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1 EINLEITUNG 

1.1 HIV ist der Erreger des AIDS 

Anfang der 80er Jahre wurde in Kalifornien bei einer Gruppe homosexueller Männer eine 

epidemische Zunahme eines bis dahin relativ seltenen Krankheitsbildes beobachtet, das 

schwere opportunistische Infektionen hervorrief und mit einem rapiden Abfall der CD4-T-

Zell Population einherging (BRENNAN & DURACK, 1981; GOTTLIEB ET AL., 1981) - es wurde 

als AIDS (aquired immunodeficiency syndrome) definiert. Der Übertragungsweg ließ schon 

damals auf ein, in Blut oder Blutprodukten vorhandenes, Virus schließen. Wenig später 

gelang es, aus den Lymphocyten von AIDS-Patienten ein Retrovirus zu isolieren ( BARRE-

SINOUSSI ET AL., 1983; GALLO ET AL., 1984; LEVY ET AL., 1984), das als Verursacher der 

Krankheit identifiziert und als HIV (human immunodeficiency virus) bezeichnet wurde 

(COFFIN ET AL., 1986). Trotz intensiver, sowohl grundlagenorientierter wie klinischer 

Forschung, die gewisse Erfolge in der Therapie der Erkrankung zeigen, sind bislang alle 

klassischen Ansätze für die Entwicklung eines präventiv wirkenden Impfstoffes gescheitert. 

Bis zum Ende des Jahres 2001 waren weltweit etwa 40 Millionen Menschen mit dem Erreger 

infiziert, und es sterben jährlich 3-4 Millionen Menschen an den Folgen von AIDS. Die 

höchsten Todesraten sind dabei auf dem afrikanischen Kontinent zu verzeichnen (AIDS 

EPIDEMIC UPDATE, UNAIDS/WHO, 2001). Die HIV-Infektion hat sich mittlerweile zu der 

bedeutendsten Infektionskrankheiten entwickelt, die weltweit die meisten Todesfälle fordert 

(BALTER ET AL., 1999). 

HIV ist ein Vertreter der Familie der Retroviridae, deren Enzym Reverse Transkriptase (RT) 

das Virus in die Lage versetzt, nach der Infektion sein RNA-Genom in DNA umzuschreiben. 

Diese DNA-Kopie, das Provirus, wird in das Genom der Wirtszelle integriert und von deren 

Replikationsapparat vermehrt. In dieser Form ist das Virus vor der Immunabwehr geschützt 

und kann so im Wirt über lange Zeit persistieren. HIV gehört zur Unterfamilie der Lentiviren 

(lenti = griechisch: langsam), die chronische Infektionen mit teilweise jahrelangen 

asymptomatischen Phasen etablieren. Neben humanpathogenen Arten werden zu dieser 

Gruppe auch einige tierpathogene Viren, wie das Bovine Immunodeficiency Virus (BIV) bei 

Rindern, das Feline Immunodeficiency Virus (FIV) bei Katzen und das Simian 

Immunodeficiency Virus (SIV) bei Halbweltaffen, gezählt.  

HIV infiziert primär Zellen des menschlichen Immunsystems, vor allem T-Lymphocyten, 
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Makrophagen und dendritische Zellen. Nach der häufig inapparent verlaufenen 

Primärinfektion schließt sich eine oft jahrelange asymptomatische Phase an, in der das Virus 

in den Zellen persistiert. Im weiteren Verlauf der Pathogenese, dem Eintritt in die 

symptomatische Phase, erfolgt eine starke Abnahme der CD4-positiven oder T-Helferzellen 

(TH-Zellen), was zu einer kontinuierlichen Schwächung der adaptiven Immunabwehr und dem 

Auftreten opportunistischer Infektionen, wie Candidosen und Herpes zoster führt. Wird ein 

Schwellenwert von 200 TH-Zellen pro µl Blut unterschritten, ist das klinische Vollbild des 

AIDS-Stadiums erreicht. Für diese Krankheitsphase spezifische Erkrankungen sind 

Pneumocystis carinii- Pneumonien, chronische Herpes simplex- Infektionen und maligne 

Tumoren, wie das Karposi-Sarkom und Lymphome. In der Spätphase der tödlichen 

Erkrankung können auch Demenzsyndrome und Gehirnatrophien beobachtet werden. 

Es sind bislang zwei HIV-Typen beschrieben worden - HIV-1 und HIV-2. Das HIV-2 weist 

auf molekularer Ebene grosse Ähnlichkeiten mit dem SIV der Halbweltaffen auf und ist 

hauptsächlich in Westafrika verbreitet. Das HIV-1 wird aufgrund von Sequenzvariationen in 

die drei Gruppen M, O und N unterteilt. Während die Varianten der M- („Main“) Gruppe auf 

allen Kontinenten zu finden sind, treten die O-(„Outlier“) und N-(„New“)-Gruppen vor allem 

in Gebieten Westafrikas auf (SIMON ET AL., 1998). Weiterhin definiert man für HIV-1 zehn 

Subtypen (A bis I, sowie HIV-0), die jeweils in bestimmten geographischen Regionen 

überwiegen. So dominieren in Afrika die Subtypen A und C, in Südostasien der Subtyp E, 

während in Europa und Nordamerika derzeit etwa 1,5 Millionen Menschen mit dem Subtyp B 

infiziert sind. 
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1.2 Die Struktur des HIV-1 

HIV-1 bildet etwa 100 nm große, umhüllte Viruspartikel (Abb.1). Das Capsid, 

welches von dem Capsidprotein p24 gebildet wird, enthält das Virusgenom im Form zweier 

Kopien einzelsträngiger Positiv-Strang-RNA. Die RNA ist mit den Nucleocapsidproteinen 

(p7) und der viralen Reversen Transkriptase (RT), einer RNA-abhängigen DNA-Polymerase, 

assoziiert. In reifen Viruspartikeln finden sich innerhalb des Capsides zudem die Enzyme 

HIV-Integrase und HIV-Protease, die für das proteolytische Trimmen viraler 

Vorläuferproteine und die Integration in das Wirtszellgenom zuständig sind. Über das 

Linkerprotein p6 ist das Capsid mit der Innenseite der Virusmembran verbunden. Hier finden 

sich auch das Matrixprotein p17, sowie die Lateralkörperchen. Das Matrixprotein ist über 

aminoterminale Myristinsäurereste mit der Virusmembran assoziiert und somit für Form und 

Stabilität des Partikels verantwortlich. In die von der Cytoplasmamembran der Wirtszelle 

abgeleiteten Virushülle sind zwei virale Glykoproteine eingelagert, die vom env (envelope)-

Gen kodiert werden. Das gemeinsame Vorläuferprotein gp160 wird im Endoplasmatischen 

Reticulum gefaltet, glycosyliert (LEONARD ET AL., 1990) und schließlich im Golgi-Apparat 

proteolytisch in gp120 und gp41 gespalten, bevor es in die Zellmembran eingelagert wird 

(STEIN & ENGLEMAN, 1990). Das Transmembranprotein (TM) gp41 ist hierbei über seine 

Ektodomäne nicht kovalent mit dem externen Oberflächenprotein (SU, surface unit) gp120 

assoziiert und scheint in der Membran als Trimer vorzuliegen ( FARZAN ET AL., 1998; 

WEISSENHORN ET AL., 1997). Die Hauptaufgabe des gp120/gp41 Oligomers ist die Einleitung 

der viralen Infektion einer Wirtszelle durch Bindung an die zellulären Rezeptoren und die 

Katalyse des viralen Eintritts durch die Zellmembran. Die Hüllproteine bieten somit 

besonders gute Ziele für neutralisierende Antikörper (SATTENTAU & MOORE, 1995). 
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Abb. 1 Aufbau und Struktur des HIV-1 

Das Viruspartikel ist von einer Hüllmembran ummantelt. In diese Lipidmembran 
ist das Transmembranprotein gp41, das mit dem externen Hüllprotein gp120 
assoziiert ist, eingelagert. An der Innenseite der Membran findet man die 
Matrixproteine. Die Virusmembran umschließt das Capsid, das von dem 
Capsidprotein p24 gebildet wird und die beiden Kopien der viralen RNA 
umschließt, welche an die t-RNA Primer angelagert sind. Nucleocapsidproteine 
p7 und die Reverse Transkriptase sind mit der RNA assoziiert. Im Capsid 
befinden sich außerdem die Integrase, sowie die Protease.    
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1.3 Die ersten Schritte der HIV-Infektion: Interaktion mit zellulären Rezeptoren 

Die HIV-Infektion wird durch eine hochaffine Bindung des externen HIV-

Hüllproteins gp120 an das CD4–Protein in der Membran von TH-Zellen eingeleitet 

(DALGLEISH ET AL., 1984; KLATZMANN ET AL., 1984A,B; MADDON ET AL., 1986). Der primäre 

HIV-Rezeptor CD4 ist ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie und stellt einen 

Oberflächenmarker der TH-ZELLEN  dar. Eine Zugabe von löslichem CD4 (sCD4) verhindert 

kompetetiv die Infektion von TH-Zellen (WEISS, 1988 A,B) (Abb.2). Die CD4-Bindung 

induziert konformationelle Änderungen innerhalb des gp120, die zur Ausrichtung oder 

Bildung von Bindestellen für spezifische Chemokinrezeptoren führen. Diese G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren aus der Familie der 7-Transmembranproteine gehören zu einer 

Gruppe von über 200 verschiedenen Membranproteinen, deren Funktion die Bindung von 

Chemokinen (chemoattractant cytokines) und die daraus resultierende Signaltransduktion ist 

(BERGER ET AL., 1999; MURPHY ET AL., 2000). Die Chemokine bestehen aus etwa 60 bis 75 

Aminosäuren und gehören zur Familie der Cytokine. Ihre Nomenklatur leitet sich aus 

Aminosäuresequenzen ab, in denen zwei Cysteinreste entweder nebeneinander (CC-

Chemokine) oder durch eine, bzw. drei beliebige Aminosäuren getrennt sind (CXC- bzw. 

CX3C-Chemokine). Der erste identifizierte HIV-1 Korezeptor war CXCR4, der auf T-

Lymphocyten lokalisiert wurde (FENG ET AL., 1996; BERSON ET AL., 1996). Sein natürlicher 

Ligand, das CXC-Chemokin SDF-1 (stroma cell derived factor) verhindert bei Zugabe in 

vitro die HIV-Infektion CXCR4-positiver Zellen. Wenig später gelang die Identifizierung 

eines weiteren wichtigen Korezeptors, CCR5, dessen natürliche Liganden MIP-1α, MIP-1β 

und RANTES sind (ALKHATIB ET AL., 1996; CHOE ET AL., 1996; DENG ET AL., 1996).  

Nach der Bindung des Korezeptors führen weitere strukturelle Änderungen in den viralen 

Glycoproteinen dazu, dass die aminoterminale hydrophobe Fusionsdomäne 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 Cytoplasma 

der Zielzelle. Dort wird das virale RNA-Genom von der viralen Reversen Transkriptase in 

doppelsträngige DNA transkribiert. 

Entscheidend dafür, welcher Korezeptor von einer bestimmten HIV-1 Virusvariante genutzt 

wird, ist die dritte variable Region des Oberflächenproteins gp120, der sogenannte V3-Loop 

(SHIODA ET AL., 1991; CHENG-MAYER ET AL.,1990; COCCHI ET AL., 1996). Der V3-Loop 
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besteht aus einer Schleife von 35-37 Aminosäuren, deren Form von einer Disulfidbrücke 

gebildet wird. Die direkte Interaktion des V3-Loops mit den 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., UNVERÖFFENTLICHTE DATEN). Der V3-loop gilt 

als immundominante Neutralisationsdomäne von HIV-1 (JAVAHERIAN ET AL., 1989), gegen 

die im Patienten die Mehrzahl neutralisierender Antikörper gebildet wird (PROFY ET AL., 

1990; LAMAN ET AL. 1992). Auch der V1- und V2-loop des Virus weist immunogene 

Eigenschaften auf und enthält eine Reihe linearer und konformationeller Epitope für die 

Bindung neutralisierender monoklonaler Antikörper (MOORE ET AL., 1993, MCKEATING ET 

AL., 1993, PINTER ET AL 1998).Die Aminosäuresequenzen des V1/V2-loop innerhalb der 

verschiedenen HIV-Stämme und Isolate weisen eine hohe Variabilität auf, wobei besonders 

der V2-loop im Verlauf der Erkrankung ein hohes Maß an Längenpolymorphismen zeigt 

(LAMERS ET AL., 1993; WANG ET AL., 1996). Die sechs N-Glycane g2 –g7 von V1/V2 

hingegen sind zu über 90% konserviert, was auf eine besondere Bedeutung für funktionelle 

Zusammenhänge hinweist (MYERS ET AL., 1996).  
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Abb. 2  HIV-1 – Rezeptorinteraktionen und deren Inhibition 
HIV-1 bindet über sein Hüllprotein gp120 an CD4 und nach konformationeller 
Änderung innerhalb des Proteins an die virusspezifischen Korezeptoren CXCR4 
oder CCR5. Diese Bindung wird über den V3-loop des gp120 vermittelt. Der V3-
loop ist Hauptepitop neutralisierender Antikörper. Lösliches CD4 (sCD4), sowie 
die Chemokine SDF-1 und RANTES, als natürliche Liganden der Kozeptoren von 
HIV-1, sind in der Lage eine Infektion zu hemmen. 
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1.4 Der Zelltropismus des HIV-1 

Schon früh nach Entdeckung des HIV-1 wurde beobachtet, dass aus dem Blut von 

Patienten isolierte HI-Viren in vitro unterschiedliche Replikationseigenschaften zeigten. Die 

langsam replizierenden 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; FENYÖ ET AL., 1989). Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal war die Bildung von 

mehrkernigen Riesenzellen, den Syncytien. T-trope Viren verursachten im Gegensatz zu M-

tropen Viren in Zellkulturen die Bildung von Syncytien (SI = syncytium inducing). Die von 

den T-tropen Viren induzierten Riesenzellen dienten in vitro als ein sehr leichtes 

Unterscheidungsmerkmal zwischen den beiden Phänotypen. Interessant war die Beobachtung, 

dass zu Beginn der HIV-1 Infektion die M-tropen (NSI = non syncytium inducing)-Virustypen 

dominieren (SCARLATTI ET AL., 1997). Nach einer zwei bis zehn Jahre andauernden 

asymptomatischen Phase erfolgt ein Wechsel des viralen Phänotypes, und es lassen sich 

neben NSI-Viren auch die T-tropen SI-Viren in Patienten nachweisen (SCARLATTI ET AL., 

1997, BJÖRNDAL ET AL., 1997, TERSMETTE ET AL., 1989). Einige M-trope Viren verlieren die 

Fähigkeit, Makrophagen zu infizieren und verändern sich zu einem rein T-tropen Virustyp. 

Generell ist jedoch der dualtrope Virustyp in der späten Phase der HIV-Infektion 

vorherrschend. Das Auftreten von Viren des SI-Typus korreliert mit dem Fortschreiten der 

Erkrankung und dem Beginn der AIDS-Phase (CONNOR ET AL., 1993). Aufgrund der 

Eigenschaft von HIV, verschiedene Korezeptoren für die Infektion von Zellen nutzen zu 

können, hat sich die Nomenklatur der HIV-Typen grundlegend geändert. Man bezeichnet 

heute HI-Viren, die nur CXCR4 nutzen können, als R4-trope Virusvarianten und Viren, die 

ausschließlich CCR5 nutzen können, als R5-trop. Viren, die beide Korezeptoren nutzen, 

gelten als dualtrop oder als R5X4-Viren (BERGER ET AL., 1998). Zusätzlich sind auch 

multitrope Viren bekannt, die neben CCR5 und CXCR4 noch weitere Korezeptoren nutzen 

können. CXCR4 und CCR5 gelten jedoch als die beiden wichtigsten Korezeptoren, die von 

jedem bislang bekannten HIV-1-Isolat genutzt werden. 
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1.5 Die Struktur des HIV-1 Oberflächenproteins gp120 

Das HIV-1 Oberflächenprotein gp120 (Abb.3) besteht je nach HIV-Variante aus ca. 

470-500 Aminosäuren und enthält ca. 25 Erkennungssequenzen für N-Glycosylierungen. Da 

davon ausgegangen wird, das sämtliche dieser Sequenzen genutzt werden (LEONARD ET AL., 

1990A), tragen die Zuckerreste somit zu etwa der Hälfte der Molekülmasse bei. Ein Vergleich 

der Sequenzmuster der gp120 Glycoproteine unterschiedlichster HIV-Isolate ergab, dass sich 

fünf konservierte Regionen (C1 – C5) identifizieren lassen, die von fünf variablen Bereichen 

(V1-V5) unterbrochen sind (MYERS ET AL., 1992; STARCICH ET AL., 1986). Diese variablen 

Regionen , von denen die Bereiche V1, V2, V3 und V4 durch Disulfidbrücken zu Schleifen, 

den sogenannten Loops, geformt sind (LEONARD ET AL., 1990B), sind von entscheidender 

Bedeutung für die viralen Eigenschaften, sowie die Antigenität des HIV-1. Über eine 

Kokristallisation eines modifizierten gp120-Moleküls zusammen mit Teilen des CD4-

Moleküls sowie dem Fab-Bereich eines Antikörpers, gelang es, die Kristallstruktur von gp120 

teilweise aufzuklären (KWONG ET AL., 1998). In dieser Struktur bildet das modifizierte gp120 

eine innere und eine äußere Domäne, die durch ein viersträngiges β-Faltblatt (bridging sheet) 

verbunden sind. Die Bindungsstelle für das CD4-Protein wird im Bereich der konservierten 

Basis im 3’-Bereich der drei Loop-Strukturen vermutet. Es bestehen zudem Hinweise darauf, 

dass die variablen loops V1 und V2 im Zusammenspiel mit dem V3-loop, der je nach 

Konformation oder Ladung den viralen Tropismus bestimmt (SHIODA ET AL., 1991; CHENG-

MAYER ET AL., 1990; COCCHI ET AL., 1996), wichtige modulierende Funktionen in der 

Interaktion mit den viralen Korezeptoren spielen . 

Aufgrund von Antikörperbindungsstudien geht man davon aus, dass die variablen Bereiche 

des gp120 an der Oberfläche exponiert sind, während die konservierten Regionen einen 

zentralen Kern bilden (MOORE UND SODROSKI, 1996). Die exponierten Bereiche des gp120 

werden dabei durch N-Glycane verdeckt, was die Zugänglichkeit dieser Bereiche für 

Antikörper beeinträchtigt (WYATT ET AL., 1998).  
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Abb. 3  Das HIV-1 Hüllprotein gp120 

Dargestellt ist das gp120 des HIV-Stammes IIIB. Das Hüllprotein besteht aus 477 
Aminosäuren. Die Aminosäuresequenz des gp120 lässt sich in fünf variable 
(schwarz unterlegt) und sechs konservierte (weiß unterlegt) Bereiche 
unterscheiden. Die variablen Bereiche V1 bis V4 sind über Disulfidbrücken zu 
Schleifen, den sog. Loops geschlossen. Zwischen den variablen Bereichen liegen 
die konservierten Regionen C1-C5. In der Sequenz des gp120 findet man 24 
Erkennungssequenzen , NXS und NXT, für die N-Glycosylierung, die hier mit 
‚g1‘ bis ‚g24‘ bezeichnet sind. Man unterscheidet zwischen verschiedenen N-
Glycanen, den hochmannosidischen Polysacchariden, den Polysacchariden vom 
Komplex-Typ und einem Hybridtyp. 

Die Bereiche des V1/V2-loop (rot unterlegt) umfassen insgesamt 67 Aminosäuren 
mit insgesamt sechs N-Glycanen g2-g7 vom Komplex-Typ (blau unterlegt). Für 
den V1- und V2-loop ist eine Rolle bei der Exponierung der 
Korezeptorbindestelle auf gp120 bekannt. Gerade der V2-loop ist ein 
immunogenes Epitop für eine Reihe von monoklonalen Antikörpern. Im Patienten 
findet man spezifische Antikörper gegen beide Bereiche.  
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1.6 Die N-Glycosylierung des gp120 und die Bedeutung für das HIV-1 

Zu den zahlreichen posttranslationalen Modifikationen, die bei der Proteinsynthese 

erfolgen können, gehört auch die N-Glycosylierung. Die N-Glycosylierung erfolgt im 

Endoplasmatischen Reticulum (ER) sowie im Golgi-Apparat der Zelle. Als N-

Glycosylierungssignal werden die Aminosäuremotive NXS und NXT erkannt, wobei X mit 

jeder beliebigen Aminosäure außer Prolin (P) besetzt werden kann. Das N-Glycan wird über 

eine N-glycosidische Bindung an das Asparagin (N) des N-Glycosylierungsmotives 

angehängt. Es ist bekannt, dass in eukaryotischen Zellen durchschnittlich 90% der 

Erkennungssequenzen für die N-Glycosylierung genutzt werden (GAVEL UND VON HEIJNE, 

1990). Untersuchungen zur N-Glycosylierung des gp120 haben gezeigt, dass alle 

vorhandenen N-Glycosylierungsstellen genutzt werden (LEONARD ET AL., 1990). 

Fast alle Schlüsselmoleküle, die an der angeborenen oder adaptiven Immunabwehr beteiligt 

sind, sind Glykoproteine. Die vielzähligen Möglichkeiten der Glycosylierung von Proteinen 

spielen zum Beispiel eine wichtige Rolle in der Biosynthese und biologischen Aktivität von 

Glycoproteinen, die an der Antigenerkennung beteiligt sind. Die Zucker haben essentielle 

Funktionen in der Proteinfaltung und deren Zusammenbau, der Qualitätskontrolle von 

Proteinvorläufern und dem ER-assoziierten retrograden Transport fehlgefalteter Proteine. 

Zucker sind beteiligt an der Generierung und dem Beladen antigener Peptide an MHC Klasse 

I-Moleküle und beeinflussen auch den Umfang antigener Peptide, die im Verlauf des 

endosomalen Pfades für die Präsentation auf MHC Klasse II-Molekülen gebildet werden. So 

werden bestimmte Endopeptidasen, die an der Prozessierung antigener Peptide beteiligt sind, 

von der N-Glycosylierung blockiert. Glycane können somit körpereigene Proteine und einige 

virale Glycopeptide vor dem Abbau schützen, während Mikroben, die keine N-Glycane 

aufweisen vollständig zu antigenen Peptiden prozessiert werden. Aufgrund ihrer Größe 

können Glycane grosse Bereiche von Proteinoberflächen abdecken. Somit sind beispielsweise 

Immunglobuline in Serum und Sekreten, und Moleküle in der T-Zell-Synapse vor 

Proteaseabbau geschützt, zudem werden nichtspezifische Protein-Protein-Interaktionen 

verhindert. Die dreidimensionale Struktur eines Proteins schließlich definiert das Muster 

seiner Zuckerstruktur (RUDD ET AL., 1999), sodass ein vollkommen unterschiedliches 

Repertoire an Oligosacchariden auf der Oberfläche einer einzelnen Zelle dargestellt werden 

kann. Somit wird die Wahrscheinlichkeit herabgesetzt, dass Lektine, als Komponenten der 

nativen Immunabwehr, an Zellen binden, da Lektine als Erkennungsmuster normalerweise 
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repetetive Zuckerstrukturen erfordern.  

Einige dieser Vorteile, die eine Glycosylierung bietet, werden von bestimmten Viren, wie 

HIV-1, ausgenutzt, indem sie die Glycosylierungsmaschinerie der Wirtszellen zur Bildung 

ihrer eigenen Hüll-Glycoproteine verwenden, um so der Immunabwehr zu entgehen. 

N-Glycane an gp120 machen mehr als 50% des Molekulargewichtes eines Proteins aus 

(LASKY ET AL., 1986; MIZUOCHI ET AL., 1988; GEYER ET AL., 1988). In Eukaryoten findet man 

verschiedene Formen von N-Glycanen, des hochmannosidischen, komplexen und hybriden 

Types (Abb. 4). Alle Formen weisen ein identisches Kern-Oligosaccharid auf, das sich aus 

zwei N-Acetylglucosamin- und drei Mannoseeinheiten zusammensetzt. An die 

Mannoseeinheiten sind, je nach N-Glycosylierungstyp, verschiedene Zuckerbausteine addiert. 

Der hochmannosidische Typ besteht ausschließlich aus Glucose- und Mannoseeinheiten, die 

in Form von bi- oder triantennären Strukturen an das Kern-Pentasaccharid angehängt sind. 

Der komplexe Typ weist dagegen Strukturen mit bis zu vier Antennen auf, die neben 

Mannose und Glucose auch N-Acetylglucosamin und Fucose, sowie endständige Sialinsäuren 

tragen. Bei der hybriden Form handelt es sich um eine Mischform von komplexen und 

hochmannosidischen Glycanen (Abb. 4). Innerhalb dieser Hauptformen findet man eine 

Vielzahl von Varianten, die sich vor allem in der Zusammensetzung und Verzweigung der 

Oligosaccharide unterscheiden. Somit ergibt sich eine Vielzahl von verschiedenen N-

Glycanen auf einem Protein, weswegen man auch von einer Mikroheterogenität der N-

Glycosylierung spricht. Abbildung 5 zeigt eine schematische Darstellung der 

Mikroheterogenität von N-Glycanen, wie sie auf rekombinantem und virus-assoziiertem 

gp120 zu finden sind. Analysen haben gezeigt, dass sich auf gp120, das in der embryonalen 

Stammzelllinie H9 exprimiert wurde, mehr als 50 verschiedene Varianten der drei 

Hauptformen der N-Glycane befinden. Die enorme Variabilität der Aminosäuresequenz, die 

die verschiedenen HIV-Varianten und Subtypen auszeichnet, wird durch die Komplexität der 

N-Glycosylierung weiter gesteigert. 

Viren verfügen über keine eigene Enzymausstattung für die Prozessierung ihrer Hüllproteine 

und sind somit auf den Syntheseapparat der Wirtszellen angewiesen. Die viralen 

Oberflächenproteine gp41 und gp120 sind die einzigen HIV-Proteine, die das ER und den 

Golgi-Apparat der Wirtszelle durchlaufen. Sie werden auf gleiche Weise wie die zellulären 

Proteine prozessiert und modifiziert. Die Zusammensetzung und Mikroheterogenität der N-

Glycane auf den Virusproteinen unterscheidet sich somit nicht von denen der zellulären 

Proteine.  
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Abb. 4 Formen der N-Glycosylierungen 
Bei der N-Glycosylierung unterscheidet man prinzipiell drei Formen: High- 
Mannose, Hybrid Typ und Komplex Typ. Die Darstellung gibt die möglichen 
Verknüpfungen der Zucker an. An das Grundgerüst, bestehend aus drei 
Mannoseeinheiten, werden die verschiedenen Zuckerstrukturen angehängt. Asn: 
Asparagin; GlcNAc: N-Acetylglucosamin; Man: Mannose; Gal: Galaktose; 
NeuAc: Neuraminsäure; Fuc: Fucose. 
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Abb. 5 Die verschiedenen Formen der N-Glycosylierung des gp120 
Diese verschiedenen Formen der N-Glycane wurden auf rekombinantem gp120 
aus CHO (chinese hamster ovary)-Zellen und virusassoziiertem gp120 aus H9 
Zellen identifiziert.  

Schwarzer Rahmen: Glycane die auf rekombinantem und virus-assoziiertem 
gp120 gefunden wurden.  

Gestrichelter Rahmen: Glycane auf virus-assoziiertem gp120.  

Alle anderen Symbole: gefunden auf rekombinantem gp120. 

(Abb. aus TEN FEIZI ET AL., 1990) 
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1.7 Die Rolle der N-Glycosylierung innerhalb des V1- und V2-loop des HIV-1 und des 

SIV-1 

Für das HIV-1 Oberflächenprotein gp120 wurde ein Einfluss der N-Glycosylierung 

auf die korrekte Faltung und damit auf die CD4-Bindung beschrieben (LI ET AL., 1993). 

Sobald gp120 von Zellen gebildet wurde, die Proteine nicht glycosylieren konnten, war gp120 

nicht in der Lage, an CD4 zu binden. Enzymatisch deglycosyliertes gp120 dagegen bindet in 

gleichem Maße an CD4, wie die glycosylierte Form (FENOUILLET ET AL., 1989, 1990, 1991; 

LI ET AL.,1993). Der Einfluss von einzelnen N-Glycanen des gp120 auf die 

Replikationsfähigkeit der Viren konnte für CXCR4-trope HIV-1 Laborstämme gezeigt 

werden. Die Elimination von N-Glycanen im V1/2 und V3 Bereich des gp120 von HIV-1NL4-3 

und HIV-1HXB2 führten zu einer verminderten Replikationsfähigkeit dieser Viren (WILLEY ET 

AL., 1988; LEE ET AL., 1992).  

Die Funktion der N-Glycane des gp120, insbesondere des V1- und V2- loop, war zu Beginn 

dieser Arbeit nur wenig untersucht. Es gab jedoch Hinweise darauf, dass diese 

Zuckerstrukturen eine wichtige Rolle für die Interaktion der Immundefizienzviren mit dem 

Immunsystem des infizierten Wirtes spielen, indem die Erkennung bestimmter Epitope durch 

T-Lymphocyten reduziert (BOTARELLI ET AL., 1991) und die generelle Immunogenität von 

Epitopen herabgesetzt wird (REITTER ET AL, 1998). Für das Hüllprotein gp130 des SIV konnte 

gezeigt werden, dass die Entfernung der N-Glycosylierung im V1/V2 Bereich des SIV gp130 

zu einer drastischen Abnahme der Virämie im Affen führte (REITTER ET AL., 1998). Viren 

ohne diese N-Glycosylierung waren hochimmunogen, und die induzierte humorale 

Immunantwort war in den infizierten Tieren entsprechend stark ausgeprägt. Nach einiger Zeit 

erfolgte jedoch ein Ansteigen der Viruslast, und es zeigte sich, dass in den infizierten Tieren 

eine Virusvariante generiert worden war, die im Bereich des eliminierten N-Glycans eine 

neue N-Glycosylierungsstelle im V1-Bereich aufwies. Dieses Glycan (g6) induzierte einen 

Schutz vor der humoralen Immunantwort. Zum ersten Mal konnte somit eine Bedeutung der 

N-Glycane für die Infektion mit Immundefizienzviren nachgewiesen werden. Indem bei SIV 

der V1/V2-Bereich immundominante Epitope aufweist, übernimmt er bei diesem 

Immundefizienzvirus die Rolle, die der V3-Loop für das HIV-1 spielt. Zur Untersuchung der 

Rolle der immunogenen Bereiche von HIV-1 in vivo wurden Viruschimären generiert, die 

unter anderem env-Bereiche des HIV-1 Gens im Hintergrund der SI-Viren trugen. 

Untersuchungen mit diesen sogenannten SHIV-Varianten haben ergeben, dass bei humanem 

gp120 der V3-Loop das Hauptepitop für neutralisierende Antikörper darstellt. N-Glycane im 
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V3-Bereich blockieren neutralisierende Antikörper, so dass SHIV-Varianten, die in diesem 

Bereich N-Glycane tragen, im Tierexperiment der Immunantwort entkommen (CHENG-

MAYER ET AL., 1999). 

Die Kristallstruktur des HIV-gp120 (KWONG ET AL., 1998) lässt vermuten, dass der V1- und 

V2-loop nach Bindung des CD4-Rezeptors eine konformationelle Änderung erfährt und 

dadurch direkt an der Bildung, bzw. der Exponierung der Bindestelle für die HIV-1 

spezifischen Korezeptoren beteiligt ist. Offensichtlich scheint der V1/V2-loop- Bereich, im 

funktionell gefalteten Protein, räumlich in direkter Nähe zum V3-loop zu stehen, bzw. ihn 

abzudecken. Es wird vermutet, dass nach Bindung des gp120 an CD4 eine konformationelle 

Änderung innerhalb des Proteins zu einer Verschiebung des V1/V2-loops in Relation zum 

V3-loop führt, was letztendlich die Korezeptorbindungsstelle exponiert. Dass die 

Glycosylierung des V1- und V2- loops sowohl die CD4-Bindefähigkeit, wie auch die 

Korezeptorinteraktion beeinflusst, ist sowohl für X4-, wie auch R5- Isolate gezeigt worden 

(MONDOR ET AL., 1998; CHO ET AL., 1998; BOYD ET AL., 1993).  

Für die konformationell eng benachbarten V1- und V2-Bereiche des HIV-1 gibt es Hinweise, 

dass auch ihre, je nach Isolat, sechs bis sieben N-Glycane eine entscheidende Rolle für die 

Funktionalität des gp120 und den Schutz bestimmter immunogener Epitope spielen. 

Rekombinante HIV-1BRU Viren, denen bestimmte Zuckermotive in der V1-loop fehlten, 

zeigten erhöhte Resistenz gegen eine Neutralisation mit Antikörpern gegen Epitope desV3-

loop sowie Neutralisation mit löslichem CD4 (GRAM ET AL., 1994). Diese Beobachtung legt 

nahe, dass N-Glycane des V1 loop die dreidimensionale Struktur des gp120 modulieren 

können ohne die gesamte funktionelle Integrität des Proteins zu beeinflussen. Eine Rolle des 

V1 loop für die Immunogenität des gp120 konnte an Experimenten mit rekombinanten    

HIV-1HxB2 Viren gezeigt werden. Nach Maskierung von immundominanten Epitopen 

innerhalb des V3-loop mit zusätzlich eingefügten N-Glycanen wurde die Antikörper-Antwort 

vom V3-Epitop zum V1-Epitop verlagert (GARRITY ET AL., 1997). Die Beobachtung, dass in 

den V1/V2 loop- Domänen von Patientenisolaten eine Reihe neutralisierender Epitope 

gefunden wurde (PINTER ET AL., 1998), ist ein weiterer Beleg für eine mögliche Rolle der 

Glycosylierung für die Maskierung immunogener Epitope. 

Die Untersuchung der Funktion von N-Glycanen innerhalb des V1-und V2- loop des HIV-1 

gp120 versprach, genauere Einblicke in die Interaktion des Virus mit seinen 

Wirtszellrezeptoren, sowie ihren Einfluss auf Neutralisierbarkeit durch polyklonale Seren und 

monoklonale Antikörper zu erhalten. Es war zudem von Interesse, ob das Fehlen bestimmter 
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N-Glycane innerhalb des V1/V2-loop-Bereiches einen Einfluss auf die gp120-Expression und 

die replikativen Eigenschaften des HIV haben würde. Die Fragestellung hat somit eine direkte 

Implikation auf die Entwicklung effektiver Vakzine oder Therapien gegen die HIV-

Erkrankung. 

 

1.8 Ziel dieser Arbeit 

Zum Zeitpunkt des Beginns dieser Dissertation war an Studien mit SIV (simian 

immunodeficiency virus) gezeigt worden, welch dramatische Effekte das Entfernen von 

Glycanen innerhalb eines SIV-Hüll-Glycoproteins haben kann (REITTER ET AL., 1998). Affen, 

die mit Virusmutanten infiziert worden waren, denen N-Glycosylierungsstellen im V1-loop 

fehlten, produzierten hohe Antikörpertiter gegen das mutierte Virus. Ausgehend von diesen 

Daten war es das vorrangige Ziel der Arbeit, die Bedeutung der N-Glycosylierung im V1- und 

V2-Bereich des HIV-1 Hüllproteins gp120, für die Replikation, die Haupt- und 

Korezeptornutzung, sowie Neutralisierbarkeit des HIV-1 zu untersuchen. Zu diesem Zweck 

sollten im Hintergrund des gut charakterisierten X4-tropen Laborstammes HIV-1NL4-3  

Virusmutanten hergestellt werden, die Veränderungen ihrer N-Glycosylierungsmuster im V1- 

und V2- loop trugen. Die Aminosäuresequenz in diesen Bereichen sollte durch zielgerichtete 

Mutagenese derart verändert werden, dass die N-Glycosylierungsmotive NXS und NXT in 

unterschiedlichen Kombinationen eliminiert wurden. Zur Generierung dieser Virusmutanten 

war es zunächst erforderlich, durch Konstruktion einer Genkassette die Voraussetzung für den 

Austausch der mutierten Bereiche in ein provirales Plasmidkonstrukt zu erhalten. Die 

Eigenschaften der so erhaltenen V1– bzw. V2 loop – Glycovarianten sollten hinsichtlich 

verschiedener Parameter anhand von Infektionsstudien mit CXCR4 exprimierenden GHOST- 

und U87-Indikatorzelllinien untersucht werden. Das Ziel der Arbeit war zu klären, ob und 

welche Bedeutung die N-Glycosylierung im V1- und V2-Bereich des gp120 für die HIV-

Infektion aufweist. 
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2 MATERIALIEN 

2.1 Bakterien und Zellen  

2.1.1 Bakterien 

    

Bakterienstamm Phänotyp Medium Herkunft/Referenz 

E.coli XL-1 Blue (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 

hsdR17 supE44 relA1 lac 

[F′proAB lacIqZ∆M15 Tn10 

(Tetr)] 

 

LB-

Medium 

Stratagene, 

(Heidelberg) 

E.coli GM 2163 dam- dcm- hsdR17 supE44 

thi leu rpsL lacY galK galT 

ara tonA thr tsx ∆(lacproAB) 

F’{tra∆36 proAB+ 

laclqZ∆M15} 

LB-

Medium 

DSMZ, 

Braunschweig 

2.1.2 Zellen 

 

Zelllinie Charakterisierung Medium Herkunft/Referenz 

HeLaP4-CXCR4 humane Cervixkarzinom 
Zelllinie 

DMEM zur Verfügung 
gestellt von M. 
Dittmar 

GHOST/parental  

GHOST/CXCR4  

GHOST/CCR5  

 

humane Osteosarkom-

Zelllinie stabil transfiziert mit 

CD4 und CXCR4 bzw. CCR5

 

 

DMEM 

 

 

CECILIA ET AL., 
1998 

U87/CXCR4  humane Gliom-Zelllinie 
stabil transfiziert mit CD4 
und CXCR4  

DMEM DENG ET AL., 1996 
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2.1.3 Enzyme 

  

BstEII, BamHI  Roche, Mannheim 

AflII, PstI, BclI, EcoRI  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 

 

Für alle Enzymreaktionen wurden die jeweils mitgelieferten Reaktionspuffer nach Angaben 

des Herstellers verwendet. 

 

2.2 Plasmide 

pNL4-3 mit modifiziertem env-Gen ADACHI ET AL., 1986, modifiziert zur 

Verfügung gestellt von H.-G. Kräusslich 

pUCenv  Zur Verfügung gestellt von S.Polzer 
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pUCenv
4829 bp

Amp

Ori
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BamHI

BgIII
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NheI

HindIII
LacZ

LacZ

Env

B) 

BstEII ApaLI

V2

NheI

A) 

BamHIEcoRII

pNL4-3

pUCHM
M C S

BamHIBstEII

V1 V2

PstI

V2V3

ApaLI

ApaLI ApaLI

 
 

 

Abb. 6 Schematische Darstellung des Vektors pUCenv 

A) In den modifizierten Klonierungsbereich (MCS, multiple cloning site) des 
pUC18-Derivates pUCHM wurde der gesamte env-Bereich von NL4-3 über die 
Restriktionsschnittstellen BstEII und BamHI kloniert. So erhielt man das 
Vektorkonstrukt pUCenv mit einmaligen Restriktionsschnittstellen für den 
Austausch des V3loop. 
B) Vektorkarte von pUCenv. Für den Austausch des V1/V2loop-Bereiches ist es 
erforderlich, zusätzliche Restriktionsschnittstellen einzuführen, da die ApaLI-
Schnittstelle in der Vektorsequenz mehrfach vorhanden ist. 
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BstEII

6

367

646 894 1323 1809 2143
711 930 1404288

ApaLI
PstI

EcoRI XbaI MunI
HindIII BamHIBglII NheI MluI

A) 

B) 

pNL4-3
14171 bp

env

nef tat
vpr
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gag
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BgIII
BgIII

BgIII

BgIII

BgIII

BgIII

BgIII

BamHI
BstEII

 
 

Abb. 7 Vektor pNL4-3 
Der Vektor pNL4-3 hatte das gesamte Genom des HIV-1 Laborstammes NL4-3 in 
einen pUC18-Vektor inseriert. Der Vektor verfügte über das Ampicillin-
Resistenzgen und den Replikationsursprung (Origin, Ori) des pUC18-Vektors 
(nicht gezeigt). Das env-Gen von NL4-3 konnte über die Restriktionsschnittstellen 
BamHI und BstEII ausgetauscht werden. 
A) Vektorkarte des Vektors pNL4-3, die Bereiche der HIV-1-Gene sind als Pfeile 
dargestellt. 
B) modifizierter env-Bereich mit zusätzlichen Restriktionsschnittstellen. 
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2.3 Seren 

Anti-p24-Kaninchenserum zur Verfügung gestellt von H.-G. Kräusslich 

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 für 30 min. auf 56°C erhitzt, um die enthaltenen Komplementfaktoren zu 

inaktivieren. Vor dem Gebrauch wurden die Seren außerdem über einen Filter mit einer 

Porengröße von 0,2 µm sterilfiltriert. 

2.4 Antikörper 

Anti-HIV-1-p24, D7320 (Schaf) Biochrom, Berlin 

Anti-HIV-1-p24, monoklonal (Maus) Aalto, Dublin, Irland 

Anti-Maus-IgG, β-Galaktosidase-konjugiert 

(Ziege) 

Southern Biotech, Birmingham 

Anti-Kaninchen-IgG, alkalische Phosphatase-

konjugiert (Ziege) 

Sigma-Aldrich, München 

 

Anti HIV-1 gp120 (V2), IgG1, ARP3075 (Ratte) NIBSC, Hertfordshire, UK 

Anti HIV-1 IIIB gp120 (V3), ARP3025 (Maus) NIBSC, Hertfordshire, UK 

2.5 Liganden 

Humanes sCD4 R&D Systems, Wiesbaden 

2.6 Reaktionssysteme 

NucleoSpin-Plasmid Minipräp Kit Macherey-Nagel, Düren 

NucleoSpin Extract Kit Macherey-Nagel, Düren 

PCR-Purification Kit  Roche, Mannheim 

CEQ2000 DTCS-QuickstartKit Beckmann Coulter, Fichtenheim 

GeneRulerTM 100 bp-plus DNA Leiter MBI-Fermentas, Vilnius 

GeneRulerTM 1000 bp-plus DNA Leiter MBI-Fermentas, Vilnius 
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Alkalische Phosphatase Substrat Kit Bio Rad, München 

Fugene® 6 Tranfektionsreagenz Roche, Mannheim 

 

2.7 Oligonucleotide 

 Oligonucleotide für die Einführung der Restriktionsschnittstelle AflII in 

den Klonierungsvektor pUCenv  

BstEIIf #4550 5‘-TGGGTCACCGTCTATTATGGGGTGCCTGTGTGG 

AflIIr   #7889 5‘-TACACATGGCTTAAGGCTTT 

AflIIf   #7888 5‘-AGTTTATTGGATCAAAGCCTTAAGCC 

PstIr    #7890 5‘-GCTGATATTGAAGCTGCAGTT 

  

 Oligonucleotide für die Einführung der Restriktionsschnittstelle BclI in 

den Klonierungsvektor pUCenv 

ApaLIf#7887 5’-AGTTTAAAGTGCACTGAT 

BclIf   #8113  5’-CCTCAGTGATCACACAGG 

NheIr  #5444  5’-AAATTGTTCTCTTAATTTGCTAGCTAT 

BclIr   #8114 5’-CCTGTGTGATCACTGAGG 

PstIf   #8328 5’-GGAGAGATAAAAAACTGCAGCTTCAAT 

EcoRIr#8329 5-’TACTACTGGTCGAATTCCATGTGTACA 

  

 Oligonucleotide für die Erstellung des Klonierungsvektors 

pUCenv∆V1 

#8300 5’-TTAAGGTACGCGGATCCGCGATGCTGCA 

#8301 5’-AGCATCGCGGATCCGCGTACC 

  

 Oligonucleotide für die Erstellung des Klonierungsvektors 

pUCenv∆V2 

#8302 5’-GCTGTACGCGGATCCGCGATGGT 

#8303 5’-GATCACCATCGCGGATCCGCGTACAGCTGCA 
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 Oligonucleotide zur Substitution von N-Glycosylierungsstellen 

NL4-3 V1  

g2 r 5‘-CACCTTATCTCTTATGCTTGTGCTGATTTGGAAGCTGCAGTTTTT 

TATCTCTCCTTTCTCCATTATCATTCTCCCGCTACTACTATTGGTATTA

GTATCTTGCTTCAAATCAGTGCACTTTAAACT 

g3 r 5’-CACCTTATCTCTTATGCTTGTGCTGATATTGAAGCTGCAGTTTTT 

TATCTCTCCTTTCTCCATTATCATTCTCCCGCTACTACTTTGGGTATTA

GTATCATTCTTCAAATCAGTGCACTTTAAACT 

g4 r 5‘-CACCTTATCTCTTATGCTTGTGCTGATATTGAAGCTGCAGGTTTT 

TATCTCTCCTTTCTCCATTATCATTCTCCCGCTACTACTATTGGTATTA

GTATCATTCTTCAAATCAGTGCACTTTAAACT 

g2/3 r 5‘-CACCTTATCTCTTATGCTTGTGCTGATTTGGAAGCTGCAGTTTTT 

TATCTCTCCTTTCTCCATTATCATTCTCCCGCTACTACTTTGGGTATTA

GTATCTTGCTTCAAATCAGTGCACTTTAAACT 

g3/4 r 5‘-CACCTTATCTCTTATGCTTGTGCTGATATTGAAGCTGCAGGTTTT 

TATCTCTCCTTTCTCCATTATCATTCTCCCGCTACTACTTTGGGTATTA

GTATCATTCTTCAAATCAGTGCACTTTAAACT 

g2/4 r 5‘-CACCTTATCTCTTATGCTTGTGCTGATTTGGAAGCTGCAGGTTTT 

TATCTCTCCTTTCTCCATTATCATTCTCCCGCTACTACTATTGGTATTA

GTATCTTGCTTCAAATCAGTGCACTTTAAACT 

g2/3/4 r 5‘-CACCTTATCTCTTATGCTTGTGCTGATTTGGAAGCTGCAGGTTTT 

TATCTCTCCTTTCTCCATTATCATTCTCCCGCTACTACTTTGGGTATTA

GTATCTTGCTTCAAATCAGTGCACTTTAAACT 

V1f 5’-AGTTTATGGGATCAAAGCCTTAAGCCATGTGTAAAATTAACCCC 

ACTC TGTGTTAGTTTAAAGTGCACTGATTTGAAG  

NL4-3 V2  

g5 f 5‘-

CAAATCAGCACAAGCATAAGAGATAAGGTGCAGAAAGAATATGCAT

TCTTTTATAAACTTGATATAGTACCAATAGATAATACCAGCTATAGG

TTGATAAGTTGTAACACCTCAGTGATCACACAGGCC 

g6 f 5‘-AATATCAGCACAAGCATAAGAGATAAGGTGCAGAAAGAATAT 

GCATTCTTTTATAAACTTGATATAGTACCAATAGATCAAACCAGCTA

TAGGTTGATAAGTTGTAACACCTCAGTGATCACACAGGCC 

    27



  MATERIALIEN 

g7  f 5‘-AATATCAGCACAAGCATAAGAGATAAGGTGCAGAAAGAATAT 

GCATTCTTTTATAAACTTGATATAGTACCAATAGATAATACCAGCTA

TAGGTTGATAAGTTGTCAAACCTCAGTGATCACACAGGCC 

g5/6 f 5‘-CAAATCAGCACAAGAATAAGAGATAAGGTGCAGAAAGAATAT 

GCATTCTTTTATAAACTTGATATAGTACCAATAGATCAAACCAGCTA

TAGGTTGATAAGTTGTAACACCTCAGTGATCACACAGGCC 

g6/7 f 5‘-AATATCAGC ACAAGCATAAGAGATAAGGTGCAGAAAGAATAT 

GCATTCTTTTATAAACTTGATATAGTACCAATAGATCAAACCAGCTA

TAGGTTGATAAGTTGTCAAACCTCAGTGATCACACAGGCC 

g5/7 f 5‘-CAAATCAGCACAAGCATAAGAGATAAGGTGCAGAAAGAATAT 

GCATTCTTTTATAAACTTGATATAGTACCAATAGATAATACCAGCTA

TAGGTTGATAAGTTGTCAAACCTCAGTGATCACACAGGCC 

g5/6/7 f 5‘-CAAATCAGCACAAGCATAAGAGATAAGGTGCAGAAAGAATAT 

GCATTCTTTTATAAACTTGATATAGTACCAATAGATCAAACCAGCTA

TAGGTTGATAAGTTGTCAAACCTCAGTGATCACACAGGCC 
  

 Oligonucleotide für die pUCenv-PCR-Analyse (3.1.10.3) 

AflIIf    #7888 5‘-AGTTTATTGGATCAAAGCCTTAAGCC 

EcoRIr#8329 5‘-TACTACTGGTCGAATTCCATGTGTACA 

  

 Oligonucleotide für die pNL4-3-PCR-Analyse (3.1.10.3) 

#8724 5-AGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAG 

#8694 5‘-ATACATTGCTTTTCCTACTTCCTGC 

 

Alle Oligonucleotide wurden mit einem Multipla Oligo Synthesis System (PE Biosystems, 

Weiterstadt) mit Chemikalien der Firma Proligo (Hamburg) synthetisiert. 

 

2.8 Chemikalien 

Agarose, ultrapure Gibco BRL, Eggenstein 

Ampicillin-Dinatriumsalz Roth 

Bacto Agar Becton Dickinson, Heidelberg 

Bacto Trypton Becton Dickinson, Heidelberg 

Desoxyribonukleotide (dNTPs) MBI Fermentas, Vilnius 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt 
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Ethidiumbromid Merck, Darmstadt 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Boehringer, Mannheim 

Glycerol Merck, Darmstadt 

H2O ad inject Braun 

Hefeextrakt Becton Dickinson, Heidelberg 

Penicillin Gibco, BRL, Eggenstein 

Streptomycin Gibco, BRL, Eggenstein 

Tween 20  Serva, Heidelberg 

Weitere verwendete, nicht aufgeführte Chemikalien hatten den Reinheitsgrad „zur Analyse“ 

und wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen) oder Roth (Karlsruhe) 

bezogen. 

 

2.9 Plastikwaren  

Plastikwaren für die molekularbiologischen Arbeiten und die Kultivierung von Bakterien und 

Zellen wurden von den Firmen Greiner (Solingen), Eppendorf (Hamburg), Nunc (New York) 

USA und TPP (Trasadingen, CH) bezogen. Für die Zellkultur wurden steril verpackte 

Einwegmaterialien verwendet. 

 

2.10 Medien 

2.10.1 Medien für 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) 

2.10.2 Medien für 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 
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SOB-Medium 20 g/l Bacto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 

10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 ; pH 6,7- 7,0 

Die Medium wurden mit H2O ad inject. angesetzt und bei 121 °C und 1,5 bar für 20 Minuten 

autoklaviert. Nach Bedarf wurde nach dem Abkühlen 200 mg/l Ampicillin -Dinatriumsalz 

zugesetzt. 

 
 

2.11 Verwendete Puffer 

TEA-Puffer (50x)  2 M Tris-base, 0,25 M Essigsäure, 0,05 M EDTA 

PBS-Puffer (10x)  120 mM NaCl, 17 mM Na2HPO4, 3 mM KH2PO4, pH 7,2 

PBS/Tween  PBS, 0,5 % Tween 20  

Coating Puffer  150mM Na2HCO3, pH 8,5-9 

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

TB-Puffer  10 mM Pipes, 55 mM MnCl2, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl,  

pH 6,7 mit 5N KOH vor der Zugabe des MnCl2 einstellen. 

DNA-Ladepuffer 

für Agarosegele 

 0.09 % Bromphenolblau, 0.09 % Xylencyanol, 60 % 

Glycerol, 60 mM EDTA 

X-Gal 

Substratlösung 
 PBS, 0,5 mg/ml X-Gal, 3 mM K3Fe(CN)6,

 3 mM K4Fe(CN)6, 1 mM MgC2  

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

3.1 Molekularbiologische Methoden 

3.1.1 Anzucht und Lagerung von Bakterien 

Zur Gewinnung von Bakterienkulturen wurde eine flüssige Bakterienkultur als 

Vereinzelungsausstrich auf eine LB-Agarplatte gespatelt und 12-16 Stunden bei 37°C 

inkubiert, um aus den vereinzelten Bakterien Kolonien entstehen zu lassen. Die Platte konnte 

für einen begrenzten Zeitraum mit Parafilm verschlossen im Kühlschrank aufbewahrt werden. 

Für eine längerfristige Lagerung war es erforderlich, eine Glycerol-Gefrierkultur anzulegen. 

Hierzu wurde eine einzelne Bakterienkolonie in LB-Medium für 12-16 h bei 37°C im 

Bakterienschüttler inkubiert. In einem sterilen Einfrierröhrchen wurden dann 0,75 ml der 

Flüssigkultur mit 0,25 ml sterilem Glycerol vermischt und anschließend in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren. Die Kultur wurde bei -70°C gelagert. 

 

3.1.2 Präparation chemisch kompetenter Bakterien (INOUE ET AL., 1990) 

Einer am Vortag ausgestrichenen XL-1-Bakterienkultur wurde eine Einzelkolonie 

entnommen, diese in 2 ml LB-Medium angeimpft und über Nacht bei 37°C im 

Bakterienschüttler inkubiert. 2,5 ml dieser Vorkultur wurde in 250 ml SOB-Medium gegeben 

und bis zu einer OD600 = 0,6 bei 37°C im Bakterienschüttler inkubiert. Die Bakterienlösung 

wurde anschließend in vorgekühlten 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) erfolgte 

Resuspension der Bakterien in 20 ml eiskaltem TB-Puffer, und es wurde DMSO bis zu einer 

Endkonzentration von 7 % zugegeben. Nach 10 min. Inkubation auf Eis wurde die 

Bakteriensuspension in sterile, vorgekühlte 500 µl Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt, 

sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschliessend bis zur weiteren Verwendung 

bei –70°C gelagert. 
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3.1.3 Transformation von E. coli  

  (HANAHAN, 1983) 

100µl auf Eis aufgetaute kompetente Bakterien wurden zusammen mit Plasmid-DNA 

(0,1-100 ng) für 30 min. auf Eis inkubiert. Nach 90 s Hitzeschock bei 42°C wurden die Zellen 

weitere 2 min. auf Eis inkubiert. Es erfolgte dann Zugabe von 500 µl LB-Medium und 

Inkubation für 45 min. bei 37°C zur Ausbildung der Resistenzentwicklung. Nach 

Sedimentation der Bakterien (5 min. 3800 upm, Heraeus Tischzentrifuge) wurde das Medium 

bis auf 100-200 µl abgenommen, die Zellen wurden im verbleibenden Medium resuspendiert 

und auf einer YT-Agarplatte, der das Selektionsantibiotikum (Ampicillin-Dinatriumsalz, 200 

mg/l) zugegeben war, ausgestrichen. Die Klone konnten somit nach 16 h Inkubation bei 37°C 

in die analytische PCR (3.1.10.3) eingesetzt werden.  

 

3.1.4 Präparation von Plasmid-DNA 

Zur Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien wurde das Verfahren der 

alkalischen Lyse angewendet. Sämtliche DNA-Präparationen erfolgten unter Verwendung des 

Plasmid-Aufreinigungs-Kits „NucleoSpin Plasmid“ der Firma Macherey & Nagel nach 

Angaben des Herstellers. 

 

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 Angaben des Herstellers durchgeführt. 

 

3.1.6 DNA-Konzentrationsbestimmung  

  (Sambrook et al., 1989) 

Die DNA-Konzentration von Lösungen wurde photometrisch anhand der Messung 

der Extinktion bei einer Wellenlänge von λ=260 nm bestimmt. Zudem erfolgte die 

Überprüfung der Reinheit der aufgereinigten Plasmid-DNA über die Bestimmung des 

Quotienten E260 nm/E280 nm.  

Hierzu wurde die DNA-Lösung 1:100 in Wasser verdünnt und die Extinktion bei den beiden 
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Wellenlängen in einer Quarzküvette im UV-Spektrometer (Shimazu-160A) gemessen. 

Bei λ= 260 nm entspricht eine Extinktion von E260 nm=1 einer Konzentration von 35 µg/ml für 

einzelsträngige DNA und einer Konzentration von 50 µg/ml für doppelsträngige DNA. 

3.1.7 Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen  

  (Sambrook et al., 1989) 

Das Schneiden von doppelsträngiger DNA erfolgte unter Verwendung 

sequenzspezifischer Restriktionsendonukleasen. Die enzymatischen Reaktionen wurden 

hierbei in den für die jeweiligen Enzyme vom Hersteller vorgegebenen Puffern durchgeführt. 

Für einen 10 µl Ansatz wurden  

   1 µl   10 x Puffer 

   1-2 µg   DNA 

   2 U  Restriktionsenzym/µgDNA 

       ad 10 µl  H2O ad inject. 

verwendet. 

Der Ansatz wurde bei der jeweils optimalen Reaktionstemperatur zwischen 15 und 60 min. 

inkubiert. 

Die geschnittene DNA wurde anhand einer Agarose-Gelelektrophorese auf ihre korrekte 

Länge überprüft. 

3.1.8 Ligation von DNA  

  (Bolivar et al.,1977) 

Das Enzym T4-Ligase katalysiert die Verknüpfung von Phosphodiesterbindungen 

zwischen einer freien 5’-Phosphat- und einer benachbarten 3’-Hydroxylgruppe, wodurch 

DNA-Fragmente mit glatten oder überstehenden Enden miteinander verbunden werden 

können. 

Die Ligation des linearisierter Vektoren mit den entsprechenden DNA-Fragmenten wurde in 

einem 10 µl Ansatz durchgeführt: Hierzu wurden 

   1 µl   10x Ligase-Puffer 

   1 µl   T4 Ligase 

   2 µl  linearisierter Vektor(100 ng/µl) 

   3 µl  DNA-Fragment  

        ad 10 µl  H2O ad inject. 

zusammenpipettiert.  
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Das molare Verhältnis von Fragment zu Vektor betrug hierbei 1:3 bis 1:5. Der Ansatz wurde 

über Nacht bei 4°C im Kühlschrank oder für 4 h bei Raumtemperatur inkubiert und für eine 

Transformation von (3.1.3) verwendet.  

3.1.9 Hybridisierung von Oligonukleotiden 

Um kurze DNA-Fragmente für eine anschliessende PCR-Amplifikation zu 

generieren, wurden auf chemischem Wege komplementäre Oligonukleotide synthetisiert 

(2.8). Die Oligonukleotide wurden in gleichen Konzentrationen zusammengegeben und für 5 

min. auf 70°C erhitzt. Anschließend wurden der Ansatz langsam (über ca. 1h) auf RT 

abgekült. Die hybridisierten Oligonukleotide konnten dann für eine Ligation (3.1.8) 

verwendet oder bei -20°C gelagert werden. 

3.1.10 Polymerase-Kettenreaktion  

  (Saiki et al., 1988) 

3.1.10.1 Polymerase-Kettenreaktion von cDNA 

Für einen 100 µl Ansatz wurden 

   10 µl  10 x PCR-Puffer  
   10 µl  Vorwärts-Primer (10 pmol/µl) 

   10 µl  Rückwärts-Primer (10 pmol/µl) 

     8 µl  MgCl2 (25 mM) 

     2 µl  dNTPs (10 mM) und 

     5 µl  Taq-DNA-Polymerase/ 

     Pfu-Polymerase-Mix (8:2 Units) 

        ad 100 µl   H2O ad inject 

zusammengegeben. Anschliessend wurden 1 µl (ca. 50-100 ng) der zu amplifizierenden DNA 

zu diesem Ansatz gegeben. Die Amplifikation erfolgte nach einem initialen 

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

 Denaturierung 60 s 94°C 

Annealing 

(Primeranlagerung)
60 s 52°C  24x 

 
Elongation  90 s 72°C 

 
 

 
 

Nach einem abschließenden Elongationsschritt von 5 min. bei 72°C erfolgte die Aufreinigung 
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der Proben (3.1.5), die somit für weitere Anwendungen zur Verfügung standen. 

 

3.1.10.2 Polymerase-Kettenreaktion proviraler HIV-1-DNA aus HIV-1-infizierten Zellen 

Zur Amplifikation von proviraler DNA aus HIV-infizierten Zellen war es zunächst 

erforderlich, die Zellen zu lysieren (3.2.1). Die in dem Lysat enthaltene DNA wurde als 

Matrize in die PCR-Reaktion eingesetzt. Unter Verwendung der HotStar DNA-Polymerase 

der Firma Qiagen erfolgte die Reaktion nach Angaben des Herstellers. 

Der PCR Ansatz enthielt: 

   1 µl  Zelllysat 

   2 µl  10x PCR-Puffer  

   4 µl  „Lösung Q“ 

   2 µl   Vorwärts-Primer #8693 (10 pmol/µl) 

   2 µl   Rückwärts-Primer #8694 (10 pmol/µl) 

   2 µl  dNTPs (10 mM)  

           0,5 µl  HotStar® DNA-Polymerase  

       ad 20 µl  H2O ad inject.  

„Lösung Q“ ist ein vom Hersteller mitgeliefertes Agens, das die Amplifikation unspezifischer 

Nebenprodukte reduzieren soll. 

Nach einer initialen Denaturierung (15 min, 95°C), die die Abspaltung des mit der HotStar-

Taq-DNA-Polymerase verbundenen Antikörper induzierte, der zunächst die Aktivität der 

Polymerase blockiert und somit unspezifische Interaktionen mit der DNA verhindert, wurde 

die Amplifikation in 40 Zyklendurchgeführt. 

 Denaturierung 120 s 95°C 

Annealing 90 s 60°C  39x 
 

Elongation  90 s 72°C 
 

 

  

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

(Meth. 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 Durchführung einer analytischen PCR galt dem Zweck, Bakterienklone 

daraufhin zu überprüfen, ob eine Insertion des gewünschten DNA-Fragmentes durch die 

Ligation (3.1.8) erfolgt war. Aufgrund des Grössenunterschiedes des Vektors nach der 

Ligation mit dem gewünschten Fragment im Vergleich zum leeren Vektor wurden die 

Oligonukleotidprimer so gewählt, dass man die erfolgreiche Ligation anhand der Größe des 

PCR-Amplifikates unterscheiden konnte. Es wurden 

      1 µl  10x PCR-Puffer 

      1 µl   Vorwärts-Primer (10 pmol/µl) 

      1 µl  Rückwärts-Primer (10 pmol/µl) 

   0,8 µl  MgCl2 (25 mM) 

   0,2 µl  dNTPs (10 mM) 

   0,3 µl  Taq-DNA-Polymerase (1 Unit/µl) 

   5,7 µl  H2O ad inject. 

zusammengegeben. Bakterienkolonien wurden von der LB-Agarplatte einzeln mit einer 

sterilen Pipettenspitze sowohl in ein steriles 1,5 ml PCR-Reaktionsgefäß überführt und zudem 

auf eine Referenzplatte übertragen, wobei die überimpften Bakterienklone auf dem 

Plattenboden numeriert wurden. Jeweils 10 µl des Reaktionsgemisches wurden in die PCR-

Reaktionsgefäße gegeben. Nach einem initialen Denaturierungsschritt für 2 min. bei 94°C, 

durch den ein Aufschluss der Bakterienzellwand erfolgte, fand die Amplifikation der in den 

Bakterien enthaltenen Plasmid-DNA in 25 Zyklen statt: 

 Denaturierung 25 s 94°C 

Annealing 25 s 52°C  24x 
 

Elongation  40 s 72°C 
 

 

  

Die Größe der erhaltenen Produkte wurde mit Hilfe eines Agarosegels (3.1.11.1) bestimmt. 

3.1.11 Zielgerichtete Mutagenese  

Um spezifische Aminosäuren bzw. kurze Sequenzmotive auszutauschen, wurde die 

Methode der PCR Overlap Extension (Higuchi et al., 1988) angewendet. Hierbei findet die 

Reaktion zunächst in zwei getrennten PCR-Ansätzen statt, wobei jeweils an einem Ende des 

zu amplifizierenden Fragmentes der Mutageneseprimer und am anderen Ende ein 
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sequenzspezifischer Gegenprimer verwendet wird (Abb. 8). Die daraus resultierenden 

Fragmente werden anschließend in einem gemeinsamen Reaktionsansatz aneinander-gelagert, 

was aufgrund der komplementären Basenpaarung in den mutierten Bereichen vermittelt wird. 

In einer PCR-Reaktion wird nun das gesamte Fragment, das sich aus den überlappenden PCR-

Amplifikaten der ersten Reaktionen gebildet hat, amplifiziert (Landt et al., 1990). 

Für die Generierung der verschiedenen V1- und V2-loop-Virusmutanten wurde ein 

abgewandeltes Protokoll verwendet 

Das resultierende DNA-Fragment weist in der Region, in der sich die PCR-Amplifikate aus 

den ersten Reaktionen überlappen, diejenigen Basenaustausche auf, die durch die 

Mutageneseprimer eingeführt wurden. 
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Abb. 8 Zielgerichtete Mutagenese durch die ‚overlap extension PCR‘ 

Im ersten Schritt werden in zwei getrennten PCR-Reaktionen durch entsprechende 
Oligonucleotidprimer Fragmente erzeugt, die jeweils im 3‘-Bereich die 
gewünschte Mutation tragen. Diese Fragmente werden in einer zweiten Reaktion 
hybridisiert und amplifiziert. Das resultierende DNA-Fragment trägt die 
gewünschte Mutation, die als schwarzer Punkt dargestellt ist.
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3.1.12 DNA-Sequenzierung 

  (Sanger et al., 1977) 

Sämtliche DNA-Sequenzierungen erfolgten nach dem Didesoxy-

Kettenabbruchverfahren. Die Sequenzierung wurde mit dem „CEQ 2000 DTCS 

QuickstartKit“ nach Herstellerangaben durchgeführt und mit dem CEQ 2000 DNA Analysis 

System von Beckman Coulter analysiert. 

3.1.13 Gelelektrophoresen 

3.1.13.1 Analytische Gelelektrophorese 

Die Größenauftrennung von DNA erfolgte per Agarose-Horizontal-

Gelelektrophorese. Einer 0,7-2 %igen TAE-Agaroselösung wurde 2 µg/ml Ethidiumbromid 

zugesetzt. Nach Einfüllen der Lösung in eine vorbereitete Gelkammer mit aufgesetztem 

Kamm  wurde dieser nach Erstarren der Agaroselösung entfernt und das Gel anschliessend in 

einer mit TAE-Puffer gefüllten Flachbettkammer beladen, wobei die Proben zuvor mit 1/5 

Volumen Probenpuffer versetzt wurden. Zur Größenbestimmung der DNA wurden jeweils 3 

µl eines Molekulargewichtsmarkers aufgetragen. 

Die elektrophoretische Auftrennung wurde bei einer Spannung von 60-90 Volt durchgeführt, 

was etwa 10 Volt pro cm Gellänge entsprach. Nach der Elektrophorese konnte die DNA 

aufgrund der Interkalation des Ethidiumbromids auf einem UV-Durchlichttisch (Kodak, 

Deutschland) bei λ=254 nm als gelbliche Bande sichtbar gemacht werden und mit einer 

Videodokumentationsanlage (Sony, Deutschland) fotografiert werden. 

3.1.13.2 Präparative Gelelektrophorese 

Zur Isolierung einzelner Banden wurden die DNA-Fragmente in einem Agarosegel 

(0,75-1,5%) elektrophoretisch aufgetrennt und auf einem UV-Durchlichttisch detektiert. Die 

entsprechende DNA-Bande wurde mit Hilfe eines DNA-Größenstandards identifiziert und mit 

einem sauberen Skalpell excisiert. Anschließend erfolgte die Extraktion der DNA aus dem 

Gel (3.1.5). 
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3.2  Zellbiologische Methoden 

3.2.1 Lyse von HIV-1-infizierten Zellen 

1x105 infizierte Zellen wurden sedimentiert (2 min. max upm, Eppendorf Tisch-

zentrifuge) und in 100 µl Lysispuffer resuspendiert. Während der Inkubation des Ansatzes bei 

56°C für 2 h erfolgte die Lyse der Zellen. Zur Inaktivierung der in dem Lysispuffer 

enthaltenen Proteinase K wurde der Ansatz für 10 min. auf  96°C erhitzt. Das Zelllysat wurde 

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

3.2.2 Kultivierung adhärenter Zellen 

Die aussschliesslich adhärent wachsenden Zelllinien wurden in dafür geeigneten 

Zellkulturschalen und -flaschen (Greiner) kultiviert. Als Wachstumsmedium wurde DMEM 

verwendet, welches mit 50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin sowie FKS supplementiert 

war. Die Menge des zugegebenen FKS war hierbei auf die Wachstumsgeschwindigkeit der 

Zelllinien abgestimmt, wobei bei den schnell wachsenden GHOST- und HeLa-Zellen 5 % 

FKS und den langsamer wachsenden U87-Zellen 15 % FKS zugesetzt wurden. 

Alle 3-4 Tage wurden die Zellen in sterilem PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA (Gibco) 

von der Oberfläche des Kulturgefäßes abgelöst (5 min. 37°C). Nach Zugabe von 5-10 ml 

Zellkulturmedium wurden jeweils 1/20 (GHOST und HeLa-Zellen) bzw. 1/5 (U87-Zellen) der 

Zellsuspension zurückbehalten und mit frischem Medium aufgefüllt, um die Kultivierung der 

Zellen bei 37°C und 5 % CO2 fortzusetzen.  

Bei Bedarf wurde durch Zugabe von 500 µg/ml Neomycin auf CD4 und über 1 µg/ml 

Puromycin auf den Korezeptor selektioniert. 

3.2.3 Bestimmung von Zellzahl und Zustand der Kultur 

Zur Ermittlung der Anzahl und des physiologischen Zustandes von Zellen in einer 

Suspension  wurde eine kleine Portion der Zellsuspension in Trypanblau 1:5-1:20 verdünnt. 

Durch den Einbau von Trypanblau in die Membran abgestorbener Zellen kann das Verhältnis 

lebender Zellen zu abgestorbenen Zellen ermittelt und somit der Zustand der Kultur 

kontrolliert werden. Die Zellzahl wurde unter dem Lichtmikroskop in einer Neubauer-

Zählkammer bestimmt. Hierbei wurden in der Kammer eingravierte Zählfelder zu Hilfe 

genommen, deren Volumen jeweils 0,1 µl betrug.  
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3.2.4 Transfektion von Zellen 

Um aus proviralen Plasmidkonstrukten funktionelle Viren zu erhalten, wurden die 

pNL4-3-Vektoren, welche die gewünschten Veränderungen im V1- und V2-Bereich trugen, in 

HeLa-Zellen transfiziert. Hierzu wurde das FuGene-Transfektionsreagenz nach Angaben des 

Herstellers verwendet. In Zellkulturplatten mit 6 Vertiefungen (6-well-Zellkulturplatte) 

wurden 1-3 x 105 Zellen pro Vertiefung ausgesät. Nach 16-20 h hatten die Zellen eine 

geeignete Dichte erreicht, um mit der Plasmid-DNA transfiziert zu werden. Dazu wurde 

zunächst das FuGene-Transfektionsreagenz in ca. 100 µl serumfreien RPMI-Medium gelöst. 

Zu diesem Ansatz wurden 1-2 µg Plasmid DNA gegeben. Nach 30 min. Inkubation bei RT 

wurde der Transfektionsansatz in die vorbereiteten HeLa-Zellkulturen verteilt. Nach einer 

Inkubationszeit der Zellen von 3 Tagen (37°C, 5 % CO2) waren in den Kulturen nach 

erfolgreicher Transfektion im Lichtmikroskop cytopathische Effekte in Form einer 

ausgeprägten Synzycienbildung zu sehen. Nach Sedimentation von Zellresten wurde der 

virushaltige Kulturüberstand in Einfrierröhrchen (Nunc, USA) in Aliquots zu 0,5-0,8 ml 

aufgeteilt und in flüssigem Stickstoff gelagert. 
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3.3 Virologische Methoden 

3.3.1 Infektion von Zellen mit HIV-1-Varianten 

Die zu verwendenden Zellen wurden in 96-well-Zellkulturplatten ausgesät und für 18-20 h 

inkubiert (37°C, 5% CO2). Virushaltige Transfektionsüberstände (3.2.4) wurden in 

geeignetem Zellkulturmedium auf die gewünschte Viruskonzentration eingestellt. 

Für die Infektion der Zellen wurde das Kulturmedium gegen das virushaltige Medium 

ausgetauscht. Die Zellen wurden 18 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert und anschließend 

dreimal mit sterilem PBS gewaschen. Den Zellen wurde frisches Kulturmedium ohne Virus 

zugesetzt. Die infizierten Zellen wurden für die Untersuchung der Virusreplikation (3.3.4), 

der Virusneutralisation (3.3.5) oder für Untersuchungen der Infektiosität (3.3.2) eingesetzt. 

3.3.2 Messung der Infektiosität von HIV-Varianten 

Zur Quantifizierung von HIV-Infektionsereignissen in Zellkulturen wurden GHOST- oder 

U87-Indikatorzellen in 48-well-Zellkulturplatten ausgesät (5 x 103 Zellen/well). Die Zellen 

wurden 16-20 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Die Infektion erfolgte mit virushaltigen 

Zellkulturüberständen, die für 18 h auf den Zellen verblieben. Die Zellen wurden 

anschließend dreimal mit sterilem PBS gewaschen und weiter inkubiert. Die Zahl der 

Infektionsereignisse wurde nach 48 h durch Immunfärbung (3.3.3) ermittelt. 

3.3.3 Detektion infizierter Zellen durch Immunfärbung 

Zur Detektion der infizierten Zellen wurde intrazelluläres 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-

Antikörper (Aalto; 1:2000 in PBS/1% FKS). Es wurden 200 µl der Antikörperlösung pro 

Kavität eingesetzt. Der Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert und zweimal mit PBS/1 % FKS 

gewaschen. Als Detektionsantikörper wurde hierbei ein β-Galaktosidase-konjugierter anti-

Maus-Antikörper (Southern Biotech) verwendet. Der Ansatz wurde 1 h inkubiert (37°C) und 

anschließend zweimal mit PBS gewaschen. Die Substratreaktion erfolgte durch Zugabe einer 

X-Gal-Färbelösung (2.12). Nach 2-4 h Inkubation bei 37°C färbten sich die infizierten Zellen 

blau. Die infizierten Zellen wurden unter dem Lichtmikroskop ausgezählt. 
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Abb. 9  Detektion infizierter Zellen durch Immunfärbung 
Mit HIV-1 infizierte GHOST-Indikatorzellen wurden in der Kulturschale mit 
einem monoklonalen Antikörper gegen das Strukturprotein p24 inkubiert (blaue 
Fläche). Als Detektionsantikörper wurde ein ß-Galactosidase-(blauer Punkt) 
gekoppelter Anti-Maus-Antikörper auf das Konjugat gegeben (graue Antikörper-
Modelle). Nach Zugabe der X-Gal-Färbelösung erfolgte bei Bindung der 
Antikörper ein blauer Farbumschlag durch Entstehung des Indigoderivates. Die 
Menge blau gefärbter Zellen entspricht somit direkt der Anzahl infizierter Zellen 
und lässt sich  mikroskopisch auszählen. 
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3.3.4 HIV-1-Replikationskinetik 

 

In einer 96-well-Zellkulturplatte wurden 1-3 x 104 Zellen pro Kavität ausgesät und 

16-20 h bei 37°C/5 % CO2 inkubiert. Es wurden dann virushaltige Zellkulturüberstände der 

Virusvarianten, die in Zellkulturmedium auf die gewünschte Konzentration eingestellt 

wurden, (0,25-5 ng p24/ml) zu den Zellen gegeben. Nach 18 h wurden die Zellen dreimal mit 

sterilem PBS gewaschen, und virus-freies Medium wurde zugegeben. Ab Tag 1 wurden im 

Abstand von 1-3 Tagen Überstände abgenommen, und die Virusmenge wurde in einem p24-

Antigen-ELISA (3.3.8) ermittelt.  

 

3.3.5 HIV-1 Neutralisationstest mit humanem Serum 

In einer 96-well-Zellkulturplatte wurden 1-3 x 104 U87 CXCR-4-Zellen pro Kavität 

ausgesät und 24 h bei 37°C/5 % CO2 inkubiert. HIV-1-Positivserum und HIV-1-

Negativserum (2.3) wurde 15 min. bei 56°C inaktiviert und anschließend in Zellkulturmedium 

1:100 verdünnt. Die rekombinanten HIV-1-Varianten wurden in Zellkulturmedium auf eine 

p24 Konzentration von 0,1–2 ng/ml oder eine infektiöse Dosis von 100 – 200 TCID50/ml 

verdünnt und mit dem HIV-1-Positivserum inkubiert (1 h, 37°C, 5 % CO2). Anschließend 

wurden je 200 µl 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 

Kavität. Nach 18 h Inkubation bei 37°C/5 % CO2 wurde die Zellkulturplatte dreimal mit 

sterilem PBS gewaschen. Anschließend wurde 200 µl Zellkulturmedium pro Kavität, welches 

HIV-1 Serum enthielt, zugegeben. Als Kontrolle wurden alle Ansätze parallel mit HIV-1-

Negativserum in einer Verdünnung von 1:100 durchgeführt. Ab Tag 1 nach der Infektion 

wurden im Abstand von 2 Tagen Kulturüberstande abgenommen und pro Kavität 150 µl in 

eine 96-well-Platte, in welcher pro Kavität 16 µl Empigen (10 % in Zellkulturmedium) zur 

Virus-Inaktivierung vorgelegt waren, überführt. Nach 30 min. Inkubation bei RT konnten die 

Überstände zur Virusbestimmung mittels eines p24-Antigen-ELISA eingesetzt werden 

(3.3.8). Hierzu wurde auf jeder zu messenden Platte eine halblogarithmische 

Verdünnungsreihe bekannten p24-Gehaltes als Standard mitgeführt. 
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3.3.6 HIV-1 Neutralisationstest mit monoklonalen Antikörpern und löslichem CD4 

In einer 96-well-Zellkulturplatte wurden 1-3 x 104 U87 CXCR-4-Zellen pro Kavität 

ausgesät und 24 h bei 37°C/5 % CO2 inkubiert. Monoklonale HIV-1-Antikörper und lösliches 

CD4 (sCD4) wurden in Konzentrationen von 0,5-5 µg/ml in Zellkulturmedium verdünnt. Die 

rekombinanten HIV-1-Varianten wurden in Zellkulturmedium auf eine p24 Konzentration 

von 0,1–2 ng/ml oder eine infektektiöse Dosis von 200 – 400 TCID50/ml gebracht und mit den 

jeweiligen monoklonalen Antikörpern oder sCD4 inkubiert (1 h, 37°C, 5 % CO2). 

Anschließend wurden je 200 µl 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, bzw. 100 – 200 TCID50/ml pro Kavität. Nach 18 h Inkubation bei 37°C/5 % 

CO2 wurde die Zellkulturplatte dreimal mit sterilem PBS gewaschen. Anschließend wurde 

200 µl Zellkulturmedium pro Kavität, welches HIV-1 Serum enthielt, zugegeben. Als 

Kontrolle wurden alle Ansätze parallel ohne Zugabe von Antikörpern oder sCD4 

durchgeführt. An Tag 7 nach der Infektion wurden die Kulturüberstande abgenommen und 

pro Kavität 150 µl in eine 96-well-Platte, in welcher pro Kavität 16 µl Empigen (10 % in 

Zellkulturmedium) zur Virus-Inaktivierung vorgelegt waren, überführt. Nach 30 min. 

Inkubation bei RT konnten die Überstände zur Virusbestimmung mittels eines p24-Antigen-

ELISA eingesetzt werden (3.3.8). Hierzu wurde auf jeder zu messenden Platte eine 

halblogarithmische Verdünnungsreihe bekannten p24-Gehaltes als Standard mitgeführt. 

 

3.3.7 HIV-1-Infektivitätsassay  

 (BONIN, 1973; REED & MUENCH, 1988) 

Dieser Infektivitätsassay dient dazu, die 50%-Zellkultur-infektiöse Dosis (TCID50 : 

tissue culture infective dose) eines HIV-1-Virusüberstandes zu titrieren. Man erhält über diese 

Methode die Möglichkeit, die Menge infektiösen Virus in einem gegebenen 

Ausgangsvolumen Kulturüberstand zu erhalten und die einzusetzende Menge an Viren 

unterschiedlicher replikativer Eigenschaften für z.B. Neutralisationsassays zu ermitteln. 

In einer 96-well-Zellkulturplatte wurden 1-3 x 104 U87 CXCR-4-Zellen pro Kavität ausgesät 

und 24 h bei 37°C/5 % CO2 inkubiert. In einer 96-well-Flachbodenplatte wurden in den 

zentralen 60 Kavitäten je 120 µl Zellkulturmedium vorgelegt. Je 40 µl HIV-1-

Kulturüberstand pro Kavität wurde nun in einer sechsfachen Dilutionsreihe in zehn 

Verdünnungsschritten von links nach rechts über die vertikalen Reihen titriert. Anschließend 
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wurden 160 µl einer jeden Virusverdünnung auf die Zellen gebracht, von denen zuvor das 

Medium abgenommen worden war. Nach 18 h Inkubation bei 37°C/5 % CO2 wurde die 

Zellkulturplatte dreimal mit sterilem PBS gewaschen. An Tag 7 nach der Infektion wurden 

die Kulturüberstande abgenommen und pro Kavität 150 µl in eine 96-well-Platte, in welcher 

pro Kavität 16 µl Empigen (10 % in Zellkulturmedium) zur Virus-Inaktivierung vorgelegt 

waren, überführt. Nach 30 min. Inkubation bei RT konnten die Überstände zur 

Virusbestimmung mittels eines p24-Antigen-ELISA eingesetzt werden (3.3.7). Hierzu wurde 

auf jeder zu messenden Platte eine halblogarithmische Verdünnungsreihe bekannten p24-

Gehaltes, sowie ein 150µl- Aliquot des inaktivierten Original-Virusüberstandes als Standard, 

bzw. Kontrolle mitgeführt. Die sich anschließende Berechnung zur Ermittlung der TCID50  

der jeweiligen Viruskultur ist im folgenden beispielhaft erläutert. Zunächst wird optisch 

innerhalb der vertikalen Kavitätsreihen bestimmt, zwischen welchen beiden 

Verdünnungsstufen ein Zustand erreicht wurde, bei dem partielle Infektionsereignisse 

stattfanden, sich also sowohl infizierte als auch uninfizierte Kavitäten befinden.  

 

        
 
Datenanalyse der Virustitration zur Bestimmung der TCID50. Die Grafik stellt 

schematisch den Infektionszustand der verwendeten 60 zentralen Kavitäten einer 96-well-

Flachbodenplatte nach Auswertung per p24-Antigen-ELISA dar. Grau abgehoben sind 

infizierte, weiß uninfizierte Kavitäten. An der oberen Achse sind die jeweiligen 

Titrationsstufen des Virusüberstandes aufgeführt. 

 
Innerhalb dieser drei Verdünnungsstufen werden nun die kumulativen Werte infizierter wie 

auch uninfizierter Kavitäten ermittelt, um die 50%-ige Endpunktdilution zu erhalten. 

 

    46



  METHODEN 

       
Im oberen Beispiel liegt die 50%-ige Endpunktdilution zwischen den Verdünnungsstufen 4-8 

und 4-9. Der PD-Wert (proportionelle Distanz) errechnet sich aus den Verdünnungsstufen, in 

denen der Anteil infizierter Ansätze jeweils ober- und unterhalb von 50% liegen. 

  

 66-7% - 50%  16,7  

PD = 66,7% - 0%  66,7 =  0,25 
 

Der erhaltene PD-Wert wird zum logarithmischen Wert der Verdünnungsstufe addiert, bei 

welcher über 50% der Kavitäten infiziert sind und der Logarithmus nach 10 konvertiert. 

  (-8,25) (log4)  = x 
  (-8,25) (0,602) = x 
  -4,967   = x 50% Endpunktdilution (TCID50) = 10-4,967 

 
Zur abschließenden Berechnung der TCID50/ml wird der Wert mit dem Faktor der 

Verdünnungsstufe des Virusüberstandes (z.B.x 25) multipliziert. Über das Verhältnis von 

gemessenem p24-Antigen/ml lässt sich nun TCID50/p24 über einen einfachen Dreisatz 

erhalten. 
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3.3.8 p24-Antigen-ELISA 

 

Zunächst wurde der peptidspezifische anti-p24-Antikörper (D7320, Biochrom) an 

eine MAXIsorp-Platte (Nunc, USA) mit 96 Kavitäten (96-well Platte) gebunden. Der 

lyophylisierte Antikörper wurde in Coating-Puffer in einer Konzentration von 1 mg/ml gelöst. 

In jede Kavität wurden 100 µl der Antikörperlösung gegeben. Die Platte wurde über Nacht 

bei 4°C inkubiert und nach der Bindung des Catching-Antikörpers sechsmal mit PBS/Tween 

gewaschen. Die Platte wurde trocken geschlagen und mit 200 µl Blockpuffer pro Kavität für 

1-2 Stunden inkubiert, um freie Bindungsstellen abzublocken und so unspezifische 

Antikörperbindung zu verhindern. Nach der Inkubation wurde die Platte einmal gewaschen, 

getrocknet und 100 µl der zu untersuchenden Zellkulturüberstände je Kavität zugegeben. Die 

Bindung des p24-Antigens erfolgte für 2 h bei RT oder ÜN bei 8°C. Nach der Antigen-

Bindung wurde die Platte sechsmal gewaschen und trocken geschlagen. Der zweite 

Antikörper, ein anti-HIV-Kaninchenserum, wurde in einer Verdünnung von 1:2000 auf die 

trockene Platte gebracht (100 µl je Kavität). Die Platte wurde für 1 h bei RT inkubiert. Es 

wurde erneut sechsmal gewaschen und die Platte trocken geschlagen. Der dritte Antikörper 

(anti-Kaninchen-IgG, Alkalische Phosphatase-gekoppelt, Sigma) wurde in einer Verdünnung 

von 1:2000 auf die trockene Platte aufgebracht (100 µl je Kavität). Nach 1h Inkubation bei 

RT wurde die Platte wieder gewaschen und trocken geschlagen, jedoch wurde für die letzten 

drei Waschschritte H2O bidest. verwendet. Es wurden 100 µl p-Nitrophenylphosphat-

Substratlösung (Alkaline Phosphatase Substrate Kit, BioRad), die zuvor nach 

Herstellerangaben angesetzt wurde, auf die trockene Platte gebracht. Die Reaktion wurde 

nach 5-10 min. mit 100 µl 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 OD405nm einer halblogarithmischen Verdünnung von 

standardisiertem p24-Protein. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Herstellung der Klonierungsvektoren 

Mit Hilfe rekombinant erstellter Virusvarianten wurde der Einfluss der N-

Glycosylierung im Bereich des V1- und V2-Loops des HIV-1 Hüllproteins gp120 auf die 

Infektiosität und Neutralisierbarkeit des HIV-1 untersucht. Unter Verwendung chemisch 

hergestellter Oligonucleotide wurden V1- und V2-loop-Sequenzen generiert, die an den 

entsprechenden N-Glycosylierungsstellen Aminosäureaustausche aufwiesen. Für die 

Klonierung dieser DNA-Fragmente war es zunächst erforderlich, den pUCenv-

Klonierungsvektor, in dem das env-Gen (2129 bp) des X4-tropen Stammes HIV-1NL4-3 bereits 

als vollständiges 2145 bp Konstrukt als Kassette für die Klonierung unterschiedlicher 

V3-Varianten vorgelegen hatte (POLZER, DISSERTATION, 2002), mit geeigneten 

Restriktionsschnittstellen für den Austausch der V1/V2 Bereiche zu versehen. Mit Hilfe des 

neuen Vektorkonstrukts wurden anschließend die V1- und V2- modifizierten env Gene in ein 

provirales Plasmidkonstrukt des HIV-1NL4-3 Virus kloniert. Auf diese Weise wurden neben 

dem Wildtyp-Virus insgesamt 15 Virusvarianten hergestellt, die sich in unterschiedlicher 

Kombination hinsichtlich der N-Glycosylierung im V1- und V2-Bereich unterschieden. In 

dieser Arbeit wurden die verwendeten Vektoren und Viruskonstrukte wie folgt benannt: 

NL4-3: HIV-1-Laborstamm NL4-3 

pUCenv pUC18-Derivat mit dem 2129 bp BstEII/BamHI env-Fragment 

pUCenvV1/V2 pUCenv mit Schnittstellen für den Austausch des V1/V2-loop 

pUC∆V1 pUCenv ohne den V1-Loop-Bereich zwischen AflII und PstI 

pUC∆V2 pUCenv ohne den V2-Loop-Bereich zwischen PstI und BclI 

pNL4-3 Vektor trägt das vollständige Genom des NL4-3 Virus. 

pNL∆env pNL4-3 ohne das 708 bp BstEII/BglII Fragment im 5’-Bereich des 
env-Gens 

pNL4-3-V1-g2 NL4-3 mit mutierter g2 N-Glycosylierungsstelle im V1 loop 

pNL4-3-V2-g6 NL4-3 mit mutierter g6 N-Glycosylierungsstelle im V2 loop 

pSVATGrev Expressionsvektor für gp160 mit SV40 Promotor 
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4.2 Herstellung einer Genkassette für den V1- und V2-loop 

Im pNL4-3 Vektor  waren in unmittelbarer Nähe des V1- und V2-loop keine 

geeigneten Restriktionsschnittstellen für einen gezielten Austausch dieser Bereiche 

vorhanden. Die im 5‘-Bereich des V1-loop an Position 288 gelegene ApaLI-Schnittstelle 

konnte für Klonierungszwecke nicht verwendet werden, das sie in der Vektorsequenz 

mehrfach vorhanden war. Über eine Sequenzanalyse wurde festgestellt, das sich über 

Punktmutation innerhalb des env-Gens an Position 244 im 5‘-Bereich des V1-loop eine AflII-

Restriktionsschnittstelle und an Position 490 im 3‘-Bereich des V2-loop eine BclI-

Restriktionsschnittstelle inserieren lässt. Die Einfügung dieser beiden Schnittstellen erfolgte 

innerhalb des Vektorkonstruktes pUCenv. Die bereits an Position 369 befindliche PstI-

Restriktionsschnittstelle konnte für den Austausch beider Bereiche genutzt werden (Abb.10, 

Abb.11). Die Generation der AflII- und BclI-Schnittstellen erfolgte unter Verwendung 

synthetischer Oligonucleotide (2.8). Der resultierende Vektor pUCenvV1/V2 ermöglichte nun 

den Austausch veränderter Genbereiche innerhalb des V1/V2-loop und den Austausch des 

gesamten modifizierten env-Gens in den proviralen Vektor pNL4-3. Für die spätere 

Verwendung der dam- sensitiven BclI-Schnittstelle beim Austausch veränderter V2-loop-

Bereiche wurden sämtliche Vektorkonstrukte in den  E.coli-Stamm GM2163 transformiert, 

der die benötigte dam- Eigenschaft besitzt. (2.1.1). 

 

4.2.1 Herstellung des Vektors pUCenv∆V1 

Die Klonierung der verschiedenen V1-Glycomutanten erfolgte in den genetischen 

Hintergrund des NL4-3 env-Gens, das in dem Klonierungsvektor pUCenv inseriert war 

(Abb. 12.). Der V1-Bereich wurde jeweils über die Restriktionsschnittstellen AflII und BclI 

ausgetauscht. Um die Herstellung der Virusvarianten zu erleichtern, wurde zunächst der 

Vektor pUC∆V1 erstellt (Abb.10). Dazu wurde der 125bp große V1-Bereich zwischen AflII 

und PstI gegen ein 21 bp DNA-Fragment (4.2.1) ausgetauscht. Dieses bestand aus zwei 

Oligonucleotiden (#8300, #8301), die nach Hybridisierung am 5‘- und 3‘- Ende zu den 

verwendeten Schnittstellen komplementäre Überhänge aufwiesen. Das so hergestellte DNA-

Fragment wurde mit dem AflII/PstI geschnittenen Vektor pUCenvV1/V2 ligiert. In dem 

resultierenden Vektorkonstrukt pUC∆V1 konnte der deletierte V1-Bereich durch eine PCR-

Analyse von dem vollständigen V1-Bereich unterschieden werden. Die Amplifikation des V1-
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Bereichs mit dem Oligonucleotidprimerpaar BstEIIf/PstIr ergab für den Vektor pUC∆V1 ein 

257 bp großes Fragment, während der vollständige V1-Bereich des pUCenv ein Amplifikat 

von 383 bp zeigte (Abb.12). Der Vektor pUC∆V1 war der Klonierungsvektor für die 

Konstruktion aller V1-Varianten. 

 

4.2.2 Herstellung des Vektors pUCenv∆V2 

Die Klonierung der verschiedenen V2-Glycomutanten erfolgte in den selben 

genetischen Hintergrund des NL4-3 env-Gens, wie in 4.2.1 beschrieben. (Abb.14). Der V2-

Bereich wurde in diesem Fall über die Restriktionsschnittstellen PstI und BclI ausgetauscht. 

Um die Herstellung der Virusvarianten zu erleichtern, wurde auch hier zunächst der Vektor 

pUC∆V2 erstellt (Abb.10). Dazu wurde der 121bp große V2-Bereich zwischen PstI und BclI 

gegen ein 21 bp DNA-Fragment (4.2.2) ausgetauscht. Dieses bestand aus zwei 

Oligonucleotiden (#8302, #8303), die nach Hybridisierung am 5‘- und 3‘- Ende zu den 

verwendeten Schnittstellen komplementäre Überhänge aufwiesen. Das so hergestellte DNA-

Fragment wurde mit dem PstI/BclI geschnittenen Vektor pUCenvV1/V2 ligiert. Aufgrund der 

dam-Methylase-Sensitivität des Enzyms BclI war es erforderlich, die DNA aus dem  E.coli 

dam- Stamm GM2163 zu isolieren. In dem resultierenden Vektorkonstrukt pUC∆V2 konnte 

dann der deletierte V2-Bereich durch eine PCR-Analyse vom vollständigen V2-Bereich 

unterschieden werden. Die Amplifikation des V2-Bereichs mit dem Oligonucleotidprimerpaar 

BstEIIf/BclIr ergab für den Vektor pUC∆V2 ein 381 bp großes Fragment, während der 

vollständige V2-Bereich des pUCenv ein Amplifikat von 505 bp zeigte (Abb.12). Der Vektor 

pUC∆V2 wurde als Klonierungsvektor für die Konstruktion sämtlicher V2-Varianten 

verwendet. 
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Abb. 10 Generierung von Vektoren für den Austausch des HIV-1 V1/V2-loop 
Durch zielgerichtete Mutagenese wurden die beiden für den Austausch des V1- 
und V2-loop erforderlichen Restriktionsschnittstellen AflII und BclI erzeugt. Um 
für die folgenden Klonierungen von, an unterschiedlichen N-
Glycosylierungsstellen modifizierten V1- und V2-loop Fragmenten, per PCR-
Kontrolle leichter identifizierbare Vektorkonstrukte zu erhalten, wurden die 
ursprünglichen V1- bzw. V2-Bereiche gegen kurze Linker ausgetauscht. Man 
erhielt somit Vektoren mit V1- oder V2-Deletionen. Dadurch liess sich der Vektor 
klar von den mutierten Glycomutanten durch eine PCR unterscheiden. 
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Abb. 11 Agarosegel-Elektrophorese der PCR-Amplifikate für die Generierung der 
AflII- und BclI-Restriktionsschnittstelle in pUCenv 
In getrennten Ansätzen wurden zunächst die Fragmente BstEII-AflII (258bp, 
Spalte1) und AflII-PstI (155bp, Spalte2) generiert, deren Größe anhand eines 
DNA-Längenstandards abgeschätzt wurde. In einem weiteren 
Amplifikationsschritt wurden beide Produkte dann als Matrize für die 
Generierung des kompletten BstEII-PstI-Fragmentes (384bp, Spalte 3), welches 
die AflII-Restriktionsschnittstelle enthielt, verwendet. 

Für die Erzeugung der BclI-Schnittstelle wurde das Prinzip der Nested (= 
verschachtelt)-PCR angewendet. Durch die Generierung der Fragmente ApaLI-
BclI (215bp, Spalte4) und BclI-NheI (462bp, Spalte5) wurden Produkte erhalten, 
die jeweils die neue Schnittstelle trugen. In einem weiteren Amplifikationsschritt 
wurden Primer verwendet, die jeweils näher zum 3’-Ende der als Matrize 
verwendeten Produkte der ersten Amplifikationsrunde lagen. Das resultierende 
PstI-EcoRI-Fragment konnte anschließend über die entsprechenden Schnittstellen 
in pUCenv kloniert werden 
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Abb. 12 Agarosegel-Elektrophorese der PCR-Amplifikate des V1- und V2-Bereiches 
von pUCenv, pUC∆V1, und pUC∆V2 
Der V1-Bereich der Vektoren pUCenv und pUC∆V1 wurde mit den 
Oligonucleotidprimern BstEIIf und PstIr amplifiziert. Der V2-Bereich der 
Vektoren pUCenv und pUC∆V2 wurde mit dem Primerpaar BstEIIf und BclIr 
amplifiziert. Die DNA wurde in einem 1,5% igen Agarosegel aufgetrennt. Ein 
Vergleich mit dem DNA-Längenstandard (Spalte5) belegt, dass die um den 
jeweiligen Bereich deletierten Vektoren Banden von ca. 280bp (pUC∆V1 in 
Spalte 1) und ca. 390bp ( pUC∆V2 in Spalte 3) ergeben. Die Differenz zu den 
jeweiligen Amplifikaten des Vektors pUCenv von ca. 380bp (Spalte 2), bzw. ca. 
500bp (Spalte4) entspricht der Größe des deletierten Loops. 
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4.3 Erstellung der rekombinanten Virusvarianten 

4.3.1 Herstellung der NL4-3 V1-loop Glycovarianten 

Der X4-trope HIV-1 Laborstamm NL4-3 verfügt im V1-Bereich an allen drei 

möglichen Positionen (g2-g4) über eine Erkennungssequenz für die N-Glycosylierung. Die 

Erkennungsmotive werden in diesem Fall von den Aminosäuresequenzen NDT, NSS und 

NCS gebildet. Diese Motive wurden durch den Austausch von Aminosäuren so modifiziert, 

dass eine N-Glycosylierung nicht mehr erfolgen konnte (Abb.13, Abb.15).  

Um das AflII- PstI 125 bp Fragment mitsamt der V1-Region austauschen zu können, wurden 

zwei Oligonucleotide mit einer Länge von 129 bp bzw. 78 bp mit einer 24 bp Überlappung 

(pNL4-3 env Position 282 bis 306) hergestellt. Die Oligonucleotide wurden hybridisiert und 

per PCR amplifiziert, wobei AflII – und PstI- spezifische Primer verwendet wurden (Abb.16). 

Die Mutationen innerhalb der Glycosylierungsstellen g2 und g3 wurden durch den Austausch 

eines Kodons für Asparagin (N) in Glutamin (Q) erzeugt. Glutamin ähnelt hinsichtlich seiner 

chemischen Eigenschaften Asparagin, wird aber nicht als Teil eines N-

Glycosylierungsmotives erkannt. Aufgrund einer innerhalb Position g4 lokalisierten PstI –

Restriktionsstelle, die für die Klonierung der modifizierten V1-loop-Fragmente genutzt 

werden sollte, erfolgte hier ein Austausch von Asparagin (N) in Threonin (T), das 

konformationell Ähnlichkeiten zu Asparagin aufweist, ohne innerhalb eines 

Glycosylierungsmusters erkannt zu werden. Unter Anwendung eines Sets von 

Oligonucleotiden mit unterschiedlichen Glycosylierungsmustern und zielgerichteter 

Mutagenese durch PCR-Amplifikation wurden neben dem voll glycosylierten Wildtyp V1 –

Fragment insgesamt sieben mögliche V1-Glyco-Varianten konstruiert – g2, g3, g3, g2/3, g3/4, 

g2/4, sowie das komplett deglycosylierte Fragment g2/3/4 (die Positionsnummern zeigen 

hierbei die jeweils fehlende N-Glycosylierungsstelle an).  

Sämtliche erhaltene Fragmente wurden in pUCenv ∆V1 Vektor kloniert. Nach Bestätigung 

der Mutationen durch Sequenzierung wurden zur  Herstellung der proviralen Plasmide aus 

den jeweiligen pUCenv-Konstrukten 2,1 kb große BstEII- BamHI-Fragmente isoliert und über 

die entsprechenden Schnittstellen in den Vektor pNL-∆env kloniert. Die resultierenden Klone 

wurden mit folgender Nomenklatur belegt: pNL4-3-V1-g2, pNL4-3-V1-g3, pNL4-3-V1-g4 

pNL4-V1-g2/3, pNL4-3-V1-g3/4, pNL4-3-V1-g2/4, sowie pNL4-3-V1-g2/3/4. 
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4.3.2 Herstellung der NL4-3 V2-loop Glycovarianten. 

Im V2-loop werden die Erkennungsmotive für eine N-Glycosylierung von den 

Aminosäuresequenzen NIS und NTS gebildet. Die Veränderung dieser Motive erfolgte über 

die Verwendung synthetischer Oligonucleotide wie in 1.2.1 beschrieben. Hierzu wurden zwei  

Oligonucleotide mit einer Länge von 129 bp bzw. 126 bp mit einer 30 bp Überlappung 

(pNL4-3 env Position 376 bis 406) hergestellt. Die Oligonucleotide wurden hybridisiert und 

per PCR amplifiziert, wobei PstI- und BclI- spezifische Primer verwendet wurden. Die 

Mutationen innerhalb der Glycosylierungsstellen g5, g6 und g7 wurden durch den Austausch 

eines Kodons für Asparagin (N) in Glutamin (Q) erzeugt (Abb.14, Abb.15). 

Nach Amplifikation der modifizierten V2-loop-Fragmente mit PstI und BclI-spezifischen 

Primern wurden die nach Verdau erhaltenen 121bp-Fragmente (Abb.16) mit den 

entsprechenden Enzymen geschnitten und in das Vektorkonstrukt pUCenv∆V2 ligiert. Auf 

diese Weise wurden sieben mögliche V2-Glyco-Varianten konstruiert – g5, g6, g7, g5/6, g6/7, 

g5/7, sowie das komplett deglycosylierte Fragment g5/6/7 ( die Positionsnummern zeigen 

hierbei die jeweils fehlende N-Glycosylierungsstelle an). Eine achte in beiden Loops komplett 

deglycosylierte Variante g2-7 wurde durch den Austausch des modifizierten V1-loops der 

Variante V1-g2/3/4 in die Variante V2-g5/6/7 konstruiert, wobei hier der Austausch über die 

Schnittstellen BstEII und PstI erfolgte. 

Nach Bestätigung der gewünschten Mutationen durch DNA-Sequenzierung wurden zur 

Generierung der entsprechenden proviralen Plasmide aus den jeweiligen pUC env-

Konstrukten 2,1 kb große BstEII- BamHI-Fragmente isoliert und über die entsprechenden 

Schnittstellen in den Vektor pNL-∆env kloniert. Die resultierenden Klone wurden mit 

folgender Nomenklatur belegt: pNL4-3-V2-g5, pNL4-3-V2-g6, pNL4-3-V2-g7, pNL4-V2-

g5/6, pNL4-3-V2-g6/7, pNL4-3-V2-g5/7, pNL4-3-V2-g5/6/7, sowie pNL4-3-V1/V2-g2-7. 
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Abb. 13 Generierung von V1-loop-Mutanten mit veränderter N-Glycosylierung 
Synthetische Oligonucleotide mit veränderten Sequenzen im Bereich der drei N-
Glycosylierungsstellen wurden hybridisiert und mit dem Primerpaar AflII/PstI 
amplifiziert. So wurden sieben DNA-Fragmente generiert, denen in 
unterschiedlicher Kombination V1-loop N-Glycosylierungsstellen fehlten. Die 
entsprechenden Fragmente wurden in pUC∆V1 kloniert. Danach wurde das 
BstEII-BamHI env Fragment in den proviralen Vektor pNL-∆env kloniert.  
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Abb. 14 Generierung von V2-loop-Mutanten mit veränderter N-Glycosylierung 

Die Klonierung der V2 Mutanten erfolgte wie in Abb. 13 beschrieben. Anstelle 
der V1 spezifischen Primer und Oligonucleotide wurden V2-loop DNA 
Sequenzen als Oligonucleotide eingesetzt und mit dem Primerpaar PstI/BclII 
amplifiziert. Auf diese Weise wurden ebenfalls sieben Fragmente generiert, denen 
in unterschiedlicher Kombination die V2 N-Glycosylierungsstellen fehlten. 
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         V1-loop              V2-loop 

       g2 g3      g4  g5           g6    g7  

NL4-3 LKPCV KLTPLC VSLK CTDLK NDT NT NSS SGRMIMEK GEIK NCS F NIS  TSIRDKVQKEY  AFFYKLDIVPID NTS YRLISC NTS VII 

NL4-3-g2 --- --- ---- -----Q --- - --- -------- ---- --- - ---  -----------  ------------ --- ------ --- --- 

NL4-3-g3 --- --- ---- ----- --- -- Q- --- ------ ---- --- - ---  -----------  ------------ --- ------ --- --- 

NL4-3-g4 --- --- ---- ----- --- -- --- -------- ----T--- ---  -----------  ------------ --- ------ --- --- 

NL4-3-g2/3 --- --- ---- -----Q---- Q------- ---  ---- --- - ---  -----------  ------------ --- ------ --- --- 

NL4-3-g3/4 --- --- ---- ----- --- -- Q------- ---  ----T--- ---  -----------  ------------ --- ------ --- --- 

NL4-3-g2/4 --- --- ---- -----Q---- --- ----- ---  ----T--- ---  -----------  ------------ --- ------ --- --- 

NL4-3-g2/3/4 --- --- ---- ------ --- - Q---------- ----T--- ---  -----------  ------------ --- ------ --- --- 

NL4-3-g5 --- --- ---- ----- --- - - --- ----- ---  ---- --- -Q-- -----------  ------------ --- ------ --- --- 

NL4-3-g6 --- --- ---- ----- --- -- --- -------- ---- --- - ---  -----------  ------------ Q-------- --- --- 

NL4-3-g7 --- --- ---- ----- --- - - --- -------- ---- --- - ---  -----------  ------------ --- ------Q----- 

NL4-3-g5/6 --- --- ---- ----- --- -- --- ---- ----  ---- --- -Q-- -----------  ------------ Q-------- --- --- 

NL4-3-g6/7 --- --- ---- ----- --- -- --- ---- ----  ---- --- - ---  -----------  ------------  Q--------Q-----

NL4-3-g5/7 --- --- ---- ----- --- -- --- ---- ----  ---- --- -Q-- -----------  ------------ --- ------Q----- 

NL4-3-g5/6/7 --- --- ---- ----- --- -- --- -------- ---- --- -Q-- -----------  ------------  Q--------Q-----

NL4-3-g2-7 --- --- ---- -----Q---- Q---------- ----T---Q-- -----------  ------------  Q--------Q-----

 

Abb. 15 Sequenzen der V1/V2- Glycomutanten des HIV-1 NL4-3 Virus 
Die Darstellung zeigt die Sequenzbereiche des V1- und V2-loop des HIV-1 NL4-3 im Vergleich zu den hergestellten NL4-3. 
Glycovarianten. Durch zielgerichtete Mutagenese mit Hilfe von sequenzspezifischen Oligonucleotiden wurden die 
Aminosäurecodons verändert und auf diese Weise die Erkennungssequenzen für N-Glycosylierung eliminiert.  

 (-) Strich: Identische Aminosäuren,   

Kasten: N-Glycosylierungsstellen g2-g7. 
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Abb. 16 Agarosegelelektrophorese der PCR-Amplifikate von V1- und V2-loop 
Fragmenten mit Mutationen innerhalb der N-Glycosylierungsstellen 
Synthetische Oligonucleotide mit Codonaustauschen im Bereich bestimmter N-
Glycosylierungsstellen wurden hybridisiert und mit spezifischen Primern 
amplifiziert. Exemplarisch sind hier ein auf diese Weise generiertes V1-loop-
Fragment von 157 bp (Spalte-1) und ein V2-loop-Fragment von 153 bp Länge 
(Spalte 2) dargestellt. 
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4.3.3 Generierung rekombinanter V1- und V2-loop-Glycovarianten des NL4-3 Virus 

durch Transfektion von HeLa-Zellen mit retroviralen Vektoren 

Die proviralen pNL4-3 Plasmide mit veränderten N-Glycosylierungsstellen innerhalb 

des V1- und V2-loops wurden mit Hilfe der Lipofectamin-Methode in HeLa-CXCR4 –Zellen 

transfiziert. Diese Zelllinie exprimiert neben CD4 den Chemokinrezeptor CXCR4 auf ihrer 

Oberfläche und eignet sich daher für die Produktion von X4-tropen Viren, wie z.B.an das 

NL4-3 Virus. Aufgrund der Reinfektion, die bei der Transfektion von CD4/CXCR4 positiven 

Zellen stattfindet, kommt es zu hohen Virusmengen von bis zu 100 ng p24/ml. 

Der cytopathische Effekt einer HIV-1 Infektion stellt sich in der Zellkultur bei X4-tropen 

Isolaten besonders deutlich durch die Bildung mehrkerniger Riesenzellen, den Syncytien, dar. 

Für die Einleitung der Fusionsereignisse wird die Ausbildung von gp120/41-CD4-

Komplexen, auch unter Beteiligung des V2- und V3-loop und mit Interaktion von Glycanen 

auf der Zelloberfläche beschrieben (HANSEN, ET AL., 1989; FREED ET AL., 1992, ANDEWEG ET 

AL., 1993). 

Die mit den unterschiedlichen V1/V2-Glycovarianten in der Transfektion erhaltenen 

Virusmengen (bezogen auf die p24 Menge/ml) wichen sehr stark voneinander ab         

(Tabelle 1). Bei den V1-loop-Glycovarianten fiel auf, dass ein Entfernen der Zucker g2 und 

g3 an der N-terminalen Basis und an der Spitze des Loops alleine (-g2; -g3) oder auch in 

Kombination (-g2/3) keinen Einfluss auf die Virusproduktion hatte. Im Vergleich zum 

Wildtyp war bei diesen Varianten die Menge der zu beobachtenden Syncytien ebenfalls 

erhöht. Bei Mutanten mit einer mutierten g4 Glycosylierungsstelle, die an der C-terminalen 

Basis des Loops liegt, wurden dagegen nur niedrige Virusmengen nach der Transfektion 

erhalten. Wurden weitere Glycosylierungsstellen entfernt, z.B. NL4-3-V1-g2/4 oder NL4-3-

V1-g2/3/4, wurde eine weitere Abnahme der Virusmengen beobachtet. Diese Beobachtungen 

einer verringerten Virusmenge, nach der Transfektion gleicher Mengen proviraler DNA, 

korrelierten mit einer verringerten Syncytienbildung der V1-loop Varianten. 

Für die V2-loop Varianten zeigte sich ein ähnliches Bild. Ein Fehlen der beiden ersten N-

Glycane g5 und g6 (-g5; -g6) oder ein Fehlen beider Glycane (-g5/6) hatte keinen Einfluss auf 

die Virusproduktion und die Ausbildung cytopathischer Effekte. Varianten, denen das C-

terminale Glycan g7 fehlte, zeigten hingegen einen deutlichen Rückgang an viraler 

Produktion und der Ausbildung von Syncytien. 
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Für V1/V2-loop Varianten mit fehlenden N-Glycanen g4 oder g7 stellte es sich als schwierig 

heraus, ausreichende Mengen an Virus für funktionelle Assays zu produzieren. Die beiden C-

terminalen Glycane des V1- und V2-loop scheinen offenbar eine essentielle Rolle für die 

Vitalität des pNL4-3 Virus zu spielen. 

 
 

 A  

 B  

Abb. 17 Syncytienbildung in pNL4-3 DNA transfizierten HeLa-Zellen 
(A) Hela-Zellen, die CD4 und CXCR4 exprimieren, wurden mit pNL4-3 DNA 
transfiziert. Durch die Virusproduktion kommt es zur Ausbildung von 
Riesenzellen (Syncytien).Nach ca. 4-6 Tagen sterben diese Syncytien ab und 
lösen sich auf. Der Zellrasen aus adhärenten Hela-Zellen wird durch die 
Virusproduktion, die Produktion von gp120/gp41, aufgelöst. (B) Nicht-infizierte 
Hela-CD4-CXCR4 Zellen. 
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Tabelle 1 Virustiter und Syncytienbildung von V1/V2-loop-Glycovarianten nach 

Transfektion in Hela-CD4-CXCR4 Zellena 

 

 

 

 HeLa-CXCR4-Zell-Transfektion (2x105 Zellen/Ansatz)a 

Virus-Mutanten ∅ p24 ng/ml Syncytien/Ansatz 

NL4-3 100 +++ 

NL4-3-V1-g2 100 ++++ 

NL4-3-V1-g3 100 ++++ 

NL4-3-V1-g4 20 ++ 

NL4-3-V1-g2/3 100 ++++ 

NL4-3-V1-g3/4 15 + 

NL4-3-V1-g2/4 15 + 

NL4-3-V1-g2/3/4 <5 + 

NL4-3-V2-g5 100 +++ 

NL4-3-V2-g6 100 +++ 

NL4-3-V2-g7 20 ++ 

NL4-3-V2-g5/6 >50 +++ 

NL4-3-V2-g6/7 15 + 

NL4-3-V2-g5/7 10 + 

NL4-3-V2-g5/6/7 <5 + 

NL4-3-V1/V2-g2-7 <5 + 

 

a, Die erhaltenen Virustiter wurden durch p24-
Antigen-ELISA bestimmt und stellen gemittelte 
Werte aus ca. 25 Transfektionsansätzen dar. Die 
Anzahl der Syncytienbildung ergibt sich aus 
mikroskopischer Auszählung der fusionierten 
Zellen und ist dargestellt als Anzahl von 
Syncytien/103 Zellen. ++++: >100; +++: >50; ++: 
>20; +: >5 
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4.3.4 Infektion von GHOST-Indikatorzellen mit NL4-3 Glycovarianten 

Um in einem ersten Experiment den Einfluss der Glycosylierung im V1- und V2-

Bereich auf die Infektiosität und Korezeptornutzung von NL4-3 zu ermitteln, wurde ein Teil 

der in 4.3.1 und 4.3.2 hergestellten rekombinanten Viren in einem Infektionsversuch getestet. 

Hierzu wurden drei GHOST-Indikatorzellinien, die entweder ausschließlich CD4 oder 

zusätzlich die Korezeptoren CXCR4 oder CCR5 auf ihrer Oberfläche exprimierten, mit 

unterschiedlichen Virusmengen (bezogen auf ng p24/ml) infiziert . Als zu testende 

rekombinante Viren wurden neben dem vollständig glycosylierten NL4-3 Wildtyp die beiden 

deglycolysierten Varianten NL4-3-V1-g2/3/4 und NL4-3-V2-g5/6/7, sowie die vollständig 

deglycosylierte Variante NL4-3-V1/V2-g2-7 eingesetzt. Die Infektionsereignisse wurden über 

eine Immunfärbung (3.3.3) nachgewiesen und anschließend unter dem Lichtmikroskop 

ausgezählt. Die Infektiosität der verschiedenen Glycovarianten wurde als Anzahl gefärbter 

Zellen (foci forming units, ffu) pro 1 ng p24 dargestellt. Die Werte ergaben sich aus 

Doppelbestimmungen. Das Virus wurde jeweils in drei Konzentrationen eingesetzt 

(entsprechend, 1, 5 und 10 ng p24-Virusantigen pro Ansatz). In Tabelle 2 sind die Ergebnisse 

der Infektion der GHOST-Korezeptorzellen mit den verschiedenen NL4-3-Glycomutanten 

dargestellt. Keine der untersuchten NL4-3-Glycovarianten war in der Lage, die GHOST-

CCR5-Zelllinie zu infizieren. Ein Fehlen von N-Glycanen im V1/V2-Bereich von NL4-3 

bewirkt somit keine Änderung des X4-Tropismus und verursacht keinen Wechsel der 

Korezeptornutzung zu CCR5.  

 

Im Falle der GHOST-CXCR4-Zelllinie zeigten sich hingegen große Unterschiede in der 

Infektiosität zwischen den verschiedenen NL4-3-Glycovarianten. Die Anzahl der 

Infektionsereignisse der deglycosylierten Varianten war deutlich geringer als beim Wildtyp. 

Auffallend ist hierbei, dass die Variante NL-4-3-V1/V2-g2-7 mit sechs fehlenden Glycanen 

keinen additiven Effekt in der verringerten Infektiosität im Vergleich zu den beiden anderen 

Varianten mit je drei fehlenden Glycanen aufwies. Für die parentale GHOST-Zellinie zeigte 

sich ein ähnliches Infektionsmuster innerhalb der getesteten rekombinanten Viren, die 

Infektiositätsrate war 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 (VÖDRÖS ET AL., 2001).  
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Der vollglycosylierte Wildtyp NL4-3 zeigt für X4-positive GHOST-Zellinien eine etwa 20-

fach höhere Infektiosität, als Varianten mit drei bis sechs fehlenden N-Glycanen innerhalb des 

V1- und V2-loop.  

 

 
 
 
 
 

Tabelle 2 Infektionsraten von NL4-3-Varianten mit unterschiedlicher V1- und V2-

Loop N-Glycosylierung 

 
 

 GHOST-Zell-Infektion (ffu/ng p24)a 

Virus-Mutanten parental CXCR4 CCR5 

NL4-3 4 32 - 

NL4-3-g2/3/4 0,03 8 - 

NL4-3-g5/6/7 0,01 5 - 

NL4-3-g2-7 0,03 6 - 

 

a  Die Infektionsereignisse wurden in einem Infektionstest (GHOST 
Indikatorzelllinien) durch Immunfärbung nachgewiesen und quantifiziert. Die 
Anzahl der Infektionsereignisse (ffu, foci forming units) wurde jeweils in 
Doppelbestimmungen für drei Virusverdünnungen (1, 5 und 10ng p24 /Ansatz) 
ermittelt und auf 1 ng/p24 bezogen. 
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4.3.5 Infektion von U87-CXCR-4 Zellen mit NL4-3 V1/V2-loop Glycovarianten 

Aufgrund der unterschiedlichen Ausbeuten an infektiösem Virus bei der Transfektion 

von Hela-Zellen sollten weitere Infektionsteste zeigen, wie sich die verschiedenen 

Virusvarianten in der Zellkultur verhalten, wenn die Infektion mit einer identischen 

Virusmenge (bezogen auf ng p24/ml) vorgenommen wird.  

Für diese Untersuchungen wurden U87-CXCR4-Zellen mit gleichen Virusmengen, 

entsprechend 0,5 ng p24/Ansatz infiziert. Zellkulturüberstände wurden über die Dauer von 10 

Tagen in Abständen von 2 Tagen abgenommen und die Menge des produzierten p24 

gemessen. In Abbildung 18 sind die Kinetiken der V1- (Abb. 18A) und V2-loop-

Glycovarianten (Abb. 18B), sowie des NL4-3 Wildtyps dargestellt. In Abb.18A erkennt man, 

dass sich die gemessenen Kurven in zwei Gruppen einteilen lassen. Die Varianten NL4-3-V1-

g2, NL4-3-V1-g3 und Variante NL4-3-V1-g2/3 mit zwei fehlenden Zuckern erreichen nach 7 

Tagen die höchsten Werte von ca. OD=2,8,  liegen also sogar noch oberhalb der Werte für 

den  NL4-3-Wildtyp, der nach 7 Tagen einen Wert von OD=2,5 erreicht. Die schlechter 

replizierende Gruppe von Virusvarianten setzt sich aus den Varianten pNL4-3-V1-g4,       -

V1-g2/4, V1-g3/4 und-V1-g2/3/4 zusammen,. Diese Virusvarianten zeigen auch nach 10 

Tagen Werte < OD=1,0. Allen diesen Varianten fehlt der Zucker g4, wogegen die besser 

replizierenden Varianten alle g4 besitzen. Glycan g4 scheint also eine Rolle für die 

verbesserte, bzw. ein Fehlen eine Rolle für die schlechtere Replikation der Virusvarianten zu 

spielen. Ein ähnliches Bild zeichnet sich für die Replikation der V2-loop-Glycovarianten ab 

(Abb. 18B). Während die Variante NL4-3-V2-g5 an Tag 10 ähnliche Werte wie der Wildtyp 

erreicht, folgt als nächstes NL4-3-V2-g6 und die Variante NL4-3-V2-g5/6 mit Werten von ca. 

OD=1,5. Sämtliche rekombinante Viren ohne den C-terminalen Zucker g7 innerhalb des V2-

loop replizieren hingegen schlechter und erreichen nach 10 Tagen nur Werte < OD=0,5. NL4-

3 V2-g5/6/7, sowie die komplett deglycosylierte Variante NL4-3-V1/V2-g2-7 sind bei der 

eingesetzten Virusmenge nicht mehr infektiös. Die C-terminalen N-Glycane des V1-und V2-

loop scheinen somit für die Replikationseigenschaften des NL4-3 Virus von erheblicher 

Bedeutung zu sein. Varianten, denen diese Zuckerstrukturen fehlen, zeigen schlechtere 

replikative Eigenschaften und verlieren ihre Infektiosität, wenn zusätzlich weitere Zucker 

fehlen. 
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Abb. 18 Replikation der V1/V2-loop-Mutanten auf U87-CXCR4 Zellen. 
U87-CXCR4 Indikatorzellen wurden mit gleichen Mengen (0,5 ng p24/ml) Virus 
infiziert. Die Infektion erfolgte in 96-well Zellkulturplatten. Nach 3, 5, 7 und 10 
Tagen wurde der Virusgehalt mit Hilfe eines p24-Antigen ELISA ermittelt. Die 
Menge des produzierten Virus ist dargestellt als OD405nm. Der lineare Bereich 
des p24-Testes war zwischen OD405nm =0,2 and OD405nm =2,0 [(OD405nm - 2,0) / 0,4 
= ng p24]. 
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4.3.6 Bestimmung der mittleren infektiösen Dosis (TCID50) der V1- und V2-loop- 

Glycovarianten 

Bei der weiteren Charakterisierung der Virusvarianten wurden Infektionstests mit 

gleichen Mengen Virus, bezogen auf die TCID50 durchgeführt.  Die Bestimmung der mittleren 

infektiösen Dosis einer Viruskultur erlaubt im Zusammenhang mit der Bestimmung des p24-

Gehalts der Ausgangsverdünnung eines Virusüberstandes die Darstellung der Infektiosität 

bezogen auf die Virusantigenmenge: TCID50/ng p24.  

Die Abb. 19 zeigt die ermittelten Werte für NL4-3 und fünfzehn verschiedene V1- bzw. V2-

loop-Glycovarianten. Die untersuchten rekombinanten Viren ließen sich hierbei in zwei 

Gruppen unterschiedlicher Infektiosität einteilen. Die erste Gruppe, zu der auch der NL4-3 

Wildtyp zu zählen ist, erreichte Werte von 10-3 bis 10-5 TCID50/ng p24. V1-loop-

Glycovarianten ohne die N-Glycane g2 oder g3 erreichten sogar höhere Werte als der 

Wildtyp, fehlten beide N-Glycane g2 und g3 wurden die höchsten TCID50/ng p24-Werte 

erzielt. In der Gruppe dieser hochinfektiösen Virusvarianten lagen auch drei V2-loop-

Glycovarianten. Wie im Falle der oben erwähnten V1-loop-Glycovarianten ist ihnen 

gemeinsam, dass die jeweils ersten N-Glycane des V2-loop (g5 und g6) fehlen. Im Gegensatz 

zu den Beobachtungen der V1-loop Varianten, werden diese Viren jedoch sukzessiv weniger 

infektiös. Sobald das N-Glycan g7 fehlt, sinkt bei den V2-loop Varianten die Infektiosität um 

das 10-100fache. Dieser Effekt ist im Falle der V1-loop-Glycovarianten sogar noch größer. 

Sämtliche V1-loop-Varianten ohne den C-terminalen Zucker g4  zeigen eine um das 300fache 

niedrigere Infektiosität als der Wildtyp. Im Vergleich zu den schnell replizierenden Varianten 

pNL-V1-g2, -g3 und -g2/3 (4.3.5) liegt der Unterschied in der Infektiosität um das 400-fache 

niedriger.  

Für die V1-loop-Glycovarianten zeigte sich, dass das N-Glycan g4 eine essentielle Rolle für 

den Erhalt der Infektiosität spielt, während die N-Glycane g2 und g3 entbehrlich zu sein 

scheinen und bei Abwesenheit die Infektiosität sogar noch steigern. 
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Für die V2-loop Glycovarianten zeigt sich auch in diesen Tests wieder eine essentielle Rolle 

des C-terminalen N-Glycans g7 für den Erhalt der Infektiosität. Die Wichtigkeit der Glycane 

innerhalb des V2-loop scheint sich hierbei auch vom N- zum C-Terminus des Loop zu 

ordnen. Das N-Glycan g5 ist für die Vitalität des Virus eher zu vernachlässigen, während ein 

Fehlen von g6 und g7 oder ein Fehlen beider Zucker die infektiösen Eigenschaften negativ 

beeinflusst. 
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Abb. 19  Bestimmung der mittleren infektiösen Dosis (TCID50) der V1- und V2-loop 

Mutanten  
U87-CXCR-4 Zellen (2x104 Zellen/Kavität) wurden mit Hela-
Zellkulturüberständen in fortschreitenden Verdünnungsreihen (1:4) infiziert. Zum 
Erhalt der 50%igen Endpunkt-Verdünnung wurde die virale Infektiosität an Tag 7 
mit einem Standard-p24-Antigen ELISA bestimmt und nach der Methode von 
Reed & Muench berechnet. Die Werte wurden aus 10 Ansätzen gemittelt, die 
Standardabweichung lag unterhalb von 15%. 
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4.3.7 Expression von rekombinantem gp160 in Hela-T4-Zellen 

Die funktionelle Expression des HIV-1 env-Gens ist die Voraussetzung für die 

Infektion von Zellen und für die Charakterisierung der verschiedenen V1-und V2-loop-

Glycomutanten. In den durchgeführten Untersuchungen zur Bestimmung der Infektiosität 

(4.3.3) zeigten sich zwischen den deglycosylierten Varianten Unterschiede hinsichtlich der 

infektiven Dosis in einer Größenordnung von bis zu zwei Log-Stufen. Es wurde deshalb 

überprüft, ob die Sequenzveränderungen der N-Glycosylierungsmotive dazu führten, dass 

gp160 in unterschiedlichem Maß exprimiert wurde. Die rekombinanten env-Gene wurden 

dafür in HeLa-T4-Zellen exprimiert und das gp120 anschließend in einem Immuno-Blot mit 

anti-gp160 Antikörpern nachgewiesen. Diese Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit der 

Arbeitsgruppe von Heiner Schaal (Universität Düsseldorf) durchgeführt. Aufgrund der großen 

Unterschiede in den infektiösen Titern innerhalb der verschiedenen NL4-3 V1-loop-

Glycovarianten wurden exemplarisch die env-Gene der Einzelmutanten NL4-3 V1-g2; -g3 

und –g4, sowie der Mutanten NL4-3 V1-g2/3/4 und NL4-3 V2-g5/6/7 mit je drei fehlenden 

Glycanen und der komplett deglycosylierten Variante NL4-3 V1/V2-g2-7 exprimiert. Dazu 

wurden die jeweiligen env-Bereiche über die Schnittstellen BstEII und BamHI aus dem 

Vektor pUCenv in den Expressionsvektor pSVATGrev übertragen. Dieser Vektor kontrolliert 

über einen SV40- Promotor die Proteinexpression in eukaryotischen Zellen. Das exprimierte 

gp160 konnte in den transfizierten Zellen nachgewiesen werden. Zelllysate wurden auf ein 

SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und die Proteinbanden nach einer Elektrophorese auf eine 

Nitrozellulosemembran übertragen, die dann mit einer anti-gp160-Antikörperlösung 

behandelt wurde. Durch einen Meerrettich-Peroxidase gekoppelten gp160-Detektions-

antikörper wurde die gp120-Bande sichtbar gemacht. In Abbildung 20 ist der Immuno-Blot 

zum Nachweis der gp160 Expression der oben aufgeführten Viren dargestellt. Während die 

Mutanten mit jeweils einem fehlenden N-Glycan im Vergleich zum Wildtyp gleich starke 

gp120-Banden aufweisen, ist das Signal der gp160-Expression bei den drei- bis sechsfach 

deglycosylierten Varianten deutlich geringer. Ein Fehlen der N-Glycosylierung innerhalb des 

V1- und V2-loop scheint somit direkte negative Auswirkungen auf die Menge an gp160 zu 

haben, die in infizierten Zellen exprimiert wird. Daher wird angenommen, dass die 

verminderte Replikation und Infektiosität dieser Varianten durch die gestörte Expression des 

gp160 verursacht wird. 

  71   



  ERGEBNISSE 

 

 

gp160

2 3 4 5 6 7
 

 
 
 
Abb. 20 Immuno Blot zum Nachweis der gp160-Expression von V1- und V2-loop env-

Varianten in transfizierten Hela-T4-Zellen 
Hela-T4-Zellen wurden mit den gp160 Expressionsvektoren transfiziert, die env-
Gene von verschiedenen V1- bzw. V2-Glycovarianten enthielten. Nach 2 Tagen 
wurden die Zellen geerntet und in SDS-Probenpuffer lysiert. Die Detektion des 
gp160 erfolgte mit einem Kaninchen anti-gp120-Antikörper und einem 
Chemilumineszenz-Detektionssystem (Amersham). Die transfizierten Zellen 
exprimierten gp160 der Virusvarianten NL4-3 (Spalte 1), NL4-3-V1-g2 (Spalte 2) 
NL4-3-V1-g3 (Spalte 3) und NL4-3-V1-g4 (Spalte 4) mit gleicher Intensität. Die 
zwei- und dreifach deglycosylierten Varianten NL4-3- V1-g2/3/4 (Spalte 5), NL4-
3-V2-g5/6/7 (Spalte 6), sowie NL4-3-V1/V2-g2-7 (Spalte7) zeigten deutlich 
schwächere Banden gp120/gp41-Bereich. Die Experimente wurden zusammen 
mit Heiner Schaal, Universität Düsseldorf, durchgeführt. 
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4.3.8 Einfluss der V1- und V2 loop Glycosylierung auf die Neutralisation durch 

humane HIV-1 positive Seren 

Für die weiteren Untersuchungen der Virusvarianten wurden die Teste immer mit 

gleichen Mengen Virus, bezogen auf die TCID50/ml durchgeführt. Untersucht werden sollte, 

wie sich das Fehlen bestimmter Zucker auf die Neutralisation durch humane Seren auswirkt. 

Humane Seren besitzen neutralisierende Antikörper, die gegen gp120 gerichtet sind. Für die 

nachfolgenden Neutralisationsuntersuchungen wurden ausschließlich die Virusvarianten 

verwendet, die im Infektiositätstest (4.2.6) Werte > 10-3 TCID50/ng p24 erreicht hatten. 

In einer Voruntersuchung wurden neben dem NL4-3-Wildtyp die V1-loop- Glycovarianten 

NL4-3-V1g2, -g3 und g2,3, sowie die V2-loop-Varianten NL4-3-V2g5, -g6, sowie -g5,6 mit 

normalem humanen Serum (HIV-1 negativ) inkubiert (1:100 in Medium verdünnt). 

Anschließend wurden U87-CXCR4 Indikatorzellen infiziert.  Dem Zellkulturmedium wurde  

ebenfalls normales humanes Serum (HIV-1 negativ) zugesetzt (1:100), sodass die 

Serumkonzentration (1:100) im Zellkulturmedium über den Zeitraum von neun Tagen 

konstant war. Die Messung der Virusvermehrung erfolgte über einen Zeitraum von neun 

Tagen, wobei alle zwei Tage Überstand zur Messung der p24 Antigenmenge abgenommen 

wurde. Wie aus der Abb. 21 zu entnehmen ist, verlief die Virusvermehrung, sowohl bei den 

V1-loop-(A), wie auch V2-loop-Varianten (B) bis Tag 3 gleichmäßig und es wurde eine 

lineare Zunahme beobachtet, was auf die gleiche infektiöse Dosis der rekombinanten Viren zu 

Beginn des Experimentes zurückzuführen ist. Ab Tag 3 wurden verschiedene 

Wachstumskurven beobachtet, die den vorher bestimmten Werten für die unterschiedliche 

Infektiosität (4.3.5) der Viren entsprach. Die V1-loop-Mutanten NL4-3 V1-g2, g-3 und-g2/3, 

sowie NL4-3 V2-g5 erreichten nach neun Tagen Virustiter von über 2,5 OD und lagen damit 

noch über dem Wildtyp mit einer OD von ca.2. Die V2-loop Variante NL4-3-V2-g5/6 hatte 

eine flachere Wachstumskurve, als NL4-3 V2-g6 mit nur einem fehlenden N-Glycan an der 

Spitze des V2-loop. Die Viruskultur in normalem humanem Serum beeinflusst daher nicht die 

vorher in Serumfreiem Medium gemessenen Werte für die Infektiosität der V1- und V2-loop 

Glycomutanten. 

Gleiche infektiöse Mengen rekombinanter V1/V2-loop-Glycovarianten (1000 TCID50/ml) 

wurden in Gegenwart von HIV-1 Antikörper-positivem Serum auf U87-CXCR4 Zellen 

verbracht. Wie bei den zuvor durchgeführten Tests wurde über einen Zeitraum von neun 

Tagen, im Abstand von zwei Tagen, virushaltiger Kulturüberstand entnommen und die 

Menge des p24-Antigens quantifiziert. 
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Abbildung 22 zeigt, dass der NL4-3 Wildtyp zu etwa 30% durch das Patientenserum 

(Verdünnung 1:100) neutralisiert wird. Die sechs V1/V2-loop-Varianten wurden annähernd 

vollständig inhibiert, wobei sogar eine Abstufung hinsichtlich der Anzahl an fehlenden N-

Glycanen vorgenommen werden kann. Die beiden Varianten NL4-3-V1-g2/3, sowie NL4-3-

V2-g5/6 werden hierbei besser neutralisiert, als die Glycovarianten mit jeweils einem 

fehlenden N-Glycan. 

Durch den Verlust von N-Glycanen innerhalb des V1-und V2-loops werden die 

entsprechenden Virusvarianten besser neutralisiert. Ähnlich wie bei der Neutralisation des 

HIV-1 durch V3-loop spezifische Antikörper werden auch durch die V1/V2-N-Glycane  

antigene Epitope auf dem gp120 maskiert und die Bindung neutralisierender Antikörper 

blockiert. 
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Abb. 21 Replikation der Glycovarianten in Medium mit normalem humanem Serum 
U87-CXCR4-Indikatorzellen wurden mit NL4-3-Wildtyp, NL4-3-V1-g2, -g3 und-
g2/3, sowie den Varianten NL4-3-V2-g5, -g6 und-g5/6 (1000 TCID50/ml) 
infiziert. Nach 1, 3, 5, 7 und 9 Tagen wurde die Virusmenge im 
Zellkulturüberstand gemessen. Dem Kulturmedium wurde HIV-1 Negativserum 
zugesetzt (1:100 verd.). Die Werte ergaben sich aus Doppelbestimmungen, wobei 
die Standardabweichung unter 10% lag. 

(A) Replikation der V1-loop-Glycovarianten in U87-CXCR4-Zellen. 
(B) Replikation der V2-loop-Glycovarianten in U87-CXCR4-Zellen. 
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Abb. 22 Neutralisation der V1/V2-loop-Glycovarianten durch HIV-1 positive Seren 
U87-CXCR4-Indikatorzellen wurden mit NL4-3-Wildtyp, NL4-3-V1-g2, -g3 und-
g2/3, sowie den Varianten NL4-3-V2-g5, -g6 und-g5/6 (1000 TCID50/ml) 
infiziert. Nach 1, 3, 5, 7 und 9 Tagen wurde die Virusmenge im 
Zellkulturüberstand gemessen. Dem Kulturmedium wurde aus Patienten 
erhaltenes HIV-1 Positivserum zugesetzt (1:100 verd.). Die Werte ergaben sich 
aus Doppelbestimmungen, wobei die Standardabweichung unter 10% lag. 

(A) Neutralisation der V1-loop-Glycovarianten in U87-CXCR4-Zellen. 
(B) Neutralisation der V2-loop-Glycovarianten in U87-CXCR4-Zellen. 
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4.3.9 Neutralisation von NL4-3 V1/V2-loop Glycovarianten durch monoklonale 

Antikörper gegen die V2- und V3-Region 

Der V3-loop des HIV-1 gp120 ist die immundominante Neutralisationsdomäne des 

HIV-1, und monoklonale Antikörper gegen diesen Bereich können effektiv das Virus 

neutralisieren (KINNEY-THOMAS ET AL., 1988; GORNY ET AL., 1991). Für den V2-loop sind 

ebenfalls eine Reihe gut charakterisierter Antikörper beschrieben, die eine Neutralisation des 

HIV-1 bewirken (HO ET AL., 1991; FUNG ET AL., 1992; MOORE ET AL., 1993).  

Aufgrund der Beobachtung, dass rekombinante Viren mit fehlenden N-Glycanen im 

N-terminalen Bereich des V1- und V2-loop deutlich sensitiver gegen Neutralisation mit 

polyklonalem Serum wurden (4.3.8.), sollte als nächstes untersucht werden, welchen Einfluss 

die Zucker auf die Neutralisation durch monoklonale Antikörper gegen den V2-loop und den 

V3-loop des gp120 haben.  

Aus diesem Grunde wurden U87-CXCR4-Zellen mit dem NL4-3 Wildtyp und den sechs zu 

testenden Glycovarianten (wie in Abb. 21, 22) (1000 TCID50/ml) infiziert, wobei dem 

Kulturmedium unterschiedliche Konzentrationen an monoklonalen Antikörpern (0,05-

5µg/ml) zugesetzt wurden. Die verwendeten Antikörper waren spezifisch für 

konformationelle Epitope innerhalb des V2- und V3-loops. Aufgrund der konformationellen 

Nähe zwischen V3- und V1/V2-loop (SODROSKI ET AL., 1997) ist es sinnvoll, V1-loop 

Glycomutanten mit neutralisierenden Antikörpern gegen den V3-loop zu testen. Außerdem 

waren gegen den V1 loop keine monoklonalen Antikörper, sowohl in unserem Labor, sowie 

in der AIDS Reagenz Bank verfügbar.  

Die Abbildungen 23 und 24 zeigen die Neutralisation der rekombinanten Viren durch den V2-

loop und V3-loop-Antikörper. Das NL4-3-Wildtypvirus zeigte eine konzentrationsabhängige 

Sensitivität gegen beide Antikörper, wobei der V3-loop-Antikörper bei Konzentrationen unter 

0,2 µg/ml stärker neutralisierte. Für die V1-loop-Varianten fällt auf, dass NL4-3-V1-g3 von 

beiden Antikörpern, wie auch schon vom polyklonalen Patientenserum (4.3.8), vollständig 

neutralisiert wurde. Die Variante NL4-3-V1-g2/3 hingegen zeigte das entgegengesetzte Bild 

einer vollständigen Resistenz und erreichte bei allen Antikörperkonzentrationen OD-

Werte > OD405nm=2,5, die denen der Replikationskinetik ohne Zusatz von Serum glichen 

(4.2.8). Die Variante NL4-3-V1-g2 zeigte vollständige Resistenz gegenüber Neutralisation 

mit dem V3-loop-Antikörper (22A) und eine konzentrationsabhängige Verlaufskurve für 

Neutralisation durch den V2-loop-Antikörper. Diese Variante war jedoch deutlich weniger 
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sensitiv als das Wildtyp-Virus. 

Die V1-loop-Glycovarianten zeigten hinsichtlich der Neutralisation durch V2- und V3-loop 

Antikörper eine Tendenz zur verringerten Sensitivität in der Reihenfolge ihrer Glycosylierung 

g2,3 < g2 < g3. Die zweifach deglycosylierte Variante war somit resistenter gegen eine 

Neutralisation, als die einfach deglycosylierten Varianten. 

Für die untersuchten V2-loop-Glycovarianten ergab sich ein gegensätzliches Bild (Abb. 23B, 

Abb. 24B). Die zweifach deglycosylierte Variante NL4-3 V2-g5/6 ließ sich in beiden Fällen 

komplett neutralisieren. Weniger sensitiv war NL4-3-V2-g6 , das sich vom antiV3-loop 

Antikörper gerade im Konzentrationsbereich von 0,1-1 µg/ml um etwa 20% stärker inhibieren 

ließ, als vom antiV2-loop-Antikörper. NL4-3-V2-g5 zeigte komplette Neutralisation nur bei 

hohen Antikörperdosen (5µg/ml).  

Ein Entfernen von N-Glycanen im V1/V2-loop Bereich erhöht somit nicht notwendigerweise 

die Sensitivität gegen Neutralisation durch Antikörper, die gegen konformationelle Epitope in 

unmittelbarer Nähe dieser Bereiche gerichtet sind.  
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Abb. 23 Neutralisation der V1/V2-loop-Glycovarianten durch monoklonaleV2-loop-
Antikörper 
U87-CXCR4-Indikatorzellen wurden mit NL4-3-Wildtyp, NL4-3-V1-g2, -g3 und-
g2/3, sowie den Varianten NL4-3-V2-g5, -g6 und-g5/6 (1000 TCID50/ml) 
infiziert. Dem Kulturmedium wurden monoklonale Antikörper in 
unterschiedlicher Konzentration zugesetzt (0,05-5µg/ml). Nach 7 Tagen wurde die 
Virusmenge im Zellkulturüberstand gemessen.. Die Werte ergaben sich aus 
Doppelbestimmungen, wobei die Standardabweichung unter 10% lag. 

(A) Neutralisation der V1-loop-Glycovarianten in U87-CXCR4-Zellen. 
(B) Neutralisation der V2-loop-Glycovarianten in U87-CXCR4-Zellen.  
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Abb. 24 Neutralisation der V1/V2-loop-Glycovarianten durch monoklonale V3-loop-
Antikörper. 
U87-CXCR4 -Indikatorzellen wurden mit NL4-3-Wildtyp, NL4-3-V1-g2, -g3 
und-g2/3, sowie den Varianten NL4-3-V2-g5, -g6 und-g5/6 (1000 TCID50/ml) 
infiziert. Dem Kulturmedium wurden monoklonale Antikörper in 
unterschiedlicher Konzentration zugesetzt (0,05-5µg/ml) Nach 7 Tagen wurde die 
Virusmenge im Zellkulturüberstand gemessen.. Die Werte ergaben sich aus 
Doppelbestimmungen, wobei die Standardabweichung unter 10% lag. 

(A) Neutralisation der V1-loop-Glycovarianten in U87-CXCR4-Zellen. 
(B) Neutralisation der V2-loop-Glycovarianten in U87-CXCR4-Zellen 
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4.3.10 Neutralisation von NL4-3 V1/V2-loop Glycovarianten durch lösliches CD4 

Ein enger Zusammenhang zwischen der Resistenz gegen Neutralisation durch anti-

V3-loop-Antikörper und löslichem CD4 war von anderen Arbeitsgruppen gezeigt worden 

(BACK ET AL., 1994; MCKEATING ET AL., 1991). Es war bekannt, dass der V3-loop in engem 

Kontakt mit der CD4-Bindestelle steht (MOORE ET AL., 1993) und die Resistenz gegen sCD4 

induzierenden Epitope konnten auf dem V3-loop lokalisiert werden (HWANG ET AL, 1992). 

Daher wurde untersucht, inwieweit die V1/V2-loop Zucker die Bindung von löslichem CD4 

beeinflussen können. Aus diesem Grunde wurden U87-CXCR4-Zellen mit dem NL4-3 

Wildtyp und den sechs zu testenden Glycovarianten (1000 TCID50/ml) infiziert, wobei dem 

Kulturmedium unterschiedliche Konzentrationen an löslichem CD4 (0,05-5µg/ml) zugesetzt 

wurden. Nach Infektion wurde an Tag 7 der Kulturüberstand abgenommen und die 

Virusmenge durch den p24-ELISA bestimmt. 

Abbildung 25 zeigt die Neutralisation der verschiedenen Glycovarianten durch sCD4. Sowohl 

für die V1- wie auch die V2-loop-Varianten ergab sich ein ähnliches Bild, wie bei der 

Neutralisation durch antiV3-Antikörper. Während die Varianten NL4-3-V1-g3 und NL4-3-

V2-g5/6 komplett neutralisiert wurden, zeigten NL4-3-V1-g2 und –g2/3 erhöhte Resistenz 

gegenüber einer Neutralisation, auch bei hohen sCD4-Konzentrationen, bei denen das 

Wildtyp-Virus komplett neutralisiert wurde. Bei Konzentrationen unterhalb von 0,2 µg/ml 

waren beide Varianten vollständig resistent gegenüber einer Neutralisation. Das NL4-3-V1-

g2/3 konnte selbst mit 0,5µg/ml sCD4 nicht neutralisiert werden. 

Auch die V2-loop Mutanten verhielten sich hinsichtlich ihrer Wachstumskurven in ähnlicher 

Weise wie bei Neutralisation durch antiV3-Antikörper. NL4-3-V2-g5 und –g6 konnten erst 

durch hohe Gaben von sCD4 neutralisiert werden, wogegen das NL4-3 Virus bereits durch 

0,2 µg/ml zu >90% neutralisiert wurde.  

Bei Gabe von 5µg/ml sCD4 ließen sich bis auf NL4-3-V1-g,2/3 sämtliche getesteten 

Glycovarianten hemmen. NL4-3-V1g2/3 war die Variante mit der höchsten gemessenen 

Infektiosität (4.3.6) und Fusionsaktivität (4.3.3) 
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Abb. 25 Neutralisation der V1/V2-loop-Glycovarianten. 
U87-CXCR4 -Indikatorzellen wurden mit NL4-3-Wildtyp, NL4-3-V1-g2, -g3 
und-g2/3, sowie den Varianten NL4-3-V2-g5, -g6 und-g5/6 (1000 TCID50/ml) 
infiziert. Nach 1, 3, 5, 7 und 9 Tagen wurde die Virusmenge im 
Zellkulturüberstand gemessen. Dem Kulturmedium wurde aus Patienten 
erhaltenes HIV-1 Positivserum zugesetzt (1:100 verd.). Die Werte ergaben sich 
aus Doppelbestimmungen, wobei die Standardabweichung unter 10% lag. 

(A) Neutralisation der V1-loop-Glycovarianten in U87-CXCR4-Zellen. 
(B) Neutralisation der V2-loop-Glycovarianten in U87-CXCR4-Zellen. 

  82   



  DISKUSSION 

5 DISKUSSION 

5.1 Herstellung von rekombinanten NL4-3 Viren mit Unterschieden in der V1/V2-loop 

Glycosylierung 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die N-Glycosylierung des 

V1- und V2-loop des HIV-1-Glycoproteins gp120 eine entscheidende Rolle, sowohl für die 

Replikationseigenschaften, wie auch für die Neutralisation durch Antikörper spielt. 

Die Sequenzvariabilität innerhalb der gp120 Aminosäuresequenz lässt sich fünf  

hypervariablen Regionen, die  V1-, V2-, V3-, V4- und V5-loop genannt werden, zuordnen. 

Die fünf Loops, V1-V5, werden von konservierten Regionen (C1-C5) flankiert (MODROW ET 

AL., 1987). Das gesamte Protein ist hochgradig glycosyliert und weist etwa 24 potentielle 

N-Glycosylierungsstellen mit der Konsensussequenz NXT und NXS für eine Addition von 

N-Glycanen (PINTER ET HONNEN 1988) auf, die auch vollständig genutzt werden (LEONARD 

ET AL., 1990). Während die Aminosäuresequenzen der V1- und V2-loops eine große 

Variabilität zeigen, sind die Erkennungssequenzen für eine N-Glycosylierung im V1/V2-

Bereich hochgradig konserviert, was besonders für die Aminosäuren in unmittelbarer Nähe zu 

den Cystein-Resten gilt, über deren Disulfidbrückenbildung die Loops in ihrer strukturellen 

Form gehalten werden (MYERS ET AL,. 1996). Während der V2-loop besonders im Verlauf der 

Pathogenese der HIV-Erkrankung ein hohes Maß an Längenpolymorphismen aufweisen kann 

(LAMERS ET AL. 1993; WANG ET AL. 1995), bleibt sein N-Glycosylierungsmuster vollständig 

erhalten, was impliziert, dass die N-Glycane in diesem Bereich eine wichtige Funktion 

aufweisen müssen. 

Die dreidimensionale Struktur des gp120 konnte durch eine Kristall-Strukturanalyse teilweise 

aufgeklärt werden (KWONG ET AL., 1998; WYATT ET AL., 1998). Diese Struktur hat Einblicke 

über die Interaktion des gp120 mit seinem Rezeptor CD4 und den Korezeptoren CXCR4 und 

CCR5 während des Eintritts in die Wirtszelle ergeben. Es wird vermutet, dass die Bindung 

des gp120 an CD4 eine konformationelle Änderung bewirkt, die den V1/V2-loop von der 

äußeren zur inneren Domäne des Proteins bewegt und somit die Korezeptorbindungsstelle 

exponiert, bzw. freigibt. Nach dieser Theorie besteht diese Korezeptorbindestelle aus 

Aminosäureresten an der Basis des V1/V2-loop und der CD4-Bindestelle. Der Korezeptor 

bindet nun an dieses Epitop und die Basis des V3-loop, der die Korezeptorspezifität bestimmt. 
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Es scheint sehr wahrscheinlich, dass eine funktionelle Interaktion zwischen dem V1/V2-loop 

Bereich und dem V3-loop beim Eintritt des Virus von herausragender Bedeutung ist.  

 

In dieser Arbeit wurde untersucht, welche Bedeutung die N-Glycane im Bereich des V1/V2-

loop für die Infektion und die Neutralisation haben. Zu diesem Zweck wurden im genetischen 

Hintergrund des gut charakterisierten T-Zell-adaptierten HIV-1- Stammes NL4-3 insgesamt 

15 rekombinante Virusvarianten erstellt, die Unterschiede im N-Glycosylierungsmuster des 

V1/V2-Bereiches aufwiesen. Eine in der Literatur häufig verwendete Mutation der N-

Glycosylierungsstellen ist der Wechsel von Asparagin (N) nach Glutamin (Q). Auf diese 

Weise wird die Sequenz des N-Glycosylierungsmotives NX(T/S) in die Sequenz QX(T/S) 

geändert, sodass eine Glycosylierung an dieser Position nicht mehr erfolgen kann. Die 

chemischen Eigenschaften der Aminosäuren bleiben hierbei allerdings weitgehend erhalten. 

Ein derartiger Aminosäureaustausch, eine Punktmutation, ist eine in der Literatur oft 

angewandte Methode zur Untersuchung antigener Epitope, zur Charakterisierung von T-

Zellepitopen oder für funktionelle Studien, die belegen sollen, ob eine postulierte Region in 

einem Protein für eine bestimmte Funktion verantwortlich ist. 

Nach der Herstellung der env-Genkassette für den Austausch des V1- und V2-Bereiches lag 

für diese Arbeit ein geeigneter pUC18-env-Vektor vor, mit dem die insgesamt sechs N-

Glycosylierungsstellen g2-g7 gegen die mutierte Sequenz QX(T/S) ausgetauscht werden 

konnten. Nach Überführung des veränderten env-Bereiches in den proviralen Vektor pNL4-3 

konnte durch Transfektion von HeLa-Zellen rekombinantes Virus erhalten werden. Die 

Transfektion der HeLa-Zellen mit den hergestellten Virusvektoren gewährleistet eine 

zuverlässige Untersuchung der N>Q Punktmutanten. Für die verschiedenen Experimente 

wurden immer Virusüberstände von frisch transfizierten HeLa-Zellen verwendet. Dadurch 

wurde ausgeschlossen, dass, durch eine längere Passage der Virusvarianten in der Zellkultur, 

in den Viren Mutationen entstehen konnten, die die Experimente zusätzlich beeinflusst hätten. 

 

Mit Hilfe der in dieser Arbeit hergestellten Genkassette wurde ein Set von insgesamt 15 N-

Glycosylierungsvarianten erstellt, die entweder einzeln (NL4-3-V1-g2, -g3, -g4, 

NL4-3-V2-g5, -g6, -g7) oder zweifach deglycosyliert waren (NL4-3-V1-g2/3, -g3/4, -g2/4; 
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NL4-3-V2-g5/6, -g6/7, -g5/7). Zudem wurden zwei rekombinante Viren erzeugt, die 

innerhalb der Loops vollständig deglycosyliert waren (NL4-3-V1-g2-4; NL4-3-V2-g5-7). 

Durch Kombination dieser beiden Varianten wurde die vollständig V1/V2 deglycosylierte 

Variante NL4-3 V1/V2-g2-7 hergestellt, der alle sechs Zucker fehlten. Alle konstruierten 

Glycomutanten wurden in Infektionsstudien mit standardisierten GHOST- oder U87-

Indikatorzellen charakterisiert. Darüber hinaus wurde die Neutralisierbarkeit der 

verschiedenen Glycomutanten durch ein HIV-neutralisierendes Serumgemisch, durch 

definierte monoklonale Antikörper und durch lösliches CD4 untersucht. 

 

5.2 Die N-Glycosylierung des V1/V2-loop beeinflusst die Fusionsaktivität und 

replikativen Eigenschaften des HIV 

Eine wichtige Eigenschaft von X4-tropen HIV-Stämmen und Isolaten ist die nach 

Infektion in vitro zu beobachtende Bildung von mehrkernigen Riesenzellen, den sogenannten 

Syncytien. Dieser cytopathogene Effekt beruht auf einer Interaktion zwischen auf der 

Oberfläche von infizierten Zellen exprimiertem gp120 und den Rezeptoren CD4 und CXCR4 

auf uninfizierten Zellen. Die Interaktion zwischen gp120 und den viralen Rezeptoren hat eine 

Membranfusion zur Folge. Offensichtlich sind bei diesem Prozess auch bestimmte 

Glycolipide und Zuckerstrukturen auf den Oberflächen der nicht-infizierten Zellen beteiligt. 

Die Fähigkeit, in der Zellkultur die Bildung von Syncytien zu induzieren, unterteilt HIV-

Isolate in den SI (syncytium inducing)- und NSI (non syncytium inducing)-Typ. In der 

Pathogenese der HIV-Erkrankung beobachtet man mit fortschreitendem Verlauf eine 

Zunahme von Virustypen, die dem SI-Typ angehören und mit neutralisationsresistenten und 

stark replizierenden Phänotypen korreliert werden. 

 

Der X4-trope HIV-1 –Stamm pNL4-3, der in dieser Arbeit untersucht wurde, ist als T-Zell-

adaptierter Stamm dem SI-Typus zugehörig. Rekombinante NL4-3-Viren mit Veränderungen 

im N-Glycosylierungsmuster des V1- und V2-loop wurden daraufhin untersucht, ob sich 

Unterschiede in der Fusionsaktivität und Replikation nachweisen ließen. 

 

Nach Transfektion von HeLa-CXCR4-Zellen zeigte sich für die 15 Virusmutanten ein sehr 

heterogenes Bild hinsichtlich Ausbeute der erhaltenen Virusmenge und dem Auftreten von 
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Syncytien. Sowohl für die Mutanten des V1-, wie auch V2-loop, konnte nachgewiesen 

werden, dass bei Fehlen des C-terminalen N-Glycans (g4, bzw. g7) die Ausbeute an Virus im 

Vergleich zum Wildtyp um mehr als 90 % sank. Zudem war für diese Mutanten die 

Fusionsaktivität stark verringert. Der Einfluss der C-terminalen Glycane zeigte hierbei einen 

kumulativen Effekt. So wiesen die zwei- bis dreifach deglycosylierten Virusmutanten deutlich 

niedrigere Titer und Syncytienbildungen auf, als die Einzelmutanten. In unmittelbarer Nähe 

zu den C-terminalen Zuckern beider Loops befindet sich jeweils ein Cystein-Rest, der an der 

Ausbildung der formgebenden Disulfidbrücke beteiligt ist.  

 

Für Virusmutanten mit fehlenden N-Glycanen am N-Terminus und der Spitze des jeweiligen 

Loops ergab sich ein entgegengesetztes Bild. Die Varianten NL4-3-V1-g2, -g3 und -g2/3, 

sowie NL4-3-V2-g5, -g6 und –g5/6 erreichten nach Transfektion hohe Virusmengen und eine 

Fusionsaktivität, die teilweise noch über der des Wildtyp-Virus lag. 

 

Infektiositätsexperimente mit den 15 V1/V2-Glycovarianten sollten einen Einblick geben, 

welchen Einfluss die N-Glycane auf die Replikation ausüben. Bei Einsatz gleicher 

Virusmengen (0,5 ng p24/ml) ließen sich die Virusvarianten in zwei Gruppen unterscheiden, 

die hinsichtlich ihrer replikativen Eigenschaften Unterschiede um zwei bis drei Log-Stufen 

aufwiesen. Nach Infektion von Indikatorzellinien zeigte sich, dass die Mutanten ohne die C-

terminalen Zucker g4, bzw. g7, deutlich schlechtere Wachstumskinetiken als der Wildtyp 

aufwiesen, während die Werte der Mutanten mit fehlendem Zucker am N-Terminus, g2, bzw. 

g5, und mit fehlendem Zucker an der Spitze des Loops, g3 bzw. g6, sogar noch über den 

Werten des Wildtyps lagen. Diese Unterschiede in der Virusvermehrung machten es für 

weitere Experimente erforderlich, die mittlere infektiöse Dosis der verschiedenen 

Glycovarianten zu ermitteln, um die Untersuchungen mit gleichen infektiösen Mengen der 

Viren durchführen zu können. Die Ergebnisse dieses Infektivitätsassays bestätigten die zuvor 

erhaltenen Daten aus der Replikationskinetik. Sämtliche Virusmutanten mit fehlendem 

Zucker am C-Terminus der Loops (g4 und g7) zeigten infektiöse TCID50-Werte, die mit 20–

360 TCID50/ng p24 um eine Log-Stufe unterhalb der restlichen Varianten lagen. Hierbei ließ 

sich besonders für die V2-loop-Mutanten ein kumulativer Effekt nach Entfernen weiterer N-

Glycosylierungssignale beobachten.  
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Die größte Diskrepanz war bei den V1-loop-Varianten zu beobachten. Während hier 

Varianten mit fehlender Glycosylierung im vorderen und mittleren Bereich des Loops die 

höchsten infektiösen TCID-Werte von 1,2 x 104 – 1,9 x 104 TCID50 /ng p24 aufwiesen und 

damit noch über den TCID-Werten des Wildtyp-Virus lagen, konnten V1-loop-Mutanten, 

denen der g4 Zucker fehlte, nicht mehr replizieren. Daher wurden diese Viren für weitere 

Experimente nicht mehr berücksichtigt. 

 

Für den V1/V2-loop ergab sich, dass die C-terminalen Zucker eine kritische Rolle für die 

Replikationsfähigkeit der Viren aufwiesen. Ein Fehlen der N-terminalen und mittleren N-

Glycane hingegen steigerte die Replikations- und Fusionsaktivitäten beider Loop-Varianten. 

Eine komplette Deglycosylierung, sowohl des V1-Loops, wie auch beider Loop-Bereiche, 

erzeugte Viren, die nicht mehr replizieren konnten. 

In dieser Arbeit konnte über gp160-Expressionsstudien mit einem Teil der generierten 

Virusmutanten gezeigt werden, dass das Fehlen von drei oder sogar allen sechs N-Glycanen 

im V1/V2-Loop die Expression von gp160 stark reduzierte, während das Fehlen einzelner 

Glycane, zumindest des V1-loop-Bereiches keinen Einfluss auf die gp160-Produktion zu 

haben schien. Um hier ein genaueres Bild für die kritische Funktion einzelner Glycane bei der 

env-Prozessierung zu erhalten, wären weitere Experimente mit den restlichen Varianten, unter 

Umständen auch in einem anderen Expressionssystem, erforderlich. Es steht zu vermuten, 

dass die N-Glycane in V1/V2 eine entscheidende Rolle für die Prozessierung und die 

Spaltung des gp160-Vorläuferproteins in gp120 und gp41 spielen. 

Es ist bekannt, dass N-Glycane für die Ausbildung von funktionell gefaltetem und 

prozessierten gp160- bzw. gp120-Proteinen essentiell sind (LI ET AL. 1993; FENNIE & LASKY 

1989). Andere Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass die Modifizierung einer vollständigen env-

Glycosylierung die virale Infektiosität massiv beeinflussen kann ( FISCHER ET AL. 1996; HUE 

ET AL., 1996, MONTEFIORI ET AL., 1988). So zeigte NG ET AL., 1990, dass deglycosylierte env-

Proteine ein gestörtes Virus-Assembly aufwiesen, wobei dieses Phänomen auf einen 

möglichen Defekt in der Oligomerisierung des gp120 zurückgeführt wurde. Eine Reihe an 

Veröffentlichungen beschreibt einen Einfluss des V1- und V2-loop von HIV-1 auf 

Infektiosität und Fusionsaktivität der Viren (ANDEWEG ET AL., 1993; BOYD ET AL., 1993; CAO 

ET AL., 1997; SHIODA ET AL., 1991; WANG E T AL., 1996). 
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Die Mutation des C-terminalen N-Glycans des env-V2-loop in HIV-IHXB2 resultierte in einem 

quantitativ nicht nachweisbaren Virus (FOX ET AL., 1997). Dreifach oder individuelle 

Glycomutanten im HIV-1HXB2 V1/V2-loop führten zu gestörter Infektiosität (WANG ET AL., 

1996). 

QUINONES-KOCHS, 2002, zeigte, wie der Verlust bestimmter V1/V2-loop 

N-Glycosylierungsstellen im HIV-Primärisolat 89.6 die env-Produktion und env-Funktion 

beeinflusst. Eine Entfernung von vier bis fünf Zuckern reduzierte die Fusionsaktivität, der 

Verlust aller sechs N-Glycane unterband sie komplett. Die Arbeitsgruppe konnte nachweisen, 

dass die betreffenden 89.6-gp160-Varianten ineffizient prozessiert, langsam im Golgi-Apparat 

transportiert und in die Viruspartikel als teilweise unprozessierte Formen eingelagert wurden. 

Experimente an V1/V2-Glycomutanten des SIVmac239 zeigten, dass verschiedene 

Kombinationen von dreifachen Glycosylierungs-Mutanten zu replikationsinkompetenten 

Viren führten (OHGIMOTO ET AL., 1998; REITTER ET AL. 1998).  

 

Im affenpathogenen Virus SIV ist der V1-Bereich der  variabelste der hypervariablen 

Regionen innerhalb des env-Gens (ALMOND ET AL. 1993; BURNS ET AL. 1991).Trotzdem sind 

in diesem Bereich die N-Glycosylierungsstellen hochkonserviert (MYERS ET AL.  1996), 

insbesondere g4- g6, die bei HIV-1 g2-g4 entsprechen. REITTER ET AL. machten 1998 an SIV 

die Beobachtung, dass eine SIV-V1-g4-6-Glycomutante eine stark verringerte Produktion des 

gp120-Äquivalentes aufwies, was mit einem verstärkten Abscheren des Proteins in den 

Überstand einherging. Vermutlich war bei dieser Mutante die Interaktion mit dem 

membrangebundenem gp41 gestört.  

 

Die Beobachtung aus dieser Arbeit, dass bestimmte Glycanmutationen in V1/V2 jedoch auch 

Vorteile für die Virusreplikation bieten können, wird ebenfalls durch neuere 

Veröffentlichungen untermauert. Im HIV-env89.6/SIV-Hybrid SHIV 89.6 ergab die 

Viruspassage in Affen ein pathogeneres Virus, dass ein fehlendes V2-g6 –Glycan aufwies, 

was zu einer verstärkten Fusionsaktivität führte (ETEMAD-MOGHADAM, ET AL. 2000). 

 

Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Mutation von 

Glycosylierungsstellen im V1- und V2-loop die Faltung des Proteins stören oder 
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konformationelle Änderungen, wichtig für die Membranfusion, blockiert werden. Die 

N-terminalen und mittleren N-Glycane im V1/V2-Bereich scheinen einen Einfluss auf die 

Fusionsaktivität und Pathogenität, eventuell über konformationelle Änderungen mit 

Auswirkungen auf die Zugänglichkeit des HIV-Rezeptors auszuüben. 

 

5.3 Die N-Glycosylierung des V1/V2-loop hat keinen Einfluss auf den Zelltropismus 

In dieser Arbeit wurde anhand der Infektion von GHOST-Indikatorzellen mit drei- 

und sechsfach deglycosylierten V1/V2-loop Mutanten versucht herauszufinden, ob der 

Verlust der Glycane einen Einfluss auf die Korezeptornutzung und damit den viralen 

Tropismus haben könnte. Während dem V1/V2-loop bislang keine entscheidende Rolle bei 

der Korezeptorbindung zugesprochen werden konnte, ist die Funktion von N-Glycanen im 

Bereich des V3-loop für die Korezeptorinteraktion schon seit längerem bekannt (NAKAYAMA 

ET AL., 1998). In unserer Arbeitsgruppe konnten POLZER ET AL (2002) zeigen, dass das V3-

loop Glycan g15 beispielsweise die Bindung an CCR5 unterstützt und somit zur Ausbildung 

des R5- und oder R5X4-dualtropen Phänotyp beiträgt, während g15 die Replikation und 

Bindung an CXCR4 behindert. OGERT ET AL. (2001) zeigten eine mögliche Rolle von 

Glycanen des V2-loop von HIV-1 Primärisolaten für die Modulation der CXCR4-Nutzung. In 

dieser Arbeit konnte mit den getesteten drei Glycovarianten keinerlei Unterschied im viralen 

Phänotyp festgestellt werden, eine Infektion von CCR5-positiven Zellen wurde nicht 

beobachtet. Die Rolle von N-Glycanen im V2-Bereich scheint eher einen indirekten Effekt 

auf die Interaktion des V3-loop mit dem Korezeptor zu haben. Ein Entfernen der Glycane an 

der Basis des V2-loop und C2-Bereichs (Basis des V3 loop) könnte z.B. die  nach CD4-

Bindung erfolgende konformationelle Änderung, die eine räumliche Verlagerung des V1/V2-

Bereiches bewirkt, verändern und somit die Exponierung der Korezeptorbindestelle 

verhindern (CHEN ET AL., 2001). 

 

5.4 Das Fehlen bestimmter N-Glycane im V1/V2-loop macht das Virus sensitiver 

gegenüber neutralisierenden Antikörpern 

Obwohl bis vor kurzem generell davon ausgegangen wurde, dass Glycane auf SIV- 

und HIV-env-Glycoproteinen dazu dienen könnten, effektive Antikörperantworten zu 

limitieren und das Virus gegen Antikörper abzuschirmen, gab es zu Beginn dieser Arbeit nur 
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wenig Belege für diese Hypothese. PINTER ET AL. lieferten 1998 Hinweise, dass im V1/V2-

Bereich von Patientenisolaten immunogene Epitope lagen, die von Antikörpern in humanen 

Seren erkannt wurden. Dass diese immunogenen Epitope aber durch Glycane maskiert, und 

dadurch gegen neutralisierende Antikörper geschützt sind, konnte damals allerdings noch 

nicht gezeigt werden.  REITTER ET AL (1998) zeigten im Affenmodell, dass die Abwesenheit 

von zwei N-Glycosylierungsstellen (g4, g5) im SIV V1-loop die Produktion neutralisierender 

Antikörper stark ansteigen ließ, was eine positive Implikation auf den Krankheitsverlauf der 

Tiere bewirkte. Die Arbeiten am SIV-Modell zeigten, das sich durch das Entfernen der 

Zucker im SIV V1 loop die Replikation der Viren nicht wesentlich änderte. Die Neutralisation 

wurde dagegen durch die Zucker signifikant beeinflusst. 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob das Entfernen spezifischer N-Glycane im 

V1/V2-Bereich von HIV-1NL4-3 die rekombinanten Viren empfänglicher für eine 

Neutralisation durch HIV-positive Patientenseren machen würde. Für die 

Neutralisationsassays wurden die Viren ausgewählt, die sich in den vorangegangenen 

Infektiositätsstudien als replikationseffizient erwiesen hatten. Während die Zugabe des HIV-1 

negativen Patientenserums keinen Einfluss auf die Replikation der Virusvarianten zeigte, 

ließen sich bei einer Serumkonzentration von 1:100 sämtliche getesteten Viren durch Seren 

von HIV-Patienten komplett inhibieren. Dieses ist insofern bemerkenswert, als die 

untersuchen Virusvarianten NL4-3-V1-g2, -g3, -g2/3 und NL4-3-V2-g5, -g6, und -g5/6 sich 

in Replikationsexperimenten als noch infektiöser im Vergleich zum Wildtypvirus 

herausgestellt hatten. Das Wildtypvirus zeigte eine etwa 30%ige Neutralisation durch das 

verwendete Serumgemisch. 

Es steht zu vermuten, dass der Verlust der N-terminalen und mittleren V1/V2-loop Glycane 

den entsprechenden Viren, in einem in vitro-System ohne den immunogenen Selektionsdruck, 

Vorteile in Bezug auf die Bindung an Rezeptoren verschafft, dafür aber entscheidende 

Neutralisationsepitope demaskiert werden. 

Man hat beobachtet, dass im Verlaufe der HIV-Pathogenese neutralisationsresistente 

Virusvarianten entstehen, die mit dem Verlust bestimmter N-Glycosylierungsstellen 

einhergehen. Interessant ist hierbei, dass alle Glycane, die in diesen Patientenisolaten verloren 

gehen, zur strukturell kleineren High-Mannose-Klasse gehören (CHENG-MAYER ET AL., 1999), 
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die eine geringere Abschirmungskapazität aufweisen, als die größeren Komplex-Typ-Zucker, 

die überwiegend an exponierten Regionen des Proteins, wie dem V1/V2-loop oder auch dem 

V3 loop (g15) vorzufinden sind (MOORE ET AL. 1994). 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen darauf schließen, dass auf dem V1/V2-loop 

entscheidende immunogene Epitope lokalisiert sind, die von N-Glycanen geschützt werden. 

Sind die Zucker nicht vorhanden, so ist das Virus sehr leicht durch Antikörper zu 

neutralisieren. 

 

5.5 Das Fehlen bestimmter N-Glycane im V1/V2-loop macht das Virus resistenter 

gegen Neutralisation durch monoklonale Antikörper 

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass die Addition oder Entfernung von 

N-Glycanen im HIV V1- loop die Fähigkeit von monoklonalen Antikörper beeinflussen kann, 

die entsprechenden Viren  zu neutralisieren (BACK ET AL., 1994).Trotz dieser Beobachtungen 

gab es wenig Hinweise auf die Antigenität des V1-loops. 

Einen möglichen konformationellen Zusammenhang zwischen dem V1- und V3-Bereich in 

der Abschirmung des V3-loops durch den V1-loop lieferte die Arbeitsgruppe von GRAM ET 

AL., 1994, die an HIV-1Bru zeigten, dass der Verlust eines einzigen N-Glycans in V1 (g3) die 

Fähigkeit V3-loop-spezifischer Antikörper erhöhen konnte, das Virus zu neutralisieren. 

In dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit Änderungen im Glycosylierungsmuster vom 

V1/V2-Bereich die Neutralisation mit monoklonalen Antikörpern gegen konformationelle 

Epitope in V2 und V3 beeinflussen könnte, um die Idee einer möglichen Abschirmung des 

V3-Bereiches durch V1/V2 (WYATT ET AL., 1998) zu untermauern. 

Bei der Neutralisation durch antiV2-Antikörper zeigte sich für die V1-loop-Glycomutanten, 

dass NL4-3-V1-g3 bei sämtlichen verwendeten Antikörperkonzentrationen (0,5-5 µg/ml) 

komplett neutralisiert wurde. Die Variante NL4-3-V1-g2 hingegen wies bei niedrigen 

Antikörperkonzentrationen von < 0,5µg/ml eine verringerte Sensitivität von etwa 50% auf, 

die noch unter der des Wildtyp-Virus lag, während es von Konzentrationen von unter 

0,1µg/ml nicht mehr neutralisiert wurde. Die Variante NL4-3-V1-g2/3 zeigte eine komplette 

Resistenz gegenüber der Neutralisation. Es fällt auf, das im Gegensatz zur Neutralisation 
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durch Patientenserum hier die zusätzliche Entfernung eines N-Glycans die Sensitivität 

gegenüber Neutralisation verringert, statt erhöht. 

Die Ergebnisse aus den Neutralisationsassays mit antiV3-loop-Antikörpern stützen diese 

Beobachtung. Während NL4-3-V1-g3 komplett neutralisiert wurde, zeigen NL4-3-V1-g2 und   

-g2/3 vollständige Resistenz. Die Beobachtung, dass in beiden Fällen das Fehlen eines 

N-Glycans (g3), unter Beteiligung eines benachbarten Glycan (g2) vollkommen 

unterschiedliche Effekte induziert, lässt sich nur in einer signifikanten Änderung der Loop-

Konformation durch das Entfernen des zweiten Glycans erklären. Der für die Erhaltung beider 

Neutralisationsepitope bestimmende Zuckerrest scheint hier g2 zu sein. 

Ein Zusammenwirken von V1- und V3-loop bei der Ausbildung konformationeller Epitope 

für V3-spezifische Antikörper wurde auch von anderen Arbeitsgruppen berichtet.  

LOSMAN ET AL. (2001) zeigten, dass eine HIV-Mutante mit Veränderungen im 

N-Glycosylierungsmuster des V1 loop 25fach sensitiver gegen die Neutralisation durch einen 

antiV3-Antikörper, als das entsprechende Wildtyp-Virus war. Aufgrund der Erkenntnis, dass 

der Zugang für V3-loop neutralisierende Antikörper durch die Präsenz des g15 Zuckers 

verhindert wird (BACK ET AL., 1994), schlagen LOSMAN ET AL. ein Palisadenmodell vor, in 

dem N-Glycane des V1-loop und der g15 V3 loop Zucker eine konformationelle Barriere 

gegen V3-loop spezifische Antikörper bilden. 

Eine andere Gruppe beobachtete, dass die Maskierung eines immundominanten Epitopes im  

HXB2 V3-loop den Schwerpunkt der Immunantwort gegen das HXB2 gp120 auf den V1-loop 

verlagerte (GARRITY ET AL., 1997). 

Die Ergebnisse, die in der vorliegenden Arbeit mit den V2-loop-Glycovarianten erhalten 

wurden, deuten zumindest hinsichtlich der jeweils vollständig neutralisierten Variante NL4-3- 

V2-g5/6 auf eine direkte Maskierung der Neutralisationsepitope durch die entsprechenden 

Glycane hin. Bei Fehlen von g6 oder g5 alleine ergab sich eine in dieser Reihenfolge 

zunehmende Resistenz gegenüber beiden Antikörpern, die wesentlich ausgeprägter als die des 

Wildtyp-Virus war.  

Die Beobachtung, dass V2-Glycane an der Abschirmung von V3-loop-Epitopen beteiligt sind, 

wird ebenfalls von anderen Veröffentlichungen gestützt (KAYMAN ET AL., 1994; LY ET AL., 

2000). 
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5.6 Das Fehlen spezifischer N-Glycane im V1/V2-loop macht das Virus resistenter 

gegen Neutralisation durch lösliches CD4 

Verschiedene Arbeiten hatten eine mögliche Interaktion zwischen dem V1/V2- und 

V3-loop und der Bindung an CD4 postuliert (FOUCHIER ET AL.,1992; SHIODA ET AL., 1992, 

SULLIVAN ET AL.,1993). Zudem gab es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der 

Resistenz gegenüber Neutralisation durch antiV3-loop-Antikörper und löslichem CD4 (BACK 

ET AL., 1994; MCKEATING ET AL., 1991), da der V3-loop in engem Kontakt mit der CD4-

Bindestelle zu stehen scheint (MOORE ET AL., 1993). 

Um festzustellen, ob das Fehlen bestimmter N-Glycane im V1- und V2-Bereich einen 

Einfluss auf die Sensitivität gegenüber sCD4 hat, wurden die bereits erwähnten 

Virusvarianten in einem CD4-Neutralisationsassay untersucht. 

Die erhaltenen Daten deckten sich weitgehend mit den Ergebnissen, die für die Neutralisation 

gegenüber antiV3-Antikörpern erhalten wurden. Während die V1-loop-Variante mit 

fehlendem g3-Zucker vollständig inhibiert wurde, war die g2-Variante gegenüber sCD4 

resistenter als das Wildtyp-Virus. NL4-3-V-g2/3 ließ ich nur von hohen sCD4-

Konzentrationen (> 0,5 µg/ml)  bis zu 50% neutralisieren. Für die V2-loop-Varianten ergab 

sich eine Abstufung, bei der die zweifach deglycosylierte Variante mit fehlendem g5 und g6 

am sensitivsten gegenüber sCD4 war. 

Eine mögliche Interpretation dieser Ergebnisse läge in einer vom jeweiligen 

Glycosylierungsmuster abhängige unterschiedliche Konformation der Loop-Strukturen mit 

Einfluss auf andere Bereiche im gp120 begründet. Das sCD4 könnte eine veränderte Affinität 

für diese Konformationen aufweisen. Im Fall der kompletten Neutralisation blockiert das 

sCD4 offensichtlich die gp120-Interaktion mit dem CD4 auf der Zelloberfläche. Es gibt 

Hinweise darauf, dass sCD4 in diesem Fall ein Abscheren des gp120 von der Virusoberfläche 

induziert, was zu einem Verlust der Infektiosität führt (HART ET AL., 1991). 

Interessant ist, dass die V1-loop-Varianten NL4-3-V1-g2 und –g2/3 mit der höchsten 

Infektiosität auch die höchste Resistenz gegenüber sCD4 zeigten. MCKEATING ET AL. 

entdeckten bereits 1991 HIV-Varianten mit fehlenden N-Glycanen im V3-loop, die erhöhte 
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Resistenz gegenüber sCD4 zeigten und trotzdem eine erhöhte Infektiosität aufgrund erhöhter 

Fusionsaktivität aufwiesen. 

Da weder der V1/V2-loop noch der V3-loop an der direkten Bindung von CD4 beteiligt sind, 

muss eine, durch die Deglycosylierung veränderte env-Konformation, an diesem Phänomen 

beteiligt sein. Die gegenüber sCD4 resistenten Virusvarianten könnten nach Bindung von 

sCD4 in ihrer env-Konformation so verändert werden, dass die Fusionsdomäne des gp41 auf 

eine Weise exponiert wird, die eine Infektion verstärkt. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

In dieser Arbeit wurden fünfzehn Varianten des X4-tropen HIV-1-Stammes NL4-3 

hergestellt, deren N-Glycosylierung im V1- und V2-loop verändert war. Im V1/V2-Bereich 

befinden sich insgesamt sechs potentielle N-Glycosylierungsstellen. Die Glycomutanten 

wurden durch die Veränderung der Aminosäuresequenz der N-Glycosylierungsstelle NX 

(T/S) erzeugt, wobei N gegen Q ausgetauscht wurde. Für die Herstellung der verschiedenen 

Glycomutanten wurde als erster Schritt ein Klonierungsvektor hergestellt, eine env-

Genkassette, mit Schnittstellen für AflII, PstI und BclI. Die Schnittstellen flankieren den V1- 

und V2-Bereich und ermöglichten so einen Austausch der V1- und V2-Sequenzen gegen 

chemisch synthetisierte DNA-Fragmente, die die entsprechenden Mutationen trugen. Mit 

dieser Klonierungsstrategie war es möglich, gezielt env-Mutanten herzustellen und 

anschließend das env- Gen in den retroviralen Vektor pNL4-3 zu überführen. Durch 

Transfektion der konstruierten pNL4-3-Vektoren in HeLa-Zellen wurden entsprechende 

Virusüberstände produziert. Die Viren wurden hinsichtlich ihrer Infektiosität und auf eine 

Neutralisation durch humane Patientenseren, monoklonale Antikörper und CD4 untersucht. 

Es zeigte sich, dass die C-terminalen N-Glycane g4 und g7 im V1 und V2-loop eine 

wichtige Funktion für die Replikationsfähigkeit aufwiesen. Viren mit fehlender 

Glycosylierung an g4/g7 waren kaum noch replikationskompetent und zeigten bei zusätzlich 

fehlenden Glycanen eine verringerte Fusionsaktivität und gp160-Produktion. Die 

N-terminalen und mittleren Glycane des V1/V2-loops zeigen einen entgegengesetzten Effekt. 

Virusvarianten, die an diesen Positionen nicht glycosyliert waren, zeigten eine gegenüber dem 

Wildtyp erhöhte Infektiosität. Offensichtlich sind diese Glycane g2, g3 , g5 und g6 an der 

Maskierung von Epitopen, die von neutralisierenden Antikörpern erkannt werden, beteiligt. 

Für den V1-loop konnte gezeigt werden, dass das Fehlen des g3 Zuckers das Virus 

sensitiv gegen anti-V2 und anti-V3-Antikörper, sowie sCD4 macht. Fehlt g2 verringert sich 

die Sensitivität, während das Fehlen beider N-Glycane zu einem resistenten Virus führt. 

Dieses Virus weist gleichzeitig die höchste Infektiosität aller getesteten Virusmutanten auf. 

Für den V2-loop konnte der genau entgegengesetzte Effekt beobachtet werden. Varianten 

ohne g5 und g6 ließen sich von den monoklonalen Antikörpern und von löslichem CD4 

vollständig neutralisieren, während das Fehlen des g6 und g5 Zuckers das Virus, im Vergleich 

zum Wildtyp, noch resistenter gegen neutralisierende Antikörper und CD4 machte.
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8 ANHANG 

8.1 Abkürzungen 

 

µ mikro 

A Adenin 

Abb. Abbildung 

AIDS Erworbenes Immunschwächesyndrom 

Amp. Ampicillin 

AS Aminosäure 

bp Basenpaar 

bzw. beziehungsweise 

Ca. circa 

C Cytosin 

C1-C5 konstante Regionen 1-5 des gp120 

cDNA revers transkribierte DNA 

d.h. das heißt 

DMEM Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSA Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dNTP desoxyribonukleosidtriphosphat 

E Extinktion 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA „Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“ 
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engl. englisch 

Env, env engl. envelope; Hüllprotein, Gen für das Hüllprotein 

ffu engl ‚foci forming untis‘ 

FKS Fötales Kälberserum 

G Gramm 

G Guanin 

gp Glycoprotein 

h Stunde 

HIV Humanes Immundefizienzvirus 

IN Integrase 

l Liter 

LB Luria Bertani 

m milli 

M Molar 

MA Matrix 

min Minute 

mRNA engl. messenger RNA, Boten-RNA 

M-trope Makrophagen-trope 

n nano 

NC Nucleocapsid 

NSI nicht synzytium induzierend 

NT Neutralisationstest 

p pico 

p24 Kapsid Protein 
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PBMC mononukleäre Zellen des periphären Blutes 

PBL Periphere Blutlymphozyten 

PBS engl. Phosphate buffered Saline 

PCR Polymerase Kettenreaktion 

PND Prinzipielle Neutralisations Domäne 

Pol, pol Polymeraseproteine PR, RT, IN, Gen der 

Polymeraseproteine 

Pos.  Position 

PR Protease 

RNA Ribonukleinsäure 

RPMI Rosewell Park Memorial Instiute 

RT Raumtemperatur, Reverse Transkriptase 

SI synzytium-induzierend 

sog. sogenannt 

T Thymin 

Tat,tat engl. transactivator of transcription, Gen des Tat-Proteins 

TCID50 engl. 50%-Tissue Culture Infectious Dose 

TM Transmembranglycoprotein 

Tris Tis(hydroxymethyl)aminomethan 

T-trope T-zell-trope 

U engl. Unit, Einheit  

ÜN Über Nacht 

UV Ultraviolett 

upm Umdrehungen pro Minute 

V1-V5 variable Regionen 1-5 des gp120 
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X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-Galaktopyranosid 

z.B. zum Beispiel 

 

 

 

 

8.2 Aminosäuren 

 

 

A Ala Alanin M Met Methionin 

C Cys Cystein N Asn Asparagin 

D Asp Aspartat P Pro Prolin 

E Glu Glutamat Q Gln Glutamin 

F Phe Phenylalanin R Arg Arginin 

G Gly Glycin S Ser Serin 

H His Histidin T Thr Threonin 

I Ile Isoleucin V Val Valin 

K Lys Lysin W Trp Tryptophan 

L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin 
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