren (rote Kurven). Auffallig hierbei ist, da die Replikation von pNL-Wt
in den transduzierten H9-Env-CT-TMD-Zellen (rote Kreise) deutlich langsamer war als in
nicht-transduzierten H9-Zellen (rote Dreiecke). Mdglicherweise hatte die Expression zweier
Transgene ein langsameres Wachstum der Zellen und somit auch eine langsamere
Virusreplikation zur Folge. pNL-Tr712 konnte zwar in den permissiven MT-4-Zellen in sehr
kurzer Zeit eine Infektion etablieren (blaue Kurve). In H9-Env-CT-TMD-Zellen war diese
Mutante allerdings nicht replikationskompetent (griine Kurve).

Die hier erhaltenen Ergebnisse deuten somit nicht darauf hin, dall die Expression des Env-
CTs per se in H9-Zellen den Phanotyp der Nicht-Permissivitat fur Virusmutanten mit
trunkierten Env-Proteinen aufheben kann. Allein durch die Prasenz des Env-CTs wurden in
H9-Zellen keine Bedingungen geschaffen, die eine Replikation von pNL-Tr712 erlaubt

hatten.

4.3 Identifikation und Analyse von second site-Mutationen

Wie in den vorangegangen Kapiteln erlautert wurde, besitzen Virionen mit Trunkationen in
Env-CT und pNL-TmCD22 einen Zelltyp-abhangigen defekten Phanotyp. In einigen Fallen
kommt es vor, dal® durch Mutationen bedingte defekte Phanotypen durch die Entstehung von
weiteren, sogenannten second site-Mutationen aufgehoben werden koénnen. Wenn dies
geschieht, gibt unter Umstanden die Natur dieser zusatzlichen Mutationen Informationen
Uber die Funktion der urspringlich mutierten Region preis. Innerhalb dieser Arbeit wurden
Varianten der Virusmutanten pNL-TmCD22 und pNL-Tr752 selektiert und untersucht.
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4.3.1 Die Variante pNL-TmCD22’

Wie in 4.1. beschrieben ist pNL-TmCD22 ein pNL-Derivat, welches anstelle des homologen
Membranankers von Env den Membrananker von CD22 besitzt. Diese Virusmutante
repliziert fast so schnell wie der Wildtyp in C8166-Zellen, aber sehr langsam in H9-Zellen
(siehe Abb. 4.3). Wie schon in 4.2 erwahnt, wurde dieser Infektionsansatz Uber einen
langeren Zeitraum weiterverfolgt, um mdglicherweise second site-Mutationen innerhalb der
proviralen pNL-TmCD22-Sequenz identifizieren zu kénnen, welche den defekten Phanotyp
von pNL-TmCD22 kompensieren und das Virus zu einer schnelleren Replikation befahigen
konnten. Es ist mit hoher Wahrscheinlichkeit damit zu rechnen, dal® bei Selektion einer
replikationskompetenteren Variante von pNL-TmCD22 second site-Mutationen aufgetreten
sind, deren Eigenschaften Informationen betreffs der Funktion des Transmembranankers
von HIV-1 preisgeben kénnten.

Unter regelmaBigem Weitersplitten der infizierten Zellen und Zugabe uninfizierter H9-Zellen
wurde die Kultur weitergefiihrt. Nach Langzeitkultur (5 Monate) erfolgten die Messung der
Virionenkonzentration im Zellkulturiberstand (p24-ELISA, siehe 3.5.7) und die p24-
Immunfluoreszenz-Analyse fixierter und permeabilisierter Zellen (siehe 3.5.1). Die

Ergebnisse dieser Analysen sind in Abb. 4.11 dargestellt.
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Abb. 4.11: Langzeitkultur mit pNL-TmCD22 infizierter H9-Zellen.

A. Gezeigt sind die Replikationskinetiken von pNL-Wt und pNL-TmCD22. 10°® H9-Zellen wurden mit
gleichen Mengen (0,4 ug p24) aus transient transfizierten 293T-Zellen gewonnenem und bei -70°C
gelagertem Virusliberstand infiziert, 5 Stunden nach Infektion gewaschen und in 2 ml RPMI*-Medium
aufgenommen. Die Zellen wurden alle 3-4 Tage mit frischem Medium versehen und die
Virusreplikation mittels Quantifizierung der Menge der in den Kulturliberstand neu freigesetzten
Virionen verfolgt (p24-ELISA). An Tag 26 erfolgte die Erhdhung des Volumens der infizierten Zellen
auf 10 ml. Wdéchentlich wurden der infizierten Kultur ca. 5 ml uninfizierte subkonfluente H9-Zellen
zugefuhrt. B. Die infizierten H9-Zellen wurden nach funfmonatiger Langzeitkultur mit einem Aceton-
Methanol-Gemisch fixiert und permeabilisiert, die Farbung erfolgte mit dem murinen monoklonalen
p24-Antikorper Mab183 und einem Alexa594-gekoppelten gt-a-mo-Zweitantikdrper.
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Die Replikationskinetik zeigt wie schon in Abb. 4.3, wie langsam pNL-TmCD22 in H9-Zellen
replizierte: selbst an Tag 26 der Kinetik wies der Zellkulturiiberstand nur eine relativ geringe
p24-Konzentration auf, wahrend pNL-Wt bereits an Tag 7 der Kinetik die komplette H9-Kultur
infiziert hatte. Nach funfmonatiger WeiterfUhrung der Kultur wies die p24-Konzentration im
Zellkulturiberstand der pNL-TmCD22-Infektion einen Wert auf, der im Bereich der
Konzentration von pNL-Wt-Infektionen liegt, und die Immunfluoreszenz-Analyse fixierter und
permeablisierter infizierter H9-Zellen zeigte, daf} diese zu 100% p24 exprimierten.

Da es mdglich war, dal second site-Mutationen im viralen Genom entstanden waren, die es
pNL-TmCD22 ermdglichten, die gesamte H9-Kultur zu infizieren, wurde zur Isolierung der
potentiellen Variante pNL-TmCD22’ der Kulturiberstand gefiltert (& 0,45 ym) und bei -70°C
eingefroren. Die infizierten Zellen wurden fiir eine weiterflihrende Sequenzanalyse der
proviralen DNA in fliissigem Stickstoff gelagert. Fiir vergleichende Analysen wurden pNL-Wit-
Virionen ebenfalls in H9-Zellen durch eine herkdmmliche Infektion (siehe 3.4.1) produziert.
Um die Replikationskompetenz der potentiellen Variante zu untersuchen, wurden H9-Zellen
mit gleichen Mengen pNL-TmCD22" und pNL-Wt (aus H9-Zellen stammend) infiziert.
AuRerdem wurden zum Vergleich auf p24 abgeglichene Zellkulturiberstdnde aus transient
mit pNL-Wt und pNL-TmCD22 transfizierten 293T-Zellen fur die Infektion verwendet (siehe
3.4.1). Bei dieser vergleichenden Kinetik wurde analysiert, wie schnell die Replikation von
pNL-TmCD22’ im Vergleich zu pNL-Wt ist, und ob diese selektierte potentielle Variante pNL-
TmCD22 effizienter replizieren kann als die urspringliche Mutante pNL-TmCD22. Das
Ergebnis der Analyse ist in Abb. 4.12 dargestellt.
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Abb. 4.12: Replikation von pNL-TmCD22’ und pNL-TmCD22 in H9-Zellen.

Gezeigt sind die Replikationskinetiken im Vergleich zu pNL-Wt. Je 10° H9-Zellen wurden mit gleichen
Mengen (0,1 pg p24) folgender Virusmutanten infiziert: pNLTMCD22" und pNL-Wt (Virusiberstande
aus H9-Infektionen) sowie pNL-TmCD22 und pNL-Wt (Virusiiberstdnde aus 293T-Transfektionen). 5
Stunden nach Infektion wurden die Zellen gewaschen und in 2 ml RPMI*-Medium aufgenommen. Die
Zellen wurden alle 3-4 Tage mit frischem Medium versehen und die Virusreplikation mittels
Quantifizierung der Menge der in den Kulturiberstand neu freigesetzten Virionen verfolgt (p24-
ELISA).



4. Ergebnisse 71

Wie man der Grafik entnehmen kann, konnte pNL-Wt in H9-Zellen eine vollstandige Infektion
etablieren (rote Kurven). pNL-TmCD22’ replizierte deutlich langsamer als pNL-Wt, konnte
aber innerhalb von 15 Tagen die H9-Kultur vollstédndig infizieren (blaue Dreiecke). Im
Gegensatz dazu steht die Replikationskinetik von pNL-TmCD22: im Falle der aus 293T-
Zellen stammenden Mutante konnte in diesem Experiment keine sich ausbreitende Infektion
beobachtet werden. Nach anfanglicher Virusreplikation, innerhalb derer nur geringe Mengen
neugebildeter Virionen freigesetzt wurden, stagnierte die Virusreplikation (blaue Kreise).

Potentielle second site-Mutationen wurden vor allem in env vermutet, weiterhin sollte aber
auch matrix analysiert werden, da eine Interaktion von Matrix mit Env gezeigt worden ist
(Cosson, 1996; Murakami und Freed, 2000b). Fir die Analysen wurden die wie oben
beschrieben eingefrorenen infizierten Zellen aufgetaut, und die genomische DNA wie in
3.2.11 beschrieben prapariert und aufgereinigt. Daraufhin erfolgten PCR-Amplifizierungen
der proviralen env- und matrix-Gene nach dem Standard-Protokoll in einer nested PCR
(siehe 3.2.12.1). Diese Fragemente wurden sequenziert und die erhaltene Nukleotidsequenz
mit der Sequenz von pNL-TmCD22 verglichen. Das Ergebnis dieser Analyse sowie die
verwendeten Oligonukleotide und die Grofle der amplifizierten Fragmente sind in Tab. 4.1

zusammengefalt.

Tab. 4.1: Sequenzanalyse von pNL-TmCD22’

Oligonukleotide Oligonukleotide Oligonukleotide fiir Sequenzunter-
erste PCR, nested PC_B’ Sequenzierung schiede zu pNL-Wt
FragmentgroRe FragmentgréRe
env 23,286 =2780bp 319, 320 = 1820 bp 319, 320, 6463C — T
erste Halfte 321,322,323 (Ala — Val)
env 1,38 =1276 bp 81,38 =941 bp 81, 38, 18 -
zweite Halfte
matrix 324,325=1029bp 326, 327 =830 bp 326, 327 -

Angegeben sind die fiir die Amplifikation und die Sequenzierung der jeweiligen DNA-Abschnitte
benutzten Oligonukleotide und die in den Fragmenten detektierten Mutationen. Nahere Angaben zu
den einzelnen Oligonukleotiden sind in 6.1 zu finden.

Es wurde nur eine Mutation im gesamten env- und matrix-Bereich identifiziert. Diese liegt in
env an Position 6463 (BH10-Nummerierung). Der Nukleotidaustausch flihrt zu einem
Aminosaureaustausch von Alanin zu Valin an Position 70 im Env-Protein (40 Aminosauren

nach dem Ende des Env-Signalpeptids). Dies bedeutet, dal} entweder diese Mutation alleine
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oder in Kombination mit anderen, hier nicht detektierten Mutationen auf3erhalb von env und
matrix fur den Phanotyp von pNL-TmCD22’ verantwortlich sein muf}.

Da pNL-TmCD22’ jedoch nicht in PBMCs wachsen konnte (Daten nicht gezeigt), wurde im
Rahmen der Arbeit darauf verzichtet, den Aminosaureaustausch in die Nukleotidsequenz
von pNL-TmCD22 einzubringen, um zu Uberprifen, ob dieser As-Austausch alleine der

Grund flr die gesteigerte Replikationskompetenz von pNL-TmCD22’ in H9-Zellen ist.

4.3.2 Die Variante pNL-Tr752(N750K)

In einer frGheren Studie (Wilk et al., 1992) wurden, wie schon in 4.1 erwahnt, Eigenschaften
verschiedener Trunkationsmutanten beschrieben, darunter wurde auch pNL-Tr752
analysiert, dessen Env-Protein einen verklrzten C-Terminus von nur 47 Aminosauren
besitzt. Diese Mutante weist im Vergleich zu pNL-Wt in permissiven Zellen hinsichtlich der
Replikationsgeschwindigkeit einen etwas verzégerten Phanotyp auf. In der eben erwahnten
Studie von 1992 konnte nach Uberfihrung des Zellkulturiiberstandes einer infizierten MT-4
Kultur auf frische MT-4-Zellen eine Viruspopulation selektiert werden, welche eine
beschleunigte Replikationskinetik aufwies. Nach Isolierung und Sequenzierung der
proviralen DNA der infizierten Zellen konnte gezeigt werden, dald das Stop-Kodon an
Position 753 nicht revertiert war, sondern dal} das Env-Protein von pNL-Tr752 immer noch
verklrzt vorlag. Allerdings konnte eine second site-Mutation in unmittelbarer Nahe des
verfriht eingefligten Stop-Kodons identifizert werden, namlich ein Aminosaureaustausch an
Position 750 von Asparagin (N) zu Lysin (K), kurz mit N750K bezeichnet.

Bei diesem zusatzlichen Aminosaureaustausch an Position 750 wird der Uberlappende rev-
Leserahmen nicht verandert. In der besagten Publikation wurde allerdings nur der Bereich
von env sequenziert, der sich Uber den C-terminalen Bereich erstreckt. So wurde nicht
eindeutig geklart, ob allein diese einzige Punktmutation ausreichte, um pNL-Tr752
replikationskompetenter zu machen, oder ob eventuell andere, in der damaligen Studie nicht
detektierte Mutationen in der flr den extrazellularen Bereich von Env kodierenden Region
oder in anderen Bereichen des Genoms zu diesem veranderten Phanotyp beigetragen
haben.

Zur Generierung von pNL-Tr752(N750K) wurde die N750K-Mutation in das einfach mutierte
Provirus pNL-Tr752 mittels Fusions-PCR eingefugt, die Klonierungsstrategie ist in 6.2.2 zu
finden. Weiterhin wurde die N750K-Mutation in pNL-Wt eingefiigt: durch Inserieren des
BsaBl/BamHI-Fragments aus pNL-Tr752(N750K) in das mit ebenfalls diesen Enzymen
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geschnittene Konstrukt pNL-Wt wurde die Virusmutante pNL-Wt(N750K) generiert. Abb. 4.13
zeigt die neu generierten Konstrukte im Vergleich zu pNL-Wt und pNL-Tr752.

Endozytose Palmitoylierung Endozytose
Envwt [T Twp [T ] ® [T (P2 LLP3 LLP1__]856 (151) As
Env-Wt e [ LLP3 |
(N750K) Cl ] P2 [ LLPT 856 (151) As
Env-Tr752 [ T 752 (47) As
Env-Tr752
(N750K) = - X752 (47) As
Env-Wt Env-Wt(N750K) Env-Tr752 Env-Tr752(N750K)
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i ser i ls i ser ils i ser i ls i ser il s rev

Abb. 4.13: Die N750K-Mutation im Kontext von pNL-Wt und pNL-Tr752.

Die Abbildung stellt die Env-Proteine von pNL-Wt, pNL-Tr752, pNL-Tr752(N750K) und pNL-
Tr752(N750K) schematisch dar. Abgebildet ist jeweils die gp41-Untereinheit von Env, wobei die
extrazelluldre Domane verklrzt dargestellt ist. Am Ende der Proteine ist jeweils die Lange der
Polypeptidkette des gesamten Env-Proteins angegeben, in Klammern dahinter die Anzahl der
zytoplasmatischen Aminosduren. Detaillierte Informationen zu den hier dargestellten Motiven und
Bereichen sind in Kapitel 1.5.2.1 zu finden. Darunter gezeigt sind Ausschnitte der jeweiligen
Nukleotidsequenzen, die Nummerierungen sind von BH10 abgeleitet. Darunter zu sehen sind die
translatierten Aminosauresequenzen des offenen env- bzw. rev- Leserahmens. Von pNL-Wt
abweichende Nukleotide bzw. Aminosauren sind rot markiert. As = Aminosauren, LLP = lentiviral lytic
peptide, TMD = Transmembrandomane.

Um die Replikation der neu generierten Mutanten zu untersuchen, wurden wie in 3.5.1
beschrieben 10° MT-4- bzw. H9-Zellen mit abgeglichenen Mengen von virushaltigem 293T-
Transfektionsuberstand infiziert und der Verlauf der Infektion mittels p24-ELISA (siehe 3.5.7)
und Immunfluoreszenz gegen p24 (siehe 3.5.1) verfolgt. Die Ergebnisse der

Infektionsverlaufe sind in Abb. 4.14 dargestellt.
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Abb. 4.14: Replikation von pNL-Tr752(N750K) in MT-4- und H9-Zellen.

A. Gezeigt sind die Replikationskinetiken von pNL-Wt, pNL-Wt(N750K), pNL-Tr752 und pNL-
Tr752(N750K) in MT-4- und H9-Zellen. Je 10® MT-4- bzw. H9-Zellen wurden mit gleichen Mengen
(0,1ug p24) aus transient transfizierten 293T-Zellen gewonnenem und bei -70°C gelagertem
Virusuberstand infiziert, 5 Stunden nach Infektion gewaschen und in 2 ml RPMI*-Medium
aufgenommen. Die Zellen wurden alle 3-4 Tage mit frischem Medium versehen und die
Virusreplikation mittels Quantifizierung der Menge der in den Kulturliberstand neu freigesetzten
Virionen verfolgt (p24-ELISA). B. Ausgewahlte reprasentative Doppelimmunfluoreszenzen mit pNL-
Tr752(N750K) infizierter H9-Zellen. Die Zellen wurden an einem frihen Zeitpunkt der Infektion (links)
und an einem spaten Zeitpunkt der Infektion (rechts) - die p24-Konzentrationen im Uberstand der
infizierten Kultur sind jeweils angegeben - mit einem Aceton-Methanol-Gemisch fixiert und
permeabilisiert, die Farbung erfolgte mit dem murinen monoklonalen p24-Antikérper Mab183 und
einem AIexa488-gekoppeIten gt-a-mo-Zweitantikdrper, Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt. C.
Western-Blot-Analyse von H9-Zellysaten an Tag 14 des Infektionsverlaufs. Der obere Teil des Blots
wurde mit einem rb-a-gp120-Antikdrper und der untere Teil mit Chessie 8 gegen gp41 gefarbt. Die
Detektion der Proteine erfolgte mit Peroxidase-gekoppelten Zweitantikérpern und ECL. Am oberen
Rand der Abbildung sind die jeweiligen pNL-Derivate angegeben, mit welchen die H9-Zellen infiziert
wurden, die Positionen der jeweiligen Proteine sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

pNL-Tr752 konnte in MT-4-Zellen im Vergleich zu pNL-Wt mit Verzégerung replizieren. Die
neu generierte Virusmutante pNL-Tr752(N750K) dagegen replizierte in MT-4-Zellen genauso
schnell wie pNL-Wt und pNL-Wt(N750K) zeigte in MT-4-Zellen keinen veranderten Phanotyp
im Vergleich zu pNL-WHt.

In H9-Zellen konnte pNL-Tr752 wie erwartet keine Infektion etablieren. Dagegen konnte das
neu generierte Virus pNL-Tr752(N750K) die H9-Kultur vollstandig infizieren, obwohl es im

Vergleich zu pNL-Wt eine deutlich verzdgerte Replikationsgeschwindigkeit aufwies. Auch
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pNL-Wt(N750K) replizierte in H9-Zellen langsamer als pNL-Wt, aber immer noch schneller
als pNL-Tr752(N750K).

Ein Teil der verlangsamten Replikation von pNL-Tr752(N750K) ist daher auf das
Vorhandensein der N750K-Mutation alleine zurtickzuflhren, da die Variante pNL-Wt(N750K),
welche sowohl diese Mutation als auch einen Env-CT voller Lange besitzt, mit einer
Geschwindigkeit replizierte, die zwischen der von pNL-Wt und pNL-Tr752(N750K) lag.

Auch in indirekten p24-Immunfluoreszenzen von mit pNL-Tr752(N750K) infizierten H9-
Zellen, die auszugsweise in Abb. 4.14 B dargestellt sind, lie} sich der Infektionsverlauf
verfolgen. Zu einem frihen Zeitpunkt der Infektion sind wenige, aber auffallend grofRRe
Synzytien zu erkennen (linkes Bild der Abbildung), an einem spateren Zeitpunkt der Infektion
(rechtes Bild der Abbildung) ist die ganze H9-Kultur vollstandig infiziert, erste Anzeichen HIV-
1-induzierter Zytopathie, welche dann schliel3lich dann auch zum Absterben der infizierten
Zellen fihrte, sind bereits zu erkennen.

Um zu analysieren, ob das Env-Protein von pNL-Tr752(N750K) immer noch verkiirzt vorlag,
oder ob es zu einer Reversion zu einem Env-Protein voller Lange gekommen war, was zu
dem replikationskompetenteren Phanotyp von pNL-Tr752(N750K) fliihren wirde, wurden an
Tag 14 der Infektion H9-Zellysate (siehe 3.5.6) nach SDS-PAGE (siehe 3.5.3) einer Western-
Blot-Analyse (siehe 3.5.4) unterzogen, die in Abb. 4.14 C dargestellt ist. Wahrend in den
Lysaten der H9-Zellen, welche mit pNL-Wt infiziert wurden, gp41 detektiert werden konnte,
ist in den Lysaten der pNL-Tr752(N750K)-Infektion nur das trunkierte gp30-Protein zu
erkennen. In beiden Fallen sind auBerdem die gp120-Banden und die gp160- bzw. 150-
Banden zu erkennen. In den Lysaten der pNL-Tr752-Infektion sind keinerlei Env-Proteine zu
detektieren. Dieses Virus replizierte nicht in H9-Zellen, daher ist in diesen Zellen an Tag 14
keine Expression viraler Proteine detektierbar.

Um dieses Ergebnis auf DNA-Ebene zu bestatigen, wurde ebenfalls an Tag 14 der Infektion
provirale DNA aus den H9-Zellen isoliert, amplifiziert und sequenziert (siehe 3.2.11 und
3.2.12.1). Durch die Sequenzanalyse konnte ebenfalls bestatigt werden, dall in der
proviralen pNL-Tr752(N750K)-DNA das Stop-Kodon an Position 753 immer noch vorhanden
war.

Diese Ergebnisse zeigen, dal® ausschlieBlich der in pNL-Tr752 eingeflgte
Aminosaureaustausch an Position 750 von Asparagin zu Lysin das Virus zu einer
gesteigerten Replikationskompetenz befahigte: in MT-4-Zellen replizierte Tr752(N750K)
genauso schnell wie pNL-Wt, und in H9-Zellen replizierte diese Mutante etwas verlangsamt

im Gegensatz zu pNL-Wt.
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4.3.2.1 Reselektion von pNL-Tr752(N750K)

Im Rahmen einer Wiederholung des in 4.3.2 beschriebenen Replikationsexperiments konnte
beobachtet werden, dal} die Mutante pNL-Tr752, welche normalerweise in H9-Zellen keine
vollstéandige Infektion etablieren kann, zwischen den Tagen 9 und 17 der H9-Infektion eine
erheblich beschleunigte Replikationsgeschwindigkeit aufwies. Bei diesem Experiment
wurden von jedem pNL-Derivat jeweils zwei unterschiedliche p24-Mengen fiir die initiale
Infektion benutzt, ndmlich 1 ug und 0,1 pg p24, der Ubersichtlichkeit halber sind in der in
Abb. 4.15 dargestellten Replikationskinetik nur flir pNL-Tr752 beide Replikationskurven zu
sehen.
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Abb. 4.15: Reselektion von pNL-Tr752(N750K) in H9-Zellen.

A. Gezeigt sind die Replikationskinetiken von pNL-Wt, pNL-Tr752 und pNL-Tr752(N750K) in H9-
Zellen. Je 10° H9-Zellen wurden mit gleichen Mengen (1ug bzw. 0,1 ug p24 (dinne Linie, nur gezeigt
bei pNL-Tr752-Infektion)) aus transient transfizierten 293T-Zellen gewonnenem und bei -70°C
gelagertem Virustberstand infiziert, 5 Stunden nach Infektion gewaschen und in 2 ml RPMI*-Medium
aufgenommen. Die Zellen wurden alle 3-4 Tage mit frischem Medium versehen und die
Virusreplikation mittels Quantifizierung der Menge der in den Kulturliberstand neu freigesetzten
Virionen verfolgt (p24-ELISA). B. Western-Blot-Analyse von H9-Zellysaten an Tag 20 der Infektion.
Der obere Teil des Blots wurde mit einem rb-a-gp120-Antikérper und der untere Teil mit Chessie 8
gegen gp41 gefarbt. Die Detektion der Proteine erfolgte mit Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrpern
und ECL. Am oberen Rand der Abbildung sind die jeweiligen pNL-Derivate angegeben, mit welchen
die H9-Zellen infiziert wurden, die Positionen der detektierten Proteine sind mit Pfeilen
gekennzeichnet. Die p24-Mengen, welche fir die jeweilige Infektion benutzt wurden, sind unterhalb
des Blots angegeben.

Wie man in Abb. 4.15 A sehen kann, waren die H9-Zellen innerhalb dieses Experimentes
auflergewOhnlich permissiv fir pNL-Tr752(N750K): die neu generierte Variante replizierte so
schnell wie pNL-Wt, was auch in den Infektionen, welche mit einer p24-Menge von 0,1ug
initiiert wurden, beobachtet werden konnte (Kurven nicht gezeigt). pNL-Tr752 zeigt wie
erwartet eine anfangliche Replikation auf relativ niedrigem Niveau, beide Infektionsverlaufe

fielen dann nach Erreichen dieses Replikationsmaximums ab. Die Replikation horte aber
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nicht wie erwartet auf, sondern es konnte wie oben schon erwahnt zwischen den Tagen 9
und 17 beider pNL-Tr752-Infektionen eine beschleunigte Replikation der Virusmutante
beobachtet werden. Diese deutete auf ein Entstehen weiterer replikationskompetenter
Varianten von pNL-Tr752 oder auf eine Reversion des Stop-Kodons innerhalb des env-
Leserahmens an Position 753 hin.

Western-Blot-Analysen von Zellysaten der infizierten H9-Zellen (Abb. 4.15 B) zeigen, daf}
das Env-Protein in einem Fall der pNL-Tr752-Infektion (1,0 pg p24-Einsatz) immer noch
verkilrzt als gp30 vorlag (zum Vergleich kann gp30 aus der pNL-Tr752(N750K)-Infektion
herangezogen werden), wahrend im anderen Fall (0,1 ug p24-Einsatz) eine Reversion zu
einem Env-Protein voller Lange stattgefunden hatte: die gp41-Bande lauft hier auf gleicher
Hohe wie die gp41-Bande der pNL-Wt-Infektion.

Die Sequenzanalyse der proviralen DNA der infizierten H9-Zellen (siehe 3.2.11 und 3.2.12.1)
zu diesem Zeitpunkt bestatigte die Ergebnisse des Western Blots. Die Reversion zu einem
Env-Protein voller Lange innerhalb einer pNL-Tr752-Infektion (0,1 ug p24-Einsatz) fand
durch eine erneute Punktmutation statt, so dal® das Stop-Kodon an Position 753 (TAA) zu
Tyrosin (TAT) mutierte (anstatt Leucin (TTA) in env von pNL-Wt). Hierdurch kam es auch zu
einer Anderung im (iberlappenden rev-Leserahmen: statt fiir Serin wird an As-Position 61 flr
Cystein kodiert. Die Funktion des Rev-Proteins schien jedoch dadurch nicht eingeschrankt
zu sein, was man am erfolgreichen Infektionsverlauf sehen konnte.

Die Analyse der proviralen DNA der anderen pNL-Tr752-Infektion (1,0 pg p24-Einsatz)
ergab, dal} das Stop-Kodon an Position 753 erhalten geblieben war. Daflir hatte erneut an
Position 750 der Aminosaureaustausch von Asparagin zu Lysin stattgefunden, d.h. die von
pNL-Tr752 abgeleitete Variante pNL-Tr752(N750K) konnte erneut selektiert werden.

4.3.2.2 Replikation von pNL-Tr752(N750K) in PBMCs

Nachdem gezeigt werden konnte, dall pNL-Tr752(N750K) in H9-Zellen replizieren kann,
wurde untersucht, ob dies auch in PBMCs der Fall ist. Aus peripherem Blut isolierte PBMCs,
die mit PHA und IL-2 aktiviert wurden, stellen den Zelltyp dar, der der in vivo-Situation am
nachsten kommt.

Fur die Infektion wurden bei -70°C gelagerte PBMCs aufgetaut und nach 48-stlindiger
Aktivierung mit PHA und IL-2 mit auf p24 abgeglichenen Mengen von in 293T-Zellen
produzierten Virionen infiziert (siehe 3.4.1). Der Replikationsverlauf wurde per p24-ELISA
verfolgt (siehe 3.5.7). Abb. 4.16 zeigt die Replikationskinetiken von pNL-Wt, pNL-Tr752 und
pNL-Tr752(N750K) in PBMCs.
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Abb. 4.16: Replikation von pNL-Tr752(N750K) in PBMCs.

Je 10° mit PHA (1 pg/ml) und IL-2 (25 U/ml) aktivierte PBMCs wurden mit gleichen Mengen (0,1 ug
p24) aus transient transfizierten 293T-Zellen gewonnenem und bei -70°C gelagertem Virustuberstand
infiziert, 5 Stunden nach Infektion gewaschen und in 2 ml RPMI*-Medium aufgenommen. Die Zellen
wurden alle 3-4 Tage mit PHA- und IL-2-haltigem frischem Medium versehen und die Virusreplikation
mittels Quantifizierung der Menge der in den Kulturiiberstand neu freigesetzten Virionen verfolgt (p24-
ELISA).

Wie man in der Replikationskinetik sehen kann, ist Tr752(N750K) auch in PBMCs
replikationskompetent. Wie in H9-Zellen replizierte diese Virusmutante auch in PBMCs
langsamer als pNL-Wt, wahrend pNL-Tr752 sich in diesem Zellsystem nicht ausbreiten
konnte. Die Prasenz des Stopkodons an Position 753 sowie die N750K-Mutation wurden
durch Sequenzierung der proviralen pNL-Tr752(N750K)-DNA von Zellen, welche an Tag 11
der Infektion isoliert wurden, bestatigt (siehe 3.2.11 und 3.2.12.1).

4.3.2.3 Die N750K-Mutation im Kontext von pNL-Tr813

In den vorigen Kapiteln wurde gezeigt, dal® alleine die N750K-Mutation die in nicht-
permissiven H9-Zellen oder aktivierten und stimulierten PBMCs defekte Mutante pNL-Tr752
zu Replikationskompetenz befahigt. Dies bedeutet, dal® diese Mutation erheblichen Einflul
auf das Replikationsverhalten des Virus haben muf3. Daher wurde untersucht, wie sich die
N750K-Mutation auf das Replikationsverhalten der Mutante pNL-Tr813 auswirkt, die flr ein
trunkiertes Env-Protein von nur 813 Aminosauren Lange kodiert.

Durch Inserieren des BsaBl/BamHI-Fragments des proviralen Expressionsplasmids pNL-
Tr752(N750K) in das mit diesen Enzymen geschnittene Plasmid pNL-Tr813 wurde pNL-
Tr813(N750K) generiert.

Fur die Untersuchung der Replikationsfahigkeit der neuen pNL-Tr813-Variante wurden 293T-
Zellen mit den entsprechenden Expressionsplasmiden transient transfiziert (siehe 3.3.3) und

der virushaltige Transfektionsiiberstand 48 Stunden nach Transfektion geerntet.
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AnschlieRend erfolgte die Infektion von je 10° MT-4- und H9-Zellen mit auf p24
abgeglichenen  Mengen der jeweiligen VirusUberstdnde (siehe 3.4.1). Die

Replikationsverlaufe sind in Abb. 4.17 dargestellt.
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Abb. 4.17: Replikationskinetiken von pNL-Tr813(N750K) in MT-4- und H9-Zellen.

Gezeigt sind - wie angegeben - Replikationsverldufe von pNL-Wt, pNL-Wt(N750K), pNL-
Tr752(N750K), pNL-Tr813 und pNL-Tr813(N750K). Je 10° MT-4- bzw. H9-Zellen wurden mit gleichen
Mengen (0,1 ug p24) aus transient transfizierten 293T-Zellen gewonnenem und bei -70°C gelagertem
Virusliberstand infiziert, 5 Stunden nach Infektion gewaschen und in 2 ml RPMI*-Medium
aufgenommen. Die Zellen wurden alle 3-4 Tage mit frischem Medium versehen und die
Virusreplikation mittels Quantifizierung der Menge der in den Kulturliiberstand neu freigesetzten
Virionen verfolgt (p24-ELISA).

Die Kinetiken zeigen, dafl pNL-Tr813(N750K) in MT-4-Zellen genauso schnell replizieren
konnte wie pNL-Wt, wahrend pNL-Tr813 wie in 4.2 beschrieben einen etwas verzdgerten
Phanotyp aufwies. In H9-Zellen zeigte pNL-Tr813(N750K) zwar im Vergleich zu pNL-Tr813
ein leicht beschleunigtes Replikationsverhalten, konnte aber die H9-Kultur nicht komplett
infizieren. pNL-Tr752(N750K) konnte wie erwartet in H9-Zellen replizieren, allerdings etwas
verzogert im Vergleich zu pNL-W.

Weiterhin ist zu sehen, dall pNL-Tr813 ab Tag 8 der Infektion in H9-Zellen ein
beschleunigtes Replikationsverhalten aufwies. Durch Sequenzieren der proviralen DNA
dieser Zellen (siehe 3.2.11 und 3.2.12.1) wurde bestatigt, dal® das Stopkodon an Position
814 revertiert ist, so dall wieder ein Env-Protein voller Lange synthetisiert wurde. Das Env-
Protein von pNL-Tr813(N750K) lag an Tag 8 der Infektionskinetik dagegen immer noch in
verkurzter Form vor.

Dieses Experiment zeigt somit, da die Replikationsgeschwindigkeit von pNL-Tr813 durch
die eingefiihrte N750K-Mutation sowohl in MT-4- als auch in H9-Zellen erhoht wurde,

allerdings kam es in H9-Zellen nicht zu einer kompletten Infektion der Kultur.
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In den folgenden Experimenten sollte nun die Frage untersucht werden, was die Basis des
Zelltyp-abhangigen Defekt der verschiedenen pNL-Derivate ist und wie die N750K-Mutation
in pNL-Tr752(N750K) diesen Defekt Uberwinden kann.

4.4 Einbau von HIV-1-Env in Virionen

Wie in der Einleitung schon erwahnt, wurde in mehreren Veroffentlichungen berichtet, dal®
gewisse trunkierte Env-Proteine nicht in Virionen eingebaut werden, die aus nicht-
permissiven Zellen freigesetzt werden, was zur Erklarung des defekten Phanotyps
herangezogen wurde (Akari et al., 2000; Murakami und Freed, 2000a).

Daher wurde im Rahmen der Arbeit untersucht, ob die hier untersuchten Virusmutanten mit
trunkierten oder transmembranal mutierten Env-Proteinen einen Defekt im Glykoprotein-

Einbau bei Freisetzung aus H9-Zellen aufweisen.

4.4.1 Einbau in pNL-Tr752- und pNL-Tr752(N750K)-Virionen

Zunachst war es von Interesse zu untersuchen, ob trunkiertes Env in von H9-Zellen
freigesetzte pNL-Tr752-Viruspartikel eingebaut wird, und ob bzw. wie sich der
Glykoproteineinbau in pNL-Tr752(N750K)-Viruspartikel davon unterscheidet. Bei Bestatigung
der eben erwadhnten Theorie wurde man in aus H9-Zellen freigesetzten pNL-Tr752-
Viruspartikeln einen defekten Env-Einbau erwarten, wahrend in pNL-Tr752(N750K)-
Viruspartikel Env-Proteine eingebaut werden sollten. Der Glykoprotein-Einbau wurde
aulRerdem im Vergleich dazu in aus MT-4-Zellen freigesetzten Virionen untersucht, in denen
aufgrund der vorhandenen Replikationskompetenz Env-Einbau zu erwarten ist. Der
Versuchsablauf zur Gewinnung von Virionen aus MT-4- bzw. H9-Zellen ist in Abb. 4.18

dargestellt und wird im folgenden erlautert.
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Abb. 4.18: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Untersuchung des Einbaus von
Env-Proteinen in Viruspartikel aus MT-4- und H9-Zellen.

Detaillierte Erlauterungen sind im Text und in Kapitel 3.4.2 zu finden.

Um gut analysierbare Mengen an Viruspartikeln aus MT-4- und H9-Zellen zu erhalten,
wurden fir die Infektion von H9- und MT-4-Zellen auf p24 abgeglichene Mengen VSV-G
pseudotypisierter Virionen benutzt, die durch transiente Transfektion mit den ent-
sprechenden Expressionsplasmiden in 293T-Zellen gewonnen wurden (siehe 3.3.3).
Aufgrund des erweiterten Wirtsspektrums der pseudotypisierten HIV-1-Virionen wurden aus
Sicherheitsgriinden teilweise provirale Expressionsplasmide verwendet, die fir ein defektes
Vpr-Protein kodieren. Vpr ist bei allen Lentiviren hochkonserviert und wird flir die Etablierung
einer HIV-1-Infektion in vivo absolut bendétigt (Emermann, 1996; Planelles et al., 1996). Der
vpr-Leserahmen wurde durch Auffiillen der darin enthaltenen EcoRI-Schnittstelle (Nukleotid-
Position 5743, pNL4-3-Nummerierung) verandert (siehe 3.2.5 und 3.2.7), dadurch wird ab
Aminosaureposition 64 ein fehlerhaftes Vpr-Protein synthetisiert, welches schlief3lich nur 79
statt der urspriinglichen 96 Aminosauren besitzt.

Finf Stunden nach Infektion von ca. 3x10° MT-4- oder H9-Zellen wurden (iberschiissige
Virionen durch mehrmaliges Waschen in RPMI*-Medium entfernt, und die Zellen fiir weitere
43 Stunden fir die Virusproduktion bei 37°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit waren dem
Medium Reagenzien beigesetzt, welche Env-vermittelte Membranfusion und somit
Zytotoxizitat verhindern sollten (mo-a-CD4, 1 pg/ml oder der CXCR4-Korezeptor-Antagonist
AMD3100, 1ug/ml). Dies ist wichtig, weil auftretende Zytotoxizitdt moglicherweise zu der
Freisetzung von Zelldebris und Membranvesikeln ins Medium fihrt. Diese kénnten dann die
Virionenpraparationen kontaminieren und zu einer Verfalschung der Ergebnisse flihren.
Nach dieser Inkubationszeit wurde der virushaltige Zellkulturiiberstand filtriert (& 0,45 pm)
und durch ein 20%-iges Saccharosekissen ultrazentrifugiert (siehe 3.3.4).

Wichtig ist es, hier zu erwahnen, dal} die Menge aus MT-4- oder H9-Zellen freigesetzter

mutanter Viruspartikel stets ahnlich der Menge freigesetzter pNL-Wt-Partikel war, was darauf
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hindeutet, dal® kein Defekt der Virusmutanten auf der Ebene des Virionenzusammenbaus
oder der Virusfreisetzung vorliegt.

Danach wurden die Virenpellets in 100 pyl 1% Triton X-100 in PBS lysiert (siehe 3.5.6), von
diesem Lysat wurden dann auf p24-abgeglichene Mengen nach SDS-PAGE in Western Blot-
Analysen untersucht (siehe 3.5.3 und 3.5.4). Abb. 4.19 zeigt Western-Blot-Analysen
aufgereinigter und lysierter Viruspartikel aus MT-4- und H9-Zellen sowie der Lysate von MT-

4- und H9-Zellen, aus denen diese Partikel freigesetzt wurden.
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Abb. 4.19: Env-Einbau in pNL-Wt-, pNL-Tr752-, Tr752(N750K)- und pNL-Wt(N750K)-
Viruspartikel, die aus MT-4- und H9-Zellen freigesetzt wurden.

Gezeigt sind Western-Blot-Analysen aufgereinigter und lysierter Viruspartikel, welche aus MT-4- und
H9-Zellen freigesetzt wurden, sowie der Lysate der infizierten partikelfreisetzenden MT-4- und H9-
Zellen nach SDS-PAGE. Die Praparation der Partikel ist in 3.4.2 detailliert beschrieben. Es wurden
jeweils vergleichbare Viruspartikel- und Lysatmengen (per p24-ELISA ermittelt) analysiert. Der obere
Teil der Blots wurde mit rb-a-gp120 gefarbt, der mittlere mit Chessie 8 gegen gp41 und der untere mit
Mab183 gegen p24. Die Detektion sdmtlicher Proteine erfolgte mit POX-gekoppelten Zweitantikdrpern
und ECL. Die detektierten Proteine sind am jeweiligen rechten Bildrand angegeben.

Innerhalb dieses Einbauversuchs wurden pNL-Wt, pNL-Tr752, pNL-Tr752(N750K) und pNL-
Wt(N750K) untersucht. Wie man in Abb. 4.19 sehen kann, wurden sowohl gp120 als auch
gp41 bzw. gp30 in sdmtliche Virionen eingebaut, und zwar unabhangig davon, ob sie in H9-
Zellen oder in MT-4-Zellen produziert wurden. Die relativen Mengen an Env, welche in
Partikel eingebaut wurden, bewegten sich hierbei bei allen untersuchten Virusmutanten im
selben Groflenbereich, wobei der Env-Einbau in pNL-Tr752(N750K)-Partikel reproduzierbar
leicht erhoht war im Gegensatz zu pNL-Wt und den anderen untersuchten Mutanten. Dieser

leicht erhéhte Einbau war besonders flr gp30 offensichtlich.
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Betrachtet man die Env-Expression in MT-4- bzw. H9-Zellysaten, kann man feststellen, dafl
die Env-Expression von pNL-Tr752 und pNL-Tr752(N750K) in beiden Zelltypen erhdht war
im Vergleich zu den Env-Proteinen voller Lange von pNL-Wt und pNL-Wt(N750K). Diese
Beobachtung ist wiederum offensichtlicher fir gp30 als flr gp120.

4.4.2 Einbau in pNL-Tr712-Virionen und in Virionen der iibrigen pNL-Derivate

Wie im vorangegangenen Kapitel gezeigt wurde, scheint der Defekt von pNL-Tr752
hinsichtlich der Replikationskompetenz in nicht-permissiven Zellen nicht in einem defekten
fehlenden Einbau des trunkierten Glykoproteins zu liegen. In diesem Zusammenhang war es
nun von groRem Interesse zu untersuchen, ob sich diese Beobachtung auf die anderen
Virusmutanten mit trunkierten oder transmembranal mutierten Env-Proteinen Ubertragen
lankt. Hierbei wurde zunachst das Hauptaugenmerk auf den Env-Einbau in pNL-Tr712-
Virionen aus H9-Zellen gerichtet, da am Beispiel von pNL-Tr712 postuliert wurde, dal® der
fehlende Env-Einbau Ursache fur den defekten Phanotyp von Virusmutanten mit
Trunkationen in Env-CT sei (Akari et al., 2000; Murakami und Freed, 2000a).

Fir den Einbauversuch von Env in pNL-Tr712-Virionen wurden H9-Zellen wie in 3.4.2 und
4.4.1 beschrieben mit in 293T-Zellen produzierten VSV-G-pseudotypisierten pNL-Wt- und
pNL-Tr712-Virionen infiziert und die freigesetzten Viruspartikel 48 Stunden nach Infektion
gesammelt und analysiert. Abb. 4.20 zeigt Western Blot-Analysen der in H9-Zellen

exprimierten und der in aus diesen Zellen freigesetzten Virionen eingebauten Env-Proteine.
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Abb. 4.20: Env-Einbau in aus H9-Zellen freigesetzte pNL-Wt- und pNL-Tr712-Virionen.

Gezeigt sind reprasentative Western-Blot-Analysen der Lysate infizierter H9-Zellen und der aus
diesen Zellen freigesetzten aufgereinigten Viruspartikel nach SDS-PAGE. Die Praparation der Partikel
ist in 3.4.2 detailliert beschrieben. Sowohl von Zellysaten als auch von Viruspartikeln wurden
vergleichbare Mengen (per p24-ELISA ermittelt) analysiert. Der obere Teil der Blots wurde mit rb-a-
gp120 gefarbt, der mittlere mit Chessie 8 gegen gp41 und der untere mit Mab183 gegen p24. Die
Detektion samtlicher Proteine erfolgte mit POX-gekoppelten Zweitantikorpern und ECL. Die
detektierten Proteine sind am rechten Rand der Abbildung bezeichnet.
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Das Ergebnis der Analyse zeigt, dald Env sowohl in pNL-Wt-Virionen als auch in pNL-Tr712-
Virionen eingebaut wurde, und zwar konnte gp120 in relativ gleich groRen Mengen in beiden
Partikeltypen nachgewiesen werden. Der Nachweis des trunkierten Env-Proteins von pNL-
Tr712 (gp25) war mit dem hier verwendeten gp41-Antikorper nicht moglich, da das Epitop fur
den monoklonanlen Antikérper mit der Einfihrung des frihzeitigen Stop-Kodons auf
Proteinebene entfernt wurde. Die Abbildung zeigt sehr deutlich, da® in Partikel nur gp120
eingebaut wurde und kein gp160 (pNL-Wt) bzw. gp144 (pNL-Tr712), was gegen eine
signifikante Verunreinigung der Partikelpraparationen durch von Zellen freigesetzte
Membranvesikel oder Zelldebris spricht. Dagegen kann die Expression von gp160 bzw.
gp144 deutlich in den Zellysaten detektiert werden. Im Fall des pNL-Tr712-Zellysats laufen
die beiden Banden von gp144 und gp120 in unmittelbarer direkter Nahe, so dal® man keine
zwei distinkten Banden erkennen kann.

Somit scheint auch im Falle von pNL-Tr712 der defekte Phanotyp in H9-Zellen nicht von
einem defekten Glykoproteineinbau herzuriihren, was einen Widerspruch zu eingangs
erwahnten verdffentlichten Arbeiten darstellt.

Auch fir die anderen im Rahmen der Arbeit untersuchten Virusmutanten konnte nicht
gezeigt werden, dal® der defekte Phanotyp in H9-Zellen in einem Glykoproteineinbaudefekt
begrindet ist, sdmtliche mutierten Env-Proteine werden in pNL-Tr813-, pNL-TmR-I- sowie
pNL-TmCD22-Viruspartikel eingebaut, und zwar in dhnlichem MalRe wie Env-Wt in pNL-Wt-

Viruspartikel. Diese Aussage stutzt sich auf die in Abb. 4.21 dargestellten Ergebnisse.
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Abb. 4.21: Env-Einbau in aus MT-4- und H9-Zellen freigesetzte pNL-Wt-, pNL-Tr813, pNL-TmR-I-
und pNL-TmCD22-Virionen.

Gezeigt sind reprasentative Western-Blot-Analysen aus MT-4- und H9-Zellen freigesetzter Virionen
nach SDS-PAGE. Die Praparation der Partikel ist in 3.4.2 detailliert beschrieben. Sowohl von
Zellysaten als auch von Viruspartikeln wurden gleiche Mengen von p24 (per ELISA ermittelt)
analysiert. Der obere Teil der Blots wurde mit rb-a-gp120 gefarbt, der mittlere mit Chessie 8 gegen
gp41 und der untere mit Mab183 gegen p24. Die Detektion samtlicher Proteine erfolgte mit POX-
gekoppelten Zweitantikérpern und ECL. Die detektierten Proteine sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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4.5 Untersuchungen zur Funktionalitit der mutierten Env-Proteine

Wie im vorigen Kapitel beschrieben, wurde ein Glykoproteineinbau-Defekt als Ursache fir
den replikationsinkompetenten Phanotyp der Virusmutanten mit trunkierten und
transmembranal mutierten Env-Proteinen in H9-Zellen ausgeschlossen werden. Daher
wurde untersucht, ob die mutierten Env-Proteine in H9-Zellen im Gegensatz zu MT-4-Zellen
in einer defekten Weise exprimiert werden, so dal sie keine Membranfusion nach Bindung
an Rezeptor und Korezeptor vermitteln konnen. Im Gegensatz zu sonstigen Arbeiten, in
denen Zell-Zell-Fusion nach transienter Transfektion von Expressionsplasmiden fir die
jeweiligen mutierten Env-Proteine in unrelevanten Zellen gemessen wurde (Spies und
Compans, 1994; Edwards et al., 2002), fand die Analyse der Fusionskapazitat der mutierten

Env-Proteine im Rahmen dieser Arbeit in relevanten MT4- und H9-Zellen statt.

4.5.1 Semi-quantitative Zell-Zell-Fusion

In einem semi-quantitativen Zell-Zell-Fusions-Versuch wurden die mutierten Env-Proteine im
Rahmen einer VSV-G-vermittelten Infektion in MT-4- bzw. H9-Zellen exprimiert. 5 Stunden
nach Infektion (siehe 3.4.2) wurden die Zellen zum Entfernen der fir die Infektion benutzten
Virionen gewaschen und fir weitere 43 Stunden inkubiert. AnschlielRend erfolgte wie in 3.3.6
beschrieben flr weitere 4 Stunden die Kokultivierung mit 1G5-Zellen, welche Jurkat-Zellen
sind, die ein stabil integriertes Luziferase-Gen unter der Kontrolle des HIV-LTRs besitzen.
Nur bei erfolgreicher Env-vermittelter Synzytium-Formation zwischen infizierten Zellen mit
1G5-Zellen kann das im Rahmen der Infektion in MT-4- bzw. H9-Zellen exprimierte virale
Tat-Protein den LTR aktivieren, was dann zu einer messbaren Expression des Luziferase-
Gens flhrt. Die Starke der gemessenen Luziferase-Aktivitat (siehe 3.5.9) kann dann als Mal}
fur die Fusionskapazitdt der verschiedenen Env-Proteine herangezogen werden. Als
Hintergrund-Wert, der von den gemessenen Werten substrahiert wurde, diente ein Ansatz
von mit pNL-Wt-infizierten MT-4- bzw. H9-Zellen inkubierten 1G5-Zellen, dem ein
monoklonaler CD4-Antikdrper (mo-a-CD4, 1 pg/ml) beigegeben war. Dieser sollte die
Bindung von Env an CD4 verhindern. Der hier gemessene Hintergrundwert stellte somit ein
Mal dar fir die unspezifische Fusion der infizierten T-Zellen mit 1G5-Zellen bzw. flr eine
maogliche Transaktivierung durch von den infizierten Zellen ins Medium freigesetzte Tat. Die
hier gemessenen Werte waren stets niedrig im Vergleich zu den ohne CD4-Antikorper
analysierten Ansatzen und lagen nur leicht erhdht tGber den Werten, die mit 1G5-Zellen

alleine gemessen wurden.
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Um ausschlieRlich Zell-Zell-Fusion zu messen und nicht das Ergebnis neuer
Infektionsvorgange, erfolgten samtliche Inkubationszeiten in Anwesenheit des HIV-
Proteaseinhibitors Saquinavir (1,5 pM). Um schliel3lich auf moégliche Unterschiede in der
VSV-G-vermittelten Infektion abzugleichen, wurde ein paralleler Ansatz ohne
Proteaseinhibitor mitgefiihrt und die Héhe der viralen Genexpression mittels Messung der
p24-Konzentration im  Zellkulturiiberstand (p24-ELISA, siehe 3.5.7) bestimmt. Abbildung

4.22 zeigt die Fusionskapazitaten der verschiedenen Env-Mutanten relativ zueinander.
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Abb. 4.22: Fusogenitit der mutierten Env-Proteine nach Expression in MT-4- und H9-Zellen.

A. bzw. B. zeigen jeweils ein reprasentatives Ergebnis von jeweils insgesamt zwei durchgefiihrten
Analysen. A. Vergleich der Fusogenitat von Env-Wt und Env-Tr752, jeweils +/- N750K-Mutation. B.
Vergleich der Fusogenitat von Env-Wt und den in 4.1. beschrieben Env-Proteinen mit Mutationen in
Env-CT bzw. Env-TMD. Fur die Expression der jeweiligen Env-Proteine in MT-4- und H9-Zellen
wurden die Zellen wie in 3.4.2 beschrieben mit VSV-G-pseudotypisierten Viruspartikeln infiziert, 5
Stunden nach Infektion gewaschen und in frischem RPMI*-Medium aufgenommen. Nach 48-stiindiger
Inkubation in Anwesenheit des HIV-1-Proteaseinhibitors Saquinavir (1,5 uM) wurden die Zellen mit 1
ml konfluenten 1G5-Zellen (LTR-Luziferase) gemischt, vier Stunden inkubiert und anschlielend lysiert
(siehe 3.3.6 und 3.5.9). AnschlieBend erfolgte die Messung der Luziferaseaktivitat im Lysat. Der
Abgleich der erhaltenen Werte erfolgte anhand der p24-Konzentrationen in den Kulturiberstanden
infizierter Zellen eines parallelen Versuchsansatzes, welcher ohne Proteaseinhibitor durchgefihrt
wurde. Die Luziferase-Werte fiir pNL-Wt wurden gleich 1 gesetzt und so die relativen Werte der
anderen Mutanten berechnet, die Uber den jeweiligen Balken angegeben sind.

In Teil A der Abbildung wurde zunachst die Fusionskapazitat von pNL-Wt und pNL-Tr752
analysiert, jeweils auch im Kontext der N750K-Mutation (siehe 4.3.2). Wie man sehen kann,

war die Fusionskapazitat von Env-Wt(N750K) leicht erhoht im Vergleich zu Env-Wt (2-4 mal),
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noch erhohter war die Fusogenitdt von Env-Tr752 (6-14 mal) und am hdchsten war die
Fusogenitat von Env-Tr752(N750K) (18-21 mal). Diese Beobachtung ist unabhangig davon,
ob die entsprechenden Env-Proteine in MT-4- oder in H9-Zellen exprimiert wurden. Dies
zeigt, dal® diese mutierten Env-Proteine keinen Fusionsdefekt in H9-Zellen aufweisen, und
dal} ihre Fusogenitat nicht mit der Replikationskompetenz der Virusmutanten korrelliert: in
nicht-permissiven H9-Zellen kdnnen sowohl pNL-Wt (mit der niedrigsten Env-
Fusionskapazitat) als auch pNL-Tr752(N750K) (mit der hochsten Env-Fusionskapazitat)
replizieren, wahrend pNL-Tr752 (mit einer intermediaren Env-Fusionskapazitat) dazu nicht in
der Lage ist.

Abb. 4.22 B zeigt das Ergebnis des semi-quantitativen Zell-Zell-Fusions-Versuches fir die
anderen untersuchten Env-Proteine. Auch hier |4t sich die Beobachtung machen, dal}
keines der mutierten Proteine einen Fusionsdefekt in H9-Zellen aufwies, alle gemessenen
Luziferaseaktivitats-Werte fur den Versuch mit infizierten H9-Zellen besitzen ahnliche Werte
wie in dem Versuchsansatz mit MT-4-Zellen. Weiterhin zeigen die Daten, dall Env-Tr712 in
beiden Zelltypen eine deutlich erhéhte Fusionskapazitat gegeniiber Env-Wt besal}, was mit
schon publizierten Daten Ubereinstimmt (Wilk et al.,, 1992). Auch Env-Tr752 wies eine
erhdhte Fusionskapazitat auf, allerdings war dieses Phanomen hier nicht so deutlich
ausgepragt wie innerhalb des Datensatzes, der in Abb. 4.22 A dargestellt ist. Env-Tr813
sowie die beiden Env-Proteine mit Mutationen in Env-TMD wiesen dagegen keine
gesteigerte Fusionskapazitat auf.

Der defekte Phanotyp der Virusmutanten mit trunkierten Env-Proteinen bzw. von pNL-
TmCD22 in H9-Zellen scheint somit nicht auf mangelnde Fusionskapazitat der mutierten

Env-Proteine zurlickzufihren zu sein.

4.5.2 CD4-Unabhéngigkeit von pNL-Tr752(N750K)

Eine auffallende Beobachtung der Versuche, welche im vorigen Abschnitt beschrieben sind,
ist die gegenlber Env-Wt deutlich erhohte Fusionskapazitat von Env-Tr752(N750K). Eine
strukturelle Interdependenz zwischen der Lange der zytoplasmatischen Domane von gp41
und der Ektodoméane des Env-Proteins im Sinne einer erhdhten Exposition der Korezeptor-
Bindestelle von gp120 und einer erhohten Sensitivitat gegenlber neutralisierenden
Antikdérpern wurde 2002 von Edwards et al. berichtet. Deswegen wurde untersucht, ob Env-
Tr752 durch Insertion der N750K-Mutation mdglicherweise CD4-unabhangig geworden und
deswegen jetzt in H9-Zellen replikationsfahig ist.

Daflr wurden Infektionsversuche in TZM-bl-Zellen durchgeflhrt. Diese Zellinie besitzt stabil

integriert sowohl ein [-Galaktosidase- als auch ein Luziferase-Gen, jeweils unter der
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Kontrolle des HIV-LTRs. Bei einer erfolgreichen Infektion der Zelle wird der LTR durch das
im Rahmen der Infektion exprimierte virale Tat-Protein aktiviert, und es kommt zu einer
Expression der beiden Gene. Innerhalb dieses Versuches wurde nur die Luziferaseaktivitat
gemessen.

Jeweils ca. 10° TZM-bl-Zellen, welche in einer 12-Loch-Platten-Vertiefung ausplattiert waren,
wurden eine Stunde vor Infektion folgendermalien behandelt: das alte Medium wurde
entfernt und durch Medium ersetzt, welches zu 50% Hybridomiberstande von Zellen
enthielt, welche Antikdrper gegen CD4 (SIM.2/SIM.4) bzw. als Kontrolle Antikdrper gegen ein
irrelevantes Protein (EGFR, epidermal growth factor receptor) produzieren. Dann wurden die
Zellen mit in MT-4- bzw. H9-Viren produzierten Virionen (siehe 3.4.2, normalisiert auf 200 ng
p24) infiziert, fur 24 Stunden inkubiert, in Luziferase-Lysepuffer lysiert und die
Luziferaseaktivitdt im Luminometer gemessen (siehe 3.5.9). Das Ergebnis dieses Versuchs
ist in Abbildung 4.23 dargestellt.
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Abb. 4.23: Versuch zur Uberpriifung der CD4-Abhingigkeit von pNL-Tr752(N750K).

Jeweils ca. 10° TZM-bl-Zellen (LTR-Luziferase) wurden mit den am unteren Teil der Abbildung
bezeichneten in MT-4- und H9-Zellen produzierten Virionen (abgeglichen auf 200 ng p24) infiziert. Die
Infektionen wurden entweder wie in der Legende angegeben in Anwesenheit von EGFR- oder CD4-
Antikérpern (SIM.2/SIM.4) fir 24 Stunden inkubiert, daraufhin erfolgte die Lyse der Zellen in
Luziferase-Lysepuffer und die Messung der Luziferaseakivitat in den Lysaten (siehe 3.5.9).

Die Daten zeigen, daR bei Env-Tr752(N750K) keine CD4-Unabhangigkeit vorliegt. Die
Infektionen wurden genauso wie die pNL-Wt-Infektionen in Anwesenheit der blockierenden
CD4-Antikorper inhibiert.

Auffallig in dieser Analyse ist, welche neben dem Einflud von CD4-Antikdrpern auf die
Infektiositat der einzelnen Virusmutanten auch die Infektiositat der Virusmutanten in einer
einzelnen Replikationsrunde quantifiziert, dall zellfreies pNL-Tr752 zwar weniger infektits

war als pNL-Wt, aber dal} diese Reduzierung der Infektiositat nur verhaltnismaRig gering war
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und sowohl bei Virionen aus MT-4-Zellen und H9-Zellen auftrat. Diese Beobachtung wird in

mehreren Versuchsreihen in 4.6 aufgegriffen und néher untersucht.

4.5.3 Oberflachenexpression der mutierten Env-Proteine in infizierten H9-Zellen

Ein anderer Faktor, welcher auf die im Zell-Zell-Fusionsversuch gemessenen Werte Einflul
haben kann, ist das Mall der Oberflachenexpression der verschiedenen Env-Proteine. Um
diesen Aspekt zu untersuchen, wurden Oberflachenbiotinylierungen infizierter H9-Zellen
durchgefihrt.

Dazu wurden die Zellen wie in 3.4.2 beschrieben mit in 293T-Zellen produzierten VSV-G-
pseudotypisierten pNL-Wt-Partikeln und Derivaten davon infiziert. 48 Stunden nach Infektion
erfolgte dann die Biotinylierung der Zellen wie in 3.5.10 detailliert beschrieben, hierbei
wurden alle Prozeduren auf Eis durchgefuhrt. Nach einmaligem Waschen in PBS wurden die
Zellen fiur eine halbe Stunde in einer NHS-Biotin-haltigen PBS-Ldsung inkubiert, gewaschen
und anschlielRend in einem Glyzin-haltigem Puffer aufgenommen, um Uberschissiges Biotin
zu blockieren. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen in 1% Triton X-100 in PBS lysiert
und die Dbiotinylieten Proteine aus abgeglichenen Mengen (p24-ELISA des
Infektionsiberstandes) von Zellysaten mit Streptavidin-gekoppelter Sepharose fiir 4 Stunden
bei 4°C gefallt. AnschlieRend erfolgte die Analyse der gesamten Proteine der Zellysate und

der gefallten Oberflachenproteine im Western Blot, dargestellt in Abb. 4.24.
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Abb. 4.24: Oberflachen-Expression von Env-Wt und Env-Mutanten in infizierten H9-Zellen.

H9-Zellen wurden mit VSV-G pseudotypisierten Virionen infiziert und 48 Stunden nach Infektion
biotinyliert, gefolgt von einer Fallung der biotinylierten Oberflachenproteine mit Strepavidin-Sepharose
(siehe 3.4.2 und 3.5.10). Auf p24 normalisierte Mengen der Proteine der Zelloberflaiche bzw. des
Gesamt-Zellysats wurden anschlieBen im Western Blot analysiert. Der Auftrag der Proben erfolgte wie
am oberen Rand der Abbildung bezeichnet. Der obere Teil der Blots wurde wie bezeichnet mit rb-o-
gp120 gefarbt, der mittlere mit Chessie 8 gegen gp41 und der untere mit Mab183 gegen p24. Nach
Farbung wurden die gebundenen Antikérper mit 0,2 M NaOH entfernt und mit mo-a-Ezrin gefarbt. Die
Detektion samtlicher Proteine erfolgte mit POX-gekoppelten Zweitantikdrpern und ECL. Fur die beiden
Membranen sind jeweils gleiche Expositionen gezeigt.
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Eine wichtige Kontrolle fiir die korrekte Duchfiihrung des Experimentes war die Farbung der
Membranen mit einem Antikdrper gegen Ezrin, ein Protein des Zytoskeletts, welches nur
intrazellular vorliegt und somit nicht auf der Membran detektieren werden sollte, auf der die
mit Streptavidin-Sepharose geféllten Oberflachenproteine analysiert wurden. Tatsachlich
erschienen die Ezrin-Banden nur auf dem Blot, auf dem Gesamtzellysate aufgetragen
wurden, und es ist nur eine sehr schwache Ezrin-Bande in der Analyse der
Oberflachenproteine zu sehen. Auch p24 stellte eine Art Negativkontrolle dar: es war
ausschlieYlich in der Analyse der Gesamtzellysate detektierbar. Die Starke der p24-Banden
in den Zellysaten kontrollierte hierbei ebenfalls fir den nach viraler Genexpression
normalisierten Auftrag der Proben. In der Analyse der Oberflachenproteine dagegen war kein
p24 zu erkennen, es liegt nur intrazellular bzw. in mit Zellen assoziierten Virionen vor und
wird nicht biotinyliert. Mit diesen Kontrollen wurde somit die korrekte Durchfiihrung des
Experiments bestatigt.

Zunachst 18Rt sich die Beobachtung machen, dal} die Expression aller Env-Proteine an der
Oberflache relativ zueinander gesehen gleich war wie ihre Expression in der Zelle: die
Intensitaten der Env-Banden auf beiden Membranen war relativ zueinander gleich. Hierbei
wurde immer nur ein Anteil des in der gesamten Zelle exprimierten Env-Proteins an der
Oberflache exprimiert, da die Banden auf dem Blot der Gesamtzellysate durchgehend immer
starker sind als die entsprechenden Banden auf dem Blot der Oberflachen-Proteine. Somit
scheint die Hohe der Oberflachenexpression eine Konsequenz der Expression in der Zelle
zu sein und die folgenden Aussagen hinsichtlich Expression kénnen daher sowohl fir die
Zelloberflache als auch fur die gesamte Zelle gelten.

Es ist deutlich zu erkennen, dal} die Expression der Env-Proteine mit grol3en Trunkationen
(Env-Tr712, Env-Tr752 und Env-Tr752(N750K)) gegenuber Wt-Env signifikant erhoht war:
die gp160-, gp120- und gp41-Banden - wobei hier die Env-Wt-Bezeichnungen auch fir die
trunkierten Formen der Proteine verwendet werden - sind in jedem Fall intensiver als die
Banden von Env-Wt. Diese Beobachtung ist besonders fir gp41 bzw. gp30 auffallend, was
auch schon in den Env-Einbau-Studien offensichtlich wurde (siehe 4.4.1, Abb. 4.19). Hierbei
mufd beachtet werden, daf sich die trunkierte Form des gp41 (gp25) von pNL-Tr712 mit dem
hier benutzten Antikérper (Chessie 8) nicht detektieren lie®. Im Gegensatz dazu ist fur Env-
Tr813, Env-TmR-I bzw. Env-TmCD22 keine erhdhte Expression zu beobachten, alle Banden
ahneln hinsichtlich ihrer Intensitat den Banden von Wt-Env.

Die hier erhaltenen Ergebnisse flir die Hohe der Oberflachenexpression der verschiedenen
Env-Proteine korrelieren grob mit den Ergebnissen, im Zell-Zell-Fusions-Versuch beobachtet
wurden (siehe 4.5.1): wahrend Env-Tr813, Env-TmR-l und Env-TmCD22 keine erhohte

Oberflachenexpression gegeniber Env-Wt zeigten und keine erhdhte Fusionskapazitat
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aufwiesen, wurden Env-Tr712, Env-Tr752 und Env-Tr752(N750K) deutlich erhht gegenlber
Env-Wt an der Oberflache exprimiert und waren auch, insbesondere im Fall von Env-Tr712
und Env-Tr752(N750K), deutlich fusogener als Env-Wt.

4.6 Quantifizierung der Infektiositat der HIV-1-Mutanten

In 4.1 wurde die Replikation der verschiedenen Virusmutanten in MT-4 und H9-Zellen
analysiert, wobei die Virusausbreitung in der Zellkultur die Summe von Infektionsvorgangen
durch zellfreie Virionen als auch von Zell-Zell-Transmission von HIV darstellt. Da die in H9-
Zellen replikationsinkompetenten Virusmutanten mit Trunkationen in Env-CT weder aufgrund
eines Env-Glykoprotein-Einbaus (siehe 4.4). noch aufgrund mangelnder Fusionskapazitat
(siehe 4.5) defekt zu sein schienen, wurde untersucht, ob die in H9-Zellen gebildeten
Virionen im Gegensatz zu in MT-4-Zellen gebildeten Virionen per se einen Defekt hinsichtlich
ihrer Infektiositat aufweisen, und wenn ja, wie grol3 dieser Defekt ist.

Im hier durchgeflihrten Ansatz zur Beantwortung dieser essentiellen Frage wurde die
Infektiositat zellfreier Virionen, welche sowohl aus MT-4- als auch aus H9-Zellen freigesetzt
wurden, in einer einzelnen Replikationsrunde (single round of infection) quantifiziert. Die
Analysen erfolgten ausschlieBlich mit der in H9-Zellen nicht replikationskompetenten
Mutante pNL-Tr752 und deren replikationskompetenter Variante pNL-Tr752(N750K) im
Vergleich zu pNL-Wt.

Fir die hier beschriebenen Analysen wurden MT-4 und H9-Zellen wie in 3.4.2 mit in 293T-
Zellen gewonnenen VSV-G pseudotypisierten Virionen infiziert und die Zellkulturiberstande
48-72 Stunden nach Infektion geerntet. Es erfolgte keine Aufreinigung und Konzentration der
gewonnenen Viruspartikel, sondern direkt die Bestimmung der p24-Konzentration mittels
ELISA (siehe 3.5.7) und der Einsatz der so erhaltenen Virionen in den verschiedenen

Infektiositats-Versuchen.

4.6.1 Infektiositat zellfreier Virionen aus MT-4- und H9-Zellen in TZM-bl-Zellen

Fur die Messung der Infektiositat der verschiedenen Viruspartikel wurden zunachst TZM-bl-
Zellen verwendet, die stabile Integrate des R-Galaktosidase- und des Luziferase-Gens unter
der Kontrolle des HIV-LTRs besitzen. Fir die Infektion wurden auf 200 ng p24 abgeglichene
Virionen aus MT-4- und H9-Zellen wie in 3.4.4.1 beschrieben zu entweder je 10° TZM-bl-

Zellen in einer Vertiefung einer 12-Loch-Platte (Analyse der Luziferase-Aktivitdt) oder in
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serieller Verdiinnung zu je 5x10* TZM-bl-Zellen in einer Vertiefung einer 96-Loch-Platte
(Analyse der R-Galaktosidase-Aktivitat) gegeben. 24 Stunden nach Infektion wurden die
Zellen entweder fir die Messung der Luziferaseaktivitat lysiert (siehe 3.5.9) oder mit X-Gal
gefarbt, gefolgt von einer Zahlung blauer Zellen (siehe 3.5.8). Die Ergebnisse dieser
Analysen sind in Abb. 4.25 dargestellt.
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Abb. 4.25: Infektiositdt von pNL-Wt, pNL-Tr752 und pNL-Tr752(N750K) in TZM-bl-Zellen.

TZM-bl-Zellen wurden mit auf 200 ng p24 abgeglichenen Mengen in MT-4- und H9-Zellen produzierter
Virionen infiziert. 24 Stunden nach Infektion folgte die Lyse der Zellen und Messung der Luziferase-
(Luzi) bzw. der [-Galaktosidase-Aktivitat (B-Gal) (siehe 3.4.2, 3.5.8 und 3.5.9) A. Gezeigt sind
représentative Auswertungen: links eine Messung der Luziferaseaktivitdt (angegeben sind RLU
(relative light units)), rechts eine Messung der R-Galaktosidaseaktivitdt (angegeben sind infektidse
Einheiten/ml). B. Dargestellt sind die in mehreren Experimenten ermittelten relativen Infektiositaten
von pNL-Tr752 und pNL-Tr752(N750K) im Vergleich zu pNL-Wt, dessen Wert auf 100% gesetzt
wurde. Die Balken stellen jeweils den Mittelwert der in den einzelnen Experimenten erhaltenen Daten
dar, der Fehlerbalken ergibt sich aus der Standardabweichung der Werte. Die Anzahl der fir die
jeweiligen MeRreihe durchgefliihrten Experimente ist unter dem jeweiligen Datensatz angegeben.

Im Vergleich zu pNL-Wt waren die fur die Infektiositat der zellfreien pNL-Tr752-Virionen
gemessenen Werte sowohl in der Luziferaseaktivititsmessung als auch in der X-Gal-
Farbung reduziert, aber nur in geringfiigigem Maf} (Abb. 4.25 A), was sich auch in den in
mehreren Versuchen ermittelten Verhaltnissen wiederspiegelt (Abb 4.25 B). Durchschnittlich
betrug die Infektiositat zellfreier pNL-Tr752-Virionen im Vergleich zu zellfreien pNL-Wt-
Virionen in beiden Nachweisverfahren ca. 30-50%, und zwar unabhdngig davon, ob die
Virionen in MT-4- oder H9-Zellen produziert wurden.



4. Ergebnisse 93

Die Variante pNL-Tr752(N750K) wies im Gegensatz dazu Uberhaupt keine reduzierte,
sondern tendentiell eher eine im Vergleich zu pNL-Wt erhdhte Infektiosiat auf: in samtlichen
Experimenten wurde gezeigt, dall die Infektiositdt von =zellfreiem pNL-Tr752(N750K)
mindestens genauso hoch war wie die Infektiositat von zellfreiem pNL-Wt, was wiederum
sowohl fir in MT-4-Zellen produzierte Virionen als auch fir in H9-Zellen produzierte Virionen
gilt.

Weiterhin zeigen die in Abb. 4.25 A reprasentativ dargestellten und auch die in allen anderen
Versuchen erhaltenen Daten, dall samtliche Virionen, welche in H9-Zellen produziert
wurden, deutlich infektiéser waren als jeweils die gleiche Menge in MT-4-Zellen produzierter
Virionen. Diese gesteigerte Infektiositat belief sich hier auf einen Faktor von ca. 3-8 fir alle

untersuchten Virionen in beiden Nachweisverfahren.

4.6.2 Infektiositat zellfreier Virionen aus MT-4- und H9-Zellen in T-Zellen

Um die im vorigen Kapitel erhaltenen Ergebnisse zu untermauern, wurden Infektiositaten von
zellfreien pNL-Wt-, pNL-Tr752- und pNL-Tr752(N750K)-Virionen in einem relevanteren
Zellsystem untersucht. Statt rekombinanter HelLa-Derivate wurden T-Zellen, in diesem Fall

MT-4- und H9-Zellen, als Indikatorzellen verwendet.

4.6.2.1 Intrazellulare FACS-Analysen infizierter T-Zellen

In diesem Versuchsansatz wurden intrazelluldare p24-FACS-Analysen von mit den
verschiedenen zellfreien Virionen infizierten MT-4-Zellen 24 Stunden nach Infektion
durchgefiihrt. Diese Analysen sollten urspriinglich auch FACS-Analysen infizierter H9-Zellen
einschlielRen, jedoch war die Anzahl produktiv infizierter H9-Zellen stets zu gering, um
ausgewertet zu werden, worauf in 4.7 naher eingegangen wird.

Fir die FACS-Analysen wurden wie in 3.4.2 detailliert beschrieben 5x10° MT-4-Zellen mit in
MT-4- und H9-Zellen produzierten Virionen infiziert und 5 Stunden nach Infektion ausgiebig
gewaschen. Ublicherweise wurde fiir die Infektion von je 5 x10° Zellen die Menge von auf 5
Mg p24 abgeglichenen Virionen verwendet. 24 Stunden nach Infektion wurden die Zellen fiir
drei Stunden mit 3% PFA in PBS fixiert und anschlieBend intrazellular gefarbt. Hierfur wurde
ein FITC-gekoppelter p24-Antikorper in einem Puffer verdinnt, der zur Permeabilisierung der

Zellen 0,1% Triton X-100 enthielt. Nach mehrmaligem Waschen wurden die Zellen im FACS-
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Gerat vermessen (siehe 3.5.2). Die Ergebnisse der FACS-Analysen sind in Abb. 4.26

dargestellt.
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Abb. 4.26: FACS-Analyse der Infektiositit von zellfreien pNL-Wt-, pNL-Tr752- und pNL-
Tr752(N750K)-Virionen in MT4-Zellen.

Fir die Analysen wurden jeweils 5x10® MT-4-Zellen mit auf p24 abgeglichenen Mengen der jeweiligen
Virionen infiziert (wenn angegeben in Anwesenheit von AZT). 24 Stunden nach Infektion erfolgte nach
dreistundiger Fixierung der infizierten Zellen in 3% PFA in PBS die intrazellulare p24-FACS-Farbung
mit dem FITC-gekoppelten Antikérper KC57-FITC in einem permeabilisierenden Puffer und die
Messung der Fluoreszenz der Zellen im FACS-Gerat. Die schwarze Kurve reprasentiert jeweils die
Messung uninfizierter gefarbter Zellen, die grine Kurve jeweils die Messung der infizierten gefarbten
Zellen. Der Anteil der produktiv infizierten Zellen der Gesamtzellpopulation wurde durch Eingrenzung
des jeweils zweiten starker fluoreszierenden Gipfels ermittelt. Der hier erhaltene Wert wurde dann fir
die pNL-Wt-Infektion jeweils auf 100% gesetzt, um so die relativen Infektiositdten der anderen
Virionen zu berechnen (in Klammern angegeben). A. Gezeigt sind Kontroll-Analysen von MT-4-
Infektionen mit pNL-Wt-Virionen, pNL-Wt-Virionen in Anwesenheit von 50 uM AZT und pNL-AEnv-
Virionen, jeweils aus MT-4-Zellen (linke Seite) oder aus H9-Zellen (rechte Seite) stammend. Fir die
jeweiligen Infektionen wurden abgeglichene Virionen-Mengen von 1 ug pro 10° MT-4- Zellen
verwendet. B. Dargestellt sind Analysen der Infektiositdt von pNL-Wt-, pNL-Tr752- und pNL-
Tr752(N750K)-Virionen, jeweils aus MT-4-Zellen (linke Halfte, 1 ug p24-Einsatz des jeweiligen Virus
pro 10° Zellen) oder aus H9-Zellen stammend (rechte Halfte, 0,3 pg p24-Einsatz des jeweiligen Virus
pro 10° Zellen).
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Abb. 4.26 A zeigt die p24-FACS-Analysen von mit pNL-Wt infizierten MT-4-Zellen in
mehreren Kontrollexperimenten. Im Gegensatz zu uninfizierten Zellen kann man bei der
Infektion mit pNL-Wt-Virionen, welche sowohl aus H9-Zellen als auch aus MT-4-Zellen
stammen, beobachten, dal} sich die gesamte infizierte MT-4-Population unter Entstehung
zweier Gipfel verschiedener Fluoreszenzintensitat nach rechts verschiebt. Die Prasenz von
Azidothymidin (AZT) im Infektionsansatz hatte die Unterbindung der de novo-Synthese von
p24 in den MT-4-Zellen zur Folge, was bei der Messung 24 Stunden nach Infektion die
Bildung des zweiten, starker fluoreszierenden Gipfels unterband. Samtliche MT-4-Zellen
befinden sich im ersten, schwacher fluoreszierenden Gipfel, welcher somit
anzunehmenderweise MT-4-Zellen reprasentiert, die nicht produktiv infiziert, aber
maoglicherweise noch mit den fir die Infektion verwendeten Virionen assoziiert waren, welche
an den Zellen hafteten oder internalisiert wurden. Demnach reprasentiert der zweite, starker
fluoreszierende Gipfel, der in der pNL-Wt-Infektion ohne AZT beobachtet werden konnte,
produktiv infizierte MT-4-Zellen.

Um zu klaren, ob die unspezifische Assoziation mit Virus, welche die Bildung des ersten,
schwacher fluoreszierenden Gipfels zur Folge hatte, ganz oder teilweise Glykoprotein-
vermittelt war, wurden MT-4-Zellen mit defekten pNL-AEnv-Virionen infiziert, welche
aufgrund einer Leserasterverschiebung in env kein Glykoprotein exprimieren. In diesem Fall
wurde in der p24-FACS-Analyse der so infizierten Zellen nur eine sehr schwache
Verschiebung (bei Virionen aus MT-4-Zellen) bzw. gar keine Verschiebung (bei Virionen aus
H9-Zellen) der Fluoreszenzintensitat der infizierten Zellpopulation gegentber der
Fluoreszenzintensitat der gefarbten, aber nicht infizierten Zellpopulation beobachtet. Somit
liegt der Hauptanteil der mdglichen Ursachen fiir eine Verschiebung des
Fluoreszenzintensitats-Gipfels bei einer Infektion von MT-4-Zellen mit pNL-Wt selbst in
Anwesenheit von AZT in einer unspezifischen, Env-vermittelten Assoziation der Zellen mit
Virionen.

Mit diesem Hintergrundwissen kdnnen nun die Messergebnisse betrachtet werden, die bei
der Infektion von T-Zellen mit zellfreien pNL-Wt-, pNL-Tr752- und pNL-Tr752(N750K)-
Virionen erhalten wurden (Abb. 4.26 B). Zellfreie pNL-Tr752-Virionen waren im Vergleich zu
pNL-Wt-Virionen wie schon in 4.6.1 beobachtet wiederum nur geringfligig defekt: die zu pNL-
Wit-Virionen relativen Infektiositaten betrugen 39% (MT-4-Virionen) bzw. 55% (H9-Virionen).
Die Infektiositaten zellfreier pNL-Tr752(N750K)-Virionen waren dagegen im Vergleich zu
pNL-Wt-Virionen nur geringfligig bzw. Gberhaupt nicht reduziert.

Auch die schon gemachte Beobachtung, dall H9-Virionen im allgemeinen infektidser sind als
die entsprechenden MT-4-Virionen, konnte wiederholt werden: obwohl fiir die Infektionen in

Abb. 4.26 B ca. die dreifache Menge an MT-4-Virionen benutzt wurde wie fiir die Infektionen
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mit H9-Virionen, wurden in den entsprechen Infektionen jeweils 2,4 - 3,8 mehr Zellen durch

H9-Virionen infiziert als durch MT-4-Virionen.

4.6.2.2 Messung der p24-Freisetzung aus infizierten T-Zellen

Neben den in 4.6.2.1 beschriebenen p24-FACS-Analysen wurde parallel noch eine weitere
Messung der Infektiositaten zellfreier MT-4- und H9-Virionen in einer single round of infection
durchgefiihrt. Hierbei wurde 24 Stunden nach Infektion (siehe 4.6.2.1, verwendet wurde 1 ug
p24 pro 10° Zellen) die Freisetzung neu produzierter Virionen in den Zellkulturiiberstand der
infizierten T-Zellen mittels p24-ELISA (siehe 3.5.7) quantifiziert. Die Menge der innerhalb
dieser 24 Stunden neu freigesetzten Virionen reflektiert die Infektiositaten der jeweils fur die

Infektion verwendeten Virionen. Die gemessenen Werte sind in Tab. 4.2 aufgeflhrt.

Tab. 4.2: De novo-Virusproduktion in MT-4- und H9-Zellen, welche mit
verschiedenen zellfreien Virionen infiziert wurden.

MT-4-Zellen H9-Zellen

pNL-Wt 56,4 (100%) 2,6"

., pNL-Tr752 28,9 (40%) 2,11
MT-4-Virionen

pNL-Tr752(N750K) 32,3 (48%) 3,1

pNL-AEnV 10,2 1,41

PNL-Wt 2838,8 (100%) 2,8

H9-Virionen ~ PNL-Tr752 11482 (40%) 62"

PNL-Tr752(N750K) 4166,2 (147%) 12,5

pNL-AEnv -2 5,11

Die Werte geben an, wieviel Virionen 24 Stunden nach Infektion in den
Zellkulturiiberstand abgegeben wurden (ng p24/ml). Die Werte in den Klammern
geben die relativen p24-Werte der Virusmutanten zu pNL-Wt (100%) nach Abzug des
Hintergrund-Wertes von pNL-AEnv an. ' Wert liegt im Hintergrundbereich. ? Die
Verdlnnung dieser Probe fiir die Messung im p24-ELISA wurde zu hoch angesetzt
und lieferte daher einen negativen Wert.

Eine wichtige Kontrolle fiir das hier durchgefiihrte Experiment in bezug auf das ausreichende
Waschen der Infektionen stellte die Infektion mit pNL-AEnv-Virionen dar: diese Virionen
synthetisieren kein Env-Protein und kdnnen daher keine Infektion initiieren. Die in diesem
Ansatz erhaltenen Werte dienten somit als Hintergrund-Werte fur unspezifisch mit Zellen

assoziierte Virionen, welche selbst durch mehrmaliges Waschen der infizierten Zellen nicht
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entfernt werden konnten und deswegen nach 24 Stunden im Zellkulturiberstand vorhanden
sind.

Im Falle von MT-4-Zellen waren alle in den jeweiligen Infektionsansatzen gemessenen p24-
Werte signifikant hdher als die Hintergrundwerte. Wieder konnte die schon in den beiden
vorangegangenen Kapiteln gemachte Beobachtung bestatigt werden, dall die Infektiositat
von zellfreien pNL-Tr752-Virionen gegenuber pNL-Wt-Virionen nur geringflgig reduziert ist,
sie betrug in diesem Versuch rund 40% der Infektiositdt von pNL-Wt-Virionen. Diese
Reduktion ist sowohl bei MT-4-Virionen als auch bei H9-Virionen zu beobachten. Die relative
Infektiositat von pNL-Tr752(N750K)-Virionen war im Fall von MT-4-Virionen um die Halfte
reduziert bzw. im Fall von H9-Virionen leicht erhoéht. Die in H9-Zellen gemessenen p24-
Werte lagen alle im Hintergrundbereich, worauf in 4.7 genauer eingegangen wird.

Wiederum ist es wie in den in 4.6.2.1 beschriebenen FACS-Analysen offensichtlich, dal® H9-
Virionen weitaus infektidser sind als MT-4-Virionen, und zwar im hier gezeigten Versuch um
50-200 mal.

4.7 Zellfreie HIV-1-Infektion von H9-Zellen

In den vorangegangenen Analysen zur Infektiositat zellfreier Virionen wurde sehr deutlich,
dall H9-Zellen dulerst ineffizient von zellfreien Virionen infiziert werden kénnen. Auf diesen
Aspekt soll hier noch einmal gesondert eingegangen werden, da dieses Ergebnis von

wesentlicher Bedeutung ist.

4.7.1 Detektion zellfrei infizierter H9-Zellen

In den vorangegangenen beiden Kapiteln war es mit keiner der durchgefiihrten Methoden
maglich, produktiv durch zellfreie Virionen infizierte H9-Zellen zu detektieren. So wurden bei
der de novo-Virusproduktion in H9-Zellen 24 Stunden nach Infektion mit den verschiedenen
zellfreien Virionen im p24-ELISA ausschlieBlich Werte gemessen, die im Hintergrundbereich
der Kontrollinfektion mit pNL-AEnv-Virionen lagen. Dagegen konnte die gleiche Menge der
jeweiligen zellfreien Virionen MT-4-Zellen sehr effizient infizieren (siehe 4.6.2.2).

Auch in den in FACS-Analysen infizierter H9-Zellen (siehe 4.6.2.1) war die Anzahl produktiv
infizierter H9-Zellen stets zu gering, um ausgewertet zu werden. Abb. 4.27 zeigt eine FACS-
Analyse von H9-Zellen 24 Stunden nach Infektion mit aus H9-Zellen stammenden pNL-Wt-

Virionen im Vergleich zu infizierten MT-4-Zellen.
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Abb. 4.27: FACS-Analyse der zellfreien pNL-Wt-Infektion von MT4- und H9-Zellen.

Die Infektionen von MT-4 und H9-Zellen mit zellfreien aus H9-Zellen stammenden pNL-Wt-Virionen
(0,3 pg p24 pro 10° Zellen) wurden wie in 4.6.2.1 beschrieben durchgefihrt. 24 Stunden nach
Infektion erfolgte die intrazelluldre p24-FACS-Farbung mit dem FITC-gekoppelten Antikdrper KC57-
FITC in einem permeabilisierenden Puffer und die Messung der Fluoreszenz der Zellen im FACS-
Geréat. Die schwarze Kurve reprasentiert jeweils die Messung uninfizierter gefarbter Zellen, die griine
Kurve jeweils die Messung der infizierten gefarbten Zellen. Der Anteil der produktiv infizierten Zellen
der Gesamtzellpopulation wurde durch Ausgrenzung des ersten starker fluoreszierenden Gipfels
ermittelt, der nicht produktiv infizierte Zellen darstellt (siehe 4.6.2.1).

Die FACS-Analyse zeigt, dal} dieselben Mengen zellfreier pNL-Wt-Virionen, die 37% der MT-
4-Zellen infizieren konnten, in H9-Zellen nicht in der Lage waren, mehr als 0,6% der Zellen
zu infizieren. Selbst bei Verwendung sehr hoher Virionenmengen fur die Infektion von bis zu
5 ug p24 pro 10° Zellen konnte in den FACS-Analysen keine signifikante Menge produktiv
infizierter H9-Zellen detektiert werden.

Diese Beobachtung macht sehr deutlich, dall H9-Zellen offenbar um ein Vielfaches
schlechter von zellfreien Virionen infizierbar sind als MT-4-Zellen. Das bedeutet
mdglicherweise, dall Virusausbreitung in H9-Zellen hauptsachlich duch Zell-Zell-
Transmission und kaum durch Infektionsvorgange zellfreier Virionen vermittelt wird. Im Fall
von pNL-Wt scheinen sehr geringe Mengen initial durch zellfreie Virionen infizierter Zellen
auszureichen, damit sich das Virus per Zell-Zell-Transmission in der Zellkultur ausbreiten
kann. Zellfreie pNL-Tr752-Virionen infizieren ebenso wie pNL-Wt-Virionen initial eine sehr
geringe Menge von H9-Zellen (siehe Abb. 4.4 E), kdnnen sich dann aber nicht in der Kultur
ausbreiten. In diesem Kontext kann man spekulieren, daf der Env-CT eine potentielle Rolle

in der Zell-Zell-Transmission von HIV-1 spielt.

4.7.2 Oberflachenexpression zellularer HIV-1-Rezeptoren und Adhasionsmolekiile in
MT-4- und H9-Zellen.

Um weitere Erklarungen fur die im Vergleich zu MT-4-Zellen schlechtere Infizierbarkeit von
H9-Zellen durch zellfreie Virionen zu finden, sollte per FACS-Analyse untersucht werden, ob
sich die beiden Zellinien in der Oberflachenexpression des Rezeptores bzw. Korezeptors von
HIV-1, CD4 wund CXCR4, voneinander unterscheiden. Weiterhin wurde die

Oberflachenexpression der Adhasionsmolekille LFA-1 und ICAM-1 analysiert. Es wurde
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gezeigt, dal’ diese Molekile sowohl einen Einflul® auf die Infizierbarkeit von Zellen als auch
auf die Infektiositat von Viren haben (Fortin et al., 1997; Fortin et al., 1998). Auch das
zelluldre Proteoglykan Heparansulfat sollte hinsichtlich seiner Oberflachenexpression
untersucht werden, da gezeigt wurde, dal® Heparansulfat die Bindung von HIV-1-Virionen an
Zellen vermitteln konnte (Patel et al., 1993). An der Bindung an Heparansulfat sind die V3-
Schleife von gp120 (Roderiquez et al., 1995; Zhang et al., 2002) und in der viralen Membran
vorkommendes Cyclophilin A (Saphire et al., 1999) beteiligt.

Fir die FACS-Analysen wurden MT-4- und H9-Zellen nach 20-minutiger Fixierung in 3%
PFA in PBS wie in 3.5.2 beschrieben mit den entsprechenden Antikérpern gefarbt und
anschlielend im FACS-Gerat vermessen. Fir die Farbung von CD4, CXCR4, LFA-1 und
ICAM-1 wurden die in 2.1.1 beschriebenen Erstantikérper benutzt, gefolgt von einer Farbung
mit fluoreszierenden PE-gekoppelten Zweitantikérpern. Flr die Farbung von Heparansulfat
(HPS) wurde ein FITC-gekoppelter Antikorper verwendet. Als Negativkontrolle dienten
jeweils nur mit dem PE-Zweitantikdrper bzw. nur mit einem FITC-gekoppelten gt-a-mo-
Antikdrper inkubierte Zellen. Das Ergebnis der Analysen ist in Tab. 4.3 dargestellt, welche

die geometrischen Mittelwerte der Fluoreszenzintensitat der jeweiligen Ansatze zeigt.

Tab. 4.3: FACS-Analyse der Oberflaichenexpression der HIV-1-Rezeptoren und zelluldrer Adha-
sionsmolekiile in MT-4- und H9-Zellen.

- CD4 CXCR4 ICAM-1 LFA-1 HPS
MT-4 3,0 142,7 7,6 20,7 21,4 77,2
H9 3,7 21,1 9,2 38,0 7,7 86,8

Uninfizierte MT-4- und H9-Zellen wurden mit spezifischen Antikérpern flir die hier untersuchten
Proteine gefarbt. Angegeben ist die mittlere geometrische Fluoreszenzintensitat der jeweiligen
Farbung. HPS = Heparansulfat.

Die Tabelle zeigt, da® MT-4-Zellen eine ca. siebenmal starkere Expression fir CD4
aufwiesen als H9-Zellen, die mittlere geometrische Fluoreszenzintensitat betrug in MT-4-
Zellen 142,7 und in H9-Zellen nur 21,1.

Das Expressionsniveau von CXCR4 und HPS war in beiden Zellinien in etwa gleich,
wahrend die Expression von ICAM-1 in den H9-Zellen (38,0) doppelt so hoch war wie in
MT4-Zellen (20,7) und die Expression von LFA-1 dagegen in H9-Zellen um das dreifache
reduziert (7,7) im Vergleich zu MT-4-Zellen (21,4).

Moglicherweise tragen die unterschiedlichen Expressionsniveaus, insbesondere von CD4
und LFA-1, zur schlechteren Infizierbarkeit von H9-Zellen durch zellfreie Virionen bei (siehe
hierzu auch 5.4.3).
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5. DISKUSSION

5.1 Replikation in permissiven und nicht permissiven Zellen

5.1.1 Phanotypen der HIV-1-Mutanten

Am Anfang der Arbeit wurden die Replikationseigenschaften der in Env-CT bzw. Env-TMD
mutierten Viren im Vergleich zu pNL-Wt in verschiedenen Zellinien untersucht. Dabei wurde
der fur pNL-Tr712 bereits beschriebene Phanotyp der Zelltyp-spezifischen
Replikationskompetenz (Akari et al., 2000; Murakami und Freed, 2000a) bestatigt und auf die
anderen hier analysierten Virusmutanten Ubertragen.

In permissiven MT-4- oder C8166-Zellen konnten alle Virusmutanten replizieren, allerdings
im Fall der Viren mit trunkierten Env-CTs leicht verzoégert im Vergleich zu pNL-Wt.
Interessanterweise waren in MT-4- und C8166-Zellen hinsichtlich der Replikations-
eigenschaften der einzelnen Mutanten Unterschiede zu beobachten. Dagegen konnten
Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs nicht in H9-Zellen replizieren. Zwar wurde initial eine
geringe Anzahl von Zellen infiziert, die auch Virionen produzierten, jedoch breitete sich die
Infektion nicht in der Zellkultur aus. Analog zu diesem Ergebnis belegen zahlreiche Studien,
dal} die Prasenz des Env-CTs in den meisten infizierbaren T-Zell-Linien unabdingbar ist, und
dafl} bereits kleine Trunkationen oder Extensionen von sechs Aminosauren nicht toleriert
werden (Dubay et al.,, 1992; Chan et al., 2004), was auf die Notwendigkeit einer prazis
definierten Lange des Env-CTs schlieRen IaRt.

Unter Retroviren variiert die Notwendigkeit der Prasenz des Env-CTs. Im Fall von Rous
sarcoma virus kann der ganze Env-CT ohne nachteilige Auswirkungen fur die Replikation in
aviaren Zellen entfernt werden (Perez et al., 1987), wahrend murine leukemia virus keine
Env-Trunkation toleriert (Granowitz et al., 1991). Moéglicherweise existieren jedoch auch hier
verschiedene permissive und nicht-permissive Zellsysteme, oder eventuell besitzt der Env-
CT nicht-lentiviraler Retroviren generell eine andere Funktionalitat als der lentivirale Env-CT.
Ein interessantes Phanomen ist bei dem Lentivirus simian immunodeficiency virus (SIV) zu
beobachten, dessen Env-CT hinsichtlich seiner Lange und seinem Aufbau ahnlich dem HIV-
1-Env-CT ist. Bei einer Propagation von SIV-Isolaten in humanen T-Zell-Linien kommt es zu
einer Selektion von SIV-Varianten mit trunkierten Env-CTs (Kodama et al., 1989), was von
einer gesteigerten Infektiositat der SIV-Virionen sowie erhdhter Fusogenitat und erhéhtem
Einbau der Env-Proteine in Virionen begleitet ist (Ritter et al., 1993; Zingler und Littman,
1993). Nach Passage dieser SIV-Varianten in Makaken kommt es wahrend der Replikation

wieder zu einer Reversion der trunkierten Env-Proteinen zu Proteinen voller Lange (Hirsch et
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al., 1989; Luciw et al., 1998). Es ist nicht geklart, welchem Selektionsdruck diese Vorgange
unterliegen, jedoch scheint es, dald der SIV-Env-CT flr eine Viruspropagation in vivo
bendtigt wird, aber von keiner groRen Relevanz in nicht-homologen Zellsystemen ist.

In H9-Zellen wies das in Env-TMD mutierte HIV-1-Derivat pNL-TmR-I eine gegentber pNL-
Wt verzdgerte Replikationsgeschwindigkeit auf, was bereits in einer anderen Studie gezeigt
wurde (Helseth et al., 1990b). TmCD22 mit einem Austausch der Env-TMD gegen die TMD
von CD22 replizierte dagegen in H9-Zellen erheblich verzdgert und konnte nur nach

Langzeitkultur die ganze Zellkultur infizieren (siehe auch 5.1.3).

5.1.2 Basis der Permissivitat von Zellinien

Der Zelltyp-abhangige Phanotyp der Viren, die in Env-CT bzw. Env-TMD mutiert sind, lait
die offensichtliche Frage aufkommen, was der Grund fir die Permissivitat gewisser Zellinien
fur diese Virusmutanten ist.

Es ist bekannt, daly sowohl MT-4- als auch C8166-Zellen HTLV-1-transformiert sind und Tax
exprimieren (Sodroski et al., 1984; Jeang et al., 1990; Jeang et al., 1997). Da HTLV-1-Tax
tief in die zellulare Genexpression eingreift (Azran et al., 2004) und die Replikation von HIV-1
beglnstigt (Kiernan et al., 1990), ist es denkbar, dal3 diese beiden Zellinien ausschliel3lich
nur aufgrund der zelluldren HTLV-1-Tax-Expression einen permissiven Phanotyp aufweisen.
Um zu Uuberprifen, ob die Tax-Expression zu einer Permissivitat von H9-Zellen flr
Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs fihren wirde, wurden H9-Zellen stabil mit einem
bizistronischen fiur HTLV-1-Tax und GFP kodierenden Vektor transduziert. Die Tax-
Expression der Zellen wurde indirekt durch GFP-Expression bestétigt. Auffallend war, daf
die Tax-Expression offenbar nachteilige Auswirkungen auf die Zellen hatte. Innerhalb der
transduzierten Zellpopulation besafien nicht und schwacher GFP- (und somit auch Tax-)
exprimierende H9-Zellen offenbar einen Selektionsvorteil.

In Replikationsanalysen wurde gezeigt, dal® sich pNL-Tr712 in der transduzierten H9-
Population nicht vermehren konnte. Das bedeutet, dal moglicherweise die Menge an in H9-
Zellen exprimiertem Tax nicht ausreichte, um den nicht-permissiven Phanotyp aufheben zu
konnen, oder dal nicht die HTLV-1-Tax-Expression per se der Grund fiir den permissiven
Phanotyp von Zellinien wie MT-4 oder C8166 ist. Gegen die Moglichkeit einer auf HTLV-1-
Tax basierenden Permissivitat sprechen auch zahlreiche Replikationsanalysen von
Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs in MT-2-Zellen, die in erheblichem Maf} Tax als auch

HTLV-1-Virionen exprimieren (Miyoshi et al., 1981). Auch in diesen Zellen konnten die
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meisten Viren mit trunkierten Env-CTs nicht replizieren (Yu et al., 1993; Murakami und
Freed, 2000a).

Eine andere Mdglichkeit der Begrindung fir die Permissivitdt mancher Zellen fir
Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs ist die, dal der Env-CT in nicht-permissiven Zellen
gewisse Prozesse fir eine erfolgreich verlaufende Replikation aktiviert. Er koénnte
beispielsweise essentielle Signalkaskaden aktivieren oder wichtige zellulédre Proteine an
relevante Stationen des lentiviralen Replikationszyklus rekrutieren. Die Aktivierung dieser
Prozesse ware demzufolge in permissiven Zellen nicht notwendig. Die zu diesem Ansatz
durchgefiihrte Komplementationsanalyse des Replikationsverhaltens von pNL-Tr712 in H9-
Zellen, die stabil eine membrangebundene Form des Env-CTs exprimierten, zeigte jedoch,
dall es zu keiner Ausbreitung der mutanten Virionen kam. Méglicherweise ist der Env-CT
alleine nicht funktionell, sondern muf} aufgrund konformationeller Eigenschaften oder
Restriktionen hinsichtlich der Lokalisation im Kontext des kompletten Env-Proteins exprimiert

werden.

5.1.3 Die potentielle second site-Revertante pNL-TmCD22’

Wie in 5.1.1 beschrieben wies pNL-TmCD22 in H9-Zellen einen erheblichen Defekt
hinsichtlich seiner Replikationskompetenz auf und konnte nur nach Langzeitkultur die ganze
Zellkultur infizieren. Weitere Replikationsanalysen zeigten, daB die im Uberstand der
infizierten H9-Langzeitkultur befindliche Variante pNL-TmCD22’ zwar langsamer als pNL-Wt,
aber erheblich schneller als die Mutante pNL-TmCD22 im urspringlichen Experiment
replizieren konnte. In PBMCs dagegen konnte pNL-TmCD22’ nicht replizieren.

Die Analyse der proviralen matrix- und env-Gene der infizierten Zellen auf potentielle second
site-Mutationen hin, die die Variante pNLTmMCD22’ zu dieser héheren Replikationskompetenz
befahigt haben, ergab, dal® ein Nukleotidaustausch an Position 6463 im env-Gen (BH10-
Nummerierung) stattgefunden hatte, der in der gp120-Domane zu einem Austausch von
Alanin zu Valin an As-Position 70 fuhrt. Hierbei handelt es sich um einen relativ
konservativen Aminosaureaustausch: Valin besitzt lediglich eine Methylgruppe mehr als
Alanin.

Es wurde im Rahmen der Arbeit darauf verzichtet, den Aminosaureaustausch in die
Nukleotidsequenz von pNL-TmCD22 einzubringen, um zu Uberprifen, ob tatsachlich dieser
Austausch alleine fiir die gesteigerte Replikationskompetenz von pNL-TmCD22 zustandig

war, oder ob andere nicht detektierte Mutationen aufRerhalb von matrix und env flr den
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veranderten Phanotyp verantwortlich waren. Laufende Experimente werden diese Frage in

Kirze beantworten konnen.

5.1.4 Die phanotypische Revertante pNL-Tr752(N750K)

Die in der Arbeit analysierte Virusvariante pNL-Tr752(N750K) konnte trotz eines trunkierten
Env-CTs in nicht-permissiven Zellen und - obwohl etwas reduziert - in PBMCs replizieren.
Das bedeutet, dal fir eine erfolgreiche HIV-1-Replikation in nicht-permissiven Zellen nicht
unbedingt ein Env-CT voller Lange vorhanden sein muf3.

Bis heute gibt es nur wenige Veroffentlichungen tber die Isolierung natirlich vorkommender
replikationskompetenter HIV-1-Varianten mit trunkierten Env-CTs. Ein Beispiel ist die HIV-1-
Variante KB-1g4,3,, die durch Kokultur der aus einem HIV-1-infizierten Patienten stammenden
PBMCs mit MT-2-Zellen gewonnen wurde. Diese Variante besitzt durch Auftreten eines
verfrihten Stop-Kodons in env einen trunkierten Env-CT von nur 18 Aminosauren und
konnte neben MT-2-Zellen auch in TALL-1- und MT-4-Zellen replizieren (Shimizu et al.,
1990). Ein weiteres Beispiel stellt die Isolierung der in Env-CT trunkierten Variante RFg,34 des
HIV-1-Referenzstammes RF aus chronisch infizierten H9-Zellen dar. RFgp34 besitzt einen
trunkierten Env-CT von 51 Aminosduren und war in der Lage, neben H9-Zellen auch in
Hut78-Zellen und PBMCs zu replizieren (Jones et al., 2002). Aus beiden Studien geht jedoch
jeweils nicht hervor, ob bzw. welche kompensatorische second site-Muationen zum
replikationskompetenten Phanotyp der Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs beigetragen
haben. pNL4-3-abgeleitete molekulare Klone der Variante KB-14p3,, in die nur das
entsprechende Stop-Kodon eingefiigt wurde, waren nicht mehr replikationskompetent in MT-
2- und TALL-1-Zellen (Shimizu et al., 1992).

Die hier untersuchte Variante pNL-Tr752(N750K) wurde durch den Austausch einer einzigen
Aminosaure von Asparagin zu Lysin an Position 750 (AAC—AAA, N750K) im einfach
mutierten Virus pNL-Tr752 generiert. Anschliellend konnte gezeigt werden, daf allein dieser
einzelne Aminosaurenaustausch fiir die gesteigerte Replikationskompetenz verantwortlich
ist: die Variante pNL-Tr752(N750K) replizierte in MT-4-Zellen so schnell wie pNL-Wt,
wahrend die urspriingliche Mutante pNL-Tr752 etwas verlangsamt replizierte.

In H9-Zellen konnte die N750K-Mutation den Replikationsblock von pNL-Tr752 aufheben.
Allerdings replizierte sie etwas verlangsamt im Vergleich zu pNL-Wt, war aber in der Lage,
die H9-Kultur zu 100% zu infizieren und sich auch in PBMCs auszubreiten. Ein Teil dieser
Verzdgerung war auf die N750K-Mutation alleine zurtckzufuhren, da pNL-Wt, in welches die

N750K-Mutation eingefiigt wurde, ebenfalls verzbgert replizierte. Hier ist es wichtig
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anzumerken, dall der rev-Leserahmen durch die Insertion der N750K-Mutation nicht
geandert wurde.

Einen weiteren Hinweis darauf, dal® die Punktmutation N750K tatsachlich alleine fir die
Infektiositat von pNL-Tr752(N750K) in H9-Zellen verantwortlich ist und méglicherweise sogar
der einzige Aminosaureaustausch ist, der pNL-Tr752 in H9-Zellen Infektiositat verleihen
kann, stellt die Tatsache dar, dalR die phanotypische Revertante pNL-Tr752(N750K) erneut
in H9-Zellen selektiert wurde.

Diese Tatsache und die Fahigkeit der bedingten Replikationskompetenz in PBMCs
bedeuten, dal} die N750K-Mutation auf erhebliche Weise einen Defekt kompensieren kann,
den der trunkierte Env-CT in pNL-Tr752 hervorruft. Daher wurde Uberpriift, ob die N750K-
Mutation auch den Zelltyp-abhangigen defekten Phanotyp von pNL-Tr813 kompensieren
kann. Dabei wurde festgestellt, dal} die Variante pNL-Tr813(N750K) zwar in MT-4-Zellen
schneller als die urspringliche Mutante pNL-Tr813 replizierte, aber in H9-Zellen keine
Infektion etablieren konnte (Daten nicht gezeigt).

Der Mechansimus, durch den die N750K-Mutation der Mutante pNL-Tr752
Replikationskompetenz verleiht, ist nicht bekannt. Datenbankrecherchen ergaben die
Existenz eines einzigen HIV-1-Patienten-Isolats, welches fur einen Lysin-Rest an Position
750 von Env kodierte (D31, GenBank Nr. U43096), welches allerdings nicht naher
beschrieben ist. Das seltene in vivo-Auftreten dieser Mutation ist zumindest im Kontext eines
Env-Proteins voller Lange konsistent mit dem hier erhaltenen Ergebnis, dall die Replikation
von pNL-Wt durch Insertion dieser Mutation nachteilig beeinflusst wird. In diesem
Zusammenhang ist es ebenfalls dulerst interessant, dal® in der Sequenz der aus chronisch
HIV-1-infizierten HO9-Zellen isolierten Variante RFgp34 mit trunkiertem Env-CT (siehe oben)
neben diversen anderen Anderungen in der Env-Proteinsequenz ein Aminosdureaustausch
an Position 750 von Asparagin zu Serin (AAT—AGT, N750S) detektiert wurde (Jones et al.,
2002). Auch hierbei kommt es zu keiner Anderung im (iberlappenden rev-Leserahmen. Diese
Tatsache legt die Vermutung nahe, dal® die Aminosaureposition 750 in Env tatsachlich
erheblichen EinfluR auf das Replikationsverhalten von Virionen haben kann, welche fur Env-
CTs kodieren, die kurz nach dieser Position trunkiert sind: pNL-Tr752(N750K) besitzt nach
Position 750 nur noch zwei und RF4,34 nur noch sechs weitere Aminosauren.

Die Aminosaureposition 750 ist nicht in bekannten Motiven des HIV-1-Env-CTs lokalisiert
und es gibt bisher keine mechanistische Erklarung fir Auswirkungen von Mutationen an
dieser Position auf das Replikationsverhalten. Wie in 1.5.2.1 beschrieben postuliert die
Arbeitsgruppe um N. Dimmock, daf} dieser Teil von gp41 in einer Schleife an der Aul3enseite

der Zelle bzw. des Virus lokalisiert ist (Cleveland et al., 2002). Hier lokalisierte
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Aminosaureanderungen konnten daher rein spekulativ Auswirkungen auf die Funktionalitat
und Konformation dieser Region besitzen.

Auch wenn der detaillierte Mechanismus nicht bekannt ist, durch den die N750K-Mutation
der in nicht-permissiven Zellen defekten Virusmutante pNL-Tr752 Replikationskompetenz
verleihen kann, hat man jedoch mit den beiden auf pNL-Tr752 basierenden Virusmutanten
ein ideales Werkzeug in der Hand, um die Ursachen fir den Zelltyp-abhangigen
Replikationsblock von Viren mit trunkierten Env-CTs zu untersuchen: beide besitzen Env-
Proteine gleicher Lange und unterscheiden sich sonst nur durch eine einzige Aminosaure,
weisen aber einen vollig unterschiedlichen Phanotyp hinsichtlich der Replikation in nicht-

permissiven Zellen auf.

5.2 Einbau mutierter Env-Proteine in Virionen

Kirzlich veroffentlichte Arbeiten zeigen im Falle von zwei HIV-1-Mutanten mit trunkierten
Env-CTs, dald deren Zelltyp-abhangiger defekter Phanotyp hinsichtlich der Replikations-
kompetenz auf einem defekten Glykoprotein-Einbau in Virionen beruht. Die Autoren
postulieren, dal3 in nicht-permissiven Zellen die Interaktion von noch unbekannten Faktoren
mit Env-CT fur einen Glykoprotein-Einbau in Virionen essentiell ist (Akari et al., 2000;
Murakami und Freed, 2000a).

Aus diesem Grund wurden auch in der vorliegenden Arbeit Analysen zum Glykoprotein-
Einbau durchgefuhrt. Es zeigte sich, daR alle hier analysierten Env-Proteine in Virionen
eingebaut wurden, und zwar unabhangig davon, ob sie von MT-4- oder H9-Zellen freigesetzt
wurden. Die Mengen der in MT-4- oder H9-Virionen eingebauten mutierten Glykoproteine
gegeniber Wt-Env waren hierbei stets ahnlich bzw. nur leicht vermindert. Eine Ausnahme
stellten Env-Tr752(N750K)-Virionen aus MT-4 und H9-Zellen dar, in denen reproduzierbar
stets grélkere Mengen an gp120 und der trunkierten Form von gp41 (gp30) detektiert werden
konnten als in pNL-Wt-Virionen. Besonders hervorgehoben werden soll das Ergebnis fiir
pNL-Tr712, da diese Mutante ebenfalls in den eingangs beschriebenen Publikationen
analysiert wurde, wobei dort ein ca. zehnfach reduzierter Einbau des mutierten Glykoproteins
gegeniiber Wt-Env gezeigt wurde. In den hier durchgefiihrten Versuchen wurde gp120 in
pNL-Tr712-Virionen allerdings in gleichen Mengen detektiert wie in pNL-W?t-Virionen.

Die Grinde fir das Divergieren der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse von den
publizierten Daten sind nicht klar. Da die Versuche soweit ersichtlich gleich durchgefihrt
wurden, ist es eher wunwahrscheinlich, dall dies auf Unterschiede in der

Versuchsdurchfiihrung zurlckzufihren ist. Es ist auch unwahrscheinlich, dal® der erhaltene
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Einbau in dieser Arbeit auf Kontamination der Virionenpraparationen durch zellulare
Membranvesikel oder Zelldebris beruht, was ein haufiges Problem bei der Aufreinigung von
Virionen per Ultrazentrifugation darstellt (Bess et al., 1997; Gluschankof et al., 1997). Da
jedoch ausschlieBlich gp120 in den Lysaten der Viruspartikel detektiert wurde, ist diese
Moglichkeit nahezu auszuschlieRen. Bei einer Kontamination durch Membranvesikel wéaren
betrachtliche Spuren von gp160 bzw. der gp160-Derivate in den Lysaten aufgereinigter
Virionenpraparationen zu erkennen gewesen.

Fir die Glykoprotein-Inkorporation transmembranal mutierter Env-Proteine in von nicht-
permissiven Zellen freigesetzte Virionen liegen in der Literatur keine Daten vor.
Einbaustudien mit Viruspartikeln, welche aus MT-4-Zellen freigesetzt wurden, zeigten, dafl
Env-TmR-I und Env-TmCD22 gegeniiber Wt-Env in verringertem Mal eingebaut wurden,
obwohl die Virusmutanten in MT-4-Zellen genauso schnell replizierten wie pNL-Wt (Wilk et
al., 1996). In der vorliegenden Arbeit wurde flir diese beiden Mutanten sowohl in MT-4- als
auch in H9-Zellen kein Einbaudefekt festgestellt.

Zusammenfassend gesagt scheinen sowohl Env-CT als auch Env-TMD nicht fir einen
erfolgreichen Glykoprotein-Einbau in Virionen aus nicht-permissiven Zellen zustandig zu
sein. Analog dazu postulieren auch Piller et al. (2000), dal® andere Faktoren als allein der
Glykoprotein-Einbau den Zelltyp-abhangigen Defekt bestimmen missen, da aus nicht-
permissiven Zellen stammende Virionen mit Mutationen in Env-CT zwar eine deutlich
verringerte Infektiositdt in single round of infection-Analysen besallen, aber dennoch

signifikante Mengen an eingebauten Gykoproteinen aufwiesen.

5.3 Funktionalitidt der mutierten Env-Proteine

Eine andere Erklarung flr den Zelltyp-abhangigen defekten Phanotyp der Virusmutanten
ware eine durch die eingeflihrte Mutation gestérte Funktionalitdt der Glykoproteine
hinsichtlich ihrer Fusogenitat, die sich nur in nicht-permissiven Zellen bemerkbar machen
wlrde. Durch etwa eine unterschiedliche Zusammensetzung der Plasmamembran beider
Zellinien konnte die mutierte Form der Glykoproteine in nicht-permissiven Zellen oder in
daraus freigesetzten Virionen eine funktionell inaktive Konformation einnehmen.

In einem semi-quantitativen Zell-Zell-Fusions-Versuch wurde jedoch gezeigt, dall die
mutierten Glykoproteine im Rahmen einer Infektion in permissiven und nicht-permissiven
Zellen fusionskompetent waren. Hierbei war insbesondere fir Env-Tr752(N750K) und Env-
Tr712 und in verringertem Mall auch fur Env-Tr752 eine Steigerung der Fusogenitat

gegenliber Wt-Env zu beobachten, und zwar sowohl bei Expression in MT-4- als auch in H9-
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Zellen. Wichtig ist es zu unterstreichen, dafl® diese gesteigerte Fusionskapazitat dabei keine
schadlichen Auswirkungen auf die Replikationskompetenz in nicht-permissiven Zellen hat, da
pNL-Tr752(N750K) das Glykoprotein mit der hodchsten Fusionskapazitdt besitzt und
erfolgreich eine Infektion in H9-Zellen etablieren kann. Die anderen mutierten Proteine
wiesen ahnliche Fusionskapazitaten wie Wt-Env auf.

Eine Erhdhung der Membranfusionskompetenz von retroviralen C-terminal trunkierten
Glykoproteinen ist ein Phdnomen, das bereits von mehreren Autoren fur HTLV-1 (Pique et
al., 1993), SIV (Spies et al., 1994) und HIV-2 (Mulligan et al., 1992) gezeigt wurde. Auch flr
HIV-1 liegen mannigfache Untersuchungen zu diesem Phanomen vor, die gréfRtenteils
zeigen, dal} insbesonders ausgedehnte Trunkationen des Env-CTs die Fusionskapazitat von
Env gegentber Wt-Env betrachtlich erhéhen, wohingegen kleinere Trunkationen von Env-CT
oder Mutationen in Env-TMD die Fusogenitat nicht beeintrachtigen oder eher einen
negativen Effekt darauf haben (Helseth et al., 1990a; Helseth et al., 1990b; Earl et al.,
1991a; Wilk et al., 1992; Wilk et al., 1996; Freed und Martin, 1996; Edwards et al., 2002).
Allerdings existieren auch mehrere Studien, die zeigen, dall es durch ausgedehnte
Trunkationen des Env-CTs zu keiner oder nur geringfigiger Veranderung in der Env-
Fusionskapazitat kommt (Gabuzda et al., 1992; Dubay et al., 1992). Diese widersprichlichen
Daten sind moglicherweise darin begrundet, dall fur die verschiedenen Studien
unterschiedliche Methoden benutzt wurden, so daR® je nach Versuchsdurchfihrung und
verwendetem Zellsystem unterschiedliche Ergebnisse erhalten wurden.

Eine gesteigerte Fusionskapaziat konnte in der erhdhten Oberflachenexpression trunkierter
Glykoproteine begrundet sein. Es existieren Daten, die im Kontext von SIV eine erhdhte
Oberflachenexpression trunkierter Env-Proteine belegen (Yuste et al., 2004), wahrend in
anderen Studien keine erhdhte HIV-Env-Oberflachenexpression beobachtet werden konnte
(Yu et al., 1993; Murakami und Freed, 2000a). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde
mittels Oberflachenbiotinylierung von H9-Zellen untersucht, in welchem Verhaltnis die
zellulare Oberflachenexpression der mutierten Env-Proteine zu deren Fusionskapazitat steht.
Eine gegentber Wt-Env jeweils in ahnlichem Mal erhéhte Oberflachenexpression wurde nur
fur Env-Tr712, Env-Tr752 und Env-Tr752(N750K) beobachtet, also fir diejenigen Mutanten,
welche Wt-Env gegenilber eine erhohte Fusionskapazitat aufwiesen. Somit konnte die
erhohte Fusionskapazitat dieser Env-Proteine zumindest teilweise eine indirekte Folge ihrer
erhohten Oberflachenexpression sein. Die Expression von Env-Tr712, Env-Tr752 und Env-
Tr752(N750K) war allerdings auch in den H9-Gesamtzellysaten erhoht, was moglicherweise
auf eine hohere Stabilitat dieser trunkierten Env-Proteine hinweist und bedeuten kénnte, daf

die erhdhte Oberflachenexpression eine Konsequenz der erhéhten zellularen Expression ist.
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Erhoéhte Oberflachenexpression trunkierter Env-Proteine kénnte auch auf die Entfernung des
Dileucin-basierten Endozytose-Signals am distalen C-terminalen Ende des Env-CTs und
anderer potentieller Endozytose-Signale (siehe 1.5.2.1) zurlckzuflihren sein. Analog zu
dieser Mdglichkeit wurde gezeigt, da® die Anwesenheit der Bereiche is71 (As-Position 750-
763) und is2 (As-Position 764-785) in Env-CT einen negativen Effekt auf die
Oberflachenexpression eines chimarischen CD4-Env-CT-Konstrukts hatte (Bultmann et al.,
2001). In is1 befindet sich kein potentielles Endozytose-Motiv, dagegen sind aber in is2 ein
potentielles Tyrosin-basiertes und zwei Dileucin-basierte potentielle Endzytose-Signal(e)
enthalten.

Eine andere Erklarung fir die erhdhte Fusionskapazitat trunkierter Env-Proteine stellt die
potentielle Induktion konformationeller Anderungen in der extrazellularen Domane von Env
im Sinne einer Anderung der CD4-Bindungsfunktion dar, wie sie von Edwards et al. (2002)
bereits beschrieben wurde. Besonders interessant erschien in diesem Kontext die etwa
doppelt erhdhte Fusogenitat von Env-Tr752(N750K) im Vergleich zu Env-Tr752, die allein
durch die N750K-Mutation hervorgerufen wird. Jedoch konnte in single round of infection-
Analysen in An- oder Abwesenheit blockierender CD4-Antikérper gezeigt werden, dafy pNL-
Tr752(N750K) keine CD4-unabhangige Virusvariante ist.

Die erhaltenen Daten zeigen weiterhin, dal} die Hohe der Fusogenitat der mutierten Env-
Proteine nicht mit der Replikationskomptenz der entsprechenden Virusmutanten korreliert.
Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs wie pNL-Tr712 oder pNL-Tr752 kdénnen ein
fusogeneres Env als pNL-Wt besitzen, aber dennoch nur verlangsamt (in MT-4-Zellen) oder
Uberhaupt nicht (in H9-Zellen) replizieren. Auch hinsichtlich der Viren, welche Mutationen in
Env-TMD tragen, insbesondere pNL-TmCD22, war in H9-Zellen keine Korrelation zwischen
Fusogenitat des Env-Proteins (so hoch wie Env-Wt) und Replikationskompetenz (erheblich
verlangsamt) zu beobachten. Es ware jedoch mdglich, dal® die mutierten Env-Proteine im
Kontext der viralen Membran eine andere Fusionskapazitat aufweisen als im Kontext der
zelluldren Membran. Ein entscheidender Unterschied ist das Vorhandensein der Matrix-
Proteinschicht auf der Innenseite der viralen Lipidmembran. Diese unmittelbare
Nachbarschaft und die hieraus resultierenden sterischen Restriktionen erfordern
moglicherweise eine bestimmte Konformation des Env-CTs, damit Env-vermittelte
Fusionsreaktionen erfolgreich ablaufen konnen. Eine flir dieses Modell sprechende
Divergenz zwischen Env-Fusionskapazitat und Replikationskompetenz bzw. Infektiositat der
entsprechenden Virusmutanten wurde bereits in der Literatur beschrieben (Gabuzda et al.,
1992; Dubay et al., 1992).
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5.4 Infektiositat zellfreier Virionen

HIV-1-Replikation in Zellkultur ist die Summe von Infektionsvorgangen durch zellfreie
Virionen als auch von Zell-Zell-Transmission (siehe 1.4.4), daher liefern die in
Replikationskinetiken erhaltenen Ergebnisse keine Aussage hinsichtlich des Phanotyps
zellfreier Virionen alleine. Aufgrund des fehlenden Defekts der Virusmutanten hinsichtlich
des Glykoprotein-Einbaus bzw. der Glykoprotein-Fusogenitat war es nun von besonderem
Interesse, die Infektiositaten zellfreier aus MT-4- und H9-Zellen stammender Virionen in
verschiedenen single round of infection-Versuchen zu quantifizieren. Die Analysen erfolgten
ausschlief3lich mit der in H9-Zellen nicht replikationskompetenten HIV-1-Mutante pNL-Tr752
und deren replikationskompetenter Variante pNL-Tr752(N750K) im Vergleich zu pNL-Wt. Als
Zielzellen wurden einerseits TZM-bl-Zellen (HeLa-Derivate), andererseits MT-4- und H9-

Zellen verwendet.

5.4.1 Quantifizierung der Infektiositat zellfreier Virionen aus MT-4- und H9-Zellen

Die in den verschiedenen Versuchen erhaltenen Ergebnisse zeigen reproduzierbar, daf®
zellfreie pNL-Tr752-Virionen aus H9-Zellen per se eine nur in geringem Mal} reduzierte
Infektiositat von 30-50% gegenuber pNL-Wt-Virionen besitzen, obwohl pNL-Tr752 in H9-
Zellen keine Infektion etablieren kann. Stark hervorzuheben ist hierbei die Tatsache, dal}
auch pNL-Tr752-Virionen aus MT-4-Zellen in gleichem Ausmal defekt zu sein scheinen,
wahrend diese Mutante dagegen in MT-4-Zellen replizieren kann. pNL-Tr752(N750K)-
Virionen waren hinsichtlich ihrer Infektiositat nicht reduziert, und zwar unabhéngig davon, in
welchen Zellen sie produziert wurden.

Eine weitere interessante Beobachtung innerhalb der verschiedenen Infektiositats-Analysen
war, dall alle in H9-Zellen produzierten zellfreien Virionen infektidser waren als die
entsprechenden in MT-4-Zellen produzierten Virionen. Hierbei variierte der Faktor der
gesteigerten Infektiositat je nach Versuchsdurchfihrung und -auswertung und betrug in TZM-
bl-Zellen den Wert von 3 bis 8. Interessanterweise zeigten auch die Infektiositats-Analysen
der Untersuchungen von Akari et al. (2000), dald Wt-Virionen aus H9-Zellen in MAGI-Zellen
ca. doppelt so infektids sind wie Wt-Virionen aus MT-4-Zellen.

Single round of infection-Analysen von in Env-CT trunkierten HIV-1-Mutanten sind in der
Literatur schon mehrfach beschrieben worden. Diese Studien wurden meistens im
Gegensatz zu den in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Experimenten in nicht-

relevanten Zellsystemen durchgefuhrt, so wurden z.B. durch Transfektion in 293T- oder
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HelLa-Zellen gewonnene Virionen in CAT- oder MAGI-Assays untersucht (zur jeweiligen
Methodik siehe Helseth et al. (1990a) sowie Kimpton und Emermann (1992)). Die hier
erhaltenen Daten sind widersprichlich. Die Analysen zeigen teilweise, dald relativ kleine
Trunkationen des Env-CTs von bis zu etwa 90 Aminosauren substantielle Defekte auf die
Infektiositdt mutanter Virionen haben kénnen, wahrend Mutanten mit ausgedehnteren
Trunkationen in Env-CT, u.a. auch pNL-Tr712 und -Tr752, so infektids waren wie Wildtyp-
Virionen (Freed und Martin, 1996; Piller et al., 2000, Murakami und Freed, 2000a). Andere
Untersuchungen wiederum ergaben, dal® auch Mutanten mit ausgedehnten Deletionen wie
etwa pNL-Tr753 in ihrer Infektiositat erheblich reduziert sind (Helseth et al., 1990; Gabuzda
etal., 1992).

Zwei neuere Studien zeigen Daten von Infektiositatsmessungen der Mutante pNL-Tr712, die
jeweils in permissiven MT-4- und nicht-permissiven H9-Zellen produziert wurde (Murakami
und Freed, 2000a; Akari et al., 2000). Hier wurde jeweils im MAGI-Assay eine gegenuber
pNL-Wt-Virionen erheblich reduzierte Infektiositat der aus H9-Zellen stammenden pNL-
Tr712-Virionen festgestellt, die nicht zu beobachten war, wenn pNL-Tr712-Virionen in MT-4-
Zellen produziert wurden. Beide Studien filhren den defekten Glykoprotein-Einbau in
Virionen aus nicht-permissiven Zellen als Grund flr den Zelltyp-abhangigen defekten
Phanotyp von Virionen mit trunkierten Env-CTs hinsichtlich ihrer Infektiositat als auch ihrer
Replikationskompetenz an (siehe 5.2).

Die in der vorliegenden Arbeit hinsichtlich der Infektiositat zellfreier Virionen erhaltenen
Ergebnisse divergieren somit in dieser Aussage (ebenso wie im Punkt des Glykoprotein-
Einbaus) von diesen beiden letztgenannten Studien, wobei die Grinde hierfur nicht klar sind.
Es wurde zwar ein geringfugiger Defekt von pNL-Tr752-Virionen hinsichtlich der Infektiositat
festgestellt, der sich allerdings bei Virus-Produktion sowohl in H9-Zellen als auch in MT-4-
Zellen dulerte. Somit besitzt pNL-Tr752 zwar einen Zelltyp-abhangigen Defekt hinsichtlich
seiner Replikationskompetenz in nicht-permissiven Zellen, aber nicht hinsichtlich der
Infektiositat aus nicht-permissiven Zellen stammender Virionen.

Es ist allerdings gut moéglich, da® sich die flir pNL-Tr712 erhaltenen Ergebnisse der beiden
eben erwahnten Studien nicht pauschal auf alle Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs
ausdehnen lassen. Deswegen ware es von Wichtigkeit, die in der Arbeit durchgefiihrten
Versuche auch mit pNL-Tr712-Virionen durchzuflihren, um klaren zu kénnen, ob andere
Ergebnisse als fir pNL-Tr752 erhalten werden oder ob sich die in der Arbeit erhaltenen

Ergebnisse grundsatzlich von denen von Murakami und Freed (2000a) unterscheiden.
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5.4.2 Infizierbarkeit von H9-Zellen durch zellfreie Virionen

Eine dulerst wichtige und zentrale Beobachtung innerhalb der verschiedenen Infektiositats-
Experimente war schlieRlich, dal H9-Zellen nur aulerst ineffizient mit sdmtlichen zellfreien
Virionen, inklusive pNL-Wt-Virionen, infizierbar waren. Hierbei spielte es keine Rolle, ob die
Virionen in MT-4-Zellen oder in H9-Zellen produziert wurden: dieselben Virionen, die MT-4-
Zellen produktiv infizieren konnten, waren nicht in der Lage, H9-Zellen so effizient zu
infizieren, dal® man es in den single round of infection-Analysen hatte detektieren konnen.
Das Ergebnis, dall H9-Zellen nur sehr schlecht von zellfreien Virionen infizierbar sind,
bedeutet hinsichtlich der replikativen Virusausbreitung, dafl sich Infektionen in H9-Zellen
wahrscheinlich in erster Linie Uber Zell-Zell-Transmission von Viren ausbreiten, und daf
Infektionsvorgange, die durch zellfreie Virionen vermittelt werden, nur eine auflerst minore
Rolle spielen. Die bei Replikationsanalysen durch zellfreie Virionen vermittelte initiale
Infektion von H9-Zellen ist nur sehr ineffizient und resultiert in der Infektion von nur einem
sehr kleinen Teil der Zellen, unabhangig davon, ob die Infektion mit Wt-Virionen oder
Virionen mit trunkierten Env-CTs gesetzt wird. Diese geringe Anzahl initial infizierter Zellen
lie® sich zwar nicht in single round of infection-Analysen detektieren, jedoch konnte in
Replikationsanalysen zu frihen Zeitpunkten der Infektion auch fir Virusmutanten mit
Trunkationen in Env-CT in der Immunfluoreszenz eindeutig HIV-infizierte Zellen detektiert
werden. Im Fall von pNL-W1 reicht diese geringe Menge initial infizierter Zellen aus, um sich
per Zell-Zell-Transmission vollstandig in der Zellkultur ausbreiten zu kdénnen, wahrend
beispielsweise pNL-Tr752 mit einem trunkierten Env-CT dazu nicht in der Lage ist. Diese
Fakten deuten darauf hin, dal® der HIV-1-Env-CT mdglicherweise bei der Zell-Zell-
Transmission von Virionen eine Rolle spielt (siehe 5.5). In diesem Zusammenhang berichten
McDonald et al. (2003), da® die Ausbreitung von HIV-1 in Hut/CCR5-Zellen, die mit H9-
Zellen verwandt sind, sehr langsam stattfindet, und daf} die Effizienz der Ausbreitung um ein
Vielfaches durch die Anwesenheit von MDDCs (myeloid-derived dendritic cells) gesteigert
werden kann, die allerdings selber nicht produktiv infiziert werden.

Bei der initialen Infektion von MT-4-Zellen wird im Gegensatz zu H9-Zellen schon initial eine
grolte Anzahl an Zellen durch zellfreie pNL-Wt- und pNL-Tr752-Virionen effizient infiziert,
was auch in single round of infection-Analysen detektiert werden kann, und mdéglicherweise
findet die Virusausbreitung in MT-4-Zellen groRtenteils durch Infektionsvorgdnge durch
zellfreie Virionen statt. Der Defekt von pNL-Tr752 beziglich der Zell-Zell-Transmission wiirde
sich in MT-4-Zellen daher nur unterreprasentativ manifestieren. Moglicherweise ist das der
Grund flr die gegeniiber pNL-Wt beobachtete geringfligige Verzdgerung der Replikation von

Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs.



5. Diskussion 112

5.4.3 Oberflachenexpression von HIV-1-Rezeptoren und Adhasionsmolekiilen in MT-4-
und H9-Zellen

Um den Grund flr die schlechtere Infizierbarkeit von H9-Zellen gegenuber MT-4-Zellen zu
untersuchen, wurde die Oberflachenexpression der HIV-1-Rezeptoren CD4 und CXCR4
sowie der Adhasionsmolekile ICAM-1, LFA-1 und Heparansulfat, die mit HIV-1-Adhasion an
Zellen in Verbindung gebrachte wurden (siehe 4.7.2), in MT-4- und H9-Zellen analysiert. Es
stellte sich heraus, dall H9-Zellen etwa siebenmal weniger CD4 auf ihrer Oberflache
exprimieren als MT-4-Zellen, was zumindest teilweise ein Grund flr die unterschiedliche
Infizierbarkeit durch zellfreie Virionen darstellen dirfte. CXCR4 und Heparansulfat sind
hinsichtlich ihrer Oberflachenexpression in beiden Zellinien identisch. ICAM-1 wird doppelt
so stark an der Oberflache von H9-Zellen exprimiert wie an der Oberflache von MT-4-Zellen,
wahrend die Oberflachenexpression von LFA-1 in MT-4-Zellen dreimal so hoch ist wie in H9-
Zellen.

Die Messungen liefern méglicherweise auch Hinweise darauf, warum Virionen aus H9-Zellen
infektioser sind als Virionen aus MT-4-Zellen. Es wurde gezeigt, dak die Prasenz von ICAM-
1 in der viralen Membran die Infektiositdt von Virionen erheblich steigern kann. Dieses
Phanomen tritt jedoch nur dann auf, wenn der entsprechenden Gegenspieler von ICAM-1,
namlich LFA-1, auf der Oberflache der Zielzellen exprimiert wird (Fortin et al., 1997; Fortin et
al., 1998). Das heildt, dal® aus H9-Zellen freigesetzte Virionen aufgrund des Grades der
zellularen Oberflachenexpression dieses Molekils moglicherweise doppelt so viel ICAM-1 in
ihre Membran einbauen wie Virionen aus MT-4-Zellen. Dies hatte laut den Daten der eben
erwahnten Studie den Effekt, dal® H9-Virionen effizienter Zellen infizieren konnen, die LFA-1
auf ihrer Oberflache exprimieren.

Da MT-4-Zellen dreimal mehr LFA-1 exprimieren als H9-Zellen, sollten sie daher auch
effizienter als H9-Zellen durch zellfreie Virionen infizierbar sein, wenn diese ICAM-1 in ihre
Membran eingebaut haben. Diese theoretischen Uberlegungen fiihren zur SchluRfolgerung,
daf insbesondere die Infektion von MT-4-Zellen mit zellfreien H9-Virionen effizient sein muf}
(was in den durchgefihrten single round of infection-Analysen auch beobachtet wurde), und
dal} die reduzierte LFA-1-Expression von H9- Zellen mdglicherweise neben der reduzierten
Expression von CD4 ebenfalls in die Begriindung flr die schlechtere Infizierbarkeit von H9-

Zellen gegenluber MT-4-Zellen mit einbezogen werden kann.
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5.5 Die Rolle des HIV-1-Env-CTs in der Virusreplikation

Tab. 5.1 faldt die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Eigenschaften der Virusmutanten

mit trunkierten Env-CTs und mutierten Env-TMDs zusammen.

Tab. 5.1: Eigenschaften der Virusmutanten bzw. der mutierten Env-Glykoproteine

Einbau Fusion Oberfliche Replikation in Infektiositat"
im Kontext von MT-4 und H9 MT-4 H9 MT-4 H9
Wt + + + + + 100% 100%

Trunkationen in Env-CT

Tr712 + +++ ++ +2 - n.d. n.d.
Tr752 + ++ ++ +2 - 30-50% 30-50%
Tr752(N750K) ++ +++ ++ + +2 100% 100%
Tr813 + + + +2 - n.d. n.d.

Mutationen in Env-TMD
TmR-I + + + + +2 n.d. n.d.

TmCD22 + + + + =3 n.d. n.d.

' Infektiositaten zellfreier Virionen aus MT-4- bzw. H9-Zellen in diversen single round of infection-
Analysen

2 gegentiber pNL-Wt etwas verzdgerte Replikation

3 keine bzw. gegeniber pNL-Wt erheblich verzégerte Replikation

n.d. = nicht durchgefihrt

Die Daten zeigen deutlich, dal} die Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs nicht deswegen in
H9-Zellen replikationsinkompetent sind, weil die Glykoproteine hinsichtlich der
Prozessierung, des Glykoprotein-Einbaus in Virionen, der Fusogenitdt oder der
Zelloberflachenexpression im H9-Kontext gestort sind. Auch ein Defekt in der Freisetzung
mutanter Virionen, potentiell vermittelt durch eine aberrante Interaktion der mutierten
Glykoproteine mit Matrix, scheidet als Grund fir die Replikationsinkompetenz dieser
Mutanten in H9-Zellen aus, da mit VSV-G-Pseudotypen infizierte H9-Zellen die gleiche
Menge an mutanten Virionen freisetzen wie Wildtyp-Virionen.

Wie im vorangegangenen Kapitel ausgefiihrt, haben Mutationen in Env-CT nur einen
geringen EinfluR auf die Infektiositat zellfreier Virionen, daflr aber wahrscheinlich
dramatische Effekte auf die Vermittlung von Zell-Zell-Transmission von HIV-1. An dieser
Stelle soll betont werden, dal} der Mechanismus der Zell-Zell-Fusion bzw. Synzytienbildung
nicht gleichzusetzen ist mit dem Mechanismus der Zell-Zell-Adhasion zum Zweck der Virus-
Transmission. Im Kontext der Mutante pNL-Tr753, die der hier analysierten Mutante pNL-

Tr752 bezuglich ihrer Lange sehr ahnlich ist, wurde konkret postuliert, dal} die Fahigkeit des
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Env-Glykoproteins, Synzytienbildung zu induzieren, nicht ausreicht, um replikative
Ausbreitung von HIV-1-Virionen zu vermitteln (Helseth et al., 1990a).

Bei dem Vorgang der Zell-Zell-Transmission und der Ausbildung der sogenannten
»virologischen Synapse“ (Piguet und Sattentau, 2004) sind mehrere Elemente des
Zytoskeletts involviert. So wurde gezeigt, dal® flr die Ausbildung einer stabilen adhasiven
Verbindung zwischen T-Zellen zum Zweck der Virus-Transmission eine Aktin-abhangige
Rekrutierung der HIV-1-Rezeptoren und LFA-1 in der Zielzelle zum Ort des Zell-Zell-
Kontakts notig ist. Fur diesen Prozel® sind Polymerisierungsvorgange von Aktin sowie die
Funktionalitdt des Motor-Proteins Myosin essentiell (Jolly et al., 2004). Einen weiteren
Hinweis auf die Involvierung des Zytoskeletts liefert die Tatsache, daf} im Kontext von HTLV-
1 beim Vorgang der Zell-Zell-Transmission eine Reorganisation des MTOC (microtubule-
organizing center) in der Effektorzelle beobachtet wurde (lgakura et al., 2003).
Mdoglicherweise kénnen Mikrotubuli auch bei Zell-Zell-Transmission von HIV-1 eine Rolle
spielen, was mit der Tatsache in Einklang zu bringen ist, dal® HIV-1 Mikrotubuli fiir seinen
intrazellularen Transport benutzt (McDonald et al., 2002).

Mann kann nun spekulieren, dal® der HIV-1-Env-CT bei dem Prozel3 der Ausbildung der
virologischen Synapse und der Reorganisation von Elementen des Zytoskeletts eine Rolle
spielt. In diesem Kontext ist es interessant, dal® zwei der identifizierten Interaktionspartner
des HIV-1-Env-CTs, namlich a-Catenin und p115-RhoGEF, mit Aktinstrukturen assoziiert
bzw. in den Prozell der Formation von Aktinkabeln involviert sind (siehe 1.5.2.1). Die durch
Uberexpression von p115-RhoGEF induzierte Formation von Aktinkabeln wurde in Zellen,
welche den Env-CT koexprimierten, unterdriickt, und Virusmutanten, in denen die p115-
RhoGEF-Bindestelle in Env-CT mutiert war, waren replikationsinkompetent (Zhang et al.,
1999). Somit ware der Zelltyp-abhangige Defekt von Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs
darauf zurliickzufihren, dal es in Zellsystemen, in welchen sich HIV-1 hauptsachlich durch
Zell-Zell-Transmission ausbreitet, durch Fehlen des Env-CTs zu keiner Reorganisation des
Zytoskeletts und damit zu keiner Ausbildung stabiler adhasiver Zell-Zell-Verbindungen
kommen kann, die flr die erfolgreiche Zell-Zell-Transmission von HIV-1 bendétigt werden.
Allerdings mul zunachst geklart werden, ob sich dieses anhand von pNL-Tr752 entwickelte
Modell auf mehrere Virusmutanten mit trunkierten Env-CTs ausweiten laft.

Da eine Involvierung des Env-CTs beim Prozel} der Zell-Zell-Transmission von HIV-1 bisher
nicht beschrieben wurde, hat die Arbeit moglicherweise einen wichtigen Beitrag zur
Aufklarung der Rolle dieser in vivo streng konservierten Region geleistet. Zukinftige
Untersuchungen werden in die Richtung gehen, die potentielle Rolle des Env-CTs bei

diesem Prozel} genauer zu analysieren.
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6. ANHANG

6.1 Oligonukleotide

In der folgenden Tabelle sind alle innerhalb dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide

aufgelistet. Sofern die Oligonukleotide von Sequenzen des HIV-1-Klons BH10 (Ratner et al.,

1987) abgeleitet sind, ist die jeweilige Position angegeben. Einzelne mutagenisierende

Nukleotidveranderungen oder Sequenzen, welche nicht von BH10 abstammen, sind fett

gedruckt.
Sequenz Position
Nr. Orientierung Beschreibung
5 -3 BH10
GCAGAGAGAAAA Amplifizierung und Sequenzierung
1 7771-7792 Sinn
AAGAGCAGTG proviraler pNL-TmCD22-DNA (4.3.1)
GGTGGAGAGA ) .
18 8462-8479 Sinn Sequenzierung (env)
GAGACAGA
Amplifizierung und Sequenzierung
AGAGCAAGAAAC proviraler pNL-TmCD22-DNA (4.3.1);
23 5853-5874 Sinn
GGAGCCAGTA der in der Sequenz enthaltene
mismatch ist hier nicht von Bedeutung
Generierung von pNL-TmR-I (6.2.1)
TAATTAGATC und pNL-Tr752(N750K) (6.2.2); der in
30 7065-7085 Sinn _ _
AGCCAATTTCA der Sequenz enthaltene mismatch ist
hier nicht von Bedeutung.
TACCTGAGGT ) Sequenzierung (env), Generierung von
38 9047-9028 Gegensinn
CTGAGTGGAA pWPI-Env-TMD-CT (6.2.3)
Generierung von pNL-TmR-I (6.2.1),
GTAGGTTTAA
43 8330-8350 Sinn fihrt eine Punktmutation (R696l) in die
TAATAGTTTTT
TM-Region von gp160 ein
Generierung von pNL-TmR-1 (6.2.1),
AAAAACTATT )
43rev 8350-8330 Gegensinn | flhrt eine Punktmutation (R696l) in die
ATTAAACCTAC
TM-Region von gp160 ein
Generierung von pNL-TmR-| (6.2.1)
CTTCTAGGTATGT
71 8791-8766 Gegensinn | und pNL-Tr752(N750K) (6.2.2),
GGCGAATAGCTC

Sequenzierung (env)
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Sequenz Position
Nr. Orientierung Beschreibung
5 -3 BH10
Amplifizierung und Sequenzierung
CTCTGGAACA
81 8106-8123 Sinn proviraler pNL-TmCD22-DNA (4.3.1),
GATTTGGA
Sequenzierung (env)
Generierung pNL-Tr752(N750K)
(6.2.2), fuhrt sowohl ein Stop-Kodon
CGATTAGTGAAA
278 8492-8514 Sinn (As-Position 753) als auch einen
GGATCCTAAGC
Aminosaureaustausch (N zu K) an As-
Position 750 ein.
Generierung pNL-Tr752(N750K)
(6.2.2), fuhrt sowohl ein Stop-Kodon
GCTTAGGATCCT
279 8514-8492 Gegensinn | (As-Position 753) als auch einen
TTCACTAATCG
Aminosadureaustausch (N zu K) an As-
Position 750 ein.
CTTCGTTTCGCC Erstes Oligo bei der Generierung von
CAGCCAGGAAAT pWPI-Env-TMD-CT (6.2.3), Uberlappt
CCATGCCCGATT 24 Nukelotide mit der BH10-Sequenz
280 CAGAAGAGGAG Sinn (ab Position 8297 bis Position 8320)
CCAGAACAGAAA und mit 20 Nukleotiden von Oligo 281
TAAAATTATTCAT (jeweils unterstrichen)
AATGATAGTA
GCGTCTAGAATG
GATGCAATGAAG Zweites Oligo bei der Generierung von
AGAGGGCTCTGC pWPI-Env-TMD-CT (6.2.3), Uberlappt
281 TGTGTGCTGCTG Sinn 20 Nukleotide mit der Sequenz von
CTGTGTGGAGCA Oligo 280 (unterstrichen) und enthalt
GTCTTCGTTTCG eine Xbal-Schnittstelle (kursiv)
CCCAGCCAGG
Amplifizierung und Sequenzierung
GAGGGCTTCC
286 8632-8612 Gegensinn | proviraler pNL-TmCD22-DNA (4.3.1),
CACCCCCTGCG .
Sequenzierung (env)
GACAGCGACGAA Amplifizierung und Sequenzierung
319 6020-6040 Sinn
GACCTCCTC proviraler pNL-TmCD22-DNA (4.3.1).
Amplifizierung und Sequenzierung
GTGCTTCCTG
320 7839-7819 Gegensinn | proviraler pNL-TmCD22-DNA (4.3.1),
CTGCTCCCAAG
Sequenzierung (env)
GTTGTGTGGTCC
321 6151-6171 Sinn Sequenzierung (env)

ATAGTAATC
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Sequenz Position
Nr. Orientierung Beschreibung
5 -3 BH10
GATCAAAGCCTA
322 6590-6610 Sinn Sequenzierung (env)
AAGCCATGT
GGAATTAGGCCA
322 7001-7021 Sinn Sequenzierung (env)
GTAGTATCA
GATCTGAGCCTG
324 471-491 Sinn Sequenzierung (matrix)
GGAGCTCTC
CCTGCTATGTCA
325 1499-1479 Gegensinn | Sequenzierung (matrix)
CTTCCCCTT
GAGATCCCTCAG
326 588-608 Sinn Sequenzierung (matrix)
ACCCTTTTA
CTGCAGCTTCCT
327 1417-1397 Gegensinn | Sequenzierung (matrix)
CATTGATGG

6.2 Klonierungsstrategien

Die hier verwendeten Methoden wie z.B. PCR-Protokolle oder der Umgang mit Plasmid-DNA
sind im Methodenteil (Kapitel 3) detailliert beschrieben. Alle Nukleotid-Nummerierungen
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben, auf die Sequenz des molekularen HIV-1-Klons
BH10 (Ratner et al., 1987). Die Sequenzen aller verwendeten Oligonukleotide sind in Kapitel

6.1 zu finden.

6.2.1 Generierung von pNL-TmR-I

Wie in 4.1 beschrieben, wurden bei der Sequenzierung von pNL-TmR-l kurz vor der
Punktmutation, welche zum gewiinschten Aminosaureaustausch von Arginin zu Isoleucin
fuhren sollte (Position 8340: G — T), zwei weitere Punktmutationen an folgenden Stellen
detektiert, die im Leserahmen von env zu folgenden Aminosaureaustauschen flihrten:
Position 8265: A — G, Asparagin — Serin

Position 8267: T — A, Tryptophan — Arginin

Aus diesem Grund wurde die Mutante pNL-TmR-I mittels Fusions-PCR (siehe 3.2.12.2) neu

generiert, wobei pNL-Wt als Vorlage diente.
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Konditionen der PCRs zur Generierung der Fusionsprodukte:

(1) upstream-Primer 30 (Sinn), mutagenisierender downstream-Primer 43rev
(Gegensinn), annealing-Temperatur: 57°C, Grofse Produkt 1 = 1286 bp.
(2) mutagenisierender upstream-Primer 43 (Sinn), downstream-Primer 71 (Gegensinn),

annealing-Temperatur: 57°C, GréRe Produkt 2 = 462 bp.
Fusions-PCR:
mit den Produkten 1 und 2 der ersten beiden PCRs, annealing-Temperatur 46°C,

ProduktgroRe = 1727 bp.

Verdau und Klonierung des erhaltenen Fusions-PCR-Produkts

Das aufgereinigte DNA-Fragment (siehe 3.2.10) wurde mit BsaBl und BamHI verdaut (siehe
3.2.5) (Grofe: 919 bp) und gegen das entprechende Fragment im Plasmid pNL-TmCD22,
welches ebenfalls mit BsaBl und BamHI verdaut und mit Kalberdarmphosphatase (CIP)
(siehe 3.2.6) behandelt wurde, ausgetauscht. Dieses HIV-1-Expressionsplasmid kodiert im
Env-Gen flir die Transmembran-Region von CD22 statt fir die homologe Transmembran-
Region und besitzt daher innerhalb des BsaBIl-BamHI-Schnittbereichs eine zusatzliche Xcml-
Schnittstelle. Dadurch war es maoglich, erfolgreiche Klonierungen (fehlende zusatzliche Xeml-
Schnittstelle) mittels Restriktionsverdau zu identifizieren. Das neu generierte Plasmid pNL-

TmR-I wurde auRerdem zur Bestatigung der eingefiihrten Mutation sequenziert.

6.2.2 Generierung von pNL-Tr752(N750K)

Wie in 4.3.2 beschrieben, wurde in pNL-Tr752 eine zweite Punktmutation eingefligt, was zur
Generierung von pNL-Tr752(N750K) fihrte. Dieses ist ein pNL-Derivat, welches sowohl ein
verkurztes Env-Protein als auch einen Aminosaureaustausch an Position 750 von Asparagin
zu Lysin besitzt (N750K).

Diese Mutation wurde mittels Fusions-PCR (siehe 3.2.12.2) eingefiigt:

Konditionen der PCRs zur Generierung der Fusionsprodukte:

(1) upstream-Primer 30 (Sinn), mutagenisierender downstream-Primer 279
(Gegensinn), annealing-Temperatur: 57°C, GréRe Produkt 1 = 1450 bp.
(2) mutagenisierender upstream-Primer 278 (Sinn), downstream-Primer 71 (Gegensinn),

annealing-Temperatur: 57°C, Grof3e Produkt 2 = 300 bp.
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Fusions-PCR:
mit den Produkten 1 und 2 der ersten beiden PCRs, annealing-Temperatur 46°C,
ProduktgréRe = 1727 bp.

Verdau und Klonierung des erhaltenen Fusions-PCR-Produkts

Das aufgereinigte DNA-Fragment (siehe 3.2.10) wurde mit BsaBl und BamHI verdaut (siehe
3.2.5) (GroRe: 919 bp) und gegen das entprechende Fragment in Plasmid pNL-Tr752,
welches ebenfalls mit BsaBl und BamHI verdaut und mit Kalberdarmphosphatase (CIP)
behandelt wurde (siehe 3.2.6), ausgetauscht. Da keine eindeutige ldentifizierung durch
Restriktionsschnittanalyse moéglich war, wurden mehrere Klone des Ligationsansatzes zur

Bestatigung der eingefiihrten Mutation sequenziert.

6.2.3 Generierung von pWPI-Env-TMD-CT

Zur Generierung des bizistronischen lentiviralen Vektors pWPI-Env-TMD-CT, der sowohl fir
den membrangebundenen Env-CT als auch fur GFP als Transgene kodiert, wurde das
Signalpeptid von tpa (tissue plasminogen activator) in zwei aufeinanderfolgende PCRs an
Env-CT fusioniert und das resultierende Konstrukt in den linearisierten Vektor pWPI

eingefugt.

Bedingungen 1. PCR

Durch eine erste PCR sollte die C-terminale Halfte des tpa-Signalpeptids an den

Transmembrananker und C-Terminus von Env fusioniert werden. Dafur wurde das

Oligonukleotid 280 benutzt, welches im folgenden schematisch dargestellt ist:

2 As nach Env-SP 2 As vor Env-TMD

. C-terminale Halfte tpa-SP Env-TMD
Oligo 280 I I [

|
8297 8320

Uberlappung mit Env-Sequenz
in PCR-Vorlage

Die ersten 52 Nukleotide des Oligonukleotides kodieren fiir die C-terminale Halfte des tpa-
Signalpeptids, gefolgt von 6 Nukleotiden, welche fir die zwei Aminosauren Threonin (T) und
Glutaminsaure (E) kodieren (hellgrau). Dann folgen die Sequenzen fur die zwei Aminosauren

Isoleucin (1) und Lysin (K) (dunkelgrau), welche direkt vor dem Transmembrananker von Env
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liegen, und ab hier entspricht die Sequenz des Oligonukleotids auch der Sequenz von BH10
(ab Nukleotid 8297 bis Nukleotid 8320).

Dieses Oligonukleotid diente in der ersten PCR als upstream-Sinn-Primer, als downstream-
Gegensinn-Primer wurde Oligonukleotid 30 gewahlt (Nukleotide 9047-9028). Vorlage fiir die
PCR war ein Expressionsplasmid fur HIV-1-Env (pB-AKenv/neo). Die annealing-Temperatur
betrug 57°C, das entstandene Produkt hatte eine Grélke von 809 Basenpaaren und wurde

dann in der zweiten PCR als Vorlage verwendet.

Bedingungen 2. PCR

In der zweiten PCR wurde der Rest des tpa-Signalpeptids an das Produkt aus der ersten

PCR fusioniert. Hierfir wurde das Oligonukleotid 281 verwendet, welches in einer Sequenz

von 20 Nukleotiden mit dem Produkt aus der ersten PCR Uberlappt:

20 bp-Uberlappung
mit Produkt aus 1. PCR
—

Xbal tpa-SP
Oligo 281 ]
AR Env-TMD und CT
Produkt aus 1. PCR (809 bp)L I I I |
8297 8303 8822 9047
Env STOP

Sowohl das Oligonukleotid als auch das Produkt der ersten PCR sind nicht mafstabsgetreu
gezeichnet, in beiden Produkten ist aus Platzgrinden die Sequenz unterbrochen. Das
Oligonukleotid 281, welches am N-Terminus eine Xbal-Schnittstelle enthalt, direkt gefolgt
vom Startkodon ATG des tpa-Signalpeptids, wurde dann in einer zweiten PCR als upstream-
Sinn-Primer  eingesetzt, als downstream-Gegensinn-Primer  fungierte  wiederum
Oligonukleotid 38. Als Vorlage in dieser PCR diente das Produkt der ersten PCR, die
annealing-Temperatur betrug 57°C. Das resultierende 871 bp groRe Produkt SP-TMD-CT,
welches nun die vollstandige kodierende Sequenz fir das tpa-Signalpeptid als auch fiir den

membrangebundenen Env-C-Terminus beinhaltet, ist im folgenden dargestellt:

tpa-SP 2 As nach Env-SP 2 As vor Env-TMD Env-TMD und CT
— — —~ —
Xbal Xhol
SP-TMD-CT [ I I ] : I :|
121 127 648 871
Env STOP

Verdau und Klonierung des Konstrukts SP-TMD-CT in pWPI
Nach Aufreinigung (siehe 3.2.10) und Verdau von SP-TMD-CT (Xbal, mit Oligonukleotid 281

eingefugt, und Xhol, eine homologe Restriktionsschnittestelle der Sequenz von BH10, die
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zwischen dem Env-Stop-Kodon und dem Ende des Konstrukts liegt) (siehe 3.2.5) erfolgte
nach erneuter Aufreinigung ein Aufflllen der 5'-Uberhénge der geschnittenen Enden (siehe
3.2.7). AnschlieRend wurde das Fragment durch Ligation in den mit Pmel linearisierten und
mit Kalberdarmphosphatase (CIP) (siehe 3.2.6) behandelten Vektor pWPI eingebracht.

Die richtige Orientierung des Fragments im Vektor wurde durch Verdau mit den beiden
Enzymen Bpu1102| und Clal bestatigt: bei korrekter Orientierung sollten Fragmente der
Grolke 2182 und 9669 bp und bei falscher Orientierung der GréRe 1503 und 10348
enstehen.

6.3 Abkiirzungen

o anti

A Ampere

Abb. Abbildung

AIDS acquired immune deficiency syndrome
Amp Ampicillin

AP Aulen-Primer

APS Ammoniumpersulfat

As Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

AZT Azidothymidin

bidest. doppelt destilliert

bp Basenpaar

BSA bovine serum albumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

CA Kapsid-Protein (capsid)

CAEV caprine arthritis-encephalitis virus
CAT Chloramphenicol-Acetyltransferase
CCR5 chemokine receptor 5

CIP calf intestine alkaline phosphatase
cm Zentimeter

CMV cytomegalovirus

cPPT central polypurine tract

CT C-Terminus

CXCR4 chemokine receptor 4

Da Dalton

DAPI 4'.6-diamidino-2-phenylindol

dest. destilliert

d.h. das heif3t

DKFzZ Deutsches Krebsforschungszentrum
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
DTT Dithiothreitol

ECL enhanced chemoluminescence
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EDTA Ethylendiamintetraacetat

EF1a Elongation factor 1a

EGFR epidermal growth factor receptor
EIAV equine infectious anemia virus
ELISA enzyme linked immunosorbent assay
EMCV encephalomyocarditis virus

Env Virales Hullglykoprotein (envelope)
EP Elektrophorese

ER Endoplasmatisches Retikulum
EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FCS fetal calf serum

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FIV feline immunodeficiency virus
FP Fusions-Primer

g Gramm

Gag Gruppenspezifisches Antigen
GFP grun fluoreszierendes Protein

ap Glykoprotein

gt Ziege (goat)

h Stunde

HBS HEPES buffered saline

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-sulfonsaure
HIV human immunodeficiency virus
HPS Heparansulfat

HTLV human T-cell leukemia virus

hu human

IE immediate early

IF Immunfluoreszenz

IL-2 Interleukin 2

IN Integrase

IRES internal ribosomal entry site

V] infectious units

k Kilo bzw. komplett

kb Kilobasen

kDa Kilo-Dalton

I Liter

LB Luria-Broth

LLP lentiviral lytic peptide

LP Laufpuffer

LTR long terminal repeat

LZ leucine zipper

M mikro

m milli

M molar

MA Matrix-Protein

MAGI multinuclear activation of a galactosidase indicator
MG Molekulargewicht

min Minute

mo Maus (mouse)

MoMLV Moloney murine leukemia virus
MPMV Mason-Pfizer monkey virus
MuLV murine leukemia virus

MVV Maedi-Visna-Virus
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n nano

NC Nukleokapsid-Protein (nucleocapsid)
NHS N-Hydrosuccinimid

nm Nanometer

nt Nukleotid

oD optische Dichte

ORF open reading frame

p Plasmid

PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese
PBMC peripheral blood mononuclear cells
PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

PE Phycoerythrin

PHA Phytohdmagglutinin

PIC preintegration complex

pol Polymerase-Gen

POX Peroxidase

PP Polypropylen

Pr precursor

PR Protease

PS Polystyrol

P/S Penicillin/Streptomycin

rb rabbit

RNA ribonucleic acid

RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute

RRE rev response element

RSV Rous-Sarkom-Virus

RT Reverse Transkriptase bzw. Raumtemperatur
SB sample buffer

SDS sodium dodecyl! sulfate

sek. Sekunde

SIN self-inactivating

SIvV simian immunodeficieny virus

S.0. siehe oben

SP Signalpeptid

Tab. Tabelle

TAR Trans-activation response

TE Tris/EDTA

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TMD Transmembrandomane

tpa tissue plaminogen activator

Tris Trishydroxymethylaminomethan
tRNA Transfer-RNA

TZ Tischzentrifuge

U unit

G.N. Uber Nacht

uv Ultraviolett

uz Ultrazentrifuge

Vv Volt

VE voll entsalzt

VSV vesicular stomatitis virus

VSV-G Glykoprotein des vesicular stomatitis virus

WB

Western Blot



6. Anhang 124
WHO world health organization

WPRE woodchuck hepatitis virus post-transcriptional requlatory element
Wi Wildtyp

wiv Gewicht/Volumen-Verhaltnis

w/w Gewicht/Gewicht-Verhaltnis

z.B. zum Beispiel

z.T. zum Teil
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