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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Die HIV-Erkrankung

Das Humane-Immundefizienzvirus-Typ-1 (HIV-1) wurde Anfang der 80er Jahre
erstmals als Erreger des Erworbenen Immunschwéchesyndroms AIDS (aquired
immunodeficiency syndrome) beschrieben (Barre -Sinoussi et al., 1983; Gallo et al.,
1984; Levy et al., 1984). Die damit verbundene Erkrankung war schon ca. 25 Jahre
vorher bei einigen Patienten beobachtet worden, wurde aber erst seit Ende der siebziger
Jahre ein immer groReres Gesundheitsproblem, das sich schnell weltweit ausdehnte.
Zum Ende des Jahres 2001 waren weltweit 40 Millionen Menschen mit HIV infiziert
und es sterben zur Zeit 3-4 Millionen Menschen pro Jahr an den Folgen der HIV-
Infektion (AIDS epidemic update, UNAIDS/WHO, 2001). Innerhalb von zwanzig
Jahren hat sich die HIV-1 Infektion zu der bedeutendsten Infektionserkrankung
entwickelt und verursacht pro Jahr die meisten Erreger-induzierten Todesfélle (Balter
1999).

HIV gehort zur Familie der Retroviridae, die durch das Vorhandensein eines speziellen
viralen Enzyms, der Reversen Transkriptase (RT), gekennzeichnet ist. Mit Hilfe dieses
Enzyms ist das Virus in der Lage, sein RNA-Genom in DNA umzuschreiben. Die
DNA-Kopie, das sogenannte Provirus, wird dann in das Genom der Wirtszelle
integriert, um sich durch den Replikationsapparat der Zelle vermehren zu lassen. In
integriertem Zustand kann das Virus auBerdem unerkannt im Wirt persistieren. Die
Familie der Retroviridae umfat unter anderem die Gruppe von ,,langsamen* Viren, die
zu chronischen Infektionen mit einer langen asymptomatischen Phase fiihren und daher
als Lentiviren (lenti = griechisch: langsam) bezeichnet werden. Zu den Lentiviren
zahlen neben humanpathogenen Arten auch verschiedene tierpathogene Arten, z.B. das
Bovine Immundeficiency Virus (BIV) aus Rindern, das Feline Immundeficiency Virus
(FIV) aus Katzen und das Caprine Arthritis-Encephalitis Virus (CAEV) aus Ziegen
(Levy, 1998).

Das humanpathogene Lentivirus HIV infiziert in erster Linie Zellen des menschlichen
Immunsystems, vor allem T-Lymphozyten, Makrophagen und dendritische Zellen. In

diesen Zellen kann das Virus jahrelang persistieren, ohne schwere Krankheitssymptome
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zu verursachen. Diesen Zeitraum der Erkrankung bezeichnet man als die
asymptomatische Phase. Im weiteren Verlauf der HIV-1 Infektion kommt es zu einer
starken Abnahme der CD4-positiven T-Lymphozyten, den sogenannten T-Helferzellen
(Tw-Zellen). Durch den kontinuierlichen Verlust der Ty-Zellen wird das Immunsystem
geschwécht, bis schlieRlich ein Schwellenwert von 200 Tu-Zellen pro pl Blut
unterschritten wird. Die Folgen sind das Auftreten opportunistischer Infektionen wie
z.B. der Pneumocystis carinii- Pneumose, Candida-Infektionen oder Histo-, sowie
Toxoplasmosen, deren Erreger fiir den gesunden Menschen ungefahrlich sind, aber fur
den immungeschwdachten HIV-Infizierten ein groRBes gesundheitliches Problem
darstellen. Diese Phase opportunistischer Infektionen und geringer Ty-Zellzahlen ist
kennzeichnend flr das symptomatische- bzw. das AIDS- (aquired immundeficiency

syndrom) Stadium der Erkrankung, das letztendlich zum Tode des Patienten fuhrt.

Die Besonderheit des HIV ist seine Vielfalt und Variabilitadt. Die Gruppe der HI-Viren
unterteilt sich in zwei Virusstdimme, die als HIV-1 und HIV-2 bezeichnet werden. HIV-
2 ahnelt auf molekularer Ebene den Immundefizienzviren der Affen (SIV, simian
immundeficiency virus) und kommt im Vergleich zu HIV-1 sehr selten vor. HIV-2
findet sich in erster Linie bei Patienten in Westafrika. Im Gegensatz zu HIV-2 findet
man HIV-1 weltweit verbreitet. Dieser Virusstamm wird aufgrund von
Sequenzvariationen in die drei Gruppen M, O und N unterteilt. Die M- (,,Main*)
Gruppe findet man auf allen Kontinenten, wahrend die O- (,,Outlier*) und N- (,,New*)-
Gruppen vor allem in Westafrika auftreten (Simon et al., 1998). Innerhalb der M-
Gruppe unterteilen sich die Viren in die Untergruppen A bis J. Diese Untergruppen
treten jeweils bevorzugt in bestimmten geographischen Regionen auf. In Afrika
dominieren die Subtypen A und C, wahrend im nordeuropdischen und amerikanischen

Raum derzeit ca. 1,5 Millionen Menschen mit dem Subtyp B infiziert sind.

1.2 Der Aufbau des HIV-1
Das Virus bildet ca. 100 nm grof3e, umhillte Viruspartikel (Abb. 1). An der Innenseite

der Virusmembran befinden sich das Matrixprotein p17 und die Lateralkdrperchen. Das
Matrixprotein ist durch aminoterminale Myristinsdurereste mit der Virusmembran
assoziiert und fir die Form und die Stabilitdt des Viruspartikels verantwortlich. Im

Inneren des Virus befindet sich ein Capsid, welches von dem Capsidprotein p24
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gebildet wird. Das Capsid enthalt das virale Genom, das in Form von zwei Kopien
einzelstrangiger positiv-Strang-RNA vorliegt. Direkt mit der RNA assoziiert findet man
das Nucleocapsidprotein p7 und die virale RNA-abhangige DNA-Polymerase, die auch
als Reverse-Transkriptase (RT) bezeichnet wird. Im Capsid der reifen, infektidsen
Viruspartikel befinden sich zusatzlich zur HIV-RT die beiden Enzyme HIV-Integrase
und HIV-Protease. Das virale Protein p6, aufgrund seiner Funktion als Linkprotein
bezeichnet, verbindet das Viruscapsid mit der Hullmembran. In der Membran des Virus
befinden sich zwei weitere Proteine, die dazu dienen, die HIV-Rezeptoren auf den
Zielzellen zu binden. Aufgrund ihrer starken Glycosylierung werden sie als
Glycoprotein (gp) gp4l und gpl20 bezeichnet. Das gp4l ist in der Virusmembran
verankert und wird auch als HIV-Transmembranprotein (TM) bezeichnet. Das TM-
Protein gp4l liegt nach dem Stand der Wissenschaft als Trimer in der Membran vor
(Weissenhorn et al., 1997). Das zweite, auch als externes &ulleres Oberflachenprotein
(SU, surface unit) bezeichnete Glycoprotein gp120 ist mit der Ektodoméne des gp4l
assoziiert, jedoch nicht kovalent mit dieser verbunden. Es befindet sich somit auf der
Oberflache des Virus, wo es funktionell fir die Bindung an die viralen Rezeptoren

verantwortlich ist.
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Modifiziert nach Modrow und Falke, 1997

Abb. 1 Aufbau und Struktur des HIV-1

Die Virusmembran ist blau dargestellt. In die Virusmembran eingelagert ist das
Transmembranprotein gp41, das mit dem externen Huillprotein gpl20 assoziiert ist
(grau). An der Innenseite der Membran findet man die Matrixproteine p17 (hellrot).
Das Linkprotein p6 und die Lateralkérperchen (dunkelgrau) sind mit dem
Matrixprotein assoziiert. Die Virusmembran umschlieRt das Capsid, das von dem
Capsidprotein p24 (hellgrau) gebildet wird und die beiden Kopien der viralen RNA
umschliel3t. Das Nucleocapsidprotein p7 (grau) und die Reverse Transkriptase (roter
Kreis) sind mit der RNA assoziiert. Im Capsid befinden sich aulRerdem die Integrase
(rotes Dreieck) und die Protease (rotes Oval)
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1.3 Die Genomstruktur des HIV-1
Das HIV-1 Genom besteht aus einer ca. 9 kb groRen (+)-Strang RNA. Das integrierte

provirale Genom ist am 5’- und am 3’-Ende von identischen regulatorischen
Sequenzbereichen, dem 5’- und dem 3’-LTR (long terminal repeat) flankiert. Zwischen
den beiden LTRs befinden sich die offenen Leserahmen, die fiir die Strukturproteine,
die regulatorischen und akzessorischen Proteine sowie flr die viralen Enzyme kodieren
(Abb. 2). Die Strukturproteine werden von den beiden Genen gag und env kodiert, die
viralen Enzyme von dem pol-Gen. Weitere sechs Leserahmen kodieren fir die
regulatorischen Proteine Tat und Rev, sowie fur die akzessorischen Proteine Vif, Vpu,
Vpr und Nef'. Die Funktionen dieser akzessorischen Proteine sind noch nicht
vollstdndig aufgeklart. Bei dem Genprodukt des tat-Gens, dem Tat-Protein
(transactivator of transcription) handelt es sich je nach HIV Isolat um ein 9-14 kD
groles Protein, das die virale Transkription aktiviert. Das rev-Gen codiert flr das Rev-
Protein (regulator of expression of virion proteins), das fur den Transport von einfach

gespleisster und ungespleisster RNA aus dem Zellkern verantwortlich ist.

Das HIV-1 gag-Gen kodiert fir den 55 kD Polyprotein-Vorlaufer. Dabei handelt es sich
um ein gruppenspezifisches Antigen (Gag, group-specific antigen), das bei der Reifung
des Virus von der viralen Protease in die Strukturproteine gespalten wird. Bei dieser
proteolytischen Prozessierung bildet sich das pl7-Matrix-, das p24-Capsid-, das p7-
Nucleocapsid- sowie das p6-Linkprotein. Das pol-Gen (Pol, polymerase) kodiert fur die
viralen Enzyme HIV-Protease, HIV-Reverse Transkriptase und HIV-Integrase. Das pol-
Gen wird zusammen mit dem gag-Gen abgelesen. Aufgrund einer Leseraster-
verschiebung wird das Stop-Codon, das normalerweise die Translation der Gag-Proteine
beendet, Uberlesen, und es kommt zur Synthese des Gag/Pol-Polyproteins. Dies
geschieht in etwa 5% der Translationsvorgange. Das so erhaltene Polyprotein wird am
aminoterminalen Ende myristyliert und ist so mit der Innenseite der Zytoplasma-
membran verbunden. Das Gag/Pol-Vorlauferprotein bildet die Grundlage fir die
Produktion der viralen Enzyme. Die Spaltung des Gag/Pol-Vorlauferproteins in die
einzelnen Bestandteile findet erst nach der Freisetzung des Viruspartikels durch eine
virale Protease statt (siehe auch 1.4). Das env-Gen kodiert fur die viralen

L Vif: virus infectivity factor; Vpu: virus protein U; Vpr: viral protein r; Nef: negative factor

10
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Oberflachenproteine gp4l und gpl20. Beide Proteine werden als gemeinsames
Vorlauferprotein gpl60 gebildet. Dieser Vorlaufer wird im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) und im Golgi-Apparat der Zelle prozessiert. Das gpl60
Vorlauferprotein wird in die Proteine gp41 und gp120 gespalten. Weiterhin findet hier
die N- und O-Glycosylierung statt. Im Unterschied zu den Strukturproteinen von HIV
werden die beiden Hullproteine durch eine zelluldre Furin-Protease aus dem gpl160-
Vorlaufer gebildet (Allan et al., 1985, Veronese et al., 1985). Nach Einbau des gp41 in
die Membran wird der trimere gp41/gp120-Komplex zur &uBeren Zellmembran

transportiert und liegt dort Gber das gp41 in der Membran verankert vor.

11
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Abb. 2 Genomstruktur des HIV-1

Das HIV Genom hat eine Lénge von ca. 9800 Basenpaaren. Es ist unterteilt in die
Bereiche LTR, gag, pol, env und die sechs regulatorischen Gene vif, vpr, vpu, rev, tat
und nef. Das gag-Gen kodiert fur die vier Strukturproteine pl17, p24, p6 und p7. Das
pol-Gen kodiert die Enzyme Protease, Integrase und Reverse Transkriptase. Das env-
Gen kodiert fir die beiden Hullproteine gp41 und gp120.

12
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1.4 Der Replikationszyklus des HIV-1

Um eine Zelle zu infizieren, interagiert HIV-1 mit zwei Rezeptoren auf der
Zelloberflache. Bei dem priméren HIV-Rezeptor handelt es sich um das CD4-Protein
(Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984b; Maddon et al., 1986). Dieses
Membranprotein findet sich auf T-Zellen, Makrophagen sowie dendritischen Zellen und
wird von gpl20 gebunden. Als sekundérer Rezeptor dient eine Gruppe von
Chemokinrezeptoren, die zur Familie der 7-Transmembranproteine gehéren (siehe
Kapitel 1.6).

Wenn das Virus eine Zelle infiziert, bindet im ersten Schritt das gp120-Trimer an CD4
auf der Zellmembran. Dies fiihrt zu strukturellen Anderungen im gp120, wodurch die
Interaktion zwischen gp120 und dem Korezeptor mdglich wird. Nach der Bindung des
Korezeptors filhren weitere strukturelle Anderungen in den viralen Glycoproteinen
dazu, dass die aminoterminale hydrophobe Fusionsdoméne des Transmembranproteins
gp41 in die Membran der Zielzelle inseriert wird. Dadurch fusioniert die Virusmembran
mit der Membran der Zellen und das Capsid gelangt in das Zytoplasma der Zielzelle.
Dort wird das virale RNA-Genom von der viralen Reversen Transkriptase in
doppelstrangige DNA transkribiert. Die Nukleinsduren bleiben wéhrend des gesamten
Vorgangs mit den Capsidkomponenten assoziiert und werden anschlieend in Form
eines DNA-Protein-Komplexes in den Zellkern transportiert. Im Zellkern bewirkt die
mitgefuhrte HIV-Integrase den Einbau des doppelstrangigen DNA-Molekils in das
Genom der Wirtszelle (Brown et al., 1987; Bushman et al., 1990). Als integriertes
Provirus persistiert HIV-1 in der Zelle. Flr die Produktion neuer Viruspartikel dient die
provirale DNA als Vorlage. Wird die Virusproduktion aktiviert, kommt es zundchst zur
Bildung kurzer mRNA Fragmente, die u.a. fir den viralen Transaktivator Tat kodieren.
Das Tat-Protein gelangt nach seiner Bildung im Zytoplasma in den Zellkern, wo es die
Transkriptionsrate um das hundertfache steigert. Es kommt im Anschluss daran zur
Bildung verschieden gespleisster mMRNA-Molekule. In der frihen Phase der
Transkription werden mehrfach gespleisste mMRNAs gebildet, die flr die regulatorischen
Proteine Tat, Rev und Nef kodieren. Diese werden im Zytoplasma translatiert und
gelangen wieder in den Zellkern. Dort regulieren sie die Transkription und fiihren zur
Bildung von einfach- und ungespleifiten mMRNAs, die zum einen fur die Strukturproteine

und die akzessorischen Polyproteine kodieren und zum anderen als Virusgenom dienen.

13
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Ausgehend von diesen mRNAs werden die Gag und Gag/Pol-Polyproteinvorléufer
gebildet. Diese lagern sich mit der vollstdndigen, ungespleissten RNA an der
Zellmembran an und es kommt zur Zusammenlagerung von unreifen
Viruskomponenten, dem sog. assembly. Die entstehenden unreifen Viruspartikel
beinhalten die beiden Vorlauferproteine und die genomischen RNA-Kopien. Nach der
Ausknospung dieses unreifen Komplexes aus der Membran der Zelle vollzieht sich der
eigentliche Reifungsprozess. Die Reifung zum infektiésen Partikel erfolgt durch die
autokatalytische Proteolyse des Gag/Pol-Polyproteins. Dabei bildet sich in einem ersten
Schritt die HIV-Protease, die sich aus dem Vorlauferprotein herausschneidet. Im
AnschluBl daran spaltet die HIV-Protease die Gag- und Gag/Pol-Polyproteine in die
funktionellen Virusproteine. Aus den beiden Vorlauferproteinen entstehen die
Strukturproteine und die beiden Enzyme HIV-RT und HIV-Integrase. Die austretende
Form des Virus ist somit von der infektidsen Struktur des Viruspartikel, der

eintretenden Form, strukturell verschieden (Abb. 3).
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Abb. 3 Replikationszyklus des HIV-1. Modifiziert nach Modrow und Falke, 1997

HIV-1 bindet mit dem gp120/gp41-Komplex (rot) an CD4 (grun) und einen der
Korezeptoren, z.B. CXCR4 (blau). Nach Fusion der Virus- und Zellmembran gelangt
das Capsid in die Zelle. Dort erfolgt die reverse Transkription. Die erzeugte DNA wird
in den Zellkern transportiert. Der Einbau der HIV-DNA in das Zellgenom erfolgt
durch die virale HIV-Integrase. Bei der Virusvermehrung werden zuerst die
regulatorischen Proteine Tat, Rev und Nef exprimiert. Diese Proteine regulieren die
Bildung der Gag-, Pol-, Env-, Vif-, Vpu- und Vpr-Genprodukte. Das gp41 und das
gp120 werden aus dem gemeinsamen gpl60-Vorlaufer gebildet und in die
Zellmembran eingebaut. Die Prozessierung der Vorlauferproteine Gag und Gag/Pol
erfolgt nach der Freisetzung durch die HIV-Protease.
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1.5 Der Zelltropismus des HIV-1

Schon frih nach Entdeckung des HIV-1 wurde beobachtet, dass aus dem Blut von
Patienten isolierte HI-Viren in vitro unterschiedliche Replikationseigenschaften zeigten.
So zeigten manche Viren langsame Replikationskinetiken. Diese langsamen Viren
konnten sowohl in T-Zellen als auch in Makrophagen kultiviert werden. Diese
Eigenschaft unterschied sie von den schnell wachsenden Viren, die nur in T-Zell-
kulturen replizieren konnten. Daher wurde in einer ersten Nomenklatur zwischen T-
tropen und M-tropen Virusvarianten unterschieden (Cheng-Mayer et al., 1988; Connor
et al., 1994; Fenyo0 et al., 1988). Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal war die Bildung
von mehrkerniger Riesenzellen, den Synzytien. T-trope Viren verursachten in
Zellkulturen die Bildung von Synzytien, wahrend bei M-tropen Viren dieses Phanomen
nicht beobachtet wurde. Sie wurden daher als NSI (non syncytium inducing)-Viren
bezeichnet. Die von den T-tropen SI (syncytium inducing)-Viren induzierten
Riesenzellen dienten in-vitro als ein sehr leichtes Unterscheidungsmerkmal zwischen
den beiden Phanotypen. Interessant war die Beobachtung, dass zu Beginn der HIV-1
Infektion die M-tropen, NSI Virustypen dominieren (Scarlatti et al., 1997). Nach einer 2
bis 10 Jahre andauernden asymptomatischen Phase findet ein Wechsel des viralen
Phénotyps statt, und es finden sich neben den NSI-Viren auch die T-tropen SI-Viren in
Patienten (Scarlatti et al., 1997, Bjorndal et al., 1997, Tersmette et al., 1989). Einige M-
trope Viren verlieren die Fahigkeit, Makrophagen zu infizieren und veréndern sich zu
einem rein T-tropen Virustyp. Im allgemeinen ist aber der dualtrope Virustyp in der
spaten Phase der HIV-Infektion vorherrschend. Das Auftreten von schnellen Viren des
SI-Typ Korreliert mit dem Fortschreiten der Erkrankung und dem Beginn der AIDS-
Phase (Connor et al., 1993). Aufgrund der Eigenschaft von HIV, verschiedene
Korezeptoren fiir die Infektion von Zellen nutzen zu kdnnen, hat sich die Nomenklatur
der HIV-Typen grundlegend gedndert. Man bezeichnet heute HI-Viren, die nur CXCR4
nutzen kdnnen, als X4-trope Virusvarianten und Viren, die ausschlieflich CCR5 nutzen
kdnnen, als R5-trop. Viren, die beide Korezeptoren nutzen, gelten als dual- oder R5X4-
trop (Murphy et al., 2000). Zusétzlich sind auch multitrope Viren bekannt, die neben
CCR5 und CXCR4 noch weitere Chemokinrezeptoren nutzen konnen (siehe auch Kap.
1.6). CXCR4 und CCR5 gelten jedoch als die beiden wichtigsten Korezeptoren, die von

jedem bislang bekannten HIV-1-Isolat genutzt werden kénnen.
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Zusammenfassend ergibt sich das folgende Bild:

Virustyp Korezeptor- Riesenzell- Replikations-
Nutzung Bildung Kinetik

R5-trop/NSI CCR5 - langsam

X4-trop/Sl CXCR4 + schnell

1.6 Die HIV-1 Rezeptoren
Als primérer HIV-Rezeptor wurde das CD4 Molekil in der Membran der Ty-Zellen
identifiziert (Klatzmann et al., 1984a). CD4 gehort zu der Immunglobulin-Superfamilie

und ist ein Oberflachenmarker der T-Helferzellen

Als sekundédre HIV-Rezeptoren wurden eine Anzahl von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren aus der Familie der 7-Transmembranproteine identifiziert. Dabei handelt es
sich um die Proteinfamilie der Chemokinrezeptoren. Diese Familie besteht aus Gber 200
verschiedenen Membranproteinen, deren Funktion die Bindung von Chemokinen ist
(chemoattractant cytokines) (Berger et al., 1999; Murphy et al., 2000). Diese, aus ca.
60-75 Aminosdauren bestehenden Proteine gehtren zur Familie der Cytokine. Die
Nomenklatur der Chemokine leitet sich aus der Aminosauresequenz ab, in der zwei
Cysteinreste entweder direkt nebeneinander (CC-Chemokin) oder durch ein oder drei
beliebige Aminoséuren voneinander getrennt liegen (CXC- bzw. CX3C-Chemokine).
Der erste Chemokinrezeptor, der als HIV-1 Korezeptor identifiziert wurde, ist CXCR4,
das auf T-Lymphozyten lokalisiert ist (Feng et al.,1996; Berson et al., 1996) (Abb. 4).
Der natiirliche Ligand des CXCR4 ist das CXC-Chemokin SDF-1. In vitro wurde
gezeigt, dass sich die Infektion von CXCR4-positiven Zellen durch die Gabe von SDF-1
verhindern lasst. Bald darauf beobachteten Alkhatib und seine Mitarbeiter (1996), dass
die CC-Chemokine MIP-1a, MIP-1(3 und RANTES, die die Liganden fiir CCR5 sind
(Abb. 4), die HIV-Infektion mit R5-tropen Viren inhibieren. Diese Ergebnisse fuhrten
zur ldentifikation von CCR5 als einem weiteren HIV-1 Korezeptor (Alkhatib et al.,
1996; Choe et al., 1996; Deng et al., 1996).
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Neben diesen beiden Chemokinrezeptoren, die von allen bislang identifizierten HIV-1
Isolaten genutzt werden konnen, wurden bislang 15 weitere Chemokinrezeptoren
identifiziert, die als zusatzliche HIV-Korezeptoren fungieren kénnen (Abb. 5). Diese
Rezeptoren werden von HIV jedoch niemals als alleiniger Korezeptor, sondern immer
in  Zusammenhang mit den beiden Haupt-Korezeptoren genutzt. Zu diesen
Chemokinrezeptoren zahlen die CC-Chemokinrezeptoren CCR2b (Chen et al., 1998;
Doranz et al., 1996), CCR3 (Choe et al., 1996), CCR8 (Rucker et al., 1997) und CCR9
(Choe et al., 1998), die Rezeptoren GPR15 (BOB) und STRL33 (BONZO) (Deng et al.,
1997) sowie der CX3C-Chemokinrezeptor CX3CR1 (Reeves et al., 1997; Rucker et al.,
1997). Die in vivo Funktion und die Bedeutung dieser Chemokinrezeptoren ist bislang

noch nicht bekannt.

Entscheidend dafir, welcher Korezeptor bzw. welche Korezeptoren von HIV-1
gebunden werden, ist die dritte variable Region des Oberflachenproteins gp120, der
sogenannte V3-Loop (Shioda et al., 1991; Cheng-Mayer et al.,1990; Cocchi et al.,
1996). Der V3-Loop ist eine Schleife aus 35-37 Aminosduren, die von einer
Disulfidbriicke gebildet wird. Diese Region des gp120 bestimmt, welcher Korezeptor
genutzt werden kann. Tauscht man den V3-Loop eines R5-tropen Virus gegen die eines
X4-tropen Virus aus, so besitzt das resultierende Virus die X4-trope Eigenschaft des
Virus, aus dem der V3-Loop stammt (Cocchi et al., 1996). Der V3-Loop kann nicht nur
gegen andere V3-Loops ausgetauscht werden, es lassen sich auch die Sequenzen der
Chemokinliganden SDF-1 und MIP-1a inserieren. Viren, die die 65 Aminosduren des
MIP-1a anstelle des V3-Loops tragen, konnen CCR5-exprimierende Zellen infizieren.
Analog dazu waren Viren, deren V3-Loop gegen Sequenzbereiche von SDF-1
ausgetauscht wurden, in der Lage, in CXCR4-positiven Zellen zu replizieren
(Yonezawa et al., 2001). Die direkte Interaktion des V3-Loops an die Korezeptoren
konnte durch die Bindung von V3-Loop-Peptiden an CCR5 bzw. CXCR4 gezeigt
werden (Sakaida et al., 1998; Rabehi et al., 1998; Meyer et al., unveroffentlichte
Daten).
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A)

B)

CXC-Chemokin CC-Chemokin

CXC-Chemokin CC-Chemokine
SDF-1 Rantes, Mip-1a, Mip-1B

CXCR4 CCRS

Abb. 4 HIV-Korezeptoren und deren Liganden
A) Die Chemokine werden aufgrund der Aminosduresequenz der beiden

B)

benachbarten Cysteine in die CXC- (links) oder CC-Chemokine (rechts) unterteilt.

Das CXC-Chemokin SDF-1 ist der Ligand von CXCR4. Die CC-Chemokine
RANTES, MIP-1a und MIP-13 sind Liganden von CCR5. Die
Chemokinrezeptoren werden analog hierzu als CC- und CXC-Rezeptoren
bezeichnet. Die beiden Haupt-Korezeptoren fir HIV-1 sind der CC-Rezeptor
CCRS5 (grun) und der CXC-Rezeptor CXCR4 (rot).
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Korezeptoren Liganden Vorkommen

CCR2b MCP-1, -2, -3, -4 PBL, Mo, Ma

CCR3 Eotaxin-1, -2, RANTES PBL, Mo, Ma
MCP-2, -3, -4 primZ

CCR5 RANTES, PBL, Mo, Ma
MIP-1qa, -13, MCP-2 primZ

CCRS8 1-309 Mo, Ma

CCRY ccl19 PBL

CCR9 TECK ?

CXCR4 SDF-1q, -1 PBL, Mo, Ma

primZ

CX3CR1 Fractalkine PBL, Mo, Ma

APJ ? ?

RDC-1 ? PBL

ChemR23 ? PBL, Mo, Ma

GPR15/BOB ? PBL, Mo, Ma

STRL33/Bonzo ? PBL

BLTR Leukotriene B, PBL

us28 RANTES,

MIP-1a, -13, MCP-1

(PBL, Mo, Ma)*

Abb. 5

PBL:

Mo:

Ma:

primZ:
*

Mogliche HIV-1 Korezeptoren
Neben dem CD4 Protein benotigt HIV einen Korezeptor fir die Infektion von Zellen.
Als Korezeptor konnten 15 verschiedene Chemokinrezeptoren identifiziert werden, die
sich auf Periphere Blutlymphozyten oder Monozyten/Makrophagen befinden. Die
Eigenschaft, als Korezeptor fur HIV zu fungieren, ist entweder durch die Expression
des rekombinanten Proteins in CD4-positiven Zellen oder direkt in priméren Zellen
gezeigt worden.

Periphere Blutlymphozyten,

Monozyten,

von Monozyten abstammende Makrophagen,

primére Zellen,

finden sich nur in Cytomegalovirus infizierten Zellen
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1.7 Die Struktur des HIV-1 Oberflachenproteins gp120
Das HIV-1 Oberflachenprotein gp120 besteht je nach HIV-Variante aus ca. 470-500

Aminosauren und tragt ca. 25 Erkennungssequenzen fir N-Glycosylierungen (siehe
auch Kapitel 1.8). Besonders wichtig fur die viralen Eigenschaften und die
Virusneutralisation sind die variablen Bereiche des gp120. Im gp120 befinden sich finf
variable Regionen V1 bis V5, von denen die Bereiche V1, V2, V3 und V4 durch
Disulfidbriicken zu Schleifen, den sogenannten Loops, geschlossen sind (Abb. 6). Diese
variablen Regionen werden von Bereichen unterbrochen, die innerhalb der
verschiedenen HIV-Typen konserviert sind (C1-C5) (Modrow et al., 1987). Die
Kristallstruktur von gp120 konnte teilweise aufgeklart werden. Kwong und seinen
Mitarbeitern gelang es 1998, ein modifiziertes gp120-Molekil zusammen mit Teilen
des CD4-Molekils sowie einem Antikorper-Fab-Fragment zu kristallisieren. Um das
gpl120 kristallisieren zu kénnen, mussten die variablen Bereich V1/2 und V3 entfernt
und die N-Glycane des gp120 enzymatisch entfernt werden. In dieser, dem Kokristall
zugeordneten Struktur bildet das modifizierte gpl20 eine innere und eine &ufere
Doméne, die durch ein vierstrangiges B-Faltblatt (bridging sheet) verbunden sind. Die
Struktur des V3-Loops, der einen entscheidenden Einfluss auf die Eigenschaften des
Virus hat, konnte durch dieses Modell nicht aufgeklart werden, da dieser Bereich des
gp120 in diesem Modell fehlte. Fur die Replikationsfahigkeit von HIV ist aber gerade
der V3-Loop von entscheidender Bedeutung. HIV-Varianten, in deren gp120 der V3-

Loop deletiert wurde, waren nicht replikationsfahig (Chiou et al., 1992).

Aufgrund von Antikdrperbindungsstudien geht man davon aus, dass die variablen
Bereiche des gpl20 an der Oberflache exponiert sind, wahrend die konservierten
Regionen einen zentralen Kern bilden (Moore und Sodroski, 1996). Die exponierten
Bereiche des gp120 werden dabei durch N-Glycane verdeckt, was die Zuganglichkeit
dieser Bereiche flr Antikdrper beeintrachtigt (Wyatt et al., 1998).
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Abb. 6 Das HIV-1 Hullprotein gp120

Dargestellt ist das gp120 des HIV-Stammes I1IB. Das Hullprotein besteht aus 476
Aminosduren. Die Aminosauresequenz des gp120 1aBt sich in finf variable (schwarz
unterlegt) und sechs konservierte (wei3 unterlegt) Bereiche unterscheiden. Die
variablen Bereiche V1 bis V4 sind Uber Disulfidbriicken zu Schleifen, den sog. Loops
geschlossen. Zwischen den variablen Bereichen liegen die konservierten Regionen C1-
C6. Eine besondere Bedeutung fir die Eigenschaften von HIV-1 hat die dritte variable
Region, der sog. V3-Loop. Die Sequenz des V3-Loops beeinflut die
Korezeptornutzung und stellt das wichtigste immunogene Epitop des gpl20 dar,
welches in Patienten eine dominante Immunantwort induziert.

In der Sequenz des gpl20 findet man 24 Erkennungssequenzen fur die N-
Glycosylierung, NXS und NXT, an die 24 N-Glycane angehéngt werden, die hier mit
,g1° bis ,924* bezeichnet sind. Man unterscheidet zwischen verschiedenen N-
Glycanen, den hochmannosidischen Polysacchariden (O) und den Polysacchariden
vom Komplex-Typ (). Der V3-Loop (rot) besteht aus 35 Aminosauren und einem N-
Glycan vom komplexen Typ. Die flankierenden N-Glycane sind vom
hochmannosidischen Typ.
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1.8 Die N-Glycosylierungen des gp120

Zu den zahlreichen posttranslationalen Modifikationen, die bei der Proteinsynthese
erfolgen kdnnen, gehort auch die N-Glycosylierung des Proteins. Die Glycosylierung
der Proteine erfolgt im endoplasmatischen Retikulum (ER) und im Golgi-Apparat. Als
N-Glycosylierungsignal werden die Aminoséuremotive NXS und NXT erkannt, wobei
X jede Aminosaure aufler Prolin und Asparaginséure sein kann. Das N-Glycan wird
Uber eine N-glycosidische Bindung an das Asparagin (N) des N-
Glycosylierungsmotives angehangt. N-Glycane an dem gp120 machen mehr als 50%
des Molekulargewichtes aus (Lasky et al., 1986; Mizuochi et al., 1988; Geyer et al.,
1988). Es ist bekannt, dass in eukaryotischen Zellen durchschnittlich 90% der
Erkennungssequenzen fiir die N-Glycosylierung genutzt werden (Gavel und von Heijne,
1990). Untersuchungen zur N-Glycosylierung des gpl120 haben gezeigt, dass alle
vorhandenen N-Glycosylierungsstellen genutzt werden. In Eukaryoten findet man
verschiedene Formen von N-Glycanen, hauptsachlich vom hochmannosidischen,
komplexen und hybriden Typ (Abb. 7). Alle Formen haben ein identisches Kern-
Oligosaccharid, das sich aus zwei N-Acetylglucosamin- und drei Mannoseeinheiten
zusammensetzt. An die Mannoseeinheiten sind dann, je nach N-Glycosylierungstyp,
verschiedene Zuckerbausteine angehangt. Der hochmannosidische Typ besteht
ausschliel’lich aus Glucose- und Mannoseeinheiten, die in zwei bis drei Antennen an
das Kern-Pentasaccharid angehangt sind. Der komplexe Typ weist dagegen Strukturen
mit bis zu vier Antennen auf, die neben Mannose und Glucose auch N-
Acetylglucosamin und Fucose, sowie endstéandige Sialinséuren tragen. Bei der hybriden
Form handelt es sich um eine Mischform von komplexen und hochmannosidischen
Glycanen (Abb. 7). Innerhalb dieser Hauptformen findet man eine Vielzahl von
Varianten, die sich vor allem in der Zusammensetzung und Verzweigung der
Oligosaccharide unterscheiden. Dadurch ergibt sich eine Vielzahl von verschiedenen N-
Glycanen auf einem Protein, weswegen man auch von einer Mikroheterogenitét der N-
Glycosylierung spricht. Abbildung 8 zeigt eine schematische Darstellung der
Mikroheterogenitat von N-Glycanen, wie sie auf rekombinantem und virus-assoziiertem
gpl120 gefunden wurden. Analysen haben gezeigt, dass sich auf gpl120, das in der
embryonalen Stammzelllinie H9 exprimiert wurde, mehr als 50 verschiedene Varianten

der drei Hauptformen der N-Glycane befinden (Abb. 8). Die enorme Variabilitit der
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Aminosauresequenz, die die verschiedenen HIV-Varianten und Subtypen auszeichnet,

wird durch die Komplexitat der N-Glycosylierung weiter gesteigert.

Viren verfiigen nicht Uber eigene Enzyme fiir die Prozessierung ihrer Hullproteine,
sondern benutzen den Syntheseapparat der Wirtszellen. Die viralen Oberflachenproteine
gp41 und gp120 sind die einzigen HIV-Proteine, die das ER und den Golgi-Apparat der
Wirtszelle durchlaufen. Sie werden wie die zelluldren Proteine prozessiert und
modifiziert. Die Zusammensetzung und Mikroheterogenitat der N-Glycane auf den

Virusproteinen unterscheidet sich somit nicht von denen der zellul&ren Proteine.

Fur das HIV-1 Oberflachenprotein wurde ein Einflu der N-Glycosylierung auf die
korrekte Faltung und damit auf die CD4-Bindung beschrieben (Li et al., 1993). Wurde
gp120 von Zellen gebildet, die Proteine nicht glycosylieren konnten, war gp120 nicht in
der Lage, an CD4 zu binden. Enzymatisch deglycosyliertes gp120 dagegen bindet in
gleichem Malle an CD4, wie die glycosylierte Form (Fenouillet et al., 1989, 1990,
1991; Li et al.,1993). Der EinfluR von einzelnen N-Glycanen des gpl20 auf die
Replikationsfahigkeit der Viren konnte fir CXCR4-trope HIV-1 Laborstimme gezeigt
werden. Elimination von N-Glycanen V1/2 und V3 Bereich des gp120 von HIV-1yi4-3
und HIV-1pxg, fuhrten zu einer verminderten Replikationsfahigkeit dieser Viren
(Willey et al., 1988; Lee et al., 1992).

Die Funktion der N-Glycane des gp120 war zu Beginn der Arbeit nur wenig untersucht.
Es gab jedoch Hinweise darauf, dass diese Zuckerstrukturen eine wichtige Rolle fir die
Funktion der Immundefizienzviren haben. Fur das Hullprotein gp130 des SIV konnte
gezeigt werden, dass die Entfernung der N-Glycosylierung im V1/V2 Bereich des SIV
gp130 zu einer drastischen Abnahme der Viramie im Affen fuhrte (Reitter et al., 1998).
Viren ohne diese N-Glycosylierung waren hochimmunogen und die induzierte humorale
Immunantwort war in den infizierten Tieren entsprechend stark ausgeprdgt. Nach
einiger Zeit wurde jedoch ein Ansteigen der Viruslast in diesen Tieren beobachtet. Die
Analyse ergab, dass sich in den infizierten Tieren eine Virusvariante gebildet hatte,
welche im Bereich des eliminierten N-Glycans wieder eine N-Glycosylierungstelle
besaR. Dies verursachte einen Schutz vor der humoralen Immunantwort. Diese Arbeiten
zeigten zum ersten Mal eine Bedeutung der N-Glycane fur die Infektion mit

Immundefizienzviren. Bei SIV scheint der VV1/VV2-Bereich immundominant zu sein und
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tbernimmt bei diesem Immundefizienzvirus die Rolle, die der V3-Loop fir das HIV-1
spielt. Um die Rolle der immunogenen Bereiche von HIV-1 in vivo untersuchen zu
kdnnen, wurden Virus-Chimaren generiert, die unter anderem env-Bereiche des HIV-1
Gens in dem Hintergrund der SI-Viren trugen. Untersuchungen mit diesen sog. SHIV-
Varianten haben gezeigt, dass bei humanem gpl120 der V3-Loop das Epitop fur
neutralisierende Antikorper ist. N-Glycane im V3-Bereich blockieren neutralisierende
Antikorper, so dass SHIV-Varianten, die in diesem Bereich N-Glycane tragen, im

Tierexperiment der Immunantwort entkommen (Cheng-Mayer et al., 1999).
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Abb. 7 Formen der N-Glycosylierungen

Bei der N-Glycosylierung unterscheidet man prinzipiell drei Formen: Den High
Mannose- oder hochmannosidischen Typ, den Hybrid-Typ und den komplexen Typ.
Die Darstellung gibt die mdglichen Verknupfungen der Zucker an. Ausgehend von
einem Kern-Pentasaccharid, das aus zwei N-Acetylglucosamin- und drei
Mannoseeinheiten besteht, werden die verschiedenen Zuckerstrukturen aufgebaut.

Asn: Asparagin; GIcNAc: N-Acetylglucosamin;  Man: Mannose;
Gal: Galaktose;  NeuAc: Neuraminsaure; Fuc: Fucose
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Abb. 8

Die verschiedenen Formen der N-Glycosylierung des gp120

Dargestellt sind die verschiedenen Formen der N-Glycane wie sie auf rekombinantem
gp120 aus CHO (chinese hamster ovary)-Zellen und virusassoziiertem gp120 aus H9-
Zellen identifiziert wurden.

[ Schwarzer Rahmen | Glycane, die auf rekombinantem und virus-assoziiertem
gp120 gefunden wurden.
:G:eszri:chEItErI?aE\rﬁerE : Glycane auf virus-assoziiertem gp120.
Alle anderen gefunden auf rekombinantem gp120 (Abb. aus Ten Feizi et
al., 1990).
| N-Acetylglucosamin
@) Mannose
o Galaktose
A Fucose
+ bezeichnet Zucker, die zu 90% Fucose tragen
[ bei den mit Klammern markierten Glycanen konnte die Position der

Monosaccaride (Mannose) oder der Disaccaride (Galaktose/N-
acetylglucosamin) nicht exakt bestimmt werden.
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1.9 V3-Loop Glycosylierung von Primaren HIV-1 Isolaten

In friheren Arbeiten von Harm Miller (Miller, 1999) wurden verschiedene
Primarisolate aus peripherem Blut von HIV-Infizierten angeziichtet. Der Phéanotyp
dieser Varianten wurde durch Infektionsstudien in GHOST-Indikatorzellen, die neben
CD4 jeweils einen der bekannten HIV-Korezeptoren exprimierten, bestimmt. Zusatzlich
wurde die Aminosduresequenz des V3-Loops der angezichteten Viren durch
Sequenzierung ermittelt. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die V3-Loop-Sequenzen

und die Korezeptornutzung der verschiedenen Primérisolate.

Die isolierten Viren wurden aufgrund ihren Phanotyps in zwei Gruppen aufgeteilt. Die
CCR5-monotropen Viren konnten neben CCR5 keine weiteren Korezeptoren nutzen.
Alle anderen Viren konnten CXCR4 als Korezeptor nutzen. Eines der Primarisolate (PI-
930) war CXCR4-monotrop und konnte ausschliesslich Zellen infizieren, die CXCR4
exprimierten. Weitere vier Isolate waren R5X4-dual- oder multitrop. Neben
Unterschieden im viralen Phé&notyp wurden auch deutliche Unterschiede in der
Aminosauresequenz des V3-Loops gefunden. Ein besonderes Merkmal der Viren, die
CXCR4 nutzen konnten, war die Haufung von Mutationen, die die Glycosylierungs-
stelle im V3-Loop betrafen. Bei allen CCR5-monotropen Isolaten war die N-
Glycosylierungsstelle an Position g15 hochkonserviert. Dagegen wiesen die CXCR4
nutzenden Viren Mutationen im Bereich der N-Glycosylierungsstelle an Position g15
auf, die zu einer Zerstorung des N-Glycosylierungmotives fuhrte. Dieser
Zusammenhang zwischen N-Glycosylierung und CCR5-Korezeptornutzung liel} darauf
schlielen, dass die N-Glycane im Bereich des V3-Loop eine Rolle fir die Korezeptor-

nutzung spielen.
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Tabelle1 Aminosauresequenzen und Korezeptornutzung von HIV-1

Primarisolaten
HI V- Kor ezept or - . .
| sol at @ nut zung V3- Loop- Am nosaur esequenz
CTRPNNNTRK Sl . HI . . GPG RAFYATGAI I GDI . RQAHC
Pl - 903 CCR5  ---e------ G.-l1..--- STN------- ---.S5---
Pl -918 CCR5 ----5---- T B E-- ---.-----
PI-970 CCR5 ----S5---- e B E-- ---.-----
Pl -991 CCRY -mee----- R--.Pl..--- ----T-D--V ---.-----
Pl - 990 CCR5  --eeee---- -- N - - VT R
Pl -951 CCR5 ----H---- - N - --WT--- - R
Pl - 952 CCR5, CXCR4 I R.TL..--- -VL-T--E- ---.-K---
CCR5, CCR3,
Pl -932 CXCR4, Bob. -l--HTVID R.-1..--- -SHI-RK-K ---,-----
Bonzo
PI - 930 CXCR4 ----YR-AKH R-MI..--- ------ NVKG NI K. . ----
CCRS,
Pl -910 ----SIK-R -V.RI..--- -S1-AR-AT ---.-K-Q
CCR3, CXCR4,
PI-911 CCR5, CCR3,CXCR4 ----SIX-R -V.RI..--- -S|--RA-T ---.-K-Q
a

bei den HIV-1 Isolaten handelte es sich um Primarisolate (PI), die aus dem
peripheren Blut von HIV-1 infizierten Personen angeziichtet werden konnten
(Maller, 1999)
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1.10 Ziel dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung der N-Glycosylierung im V3-
Bereich des HIV-1 Hiullproteins gpl20 fir die Korezeptornutzung und
Neutralisierbarkeit von HIV-1 zu untersuchen. Zu diesem Zweck sollten zunachst NL4-
3-Chimaren hergestellt werden, die CXCR4, CCR5 bzw. beide Korezeptoren nutzen
konnten. Dazu sollten die V3-Bereiche von charakterisierten X4-, R5-, und R5X4-
tropen HIV-1 Primérisolaten in den Hintergrund des gut charakterisierten X4-tropen

HIV-1 Laborstammes NL4-3 kloniert werden.

Die resultierenden NL4-3 Chimdren mit unterschiedlicher Korezeptornutzung sollten
verwendet werden, um rekombinante Virusvarianten herzustellen, die sich in der N-
Glycosylierung des V3-Bereiches unterscheiden. Die Aminosauresequenz des V3-
Bereiches sollte daflir durch zielgerichtete Mutagenese derart verédndert werden, dass
die N-Glycosylierungsmotive NXS und NXT eliminiert oder eingefligt werden. Die
Eigenschaften der so hergestellten VV3-Glycovarianten sollten anhand von Korezeptor-

exprimierenden GHOST- und U87-Indikatorzelllinien untersucht werden.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, zu untersuchen, welche Rolle die
Aminosauremutationen YRNA, SIQK, und HTNV spielen, die bei CXCR4-nutzenden
Primarisolaten an der Position g15 gefunden wurden. Dazu sollten NL4-3 Mutanten
hergestellt werden, die anstelle der Sequenz NNNT an Position g15 des Laborstammes
NL4-3 die Aminoséuremotive der CXCR4-nutzenden Primarisolate trugen. Diese Viren
sollten ebenfalls auf ihre Replikationseigenschaften und ihre Neutralisierbarkeit durch

HIV-1 neutralisierende Antikorper untersucht werden.

Durch diese Vorgehensweise sollte geklart werden, welche Bedeutung die N-

Glycosylierung im V3-Bereich des gp120 fur die HIV-Infektion hat.

30



MATERIALIEN

2 Materialien

2.1 Bakterien und Zellen

2.1.1 Bakterien
Bakterienstamm Phénotyp Medium  Herkunft/Referenz
E.coli XL-1 Blue (recAl endAl gyrA96 thi-1 LB- Stratagene,
hsdR17 supE44 relAl lac Medium  (Heidelberg)
[F'proAB laclZAM15 Tn10
(Tet)]
2.1.2 Zellen
Zelllinie Charakterisierung Medium  Herkunft/Referenz
HeLaP4-CCR5 humane Zervixkarzinom DMEM  zur Verfligung
Zelllinie gestellt von M.
Dittmar
GHOST/parental
humane Osteosarkom-
GHOST/CXCR4 Zelllinie stabil transfiziert — 5\en ceciliaetal., 1098
mit CD4 und CXCR4 bzw.
GHOST/CCR5 CCR5
U87/parental
humane Gliom-Zelllinie
U87/CXCR4 bil fizi it CD4
stabil transfiziert mit DMEM  Deng et al., 1996
U87/CCR5 und CXCR4 bzw. CCR5

31



MATERIALIEN

2.2 Enzyme

BstEIl, BamHI Roche, Mannheim

Nhel, Bglll , Xbal MBI-Fermentas, Vilnius, Litauen
Pfu DNA Polymerase Promega, Mannheim

Taq DNA Polymerase MBI-Fermentas, Vilnius
HotStar-Taq DNA Polymerase Qiagen, Hilden

T4 DNA Ligase MBI-Fermentas, Vilnius
Proteinase K Merck, Darmstadt

Fur alle Enzymreaktionen wurden die jeweils mitgelieferten Reaktionspuffer nach

Angaben des Herstellers verwendet.

2.3 Plasmide

pNL4-3 mit modifiziertem env-Gen Adachi et al, 1986, modifiziert zur
Verfligung gestellt von H.-G. Krausslich

pUChwm Zur Verfugung gestellt von H. Mller
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A)
BstEll
LacZ Byl
MCS Hindlll
BamHl
Amp
Ori
B)

{BstEII |ngIII |7Hindlll ‘rBamHI

AGCTATTGGGTCACCAGATCTAAGCTTGCTCGAGGGATCCGAATTC

| I | | | | I | |
5 10 15 20 20 30 35 40 45

Abb. 9 Schematische Darstellung des Vektors pUCyy

Der Vektor pUC18ym wurde fur die Insertion des env-Bereiches von NL4-3 in einen
Vektorhintergrund bendtigt, in dem die Restriktionsschnittstellen Bglll und Nhel, die
fur die Herstellung der V3-Glycomutanten benétigt wurden, nicht vorhanden waren.

A) Vektorkarte des Vektors pUCum. Die multiple cloning site ist modifiziert, so dass

das env-Gen von NL4-3 in diesen Vektor Ubertragen werden konnte. Amp:
Ampicillin-Resistenzgen, Ori: Replikationsursprung (Origin)
B) modifizierter Klonierungsbereich (MCS, multiple cloning site), des Vektors

pUChm der sich fur die Ubertragung des NL4-3 env-Bereiches (iber die
Restriktions-Schnittstellen BstEIl und BamHI eignete.
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A)
Bglll
pUC18-fragment
Byl p N L4'3
14171 bp
Bgll
BamHl BstEll
B)
Affll
— Apall EcoRI  Xbal Munl
BstEll Pstl Bell Bglll | Nhel Miul Hindlll BamH|I
6567 | 6813 7215 7644 8130 8465
6325 6611 6967 7251 7725
6687 7032

Abb. 10  Vektor pNL4-3

Der Vektor pNL4-3 hatte das gesamte Genom des HIV-1 Laborstammes NL4-3 in
einen pUC18-Vektor inseriert. Der Vektor verfugte tber das Ampicillin-Resistenzgen
und den Replikationsursprung (Origin, Ori) des pUC18 Vektors (nicht gezeigt). Das
env-Gen von NL4-3 konnte Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und BstEll
ausgetauscht werden.

A) Vektorkarte des Vektors pNL4-3, die Bereiche der HIV-1 Gene sind als Pfeile

dargestelit.

B) modifizierter env-Bereich mit zusatzlichen Restriktionsschnittstellen.
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2.4 Seren

Anti-p24-Kaninchenserum zur Verfugung gestellt von H.-G. Kréusslich

HIV-1 Positivserum Serumgemisch aus 40 Seren HIV-1 infizierter
Personen

HIV-1 Negativserum Serumgemisch aus 40 Seren HIV-1 negativer
Personen

Alle Seren wurden fir 30 min. auf 56°C erhitzt, um die enthaltenen
Komplementfaktoren zu inaktivieren. Vor dem Gebrauch wurden die Seren aullerdem

uber einen Filter mit einer PorengroRe von 0,2 pum sterilfiltriert.

2.5 Antikorper

Anti-HIV-1-p24, D7320 (Schaf) Biochrom, Berlin
Anti-HIV-1-p24, monoklonal (Maus) Aalto, Dublin, Irland
Anti-Maus 1gG, B-Galaktosidase konjugiert Southern Biotech, Birmingham
(Ziege)

Anti-Kaninchen 1gG, alkalische Phosphatase Sigma-Aldrich, Minchen

konjugiert (Ziege)

2.6 Chemokine
SDF-1 Strathmann, Hamburg

2.7 verwendete Reaktionssysteme

NucleoSpin-Plasmid Miniprap Kit Macherey-Nagel, Diren
NucleoSpin Extract Kit Macherey-Nagel, Diren
PCR-Purification Kit Roche, Mannheim

CEQ2000 DTCS-QuickstartKit Beckmann Coulter, Fichtenheim
GeneRuler™ 100 bp-plus DNA Leiter MBI-Fermentas, Vilnius
GeneRuler™ 1000 bp-plus DNA Leiter MBI-Fermentas, Vilnius
Alkalische Phosphatase Substrat Kit Bio Rad, Munchen

Fugene® 6 Tranfektionsreagenz Roche, Mannheim
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2.8 Oligonukleotide

Oligonukleotide zur Erstellung des Klonierungsvektors AV3-pUCenv
#6883 5*-GATCTATAGGCGCGCCATT

#6884 5‘-CTAGAATGGCGCGCCTATA

Oligonukleotide zur Erstellung des Klonierungsvektors Aenv-pNL4-3
#8603 5‘-GTCACCGGCGCGCCG

#8604 5‘-GATCCGGCGCGCCG

Oligonukleotide fir die V3-Loop Amplifikation und Sequenzierung
#8693 5*-CCAATTCCCATACATTATTGTGCC

#8694 5*-ATACATTGCTTTTCCTACTTCCTGC

Oligonukleotide fir die Einfuhrung der Restriktionsschnittstellen Bglll
und Nhel (f-forward Primer, r-reverse-Primer)

NL4-3 f 5*-AAGATGTAGTAATTAGATCTGCCAAT
NL4-3r 5*-AAATTGTTCTCTTAATTTGCTAGCTAT
P1-918 f 5‘-GAAGAGATAGTAAATAGATCT

P1-918 r 5*-TCCTAATTTGCTAGCTATGTG

P1-930 f 5*-GAAGAGATAGTAATTAGATCT

PI1-930 r 5*-CTCTTAATTTGCTAGCTATCTG

P1-952 f 5*-GGTAGTAATTAGATCTGCCAATTTCTCG
P1-952 r 5*-CCTCTTAATTTTGCTAGCTACCTG
P1-991 f 5-GAGATAGTAATTAGATCTGAAAATT

PI-991 r 5-AAATTGTTCTCTTAATTTGCTAGCTAT
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NL4-3
gl3f

gl3r
915gstrf
915gsTT r
915unTv
g15uNTV I
015510k
915si0k I
915vrnaf
915vrNa T
915z f
915nn1 ¥
915wk f
915NNk I
gl7r

NL-918
gl5f

gl5r

NL-930
gl3f

gl3r
915nnT f

g15nNT I

Oligonukleotide zur Substitution von N-Glycosylierungsstellen

5‘-GTACAGCTGCAAACATCTGTAGAAATT
5‘-AATTTCTACAGATGTTTGCAGCTGTAC
5*-TGTACAAGACCCGGATCTACAACAAGA
5*-TCTTGTTGTAGATCCGGGTCTTGTACA
5*-TGTACAAGACCCCACAACACTGTAAGA
5*-TCTTACAGTGTTGTGGGGTCTTGTACA
5*-TGTACAAGACCCTCCATCCAAAAAAGA
S.-TCTTTTTTGGATGGAGGGTCTTGTACA
5*-TGTACAAGACCCTACAGGAATGCAAGA
5-TCTTGCATTCCTGTAGGGTCTTGTACA
5*-TGTACAAGACCCAACAACAATATAAGA
S.-TCTTATATTGTTGTTGGGTCTTGTACA
5*-TGTACAAGACCCAACAACAATAAAAGA
5-TCTTTTATTGTTGTTGGGTCTTGTACA

5-CTCTTAATTTGCTAGCTATCTGTTTTAAAGTGGCTTGCCATT

5‘-CAGCCAAAATACAAGAAAAAGT

5¢-ACTTTTTCTTGTATTTTGGCTG

5‘-GTACAACTGCAACAATCTGTAAC
5‘-GTTACAGATTGTTGCAGTTGTAC
5‘-CAAGGCCCTACAATAATACAAAACAC

S*-GTGTTTTGTATTATTGTAGGGCCTTG
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ngQNT f
ngQNT r
gl7f

gl7r

NL-952
gl13f

gl3r
glaf
gldr
g15¢q f
g15qr
gl5, f
915/ r
gl7qf
gl7qr
gl7af
gliar
NL-991
gl3f
gl3r
gl5f
gl5r
gl7f

gl7r

5‘-CAAGGCCCTACCAAAATACAAAACAC

5-GTGTTTTGTATTTTGGTAGGGCCTTG

5‘-AGCATGGCAAAACACTTTAAAACAG

5*-CTGTTTTAAAGTGTTTTGCCATGCT

5‘-GTACAGCTGAAAGAAAGTATA

5*-TATACTTTCTTTCAGCTGTAC

5‘-CTATAAAAATTAATTGTACAAGACC

5‘-GGTCTTGTACAATTAATTTTTATAG

5‘-GACCCAACCAAAATACAAGAAAACG

S*-CGTTTTCTTGTATTTTGGTTGGGTC

5‘-GACCCAACAACAATATAAGAAAACG

5-CGTTTTCTTATATTGTTGTTGGGTC

5*-TGGCAAAACACTTTATACCAG

5*-CTGGTATAAAGTGTTTTGCCA

5‘-TGGAATAACGTCTTATACCAG

5‘-CTGGTATAAAGCGTTATTCCA

5*-GTACAGCTGCAAGAATCTGTAG

5‘-CTACAGATTCTTGCAGCTGTAC

5‘-GACCCAACCAAAATACAAGAAGAAG

S*-CTTCTTCTTGTATTTTGGTTGGGTC

5*-CAATGGCAAAACACTCTAGAGCAGATAGCTAGCAAATTAAGAG

5*-CTCTTAATTTGCTAGCTATCTGCTCCTCTAGAGTGTTTTGCCATTG
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#8693

#8694

#8724

#8694

Oligonukleotide fir die pUC-env PCR-Analyse (3.1.10.3)
5-CCAATTCCCATACATTATTGTGCC

5*-ATACATTGCTTTTCCTACTTCCTGC

Oligonukleotide fir die pNL4-3 PCR-Analyse (3.1.10.3)
5-AGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAG

S*-ATACATTGCTTTTCCTACTTCCTGC

Alle Oligonukleotide wurden mit einem Multipla Oligo Synthesis System (PE

Biosystems, Weiterstadt) mit Chemikalien der Firma Proligo (Hamburg) synthetisiert.
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2.9 Chemikalien

Agarose, ultrapure
Ampicillin-Dinatriumsalz
Bacto Agar

Bacto Trypton
Desoxyribonukleotide (dNTPs)
Dimethylsulfoxid (DMSQO)
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Glycerol

H,0 ad inject

Hefeextrakt

Penicillin

Streptomycin

Tween 20

Gibco BRL, Eggenstein

Roth

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
MBI Fermentas, Vilnius
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt

Braun

Becton Dickinson, Heidelberg
Gibco, BRL, Eggenstein
Gibco, BRL, Eggenstein

Serva, Heidelberg

Weitere verwendete, nicht aufgefiinrte Chemikalien hatten den Reinheitsgrad ,,zur

Analyse* und wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen) oder

Roth (Karlsruhe) bezogen.

2.10 Plastikwaren

Plastikwaren fur die molekularbiologischen Arbeiten und die Kultivierung von

Bakterien und Zellen wurden den Firmen Greiner (Solingen), Eppendorf (Hamburg),
Nunc (New York) USA und TPP (Trasadingen, CH) bezogen. Fir die Zellkultur wurden

steril verpackte Einwegmaterialien verwendet.
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2.11 Medien

2.11.1 Medien fur die Zellkultur

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
High Glucose (Gibco, BRL, Eggenstein)

RPMI 1640 Rosewell Park Memorial Institute
Medium 1640 (Gibco, BRL, Eggenstein)

2.11.2 Medien fur die Bakterienkultur

YT-Medium 8 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl ; pH 7,0
dYT-Medium 16 g/l Bacto-Trypton; 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl ; pH 7,0
LB-Medium 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl ; pH 7,0

LB-Agar 10 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, 15 g/l Bacto-
Agar; pH 7,0

SOB-Medium 20 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KClI,
10 mM MgCl;, 10 mM MgSO, ; pH 6,7- 7,0

Die Medium wurden mit H,O ad inject. angesetzt und bei 121 °C und 1,5 bar fir 20
Minuten autoklaviert. Nach Bedarf wurde nach dem Abkihlen 200 mg/l Ampicillin -

Dinatriumsalz zugesetzt.
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2.12 Verwendete Puffer

TAE-Puffer (50x)

PBS-Puffer (10x)
PBS/Tween
Coating-Puffer
Blocking-Puffer

TB-Puffer

DNA-Ladepuffer

fur Agarosegele

X-Gal

Substratlosung

Lysispuffer

2 M Tris-base, 0,25 M Essigsaure, 0,05 M EDTA

120 mM NaCl, 17 mM Na;HPO,4, 3 mM KH,PO,, pH 7,2
1xPBS-Puffer, 0,5 % Tween 20

150mM Na,HCOs3, pH 8,5-9

PBS, 0,5 % Tween 20, 10 % FKS

10 mM Pipes, 55 mM MnCl;, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl,
pH 6,7 mit 5SN KOH vor der Zugabe des MnCl; einstellen.

0.09 % Bromphenolblau, 0.09 % Xylencyanol, 60 %
Glycerol, 60 mM EDTA

PBS, 05 mg/ml X-Gal, 3 mM KzFe(CN)g,
3 mM K4F€(CN)6, 1 mM MgCZ

1x PCR Puffer, 1% Tween 20, 10 mg/ml Proteinase K
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Anzucht und Lagerung von Bakterien

Bakterienkulturen wurden aus Einzelkolonien gewonnen. Dazu wurde eine fllssige
Bakterienkultur in Form eines Vereinzelungsausstriches auf eine LB-Agarplatte verteilt
und 12-16 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach dieser Zeit sind aus den vereinzelten
Bakterien Kolonien entstanden. Die Platte konnte flr einen begrenzten Zeitraum mit
Parafilm verschlossen im Kuhlschrank aufbewahrt werden. Fur eine langfristige
Lagerung wurde eine Glycerol-Gefrierkultur angelegt. Dafur wurde eine einzelne
Bakterienkolonie in LB-Medium flr 12-16 h bei 37°C im Bakterienschuttler inkubiert.
In einem sterilen Einfrierréhrchen wurden 0,75 ml der Flissigkultur mit 0,25 ml
sterilem Glycerol vermischt und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Kultur

wurde bei -70°C gelagert.

3.1.2 Préaparation chemisch kompetenter Bakterien
(Inoue et al., 1990)

Von einer am Vortag ausgestrichenen XL-1 Bakterienkultur wurde eine Einzelkolonie
in 5 ml LB-Medium angeimpft und Uber Nacht bei 37°C im Bakterienschuttler
inkubiert. Mit 2,5 ml dieser Vorkultur wurde eine 250 ml Kultur in SOB Medium
angeimpft und bis zu einer ODgyo = 0,6 bei 37°C im Bakterienschttler inkubiert. Die
Bakterien wurden anschlieend in vorgekihlten Zentrifugenbechern sedimentiert
(2500 x g, 10 min, 4°C, Heraeus Sepatech Suprafuge 22), vorsichtig in 80 ml eiskaltem
TB-Puffer resuspendiert und 10 min. auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (2500 x g, 10 min., 4°C Heraeus Sepatech Suprafuge 22) wurden
die Bakterien in 20 ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und DMSO bis zu einer
Endkonzentration von 7 % zugegeben. Nach 10 min. Inkubation auf Eis wurde die
Bakteriensuspension in sterile, vorgekihlte 500 pl Eppendorf-Reaktionsgefale
Uberfiihrt, sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren

Verwendung bei —=70°C gelagert.
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3.1.3 Transformation von E. coli
(Hanahan, 1983)

Es wurden 100ul auf Eis aufgetaute kompetente Bakterien mit Plasmid-DNA (0,1-100
ng) fir 30 min. auf Eis inkubiert. Nach einem 90 s Hitzeschock bei 42°C wurden die
Zellen weitere 2 min. auf Eis inkubiert. Es wurden dann 500 pl LB-Medium
dazugegeben. Nach der Resistenzentwicklung (45 min. bei 37°C) wurden die Bakterien
sedimentiert (5 min. 3800 upm, Heraeus Tischzentrifuge), das Medium bis auf 100-200
ul abgenommen, die Zellen im verbleibenden Medium resuspendiert und auf einer YT-
Agarplatte, der das Selektionsantibiotikum (Ampicillin-Dinatriumsalz, 200 mg/l)
zugegeben war, ausgestrichen. Die Klone konnten nach 16 h Inkubation bei 37°C in die

analytische PCR (3.1.10.3) eingesetzt werden.

3.1.4 Préaparation von Plasmid-DNA
Die Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte nach dem Verfahren der
alkalischen Lyse. Es wurden das Plasmid-Aufreinigungs-Kit ,,NucleoSpin Plasmid“ der

Firma Macherey & Nagel nach Herstellerangaben verwendet.

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

durchgefunhrt.

3.1.6 DNA-Konzentrationsbestimmung

(Sambrook et al., 1989)
Die DNA-Konzentration wurde photometrisch ber die Messung der Extinktion bei
einer Wellenldnge von A=260nm bestimmt. Zusétzlich wurde die Reinheit der aufge-

reinigten Plasmid-DNA (ber die Bestimmung des Quotienten Ezeo nm/E2s0 nm gepruft.

Die DNA-LGsung wurde hierzu 1:100 in Wasser verdinnt und die Extinktion bei den
beiden Wellenldngen in einer Quarzkivette im UV-Spektrometer (Shimazu-160A)

gemessen.
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Bei A = 260 nm entspricht eine Extinktion von Ezs nm=1 einer Konzentration von 35
pug/ml fur einzelstrangige DNA und einer Konzentration von 50 pg/ml fir

doppelstrangige DNA.

3.1.7 Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen
(Sambrook et al., 1989)

Das Schneiden der DNA erfolgte mit sequenzspezifischen Restriktionsendonukleasen.
Die enzymatischen Reaktionen wurden in den fir die jeweiligen Enzyme vom
Hersteller vorgegebenen Puffern durchgefihrt.

Fur einen 10pl Ansatz wurden

1l 10 x Puffer

1-2 ug DNA

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

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

Die geschnittene DNA wurde durch Agarose-Gelelektrophorese (3.1.13.1) tberpruft.

3.1.8 Ligation von DNA
(Bolivar et al.,1977)

T4-Ligase katalysiert die Ausbildung von Phosphodiesterbindungen zwischen einer
freien 5’-Phosphat- und einer benachbarten 3’-Hydroxylgruppe, wodurch DNA-
Fragmente mit glatten oder Uberstehenden Enden miteinander verknlpft werden
konnen.

Die Ligation des linearisierten Vektors mit dem entsprechenden DNA Fragment wurde

in einem 10 pl Ansatz durchgefuhrt: Hierzu wurden

1pl 10x Ligase Puffer
1l T4 Ligase
2 ul linearisierter Vektor(100 ng/pl)
3 ul DNA Fragment
ad 10 pl H,O ad inject.

zusammengegeben.
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Das molare Verhéltnis von Fragment zu Vektor betrug 1:3 bis 1:5. Der Ansatz wurde
Uber Nacht bei 8°C im Kuhlschrank inkubiert und in die Transformation von E. Coli
(3.1.3) eingesetzt.

3.1.9 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Fur die Herstellung kurzer DNA-Fragmente wurden komplementére Oligonukleotide
synthetisiert (2.8). Die Oligonukleotide wurden in gleichen Konzentrationen
zusammengegeben und fir 5 min. auf 70°C erhitzt. Anschliefend wurde der Ansatz
langsam (lber ca. 1h) auf RT abgekilt. Die hybridisierten Oligonukleotide konnten

dann in die Ligation (3.1.8) eingesetzt oder bei -20°C aufbewahrt werden.

3.1.10 Polymerase Kettenreaktion
(Saiki et al., 1988)

3.1.10.1 Polymerase Kettenreaktion von cDNA

Fur einen 100 pul Ansatz wurden

10 pul 10 x PCR-Puffer
10 pl Vorwérts-Primer (10 pmol/pl)
10 pul Ruckwarts-Primer (10 pmol/ul)
8 ul MgCl; (25 mM)
2 ul dNTPs (10 mM) und
5ul Tag-DNA Polymerase/
Pfu-Polymerase-Mix (8:2 Units)
ad 100 pl H,0 ad inject

zusammengegeben. Zu diesem Ansatz wurden 1 pl (ca. 50-100 ng) der zu
amplifizierenden DNA gegeben. Die Amplifikation erfolgte nach einem initialen

Denaturierungsschritt bei 94°C fiir 2 min. in 25 Zyklen:

Denaturierung 60s 94°C

Annealing 60s  52°C 24x
(Primeranlagerung)

Elongation 90s 72°C

Nach einem abschlieRenden Elongationsschritt von 5 min. bei 72°C wurden die Proben

aufgereinigt (3.1.5) und standen so fur weitere Anwendungen zur Verfugung.
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3.1.10.2 Polymerase Kettenreaktion proviraler HIV-1 DNA aus HIV-1
infizierten Zellen

Fur die Amplifikation von proviraler DNA aus HIV-1 infizierten Zellen wurden die
Zellen zundchst lysiert (3.2.1). Die in dem Lysat enthaltene DNA wurde als Matrize in
die PCR-Reaktion eingesetzt. Es wurde die HotStar DNA-Polymerase der Firma Qiagen

verwendet. Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Der PCR Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

1l Zelllysat
2 ul 10x PCR-Puffer
4 ul ,Losung Q*
2 ul Vorwaérts-Primer #8693 (10 pmol/ul)
2 ul Rickwarts-Primer #8694 (10 pmol/ul)
2 ul dNTPs (10 mM)
0,5 ul HotStar® DNA Polymerase
ad 20 pl H,0 ad inject.

Bei der ,,Losung Q“ handelt es sich um eine vom Hersteller mitgelieferte Losung,

welche die Amplifikation unspezifischer Nebenprodukte reduzieren soll.

Nach einer initialen Denaturierung (15 min, 95°C), durch die der Antikorper, der die
Aktivitat der Polymerase blockiert und so unspezifische Interaktionen mit der DNA
verhindert, von der HotStar-Tag-DNA Polymerase abgespalten wurde, fand die
Amplifikation in 40 Zyklen statt.

Denaturierung 120s  95°C
Annealing 90s 60°C —‘ 39x
Elongation 90s 72°C

Nach einem abschlieBenden Elongationsschritt (10 min, 72°C) wurde der Ansatz

aufgereinigt (3.1.5) und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.
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3.1.10.3 Analytische Polymerase Kettenreaktion von cDNA aus E. coli

Die analytische PCR diente dazu, Bakterienklone daraufhin zu Uberprifen, ob eine
Insertion des gewlnschten DNA-Fragments durch die Ligation (3.1.8) erfolgreich war.
Da sich der Vektor nach der Ligation mit dem gewinschten Fragment von dem vor der
Ligation in der GroRe unterschied, wurden die Oligonukleotidprimer so gewahlt, dass
der Erfolg der Ligation anhand der GroRe des PCR-Amplifikates unterschieden werden

konnte. Es wurden

1l 10x PCR-Puffer
1l Vorwarts-Primer (10 pmol/ul)
1pl Ruckwarts-Primer (10 pmol/pl)
0,8 ul MgCI2 (25 mM)
0,2 ul dNTPs (10 mM)
0,3 ul Tag-DNA Polymerase (1 Unit/ul)
57 ul H,0 ad inject.

zusammengegeben. Bakterienkolonien wurden einzeln von der LB-Agarplatte mit einer
sterilen Pipettenspitze sowohl in ein ebenfalls steriles 200 ul PCR-Reaktionsgefald
Uberfiihrt als auch auf eine Referenzplatte Ubertragen, wobei die Uberimpften
Bakterienklone auf dem Plattenboden numeriert wurden. Jeweils 10 pl des
Reaktionsgemisches wurden in die PCR Reaktionsgefale gegeben. Nach einem initialen
Denaturierungsschritt fiir 2 min. bei 94°C, durch den auch die Bakterien aufgeschlossen
wurden, fand die Amplifikation der in den Bakterien enthaltenen Plasmid-DNA in 25
Zyklen statt:

Denaturierung 25s  94°C
Annealing 25s  52°C 24x
Elongation 40s 72°C

Die GroRe der erhaltenen Produkte wurde mit Hilfe eines Agarosegels (3.1.11.1)

bestimmt.
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3.1.11 Zielgerichtete Mutagenese

Fur den Austausch bestimmter Aminosduren bzw. kurzer Sequenzmotive wurde die
Methode PCR-Overlap Extension (Higuchi et al., 1988) verwendet. Dabei findet die
Reaktion zundchst in zwei getrennten PCR-Ansétzen statt, wobei jeweils an einem Ende
des zu amplifizierenden Fragments der Mutageneseprimer und am anderen Ende ein
sequenzspezifischer Gegenprimer verwendet wird (Abb. 11). Die resultierenden
Fragmente werden anschlieBend in einem gemeinsamen Reaktionsansatz aneinander-
gelagert, was durch die komlementéren Bereiche in der mutierten Region méglich ist. In
einer PCR-Reaktion wird das gesamte Fragment, das sich aus den tberlappenden PCR-
Amplifikaten der ersten Reaktionen gebildet hat, amplifiziert (Landt et al., 1990).

Das resultierende DNA-Fragment tragt in der Region, in der sich die PCR-Amplifikate
aus den ersten Reaktionen (Uberlappen, die Basenaustausche, die durch die

Mutageneseprimer eingeftihrt wurden.

Fur die Herstellung von Mehrfachmutanten wurden die Positionen jeweils nacheinander
mutiert, wobei mutierten Fragmente als Matrize in die neuen PCR Reaktionen einge-

setzt wurden und so zusétzlich Mutationen eingefuihrt wurden.
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Abb. 11  Zielgerichtete Muatgenese durch die ,overlap extension PCR*

Im ersten Schritt werden in zwei getrennten PCR Reaktionen durch entsprechende
Oligonukleotidprimer Fragmente erzeugt, die jeweils im 3 Bereich die gewunschte
Mutation tragen. Diese Fragmente werden in einer zweiten Reaktion hybridisiert und
amplifiziert. Das resultierende DNA Fragment trégt die gewiinschte Mutation, die als
schwarzer Punkt dargestellt ist.
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3.1.12 DNA-Sequenzierung
(Sanger et al., 1977)

Die DNA-Sequenzierungen wurden nach dem Didesoxy-Kettenabbruchverfahren
durchgefiihrt. Die Sequenzierung wurde mit dem ,,CEQ 2000 DTCS QuickstartKit*
nach Herstellerangaben durchgefuhrt und mit dem CEQ 2000 DNA Analysis System von

Beckman Coulter analysiert.

3.1.13 Gelelektrophoresen
3.1.13.1 Analytische Gelelektrophorese

Die GroRRenauftrennung von DNA erfolgte (ber eine Agarose-Horizontal-
Gelelektrophorese. Einer 0,7-2 %igen handwarmen TAE-Agaroseldsung wurde 2 pg/mi
Ethidiumbromid zugesetzt. Die Ldsung wurde in eine vorbereitete Gelkammer mit
aufgesetztem Kamm gegossen. Nach Erstarren der Agaroseldsung wurde der Kamm
entfernt und das Gel in einer mit TAE-Puffer gefillten Flachbettkammer beladen, wobei
die Proben zuvor mit 1/5 Volumen Probenpuffer versetzt wurden. Zur
GroRenbestimmung der DNA wurden jeweils 3 pl eines Molekulargewichtsmarkers

aufgetragen.

Es wurde eine Spannung von 60-90 Volt angelegt, was etwa 10 Volt pro cm Gellange
entsprach. Nach der Elektrophorese konnte die DNA durch Interkalation des
Ethidiumbromids auf einem UV-Durchlichttisch (Kodak, Deutschland) bei A=254 nm
als orange Bande sichtbar gemacht werden und mit einer Videodokumentationsanlage

(Sony, Deutschland) dokumentiert werden.

3.1.13.2 Préaparative Gelelektrophorese

Zur lIsolierung wurden die DNA-Fragmente in einem geeigneten Agarosegel (0,75-
1,5%) elektrophoretisch aufgetrennt und auf einem UV-Durchlichttisch sichtbar
gemacht. Die entsprechende DNA-Bande wurde mit Hilfe eines DNA-GroRenstandards
identifiziert und mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten. Anschliefend wurde die
DNA aus dem Gel extrahiert (3.1.5).
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Lysevon HIV-1-infizierten Zellen

Es wurden 1x10° infizierte Zellen sedimentiert (2 min. max upm, Eppendorf Tisch-
zentrifuge) und in 100 pl Lysispuffer resuspendiert. Der Ansatz wurde 2 h bei 56°C
inkubiert, wodurch es zu einer Lyse der Zellen kam. Die in dem Lysispuffer enthaltene
Proteinase K wurde anschlieBend fir 10 min. bei 96°C inaktiviert. Das Zelllysat wurde

entweder direkt in eine PCR eingesetzt (3.1.10.2) oder bei —20°C gelagert.

3.2.2 Kultivierung adharenter Zellen

Die adharent wachsenden Zelllinien wurden in daflr geeigneten Zellkulturschalen und
-flaschen (Greiner) kultiviert. Als Wachstumsmedium wurde DMEM verwendet,
welches mit 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin sowie FKS supplementiert war.
Die Menge des zugegebenen FKS richtete sich nach der Wachstumsgeschwindigkeit der
Zelllinien, wobei bei den schnell wachsenden GHOST und HelLa Zellen 5 % FKS und

bei den langsamer wachsenden U87 Zellen 15 % FKS zugesetzt wurde.

Die Zellen wurden alle 3-4 Tage mit sterilem PBS-Puffer gewaschen und mit
Trypsin/EDTA (Gibco) von der Oberflache des KulturgefalRes abgeldst (5 min. 37°C).
Es wurden ca 5-10 ml Kulturmedium hinzugegeben, 1/20 (GHOST und HeLa-Zellen)
bzw. 1/5 (U87-Zellen) der Suspension wurden zurtickbehalten und mit frischem
Medium in die Zellkulturflasche zuriickgegeben, um die Zellen bei 37°C und 5 % CO;

weiter zu kultivieren.

Bei Bedarf wurde durch Zugabe von 500 pg/ml Neomycin auf CD4 und Uber 1 pg/mi
Puromycin auf den Korezeptor selektioniert.

3.2.3 Bestimmung von Zellzahl und Zustand der Kultur

Um Anzahl und Zustand von Zellen in einer Suspension zu ermitteln, wurde eine kleine
Portion die Zellsuspension in Trypanblau 1:5-1:20 verdunnt. Durch den Einbau von
Trypanblau in die Membran abgestorbener Zellen konnte das Verhaltnis lebender Zellen
zu toten Zellen ermittelt werden und so der Zustand der Kultur kontrolliert werden. Die

Zellen wurden unter dem Lichtmikroskop in einer Neubauer Zahlkammer ausgezahlt.
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Hierbei wurden in der Kammer eingravierte Zahlfelder zur Hilfe genommen, deren

Volumen jeweils 0,1 pl betrug.

3.2.4 Transfektion von Zellen

Um aus HIV-1 codierender DNA funktionelle Viren zu erhalten, wurden die pNL4-3
Vektoren, welche die gewilinschten Veranderungen im V3-Bereich trugen, in Hela-
Zellen transfiziert. Hierfir wurde das FuGene-Transfektionsreagenz nach
Herstellerangaben verwendet. In Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen (6-well-
Zellkulturplatte) wurden 1-3 x 10° Zellen pro Vertiefung ausgesat. Nach 16-20 h
konnten die Zellen mit der Plasmid-DNA transfiziert werden. Dazu wurde zundchst die
FuGene-Transfektionsreagenz in ca. 100pl RPMI-Medium ohne Zusatze geldst. Zu
dieser Losung wurden 1-2ug Plasmid DNA gegeben. Nach 30 min. Inkubation bei RT
wurde der Transfektionsansatz in den vorbereiteten Hela-Zellkulturen verteilt. Die
Zellen wurden 3 Tage inkubiert (37°C, 5 % CO,). Nach dieser Zeit war in den Kulturen
nach erfolgreicher Transfektion im Lichtmikroskop ausgeprigte Synzytienbildung zu
sehen. Der virushaltige Kulturiiberstand wurde abgenommen und Zellreste sedimentiert.
Der virushaltige Uberstand wurde in Einfrierréhrchen (Nunc, USA) in 0,5-0,8 ml

Portionen aufgeteilt und in fliissigem Stickstoff gelagert.
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3.3 Virologische Methoden

3.3.1 Infektion von Zellen mit HIV-1 Varianten

Die Zellen wurden in 96-well Zellkulturplatten ausgesat und flr 18-20h inkubiert
(37°C, 5% COy). Virushaltige Transfektionsiiberstande (3.2.4) wurden in geeignetem
Zellkulturmedium auf die gewunschte Viruskonzentration eingestellt.

Fur die Infektion der Zellen wurde das Kulturmedium gegen das virushaltige Medium
ausgetauscht. Die Zellen wurden 18 h bei 37°C und 5 % CO, inkubiert und
anschlieBend dreimal mit sterilem PBS-Puffer gewaschen. Den Zellen wurde frisches
Kulturmedium ohne Virus zugesetzt. Die infizierten Zellen wurden fur die
Untersuchung der Virusreplikation (3.3.4), der Virusneutralisation (3.3.5) oder fur

Untersuchungen der Infektiositat (3.3.2) eingesetzt.

3.3.2 Messung der Infektiositat von HIV-Varianten

Zur Quantifizierung von HIV-Infektionsereignissen in Zellkulturen wurden GHOST-
oder U87-Indikatorzellen in 48-well Zellkulturplatten ausgesét (5 x 10% Zellen/well).
Die Zellen wurden 16-20 h bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Die Infektion erfolgte mit
virushaltigen Zellkulturuberstanden, die fur 18 h auf den Zellen verblieben. Die Zellen
wurden anschliefend dreimal mit sterilem PBS-Puffer gewaschen und weiter inkubiert.
Die Zahl der Infektionsereignisse wurde nach 48 h durch Immunférbung (3.3.3)

ermittelt.

3.3.3 Detektion infizierter Zellen durch Immunfarbung

Zur Detektion der infizierten Zellen wurde intrazellulares p24 nachgewiesen (Sonza et
al., 1991). Die Zellen wurden mit —20°C kaltem Methanol/Aceton 1:1 fixiert und mit
PBS/1% FKS gewaschen. Die Detektion von p24 erfolgte mit einem monoklonalen
anti-p24-Antikérper (Aalto; 1:2000 in PBS/1% FKS). Es wurden 200 pul der
Antikdrperlésung pro Kavitat eingesetzt. Der Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert und
zweimal mit PBS/1 % FKS gewaschen. Als Detektionsantikérper wurde ein (-
Galaktosidase-konjugierter anti-Maus Antikérper (Southern Biotech) verwendet. Der
Ansatz wurde 1 h inkubiert (37°C) und anschlieBend zweimal mit PBS-Puffer
gewaschen. Die Substratreaktion erfolgte durch Zugabe einer X-Gal Farbelésung (2.12).

54



METHODEN

Nach 2-4 h Inkubation bei 37°C farbten sich die infizierten Zellen blau. Die infizierten

Zellen wurden unter dem Lichtmikroskop ausgezahilt.

3.3.4 HIV-1 Replikationskinetik

In einer 96-well Zellkulturplatte wurden 1-3 x 10* Zellen pro Kavitat ausgesat und 16-
20 h bei 37°C/5 % CO; inkubiert. Es wurden dann virushaltige Zellkulturiiberstande der
Virusvarianten, die in Zellkulturmedium auf die gewilnschte Konzentration eingestellt
wurden (0,25-5 ng p24/ml), zu den Zellen gegeben. Nach 18 h wurden die Zellen
dreimal mit sterilem PBS-Puffer gewaschen und virus-freies Medium zugegeben. Ab
Tag 1 wurden im Abstand von 1-3 Tagen Uberstande abgenommen und die Virusmenge
in einem p24-Antigen-ELISA (3.3.7) ermittelt.

3.3.5 HIV-1 Neutralisationstest

In einer 96-well Zellkulturplatte wurden 1-3 x 10* U87 Zellen pro Kavitat ausgesét und
24 h bei 37°C/5 % CO, inkubiert. HIV-1 Positivserum und HIV-1 Negativserum (2.4)
wurden 15 min. bei 56°C inaktiviert und anschlieBend in Zellkulturmedium 1:100
verdunnt. Die rekombinanten HIV-1-Varianten wurden in Zellkulturmedium auf eine
p24 Konzentration von 0,1-5 ng/ml verdinnt und mit dem HIV-1 Positivserum
inkubiert (1 h, 37°C, 5 % CO,). AnschlieBend wurden je 200 ul des Serum-
Virusgemisches auf die Zellen gebracht, von denen zuvor das Medium abgenommen
wurde. Es ergab sich somit eine Virusmenge von 0,05-1 ng p24 pro Kavitit. Nach 18 h
Inkubation bei 37°C/5 % CO, wurde die Zellkulturplatte dreimal mit sterilem PBS-
Puffer gewaschen. Anschlieend wurde 200 pl Zellkulturmedium pro Kavitat, welches
HIV-1 Serum enthielt, zugegeben. Als Kontrolle wurden alle Anséatze parallel mit HIV-
1-Negativserum in einer Verdinnung von 1:100 durchgefiihrt. Ab Tag 1 nach der
Infektion wurden im Abstand von 1-3 Tagen Kulturiiberstande abgenommen und pro
Kavitat 150 pl in eine 96-well Platte, in welcher pro Kavitat 16 pul Empigen (10 % in
Zellkulturmedium) zur Virus-Inaktivierung vorgelegt waren, tberfuhrt. Nach 30 min.
Inkubation bei RT konnten die Uberstdnde zur Virusbestimmung mittels eines p24-
Antigen-ELISA eingesetzt werden (3.3.7).
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3.3.6 HIV-1 Inhibitionstest mit SDF-1

Zur Quantifizierung von HIV-Infektionsereignissen in Zellkulturen in Gegenwart des
CXCR4-Liganden SDF-1 wurden GHOST-CXCR4-Zellen in 48-well Zellkulturplatten
ausgesat (5 x 10° Zellen/well). Die Zellen wurden 16-20 h bei 37°C und 5 % CO,
inkubiert. Die virushaltigen Zellkulturtiberstdande wurden vor der Infektion fur 2 h mit
SDF-1 in unterschiedlichen Verdinnungen bei 37°C vorinkubiert und dann zu den
Indikatorzellen gegeben. Die Infektion erfolgte fur 18 h. Die Zellen wurden
anschlieBend dreimal mit sterilem PBS-Puffer gewaschen und mit Kulturmedium ohne
SDF-1- Zusatz weiter inkubiert. Die Zahl der Infektionsereignisse wurde nach 48 h
durch Immunféarbung (3.3.3) ermittelt.

3.3.7 p24-Antigen ELISA

Zundchst wurde der anti-p24 Catching-Antikorper (D7320, Biochrom) an eine
MAXIsorp Platte (Nunc, USA) mit 96 Kavitdten (96-well Platte) gebunden. Der
Antikorper wurde in Coating-Puffer in einer Konzentration von 1 mg/ml gelést. In jede
Kavitat wurden 100 pl der Antikdrperlésung gegeben. Die Platte wurde tGber Nacht bei
4°C inkubiert und nach der Bindung des Catching-Antikorpers sechsmal mit
PBS/Tween gewaschen. Die Platte wurde trocken geschlagen und mit 300 pl
Blockpuffer pro Kavitdt fur 1-2 Stunden inkubiert, um freie Bindungsstellen
abzublocken und so unspezifische Antikérperbindung zu verhindern. Nach der
Inkubation wurde die Platte einmal gewaschen, getrocknet und 100 pl der zu
untersuchenden Zellkulturiberstdnde je Kavitdt zugegeben. Die Bindung des p24-
Antigens erfolgte fir 2 h bei RT oder UN bei 8°C. Nach der Antigen-Bindung wurde
die Platte sechsmal gewaschen und trocken geschlagen. Der zweite Antikdrper, ein anti-
HIV Kaninchenserum wurde in einer Verdinnung von 1:2000 auf die trockene Platte
gebracht (100 pl je Kavitat). Die Platte wurde fir 1 h bei RT inkubiert. Es wurde erneut
sechsmal gewaschen und die Platte trocken geschlagen. Der dritte Antikorper (anti-
Kaninchen-1gG, Alkalische Phosphatase gekoppelt, Sigma) wurde in einer Verdiinnung
von 1:2000 auf die trockene Platte aufgebracht (100 pl je Kavitdt). Nach 1h Inkubation
bei RT wurde die Platte wieder gewaschen und trocken geschlagen, jedoch wurde fur
die letzten drei Waschschritte H,O bidest. verwendet. Es wurden 100 pl p-
Nitrophenylphosphat-Substratlosung (Alkaline Phosphatase Substrate Kit, BioRad), die
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zuvor nach Herstellerangaben angesetzt wurde, auf die trockene Platte gebracht. Die
Reaktion wurde nach 5-10 min. mit 100 pl 0,4 M NaOH gestoppt und die Enzym-
Substratreaktion, die mit der Menge an p24-Antigen korreliert, mit einem
Mikrotiterplatten-Photometer bei einer OD von 405 nm ausgewertet. Der p24-Gehalt
der Proben wurde anhand einer Standardkurve ermittelt. Diese ergab sich aus der

Messung der ODgosnm einer halblogarithmischen Verdinnung von standardisiertem p24-
Protein.
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4 Ergebnisse

4.1 Erstellung der rekombinanten Virusvarianten

Mit Hilfe rekombinanter Virusvarianten wurde der EinfluR der N-Glycosylierung im
Bereich des V3-Loops des HIV-1 Hullproteins gpl20 auf die Infektiositat und
Neutralisierbarkeit der Viren untersucht. Dazu wurden zunéachst die VV3-Bereiche von
HIV-1 Primarisolaten mit unterschiedlicher Korezeptornutzung in den genetischen
Hintergrund des NL4-3 Virus tbertragen. Diese NL4-3/V3-Loop-Chimaren wurden in
einem zweiten Schritt modifiziert, so dass eine Reihe von Virusvarianten erhalten
wurde, die sich hinsichtlich der N-Glycosylierung im V3-Bereich unterschieden.
Dadurch wurden Viren mit unterschiedlicher Korezeptornutzung und unterschiedlicher
V3-Loop Glycosylierung erzeugt, die sich nur in der VV3-Region unterscheiden.

In dieser Arbeit wurden die verwendeten Vektoren und Viruskonstrukte wie folgt

benannt:
pUCenv pUC18-Derivat mit dem 2129 bp BstEll/BamHI env-Fragment
pUCAV3 pUCenv ohne den V3-Loop-Bereich zwischen Bglll und Xbal
pNLAenv pNL4-3 ohne das 708 bp BstEII/Bglll Fragment im 5’-Bereich

des env-Gens
pSVATGrev Expressionsvektor fur gp160
P1-952: Primarisolat Nummer 952

NL4-3: HIV-1-Laborstamm NL4-3. Das vollstdndige Genom des Virus
liegt in dem Vektor pNL4-3 vor

NL4-3-g15vrna NL4-3 Virus mit einem verdnderten V3-Loop. Diese vier
Aminosduren ersetzten die Aminosauresequenz NNNT im
Bereich der N-Glycosylierungsstelle an Position g15 von NL4-3

NL-952p, NL4-3 Viren mit dem V3-Loop-Bereich des PI-952 zwischen
Bglll und Nhel

NL-952-g15 Virus-Chimére aus dem NL4-3 Virus mit dem PI-952 V3-
Bereich zwischen den Restriktionsschnittstellen Bglll und Nhel
mit zerstorter N-Glycosylierungsstelle an Position g15
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4.1.1 Herstellung der Klonierungsvektoren
4.1.1.1 Herstellung des Vektors pUCenv
Im Vektor pNL4-3 waren die beiden Restriktionsschnittstellen Nhel und Bglll, uber die

der V3-Loop ausgetauscht werden kann, mehrfach vorhanden. Daher wurde der V3-
Loop nicht direkt in den Vektor pNL4-3 kloniert. Um den V3-Bereich auszutauschen,
musste ein Vektorkonstrukt hergestellt werden, das diese beiden Schnittstellen nur
einmal enthielt. AuRerdem sollten die env-Schnittstellen BstEIl und BamHI ebenfalls
nur einmal in diesem Vektor vorhanden sein. Durch die Schnittstellen BstEll und
BamHI sollte das vollstandige env-Gen nach dem V3-Loop-Austausch in den pNL4-3
Vektor Ubertragen werden. Dieser Vektor diente zur Produktion der infektiésen Viren.

Zunachst wurde der Vektor pUCenv mit den bendtigten Eigenschaften hergestellt.

Hierfur wurde die env-Genkassette aus dem Vektor pNL4-3 in den Vektor pUC18um
Ubertragen. Das gesamte 2129 bp grolRe env-Fragment wurde (ber die Restriktions-
schnittstellen BstElIl und BamHI in die multiple cloning site des Vektors pUC18uym
Ubertragen (Abb 12). In dem resultierenden Vektorkonstrukt pUCenv waren die
Restriktionsschnittstellen BstEll, BamHI, Bglll und Nhel jeweils nur einmal vorhanden.
Dabei befinden sich die Schnittstellen BstEIl und BamHI im 5°- bzw. 3’-Bereich des
env-Gens, wahrend die Schnittstellen Bglll und Nhel den V3-Bereich einschlieRen. Der
resultierende Vektor pUCenv konnte dadurch zum einen fir die Verédnderung des env-
Gens im V3-Bereich genutzt werden, zum anderen konnte das gesamte env-Gen in
andere Vektoren flr die Virusproduktion oder die gp120 Expression bertragen werden.
Voraussetzung war, dass diese Vektoren ebenfalls die Restriktionsschnittstellen BstEII

und BamHI nur einmal und an der entsprechenden env- Position enthalten.

4.1.1.2 Herstellung des Vektors pUCAV3

Die Klonierung der verschiedenen V3-Glycomutanten erfolgte in den genetischen
Hintergrund des NL4-3 env-Gens, das in dem Klonierungsvektor pUCenv inseriert war
(Abb. 12). Der V3-Bereich wurde jeweils Uber die Restriktionsschnittstellen Bglll und
Nhel ausgetauscht. Um die Herstellung der Virusvarianten zu erleichtern, wurde
zundchst der Vektor pUCAV3 erstellt (Abb. 12). Dazu wurde der 186bp grofie V3-
Bereich zwischen Bglll und Xbal gegen ein 15 bp DNA-Fragment (3.1.9) ausgetauscht.
Dieses bestand aus zwei Oligonukleotiden (#6883, #6884), die nach Hybridisierung am
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5 und 3 Ende zu den verwendeten Schnittstellen komplementire Uberhange
aufwiesen. Das so hergestellte DNA-Fragment wurde mit dem Bglll/Xbal geschnittenen
Vektor pUCenv ligiert. In dem resultierenden Vektorkonstrukt pUCAV3 konnte der
deletierte V3-Bereich durch eine PCR-Analyse von dem vollstdndigen V3-Bereich
unterschieden werden (3.1.10.3). Die Amplifikation des V3-Bereichs mit dem
Oligonucleotidprimerpaar #8693/ #8694 ergab fir den Vektor pUCAV3 ein 505 bp
grolRes Fragment, wéhrend der vollstdndige V3-Bereich des pUCenv ein Amplifikat von
671 bp zeigte (Abb. 13). Der Vektor pUCAV3 war der Klonierungsvektor fir die

Konstruktion aller VV3-Varianten.

4.1.1.3 Herstellung des Vektors pNLAenv

Fur die Produktion der rekombinanten Virusvarianten als infektiése Viruspartikel sollte
das BstElIl/BamHI env-Fragment aus dem pUC-Vektor in den pNL4-3 Vektor
Ubertragen werden. In pNL4-3 ist das gesamte Virusgenom des HIV-1 Laborstammes
NL4-3 inseriert. Um auch hier die Herstellung der pNL4-3 Varianten mit modifizierten
env-Genen zu erleichtern, wurde zun&chst der Teil des env-Gens zwischen den
Restriktionsschnittstellen BstEll und Bglll gegen ein 10bp DNA-Fragment ausgetauscht
(Abb. 14). Das Fragment wurde wie unter 4.1.1.2 durch Hybridisierung von zwei
komplementaren Oligonukleotiden (#8603 und #8604) gebildet (3.1.9), die durch
entsprechende Uberhidnge am 3¢ und 5° Ende mit dem BstEII/Bglll geschnittenen
Vektor ligiert wurden (3.1.8). Es entstand der Vektor pNLAenv, der im 5” Bereich des
env-Gens eine 708 bp groRe Deletion trug (Abb. 14). In diesen Vektor konnte nun der
env-Bereich aus dem pUCenv als BstEll/BamHI Fragment Ubertragen werden. Durch
eine PCR-Amplifikation (3.1.10.3) wurden die Konstrukte (berpriift. Das vollstandige
env-Gen ergibt in der PCR ein 1321 bp Amplifikat im Unterschied zum Aenv (631 bp)
(Abb. 15). Fur die weitere Arbeit ergab sich wie fiir den unter 4.2.1 beschriebenen
Vektor pUCAV3 der Vorteil, durch die PCR-Analyse (3.1.10.3) eine grof3e Zahl an
Bakterienkolonien direkt nach der Transformation auf das Vorhandensein des

gewiinschten Fragments untersuchen zu kénnen.
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Abb. 12  Herstellung des Vektors pUCAV3

Aus dem Vektor pUCenv, der das NL4-3 env-Gen in einem pUC18-Vektorderivat
pUChwm trégt, wurde der V3-Bereich durch die Restriktionsendonukleasen Bglll und
Xbal entfernt und gegen einen 15 bp groRes DNA-Fragment ausgetauscht. Dieses
Fragment wurde durch Hybridisierung zweier Oligonukleotide (# 6883 und #6884)
hergestellt und trug fir die Klonierung in den Bglll/Xbal geschnittenen Vektor
Uberhange am 5° und 3’ Ende.
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Abb. 13  Agarosegel-Elektrophorese der PCR-Amplifikate des V3-Bereiches
von pUCenv und pUCAV3

Der V3-Bereich der Vektoren pUCenv und pUCAV3 wurden mit den
Oligonukleotidprimern #8693 und #8694 amplifiziert. Die DNA-Banden laufen in
dem 1%igen Agarosegel in unterschiedlicher Hohe. Ein Vergleich mit dem DNA-
Langenstandard (Spalte 1) zeigt, dass es sich um Banden von ca. 670 bp (Spalte 2) und
500 bp (Spalte 3) handelt. Die Differenz entspricht dem deletierten V3-DNA
Fragment.

Spalte 1: DNA-Ldangenstandard
Spalte 2: PCR-Amplifikat des VV3-Bereiches von pUCenv
Spalte 3: PCR-Amplifikat des VV3-Bereiches von pUCAV3
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Abb. 14  Herstellung des Vektors pNLAenv

Der 708 bp groRe env-Bereich zwischen den Restriktionsschnittstellen BstEIl und
Bglll wurde durch ein 10 bp groRes DNA-Fragment ersetzt, das durch Hybridisierung
zweier Oligonukleotide (#8603 und #8604) hergestellt wurde und Uberhange am 5’
und 3 Ende trug, die die Ligation mit dem BstEII/Bglll geschnittenen Vektor
erlaubten. Das env-Fragment mit dem deletierten Bereich zwischen BstEIl und Bglll
wurde dann Uber die Restriktionsschnittstellen BstEIl und BamHI gegen das env-
Fragment des Vektors pNL4-3 ausgetauscht.
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Abb. 15  Agarosegel-Elektrophorese der PCR-Amplifikate des V3-Bereiches
von pNL4-3 und pNLAenv

Der 5" env-Bereich der Vektoren pNL4-3 und pNLAenv wurden mit den
Oligonukleotidprimern #8724 und #8694 amplifiziert. Die beiden erhaltenen DNA-
Produkte zeigen in einem 1%igen Agarosegel unterschiedliche Fragmentlangen. Ein
Vergleich mit dem DNA-Langenstandard (Spalte 1) zeigt, dass es sich um Banden von
ca. 650 bp (Spalte 2) und 1350 bp (Spalte 3) handelt. Die Differenz entspricht dem
deletierten env-DNA-Fragment.

Spalte 1: DNA-Léangenstandard
Spalte 2: um 708 bp deletiertes env-Gen (PCR-Amplifikat)
Spalte 3: vollstandiges env-Gen, (PCR-Amplifikat)
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4.1.2 Konstruktion von NL4-3 Chiméaren mit unterschiedlicher
Korezeptornutzung

Um den EinfluR der V3-Loop-Glycosylierung auf die Eigenschaften unterschiedlicher
Virusvarianten zu untersuchen, wurden zundchst Virusvarianten erstellt, die im Bereich
des V3-Loops Sequenzen aus HIV-1 Primarisolaten mit unterschiedlicher Korezeptor-
nutzung trugen. Dazu wurden in den genetischen Hintergrund des HIV-1 Laborstammes
NL4-3 V3-Loop-Sequenzen der verschiedenen HIV-1 Primadrisolate Ubertragen. Alle
anderen Bereiche des Virus stammten von dem HIV-1 Laborstamm NL4-3 und waren

fur alle Virusvarianten identisch.

Die verwendeten Primarisolate wurden in friheren Arbeiten aus dem peripheren Blut
HIV-1 infizierter Personen angezuchtet (Muller, 1999). Neben den Sequenzen der V3-
Bereiche war zu Beginn dieser Arbeit auch die Korezeptornutzung der Isolate bekannt
(Tab.1). Von elf isolierten Virusstimmen wurden vier Isolate ausgewahlt, die fur die

weiteren Untersuchungen eingesetzt wurden.

Als X4-monotroper Stamm wurde das Primérisolat PI-930 ausgewahlt, da es als
einziges Primadrisolat ausschlieBlich CXCR4 als Korezeptor nutzte. Alle anderen
CXCR4-nutzenden Primarisolate waren in der Lage, Zellen durch weitere Korezeptoren
wie z.B. CCR5 und CCR3 zu infizieren. Unter diesen Viren wurde das Primérisolat PI-
952 als R5X4-dualtropes Isolat ausgewéhlt, da es beide Korezeptoren mit gleicher
Effizienz nutzen konnte. Unter den R5-monotropen Viren wurde das Isolat P1-991
ausgewahlt, da es in CCRb5-Indikatorzellen sehr gut replizierte. Das R5-trope
Primarisolat PI1-918 wurde ausgewahlt, da die V3-Loop-Sequenz dieses Isolates der
Konsensussequenz des HIV-1 Subtyp B sehr dhnlich ist. Bindungsstudien von V3-
Peptiden mit der Sequenz von PI-918 lieRen aulerdem auf einen Einfluss der
N-Glycosylierung dieses Virus schlielen (Meyer et al., personliche Mitteilung).

Zur Herstellung der rekombinanten Virusvarianten mit der V3-Sequenz der
Primarisolate wurden zundchst Zellen mit virushaltigen Zellkulturlberstanden infiziert
(3.3.1). Aus den infizierten Zellen wurde nach Zelllyse der VV3-Bereich der proviralen
HIV-DNA mittels einer PCR amplifiziert (3.1.10.2). Das Amplifikat wurde
anschlieBend sequenziert (3.1.12). Aufgrund der erhaltenen Sequenz wurde fur jedes

Primarisolat ein Set von Oligonukleotidprimern konstruiert, die an den zu NL4-3
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homologen Positionen die Restriktionsschnittstellen Bglll und Nhel enthielten (2.8).
Durch eine erneute PCR-Amplifikation mit diesen Oligonukleotidprimern wurden die
Restriktionsschnittstellen in die DNA-Fragmente, die die Sequenzen der verschiedenen
Primarisolate reprasentierten, inseriert. Die resultierenden DNA-Fragmente wurden mit
den entsprechenden Restriktionsendonukleasen geschnitten und konnten mit dem
ebenfalls Bglll und Nhel geschnittenen Vektor pUCAV3 ligiert werden. So wurden die
V3-Bereiche der HIV-1 Primdrisolate gegen den V3-Bereich von NL4-3 ausgetauscht
(Abb. 16). Die Sequenz des V3-Bereiches wurde durch DNA-Sequenzierung tberprift
(3.1.12). Durch den Austausch des V3-Bereiches von NL4-3 gegen die VV3-Bereiche der
Primarisolate PI-918, PI1-930, P1-952 und PI-991 wurden die pUC-Klone pUC-918,
pUC-930, pUC-952 und pUC-991 hergestellt. Diese pUC-Vektoren waren die
Grundlage fir die Herstellung der rekombinanten Virusvarianten mit unterschiedlicher

Glycosylierung im VV3-Bereich.
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Abb. 16  Herstellung der NL4-3 Varianten mit den V3-Bereichen von X4-, R5-,
und R5X4-tropen HIV-1 Primarisolaten

Nach PCR-Amplifikation der VV3-Bereiche wurden die Restriktionsschnittstellen Bglll
und Nhel durch eine zweite PCR-Amplifikation mit entsprechend konstruierten
Oligonukleotiden (2.8) eingefiigt. Die amplifizierten DNA-Fragmente représentierten
den V3-Bereich der Primérisolate und wurden Uber die beiden Restriktions-
schnittstellen Bglll und Nhel in das NL4-3 env-Gen inseriert. Die Herstellung des
Vektors pUC-930 ist exemplarisch dargestellt. Die V3-Loop Bereiche der Primar-
isolate P1-918, P1-952 und P1-991 wurden entsprechend umkloniert und in das NL4-3
env-Gen inseriert.
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4.1.3 Konstruktion von Virusvarianten mit unterschiedlicher
N-Glycosylierung des V3-Loop

Basierend auf den in 4.1.2 hergestellten NL4-3 V3-Chiméren wurden weitere
Virusvarianten erstellt, die sich hinsichtlich der finf N-Glycosylierungsstellen im
Bereich des V3-Loop unterschieden. Um die Bedeutung dieser fiinf N-Glycane fir die
Infektiositdt und Neutralisierbarkeit der verschiedenen HIV-1 Isolate zu untersuchen,
wurden diese finf Motive im V3-Sequenzhintergrund der HIV-1 Isolate PI-918, P1-930,
P1-952 und PI1-991 substituiert. Dabei wurde durch den gezielten Austausch bestimmter
DNA-Codons an den gewinschten Positionen die entsprechenden Aminosauren
verdndert (3.1.11). So konnten Erkennungsmotive fur N-Glycosylierung eliminiert oder
eingefuigt werden. Durch Verénderungen im Bereich der N-Glycosylierungsstellen im
Sequenzhintergrund der vier verschiedenen HIV-1 Primadrisolate P1-918, P1-930, P1-952
und PI-991 sowie dem HIV-1 Laborstamm NL4-3 wurde eine Reihe von V3-

Glycovarianten mit unterschiedlicher Korezeptornutzung hergestellt.

4.1.3.1 Herstellung der NL4-3 V3-Loop Glycovarianten

Der X4-trope HIV-1 Laborstamm NL4-3 verfiigt im V3-Bereich an allen funf
Positionen, g13 bis g17, Gber eine Erkennungssequenz fur die N-Glycosylierung. Dabei
werden die N-Glycosylierungsmotive an den Positionen gl13 bis gl17 durch die
Aminosauresequenzen NTS, NCT, NNT, NIS und NAT gebildet. Diese finf Motive
wurden durch Austausch von Aminoséuren so modifiziert, dass eine N-Glycosylierung
nicht mehr moglich war. Fir den Austausch der DNA-Codons wurden Oligonukleotid-
primer verwendet, durch die die gewinschten Aminosdureaustausche in die env-
Gensequenz eingefiihrt wurden (2.8). An den Positionen g13 und g17 wurde jeweils das
Asparagin (N) gegen Glutamin (Q) ausgetauscht. Das Glutamin (Q) unterscheidet sich
in seinen chemischen Eigenschaften nicht von dem Asparagin (N) kann aber nicht als
Teil des N-Glycosylierungsmotives erkannt werden. An Position g15 wurde das Motiv
NNNT durch die Sequenz GSTT ersetzt. Diese Aminosauresequenz wurde eingefhrt,
da sie an der Position g15 bei einem der HIV-1 Primarisolate gefunden wurde (Muller
H., 1999). Es handelt sich demnach um eine Mutation der V3-Loop-Sequenz, die auch
in vivo in Primdrisolaten vorkommt. Des weiteren wurde an Position g15 das Motiv
NNT gegen NNI und NNK ausgetauscht, um den Einfluss zu beriicksichtigen, den die

Aminosauren haben konnen. Durch eine artifizielle Mutation im Bereich der N-
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Glycosylierungsstelle g14 (NCT), bei der ein Asparagin (N) gegen ein Tyrosin (Y)
ausgetauscht wurde, entstand aulRerdem die Variante NL4-3-914y/15¢s7t. Zusatzlich zu
den NL4-3 Glycovarianten NL4-3-g13, NL4-3-g15 und NL4-3-g17, die an der Position
013, 915 und g17 mutiert waren, wurden durch Kombination der drei Positionen die
Doppelmutanten NL4-3-913/15, NL4-3-g13/17 und NL4-3-g15/17 hergestellt. Eine
weitere NL4-3 Glycomutante, die Dreifachmutante NL4-3-g13/15/17, ist nur noch an
den Positionen g14 und g16 glycosyliert.

Zusétzlich zu den NL4-3-Glycovarianten NL4-3-g15, NL4-3-g15yn und NL4-3-
915nnk, Wurden im Hintergrund von NL4-3 noch drei weitere Mutanten erstellt, die an
Position g15 nicht glycosyliert waren und sich in der Aminoséuresequenz an Position
g15 unterschieden. Bei dem Sequenzvergleich der HIV-1 Primarisolate (Tab.1) fiel auf,
dass die Aminosduresequenzen im Bereich der N-Glycosylierungsstelle an Position g15
bei CXCR4-nutzenden Primadrisolaten im Vergleich zu den CCR5-tropen Viren
deutliche Unterschiede aufwiesen. Wéhrend bei CCR5-monotropen Viren die Sequenz
NNNT hochkonserviert ist, wurden bei den CXCR4-nutzenden Viren P1-910, PI-930
und PI1-932 an der Position g15 die Aminosauresequenzen SIQK, YRNA und HNTV
gefunden.

Um den EinfluB dieser Sequenzvariationen auf die Replikationsféahigkeit und die
Neutralisierbarkeit der Virusisolate zu untersuchen, wurden die kurzen Sequenzmotive
in die V3-Loop Sequenz von NL4-3 (bertragen. Diese NL4-3 Klone mit den Sequenzen
der CXCR4-nutzenden Primérisolate P1-910, PI-930 und PI-932 wurden NL4-3gok,
NL4-3vrna und NL4-3ynTyv genannt.

Fur die zielgerichtete Mutagenese (3.1.11) wurde das Vektorkonstrukt pUCenv
verwendet. Nachdem die gewunschten Mutationen im V3-Bereich durch DNA-
Sequenzierung bestatigt waren, wurden die env-Gene (ber die Restriktionsschnittstellen
BstEll und BamHI in den Vektor pNLAenv (bertragen. Durch den Austausch des
deletierten env-Gens gegen das vollstdndige env-Gen konnte das resultierende
Vektorkonstrukt pNL4-3 mit den verdnderten N-Glycosylierungsstellen im V3-Bereich
fir die Produktion infektioser Viruspartikel verwendet werden. Die Virusvarianten
konnten dann nach Transfektion der pNL4-3 Plasmid-DNA in HelLa-Zellen als
infektiose Viren geerntet und quantifiziert werden (3.2.4, 3.3.7). Durch Lagerung in
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fliissigem Stickstoff blieben die Viren monatelang infektids. Die so hergestellten NL4-3
Glycovarianten (Abb. 17) konnten in die Infektionsstudien (4.2.2) eingesetzt werden
und so der EinfluB der N-Glycosylierung im V3-Bereich auf die Eigenschaften von

NL4-3 untersucht werden.

4.1.3.2 Herstellung der Glycovarianten von NL-930

Im Bereich des V3-Loop des X4-tropen Primadrisolates PI1-930 sind vier der finf
Erkennungssequenzen fur N-Glycosylierung, g13, g14, g16 und g17 vorhanden. Die
Aminosauresequenzen an diesen Positionen, NQS, NCT, NIS und NNT werden als N-
Glycosylierungsmotive erkannt. An Position gl15 findet sich dagegen die
Aminosauresequenz YRNA, die stark von der bei R5-tropen Viren konservierten
Sequenz NNNT abweicht und entsprechend nicht als N-Glycosylierungssequenz

erkannt wird.

Ausgehend von dem unter 4.1.2 beschriebenen Vektorkonstrukt pUC-930, wurden
verschiedene Varianten erstellt, die sich an den Positionen g13, g14, g15 und gl17
hinsichtlich der N-Glycosylierung unterschieden (Abb 18). Zundchst wurde an Position
g15 eine N-Glycosylierungsstelle eingebracht. Zu diesem Zweck wurde das Amino-
sdauremotiv. YRNA durch das Sequenzmotiv.  YNNT ersetzt. Die resultierende
Glycomutante mit vollstdndiger N-Glycosylierung im V3-Bereich wurde NL-930
genannt. Ausgehend von dieser Variante wurden die N-Glycosylierungsstellen an den
Positionen g13, g14, g15 und g17 verandert. Dabei wurde jeweils die erste Aminosdure
des N-Glycosylierungsmotives, das Asparagin (N) gegen ein Glutamin (Q)
ausgetauscht. Das Motiv fir N-Glycosylierung an Position g13 wurde von NQS nach
QQS, an Position g14 von NCT nach QCT und an Position g17 NNT nach QNT
verdndert. Die nachtraglich eingebrachte N-Glycosylierungsstelle an Position g15
wurde ebenfalls durch einen Aminosdureaustausch von NNT nach QNT eliminiert.
Zusétzlich zu dieser Mutante stand auch die urspriingliche P1-930-pUCenv Variante als
g15-Glycomutante zur Verfligung. Die beiden unterschiedlichen g15-Glycomutanten
wurden NL-930-g15ont und NL-930-g15yrna genannt. Neben diesen g15-Varianten
wurden Einzelmutanten erstellt, die jeweils an Position g13 und Position g17 nicht
glycosyliert wurden. Diese Mutanten wurden NL-930-g13 und NL-930-g17 genannt.
Zuséatzlich zu diesen Einzelmutanten wurde eine Variante erstellt, die an allen N-

Glycosylierungsstellen im V3 Bereich mit Ausnahme von Position g16 mutiert war. Bei
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dieser Vierfachmutante waren bei den N-Glycosylierungsmotiven g13, g14, g15 und
g17 jeweils die erste Aminosaure, das Asparagin (N), gegen Glutamin (Q) ausgetauscht.
Diese Variante wurde als NL-930-g13/14/15/17 bezeichnet. Nach Uberpriifung der V3-
Sequenz durch DNA-Sequenzierung (3.1.12) wurde der env-Bereich aus dem pUCenv
Hintergrund in den Vektor pNLAenv ubertragen. Dieser konnte dann fir die Produktion
(3.2.4) der sechs rekombinanten NL-930 Glycovarianten verwendet werden, die fir die

nachfolgenden Infektionsstudien zur Verfligung standen (4.2.3).

4.1.3.3 Herstellung der Glycovarianten von NL-918

Das R5-trope Primarisolat P1-918 tragt an den Positionen g13, g14, g15 und g16 die
Aminosauresequenzen NES, NCT, NNT und NVS, die als N-Glycosylierungsmotive
erkannt werden. Das Sequenzmotiv NTL an Position g17 wird dagegen nicht als N-
Glycosylierungsmotiv erkannt. Zu dem Zeitpunkt der Arbeit, als diese Variante kloniert
wurde, zeichnete sich bereits eine Bedeutung des N-Glycanes an Position g15 fur die
CCRS5-vermittelte Infektion ab. Aus diesem Grunde wurde nur das N-Glycosylierungs-
motiv an Position g15 eliminiert, indem das Sequenzmotiv NNT durch QNT ersetzt
wurde. Die Sequenz des VV3-Bereichs von NL-918 und der Variante NL-918-g15 wurde
durch DNA-Sequenzierung (3.1.12) tberprift. Anschlieend wurden die env-Gene in
den Vektor pNLAenv Ubertragen, der dann fir die Produktion der rekombinanten
Virusvarianten verwendet werden konnte (3.2.4). Die hergestellten Glycovarianten NL-
918-g15 und NL-991 (Abb. 19) wurden in Infektionsstudien verglichen, um den Einfluf3
der N-Glycosylierung an Position g15 fur die Interaktion zwischen dem V3-Loop
CCR5-troper Viren und CCR5 zu untersuchen (4.2.4).

4.1.3.4 Herstellung der Glycovarianten von NL-991

Im V3-Bereich des R5-tropen Primarisolates P1-991 werden an den fiinf konservierten
Positionen g13 bis g17 die Sequenzmotive NES, NCT, NNT, NIS und NNT als
Sequenzmotive flr N-Glycosylierung erkannt. Um den EinfluR dieser drei N-
Glycosylierungsstellen auf die Interaktion des V3-Loop von PI-991 mit dem Korezeptor
zu untersuchen, wurde eine Reihe von Glycomutanten im Sequenzhintergrund von PI-
991 erstellt. Ausgehend von dem Vektorkonstrukt pUC-991, das den V3-Bereich des
Primarisolates PI1-991 im NL4-3 Hintergrund des Vektors pUCenv tragt (4.1.2), wurden

die Erkennungssequenzen fir N-Glycosylierung substituiert. Ausgehend von der
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Variante NL-991, die an allen funf Positionen N-Glycosylierungsmotive trug, wurden
Mutanten generiert, die sich hinsichtlich der N-Glycosylierung an den Positionen g13,
915 und g17 unterschieden (Abb. 20). An den drei konservierten Positionen g13, g15
und g17 wurde jeweils die erste Aminoséure des N-Glycosylierungsmotives, das
Asparagin (N), durch ein Glutamin (Q) ersetzt. Die resultierenden Aminosduremotive
QES an Position g13 bzw. QNT an den Positionen g15 und g17 wurden nicht mehr als
N-Glycosylierungssequenzen erkannt. Durch Kombination der drei Positionen g13, g15
und gl17 wurden neben den Einzelmutanten NL-991-g13, -g15 und -gl17 die
Doppelmutanten NL-991-g13/15, -g13/17 und-g15/17 sowie die Dreifachmutante NL-
g13/15/17 erstellt. Die env-Gene dieser 991-Glycovarianten wurden aus dem Vektor
pUCenv in den Vektor pNL4-3 Ubertragen. Die hergestellten NL-991-Glycovarianten
(3.2.4) konnten in Infektionsstudien verglichen werden, um so den EinfluR der N-
Glycosylierung an Position g15 fur die Interaktion zwischen dem V3-Loop CCR5-

troper Viren und dem Korezeptor zu untersuchen (4.2.5).

4.1.3.5 Herstellung der Glycovarianten von NL-952
Um die Bedeutung der N-Glycosylierung im V3-Bereich einer R5X4-dualtropen

Virusvariante zu untersuchen, wurden verschiedene Glycovarianten im V3-Sequenz-
hintergrund des R5X4-dualtropen Primarisolates P1-952 rekombinant hergestellt. Dazu
wurde das Vektorkonstrukt pUC-952 verwendet, das den VV3-Bereich des Primarisolates
P1-952 in dem env-Hintergrund von NL4-3 tragt (4.1.2). An den Positionen g13 und g14
des Primarisolates P1-952 wurden die Aminosdauresequenzen KET und DCI gefunden,
die nicht als Erkennungsmotiv fiir N-Glycosylierung dienen konnten. Es wurden
zundachst an diesen Positionen Erkennungssequenzen fir N-Glycosylierung eingefthrt.
An Position g13 wurde die Aminosauresequenz KET gegen NET ausgetauscht. An
Position g14 wurde die DNA-Sequenz DCI durch die Sequenz NCT ersetzt. So wurde
die Virusvariante NL-952 erstellt, die an allen fliinf konservierten Positionen im V3-
Bereich N-Glycosylierungsmotive trug. Dariliber hinaus wurde eine Reihe von
Glycovarianten erstellt, die an den Positionen g13, g14, g15 und g17 in unterschied-
licher Kombination glycosyliert waren. Dabei wurde fir die Herstellung der
Einzelmutante NL-952-g13 im Hintergrund des ursprunglichen Primadrisolates P1-952,
bei dem an den Positionen g13 und g1l4 keine N-Glycosylierung stattfand, die

Aminosauresequenz an Position gl4 von DCI nach NCT (s.0.) ausgetauscht.
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Entsprechend entstand die Einzelmutante g14. Hier wurde ebenfalls im Hintergrund der
urspringlichen V3-Sequenz an Position g13 das Motiv NET anstelle der nicht-
glycosylierten Sequenz KET eingefuhrt. An Position g13 findet man bei CCR5-tropen
Viren die Aminosdure Serin konserviert an der dritten Position der N-
Glycosylierungsstelle. Es wurde daher die Mutante NL-952-14/15¢ erstellt, die anstelle
des Aminosauremotivs NET das Motiv NES enthielt. An Position g15 wurde bei
einigen Mutanten das N-Glycosylierungsmotiv. NNT durch QNT ausgetauscht.
Alternativ wurde an Position g15 NNT durch NNI ersetzt. An Position g17 wurde das
Sequenzmotivs NNT durch NNA ersetzt. Im Falle der Vierfachmutante NL-952-
0130/14/150¢/17q wurde an allen Positionen fir N-Glycosylierung im V3-Bereich mit
Ausnahme von Position g16 das erste Asparagin des Erkennungsmotivs gegen Glutamin
ausgetauscht. Durch Kombination der verénderten Sequenzen im Bereich der vier
Erkennungsmotive fir N-Glycosylierung im V3 Bereich g13, g14, g15 und g17 wurden
elf verschiedene Glycomutanten im Sequenzhintergrund von NL-952 hergestellt (Abb.
21). Die env-Gene mit den veranderten N-Glycosylierungsstellen wurden in das HIV-1
Genom des Vektorkonstruktes pNLAenv Ubertragen. Die damit hergestellten Viren
(3.2.4) standen flr Infektionsstudien zur Verfiigung und konnten hinsichtlich ihrer
Infektionseigenschaften und ihrer Neutralisationseigenschaften untersucht werden
(4.2.6).
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Abb. 17

Glycomutanten des NL4-3 Virus
Dargestellt ist der V3-Loop-Bereich des NL4-3 im Vergleich mit den hergestellten NL4-3 Glycovarianten. Durch zielgerichtete
Mutagenese mit Hilfe von sequenzspezifischen Oligonukleotiden wurden die Aminoséurecodons im V3-Loop verandert und so die

Erkennungssequenzen fur N-Glycosylierung eliminiert.

(-) Strich:

Identische Aminoséauren,
N-Glycosylierungsstellen
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ausgetauschter V3-Bereich

g13  gl4 g15 g16 g17 |
NL-930 DVVI RSQNF TDNAK Tl | VQLINGQS)V TI [NCTJRPY|NNT] KHRI MHI GPG RAFYATNVKG NI KQAHCINT S| RTAWNNTIL KQI VASKL RE
NL-930-g13 L L oo oo Q-- -- EE ___________________________ F—-1]----F--}F------
NL-930-9g15vgna m - e m o e e oo - - El---El---R-A --------------------------- F--1----F--F------
NL- 930-915 oo i oo S S T SN o S F=]----F<}------
NL-930-g17 oo oo i - -1 --F--F--F--]---------- - - - ]----@--------
NL- 930-913/ 14/ 15/ 17 o oo oo oo Q-- -- Q- --- Q -« ce e el oo ]----Q--------

Abb. 18  Glycomutanten des NL-930 Virus

Dargestellt ist der VV3-Bereich, der aus dem Primérisolat PI-930 in das NL4-3 Virus Ubertragen wurde. Die Aminoséuren der NL4-3
Sequenz sind kursiv dargestellt. Die Erkennungsmotive fur die N-Glycosylierung wurden durch zielgerichtete Mutagenese verandert. Dabei
wurde an den Positionen g13, g14, g15 und g17 jeweils die erste Aminosdure N (Asparagin) der Erkennungssequenz gegen Q (Glutamin)
ausgetauscht. Auf diesem Wege wurden die Einzelmutanten NL-930-g13, -g15 und -g17 erstellt. Die Einzelmutante NL-930-g15yrna
entspricht der Originalsequenz des P1-930 V3-Loop.

(-) Strich: Identische Aminoséuren,
N-Glycosylierungsstellen,
Klammer: Ausgetauschter VV3-Bereich
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ausgetauschter V3-Bereich

g13 gl4 g1l5 g1l6 gl7
NL-918 EDVVI RSENFSNNAR TI | VHLINESV ET|NCT|RPSINNT| RKSI HI GPGR AFYATGEI | G DI RQAHCINVS| KTKWV NT L RHI ASKLRE
NL-918-g15  oaoilooolo. FF - ceeee s e e e

Abb.19  Glycomutanten des NL-918 Virus

Dargestellt ist die Sequenz des V3-Bereiches des Primérisolates PI1-918, der in den Hintergrund des Laborstammes NL4-3 (bertragen
wurde. Die flankierenden NL4-3 Sequenzen sind kursiv dargestellt. Durch zielgerichtete Mutagenese wurde die N-Glycosylierungsstelle an
Position g15 eliminiert. Alle anderen N-Glycosylierungsstellen blieben unverandert.

(-) Strich: identische Aminosauren,
: N-Glycosylierungsstellen,
Klammer: ausgetauschter VV3-Bereich
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ausgetauschter V3-Bereich

g13 gl4  g15 g16 917 |
NL- 991 EDVVI RSENFTNNAK TI | VQLNESV VI [NCTJRPNNNT] RRSI PI GPGR AFYTTGDI VG DI RQAHCINT S| RAQWNNT]L EQVASKL RE
NL-991-g13 .. oS ey RO e e [ ey
NL-991-g15 .. e S ey o S e [ ey
NL-991-917 oo aoo.s e Y e e e PR
NL-991-g13/ 17 oo e QO -- -- e e [ e R
NL-991-g15/17 oo e s S e Y c e R
NL-991-g13/15 oo e o -- .- e o Y e P e T
NL-991-g13/ 15/ 17 oo mee o o -- .- e < Y e R

Abb. 20 Glycomutanten des NL-991 Virus

Dargestellt ist die Sequenz des VV3-Bereiches des Primadrisolates P1-991, der in den Hintergrund des Laborstammes NL4-3 Ubertragen
wurde. Die flankierenden NL4-3 Sequenzen sind kursiv dargestellt. Durch zielgerichtete Mutagenese wurde die N-Glycosylierungsstelle an
den Positionen g13, g15 und g17 eliminiert. Durch Kombination der eliminierten N-Glycosylierungsstellen wurden neben den
Einzelmutanten NL-991-913, -g15 und -g17 drei Doppel- und eine Dreifachmutante erhalten.

(-) Strich: identische Aminosauren,

: N-Glycosylierungsstellen,

Klammer: ausgetauschter V3-Bereich
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ausgetauschter V3-Bereich

913 gl4a g15 g16 917 |
NL- 952 EDVVI RSANFCDNAK TI | VQL[NET] KI [NCTJRPN[NNT|RKRI T LGPGRVLY TT GEI | G DI RKAHCNT S| REKWNNT]L YQVASKL RE
NL-952-913 il eeeaon Ke-- -- e s [ =1----F-----
NL-952-g14 il e > S I e 1----F-----
NL-952-913/14 o e Ke-- -- o S T e T 1 F-----
NL-952- 914/ 17 @il e e o S IS e 1------ Acenon
NL-952-913/ 14/ 17 oo i i e Ke-- -- o S e ]------ Aeenon
NL-952- 9150 cem e oo S S S M 1 F-----
NL- 95249137- 914/ 150 =ccceon o oo Fo - D-lem- Q@ oo e =1----F-----
NL-952+913g- 914/ 15q wcooocw oo —oone- S R e - -F-----
NL-952-9g15/17 @il e =} --FF---- | e ]------ Acenon
NL-952- 914/ 15/ 17 i e -} --D-1----- | e e 1------ Acenon
NL-952-913/ 14/ 15 oo o Ke-- -- D-l----- | e el - -F-----
NL- 952-913/ 14/ 15/ 17 oo oo mmeean Ke-- -- D-l-n--- | ol ]------ Aconon
NL- 952- 9130/ 14/ 15¢/ 17 = vcce cn coe = mmm - Q-- -- o SN T o - Q----n--

Abb. 21  Glycomutanten des NL-952 Virus

Dargestellt sind die Sequenzen der V3-Glycovarianten im Hintergrund von NL-952. NL-952 tragt den V3-Bereich des Primérisolates PI-
952 in dem Hintergrund von NL4-3. Die flankierenden Aminosauresequenzen von NL4-3 sind kursiv dargestellt. Durch zielgerichtete
Mutagenese wurden die Erkennungssequenzen fur N-Glycosylierung modifiziert. Die resultierenden Varianten sind im Vergleich zu den
vollstandig glycosylierten Varianten NL-952 dargestellt.

(-) Strich: identische Aminosauren,

: N-Glycosylierungsstellen,

Klammer: ausgetauschter VV3-Bereich
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4.2 Charakterisierung der NL-Glycovarianten

4.2.1 Expression von rekombinantem gp120 in Hela-T4-Zellen

Die Expression des env-Gens mit ausgetauschten V3-Bereichen ist VVoraussetzung flr
die Charakterisierung der verschiedenen V3-Glycomutanten. Es wurde deshalb
Uberprift, ob die Sequenzverédnderungen der N-Glycosylierungsmotive dazu fihrten,
dass diese Motive nicht mehr glycosyliert wurden. Die rekombinanten env-Gene
wurden dafiir in HeLa-T4-Zellen exprimiert und das gp120 anschlieBend mit Hilfe eines
Immuno-Blots mit anti-gp120 Antikdrpern nachgewiesen. Diese Arbeiten wurden in
Zusammenarbeit mit Heiner Schaal (Universitait Ddusseldorf) durchgefuhrt.
Exemplarisch fir X4- und R5-trope Viren wurden die env-Gene von NL4-3 und NL-
991-g15 und NL-952-g13/14/17 exprimiert. Dazu wurden die env-Bereiche uber die
Schnittstellen BstEll und BamHI aus dem Vektor pUCenv in den Expressionsvektor
pSVATGrev ubertragen. Dieser Vektor kontrolliert tber einen SV40- Promotor die
Proteinexpression in eukaryotischen Zellen. Das exprimierte gpl20 konnte in den
transfizierten Zellen nachgewiesen werden. Zelllysate wurden auf ein SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen und die Proteinbanden nach einer Elektrophorese auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen, die dann mit einer anti-gp120-Antikorperldsung
behandelt wurde. Durch einen Meerrettich-Peroxidase gekoppelten gp120-Detektions-
antikdrper wurde die gp120-Bande sichtbar gemacht. In Abbildung 22 ist der Immuno-
Blot zum Nachweis der gp120 Proteine der Viren NL4-3, NL-991-g15 und NL-952-
g13/14/17 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Banden eines gp120, das an allen
finf N-Glycosylierungsstellen im V3-Bereich N-Glycane tragt, weniger weit in dem
Gel lief als die gp120-Molekiile, die ein oder drei N-Glycane weniger tragen. Durch die
fehlenden Zucker kommt es zu einer geringeren Molekllmasse, was sich in den
unterschiedlichen Laufweiten der Proteine im SDS-Gel widerspiegelt. Daraus kann man
schluRRfolgern, dass die Mutation der N-Glycosylierungsstellen zu einem Verlust von N-
Glycanen fuhrt. Daruber hinaus konnte ausgeschlossen werden, dass sich die
Veranderungen in den N-Glycosylierungsstellen negativ auf die Expression des gp120

auswirken.
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Hela T4 Lysat

1 2 3

= <— 9pl20

"-_

+H+++ -+ - - -

NL4-3  991-g15 952-g13/14/17

Abb. 22  Immuno Blot zum Nachweis des gp120 und von gpl120 mit fehlender
N-Glycosylierung im V3-Loop Bereich

Hela-T4-Zellen wurden mit gp160 Expressionsvektoren transfiziert, die env-Gene von
verschiedenen NL-Glycovarianten enthielten. Die transfizierten Zellen exprimierten
gp120/gp41 der Virusvarianten NL4-3 (Spalte 1), NL-991-g15 (Spalte 2) und NL-952-
g13/14/17 (Spalte 3). Nach 2 Tagen wurden die Zellen geerntet und in SDS-
Probenpuffer lysiert. Die Detektion des gpl20 erfolgte mit einem Kaninchen anti-
gp120-Antikorper und einem Chemilumineszenz-Detektionssystem (Amersham). Die
Experimente wurden zusammen mit Dr. Heiner Schaal (Universitdt Dusseldorf)
durchgefiihrt.
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4.2.2 Infektion von CXCR4-Indikatorzellen mit NL4-3 Glycovarianten

Um den EinfluBR der Glycosylierung im V3-Bereich auf die Infektiositat von NL4-3 zu
ermitteln, wurden die unter 4.1.3 aufgefiihrten rekombinanten Viren mit verdnderten
Glycosylierungsmustern in einem Infektionstest eingesetzt (3.3.2). Diese Arbeiten
wurden in Zusammenarbeit mit Matthias Dittmar am Heinrich-Pette-Institut in

Hamburg durchgefiihrt.

Die Infektionsereignisse in Korezeptor-Indikatorzellen (2.1.2) wurden durch eine
Immunférbung (3.3.3) sichtbar gemacht, und anschliefend unter dem Lichtmikroskop
ausgezahlt. Die Infektiositat der verschiedenen Glycovarianten wurde als Anzahl
gefarbter Zellen (focus forming units, ffu) pro 10 ng p24 dargestellt. Die Werte ergeben
sich aus Doppelbestimmungen. Das Virus wurde jeweils in drei Verdunnungen

eingesetzt (entspechend 1, 10, und 100 ng p24-Virusantigen pro Ansatz).

422.1 Infektion von GHOST-Indikatorzellen ohne Inhibitor

Die Korezeptor-Indikatorzellen GHOST-parental, GHOST-CXCR4 und GHOST-CCR5
wurden in Zellkulturplatten mit 48 Kavitdten (48-well-Zellkulturplatten) mit
verschiedenen Virusmengen (1, 10 und 100 ng p24/Kultur) der unterschiedlichen NL4-
3-Glyco-varianten infiziert und die Infektionsereignisse nach 3 Tagen durch die
Immunféarbung (3.3.3) detektiert. In Tabelle 2 sind die Ergebnisse der Infektion der
GHOST-Korezeptorzellen mit den verschiedenen NL4-3-Glycomutanten dargestellt.
Keine der untersuchten NL4-3-Glycovarianten konnte die GHOST-CCRS5-Zelllinie
infizieren. Im Falle der GHOST-CXCR4-Zelllinie zeigten sich Unterschiede in der
Infektiositat bei den verschiedenen NL4-3 Glycovarianten. Die Mutanten NL4-3-
014v/15gstT, NL4-3-9156sTT, NL4-3-915/17 und NL4-3-g13/15/17 waren in der Lage,
die parentale GHOST-Zelllinie zu infizieren. Dabei war die Zahl der
Infektionsereignisse jedoch deutlich geringer als bei den GHOST-CXCR4-Zellen. Die
parentale GHOST-Zelllinie exprimiert einen geringen CXCR4-Hintergrund, der von
einigen X4-tropen Virusvarianten genutzt werden kann (Vodros et al., 2001). Von dem
im V3-Bereich vollstandig glycosylierten NL4-3 Wildtyp konnte dieser CXCR4-
Hintergrund jedoch nicht fir die Infektion genutzt werden. Die Virusvarianten, die die
parentale Linie infizieren konnten, zeigten verglichen mit dem NL4-3 Wildtyp in

GHOST-CXCR4-Zellen ebenfalls eine gesteigerte Anzahl von Infektiosereignissen. Die
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Mutanten NL4-3-g14y/15cstt und NL4-3-g15cstT zeigten eine Erhdhung der Anzahl an
Infektionsereignissen um das zwei- bzw. dreifache. Die Mutante NL4-3-g13/15/17
zeigte eine Erhéhung der Infektiositdt um das siebenfache. Die Variante NL4-3-g15/17
weist in  GHOST-CXCR4-Zellen eine 11-12-fach  hoéhere  Anzahl an
Infektionsereignissen gegeniiber der NL4-3 Wildtyp-Variante auf.

Auch die Mutanten, die die parentale GHOST-Linie nicht infizieren konnten, zeigten
verglichen mit der NL4-3 Variante auf der GHOST-CXCR4-Linie Unterschiede in der
Infektiositat. Die Mutante NL4-3-g13/17 zeigte eine Steigerung der Infektionsereignisse
um das zweieinhalbfache. Die Mutanten NL4-3-g15yn und NL4-3-g15ynk zeigten
dagegen eine um etwa 30% verringerte Infektiositat gegentiber dem NL4-3 Wildtyp. Bei
diesen Varianten konnten 20 Infektionsereignisse pro 10 ng p24 gezahlt werden,
wéhrend der NL4-3 Wildtyp 30 Infektionsereignisse pro 10 ng p24 verursachte. Die
Mutanten NL4-3-g13 und NL4-3-g17 zeigten ebenfalls eine verringerte Infektiositat um
30 bzw. 60 %. Sie verursachten 20 bzw. 10 Infektionsereignisse pro 10 ng p24.

Die Doppelmutante NL4-3-g13/15 zeigte gegenliber dem NL4-3-Wildtyp keine
Anderung in der Infektiositat. Ein Vergleich der Ergebnisse zeigte, dass bei dem HIV-1
Laborstamm NL4-3 die Eliminierung der N-Glycosylierungsstelle an Position g15 im
V3-Loop zu einer Steigerung der Infektiositdt in GHOST-CXCR4-Zellen fuhrte. Die
Eliminierung der N-Glycosylierungsstelle g15 alleine fuhrte dabei zu einer geringen
Steigerung der Infektiositat, die jedoch weiter gesteigert wurde, wenn zusétzlich das N-
Glycan an Position g17 fehlte, wie es bei den Mutanten NL4-3-g15/17 und NL4-3-
g13/15/17 der Fall war. Es konnte gezeigt werden, dass besonders das N-Glycan an
Position g15 von Bedeutung flr die Infektiositat des X4-tropen NL4-3 war. Elimination
dieses N-Glycans konnte die Infektiositdt der Viren steigern. Fir die N-Glycane an
Position g14 und g17 wurde gezeigt, dass sie eine modulierende Funktion haben. Fehlte
das Glycan an Position g15, wurde die Infektiositat durch zusétzliche Elimination von
g14 und g17 weiter gesteigert. Die N-Glycane im V3-Bereich, besonders an Position

g15, haben demnach eine stoérende Wirkung auf die Interaktion des gp120 mit CXCRA4.
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4.2.2.2 Infektion von GHOST-Indikatorzellen in Gegenwart des CXCR4-
Liganden SDF-1

Um zu untersuchen, ob der EinfluR der N-Glycosylierung von der Interaktion von HIV-1
mit dem Korezeptor abhéngig ist, wurde SDF-1, der natirliche Ligand des Korezeptors
CXCR4, als Inhibitor eingesetzt. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen SDF-1 vorinkubiert und anschlieRend mit den verschiedenen NL4-3
Glycovarianten infiziert (3.3.6). Dabei wurde eine Virusmenge eingesetzt, die ohne
SDF-1 etwa 100 Infektionsereignisse (ffu) hervorruft. So war gewahrleistet, dass sich
die Zahl der Infektionsereignisse vergleichbar auswerten liel3. Die Infektionsereignisse
pro Kultur wurden durch Immunfarbung detektiert (3.3.3). Tabelle 3 zeigt die
konzentrationsabhdngige Inhibition der verschiedenen NL4-3-Glycovarianten durch
SDF-1. Daraus ging hervor, dass sich die verschiedenen NL4-3-Glycovarianten
unterschiedlich gut mit SDF-1 inhibieren lieRen. Die Mutanten NL4-3-914v/15¢sTT,
NL4-3-g15cstT, NL4-3-g15/17 und NL4-3-g13/15/17 lassen sich auch mit der hdchsten
SDF-1 Konzentration von 1000 ng/ml nicht vollstandig inhibieren. Die NL4-3 Wildtyp-
Variante zeigt dagegen bereits mit 500 ng/ml SDF-1 keine Infektion mehr. Bei 250
ng/ml SDF-1 zeigten alle Varianten eine Infektion der CXCR4-Indikatorzellen. Die
resistenten Mutanten zeigten bei dieser Konzentration eine Inhibition um 5 bis 50 % |,
wéhrend die sensitiveren Varianten, verglichen mit dem Ansatz ohne SDF-1, bei dieser

Konzentration im Schnitt um 80 % inhibiert waren.

Allen SDF-1-resistenten Varianten gemein ist das Fehlen der Glycosylierung an
Position g15 durch den Austausch von NNNT nach GSTT. Die Varianten, die NNT
gegen NNI oder NNK ausgetauscht hatten, zeigten ohne SDF-1 eine deutlich geringere
Infektion und lieRen sich bereits mit 250 ng SDF-1/ml um 60 bzw. 87 % inhibieren. Der
Austausch der Aminosauresequenz an Position g15 von NNNT nach GSTT fihrte bei
den Mutanten NL4-3-g14v/15gstr, NL4-3-g15cstr, NL4-3-g15/17 und NL4-3-
g13/15/17 zu einer verminderten Inhibition der CXCR4-vermittelten Infektion. Dabei
zeigt die Mutante NL4-3-g14v/15cstt den stérksten Effekt. Die Mehrfachmutanten
NL4-3-g15/17 und NL4-3-g13/15/17 lassen sich in geringerem Male durch SDF-1
neutralisieren als die Einzelmutante NL4-3-g15gstr. Diese Einzelmutante zeigt
verglichen mit dem NL4-3 Wildtyp ebenfalls eine erhéhte Resistenz gegeniber SDF-1
vermittelter Inhibition. Die N-Glycane im V3-Bereich haben einen Einflul auf die
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Inhibition der Infektion durch den CXCR4-Liganden SDF-1. Dabei flhrt vor allem die
Elimination des N-Glycanes an Position g15 zu einer erhéhten Resistenz gegenuber
SDF-1, die durch zusatzliche Elimination der N-Glycane an Position g14 und g17 noch
gesteigert werden konnte. Diese Ergebnisse gemeinsam mit den unter 4.2.2.1
gefundenen Effekten lassen darauf schliel3en, dass die NL4-3 Varianten, die an Position
g15 deglycosyliert sind, CXCRA4-Indikatorzellen effektiver infizierten und in
geringerem MaRe durch den CXCR4-Liganden SDF-1 inhibiert werden kdnnen.
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Tabelle 2 Infektion von GHOST-CXCR4-Zellen mit X4-monotropen NL4-3
Varianten mit unterschiedlicher V3-Loop Glycosylierung

GHOST-Zell-Infektion (ffu/10 ng p24)?

Virus-Mutanten parental CXCR4 CCR5
NL4-3 - 30 -
NL4-3-g13 - 20 -
NL4-3-g14v/15csTT 0,7 60 -
NL4-3-g15gsTT 0,8 90 -
NL4-3-g15nni - 20 -
NL4-3-g15xnk - 20 -
NL4-3-g17 - 10 -
NL4-3-g15/17 0,5 350 -
NL4-3-g13/17 - 80 -
NL4-3-g13/15 - 30 -
NL4-3-g13/15/17 1 210 -

Die Infektionsereignisse wurden in einem Infektionstest durch Immunfarbung
nachgewiesen und quantifiziert. Die Anzahl der Infektionsereignisse (ffu, foci
forming units) wurden jeweils in Doppelbestimmungen flr drei Virusverdinnungen
(1, 10 und 100 ng p24 /Ansatz) ermittelt und auf 10 ng/p24 bezogen.
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Tabelle 3 SDF-1-Inhibition der Infektion von GHOST-CXCR4-Zellen mit
X4-monotropen NL4-3 Glycovarianten.

Infektionsraten in GHOST-CXCR4-Zellen (ffu)
(SDF-1, ng/ml)

Virus-Mutanten 0 250 500 1000
NL4-3 87° 24 0 0
NL4-3-g13 82 17 0 0
NL4-3-914y/15sTT 100 95 60 35
NL4-3-g15gsTT 89 45 24 4
NL4-3-g15nni 10 4 0 0
NL4-3-g15nnk 15 2 0 0
NL4-3-g17 67 12 0 0
NL4-3-g15/17 85 60 35 15
NL4-3-g13/17 60 5 0 0
NL4-3-g13/15 75 15 0 0
NL4-3-g13/15/17 95 60 40 10

a

Infektionsereignisse pro Kultur wurden als ffu (foci forming units) ermittelt. Es
wurde jeweils soviel Virus eingesetzt, dass ohne SDF-1 ca. 100 ffu zu erwarten
waren. Die Anzahl der Infektionsereignisse (ffu) wurden in Doppelbestimmungen

ermittelt und bezieht sich jeweils auf eine Kulturschale mit gleichen Zellzahlen.
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4.2.2.3 Infektion von CXCR4-Indikatorzellen mit NL4-3-g15 Mutanten

Bei den Primérisolaten P1-910 und PI1-911 war das bei R5-tropen Viren konservierte
Sequenzmotiv NNNT durch die Aminosauresequenz SIQK ersetzt, bei PI1-930 durch
YRNA und bei PI1-932 durch HNTV. In den vorangegangenen Experimenten wurde
gezeigt, dass neben der N-Glycosylierung an dieser Position die Aminosauresequenz
ebenfalls einen Einflul? auf die Infektiositat der Viren hat (4.2.2.1). Im folgenden wurde
die Bedeutung dieser Aminosauresequenzen an Position g15 untersucht. Zu diesem
Zweck wurden zusétzlich zu den Mutanten NL4-3-g15 NL4-3-g15yn; und NL4-3-
g15wwk  Mutanten erstellt, die an Position gl15 die Aminosduresequenzen der
Primarisolate P1-910, P1-930 und PI1-932 trugen (Abb. 17). Die resultierenden Varianten
NL4-3-g15vgrna, NL4-3-g15gi0k, NL4-3-g15yntv Sowie die Varianten NL4-3-g15,
NL4-3-g15nnk und NL4-3-g15yn wurden hinsichtlich ihrer Replikationsfahigkeit in
CXCR4-Indikatorzellen und ihrer Neutralisierbarkeit durch humanes HIV-1
neutralisierendes Serum (HIV-1 Positivserum, 2.4) untersucht. Die rekombinanten
Viren wurden zur Infektion von GHOST-CXCR4-Indikatorzellen (3.3.5) verwendet.
Dem Kulturmedium wurde humanes Serum von HIV-1 infizierten Personen in
verschiedenen Verdinnungen zugesetzt. Als Kontrolle wurde HIV-1 Negativserum
eingesetzt. Bei dem HIV-1 Negativserum handelt es sich um eine Mischung von 40
Patientenseren ohne nachweisbare HIV-spezifische Antikorper. Die Zellkulturiiber-
stinde wurden (ber die Dauer von 7 Tagen in Abstdnden von 1 bis 2 Tagen
abgenommen und der Virusgehalt ermittelt (3.3.7).

In Abbildung 23 sind die Replikationskinetiken der g15-Sequenzvarianten NL4-3-g15,
NL4-3-g15punTv, NL4-3-g15yrna uUnd NL4-3-gl5gi0k  sowie des NL4-3-Wildtyps
dargestellt. Alle Varianten replizierten in den Kulturen, denen das HIV-1 Negativserum
zugesetzt war mit vergleichbaren Kinetiken und erreichten an Tag 7 vergleichbare
Virustiter bei einer ODg4osnm VON ca. 2,25. Durch Zugabe des HIV-1 Positivserums in der
Verdinnung 1:100 wurden alle Viren um ca. 50 % inhibiert, sie erreichten im Vergleich
zu der Kinetik, die mit HIV-1 Negativserum erhalten wurde, nur noch eine OD4ospm VON
ca. 0,8-1,2. Dabei war innerhalb dieser vier NL4-3 Sequenzvarianten kein signifikanter

Unterschied zu sehen.
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Die Zugabe des HIV-1 Positivserums von 1:500 und 1:1000 hatte keinen inhibitorischen
Effekt auf die Replikation. Alle Mutanten erreichten an Tag 7 identische Virustiter, wie
sie mit HIV-1 Negativserum erreicht wurden. Der Aminosaureaustausch im NL4-3-
Hintergrund von NNNT an Position g15 gegen Sequenzen aus CXCR4-nutzenden

Primérisolaten hatte keinen Einfluf® auf die Neutralisierbarkeit dieser Viren.

Anders verhielt es sich, wenn an Position g15 das Sequenzmotiv NNNT gegen NNNI
oder NNNK ausgetauscht wird. Die Virusmenge war jeweils so gewahlt, dass die
Replikationskinetiken mit HIV-1 Negativserum vergleichbar waren. Zugabe von HIV-1
Positivserum in den Verdinnungen 1:100 und 1:500 fuhrte bei den beiden Varianten
NL4-3-g15nn; und NL4-3-g15ynk zu einer vollstandigen Neutralisation der Viren (Abb.
24). Das HIV-1 Positivserum in der Verdinnung 1:1000 fuhrte bei der Variante NL4-3-
g15nnk ebenfalls zu einer vollstdndigen Inhibition, wahrend NL4-3-g15yn an Tag 7
eine ODg4osnm von 1,0 erreichte, was in etwa 50 % der ODgosnm entsprach, die in

Gegenwart des HIV-1 Negativserum erreicht wurde.

Zusammengenommen waren die beiden Varianten NL4-3-g15yn; und NL4-3-g15nnk,
bei denen durch geringe Verdnderungen der Aminosauresequenzen das N-Glycan an
Position g15 eliminiert worden war, deutlich sensitiver gegeniiber dem HIV-1
Positivserum. Selbst bei einer Serumverdinnung von 1:1000 wurden sie vollstandig
bzw. zu 50% inhibiert. Dagegen wurden die NL4-3 Glycovarianten, bei denen an
Position gl15 die Erkennungssequenz fir N-Glycosylierung durch Sequenzmotive aus
CXCR4-nutzenden HIV-1 Primdrisolaten eliminiert war, nur bei der geringsten
Verdinnung des HIV-1 Positivserums von 1:100 zu 50% inhibiert. Eine weitere
Verdinnung des Serums fiihrte dazu, dass keine Neutralisation mehr stattfand. Diese
Viren waren deutlich resistenter gegenlber der Neutralisation durch HIV-1

neutralisierendes Serum.
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Abb. 23 - Infektion von GHOST-CXCR4-Indikatorzellen mit NL4-3-g15-
Sequenzvarianten: GHOST-CXCRA4-Indikatorzellen wurden mit jeweils 0,25 ng/ml
rekombinantem Virus infiziert. In den Kulturen lag HIV-1 Negativserum in der Verdinnung
1:100 (-A-) und HIV-1 Positivserum in den Verdiinnungen 1:100 (A2+), 1:500 (Or) und 1:1000
(=) vor. Die Infektion erfolgte in 96-well Zellkulturplatten. Nach 1, 2, 3, 5, und 7 Tagen
wurden die Kulturiberstdnde abgenommen und der Virusgehalt mittels eines p24-Antigen
ELISA als ODgsnm quantifiziert. Die Werte ergeben sich aus Doppelbestimmungen. Die
Standardabweichung lag unter 5 %.
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Abb. 24  Infektiostat und Neutralisierbarkeit der NL4-3-g15 Mutanten mit
konservativen Aminosaureaustauschen.

GHOST-CXCR4-Indikatorzellen wurden mit rekombinantem Virus infiziert NL4-3:
0,25 ng/ml, NL4-3-g15yn1, NL4-3-g15wnk: 12,5 ng/ml. In den Kulturen lag HIV-1
Negativserum in der Verdiinnung 1:100 () und HIV-1 Positivserum in den
Verdiinnungen 1:100 (HH), 1:500 (<O") und 1:1000 () vor. Die Infektion erfolgte in
96-well Zellkulturplatten. Nach 1, 2, 3, 5, und 7 Tagen wurde der Virusgehalt mittels
eines p24-Antigen ELISA als ODgosnm quantifiziert. Die Werte ergeben sich aus
Doppelbestimmungen. Die Standardabweichung lag unter 5 %.
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4.2.3 Infektion von CXCR4-Indikatorzellen mit NL-930 Mutanten
4.2.3.1 Replikation in Gegenwart von HIV-1 Negativserum

Mit den unter 4.1.3.2 beschriebenen NL-930 Einzelmutanten NL-930-g13,
NL-930-g15yrna, NL-930-g15qnT, NL-930-g17 sowie der Vierfachmutante NL-930-
013/14/15/17 wurden GHOST-CXCRA4-Indikatorzellen infiziert (3.3.1) und die Virus-
replikation Uber 12 Tage verfolgt. Dem Kulturmedium war Uber die gesamte Zeit HIV-1
Negativserum zugesetzt. Die Zellkulturiiberstande wurden im Abstand von 2-3 Tagen
Uber einen Zeitraum von 12 Tagen abgenommen und der Virusgehalt als ODgosnm
ermittelt (3.3.7). Die Varianten NL-930-g15gnt und -g15vrna replizierten in den
GHOST-Indikatorzellen und erreichten an Tag 12 bei einer ODg4gsnm VONn ca. 1,6-1,7
nahezu gleiche Virustiter (Abb. 25). Die Vierfachmutante NL-930-913/14/15/17
replizierte etwas schlechter als die NL-930-g15-Mutanten, sie erreichte an Tag 12 mit
einer ODgpspm von 0,6 nur etwa ein Drittel des Wertes der beiden NL-930-g15
Mutanten. Die Varianten NL-930, NL-930-g13 und NL-930-g17 replizierten nicht in
den CXCR4-Indikatorzellen. Hier war auch nach 12 Tagen kein Virus in den
Kulturiiberstdnden nachweisbar. Die Infektion von CCR5-Indikatorzellen mit diesen

Viren war trotz hoher eingesetzter Virusmengen nicht moglich (nicht gezeigt).

Alle Viren, die an Position g15 N-glycosyliert waren, waren nicht in der Lage, in

CXCR4-Indikatorzellen zu replizieren.

4.2.3.2 Replikation in Gegenwart von HIV-1 Positivserum

Fur die NL4-3 Glycovarianten konnte bereits gezeigt werden, dass die
Aminosduresequenz an der Position g15 im V3-Loop eine Bedeutung fur die
Neutralisierbarkeit der Varianten hat (4.2.3). Wurde die Aminosduresequenz eines
CXCR4-nutzenden Primarisolates an Position g15 des HIV-1 Laborstammes NL4-3
inseriert und die N-Glycosylierungsstelle dadurch eliminiert, verhielten sich diese Viren
hinsichtlich der Neutralisierbarkeit durch HIV-1 Positivserum wie der NL4-3 Wildtyp
(Abb. 23). Wurde die N-Glycosylierungsstelle durch Aminosduresequenzen NNI oder
NNK eliminiert, wurden sie auch mit hochverdinntem Serum neutralisiert (Abb. 24).
Um auch das X4-trope Primarisolat PI-930 auf einen solchen Einflul der
Aminosauresequenz an Position g15 zu untersuchen, wurden die g15-Mutanten NL-
930-g15gnT und NL-930-g15vrna hinsichtlich ihrer Neutralisierbarkeit durch HIV-1
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neutralisierendes Serum untersucht. Mit den rekombinanten Viren NL-930-g15qnT und
NL-930-g15yrna Wurden GHOST-CXCR4-Indikatorzellen infiziert. Den Zellkulturen
wurde HIV-1 Positivserum zugegeben (3.3.5). Als Kontrolle dienten identische
Ansdtze, denen HIV-1 Negativserum als Kontrollserum zugesetzt war. Die
Replikationskinetiken wurden anhand der Virusmenge im Zellkulturtberstand tber 12
Tage aufgenommen, wobei die Probenentnahme im Abstand von 2 bzw. 3 Tagen
erfolgte. In Anwesenheit von HIV-1 Negativserum konnten die beiden Varianten NL-
930-g15gnT und NL-930-g15vrna replizieren (Abb. 26A). In Anwesenheit des HIV-1
Positivserums replizierte nur die Variante NL-930-g15yvrna, die an Position g15 die
Aminosauresequenz des urspringlichen Primarisolates PI1-930 trug. Die Variante NL-
930-g15qnT Wurde in Anwesenheit des HIV-1 Positivserums in der Verdinnung von
1:100 vollstandig neutralisiert (Abb. 26B). Somit konnte gezeigt werden, dass bei den
g15-Glycomutanten im Hintergrund des X4-tropen Primérisolat P1930 die Aminosaure-
sequenz an Position g15 einen Einfluss auf die Neutralisierbarkeit der Viren durch
HIV-1 Positivserum hatte, wéhrend die Replikationseigenschaften durch die Unter-

schiede in der Aminosauresequenz an Position g15 nicht beeinflusst wurden.
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Abb. 25 Replikation der NL-930 Mutanten auf GHOST-CXCR4-Zellen.

GHOST-CXCR4-Indikatorzellen wurden mit jeweils 2,5 ng/ml rekombinantem Virus
infiziert. In den Kulturen lag HIV-1 Negativserum in der Verdunnung 1:100 vor. Die
Infektion erfolgte in 96-well Zellkulturplatten. Nach 2, 4, 6, 9, und 12 Tagen wurde
der Virusgehalt mittels p24-Antigen ELISA als ODgsnm ermittelt.
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Abb. 26  Replikation und Neutralisation der NL-930 Mutanten in GHOST-
CXCR4-Zellen.

GHOST-CXCR4-Indikatorzellen wurden mit jeweils gleichen Mengen (2,5 ng/ml)
rekombinantem Virus infiziert. Nach 2, 4, 6, 9 und 12 Tagen wurde die Virusmenge im
Zellkulturiberstand im p24-Antigen ELISA als ODgosnm ermittelt.

A) Replikation der NL-930 Varianten mit HIV-1 Negativserum (Verd. 1:100).
B) Replikation der NL-930 Varianten mit HIV-1 Positivserum  (Verd. 1:100).
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4.2.4 Infektion von CCR5-Indikatorzellen mit NL-918 Mutanten

4.2.4.1 Infektion mit NL-918 Mutanten in Gegenwart von
HIV-1 Negativserum

Um den EinfluB der N-Glycosylierung an Position g15 auf die Infektionseigenschaften
des R5-monotropen Primarisolates P1-918 zu untersuchen, wurden mit den unter 4.1.3.3
beschriebenen Varianten NL-918 und NL-918-g15 die CCR5-Indikatorzelllinien
GHOST-CCR5 und U87-CCRS infiziert. Dem Kulturmedium war HIV-1 Negativserum
in einer Verdunnung von 1:100 zugesetzt. Die Virusmenge im Zellkulturtiberstand
wurde nach 12 Tagen quantifiziert (3.3.7). In den beiden CCRS5-Indikatorzellen

verhielten sich die Varianten unterschiedlich hinsichtlich der Infektionseigenschaften.

In den U87-CCR5 Zellen konnte nach 12 Tagen kein Unterschied in der Virusmenge
festgestellt werden. Sowohl die an Position g15 glycosylierte als auch die an g15
unglycosylierte Variante erreichten nach 12 Tagen Virusmengen, die einer OD4gsnm VON
ca. 1,6 entsprachen (Abb. 27). In den GHOST-CCR5-Kulturen konnte dagegen nach 12
Tagen ein Unterschied in der Virusmenge beobachtet werden. Die Variante NL-918
erreichte eine Virusmenge, die einer ODg4osnm VON ca. 1,6 entsprach, wéhrend die an
Position g15 nicht glycosylierte Variante NL-918-g15 nur eine ODg4osnm Von 1,0 erreicht
(Abb. 28). Bei der Infektion der GHOST-CCR5-Zelllinie konnten Unterschiede
zwischen den NL-918 Varianten gezeigt werden. Die an Position g15 unglycosylierte
Variante infizierte die Zellen effektiver als die an dieser Position glycosylierte Variante.

4.2.4.2 Infektion mit NL-918 Mutanten in Gegenwart von
HIV-1 Positivserum

Um zu untersuchen, ob die N-Glycosylierung im Fall der R5-tropen NL-918 Varianten
einen Einflul auf die Neutralisationseigenschaften hat, wurden mit den unter 4.1.3.3
beschriebenen Varianten und NL-918 und NL-918-g15 die CCR5-Indikatorzellen
GHOST-CCR5 und U87-CCR5 infiziert. Dem Kulturmedium wurde HIV-1
Positivserum in einer Verdinnung von 1:100 zugesetzt (3.3.5). Die Virusmenge im
Zellkulturtiberstand wurde nach 12 Tagen quantifiziert (3.3.7). Auf die Infektion der
U87-CCR5 Zellen hatte das HIV-1 Positivserum keinen Einfluss. Beide Viren
erreichten an Tag 12 eine ODa4gsnm von ca. 1,5. Damit entsprachen sie in etwa der
Virusmenge, die in Anwesenheit des HIV-1 Negativserums erreicht wurde (Abb. 27).
Bei den beiden NL-918-Varianten in der GHOST-CCR5-Indikatorzelllinie fuhrte das
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HIV-1 Positivserum an Tag 12, verglichen mit der Kultur, der HIV-1 Negativserum
zugesetzt war, zu einer Reduktion der Virusmenge. Im Vergleich erreichten beide 918-
Glycovarianten in Anwesenheit des HIV-1 Positivserums eine Virusmenge, die einer
ODyosnm VON ca. 0,5 entsprach (Abb. 28). Hinsichtlich der Neutralisationseigenschaften
der beiden NL-918 Varianten konnte aufgrund dieser Beobachtungen keine endgultigen
Aussagen gemacht werden. Es wurde jedoch gezeigt, dass die an g15 unlycosylierte
Variante die GHOST-CCR5 Zelllinie starker infizierte, als die an Position gl15

glycosylierte Variante.

Das N-Glycan an Position g15 hat im Falle der R5-tropen NL-918 Varianten einen
EinfluR auf die Nutzung von CCR5, spielte aber in diesem Fall fir die Neutralisation

durch humanes HIV-1 Positivserum eine untergeordnete Rolle.
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Abb. 27  Infektion von U87-CCR5-Zellen mit NL-918 Varianten

U87-CCR5-Zellen wurden mit jeweils 2,5 ng/ml rekombinantem Virus infiziert. Nach
12 Tagen wurde der Virusgehalt im Zellkulturiiberstand in einem p24-Antigen-ELISA
als ODgosnm ermittelt. HIV-1 Negativserum und HIV-1 Positivserum wurden in einer
Verdinnung von 1:100 eingesetzt.
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Abb. 28 Infektion von GHOST-CCR5-Zellen mit NL-918 Varianten

GHOST-CCR5-Zellen wurden mit jeweils 2,5 ng/ml rekombinantem Virus infiziert.
Nach 12 Tagen wurde der Virusgehalt im Zellkulturiberstand in einem p24-Antigen-
ELISA als ODgosnm ermittelt. HIV-1 Negativserum und HIV-1 Positivserum wurden in
einer Verdunnung von 1:100 eingesetzt.
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4.2.5 Replikation von R5-monotropen NL-991-Varianten
4.25.1 Replikation in unterschiedlichen CCR5-Indikatorzellen

Es wurde untersucht, welchen Einfluss die N-Glycosylierung im V3-Bereich auf die
Replikation der R5-tropen NL-991-Varianten in unterschiedlichen CCR5-Indikator-
zellen hat. Dazu wurden die Indikatorzelllinien U87-CCR5 und GHOST-CCR5 mit den
Glycovarianten NL-991 und NL-991-g15 infiziert (3.3.1). Uber einen Zeitraum von 6
Tagen wurden im Abstand von 2 Tagen Kulturiiberstdande abgenommen und die darin
enthaltenen Virusmengen quantifiziert (3.3.7). Die Varianten NL-991 und NL-991-g15
replizierten in den beiden CCR5-Indikatorzellen U87-CCR5 und GHOST-CCR5 mit
unterschiedlichen Kinetiken (Abb. 29). In der GHOST-Zelllinie verlief die
Replikationskinetik wesentlich flacher als in der U87-CCR5-Zelllinie. In beiden
Zelllinien replizierte die Variante NL-991 geringfligig besser als die an g15 nicht
glycosylierte Variante NL-991-g15.

4.25.2 Replikation in Gegenwart von HIV-1 Negativserum

Aufgrund der Unterschiede in den Replikationskinetiken der NL-991 Varianten auf den
beiden Indikatorzelllinien wurden die NL-991 Varianten mit unterschiedlichen V3-
Glycosylierungsmustern in  beiden Zelllinien hinsichtlich ihrer Replikations-
eigenschaften untersucht. In den GHOST-CCR5-Zellen wurden alle acht NL-991-
Varianten getestet. Die U87-CCR5-Zelllinie wurde mit den drei Varianten NL-991, NL-
991-g15 und NL-991-g13/15/17 infiziert. Die Virusreplikation wurde in der GHOST-
CCR5-Zelllinie uber 12, in der U87-CCR5-Zelllinie tber 6 Tage verfolgt. Die
Indikatorzellen wurden in  96-well Zellkulturplatten infiziert (3.3.4). Dem
Kulturmedium war Uber die gesamte Zeit HIV-1 Negativserum in einer Verdinnung
von 1:100 zugegeben. Von den U87-CCR5 und GHOST-CCR5 Kulturen wurde im
Abstand von 2 bis 3 Tagen Uberstinde abgenommen und die darin enthaltene
Virusmenge quantifiziert (3.3.7). Alle NL-991 Varianten, die an Position g15 nicht
glycosyliert waren (NL-991-g15, NL-991-g15/17, NL-991-g13/15 und NL-991-
g13/15/17), replizierten in den GHOST-CCR5-Zellen deutlich schlechter als die
Varianten, die an Position g15 ein N-Glycan trugen (NL-991, NL-991-g13, NL-991-g17
und NL-991-g13/17) (Abb. 30A). Fur die U87-CCR5-Zellen ergab sich ein analoges
Bild. Die im V3-Bereich vollstandig glycosylierte Variante NL-991 replizierte besser

98



ERGEBNISSE

als die an Position g15 unglycosylierten Varianten NL-991-g15 und NL-991-913/15/17
(Abb. 31A). Die Wachstumskurven dieser Viren waren im Vergleich zu der von NL-

991 nach rechts verschoben.

Der Effekt der N-Glycosylierung an Position g15 ist in der Zelllinie GHOST-CCRS5 in
Anwesenheit des HIV-1 Negativserums (Abb. 30A) wesentlich deutlicher zu erkennen
als in Abwesenheit des Serums (Abb. 29). In Anwesenheit des HIV-Negativserums
replizierten NL-991 Varianten besser als in Abwesenheit des Serums. Dadurch stellte
sich der Unterschied in der Replikationsfahigkeit der beiden Varianten NL-991 und NL-
991-g15 deutlicher dar (Abb. 30 A).

Es wurde gezeigt, dass R5-trope NL-991 Varianten effizienter in den CCR5-

Indikatorzellen replizieren, wenn das N-Glycan an Position g15 vorhanden ist.

4.2.5.3 Replikation in Gegenwart von HIV-1 Positivserum
Es wurde Uberpruft, ob Verdnderungen der N-Glycosylierung im V3-Bereich der
NL-991 Varianten einen EinfluR auf die Sensitivitdt gegentiber humanem HIV-1

Positivserum haben.

Zu diesem Zweck wurden CCR5-Indikatorzellen mit den rekombinanten NL-991
Varianten infiziert . Wie unter 4.2.6.1 wurden die GHOST-CCR5-Zellen mit allen acht
NL-991-Glycovarianten infiziert. Die U87-CCR5-Zellen wurden mit den drei Varianten
NL-991, NL-991-g15 und NL-991-g13/15/17 infiziert. Die Zellen wurden in
Anwesenheit des HIV-1 Positivserums in 96-well Zellkulturplatten infiziert (3.3.5).
Uber einen Zeitraum von 6 Tagen wurden im Abstand von 2 Tagen Kulturiiberstande
abgenommen und die darin enthaltene Virusmenge quantifiziert (3.3.7). Alle NL-991
Varianten wurden durch das HIV-1 Positivserum in einer Verdinnung von 1:100
neutralisiert. Die an Position g15 glycosylierten Varianten zeigten in Gegenwart des
HIV-1 Positivserums verglichen mit den Varianten, die an Position g15 nicht
glycosyliert waren, eine etwas stérkere Replikation (Abb. 30B).

In den U87-CCR5-Zellen replizierten die an Position g15 glycosylierten NL-991
Varianten in Gegenwart des HIV-1 Positivserums besser als die Varianten, denen das
N-Glycan an dieser Position fehlte (Abb 31B). Der Effekt des g15 N-Glycans auf die
Sensitivitdt der NL-991 Varianten gegenlber HIV-1 Positivserum war in diesem

System deutlich zu sehen.
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Fur die CCR5-vermittelte Infektion der Virusvariante NL-991 hatte das N-Glycan einen
EinfluR auf die Replikation und Sensitivitdt der Viren gegeniber dem HIV-1
Positivserum. Alle Varianten, die an Position g15 glycosyliert waren, replizierten besser
in CCR5-Indikatorzellen und zeigten eine hohere Resistenz gegenuber HIV-1

neutralisierendem Serum als die Varianten, denen das N-Glycan an Position g15 fehlte.

Us7 R5 2 NL-991 U87
=\~ NL-991-g15 U87

GHOSTHO" NL-991 GHOST
R5 O NL-991-g15 GHOST

OD 405 nm

0 | | | | | |
0 2 4 6 8 10 12

Tage nach Infektion

Abb. 29 Replikation der R5-tropen Varianten NL-991 und NL-991-g15 in
GHOST-CCR5 und U87-CCR5-Indikatorzellen.

Die CCR5-Indikatorzelllinien U87-CCR5 und GHOST-CCR5 wurden mit jeweils
2,5 ng/ml infiziert. Nach 2, 4 und 6 Tagen wurde der Virusgehalt im Zellkulturiiber-
stand unter Verwendung des p24-Antigen-ELISA als ODgos,m ermittelt.

100



ERGEBNISSE

HIV-1 Negativserum

2,

=
(6]
I

OD 405 nm
H

0,5 ~

Tage nach Infektion

+g15

:| -g15

1TF NL-991 -g17
O NL-991 -g13
<>~ NL-991 -g13/17
- NL-991

O NL-991 -g15

-\ NL-991 -g15/17
<> NL-991 -g13/15
1F NL-991 -g13/15/17

m HIV-1 Positivserum

2 -

1,5 4

OD 405 nm
|_\

Tage nach Infektion

1F NL-991 -g17

O NL-991 -g13

<~ NL-991 -g13/17
- NL-991

O NL-991 -g15

-/ NL-991 -g15/17
<> NL-991 -g13/15
1F NL-991 -g13/15/17

Abb. 30 Infektiositat und Neutralisierbarkeit der NL-991 Glycovarianten.

GHOST-CCR5-Indikatorzellen wurden mit jeweils 2,5 ng/ml rekombinantem Virus
infiziert. Nach 2, 4 und 6 Tagen wurde die Virusmenge im Zellkulturiberstand im

ELISA als OD4gsnm ermittelt.

A) Replikationskinetik der NL-991 Varianten mit HIV-1 Negativserum (Verd. 1:100)
B) Replikationskinetik der NL-991 Varianten mit HIV-1 Positivserum (Verd. 1:100)
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Abb. 31 Infektiositat und Neutralisierbarkeit der NL-991 Glycovarianten NL-
991, NL-991-g15 und NL-991-g13/15/17.

U87-CCR5-Indikatorzellen wurden mit jeweils 2,5 ng/ml rekombinantem Virus infiziert
Nach 2, 4 und 6 Tagen wurde die Virusmenge im Zellkulturtiberstand im ELISA als

OD40snm ermittelt.
A) Replikationskinetik der NL-991 Varianten mit HIV-1 Negativserum (Verd. 1:100)

B) Replikationskinetik der NL-991 Varianten mit HIV-1 Positivserum (Verd. 1:100)
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426 Infektion von Indikatorzellen mit NL-952 Mutanten
426.1 Infektion von CCR5- und CXCR4-Indikatorzellen

Die NL-952 Varianten mit verandertem V3-Glycosylierungsmuster wurden fir die
Infektion von GHOST-CCR5-, GHOST-CXCR4- und parentalen GHOST-
Indikatorzellen eingesetzt. Die Zellen wurden in 48-well Zellkulturplatten infiziert
(3.3.1) und nach 3 Tagen fixiert. Durch eine anschlielende Immunférbung (3.3.3)
konnten infizierte Zellen angefarbt und unter dem Lichtmikroskop ausgezéhlt werden.
Diese Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit Matthias Dittmar am Heinrich-Pette-

Institut in Hamburg durchgefiihrt.

Die Indikatorzellen wurden in  Doppelbestimmungen mit verschiedenen
Virusverdinnungen (1, 10 und 100 ng p24-Virusantigen/Kultur) infiziert. Nach 3 Tagen
wurden die Infektionsereignisse (ffu) ausgezéhlt und auf 10 ng p24 normiert. In Tabelle
4 sind die Ergebnissen aus den Infektionsstudien der verschiedenen NL-952 Varianten
sowie deren Glycosylierungsmuster im V3-Bereich dargestellt. Alle untersuchten Viren
waren unabhangig von der V3-Glycosylierung in der Lage, CXCR4 zur Infektion zu
nutzen. Es wurde kein Zusammenhang zwischen der Anzahl der Infektionsereignisse
und dem Vorhandensein bzw. Fehlen von N-Glycosylierungsstellen im V3-Bereich
gefunden. Bei allen NL-952 Varianten fanden sich Infektiositaten fur die GHOST-
CXCR4-Zellen, die zwischen 5 und 15 ffu/10 ng p24 lagen. Anders verhielt es sich mit
der Infektion der GHOST-CCR5-Indikatorzellen. VVon den 11 untersuchten NL-952
Glycomutanten waren nur die vier Varianten NL-952-g14, NL-952-g13/14, NL-952-
g14/17 und NL-952-913/14/17 in der Lage, die CCR5-exprimierenden Zellen zu
infizieren. Alle anderen Viren konnten die CCR5-Indikatorzellen nicht infizieren. Ein
Vergleich dieser Varianten, die CCR5-Indikatorzellen nicht infizieren konnten, zeigte,
dass alle diese Varianten an Position g15 unglycosyliert sind. Dabei war das Fehlen der
N-Glycosylierung alleine ausreichend, um die CCR5-Nutzung zu verhindern, wie am
Beispiel der Mutanten NL-942-g15 zu sehen ist. Dagegen konnte die Mutante NL-952-
13/14/17, die lediglich an Position g15 und g16 glycosyliert ist, die CCR5-
Induikatorzelle infizieren. Das N-Glycan an Position g15 war alleine entscheidend, ob

die NL-952 Varianten die CCR5-Indikatorzellen infizieren konnten oder nicht.
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4.2.6.2 Replikation von NL-952-Varianten in CCR5- und CXCR4-
Indikatorzellen in Gegenwart von HIV-1 Negativserum

Um die Bedeutung der N-Glycosylierung im V3-Bereich fir die Replikations-
eigenschaften des R5X4-tropen Primadrisolates P1-952 zu untersuchen, wurden U87-
CCR5- und U87-CXCR4-Inikatorzellen mit den NL-952-Glycovarianten NL-952 NL-
952-g15q und NL-952-913/14/15¢/17q infiziert. Dem Zellkulturmedium war ber die
gesamte Dauer HIV-1 Negativserum in einer Verdiunnung von 1:100 zugesetzt (3.3.4).
Uber einen Zeitraum von 6 Tagen wurden im Abstand von 2 Tagen Kulturiiberstande
abgenommen und die darin enthaltene Virusmenge quantifiziert (3.3.7). In der U87-
CXCR4-Indikatorzelllinie replizierten alle Varianten mit vergleichbaren Kinetiken,
wobei mit abnehmender V3-Glycosylierung eine leichte Rechtsverschiebung der
Wachstumskurven zu erkennen war (Abb. 32A). In der U87-CCR5-Zelllinie konnten
die Varianten NL-952-g15 und NL-952-g13/14/15/17 nicht replizieren (Abb. 32B). Die
im V3-Bereich vollstandig glycosylierte Variante NL-952 zeigt dagegen auf beiden
Zelllinien vergleichbare Wachstumskurven. Der Verlust der N-Glycosylierung an
Position g15 fihrte zu einem Verlust der Replikationsfahigkeit in den U87-CCR5-
Zellen.

4.2.6.3 Replikation von NL-952 Varianten in CCR5- und CXCR4-
Indikatorzellen in Gegenwart von HIV-1 Positivserum

Neben dem Einflul? der N-Glycosylierung im V3-Bereich auf die Replikationsfahigkeit
der Viren in den beiden Indikatorzelllinien U87-CXCR4 und U87-CCR5 wurde
untersucht, in wie weit die V3-Glycosylierung die Neutralisierbarkeit der Varianten
beeinflult. Zu diesem Zweck wurden U87-CXCR4-Indikatorzellen mit den
rekombinanten Virusvarianten NL-952, NL-952-g15q und NL-952-9134/14/15¢/17q
infiziert (3.3.5). Dem Kulturmedium war HIV-1 Positivserum in einer Verdinnung von
1:100 zugesetzt. Uber einen Zeitraum von 6 Tagen wurden im Abstand von 2 Tagen
Kulturliberstande abgenommen und die darin enthaltene Virusmenge quantifiziert
(3.3.7). Es zeigte sich, dass in Anwesenheit von HIV-1 Positivserum lediglich die
Variante NL-952 replizieren konnte (Abb. 33). Diese Variante war als einzige der
getesteten Mutanten im V3-Bereich vollstdndig glycosyliert. Die Varianten NL-952-g15
und NL-952-g13/14/15/17 waren nicht in der Lage, in Anwesenheit des HIV-1

Positivserums zu replizieren. Auch nach 6-tdgiger Kultivierung war kein Virus im
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Zellkulturiberstand nachweisbar. Das Fehlen des N-Glycans an Position g15 korrelierte

mit der Neutralisierbarkeit der Viren durch HIV-1 Positivserum.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das N-Glycan der dualtropen NL-952-
Varianten von entscheidender Bedeutung fur die Replikation in CCR5-exprimierenden
Zellen ist. Das g15-N-Glycan beeinflusst auRerdem die Neutralisationseigenschaften der
NL-952 Varianten.
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Tabelle 4 Infektion von GHOST-CXCR4- und GHOST-CCR5-Zellen mit
NL-952 Mutanten mit einer unterschiedlichen N-Glycosylierung im
V3-Bereich.

Glycosylierung im GHOST-Zell Infektion

V/3-Loop Bereich? (ffu/10 ng p24)°
Virusmutanten 913 | g14 | g15 | 916 | 917 CXCR4 CCR5
NL-952-g14 + - + + + 9,3 12,3
NL-952-g13/14 - - + + + 10 9,4
NL-952-g14/17 + - + + - 9,5 5,9
NL-952-g13/14/17 - - + + - 11,5 9,5
NL-952-915¢ S B B T 3 -
NL-952-914/15q + - - + + 15 -
NL-952-914/15¢q + - - + + 3) -
NL-952-g15/17 + |+ - + - 13 -
NL-952-g14/15/17 + - - + - 5,8 -
NL-952-g13/14/15 - - - + + 12 -
NL-952-g13/14/15/17 | - - - + - 13,4 -

a

Angegeben ist, ob die Aminosauresequenz an den Positionen g13 bis g17 eine N-

Glycosylierungssequenz darstellt. +, N-Glycosylierungssequenz, -, keine funktionelle

N-Glycosylierungssequenz

Die Infektionsereignisse wurden in einem Infektionstest durch Immunfarbung

nachgewiesen und quantifiziert. Die Anzahl der Infektionsereignisse (ffu, foci

forming units) wurden jeweils in Doppelbestimmungen flr drei Virusverdinnungen

ermittelt und auf die eingesetzte Virusmenge von jeweils 10 ng/p24 bezogen.
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Abb. 32 Replikation der NL-952 Glycovarianten.

U87-CXCR4- und U87-CCR5-Indikatorzellen wurden mit NL

-952, NL-952-g15 und

NL-952-g13/14/17 Viren (1,25 ng/ml) infiziert. Nach 2, 4 und 6 Tagen wurde die
Virusmenge im Zellkulturiiberstand als ODgospm ermittelt. Dem Kulturmedium wurde

HIV-1 Negativserum zugesetzt (Verd. 1:100).

A) Replikation der NL-952 Varianten in U87-CXCR4-Zellen.
B) Replikation der NL-952 Varianten in U87-CCR5-Zellen.
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Abb. 33  Neutralisation der NL-952 Mutanten.

U87-CXCR4-Indikatorzellen wurden mit NL-952, NL-952-g15 und NL-952-913/14/17
Viren (1,25 ng/ml) infiziert. Nach 2, 4 und 6 Tagen wurde die Virusmenge im
Zellkulturtiberstand als OD4osnm ermittelt.

Dem Kulturmedium wurde HIV-1 Positivserum in einer Verdinnung von 1:100
zugesetzt.
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5 Diskussion

5.1 Auswahl der HIV-1 Priméarisolate und der V3-Sequenzen fir die
Herstellung rekombinanter NL4-3 Chimaren.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die N-Glycosylierung des gp120 V3-
Loop einen bedeutenden Einfluss auf die Replikationseigenschaften des HIV-1 hat.
Dabei spielt das N-Glycan an Position gl5 eine entscheidende Rolle. Diese
Beobachtung ergab sich aus den vorgestellten Infektionstudien mit rekombinanten HIV-
1-Varianten, die sich in der N-Glycosylierung des V3-Loop unterschieden. Zur
Herstellung von HIV-Varianten mit einer unterschiedlichen Glycosylierung im V3-
Bereich des Hullproteins gp120 wurden zuerst die V3-Bereiche von verschiedenen
HIV-1 Primérisolaten in den Hintergrund des genetisch gut untersuchten HIV-1
Laborstammes NL4-3 Ubertragen. Durch die Klonierung des V3-Bereiches gelang es,
den Phénotyp des X4-tropen NL4-3 Virus gegen die urspringlichen Phé&notyen der
untersuchten Primarisolate auszutauschen. Diese Arbeiten bestétigen die Bedeutung des
V3-Loop fir die Korezeptornutzung. Cocchi und Mitarbeiter (1992) zeigten, dass der
alleinige Austausch des V3-Loop einen Wechsel der Korezeptornutzung von CCR5
nach CXCR4 bewirken kann. Durch Austausch des V3-Loop eines R5-monotropen
Virus gegen den V3-Loop eines X4-monotropen Virus wurde gezeigt, dass dieser
Bereich des Hiullproteins gpl20 fir die Korezeptornutzung verantwortlich ist.
Zusétzlich wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass auch der V3-Loop eines
R5X4-dualtropen Virus in NL4-3 inseriert werden kann und dadurch das NL4-3 Virus
den dualtropen Phéanotyp erhélt. Bislang herrschte die Meinung vor, dass fir die CCR5
Nutzung von dualtropen Viren auch gp120 Bereiche auBerhalb des VV3-Loop notwendig
sind. Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass der Austausch des V3-
Loop ausreicht, um die Eigenschaften von dualtropen Priméarisolaten auf rekombinante
Laborisolate wie z.B. das NL4-3 zu ubertragen. Alle im Rahmen dieser Arbeit
konstruierten gp120-Chiméren zwischen NL4-3 und den unterschiedlichen Primar-

isolaten hatten den Phanotyp des urprinlichen Primarisolates.

Insgesamt wurden in der Arbeit die VV3-Loop Bereiche von vier Primarisolaten in das
env-Gen des NL4-3 Laborstammes inseriert. Die zwei Primérisolate P1-918 und P1-991
wurden ausgewdhlt, da sie R5-monotrop waren und sich in der Effizienz der CCR5

Korezeptornutzung stark unterschieden. PI1-991 zeigte zehnmal hohere Infektionsraten
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auf GHOST-CCR5 Zellen im Vergleich zu PI-918 (Miiller, 1999). Das dualtrope
Primarisolat PI1-952 war in seinen CCR5 Eigenschaften beiden R5-monotropen Viren
unterlegen, konnte jedoch auch GHOST-CXCR4 Zellen mit gleicher Effizienz wie die
GHOST-CCR5 Zellen infizieren. Aufgrund der gleichen Effizienz fir CCR5 und
CXCR4 war dieses Virus ein geeigneter dualtroper Kandidat fur die Untersuchungen
beziglich des Einflusses der N-Glycosylierung auf einen Korezeptorwechsel. Das
Primarisolat P1-930 war X4-monotrop und zeigte eine Mutation im V3-Loop, die zu
einem Fehlen der Glycosylierung an Position g15 im gpl120 fiihrte. Damit war ein
Primarisolat vorhanden, welches in vivo das N-Glycan g15 durch Mutationen verloren
hatte. Es eignete sich daher besonders fur Untersuchungen uber den Einfluss von

Rickmutationen, die zu einer Regeneration der N-Glycosylierungsstellen fuhren.

Durch Ubertragung des V3-Bereiches dieser vier Primérisolate in den Hintergrund von
NL4-3 wurden Mutanten des NL4-3 mit veranderten Korezeptornutzung hergestellt.
Dadurch waren Viren fir die Studien zuganglich, die sich nur in der Sequenz des V3-
Bereiches unterschieden und gleichzeitig die wichtigsten Korezeptoren nutzten.
Basierend auf diesen NL4-3 Mutanten wurden die Glycosylierungsmutanten hergestellt.
Es waren Austausche der Aminosduresequenzen notwendig, um die Erkennungssequenz
fir die N-Glycosylierung zu zerstéren. Bei allen vier X4-, R5- und R5X4-tropen
Mutanten des NL4-3 sowie dem originalen NL4-3 Laborstamm wurden durch
zielgerichtete Mutagenese die Erkennungssequenzen flir N-Glycosylierung im V3-
Bereich des gp120 (g13 bis g17) veréndert, so dass eine Reihe von Glycomutanten
erhalten wurden, die sich in dem Glycosylierungsmuster des V3-Bereiches
unterschieden. Eine in der Literatur h&ufig verwendete Mutation der
N-Glycosylierungsstellen ist die Mutation von Asparagin (N) nach Glutamin (Q).
Hierdurch wird die Sequenz des N-Glycosylierungsmotives NX(T/S) in die Sequenz
QX(T/S) geandert. Eine Glycosylierung an dieser Stelle ist dann nicht mehr méglich,
die chemischen Eigenschaften der Aminosauren bleiben jedoch weitgehend erhalten.
Solch ein Austausch von Asparagin nach Glutamin ist eine oft angewandte Methode zur
Untersuchung antigener Epitope, T-Zellepitopen oder fir funktionelle Studien, die
beweisen wollen, ob eine postulierte Region in einem Protein flr dessen Funktion
verantwortlich ist. Fir die Untersuchungen der Eigenschaften des HIV-1 V3-Loops

ergeben sich jedoch Einschrankungen fur diese N nach Q Austausche. V3-Loop
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Sequenzanalysen, die auf den Sequenzdaten der in dieser Arbeit beschriebenen
Primarisolate basieren, sowie von V3-Loop Sequenzen aus der LosAlamos HIV-
Datenbank haben gezeigt, dass solch ein Austausch von N nach Q in vivo bisher noch
nicht gefunden wurde. Es scheint sich bei einem solchen Austausch um eine
Aminosauremutation zu handeln, die in nattrlichen HIV-Sequenzen nicht oder nur sehr
selten vorkommt. In den von uns charakterisierten Primérisolaten finden sich andere
Mutationen, die ebenfalls zu einem Verlust der N-Glycosylierungsstelle an Position g15
fihren. Bei diesen Mutationen handelt es sich nicht um konservierte Mutationen,
sondern es zeigen sich starke Abweichungen von der NX(T/S)N-
Glycosylierungssequenz  (z.B. NNNT>YRNA; NNNT>GSTT; NNNT>SIQK;
NNNT>HNTV). Aus diesem Grund wurden im NL4-3 Hintergrund Mutanten mit einer

fehlenden N-Glycosylierung konstruiert, die diese Aminosaureaustausche besitzen. Die
resultierenden NL4-3 Mutanten unterscheiden sich demzufolge nur in der Sequenz der
N-Glycosylierungsstelle an g15. Die vier Aminoséuren im Bereich der Glycosylierungs-
stelle wurden ausgewéhlt, da Mutationen in diesem Bereich das N-Glycosylierungs-
motiv NNT an g15 zerstoren konnen, und gleichzeitig eine neue Sequenz an dieser
Position eingefligt werden kann (z.B. NNNT>NNSA). Analysiert man diesen V3-
Bereich in der Datenbank, findet sich an Position g15 mit einer Haufigkeit von Uber
99% eine N-Glycosylierungsstelle. Damit gehort diese N-Glycosylierungsstelle zu den

am besten konservierten Glycosylierungsstellen im VV3-Bereich.

Alle konstruierten HIV-1 Mutanten wurden in Infektionsstudien mit standardisierten
GHOST- oder US87-Indikatorzellen charakterisiert. Darlber hinaus wurde die
Neutralisierbarkeit der verschiedenen Glycomutanten durch ein HIV-neutralisierendes

Serumgemisch untersucht.
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5.2 Die N-Glycosylierung des V3-Loops beeinfluf3t die Interaktion mit den
Korezeptoren CXCR4 und CCR5

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die N-Glycosylierung des
gp120-V3-Bereiches die Interaktion von HIV-1 mit den Korezeptoren CXCR4 und
CCR5 beeinflulRt. Dabei zeigte sich, dass vor allem das V3-Loop-Glycan an Position
015 eine unterschiedliche Bedeutung fiir die CXCR4- und CCR5-Interaktion hat. Die
untersuchten CXCRA4-tropen Viren NL4-3 und PI-930, konnten CXCR4-exprimierende
Zellen effizienter infizieren, wenn das N-Glycan an Position g15 fehlte. Fur die CCR5-
tropen Viren NL-918 und NL-991 hatte das Fehlen des gl5 N-Glycans einen
nachteiligen Effekt auf die Replikationsféahigkeit. Das untersuchte R5X4-dualtrope
Virus NL-952 verlor die Fahigkeit, CCR5 als Korezeptor zu nutzen, vollstandig, wenn

das N-Glycan an Position g15 eliminiert wurde.

Der Laborstamm NL4-3 infizierte CXCR4-Indikatorzellen effizienter, wenn an Position
g15 die N-Glycosylierungssequenz NNNT durch die Sequenz GSTT ersetzt wurde. Alle
Varianten, denen das N-Glycan an dieser Position fehlte, zeigten aullerdem eine
Resistenz gegenuber SDF-1, dem naturlichen Liganden von CXCR4. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen, dass sich die Effizienz, mit der das deglycosylierte gp120 CXCR4
nutzen kann, erhoht, wahrend die Anwesenheit des N-Glycans an Position g15 die
Interaktion mit CXCR4 zu behindern scheint. Flr das untersuchte X4-monotrope Virus
NL-930, das den V3-Bereich des X4-tropen Primérisolates PI-930 tragt, war die
Auswirkung des g15-Glycans sehr viel deutlicher. In dem urspriinglichen Primérisolat
P1-930, das als CXCR4-trope Variante aus dem Blut eines HIV-1 Patienten isoliert
wurde, war die Erkennungssequenz fir die N-Glycosylierung an Position g15 durch
eine Mutation von NNNT nach YRNA nicht vorhanden. Durch Einfiihrung der YNNT
Sequenz in den V3-Loop des NL-930 Virus wurde das N-Glycan an Position g15
eingefihrt. Das resultierende, an Position g15 glycosylierte NL-930 Virus, war nicht
mehr in der Lage, CXCR4 zur Infektion zu nutzen. Das zeigt, dass das N-Glycan an
Position g15 die Interaktion mit dem Korezeptor behindert und zwar so stark, dass die
Replikation in CXCR4-Indikatorzellen nicht mehr mdoglich ist. Wurde die N-
Glycosylierungsstelle durch ein Motiv, das dem Motiv fir N-Glycosylierung sehr
ahnlich ist, aber nicht glycosyliert wird, eliminiert, konnte fur die Variante NL-930-
g15qnT die CXCR4-vermittelte Replikationsfahigkeit wieder hergestellt werden. Dies
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zeigt, dass im Fall der NL-930 Varianten nicht die Sequenz an Position g15 diesen
deutlichen Einflul} auf die Replikationsfédhigkeit hat, sondern vielmehr das N-Glycan

die Interaktion mit dem Korezeptor stort.

Das bedeutet, dass sich die gl15-Glycosylierung negativ auf die Replikation X4-
monotroper Viren auswirkt. Dieser Befund wurde durch andere Arbeiten bestétigt (Li et
al., 2001). Die Replikationsfahigkeit des CXCR4-tropen HIV-1-Stammes BRU konnte
durch Elimination des g15-Glycans infolge Aminosaureaustausches von NNT nach

QNT um 50 % gesteigert werden.

Anders verhalt es sich bei der Interaktion zwischen dem V3-Loop und dem zweiten
Haupt-Korezeptor, dem CCR5. Durch die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen zur CCR5-spezifischen Infektion konnte gezeigt werden, dass das N-
Glycan an Position g15 die Replikation CCR5-troper Viren steigert. Die untersuchten
R5-tropen Virusvarianten NL-918 und NL-991 konnten sowohl in Anwesenheit als
auch in Abwesenheit des g15-Glycans auf CCR5-Indikatorzellen replizieren. Im Falle
der R5-monotropen Varianten NL-991 wurde die CCR5-spezifische Replikations-
fahigkeit durch Elimination des g15-Glycans jedoch reduziert. Verglichen mit diesen
NL-991-Varianten konnte bei der CCR5-tropen Variante NL-918 kein Effekt der N-
Glycosylierung an Position g15 gezeigt werden. Nakayama et al. (1998) und Li et al.
(2001) konnten fur das R5-trope Isolat SF162 ebenfalls keinen Einflul der N-
Glycosylierung im V3-Loop zeigen. Da die in diesen Studien hinsichtlich der VV3-Loop-
Glycosylierung untersuchten Virusvarianten von unterschiedlichen HIV-1 Isolaten
stammten, liegt der Grund fir die Unterschiede in den beobachteten Effekten

wahrscheinlich in der unterschiedlichen VV3-Loop Sequenz der untersuchten Isolate.

Im Gegensatz dazu stellte sich die Bedeutung des N-Glycans an Position g15 fir die
CCR5-spezifische Infektion besonders deutlich im Falle der R5X4-dualtropen Variante
NL-952 dar. Die Infektion von GHOST-CCR5 Zellen mit dem R5X4-dualtropen Virus
NL-952 war nur moéglich, wenn der V3-Loop an Position g15 glycosyliert war. Fehlte
dieses N-Glycan, dann war keine CCR5-spezifische Infektion nachweisbar. Das NL-
952-g15 Virus war nur noch in GHOST-CXCR4 Zellen replikationsféhig. Es wurden
Arbeiten veroffentlicht, die ebenfalls zeigen, dass ein Fehlen des g15-Glycans zu einem
Verlust der CCR5-spezifischen Infektion bei dualtropen Viren fiihrt (Ogert et al., 2001,
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Pollakis et al., 2001). In diesen Arbeiten wurde das g15-Glycan bei dem dualtropen
HIV-1 Isolat DH12 sowie einer HXB2-Varianten, die V1/2 und V3 Bereiche von
Patientenisolaten enthielten, entfernt. Diese Viren waren nach Elimination des g15-
Glycans nicht mehr in der Lage, GHOST-CCR5 Zellen zu infizieren. Anders als bei den
an g15 mutierten Varianten von NL-952, die CXCR4 unverandert nutzen konnten, war
die CXCR4-vermittelte Infektiositat bei den beschriebenen HIV-1 Isolaten um ca. 50%
reduziert, wenn dieses N-Glycan eliminiert war. Zusammengenommen zeigen diese

Ergebnisse, dass das N-Glycan an Position g15 die Interaktion mit CCR5 unterstitzt.

Dass sich dieser Effekt des g15-Glycans auf die CCR5-spezifische Infektion bei den
untersuchten R5-monotropen Virusvarianten NL-991 und besonders bei NL-918, bei
dem nahezu kein Effekt des N-Glycans beobachtet werden konnte, nicht derart
ausgepragt darstellt, kann daran liegen, dass diese Viren besonders gut an CCR5
adaptiert sind, da sie diesen Rezeptor als alleinigen Korezeptor nutzen. Der Einfluss des

g15-Glycans auf die CCR5-Interaktion scheint daher weniger stark zu sein.

Die Ergebnisse zeigen, dass das N-Glycan an Position g15 fiir die Infektion tber CCR5
eine vollig andere Bedeutung hat als fir die CXCR4 spezifische Infektion. Ein Grund
fur den beobachteten Effekt kann sein, dass das g15-Glycan direkt an der Bindung mit
CCRS5 beteiligt ist. In der Arbeitsgruppe von Bernd Meyer an der Universitdt Hamburg
(SFB470, Teilprojekt B2) wurde gezeigt, das VV3-Peptide besser an CCR5 binden, wenn

sie glycosyliert sind (unvertffentlichte Ergebnisse).

Neben dem N-Glycan an Position g15 konnte fir die CXCR4-spezifische Infektion
modulierende Effekte anderer N-Glycane im V3-Bereich gezeigt werden. Wie oben
beschrieben, fuhrte die Elimination der N-Glycosylierung an Position g15 zu einer
Steigerung der Infektiositat X4-troper Viren. Die zusétzliche Elimination der N-
Glycosylierungsstelle an Position g17 flhrte zu einer weiteren Steigerung der CXCR4-
vermittelten Infektiositat. Gleichzeitig wurde auch die Resistenz gegeniber dem
CXCR4-Liganden SDF-1 erhoht. Den starksten Einfluss in Zusammenhang mit dem
Fehlen des g15-Glycans hatte die Elimination des Glycans an Position g14. Mutanten
ohne die g14/15 Glycane zeigten hohe Infektionsraten und gleichzeitig die hochsten
Resistenzwerte gegen die neutralisierende Wirkung des CXCR4-Liganden SDF-1.

Dagegen hatte die Elimination des N-Glycans an Position g13 weder alleine noch in
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Kombination mit g15 oder g17 einen EinfluR auf die Infektiositat. Auch zeigte g17
alleine keinen Effekt. Die beobachteten Effekte waren immer abhéngig von einem
Fehlen des N-Glycans an Position gl5. Diese Beobachtungen lassen auf einen
zusatzlichen Einfluss der N-Glycosylierung an den Positionen g14 und gl17 auf die
Interaktion mit dem Korezeptor schliefen. Die Ergebnisse in dieser Arbeit lassen den
SchluB zu, dass der VV3-Loop durch das Fehlen des g15-Glycans demaskiert wird und
besser mit dem Korezeptor CXCR4 interagieren kann. Eine weitere Demaskierung
durch das Fehlen der N-Glycane an den Positionen g14 und gl17 kann diesen Effekt

noch verstarken.

In der vorliegenden Arbeit fihrte der Austausch des N-Glycosylierungsmotives NNNT
an 015 gegen GSTT zu einer Steigerung der Infektiositait. Wurden die
Aminosduremotive NNI oder NNK eingefiihrt, wurde eine Verschlechterung der
Replikation beobachtet. Dies wurde auch von Nakayama et al. (1998) gezeigt. In der
Studie von Nakayama und Mitarbeitern wurden ebenfalls HIVV-Mutanten mit einer NNI
Mutation an Position @g15 untersucht und eine leichte Abschwachung der
Replikationsfahigkeit festgestellt. Diese Ergebnisse zeigen, dass fir NL4-3 nicht nur die
N-Glycosylierung im V3-Bereich sondern auch die Aminosduresequenz an dieser
Position einen EinflulR auf die Infektiositat haben kann. Die negativen Effekte der NNI
und NNK-Mutationen an Position g15 kénnen sich damit erklaren lassen, dass der V3-
Loop durch diese Aminoséduremotive Konformationen einnimmt, die sich negativ auf
die Interaktion mit CXCR4 auswirken und die Viren so in ihrer Replikationsfahigkeit
einschranken. Fir die gl5-Mutanten, die an der Position g15 Sequenzmotive von
Primarisolaten trugen, die CXCR4 nutzten und an Position g15 nicht glycosyliert waren,
wurde kein negativer Effekt der Aminosauresequenz an Position g15 beobachtet. Die
Sequenzmotive an Position g15 bei diesen Viren sind offenbar fiir die Nutzung des
CXCR4-Rezeptor optimiert. Der Effekt, den die Elimination des g15-Glycans auf die
Replikationsfahigkeit CXCR4-troper Viren hat, war bei den untersuchten Varianten
NL4-3 und CXCR4 unterschiedlich stark ausgepragt.

Eine Ursache flr diese unterschiedlich stark ausgepragten Effekte von X4-monotropen
Viren kann in der Nettoladung des V3-Loops begrindet sein. Die Mutante
NL-930-g15qnT, die in CXCR4-Zellen replizieren konnte, verfiigt Gber eine Nettoladung
im V3-Loop von +6, wéhrend NL4-3 in diesem Bereich ein Nettoladung von +8 hat. Es
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ist bekannt, dass ein stérker positiv geladener V3-Loop mit dem CXCR4-tropen
Phanotyp korreliert (Donaldson et al., 1994, Chesebro et al., 1996). Aminosaure-
austausche im V3-Loop, durch die die positive Nettoladung erhoht wird, kénnen zu
einem Wechsel des viralen Phénotyps von CCR5- zu CXCR4-Tropismus fiihren (De
Jong et al., 1992). Das N-Glycan an Position g15 ist vom komplexen Typ und trégt
endstandig negativ geladene Sialinsauren (Zhu et al., 2001). Es ist vorstellbar, dass das
N-Glycan durch diese negativen Ladungen Teile der positiven Ladung des V3-Loops
maskiert und so die Interaktion mit dem Korezeptor beeintrachtigt. Die Interaktion von
CXCR4 mit gp120 findet lber Bereiche des N-Terminus und der ersten und zweiten
extrazelluldren Schleife des Rezeptors statt, die bei CXCR4 eine starkere negative
Ladung aufweisen als bei CCR5 (Chabot et al., 1999). Elektrostatische Wechsel-
wirkungen dieser negativen Bereiche mit dem positiven V3-Loop CXCR4-troper Viren
kdnnten notwendig fir die Interaktion sein. Eine Maskierung der positiven Ladung des
V3-Loop von NL-930 zerstort unter Umstanden die Fahigkeit zur Interaktion zwischen
dem V3-Loop und CXCR4. Der V3-Loop von NL4-3 hat verglichen mit dem von NL-
930 eine um +2 positivere Nettoladung. Diese zusétzlichen Ladungen konnten dazu
beitragen, dass die Interaktion mit CXCR4 trotz des maskierenden N-Glycans moglich
ist, eine Elimination des N-Glycans die Interaktion aber noch verstarkt, was sich in der

erhdhten Replikationsfahigkeit der an Position g15 unglycosylierten Varianten zeigte.

Fur die Interaktion mit CCR5 konnte in dieser Arbeit ein positiver Einflu} des g15-
Glycans auf die Infektiositat der dualtropen Variante NL-952 sowie der CCR5-
monotropen Varianten NL-991 gezeigt werden. Fir die CCR5 Nutzung dualtroper
HIV-1 lIsolate hat das N-Glycan an Position g15 eine entscheidende Bedeutung. Der
dualtrope Phanotyp tritt bei dem Wechsel des viralen Phénotypen im Verlauf der HIV-1
Infektion auf. Dabei spielen Sequenzveranderungen im Bereich des V3-Loops eine
entscheidende Rolle (Hu et al., 2000). In diesem Ubergangszustand kann das N-Glycan
von entscheidender Bedeutung flr die Aufrechterhaltung der CCR5-Bindung sein, bis
eine V3-Sequenz erreicht ist, die eine ausreichend gute CXCR4-Nutzung ermdglicht.
Auch Pollakis et al., (2001) konnten anhand der sequentiellen Priméarisolate HIV-11651
(CCR5-trop) und HIV-116510 (CXCR4-trop), die in der friihen und der spéaten Phase der
HIV-1 Infektion aus einem Patienten isoliert wurden, zeigen, dass mit zunehmend

positiver V3-Ladung der CXCR4-trope Phé&notyp unterstutzt wird und die Elimination
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des g15-Glycans zu einer Zerstérung der CCR5-Nutzung des dualtropen Phénotypen
fuhrt.

Bei den untersuchten CCR5-monotropen Isolaten konnte nur flr die NL-991 Varianten
ein EinfluR der N-Glycosylierung an Position g15 gezeigt werden. Die NL-991-
Mutanten, denen das N-Glycan an Position g15 fehlte, zeigten eine deutlich schlechtere
Replikation in den GHOST-CCR5-Indikatorzellen als die an Position g15 glycosylierten
NL-991. Die NL-918 Varianten replizierten dagegen unabhédngig von der V3-Loop
Glycosylierung in CCR5-Indikatorzellen. Die in dieser Arbeit untersuchten CCR5-
tropen Varianten verfiigten beide tber eine VV3-Loop Nettoladung von +3, weswegen es
neben der Ladung des V3-Loops weitere Faktoren geben muss, die die Korezeptor-
nutzung beeinflussen. Neben der Nettoladung beeinflusst auch die Aminosauresequenz
des V3-Loop die Interaktion mit dem Korezeptor. CCR5 interagiert tiber verschiedene
Bereiche der extrazelluldren Schleifen mit CCR5-tropen Viren (Doranz et al., 1997).
Dies konnte die Unterschiede in den Effekten zwischen NL-991 und NL-918 erklaren.
Bei NL-991 beeinflut das N-Glycan die Interaktion mit CCR5. Dabei kann es
Konformationen stabilisieren, die fur die Interaktion wichtig sind oder negative
Ladungen fur die Interaktion bzw. zur Abschirmung strender positiver Ladung
beitragen. NL-918 interagiert im Gegensatz zu NL-991 offenbar unabhéngig von dem

N-Glycan an Position g15 mit dem Korezeptor.

In diesem Zusammenhang soll schon einmal auf die Experimente zur Neutralisation
eingegangen werden. Im Falle der CCR5-spezifischen Infektion kann man einen
Zusammenhang zwischen dem Einfluss des g15-Glycans auf die CCR5 Bindung und
der Wirkung neutralisierender Antikdrper feststellen: Wenn das g15-Glycan, wie bei
NL-952, einen EinfluR auf die Infektiositat hat, dann kann auch ein EinfluR auf die
Blockade neutralisierender Antikorper festgestellt werden. Wenn das N-Glycan
dagegen, wie bei den NL-918 Varianten, eine geringere Bedeutung fur die CCR5-
Bindung hatte, dann konnten auch keine Unterschiede im Neutralisationsverhalten
gezeigt werden. Eine mogliche Erklarung kénnten Wechselwirkungen des, aufgrund
endstandiger Sialinsduren negativ geladenen, N-Glycans mit positiv geladenen
Aminosauren des V3-Loop sein. Es ist bekannt, dass eine hohe Anzahl an positiv
geladenen Aminosduren wie Lysin und Arginin die CXCR4-Bindung fdrdern

(Donaldson et al., 1994). Gerade dualtrope Viren besitzen meist ca. 4-5 Lysine und
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Arginine im V3-Loop. Dies wirde eine Interaktion des Zuckers mit den im V3-Loop
vorhandenen positiv geladenen Aminosauren nahelegen. Diese Bindung koénnte dann
auch verantwortlich fir die Blockade der neutralisierenden Antikorper sein. Bei den
CCRb5-adaptierten Viren ist der V3-Loop meist nur mit 2-3 Lysinen und Argininen
besetzt. Der Einfluss des g15-Glycans auf die CCR5-Bindung waére hier geringer. Da es
in diesem Fall keine Interaktion zwischen dem N-Glycan und positiven Aminosauren
gibt, ware auch keine Maskierung des V3-Loop und infolgedessen keine Blockade
neutralisierender Antikérper moglich. Diese Theorie deckt sich mit den Ergebnissen
dieser Arbeit und mit den Daten zur CCR5-Bindung aus der neueren Literatur
(Malenbaum et al., 2000). Sie muss aber durch weitere Untersuchungen mit NL-
Mutanten mit unterschiedlicher Lysin- oder Arginin-Zusammensetzung experimentell
gefestigt werden. Bei den CXCR4-spezifischen Viren hat sich ebenfalls gezeigt, dass
die Mutanten ohne das N-Glycan an Position g15 sehr gut neutralisiert werden. Diese
Daten wurden sich ebenfalls mit dem vorgeschlagenen Modell erkléren lassen, da bei
allen diesen X4-tropen Mutanten eine hohe positive Ladung im V3-Loop vorhanden
war. Damit kénnte auch bei den X4-tropen Viren das g15-Glycan eine bedeutende Rolle
fir die Wechselwirkungen zwischen dem g15-Glycan und dem V3-Loop und fir den

Schutz vor neutralisierenden Antikérpern besitzen.

Zusammenfassend betrachtet ist die Rolle des N-Glycans an Position g15 fir die
CXCR4-spezifische Infektion grundlegend verschieden von der der CCR5-spezifischen
Infektion. Bei der Bindung an CXCR4 scheint das g15-Glycan die Korezeptor-
Interaktion zu behindern, wahrend die Bindung an CCR5 durch das N-Glycan an

Position g15 verstarkt wird.

5.3 Einfluss des g15-Glycans auf die Bindung neutralisierender
Antikorper

Neben dem Korezeptor binden auch Antikdérper an den V3-Loop des gpl120. Der V3-
Loop stellt die Haupt-Neutralisationsdomane des HIV-1 Oberflachenproteins gp120 dar
(Javaherian et al., 1989). Ein Grofteil (ca. 40 %) der in Serum von HIV-1 infizierten
Patienten auftretenden HIV-1 spezifischen Antikorper ist gegen das V3-Epitop gerichtet
(Spear et al., 1994). Die von diesem Epitop induzierten Antikérper wurden als die anti-
HIV Antikérper mit dem groRten Neutralisationspotential identifiziert (D’Souza et al.,

1991). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese Interaktion, &hnlich
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der Interaktion mit dem Korezeptor, durch das N-Glycan an Position g15 beeinfluf3t
wird. Fir NL4-3, NL-952 und NL-991 konnte ein protektiver Effekt des N-Glycans an
Position g15 gezeigt werden. Diese Virusvarianten konnten in Anwesenheit von HIV-1
neutralisierenden Antikorpern besser replizieren, wenn sie an Position g15 glycosyliert
waren, wéhrend die an Position g15 nicht glycosylierten Mutanten wesentlich schlechter
oder Uberhaupt nicht replizierten. Diese Beobachtungen decken sich mit Ergebnissen
aus verschiedenen Studien, in denen sowohl in vitro als auch in vivo die schiitzende
Wirkung des gl5 N-Glycans gezeigt werden konnte (Schonning et al., 1996a/b;
Malenbaum et al., 2000; Cheng-Mayer et al., 1999). Es wird postuliert, dass das N-
Glycan zum einen die antigenen Epitope des V3-Loops maskiert, zum anderen aber
auch die Konformation des V3-Loop beeinflusst. Eine infolge von Anderungen in der
N-Glycosylierung veranderte V3-Konformation kann dazu fuhren, dass die V3-
Antikorper besser an ihre Epitope binden kénnen (Back et al., 1994).

Der Umstand, dass es sich bei den untersuchten Varianten um Viruschiméren handelte,
die lediglich den V3-Bereich der CCR5-tropen Primdrisolate in dem Hintergrund des
Laborstammes NL4-3 enthielten, zeigt, dass die beobachteten Effekte V3-spezifisch
sind. CCR5-trope Viren haben eine Konformation, in der der VV3-Loop verborgener liegt
als bei T-Zell-adaptierten HIV-1 Stdmmen (Bou-Habib et al., 1994). Die hier
verwendeten CCRS5-tropen Viruschiméren haben in dem Hintergrund des T-Zell
adaptierten Laborstammes NL4-3 vermutlich einen exponierteren VV3-Loop als CCR5-
trope Primdrisolate, weswegen antigene Epitope, die in der Konformation des
Primarisolates P1-918 verdeckt liegen und durch das N-Glycan maskiert sind, in der
offeneren Konformation der NL-918 Chimare trotz des N-Glycans zugénglich sind.
Dies kann, neben der in Kapitel 5.2 beschriebenen fehlenden Wechselwirkung zwischen
dem N-Glycan und dem V3-Loop von NL-918, erklaren, warum bei diesen Varianten
kein Einflul des N-Glycans auf die Neutralisierbarkeit durch HIV-1 Positivserum
beobachtet werden konnte. Fir das Virus spielt N-Glycosylierung im Bereich des V3-
Loop eine wichtige Rolle fir den Schutz vor dem Immunsystem des Wirtes. In
verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass in vivo und in vitro unter
selektivem Druck von Antikdrpern Virusvarianten selektiert werden, die eine erhdhte
Anzahl an N-Glycosylierung im V3-Loop haben (Wolfs et al., 1990; Cheng-Mayer et
al., 1999, Schonning et al., 1996). Auch fur SIV konnte eine Ruckmutation von N-
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Glycosylierungsstellen in der Hauptneutralisationsdoméane des SIV, dem V1-Loop,
wenige Wochen nach der Infektion der Affen beobachtet werden (Chackerian et al.,
1997; Reitter et al., 1998). Die Abwesenheit dieser N-Glycosylierungsstellen steigert
die Immunogenitét dieser Viren in vivo deutlich (Reitter et al., 1998). Neben SIV ist
auch fiur Influenza- und Rotaviren der Einfluss von N-Glycosylierungen auf die
Sensitivitdt gegentber Neutralisation beschrieben (Caust et al., 1987; Skehel et al.,
1984).

5.4 N-Glycosylierung und Pathogenese

Bei HIV-1 ist das g15-Glycan der CCR5-tropen Viren verglichen mit CXCR4- und
dualtropen Viren hochkonserviert (LaRosa et al., 1990; Hung et al., 1999; Trouplin et
al., 2000). In der frihen Phase der HIV-1 Infektion findet man im peripheren Blut vor
allem CCRb5-trope Virusvarianten. Erst in der spaten Phase der Erkrankung kommt es
zum Auftreten R5X4-dualtroper und X4-monotroper Virusvarianten (Scarlatti et al.,
1997, Bjorndal et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sich Viren ohne das g15-Glycan
wesentlich besser neutralisieren lieBen. Dies bedeutet, dass Antikdrper durch die N-
Glycosylierung an Position g15 blockiert werden. Dies kann erkléren, warum die
Erkennungssequenz fur die g15-Glycosylierung gerade bei R5-tropen Viren so stark
konserviert ist. Viren, die ein N-Glycan im V3-Loop tragen, schitzen sich vor der
humoralen Immunabwehr. Die Rolle, die die N-Glycosylierung des V3-Loop fir die

HIV-Pathogenese haben kann, kdnnte wie folgt beschrieben werden:

In einem neu HIV-infizierten Patienten ist das Immunsystem noch nicht geschédigt.
Innerhalb der Ubertragenen Viruspopulation, die sich aus einer Vielzahl von
verschiedenen Varianten, der sog. Quasispezies zusammensetzt, kénnen daher nur
solche Viren frei im Organismus zirkulieren, die sich dem Immunsystem entziehen oder
sich entsprechend schutzen. Diese Viren haben einen selektiven Vorteil. Dabei spielt
das N-Glycan im V3-Loop eine wesentliche Rolle. Es schitzt die Viren vor der
Neutralisation durch Antikorper. Viren, deren VV3-Loop nicht durch N-Glycane maskiert
ist, haben aullerdem eine stdrkere immunogene und antigene Wirkung. Dies wirde
gerade im noch symptomfreien HIV-Infizierten, der noch (lber ein funktionierendes

Immunsystem verfugt, eine Immunabwehr gegen die unmaskierten (-)g15 Mutanten
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induzieren. Das bedeutet, dass (-)g15-Mutanten durch exponierte Epitope zum einen in
héherem Malie die Antikdrperantwort induzieren und zum anderen leichter neutralisiert
werden. Solange das Immunsystem in der Lage ist, die Infektion zu kontrollieren, haben
diese Viren im Vergleich zu den maskierten, VV3-glycosylierten Viren, keine Chance, zu
replizieren. Fur den Verlauf der HIV-Erkrankung bedeutet das, dass erst mit
zunehmender Schwachung des Immunsystems und dem Verlust der zelluldaren und
humoralen HIV-spezifischen Immunabwehr die CXCR4- und dualtropen Phénotypen
eine Chance haben. Es ist bekannt, dass es in der spaten Phase der Infektion zum
Verlust HIV-neutralisierendere Antikorper im Patienten kommt (Schreiber et al., 1994,
1996, 1997). In dieser spaten Phase konnen die Viren, deren VV3-Loops nicht durch N-
Glycane maskiert sind, frei replizieren. Da sie aufgrund des unmaskierten V3-Loops
besser mit CXCR4 interagieren kdnnen, haben diese innerhalb der viralen Quasispezies
einen selektiven Vorteil gegentber den Viren, deren V3-Loop durch N-Glycane
maskiert sind. Die Selektion erfolgt nach Zerstérung des Immunsystems nicht mehr
Uber die antigenen Eigenschaften der Viren, sondern (ber die Rezeptoraffinitdt und

zunehmende Replikationsfahigkeit.

Unterstlitzt wird diese Annahme durch die Beobachtungen, die in dieser Arbeit mit
deglycosylierten Viren gemacht wurden, die an Position g15 Aminoséuresequenzen
verschiedener CXCR4-nutzender Viren trugen. Diese Virusvarianten, die an Position
g15 nicht glycosyliert waren und deren Aminoséuresequenzen an Position g15 deutlich
unterschiedlich von der konservierten Sequenz NNNT war, replizierten in Anwesenheit
HIV-1 neutralisierender Antikorper besser als die an Position g15 unglycosylierten
Varianten, deren Aminosduresequenzen an Position sich kaum von dem konservierten
Motiv NNT unterschieden. So wurde die Mutanten NL4-3-g15yn; und -g15nnk auch mit
hohen Serumverdunnungen zu 50 % bzw. vollstdndig neutralisiert, wahrend die
Mutanten NL4-3-915¢stt, NL4-3-9154nTy, NL4-3-g15g510k und NL4-3-g15vgna auch
durch 10-fach hohere Serumkonzentrationen nur teilweise neutralisiert werden konnten.
Im Hintergrund des V3-Loop von PI-930 wird der Einflul} der Sequenz an Position g15
noch deutlicher. Die Elimination der N-Glycosylierung an Position g15 durch den
Aminosaureaustausch NNT nach QNT fiihrte zu einer vollstdndigen Neutralisation,
wahrend Varianten mit dem Sequenzmotiv YRNA an Position g15 resistent gegentiber

Neutralisation durch das HIV-1 Positivserum waren. Dies zeigt, dass sich in HIV-
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Patienten bestimmte Viren, die im V3-Loop nicht glycosyliert sind, dem Immunsystem
entziehen konnen. Die Daten aus der Dissertation von Harm Miller (1999) zeigen, dass
solche Viren aus dem peripheren Blut von HIV-1-Patienten angeziichtet werden
konnten. Vor allem die Viren, die CXCR4 nutzen konnten und auffallige
Aminosdureaustausche in der V3-Loop Region zeigten, wurden nicht mehr von
autologem Serum neutralisiert. Es handelt sich also um eine Demaskierung des V3-
Loops, die zu einer besseren CXCR4-Bindung fuhrt und gleichzeitig um eine
Sequenzvariationen in den antigenen Epitopen, gegen die keine Antikorper mehr
gebildet werden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die N-
Glycosylierung des V3-Loop sowohl die Interaktion mit den HIV-1 Korezeptoren als
auch die Neutralisation der Viren durch V3-gerichtete Antikorper beeintrachtigt. Die
Bedeutung der Aminosduresequenz an der Position g15 fiir den ,Immune-escape

konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden.

Durch die Mdglichkeit, V3-Bereiche von verschiedenen Primarisolaten problemlos in
den genetisch stabilen Hintergrund eines gut charakterisierten HIV-1 Laborstammes zu
Ubertragen und damit den Ph&notypen des jeweiligen Primarisolates zu erhalten, konnte
eine Reihe von Virusvarianten auf den Einflu der N-Glycosylierung hin untersucht
werden. Diese Methode hat den Vorteil, dass die beobachteten Effekte spezifisch den
definierten Veranderungen im V3-Loop zugeordnet werden kdnnen, da die Varianten in

allen anderen Bereichen identisch sind.

Mit diesen Virusvarianten ist es gelungen, die Bedeutung der N-Glycosylierung im
Bereich des V3-Loops in weiten Teilen aufzuklaren. Die hergestellten rekombinanten
Virusvarianten stehen zur Verfugung, um auch anderen Fragestellungen, die die
Interaktion zwischen dem gp120 und den HIV-1 Korezeptoren betreffen, nachzugehen.
Die Interaktion zwischen gp120 und dem Korezeptor ist ein elementarer Schritt der
HIV-Infektion und ein vielversprechender Ansatzpunkt um neue HIV-1 Inhibitoren, die

die Infektion auf dieser Ebene verhindern kdnnen, zu identifizieren.
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6 Zusammenfassung

Die dritte variable Schleife des HIV-1 Oberflachenproteins gp120, der VV3-Loop, spielt
eine wichtige Rolle fir die HIV-1 Infektion. Der VV3-Loop determiniert die Nutzung der
beiden Haupt-Korezeptoren CXCR4 und CCR5 und bestimmt somit den viralen
Phéanotyp. Der V3-Loop stellt dartiber hinaus die Haupt-Neutralisationsdoméane des
gp120 dar.

Die Funktionen des gp120 werden von N-Glycanen auf dem Hillprotein beeinflusst.
Funf der ca. 25 potentiellen N-Glycosylierungsstellen des gpl120 befinden sich im
Bereich des V3-Loop (g13 bis g17). In der vorliegenden Arbeit konnte die Bedeutung
der V3-Glycane fir die Infektiositdt und Neutralisationseigenschaften von HIV-1 in
weiten Teilen aufgeklart werden. Es wurden zunéchst rekombinante Virusvarianten mit
unterschiedlicher Korezeptornutzung hergestellt. Diese Varianten trugen in dem
genetischen Hintergrund des HIV-1 Laborstammes NL4-3 die VV3-Bereiche von HIV-1
Primérisolaten (PI) mit unterschiedlichen Phanotypen. Die Varianten NL-918 und NL-
991 waren R5-trop, die Variante NL-930 X4-trop. Die Variante NL-952 war R5X4-
dualtrop. Durch zielgerichtete Mutagenese wurden die Erkennungssequenzen der N-
Glycosylierung NXS und NXT im V3-Bereich dieser NL-Varianten modifiziert und so
eine Reihe von Glycomutanten hergestellt. Mit diesen Glycomutanten wurden
standardisierte GHOST- und U87-Korezeptorzelllinien infiziert und die Infektions- und
Replikationseigenschaften in Abhéngigkeit von der VV3-Glycosylierung untersucht. Die
Viren wurden auflerdem auf Neutralisierbarkeit durch ein HIV-1 neutralisierendes

Serumgemisch untersucht.

Anhand der X4-tropen Virusvarianten NL4-3 und NL-930 konnte gezeigt werden, dass
das N-Glycan an Position g15 die Interaktion zwischen dem V3-Loop und CXCR4
stort. Dagegen wurde bei den R5-tropen NL-991 Varianten und den R5X4-dualtropen
NL-952 Varianten die Interaktion zwischen CCR5 und dem V3-Loop durch das g15-
Glycan unterstitzt. Fur die Variante NL-918 konnte kein deutlicher Unterschied der
Infektiositat in Abhangigkeit von der V3-Loop Glycosylierung beobachtet werden.
Durch Untersuchungen mit dem HIV-1 neutralisierenden Serum konnte gezeigt werden,
dass an gl15 glycosylierte Varianten schlechter neutralisiert wurden, als Varianten,
denen das N-Glycan an Position g15 fehlt. Neben der Maskierung der antigenen Epitope

durch das g15-Glycan konnte auch der ,immune Escape‘ infolge von Mutationen in der
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Aminosauresequenz an Position g15 gezeigt werden. Dafur wurden an Position g15 in
NL4-3 kurze Aminosauresequenzen, die an Position g15 von CXCR4-nutzenden,
neutralisationsresistenten Primdrisolaten auftraten, inseriert. Diese Mutanten konnten
trotz fehlender g15-Glycosylierung durch das HIV-1 neutralisierende Serum wesentlich
schlechter inhibiert werden, als Varianten, deren N-Glycosylierungsmotiv an Position
g15 durch Aminoséuresequenzen eliminiert wurden, die dem konservierten Motiv
NNNT &hnlich waren.

In der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass die N-Glycosylierung an
Position g15 die Replikationseigenschaften von CXCR4 und CCRb5-tropen Viren in
unterschiedlicher Weise beeinflusst. Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass das N-
Glycan und die Aminosauresequenz an Position g15 die Neutralisierbarkeit von HIV-1
beeinflussen. Die N-Glycosylierung des V3-Bereiches hat somit eine wichtige
Bedeutung fir die HIV-1 Infektion.
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8 Anhang

8.1 Abkirzungen

H mikro

A Adenin

Abb. Abbildung

AIDS Erworbenes Immunschwéachesyndrom
Amp. Ampicillin

AS Aminoséure

bp Basenpaar

bzw. beziehungsweise

ca. circa

C Cytosin

cDNA revers transkribierte DNA

d.h. das heil3t

DMEM Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium
DMSA Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

E Extinktion

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

ELISA »Enzyme-Linked Immunosorbent Assay*
engl. englisch

Env, env engl. envelope; Hiillprotein, Gen fur das Hullprotein
ER Endoplasmatisches Retikulum

et al. lat. et alii, und andere

FACS Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung

ffu engl ,foci forming untis*

FKS Fotales Kalberserum

g Gramm, Erdbeschleunigung

G Guanin

Gag, gag engl. group specific antigen, virale Strukturproteine; Gen

fur virale Strukturproteine
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gp

HIV
IN

lat.
LB

MA
min
MRNA
M-trope
n

NC

Nef, nef
NSI

NT

p

p24
PBMC
PBL
PBS
PCR
PND
Pol, pol

Pos.
PR
RNA
RPMI
RT

Glycoprotein

Stunde

Humanes Immundefizienzvirus
Integrase

Liter

lateinisch

Luria Bertani

milli

Molar

Matrix

Minute

engl. messenger RNA, Boten-RNA
Makrophagen-trope

nano

Nucleocapsid

engl. negative factor, Gen des Nef
nicht Synzytium induzierend
Neutralisationstest

pico

Kapsid Protein

mononukledre Zellen des peripharen Blutes
Periphere Blutlymphozyten

engl. Phosphate buffered Saline
Polymerase Kettenreaktion
Prinzipielle Neutralisations Doméne

Polymeraseproteine PR, RT, IN, Gen der
Polymeraseproteine

Position

Protease

Ribonukleinsdure

Rosewell Park Memorial Instiute

Raumtemperatur, Reverse Transkriptase
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8.
A
C
D
E
F
G
H

A

11

Sl Synzytium-induzierend
s0g. sogenannt
T Thymin
Tat, tat engl. transactivator of transcription, Gen des Tat-Proteins
TCIDsg engl. 50%-Tissue Culture Infectious Dose
™ Transmembranglycoprotein
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
T-trope T-zell-trope
U engl. Unit, Einheit
UN Uber Nacht
uv Ultraviolett
upm Umdrehungen pro Minute
V1-V5 variable Regionen 1-5 des gp120
Verd. Verdinnung
Viv engl. viral infectivity factor
Vpr engl. viral protein r
Vpu engl. viral protein u
X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B3-D-Galaktopyranosid
z.B. zum Beispiel
Aminosauren
Ala Alanin M Met Methionin
Cys Cystein N Asn Asparagin
Asp Aspartat P Pro Prolin
Glu Glutamat Q Gln Glutamin
Phe Phenylalanin R Arg Arginin
Gly Glycin S Ser Serin
His Histidin T Thr Threonin
lle Isoleucin \ Val Valin
Lys Lysin w Trp Tryptophan
Leu Leucin Y Tyr Tyrosin

140



8.2 Veroffentlichungen

S. Polzer, M.T. Dittmar, H.Schmitz, B.Meyer, H.Miiller, H.-G. Krausslich and M.
Schreiber. 2001. Loss of N-linked glycans in the VV3-loop region of gp120 is correlated
to an enhanced infectivity of HIV-1.Glycobiology.11:1-9.

S. Polzer, M.T. Dittmar, H.-G. Kraeusslich, B. Meyer, H. Schmitz and M. Schreiber.
(2000). ,Analysis of HIV-1 NL4-3 mutants differing in gp120 glycosylation: The role of
V3 loop carbohydrates on infectivity and CXCR4-dependent fusion‘Novel Biological
Approaches to HIV-1 Infection Based on New Insights into HIV Biology*, Keystone,
Colorado, im April 2000. (Posterbeitrag)

S. Polzer, M.T. Dittmar, H.-G. Kraeusslich, B. Meyer, H. Schmitz and M. Schreiber.
(2001). ,Role of V3 loop carbohydrates for HIV-1 infectivity and coreceptor usage
HIV-Pathogenesis, Keystone, Colorado, im April 2001. (Posterbeitrag)

S. Polzer, M.T. Dittmar, H.-G. Kraeusslich, H. Schmitz, B. Meyer and M. Schreiber.
(2000). ,Analysis of HIV-1 NL4-3 mutants differing in gp120 glycosylation: The role of
V3 loop carbohydrates on infectivity and CXCR4-dependent fusion® GfV-Jahrestagung
in Wien im April 2000. (Vortrag)

S. Polzer, M.T. Dittmar, H.-G. Kraeusslich, B. Meyer, H. Schmitz and M. Schreiber.
(2001). Eine unterschiedliche Glycosylierung des gp120 V3 Loop verdndert die
Corezeptornutzung und Infektiositat eines X4R5-dualtropen Virusisolates.” GfV-
Jahrestagung in Dresden im Marz 2001. (Vortrag)

S.Polzer, Dietrich M., Schmitz H. and Schreiber, M. ,Influence of N-Glycosyliation of
the HIV-1 gp120 V3 loop of CXCR4-specific viruses on viral replication and
neutralisation.” GfV-Jahrestagung in Erlangen im April 2002. (Vortrag)

S.Polzer, Muller, H., Dittmar, MT., Krdusslich H.-G., Schmitz H. and Schreiber, M.
(1999). ,High binding affinity of NL4-3 Human Immunodeficiency Virus Type 1 (HIV-
1) gp120 to the HIV-1 coreceptor CXCR4 is due to the lack of V3 loop carbohydrates*
11th Joint Meeting of the 'Studiengruppe Glykobiologie der Gesellschaft fir
Biologische Chemie', the 'Netherlands Society for Glycobiology', and the 'Groupe
Lillois de Glycobiologie' in Bonn im November. (\Vortrag)

141



8.3 Danksagungen

Herrn Dr. Michael Schreiber danke ich fiir die Uberlassung des Themas, die
Madglichkeit, es selbstandig zu bearbeiten und seine standige Bereitschaft zur
Diskussion.

Herrn Prof. Dr. Dr. H. Herbert Schmitz danke ich fiir die Uberlassung eines
Arbeitsplatzes und die Bereitschaft zur Begutachtung dieser Arbeit.

Herrn Prof. Dr. E. Heinz danke ich fur seine Bereitschaft, diese Arbeit zu begutachten.

Herrn Matthias Dittmar und Herrn Prof. Dr. H.-G. Krdusslich danke ich fur die
Unterstitzung bei den ersten Arbeiten unter S3-Bedingungen, flr die Bereitstellung der
Seren, Zellen und des pNL4-3 Vektors sowie fir die voriibergehende Bereitstellung
eines Arbeitsplatzes zur Durchfihrung der Arbeiten am Heinrich-Pette-Institut in
Hamburg.

Prof. Dr. B. Meyer danke ich fur die Organisation des ,,Graduiertenkollegs 464, das
mir das die Glycokonjugate in ihrer Gesamtheit ndher brachte und mir die Teilnahme an
zahlreichen Kongressen ermdglichte.

Herrn Dr. Heiner Schaal danke ich fir die Unterstltzung, die er mir bei der Erstellung
der Immunoblots des rekombinanten gp120 zuteil werden lieR.

Meinen derzeitigen und ehemaligen Arbeitskollegen Ingo Thordsen, Tobias Wolk,
Marcus Vossmann, Martin Kirst, Sibylle Resemann, Irina Gradner, Sonja Ziegelmeier,
Harm Miller und Finn Zedler danke ich fir das herzliche Arbeitsklima, ein immer
offenes Ohr fir interessante und weniger interessante Geschichten, ihre Gesellschaft
beim Konsum ungezéhlter Tassen Kaffee und dass sie mir jederzeit mit Rat und Tat zur
Seite standen.

Frau Karin Rottengatter danke ich fur die tatkraftige und moralische Unterstiitzung,
etliche Tassen Kaffee und den Beweis, dass alles gut wird.

Meinen Eltern und meiner Schwester Imke mochte ich danken, dass sie an mich
glauben und mich ideell und materiell unterstitzten.

Ganz besonders mdchte ich Herrn Heiko Bublitz danken, der mir immer den Riicken
freigehalten und meine Launen ertragen hat und mir bei der Gestaltung der Arbeit mit
Rat und Tat zur Seite stand.

Danke !!!

142



8.4 Lebenslauf

Name:

Geboren am

Svenja Polzer

13.05.1971 in Langen/Hessen

schulischer Werdegang / Bildungsweq

1977-1991
Sommer 1991

1992-1994 Grundstudium der Biologie
1994- 1997 Hauptstudium der Biochemie
1997

03/ 97-12/97

05/98-07/02

Schulausbildung
AbschluR mit Hochschulreife

J. W. - Goethe Universitat, Frankfurt/M
J. W. - Goethe Universitat, Frankfurt/M

Diplompriifungen in den Hauptfachern
Biochemie und Biophysikalische Chemie
und den Nebenfachern Pharmakologie und
Mikrobiologie

Diplomarbeit im MPI fur Hirnforschung zum
Thema  "Gezielte Mutagenese und
elektrophysiologische Charakterisierung der
€2 Untereinheit des NMDA Rezeptors zur
Aufklarung  von  Mechanismen  der
Agonistenbindung"

Promotion am Bernhard-Nocht-Insitut fir
Tropenmedizin in der Abteilung Virologie
unter der leitung von Prof. Dr.Dr.H.Schmitz
zum Thema: "Bedeutung von N-Glycanen
im V3-Bereich des HIV-1 Hullproteins
gpl20 fur die Korezeptornutzung und
Neutralisierbarkeit von HIV-1"

143



	Titel
	Druckfreigabe
	Einleitung
	Die HIV-Erkrankung
	Der Aufbau des HIV-1
	Die Genomstruktur des HIV-1
	Der Replikationszyklus des HIV-1
	Der Zelltropismus des HIV-1
	Die HIV-1 Rezeptoren
	Die Struktur des HIV-1 Oberflächenproteins gp120
	Die N-Glycosylierungen des gp120
	V3-Loop Glycosylierung von Primären HIV-1 Isolaten
	Ziel dieser Arbeit

	Materialien
	Bakterien und Zellen
	Enzyme
	Plasmide
	Seren
	Antikörper
	Chemokine
	Verwendete Reaktionssysteme
	Oligonukleotide
	Chemikalien
	Plastikwaren
	Medien
	Verwendete Puffer

	Methoden
	Molekularbiologische Methoden
	Zellbiologische Methoden
	Virologische Methoden

	Ergebnisse
	Erstellung der rekombinanten Virusvarianten
	Charakterisierung der NL-Glycovarianten

	Diskussion
	Auswahl der HIV-1 Primärisolate und der V3-Sequenzen für die Herstellung rekombinanter NL4-3 Chimären.
	Die N-Glycosylierung des V3-Loops beeinflußt die Interaktion mit den Korezeptoren CXCR4 und CCR5
	Einfluss des g15-Glycans auf die Bindung neutralisierender Antikörper
	N-Glycosylierung und Pathogenese

	Zusammenfassung
	Literatur
	Anhang
	Abkürzungen
	Veröffentlichungen
	Danksagungen
	Lebenslauf


