Dissertation
an der
Biologischen Fakultat
der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

zur Erlangung des Dr.rer.nat.

Untersuchungen zum

Transport und Abbau des HIV-1 Envelope Glykoproteins

vorgelegt
von
Andreas Bultmann
am
16. August 2000



Erstgutachter: Prof. Lutz Gurtler
Zweitgutachter: Prof. Ruth Brack-Werner
Tag der mindlichen Prifung: 30. April 2001



Inhaltsverzeichnis

L EINLEITUNG ..ot e e e e e e e e e e e nnaas 6
1.1. Das Humane Immundefizienz Virus TYP L (HIV-1) oo 6
1.1.1. Klassifizierung und PRYIOGENIE ........couoiiiiiiiiiie e bbb 6
0 1 TSP TTSTRR 8
1.0.3. PAINOGENESE ...ttt b kbt bbb bt b b bbb R b e Rt R bbb bbbt na s 9
1.1.4. MOIEKUIAIDIOIOGIE. ....c.vcviitiieiice bbbt b ettt sb e ettt b e et e sbe e 11
1.1.5. Das ENVElOPe-GIYKOPIOLEIN. ......o.viiiiiiitiiieietertee ettt e b e e sne e 14
1.2. Das Endoplasmatische RetIKUIUM ... 15
1.3. Das GOlgi-KOMPAITMENT.........ccueiiiiieiesi sttt ettt e reeae e e et e eeseestesreaseereanseseeseeeesreareanes 17
1.4. Das Ubiquitin/ProteasomMeENSYSTEIM .........ce ittt ettt ettt b et e e nn s 18
RS T o 0] 0] =100 3 (| 0T o S 19
2. MATERIAL UND METHODEN ......iiiiii et ean e 20
2.1, Zellen, VIren UNd BaKEEFIEN ........ccooiiiiiiiie ettt sttt s ne st et neestenne e 20
2.1 L0 ZBIIBIN .t bbb h e R bRt R £ R e e e e R bRt eh e b e Rt e e et e b naeebe e ens 20
2. 1.2, VBN ottt bk bbb bbb Rt h oA oAb e R e h e R e R ek £ e R £ oAb Rt R e Rt Rt e e et e b naeeeeene e 20
PR T = -1 1] 1= POV SOUT PR 21
p N @ T 1o o] 10 | X =T [ [P 21
2.3, SEIEN UNA ANTIKOIPET ....eiiiitiiitiittiteet etttk b ekt b etk b bbbttt b et et bbbt 22
P R ST 1< o T T U OO TP U PP PP OPPTOPT 22
2.3.2. MONOKIONGIE ANTIKOIPEL ......eitiitiiieee ettt bbb bbb bbbt b e e e e besaesbe e e 23
2.4, PUfer und ChemiKalIBN ..........cviiiiiec bbbttt et 23
I 1] - (- PSPPSR 23
2.6. ProteinChemisChe IMETNOGEN...........ooiiiiie bbbttt 25
2.6. 1. IMMUNPIEZIPITALION . ...cviiitiitece et bbbt b et b e sb etk se et b e b e et e ne e e b e 25
2.6.2. GIYKOSIAASE-VEITAU. ...ttt et et b e bbbttt b e b e b nb e b e 26
P ST T VAV L= (=T 4 N = L ) S 26
PG TR o 0] (=T 111 - V) -] TSP 26
2.6.3.2. PONCEAU-S FAMUNG ... ..ttt bbb bbbttt b ettt e et 26
2.6.3.3. ANLIGENNACKWEIS. .....cveitieei ettt bbb bbbt b bbbt b b ettt b et bbb 27
2.7. MolekularbiologisChe IMETNOTEN .........c.ciuiiiiriic et 27
2.7.1. Plasmid-DNA PraPAration ........coooueieieiiieie ettt sb bbbt e st sae b et sb e b e e e e b saesbesne e 27
2.7.1.1. Plasmid-IMinipraParatiON ..........ceviiiiieriiieite ettt sttt b et b et e et b e e e b e b e bt b e et e b sn e benbeebeens 27
2.7.1.2. Plasmid-IMaxipraParalion ..........ceeueouerieierie ittt sttt bbbttt ee bbbt b et et er bbbt 28
2.7.2. RINA TSOIALION ...t bbbt bbbt bbbt e st b e s b e bt e b e e e et sae b e b e 28
2.7.3. Quantitative NUKIEINSAUrEDESTIMMUNG .......cviiiiiic et st 29
2.7.4. Modifikation VON NUKIBINSAUIEN ..........eiiiiiiiieeie ettt sae b 29
2.7.5. Gelextraktion VON DNA-FIAgMENTEN.........cciviiieiicie et ese et e e se e s sre e be et e e raesteesreesreesreeneas 30
2.7.6. Polymerasekettenreaktion (PCR) .........cciiiiiiii ettt e e et sraesteesne e e 30
2.7.7. CDNA SYNINESE.....eei ettt et e s b et e et e e s e e s te e steesteeneeeaeeesbeesbeeseesneesteeareeneas 30
8 T o] 1T (1 oo TSR 31
2.7.9. SOULNEIN BIOT ...ttt bbbkttt b e bbbt e bt s b e e bt e se e b e besbesbe b e 31
2.7.10. Transformation und TranSTEKLION ...........ociiiiiii e e 32
2.7.10.1. Herstellung chemisch KOMPEteNter E.COlI ........ccviiiieiiiieice e 32



Inhaltsverzeichnis

2.7.10.2. Transformation chemisch KOMPEteNnter E.COlI ........ccviviriiiiiiiiiieieic e 32
2.7.10.3. Transfektion eukaryontiSCher ZEHEM .........ccveiiiiiiie et 33
2.7.010. SEOUENZIEIUNG. .. ..ettitteteeieesie ettt besbeete et ese e st bestesbesbeebeeb e e e ea b e sbeeb e s b e ebe ek e e beehb e b e b e ebeeh e ebeenteseenb e besbesbeere e 34
2.8. ZellbiologiSChe METNOTEN ........ccvoiiiii sttt e reere e e e beseeseeene e 34
2.8. 1. IMIKIOINJEKLION ...ttt bbb bbbt b bbbttt s 34
2.8.2. IMMUNTIUOTESZENZ.......cviiieeeieee bbbttt bbbttt e et nbe s 34
2.8.2.1. DUICHTIURZYEOMELIIE ...ttt e et bbbttt b ettt b et b et 34
2.8.2.2. ImmUNTIUOIESZENZ FAMDUNG .....ooviiiiiiieiec bbb bbb 35
2.8.3. ZEHTrAKEIONIEIUNG ...ttt bbb ek b ekt bt b e s bt e bt nb e e bt et e st s e et e nbe e ebe e 35
2.8.3.1. MembranfraktioNIEIUNG .........cciiiiiiiiiei bbbt b et b et nb e 35
2.8.3.2. MiKrOSOMENPIAPAIALION. .....c.iititiiiitirteiietetes ettt ettt bbb bbbt e et b ettt b et 35
2.8.3.3. MiKroSOmMENAUTTEINIGUND. .....c.iveriitiietiiteiit ettt bbbttt bbbt b 36
2.8.4. PrOTEASOIMENASSAY ....veuververiseauieseesissessessesseeseesseasesbeabesbeasees b e neeab e s b e eb e e s e e s e b e nb e e bt e bt ese e s e eb e eb e e s e en e nennenn e ne e 36
2.9, GelElEKEIOPNOIESEN. ...ttt bbbt bbb bbbt 36
2.9.1. AQaroSegelelEKITOPNOIESE ... ettt e bttt eb e 36
2.9.2. PolyacrylamidgelelektrOpROrESE ........coui i 37
2.9.2. 1. SDS-PAGE ..ottt bbb R £ bbb bbb e bt 37
2.9.2.2. SEOUBNZYCL. ...ttt bttt bbb R Rt R e e bbbt bt e et e b b ebeenes 37
3. ERGEBNISSE ... 38
3.1. Proteasomale Degradation VON ENV.........cccccciiiiiiiiiii ittt sttt nne e 38
3.1.1. Lokalisation des HIV-1 ENV-GIYKOPIOTEINS .......cociiiiiiriiiiiriiiei et 38
3.1.2. Ubiquitinierung des ENV-GIYKOPIOTEINS .......cooiriiiiiiiiiiiiieirieesesi et e 42
3.1.3. Proteasomale Degratation ..........cccuieeiriiiinieeesieiee sttt 48
3.1.4. SECOLIP-ASSOZIALION VON BNV ..cooiiiiiiitiieietiet ettt bbbttt nne s 50
3.2. Golgi Retention/REtrieVal VON BNV ... 52
3.2.1. Identifikation von inhibitorischen Sequenzelementen im heterologen System ..........ccccooeveiineiiinnnne 53
3.2.2. Test der inhibitorischen Elemente is1 und is2 im homologen SyStem ..........cccevvviiriineiinennisenscseenns 62
3.2.2.1. Herstellung eines synthetiSCheN NV GENS ........ccvoiiiiiie e s 62
3.2.2.2. 1s1 und is2 inhibieren die Oberflachenlokalisation VON ENV ..........ccoeeiiiiciinninieeeceee e 65
4. DISKUSSION . e e e e e e e e ra e e e e nnn e 67
4.1. Degradation von ER-retentiertemM ENV.........cccoiiiiii it sttt seeseeene e 67
.11 UDIQUITINIEIUNG ..ttt bbb bbb bbb bbbttt b ettt 67
4.1.2. Proteasomale Degratdation .............ccereiiiriiriieisie ekttt e 70
4.2. Oberflachenexpression des HIV-1 ENV GIYKOPIOtEINS. .........couiiiiiiiiiiiiieiccneeecseeere e 72
5. ZUSAMMENFASSUNG ... .o e e e e e 77
6. ABKURZUNGEN .......coiiiiitiiiie ettt ettt ettt ettt aeeae et 79
7. PUBLIKATIONEN ...t e e e e e e e 81
8. DANKSAGUNG ..o e e e e e e e e e e e e ennaas 82
9. LITERATUR . .o e e e e e e e e e e e n e e e e nnnnas 83



Inhaltsverzeichnis

10. LEBENSLAUF



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Humane Immundefizienz Virus Typ 1 ( HIV-1)
1.1.1. Klassifizierung und Phylogenie

HIV-1 gehoért taxonomisch zur Familie der Retroviridae, Genus Lentivirus, und zusammen
mit SIV und HIV-2 zur Gruppe der Primatenlentiviren (Abb. 1.1). Retroviren sind umbhdillte,
positivstrangige RNA Viren, fir deren Replikation das Enzym Reverse Transkriptase
notwendig ist. Dieses Enzym konvertiert das RNA Genom in ein DNA Provirus, das in das
zelluldre Genom integriert. HIV-1 ist ein exogenes, nichtonkogenes Retrovirus mit einer
GroRe von etwa 9200 Nukleotiden. Es ist umhullt, besitzt eine pleomorphe und sphérische
Gestalt und einen Durchmesser von 80 - 100 nm (Abb. 1.2). Der Viruspartikel ist aus Kapsid
und Virushille aufgebaut und enthalt zwei Kopien des RNA Genoms. Die retrovirale Hulle ist
eine Lipid-Doppelmembran, die von der zelluldare Membran stammt und das virale
Glykoprotein Env (,,envelope®) trégt.
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Abb. 1.1: Phylogenetischer Baum der Primatenlentiviren (PLV). Zugrundegelegt wurden die
Sequenzvergleiche der Polymerase. Die Klammern auf der rechten Seite indizieren die 5 PLV-Haupt-
linien (nach David Robertson, University of Oxford, England, 1999).
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' ; Abb. 1.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von HIV-1 (nach
Department of Microbiology, University of Otaga, Neuseeland)

Im Unterschied zu anderen Retroviren kodiert HIV-1 als Lentivirus auch fur mehrere
regulatorische und akzessorische Proteine. Ein wichtiges Charakteristikum von HIV-1 ist die
Fahigkeit, nichtteilende Zellen zu infizieren (Lewis et al., 1992).

HIV-1 ist durch einen ungewdéhnlich hohen Grad an genetischer Variabilitat charakterisiert.
Anhand der env-Gensequenzen von Virusstdmmen unterschiedlicher geographischer Herkunft
kann HIV-1 in drei Hauptgruppen M (,,major®), O (,,outlier*) und N (,,new*) eingeteilt
werden. Die HIV-1 Gruppe M wird weiter eingeteilt in die genetisch unterscheidbaren
Subtypen A-J, waéhrend die Gruppe O aus einem Pool an hochdivergenten, genetisch
verwandten Stdmmen besteht, bei denen keine Gruppen von Subtypen definiert werden
konnten (Osmanov et al., 1994) (Gurtler et al., 1994; Gurtler et al., 1996; Kostrikis et al.,
1995) (Charneau et al., 1994; Vanden Haesevelde et al., 1994). Ein kirzlich in Kamerun
entdecktes Virusisolat, das sich sowohl von der Gruppe M als auch von O unterscheidet,
représentiert die Gruppe N (Simon et al., 1998).

HIV-1 ist seit 1983 als urséchliches Agens fur die Entstehung der Krankheit AIDS (,,Aquired
Immunodeficiency Syndrom*), die erstmals 1981 bei einer Gruppe homosexueller Manner mit
schweren opportunistischen Infektionen beschrieben wurde, bekannt. AIDS wird durch zwei
verschiedene Retroviren, das Humane Immundefizienz Virus 1 (HIV-1) und das Humane
Immundefizienz Virus 2 (HIV-2), verursacht. HIV-1 ist verantwortlich fir die globale
Pandemie, wéhrend HIV-2 im wesentlichen auf Westafrika beschrankt ist und weniger
virulent zu sein scheint. Beide Viren sind phylogenetisch mit anderen Primatenlentiviren
verwandt (Desrosiers, 1990a; Desrosiers, 1990b; Doolittle, 1989a; Doolittle et al., 1989b;
Gojobori et al., 1990)(Abb. 1.2). Beide Viren haben ihren Ursprung in Afrika (Chitnis et al.,
2000; Zhu and Ho, 1995; Zhu et al., 1998). Sie sind als zoonotische Infektionen von Primaten
auf Menschen Ubertragen worden. Im Fall von HIV-1 gelten Schimpansen (Pan troglodytes

troglodytes), bei HIV-2 Mangaben (Cercocebus atys) als Priméarreservoir (Chen et al., 1997;
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Chen et al., 1996; Gao et al., 1999; Gao et al., 1994; Gao et al., 1992; Hirsch et al., 1989).

1.1.2. Klinik

Die HIV-Epidemie begann Anfang der achtziger Jahre etwa gleichzeitig in den groRten
Stadten Zentralafrikas und den USA. Seitdem hat sich diese Infektion weltweit ausgebreitet
und sich insbesondere in den Léandern der Dritten Welt - besonders in Afrika, Indien,
Stdostasien und Stdamerika - zu einer Pandemie entwickelt. Nach Angaben der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind heute weltweit mehr als 30 Millionen Menschen
bei geschétzten 16.000 Neuinfektionen pro Tag mit HIV infiziert und 11,7 Millionen bereits
an AIDS gestorben (report of the global HIVV/AIDS epidemic, WHO 1998) (Abb.1.3).
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& South-East Asia
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Latin America Africa i
i |
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12 000

Abb. 1.3: Geschatzte Verteilung HIV-infizierter Erwachsener 1998 (nach WHO Global Programme
on AIDS, WHO)

Beim Menschen wird HIV 1 und 2 durch kontaminiertes Blut (Transfusion, kontaminierte
Injektionsnadeln) und Blutprodukte (z.B. nicht virus-inaktivierte Blutgerinnungspraparate)
sowie durch Samen- und Vaginalflissigkeit bei homo- oder heterosexuellen Kontakt tber-
tragen. Aullerdem kann das Virus auch vertikal von der Mutter auf das Kind tbergehen. In
Europa und den USA stellen Homosexuelle, intravenés Drogenabhangige, Hamophile, Trans-
fusionspatienten und die nach vertikaler Transmission Infizierten noch immer den groRten
Anteil der HIV Trager, wohingegen in den Landern der Dritten Welt die Ubertragung durch

heterosexuellen Kontakt Uberwiegt.
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Die Priméarinfektion verlauft in der Regel inapparent, selten auch als Mononukleose-&dhnlicher
Infekt, gefolgt von einer ausgedehnten, asymptomatisch verlaufenden Latenz-Phase von
gewohnlich 2 bis mehr als 10 Jahren. Es sind aber auch Félle bekannt, sogenannte ,,long-term
survivors®, bei denen die asymptomatische Phase seit mehr als zwanzig Jahre andauert. In
dieser Zeit lassen sich in den Patienten zwar HIV-spezifische Antikdrper nachweisen,
infektioses Virus findet man im peripheren Blut nicht, infizierte Zellen nur in geringen
Mengen. An die Latenzphase kann sich das Stadium der Lymphadenopathie
(LAS=Lymphadenopathie Syndrom) anschlie3en, das mehrere Wochen bis Jahre andauert und
durch eine generalisierte LymphknotenvergroRerung gekennzeichnet ist. Dieses kann von
einer Phase abgeldst werden, die als ,,AIDS-related complex* (ARC) bezeichnet wird, dessen
Symptome (Fieber, Nacht-schweil3, Gewichtsverlust) sich spontan zurtickbilden kénnen. Die
HIV-Infektion kann in diesen Phasen Uber Jahre stabil bleiben oder in kirzester Zeit zum
Vollbild der AIDS-Erkrankung Gbergehen. Bei HIV-Infizierten verandern sich viele T- und B-
zellspezifische Parameter (Birx et al., 1986; Edelman and Zolla, 1989; Giorgi et al., 1987;
Miedema et al., 1988; Yarchoan et al., 1986) (Gurley et al., 1989) als Folge der Abnahme und
des funktionellen Verlusts der CD4"-T-Helferzellen. Ein Hinweis auf die Verschlechterung
der klinischen Situation ist meist der Abfall der CD4-positiven Zellen im Blut (Normalwert:
>1000 CD4"-Zellen pro Mikroliter Blut). Im Endstadium der HIV-Infektion liegt ein
vollstdndiges Versagen des Immunsystems vor, was sich in rekurrierenden Infektionen mit
opportunistischen Erregern und dem Auftreten von malignen Tumoren wie dem Kaposi
Sarkom widerspiegelt. In dieser Spatphase der Erkrankung ist eine hohe Viruslast im
peripheren Blut nachweisbar, assoziiert mit einer Abnahme HIV-spezifischer Antikdérper und
der CD4" T-Zellzahl. Die Abnahme der CD4"-Zellen korreliert mit der Zunahme der

Virusproduktion und virusinfizierter Zellen (Schnittman et al., 1989).

1.1.3. Pathogenese

Das Virus gelangt bei der Infektion in der Regel Uber Schleimhautl&sionen ins Blut. Es wird
vermutet, dal} Langerhans-Zellen und Makrophagen die priméren Zielzellen von HIV sind,
und daB sie Uber Lymphflissigkeit in die néchstliegenden Lymphorgane und -gewebe
transportiert werden. Lymphknoten, die den Hauptvermehrungsort der Viren darstellen,
besitzen eine wichtige Rolle fur die Ausbildung der zelluldren und humoralen Immunantwort.

Obwohl wahrend der Latenzphase nur eine geringe Virusmenge im Blut nachweisbar ist,
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findet in den Keimzentren der Lymphknoten eine starke Virusreplikation statt. Ungefahr 10°
neue infektidse Viruspartikel werden pro Tag gebildet und freigesetzt; ebensoviele CD4'-
Zellen werden zerstort und wieder regeneriert (Ho, 1995a; Ho et al., 1995b).

Da zu diesem Zeitpunkt das Immunsystem noch intakt ist, kann es die massive Virus-
produktion unter Kontrolle halten. Beim Ubergang in die symptomatische Phase bricht dieses
Gleichgewicht zusammen, so dal} das Immunsystem nicht mehr in der Lage ist, die Viren in
den Lymphknoten zuriickzuhalten und zu eliminieren. Ein wichtiger Aspekt in der
Pathogenese ist die kontinuierliche Anderung der viralen Epitope. Bedingt durch die
Fehlerrate der reversen Transkriptase kommt es zu einer hohen Mutationsrate im Virusgenom,
die im Bereich von einem fehlerhaft eingebauten Nukleotid pro Replikation und Genom liegt.
Die Viren konnen so den Abwehrmechanismen der Zelle entkommen.

Durch die hohe Mutationsrate kommt es auch zu phanotypischen Verénderungen und zu
verénderten Replikationseigenschaften der Viren (McNearney et al., 1992; Schuitemaker et
al., 1992). Wéhrend man zu Beginn einer Virusinfektion ausschlielich Virusisolate findet,
die in der Zellkultur keine Synzytien induzieren (sogenannte NSI-Isolate), einen Tropismus
fur Makrophagen besitzen und sich in vitro langsam vermehren, sind die Viren des spateren
Stadiums T-lymphotrop, induzieren Synzytien (SI) und erreichen in Zellkultur rasch hohe
Titer (Fenyo et al., 1988; Tersmette et al., 1988; Tersmette et al., 1989). Im Laufe einer HIV-
Infektion entstehen also durch die Hypervariabilitdt kontinuierlich Virusvarianten, die der
Immunantwort entgehen.

Das Oberflachenmolekil CD4 stellt den primaren Rezeptor fir HIV dar. Das Virus bindet
uber sein Hullprotein gp120 gleichzeitig an CD4 (Maddon et al., 1986) (Dalgleish et al., 1984;
Klatzmann et al., 1984) und an Chemokinrezeptoren, die als Korezeptor wirken (Clapham et
al., 1999; Deng et al., 1996; Feng et al., 1996). Synzytien-induzierende (SI) und nicht-
Synzytien-induzierende (NSI) Isolate verwenden unterschiedliche Chemokinrezeptoren zum
Viruseintritt (Bjorndal et al., 1997; Tscherning et al., 1998; Zhang et al., 1997). CD4 wird auf
T-Lymphozyten, aber auch auf Monozyten, Kolonzellen, dendritischen Zellen und Gliazellen
des Gehirns exprimiert, die von HIV infiziert werden kdnnen (Cheng et al., 1987; Collman et
al., 1989; Dewhurst et al., 1987a; Dewhurst et al., 1987b; Fantini et al., 1992; Fantini et al.,
1991). CD4" T-Lymphozyten, die Hauptzielzellen des Virus, besitzen im human
Immunsystem eine kritische regulatorische Funktion, da sie fur die Induktion der humoralen

und zelluldren Immunantwort notwendig sind. Der Verlust der Anzahl und der Funktion der
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CD4" T-Lymphozyten resultiert in einem Versagen des Immunsystems mit der Folge der
Ausbildung opportunistischer Erkrankungen und charakteristischer Tumoren.

Die Faktoren, die zur Abnahme und zum Funktionsverlust der CD4"-Zellen fiihren, wurden
bisher nicht mit Sicherheit identifiziert. Neben einer direkten zytolytischen Wirkung von HIV
wird eine Depletion der CD4"-Zellen als Folge der Immunantwort, sowie eine Reihe anderer
Mechanismen, zum Beispiel von Makrophagen sezernierte Zytokine, Apoptose durch Bindung
von loslichem gp120 an CD4%-Zellen oder sezerniertem Tat-Protein (,transactivator of
transcription®), das Vpr-Protein (,,viral protein rapid“), Aktivierung der NO-Synthase,
oxidativer Stress, Présentation von HIV-spezifischen Antigenen und gpl120 durch antigen-
prasentierende Zellen diskutiert (Adamson et al., 1996; Banda et al., 1992; Casella and Finkel,
1997; Cottrez et al., 1997; Israel and Gougerot, 1997; Kolesnitchenko et al., 1997; Li et al.,
1995; Oyaizu and Pahwa, 1995; Piller et al., 1999; Wick, 1999).

1.1.4. Molekularbiologie

Die Genomstruktur von HIV-1 ist komplex und weist mehrere Uberlappende Leseraster und
eine Vielzahl differentiell gespleiBter mRNAs auf. Zusatzlich zu den retroviralen Genen gag
(gruppenspezifische Antigene), pol (Polymerase) und env (Hullprotein) besitzt HIV-1 regula-
torische und akzessorische Gene. Neben den essentiellen regulatorischen Genen rev
(,,regulator of expression of virion proteins®) und tat (,,transactivator of transcription®)
werden die nicht essentiellen akzessorischen Gene nef (,,negative regulating factor*), vpu
(,,viral protein out®), vpr (,,viral protein rapid*) und vif (,,viral infectivity factor*) kodiert
(Abb. 1.4).

Das gag-Gen kodiert fir das Vorlauferprotein p55gag, das nach der Spaltung durch die virus-
kodierte Protease das Viruskapsid durch Selbstassemblierung bildet und mit anderen viralen
Komponenten (RNA, Pol-Proteine, Env-Proteine) interagiert. Wahrend des Zusammenbaus
des Nukleokapsids wird der gag-Vorladufer durch die virale Protease in die vier viralen
Proteine p17 (MA), p24 (CA), p7 (NC), p6 (LI) und zwei kleine Proteine, plgag und p2gag
prozessiert. Das gag-Protein interagiert mit zusétzlichen zellularen Faktoren wie Cyclophilin
A, die fur die Ausbildung eines infektidsen Virions notwendig sind (Franke et al., 1994;
Luban, 1996).

11
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Linkage - protein, structure + function

Envelope env

Surface projections  glycoprotein 5U

Outer anvelope glycoprotein TM
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©- ame TEVErse transcriptase
. == polymerase
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Abb. 1.4: Genomische Karte von HIV-1 (nach International Committee on Taxonomy of Viruses,
National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD)

Das phosphorylierte Matrixprotein (MA) wird myristyliert und ermdglicht so die Assoziation
des Polyproteins mit der inneren Membranoberfldche (Jacobs et al., 1989). Zudem fordert es
den Transport des in doppelstrangige DNA Uberschriebenen Virusgenoms in den Zellkern und
ermdoglicht auch die HIV-Infektion ruhender Zellen (Bukrinsky et al., 1993). Das Kapsid-
protein CA bildet den kegelstumpfférmigen Anteil des Virus und ist ebenfalls phosphoryliert.
Das Nukleokapsidprotein (NC) enthalt zwei Cystein-Histidin-Motive, die Ahnlichkeiten mit
den Zinkfingerdoménen nukleinsdurebindender Proteine aufweist (South et al., 1991;
Summers et al., 1992; South et al., 1991). Es bindet die genomische RNA sequenzunabhéngig
(Karpel et al., 1987). Das Adapter-Protein wird fir den korrekten Zusammenbau des
Viruskapsid benétigt und interagiert mit dem viralen Protein Vpr (Paxton et al., 1993,
Tessmer and Krausslich, 1998). Die Rolle des pl-Peptids ist nicht bekannt. Das p2-Peptid
moduliert die Rate und die Abfolge der gag-Prozessierung (Krausslich et al., 1995; Pettit et
al., 1994).

Das pol-Gen kodiert fur die verschiedene virale Enzymaktivitdten: Protease, Reverse
Transkriptase, virale RNase und Integrase. Die Protease ist eine Aspartat-Protease und
schneidet das gag-Vorlauferprotein wahrend der Assemblierung. Sie ist nur als Dimer aktiv
und besitzt zwei identische Untereinheiten (Kohl et al., 1988). Die Mg?*-abhangige Reverse

Transkriptase ist ein Heterodimer aus p66 und p51. Sie besitzt drei enzymatische Aktivitaten:
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RNA-abhangige DNA Polymerase, DNA-abhangige DNA Polymerase und Ribonuklease H
(RNase H). Die Polymeraseaktivitat liegt im N-terminalen Bereich von p51 und p66, wéhrend
sich die RNase-Aktivitat im C-terminalen Teil der groReren Untereinheit befindet. Das Enzym
besitzt keine Korrekturaktivitat (,,proof reading®), so daR etwa ein fehlerhaft eingebautes
Nukleotid pro 2000-4000 Nukleotide auftritt (Preston et al., 1988). Die Integrase ist das virale
Protein, das fur die Integration der proviralen DNA in die zellulare DNA verantwortlich ist.
Sie besitzt Endonuklease- und Ligaseaktivitat.

Die Genprodukte Tat und Rev regulieren auf transkriptioneller und posttranskriptioneller
Ebene die HIV-Expression (Cullen, 1991; Rosen, 1991). Tat aktiviert die Transkription viraler
Gene durch Bindung an das cis-aktive TAR-Element (tat-responsive element) auf der
naszierenden viralen mRNA. Dieses Element befindet sich auf allen viralen mRNAs und liegt
im Bereich von Nukleotid 1 - 44 (Rosen et al., 1985). Tat interagiert auch mit Faktoren, die an
Enhancer-/Promotorelemente in der viralen Promotorregion binden (Yu et al., 1995). Rev
dagegen ist ein posttranskriptioneller Aktivator und beeinfluBt das ,,Splicing®, den mRNA-
Transport, die mRNA-Stabilitdt und die Translation ungespei3ter und teilweise gespleilter
viraler mRNAs, die fur spate und strukturelle Proteine kodieren (D'Agostino et al., 1992;
Emerman and Malim, 1998; Lawrence et al., 1991; Malim et al., 1989a; Meyer and Malim,
1994; Pollard and Malim, 1998). Rev bindet an das rev-Bindungselement (RRE) viraler
MRNA, welches sich im Bereich des Leserahmens fir das gp41 Hullproteins befindet.

Die akzessorischen Proteine Nef, Vif, Vpr und Vpu sind fir die Replikation in einigen
Zellkulturen nicht essentiell, obwohl ihr Konservierungsgrad in allen Virusisolaten vermuten
lait, dal} sie fur den Viruszyklus im Menschen wichtig sind. Nef werden eine Reihe von
Wirkungen zugesprochen, zu denen die Herunterregulation von CD4, die Interaktion mit
zelluldren Kinasen mit Anderung des zelluldren Aktivierungsstatus, die Inhibition von
Knochenmarkszellen, die Induktion von Interleukin 6 und die Inhibition der Proteinsynthese
gehdren. Fur Vif wurde gezeigt, daR es die Infektivitat, jedoch nicht die Produktion von
Virus-partikeln beeinfluBt. Fir Vpr wird angenommen, dal3 es in den nuklearen Import des
Pré-integrationskomplexes involviert ist, zelluldre Gene transaktiviert und Zelldifferenzierung
bzw. einen Zellwachstumsstop induziert. Vpu erfullt wenigstens zwei biologische Funktionen,
die Degradation von CD4 im endoplasmatischen Retikulum und die Verstarkung der Virus-

freisetzung von der Plasmamembran infizierter Zellen.
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1.1.5. Das Envelope-Glykoprotein

Das env Gen von HIV-1, das zusammen mit dem vpu Gen auf einer gespleifiten RNA
transkribiert wird, kodiert fir das Env-Vorldauferprotein. Die bicistronische mRNA wird in
einem spaten Stadium der viralen Replikation synthetisiert und ist aufgrund negativer
Sequenzelemente abhangig von der Funktion des Rev Proteins. Die Prozessierung von Env
geschieht auf dem sekretorischen Weg zur Zelloberflache. Wahrend des kotranslationellen
Transfers in das endoplasmatische Retikulum (ER) wird das Signalpeptid von einer zelluldren
Endoprotease entfernt und Oligosaccharidketten - vor allen Mannosereste - angehangt. Neben
der N-Glykosylierung tritt auch eine O-Glykosylierung auf (Hansen et al., 1992). Fir die
korrekte Faltung des Proteins und fir eine aktive Konformation sind die Ausbildung von
intramolekularen Disulfidbindungen und die Glykosylierung bedeutend (Fennie and Lasky,
1989) (Fenouillet et al., 1994). Im Golgi werden die Mannoseeinheiten getrimmt und andere
Zuckerreste wie Fucose, Galaktose und n-Acetylglucosamin angehédngt, so dal} das virale
Glykoprotein sowohl komplexe als auch hybride Karbohydratseitenketten aufweist (Ratner,
1992). Das Vorlauferprotein gp160 wird im TGN-Kompartment (transgolgi network) durch
die zellularen Proteasen Furin and PC7 in die Untereinheiten gp120 (SU - ,,surface*) und
gp4l (TM — ,transmembrane) prozessiert (Kantanen et al., 1995; Moulard et al., 1999;
Wouters et al., 1999), die durch nicht-kovalente Bindung ein Heterodimer bilden. Diese
Heterodimere lagern sich zu trimeren Komplexen auf der Zellmembran Env-exprimierender
Zellen zusammen, wobei die Multimerisierung Uber die gp4l Transmembranuntereinheit
erfolgt (Lu et al.,, 1995; Shu et al.,, 1999). Der Transport des Env Proteins Uber den
sekretorischen Weg ist ineffizient, so dal’ nur 5 — 15 % an die Zelloberflache gelangt (Willey
et al., 1988). Der grofite Anteil verbleibt im endoplasmatischen Retikulum oder dem cis-Golgi
Kompartment und wird nachfolgend degradiert, wobei als Orte der Degradation die
Lysosomen, Golgi-assoziierte Kompartmente und das ER selbst diskutiert werden (Courageot
et al., 1999; Earl et al., 1991; Kimura et al., 1996; Willey et al., 1988). Limitiert wird der
Transport sowohl durch die Effizienz der Signalpeptidprozessierung (Li et al., 1996), als auch
durch die Glykosylierung und durch die korrekte Faltung und Oligomerisierung im ER (Earl
et al., 1991; Fenouillet and Jones, 1995; Otteken et al., 1996a). Wéhrend des Wegs durch die
zelluldren Kompartmente interagiert das Env Protein mit einer Vielzahl von Proteinen,
insbesondere mit den zellularen Chaperonen Calnexin, Calreticulin und BiP (Earl et al., 1991;
Li et al., 1996; Otteken et al., 1996a; Otteken and Moss, 1996b). Neben der Glykosylierung
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kann das Env Protein auch sulfatiert (Bernstein and Compans, 1992) und palmityliert werden
(Yang et al, 1997). Der ungewohnlich lange zytoplasmatische Anteil der
Transmembranuntereinheit bindet im Viruspartikel an das Gag Protein, beeinflufit neben
Partikelbildung und Infektiositat die Knospungsseite (,,oudding®) in polarisierten Zellen und
die Oberflachenexpression (Haffar et al., 1990; Rowell et al., 1995) (Lodge et al., 1994;
Lodge et al., 1997; Salzwedel et al., 1993). Als zelluldre Bindungspartner des
zytoplasmatischen Schwanzes von gp160 sind unter anderem Bestandteile der AP1- und AP-2
Adaptorkomplexe beschreiben worden (Boge et al., 1998; Ohno et al., 1997). Deletion dieser
Doméne, wie sie in Kulturen chronisch infizierter Zellen beobachtet worden ist (Zaides et al.,
1994), steigert sowohl den Proteintransport als auch die Prozessierung des gpl60. Im
proximalen Anteil der zytoplasmatischen Doméne konnte ein Internalisierungsignal (YXXL)
identifiziert werden, das sowohl bei HIV als auch bei SIV konserviert ist. Neben diesem
Signal werden weitere vermutet, die die Internalisierung oder eine Retention induzieren
(Berlioz et al., 1999; Haffar et al., 1990; Rowell et al., 1995).

Die biologische Funktion des Env Proteins ist die spezifische Erkennung der Zielzelle, die
Bindung an die Zelle und die anschlielende Membranfusion. Als Rezeptor fir HIV-1 wurde
das CD4 Molekul, als Korezeptoren verschiedene Chemokinrezeptoren wie CXCR4 und
CCR5, die zu der Klasse der sogenannten CXC- oder CC-Chemokinrezeptoren gehdren,
identifiziert (Deng et al., 1996; Feng et al., 1996). Durch die Bindung des gp120 an die
Rezeptoren kommt es zu einer Konformationsanderung, wodurch das N-terminale Fusions-
protein des gp4l exponiert und die Fusion der viralen Membran mit der der Wirtszelle

vermittelt wird.

1.2. Das Endoplasmatische Retikulum

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) ist der Ort der Synthese, der Faltung und der
Modifikation der Proteine, die fir die Sekretion, die Plasmamembran oder fur die
sekretorischen und endozytotischen Organellen bestimmt sind. Die neusynthetisierten
Proteine werden einer Qualitatskontrolle unterzogen, wobei miRgefaltete oder nicht-
assemblierte Proteine retentiert und degradiert werden (Hurtley and Helenius, 1989; Klausner
and Sitia, 1990). Die Qualitatskontrolle und die Katalyse der Faltung erfolgt durch die
transiente Bindung an die ER-residenten Chaperone und Enyzme wie BIiP, Calnexin,

Calreticulin und Proteindisulfidisomerase (PDI). Proteine werden kotranslational Uber den
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heterotrimeren Sec61-Komplex in das ER transloziert, wobei durch Bindung von BiP an
hydrophobe Bereiche der neusynthetisierte Peptidkette der Riicktransport ins Zytosol und die
Aggregation des Proteins im ER verhindert und die Freisetzung vom Translokon erméglicht
wird (Matlack et al., 1999). Die PDI katalysiert abhédngig vom Redoxzustand die Bildung oder
Auflésung von Disulfidbindungen. Die homologen ER-residenten Lektine, Calnexin und
Calretikulin, binden an fast alle l6slichen und membrangebundenen neusynthetisierten
Glykoproteine. Im Zusammenspiel mit der UDP-Glukose: Glykoprotein-Glykosyltransferase
(GT) und der Glucosidase Il bilden sie ein Kontrollsystem fir deren korrekte Faltung. Bei der
N-Glyko-sylierung der Proteine wird ein Kern-Oligosaccharid aus zwei N-Acetylglucosamin-,
neun Mannose- und drei Glukoseresten auf die freie Aminogruppe einer Asparaginseitenkette
in einem Schritt bertragen. Durch die Glukosidase | und Il werden die Glukoseeinheiten auf
eine verkdrzt, die dann von Calnexin und Calretikulin erkannt und gebunden wird. Der
verbleibende Glukoserest wird von der Glukosidase Il abgespalten, woraufhin der Komplex
aus Chaperon und Protein dissoziiert. Ist das Protein richtig gefaltet, wird es aus dem ER
transportiert. Fehlgefaltet wird es durch GT erkannt, reglykosiliert und tritt durch Calnexin
gebunden wiederum in den Kontrollzyklus ein (Parodi, 1999). Es kann aber auch dem Abbau
zugefihrt werden. Ein moéglicher Mechanismus ist die Markierung durch die Mannosidase |
fir die ER-assoziierte Degradation. Hierbei wird durch das Enzym ein Mannoserest
abgespalten, wodurch das Glykoprotein seine Affinitat zur Glukosidase Il verliert und nicht
mehr schnell aus der Calnexinbindung freigesetzt wird (Liu et al., 1999). Daraufhin kommt es
zum Rucktransport Gber den Sec61-Komplex aus dem ER ins Zytoplasma (Plemper and Wolf,
1999a; Plemper and Wolf, 1999b), zur Deglykosylierung und zum Abbau durch das
Proteasom. Die Faktoren, die die Verbindung zwischen den einzelnen Schritten bewirken,
sind bisher nicht bekannt. Die verbliebenen Zuckerreste kdnnen weiter getrimmt werden
(Kornfeld and Kornfeld, 1985).

Neben der Glykosylierung kdnnen zusatzliche Modifikationen an den Proteinen vorkommen.
Zu diesen gehoren das Anhdngen von Glykosyl-Phosphatidylinositolresten und wvon
Fettséuren, insbesondere Palmitinsdure (Schultz et al., 1988). Korrekt gefaltete und
modifizierte Proteine werden in den Golgi transportiert. Proteine, die ER-resident sind,
beeinhalten Signale, die sie im ER zurtickhalten oder auch wieder vom Golgi in das ER
zurlicktransportieren. Dies ist notig, da einige ER-Proteine zur vollstandigen Reifung im

Golgi modifiziert werden missen. Als Signal kommt oftmals ein karboxyterminales
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Tetrapeptid (KDEL), fur Typ I-Membran-proteine ein karboxyterminales Dilysinmotiv
(KKXX, KXKXX) und fur Typ IlI-Membran-proteine ein Diargininmotiv vor, das in den
ersten flnf aminoterminalen Resten zu finden sein mul} (Jackson et al., 1990; Pelham, 1990;
Schutze et al., 1994). Auch polare Aminosduren in der Transmembrandoméne kénnen einen
EinfluB auf die ER-Lokalisation haben (Grupp et al., 1995).

1.3. Das Golgi-Kompartment

Der Golgi-Komplex besteht aus einem Stapel von Membransdcken, die ein Set von
Subkompartmenten bilden und sich in mindestens drei biochemisch verschiedene Einheiten
unterscheiden lassen (Dunphy and Rothman, 1985). Der Golgi erfullt zwei wichtige
Funktionen: Die Verdanderung der Oligosaccharideinheiten der Glykoproteine und die
Sortierung der Proteine. Ein Kennzeichen des Golgi sind die Enzyme, die die Oligo-
saccharidseitenketten in die reife Form transfomieren. Der cis-Golgi beinhaltet Mannosidasen,
die die N-gebundenen Oligosaccharide verkiirzen. Im medialen Golgi kdénnen weitere
Mannosereste entfernt und N-Acetylglukosamin- und Fukosereste angehangt werden. Mit
Galaktose und Sialinsdure konnen Proteine im trans-Golgi modifiziert werden. Im Golgi
findet die Sortierung der Proteine und der selektive vesikulére Transport zu ihrem jeweiligen
Bestimmungort - Lysosom/Endosom, Sekretion oder Plasmamembran - statt. Fur die
Retention Golgi lokalisierter Proteine werden zwei Modelle angenommen. Das erste basiert
auf der Retention durch Oligomerisierung, wobei es zu grof3en Aggregatbildungen kommt, die
nicht mehr transportiert werden kdnnen (Nilsson et al., 1993). Dem zweiten liegt die
Annahme unterschiedlicher Membrandicken entlang des exozytotischen Wegs zugrunde, so
dalR Golgi-proteine aufgrund ihrer kiirzeren Transmembrandomane in ihrem Kompartment
verbleiben (Munro, 1995). Der zytoplasmatische Anteil eines Glykoproteins kann eine Golgi
Lokalisation bewirken, wie anhand eines viralen Glykoproteins (G1 Membranglykoprotein
des Uukuniemi Virus) gezeigt werden konnte (Andersson et al., 1997; Andersson and
Pettersson, 1998). Neben den Retentionssignalen existieren Sequenzmotive, die fir einen
Ricktransport in den Golgi-Komplex verantwortlich sind. Sie enthalten Tyrosinreste oder
zwei Leuzine oder bestehen aus sauren oder aus phenylalaninhaltigen Regionen (Bryant and
Stevens, 1997; Ponnambalam et al., 1994; Schafer et al., 1995).
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1.4. Das Ubiquitin/Proteasomensystem

ER-assozierte Degradation wird durch das zytoplasmatische 26S Proteasom durchgefuhrt. Der
Prozel} geschieht in mehreren Schritten: Erkennung der zum Abbau bestimmter Proteine im
ER, dann Ricktransport tber den Sec61-Komplex ins Zytosol, gefolgt von Deglykosylierung,
Ubiquitinierung und schlieBlich dem Abbau durch das Proteasom. Das 26S Proteasom besteht
aus dem tonnenformigen 20S katalytischen Komplex, der von beiden Seiten von den 19S
regulatorischen Einheiten flankiert wird. Die Substraterkennung geschieht 0ber diese
Einheiten durch Bindung an Ubiquitinreste, die daraufhin abgespalten werden. Der zentrale
Komplex beinhaltet die Proteaseaktivitat. Die Anheftung von Ubiquitineinheiten an die
Proteine erfolgt Uber einen dreistufigen ProzeR. Nachdem Ubiquitin durch Bindung an das
Ubiquitin-aktivierende Enzym (E1) aktiviert worden ist, wird es durch eines mehrerer
Ubiquitin-konjugierender Enzyme (E2), die auch membranstandig sein kdnnen, auf eine der
Ubiquitin-Protein Ligasen (E3) Ubertragen. Diese Enzym Kkatalysiert die Ausbildung einer
Peptidbindung zwischen Ubiquitin und der freien Aminogruppe eines Lysinrestes oder dem
Aminoende des Zielproteins (Breitschopf et al., 1998). An diesen initialen Ubiquitinrest
kdnnen weitere Ubiquitineinheiten angehdngt werden, wobei Monoubiquitinierung fur das
weitere Schicksal bereits ausreichend sein kann (Terrell et al., 1998). Als Signal fiir eine
Ubiquitinierung wurden bestimmte Aminosdauren am Aminoterminus (N-End Regel)
(Varshavsky, 1996), Protein-phosphorylierung (Kornitzer et al., 1994) und Assoziation mit
bestimmten Proteinen wie viralen Onkogenen und Chaperonen (Hershko and Ciechanover,
1998) identifiziert. Mdglicherweise besitzt die Modifizierung durch Ubiquitinreste neben der
Markierung zur Degradation noch weitere Funktionen, da Ubiquitinmodifizierung auch bei
Strukturproteinen und Rezeptoren, die nicht fir den Abbau bestimmt sind, gefunden worden
ist (Brandimarti and Roizman, 1997; Ott et al., 1998; West and Bonner, 1980; Siegelman et
al., 1986; St. John et al., 1986). In diesem Zusammenhang wird die Ubiquitinierung auch als

Internalisierungssignal diskutiert (Bonifacino and Weissman, 1998).
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1.5. Problemstellung

Die Synthese und der zellulare Transport des Envelope Glykoproteins von HIV-1 werden
sowohl auf der mRNA-Ebene als auch auf der Proteinebene stringent reguliert. Nach der
Translation wird nur ein geringer Anteil von Env zur Zelloberfl&che transportiert, der groite
Teil akkumuliert im ER und erreicht nicht das spate Golgi Kompartment. Das retentierte und
wahrscheinlich miRgefaltete Env wird nachfolgend degradiert. Als Degradationsort wurden in
der Literatur Lysosomen, das ER selbst und Golgi assoziierte Kompartmente diskutiert. Nach
der aktuellen Vorstellung werden Lysosomen allerdings tber spate Golgi Kompartmente oder
Endosomen erreicht und haben keine direkte Verbindung zum ER.

Der Mechanismus der ER-assoziierten Degradation wurde anhand mehrerer Proteine
aufgeklart. Sowohl ER-assoziierte als auch mutierte und mil3gefaltete Proteine des
sekretorischen Transportweges werden aus dem ER zuriick ins Zytoplasma transportiert,
ubiquitiniert und von Proteasomen abgebaut. In der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der
diskrepanten Daten die Hypothese untersucht, ob ER-retentiertes Env (ber das
Ubiquitin/Proteasomensystem degradiert wird.

Der weitere Transport des korrekt gefalteten Env Glykoproteins durch die Zelle und die
Expression auf der Zelloberflache wird entscheidend durch seine zytoplasmatische Domane
beeinflufit.

In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb untersucht werden, welche Faktoren der zyto-
plasmatischen Domaéne die Proteinexpression und Lokalisation von Env beeinflussen.
Insbesondere sollten die Sequenzelemente identifiziert werden, die fir die supprimierte Ober-

flachenexpression verantwortlich sind.
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2. Material und Methoden

2.1. Zellen, Viren und Bakterien

2.1.1. Zellen

a. 293T (Adenovirus transformierte humane Nierenkarzinomzellen) (ATCC, Rockville, MD,
USA)

b. Hela (humane Zervixkarzinomzellen) (ATTC)

c. CV1 (Affennierenzellen) (ATCC)

d. C8166 (humane T-Zell-Lymphoblastomzellen) (ATCC)

e. Jurkat (humane T-Zell-Leukemiezellen) (ATCC)

Die unter a. bis c. aufgefiihrten Zellen wurden in DMEM (Life Technologies, Paisley,
Schottland), die unter d. und e. in RPMI 1640 (Life Technologies) kultiviert. Die Medien
wurden dazu mit 10% (v/v) hitzeinaktivierten fotalen Kalberserum (FCS, Bio Whittaker,
Belgien), 100 I1U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin
supplementiert.

Zur Kultivierung wurden sterile Kunststoffflaschen und -schalen (Nunc, Greiner, Falcon)
verwendet. Alle Zelllinien wurden in einem begasten Feuchtbrutschrank (Water Jacket
Incubator 3250, Labotect, Labor-Technik-Gottingen) unter 5% CO, bei 37°C inkubiert.

Zur metabolischen Markierung von Zellen wurde Cystein- und Methionin-freies RMPI (Bio

Whittaker, Belgien) verwendet.

2.1.2. Viren

a. HIV MN Virus (NIBSC/MRC AIDS Reagent Project, England)

b. HIV MvP 899-87 Virus (HIV-B, X 4 Virus) (Institutssammlung)

c. rekombinante Vaccinia Viren (NIBSC/MRC AIDS Reagent Project, England)

p92/UG/037-8 HIV-1 gp160 Subtyp A
p92/BR/020-4 HIV-1 gp160 Subtyp B
p92/BR/025-9 HIV-1 gp160 Subtyp C
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2.1.3. Bakterien

Verwendete Bakterienstimme

Stamm Genotyp Herkunft

DH5a F, ¢80dlacZDM15, recAl, endAl, |GibcoBRL, Life Technologies,
gyrA96, thi-1, hsdR17(r, my’), Rockville , MD, USA
SUpE44, relAl, deoR, D(lacZYA-
argF)u169

MC1061 +/-P3 |F, araD139, A(ara-leu)7696, Institutssammlung
galE15, galK16, A(lac)X74,
rpsL(Str"), hsdR2(r, m"), mcrA,
mcrB1

2.2. Oligonukleotide

Name Schnitt-  Sequenz

stelle
CD4 for Hindlll cgcgggaagcttgccgecaccatgaaccggggagtecc
CD4 rev Notl cgcggggceggcecgcttaaatggggctacatgtcettc
CD4Dcyt Miu 1 Notl cgcggggcggccgcttattaccttcggtgccggceaacgegtacagaagaagatgec
CD4gp41 Mlu 1 for Mlul cgcgggacgcegtgtgcgecagggctac
cdm7 rev - ccacagaagtaaggttcc
gp41A833 rev Notl cgcggggcggccgcttattagagcacctcgatcacge
gp41A805 rev Notl cgcggggcggccgcttattactggcetccaatactggag
gp41A785 rev Notl cgcggggcggccgcttattataggagttccacgatgeg
gp41A763 rev Notl cgcggggcggecgcttattagctgcggaggtcgac
gp41A749 rev Notl cgcggggceggcecgcttattacctgecgctg
gp41A738 rev Notl cgcggggcggcecgcttattagecctcctectcgatge
gp41A728 rev Notl cgcggggceggcecgcttattagggeccgegeggeac
CD4gp41:749 for  Mlul cgcgggacgcgtctcgtgcacggcttectgg
gp41A768 rev Notl cgcggggcggcecgcttattagctgaacaggaacagge

CD4gp41:750-763 MIul/Notl cgcgtgtgcacggcttcctggegatcatctgggtcgacctcecgeagetaataage
CD4gp41:750-763 Mlul/Notl ggccgcttattagetgcggaggtcgacccagatgatcgecaggaagecgtgeaca

CD4gp41:763-785 Mlul cgcgggacgcgtctgttcctgttcagctaccaccaccgegacctgetgetgatcgee
CDA4gp41:763-785 Notl cgcggggceggccgcttattataggagttccacgatgcgggceggcegatcagcagcaggtcg
gp4lAisel for - gaacaggaacaggagcctgccgctggtgtcg
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gp4lAisel rev
gp4lAisel+2 for
gp4lAisel+2 rev
gp4lAise2 for

gp4lAise2 rev
gp41L776/7A for

gp41L776/7A rev
gp41L784/5A for
gp41L784/5 rev
gp41L776/7/784/5A
gp41LT76/7/784/5A
syngp160Acyt for
syngpl60Acyt rev
gp4l Esp 1 for
pCR3 rev

[3-actin for

[-actin rev
syngp160 for
wtgp160 for

gp4l Y713A
Sgp160ATM rev
CD45TM

pcdm?7 rev

Espl/Notl
Espl/Notl
Espl

2.3. Seren und Antikorper

2.3.1. Seren

gcggcaggctectgttectgttcagetac
geggeaggggecgeegeggetggg
cccagecgeggeggeccctgecgetggtgtege
gacctccgeageggeegecgeggctgg
cccageegeggeggecgetgeggaggtega
ctggccgecatcgecgeccgeategty
ccacgatgcgggeggegatggeggecaggtegeggtggtggtage
gaagccgcecggecgeegeggetgg
cccageegeggeggeeggeggcttccacgatgegggeggeg
gccgecatcgecgeecgeatcgtggaagecgeeggecgecgeggcetggg
ggcggcttccacgatgcgggeggegatggeggecaggtegeggtggtggtage
tgagcatcgtgaaccgcetage

ggccgctageggttcacgatge
cgcggggctgageatcgtgaaccgegtgegecagggcta
atttaggtgacactatag

cgcggggaattcagetgtgetacgtege
cgcgggggatectegtggatgecacagy

gtgctgaagtactggtgg

attggtggaatctcctac
cgcgggacgcegtgtgcaccagggegegagecccctgagecteeag
cgcggggeggecgcttattaccacagcecagttggtgatg
cgcggggaactggttcgacatcaccaactggetgtggtacccaatggecctgattgtge
ccacagaagtaaggttcc

Das humane Serum 95-B-2 von einem HIV-infizierten Patienten wurde aufgrund eines hohen

Titers gegen Env ausgewdhlt. Das humane Serum 257-D IV gegen Env wurde vom NIH AIDS

Reagent Programm (Rockville, MD, USA) zur Verfigung gestellt. Die Antiseren gegen
Ubiquitin wurden von Sigma (U5379; Sigma, St. Louis, MO, USA) und Stressgen (SPA-200;
Stressgen, Victoria, Kanada) bezogen; das Kaninchen-Antiserum gegen Sec61p wurde von
Dr. B. Dobberstein, Heidelberg (High et al., 1993) und das anti-TAP-2 Antiserum von Drs. F.

Momburg und G. Haemmerling, Heidelberg zur Verfligung gestellt.
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2.3.2. Monoklonale Antikorper

Der anti-CD4 Antikorper Q4120 wurde von Sigma, der monoklonale Antikdérper 2C5 gegen
Ubiquitin wurde von Calbiochem (La Jolla, CA, USA) bezogen. Der murine monoklonale
Antikorper W6/32 gegen MHC | stammte vom ATCC (Rockville, MD, USA). Der mono-
klonale Antikdrper 1577 gegen den zytoplasmatischen Anteil von gp4l konnte vom

NIBSC/MRC AIDS Reagent Project bezogen werden. Die sekundéren, konjugierten Anti-

kdrper stammten von Dianova (Hamburg, Deutschland).

2.4. Puffer und Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, in pro analysis Qualitét

von den Firmen Sigma, Merck, Roth und GibcoBRL bezogen.

%S markiertes Cystein und Methionin (Pro-Mix) wurden durch Amersham Pharmacia

geliefert.

2.5. Gerate

Bakterienschiittler

B-Counter LS6000TA

Brutschréanke
Geldokumentationssystem
Elektroporationsgerat
Entwicklermaschine

FACSCalibur (Durchflul3cytometer)
Fluoreszenz-/Lichtmikroskop Axiovert 35
y-Counter (COBRA, Auto-Gamma)
Geltrockner

Invertmikroskop TMS

Konfokales Laser Scanning Mikroskop
Konfokaler Laser Scanner

Kdhlfalle

Kuhlzentrifuge

Microinjector 5242

B.Braun, Melsungen

Beckman, Fullerton, USA

Heraeus, Hanau

Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Bio-Rad, Richmond, USA
Amersham, Freiburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Zeiss, Oberkochen

Packard, Groningen, Niederlande
Bio-Rad, Richmond, USA

Nikon, Dusseldorf

Leitz DM IRB, Wetzlar

Leica TCS NT, Heerbrugg, Schweiz
Christ, Osterode

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg
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Micromanipulator 5170
Mikrowellengerat
PCR-Maschine

pH-Meter

Photometer Gene Quant 1l

Pipetten

Pipettierhilfe

Speed Vac Konzentrator
Sterile Bank Lamin Air
Thermoblock
Tischzentrifuge

Ultraschallgerat

Ultrazentrifuge L5-75
Waagen

Wasserbéder
Zentrifuge GP
Zentrifuge J2-21

Eppendorf, Hamburg

AEG, Berlin

Perkin Elmer, Weiterstadt

WTW, Weilheim
Pharmacia/LKB, Freiburg

Gilson, Villies Le Bel, Frankreich;
Eppendorf, Hamburg
Technomara, Zurich, Schweiz
Savant, Farmingdale, USA
Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Branson Sonic Power Company, Danburg,
USA

Vetter, Wiesloch

Sartorius, Gottingen

Kottermann, Hangsingen
Beckman, Palo Alto, USA
Beckman, Palo Alto, USA
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2.6. Proteinchemische Methoden

2.6.1. Immunprazipitation

Zur Immunpréazipitation wurden die Zellen zunédchst mit kaltem PBS gewaschen und mit
Lysispuffer versetzt. Nach 15 min auf Eis wurde das Lysat fir 30 min bei 20.000 g bei 4°C
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und mit einem unspezifischen Antikorper und
Protein A-Sepharose (Amersham Pharmacia) versetzt, um unspezifisch bindende Proteine zu
entfernen. Nach 2-stiindiger Inkubation bei 4°C unter stdndigen Schutteln wurde die
Sepharose durch kurze Zentrifugation bei 20.000 g und 4°C entfernt, der Uberstand mit
spezifischen Antikorper fir 1 h und anschlieend flr eine weitere Stunde mit Protein A-
Sepharose bei 4°C inkubiert. Danach wurde die Sepharose je zweimal mit Waschpuffer B,
zweimal mit Wasch-puffer C und einmal mit Waschpuffer D gewaschen. Anschlielend wurde
das Prézipitat in der Regel in Auftragspuffer aufgenommen, fiir 5 min bei 95°C aufgekocht

und auf ein Poly-acrylamidgel aufgetragen.

Lysispuffer 20 mM Tris/HCI pH 7,6; 1% (v/v) Nonidet-P 40 (NP40); 140
mM NaCl; 5 mM MgCl,

Waschpuffer B 1 mM Tris/HCI pH 7,6; 0,2% (v/v) NP40; 150 mM NacCl; 2mM
EDTA

Waschpuffer C 1 mM Tris/HCI pH 7,6; 0,2% (v/v) NP40; 500 mM NaCl; 2 mM
EDTA

Waschpuffer D 10 mM Tris/HCI pH 8,0

2 fach Auftragspuffer 4% (w/v) SDS; 4% (v/v) 2-Mercaptoethanol; 20% (v/v)

reduzierend Glycerin; 0,025% (w/v) Bromphenolblau
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2.6.2. Glykosidase-Verdau

Nach der Immunprézipitation wurden die Sepharosekomplexe in 40 ul 0,1 M 2-Mercapto-
ethanol / 0,1% (w/v) SDS aufgenommen und flir 5 min bei 95°C denaturiert. Nach Mischen
und Abkiihlen auf Eis wurde die Sepharose durch Zentrifugation pelletiert und der Uberstand
in zwei 20 pl-Portionen aufgeteilt, die mit je 20 pul Endo H- oder N-Glykosidase F-Puffer
versetzt wurden, wobei sich im Kontrollansatz kein Enzym befand. Nach Inkubation bei 37°C
uber Nacht wurde 10 pl 5 fach Auftragspuffer zugegeben und die Probe fiir 5 min bei 95°C
aufgekocht.

Endo H-Puffer 100 mM Natriumcitrat pH 5,5; 0,5% (w/v) PMSF;
0,025 U/ml Endo H

N-Glycosidase F-Puffer 200 mM Tris/HCI pH 8,0; 0,5% (w/v) PMSF; 20 mM
EDTA; 2% (v/v) NP 40; 1 U N-Glykosidase F

5 fach Auftragspuffer 10% (w/v) SDS; 10% (v/v) 2-Mercaptoethanol;
reduzierend 40% (v/v) Glycerin; 0,025% (w/v) Bromphenolblau

2.6.3. Western Blot

2.6.3.1. Proteintransfer

Nach SDS-Polyacrylamidelektrophorese wurde eine Nitrocellulosemembran (BA 85; 0,2 um,
Schleicher und Schull) im Transferpuffer blasenfrei auf das Gel aufgelegt und beide Seiten
des Stapels mit Filterpapier (3 M, Whatman) bedeckt. Fixiert in einer Blothalterung wurde der
Transfer in einer mit Transferpuffer gefiillten Blotkammer (Bio-Rad Protean I1) bei 40 mA fur
2 h bei 4°C durchgefuhrt.

Transferpuffer 25 mM Tris; 200 mM Glycin; 20% (v/v) Methanol

2.6.3.2. Ponceau-S Farbung

Um den Erfolg des Proteintransfers zu tberprifen, wurde die Membran fur 3 min in Ponceau-

S Loésung inkubiert. Uberschiissige Farbe wurde durch Spilen mit destillierten Wasser
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entfernt. Die auf der Membran angefarbten Proteine wurden durch Zugabe von TBS entfarbt.

Ponceau-S Losung 0,2% (v/v) Ponceau-S (Sigma) in 3% (v/v) Essigséure

TBS 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NacCl

2.6.3.3. Antigennachweis

Nach Uberpriiften Transfer wurde die Membran mit 5% (w/v) Milchpulver in TBS flr 1 h bei
RT oder Uber Nacht bei 4°C geblockt. Die Inkubation mit dem verdinnten Erstantikorper
erfolgte fir 1 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C in TBST. Nach mehrmaligen
Waschen in TBST wurde der verdunnte, Peroxidase-konjugierte Zweitantikorper auf die
Membran gegeben und fiir 1 h bei RT inkubiert. Nach mehrfachem Waschen wurden die
Immunkomplexe durch Zugabe eines Chemolumineszenzsubstrats (ECL Western Blotting
Detection Reagent, Amersham Pharmacia) und Auflegen eines Rontgenfilms (Kodak) sichtbar

gemacht. Die Handhabung erfolgte nach den Instruktionen des Herstellers.

TBST 50 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,05% (v/v) Tween20

2.7. Molekularbiologische Methoden
2.7.1. Plasmid-DNA Praparation

2.7.1.1. Plasmid-Minipraparation

1 ml einer Ubernachtkultur von transformierten E.coli wurde zentrifugiert und das Pellet in
200 pl Losung 1 resuspendiert. Danach wurde 400 pl Ldsung 2, dann nach kurzen Mischen
300 pl Losung 3 zugegeben und die denaturierte genomische DNA abzentrifugiert. Der Uber-
stand wurde mit 400 ul Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol (25:24:1) extrahiert und die
Plasmid-DNA aus der wassrigen LOosung mit dem 0,7 fachen Volumen Isopropanol
prazipitiert. Nach einer Zentrifugation bei 20.000 g und 4°C wurde das Pellet mit 70% (v/v)

Ethanol gewaschen und in mit 100 pg/ml RNase A versetzten TE-Puffer aufgenommen.
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Losung 1 50 mM Tris/HCI pH 8,0; 10 mM EDTA
Losung 2 200 mM NaOH; 1% SDS

Ldsung 3 3 M Kaliumacetat pH 5,5

TE-Puffer 10 mM Tris/HCI pH 8 ; 1 mM EDTA

2.7.1.2. Plasmid-Maxipraparation

Eine 1 | E.coli-Kultur wurde durch Zentrifugation geerntet und das Pellet in 40 ml Lésung 1
resuspendiert. Anschliefend wurden zu 80 ml Lésung 2, und 40 ml Lésung 3 zugegeben und
die denaturierten Proteine und die genomische DNA abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
durch Gaze filtriert und mit Isopropanol prézipitiert. Das Pellet wurde in 3 ml Lésung 1
resuspendiert, zu 5,4 mg Césiumchlorid gegeben und mit 50 pl 10 mg/ml Ethidiumbromid
versetzt. Nach Ultrazentrifugation tiber Nacht bei 50.000 rpm oder fir 4 h bei 80.000 rpm in
einem NVT 90-Rotor (Beckman) wurde die Plasmidbande mit einer Spritze abgenommen, mit
einem Volumen H,O verdinnt und das Ethidiumbromid mit NaCl-geséattigten n-Butanol
extrahiert. Die DNA wurde mit 1 Volumen 1 M Ammoniumacetat/1 mM EDTA und 2,5
fachen Volumen Ethanol prazipitiert, und nach Zentrifugation das DNA-Pellet mit 70% (v/v)

Ethanol gewaschen.

2.7.2. RNA Isolation

Zur RNA-Isolation wurden transfizierte Zellen abgelost, mit kaltem PBS gewaschen und in 2
ml Lysepuffer flr 5 min auf Eis lysiert. Die Zellkerne und das Zytoplasma wurden durch
Zentrifugation (3.000 g, 10 min, 4°C) abgetrennt und 8 ml 4 M Guanidiniumthiocyanatlésung
zu der Zellkernfraktion und 6 ml 6 M Guanidiniumthiocyanatlésung zu der
Zytoplasmafraktion zugegeben. Nachdem die DNA mit Hilfe einer 20 G Kandile geschert
worden war, wurden 4 ml 5,7 M CsCI-Lésung mit den Probeldsungen Gberschichtet und im
SW40 Rotor zentrifugiert (35.000 rpm, 18 h, 20°C). Das RNA Pellet wurde in H,O geldst, mit
Phenol/Chloroform extrahiert und mit Ethanol prézipitiert. Alle verwendeten L&sungen
wurden zuvor zur Elimination von RNasen mit DEPC behandelt und anschlielend

autoklaviert.
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Lysepuffer

4 M Guanidiniumthio-

cyanatlosung

6 M Guanidiniumthio-

cyanatldsung

10 mM Tris/HCI pH 7,5; 5 mM MgCl,; 10 mM NacCl,
0,5% (v/v) NP40

4 M Guanidiniumthiocyanat; 25 mM Natriumcitrat pH 7;
0,5% (w/v) Laurylsarkosin; 0,7% (v/v) 2-Mercaptoethanol

6 M Guanidiniumthiocyanat; 37,5 mM Natriumcitrat pH 7;
0,75% (wi/v) Laurylsarkosin; 0,7% (v/v) 2-Mercaptoethanol

2.7.3. Quantitative Nukleinsdurebestimmung

Die Konzentration von Nukleinsduren wurden mittels der optischen Dichte bei 260 nm
(OD260) am Spektralphotometer (DU 640, Beckman, USA) ermittelt. Hierbei entsprach 1

OD2gp 40 pg/ml RNA, 50 pg/ml DNA und 30 pg/ml Oligonukleotid, wenn diese in einer

Quarzkulvette mit einem Durchmesser von 1 cm gemessen wurde.

2.7.4. Modifikation von Nukleinsauren

Die folgenden in vitro Modifikationen von DNA wurden nach Maniatis et al. (Maniatis et al.,

1982) durchgefihrt:

a. Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen (New England Biolabs, Beverly MA,
USA; Roche, Deutschland; Fermentas, Wilna, Litauen)

Zu einem 30 pl Standardrestriktionsansatz wurden 1,5 pg DNA, die entsprechende

Restriktionsendonuklease und -puffer zugegeben und bei der empfohlenen Temperatur

inkubiert.

b. Abspaltung der 5’-Phosphatgruppe mittels alkalischer Phosphatase (Roche)

Zur Entfernung der 5’-Phosphatgruppe wurde die alkalische Phosphatase zu den

Restriktionsansatz zugegeben und fiir 30 min bei 37°C inkubiert.

c. Ligation von DNA-Fragmenten mittels T4-Ligase (Biolabs)

In der Regel wurden Vektor- und Insert-DNA in einem molaren Verhaltnis von 1:3 bis 1:5

eingesetzt. Die Ligation erfolgte fiir 3 h bei Raumtemperatur oder (ber Nacht bei 16°C.

d. Phosphorylierung von DNA-Fragmenten mit Hilfe von Polynukleotidkinase (Roche)

Die Phosphorylierungsreaktion erfolgte nach Angaben des Herstellers tiber Nacht.
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e. Entfernung (Uberstehender Enden mit Klenow-Polymerase oder T4-DNA-Polymerase
(Roche)
Zu einem Restriktionsansatz wurden 1 pl 0,5 mM dNTP und im Fall von 5’ iberhdngenden
Enden Klenow-Polymerase und bei 3’ Gberhdangenden Enden T4-DNA-Polymerase zuge-
geben und fir 15 min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 10 minitige

Inkubation bei 75°C abgestoppt.

2.7.5. Gelextraktion von DNA-Fragmenten
DNA-Fragmente wurden mit Hilfe eines Gelextraktionskits (Roche) aus Agarosegelen

extrahiert. Die Angaben des Herstellers wurden zur Durchfiihrung herangezogen.

2.7.6. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA wurde die Tag-Polymerase von Perkin Elmer oder das Expand
High Fidelity PCR System von Roche verwendet. Fir einen typischen 50 pl-Ansatz wurden
100 ng Template, je 0,1 pM Primer, je 100 uM der einzelnen Desoxynukleotide, 1 fach
Reaktionspuffer und 1 ul der entsprechenden Polymerase vermischt. Die Hybridisierungs-
temperatur der Primer wurde nach folgender Formel ermittelt: 86,35 + 0,41 (%G + C) - 600/n
(n=L&nge des Oligonukleotids). In der Regel wurden 20 - 30 Temperaturzyklen in einem
DNA-Thermo-Cycler (Gene Amp PCR System 2400, Perkin Elmer) gefahren.

Im Fall einer tberlappenden PCR zur Deletion von DNA-Abschnitten und zur Einbringung
von Punktmutationen wurden die PCR-Produkte der ersten Reaktion zunéchst aus einem
Agarosegel extrahiert und im Verhéltnis 1:1 gemischt. In einer zweiten PCR-Runde wurden
die Uberlappenden Fragmente zun&chst bei hohen Temperaturen mehrfach miteinander
hybridisiert und linear amplifiziert und anschlieBend bei niedrigeren Temperaturen eine PCR
mit den &uBeren Primern durchgefiihrt.

Um die amplifizierte DNA zu klonieren, wurden sie tber ein préparatives Agarosegel auf-

gereinigt.
2.7.7. cDNA Synthese

Vor der cDNA Synthese wurde die RNA zundchst mit RNase freier DNase (Promega,
Madison, WI, USA) fir 30 min bei 37°C behandelt. Nach Inaktivierung der DNase durch
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Inkubation bei 65°C fiir 10 min wurden 2 pug RNA hitzedenaturiert und 2 pl 10 fach reverse
Transkriptase Puffer, 1 pl Didesoxynukleotidmix (25 mM), 1 ul RNasin (RNaseinhibitor;
Roche, Mannheim, Deutschland), 1 pl oligo-dT-Primer (250 ng/ul), 1 ul MuLV Reverse
Transkriptase (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) zugegeben und mit H,O auf 20 pl
Endvolumen aufgeflllt. Nach Inkubation fir 90 min bei 37°C wurde die Reaktion durch

Hitzeinaktivierung (67°C, 15 min) gestoppt.

2.7.8. Klonierung
Zur Klonierung von DNA-Fragmenten wurden diese mit entsprechenden Restriktions-
endonukleasen verdaut, die 5’-Phosphatgruppen des Vektors entfernt und nach Gelextraktion

beide Fragmente ligiert.

2.7.9. Southern Blot

Nach Elektrophorese wurde das Agarosegel zunéchst fur 30 min in Denaturierungslosung,
anschlieBend kurz mit H,O gewaschen und fiir 30 min in Neutralisierungslésung inkubiert.
Die DNA wurde anschlielend durch Kapillartransfer mit Hilfe von 20 fach SSC Puffer auf
eine Nylonmembran geblottet. Die DNA wurde nach dem Transfer durch UV Licht auf der
Membran fixiert. Die Prahybridisierung wurde mit Hybridisierungspuffer fiir 1 h bei 68°C
durchgefuhrt, gefolgt von der Hybridisierung mit der Digoxigenin (DIG)-markierten Sonde im
Hybridisierungspuffer tber Nacht bei 68°C. Die Sonde wurde mit Hilfe des ,,DIG DNA
Labeling and Detection Kit*“ (Roche) nach Herstellerangaben hergestellt. Nach zweimaligem
Waschen mit Waschpuffer | fir 5 min bei Raumtemperatur und Waschpuffer 11 fir 15 min bei
68°C wurde die Membran in TBS Puffer aquilibriert. AnschlieBend wurde sie mit 5%
Milchpulver/TBS fir 1 h geblockt, fur 1 h mit einem Peroxidase konjugierten anti-DIG
Antikdrper (Roche) inkubiert und viermal mit TBST Puffer gewaschen. Zur Visualisierung

wurde ECL Western Blot Detektionsreagenz (Amersham Pharmacia) eingesetzt.

Denaturierungspuffer 0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl
Neutralisierungpuffer 0,5 M Tris/HCI pH 7,5; 3 M NaCl
20 fach SSC 3 M NaCl; 300 mM Natriumcitrat pH 7
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Hybridisierungpuffer 5 fach SSC; 1% (wi/v) Bocking Reagenz;
0,1% (w/v) N-Laurylsarkosin; 0,02% (w/v) SDS

Waschpuffer | 2 fach SSC; 0,1% SDS

Waschpuffer Il 0,1 fach SSC; 0,1% (w/v) SDS

TBS Puffer 10 mM Tris/HCI pH 8; 150 mM NacCl

TBST Puffer 10 mM Tris/HCI pH 8; 150 mM NacCl; 0,05% Tween 20

2.7.10. Transformation und Transfektion

2.7.10.1. Herstellung chemisch kompetenter E.coli

Um chemisch kompetente Bakterien herzustellen, wurde 20 ml TYM-Medium mit einer
einzelnen Bakterienkolonie angeimpft und bis zu einer ODggo von 0,8 bei 37°C im Schuttel-
inkubator kultiviert. Die Kultur wurde anschliefend mit 100 ml TYM verdinnt und bei einer
ODggo vVon 0,5 bis 0,9 zu 500 ml TYM gegeben. Bei einer ODggo vVon 0,6 wurde die Kultur auf
Eiswasser rasch heruntergekihlt, die Bakterien geerntet und das Pellet in 100 ml kalten TfB |
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 25 ml kaltem TfB I

aufgenommen und die Bakteriensuspension aliquotiert.

TYM 10 mM MgSO,; 100 mM NacCl; 20 g/l Bacto-Trypton;
5 g/l Hefe-Extrakt

TfB | 30 mM Kaliumacetat; 50 mM MnCl,; 100 mM KClI;
10 m CacCly; 15% (v/v) Glycerin

TB Il 10 mM MOPS pH 7,0; 75 mM CaCly; 10 mM KCI; 15% (v/v)
Glycerin
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2.7.10.2. Transformation chemisch kompetenter E.coli

1 pg des zu amplifizierenden Plasmids oder der zu transformierende Ligationsansatz wurden
mit kalten 50 mM CacCl, auf 100 pl aufgefillt und zu 100 pl auf Eis aufgetauten kompetenten
Bakterien gegeben. Nach 5 min auf Eis wurde der Ansatz fir 1 min auf 37°C gegeben, dann
noch einmal fir 5 min auf Eis gestellt. Danach wurde der Ansatz mit 800 pl SOC-Medium
aufgefillt und fir 1 h bei 37°C inkubiert. Teile dieser Bakterienkultur wurden auf
antibiotikahaltigen N&hrbodenplatten (LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar) ausplattiert und tber
Nacht kultiviert.

SOB -Medium 20 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 0,5 g/l NaCl; 2,5 mM KClI,
pH 7 nach autoklavieren 10 ml/l 1 M MgCl,

SOC-Medium SOB; 20 ml/l 1 M Glukose

LB-Medium 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl; pH 7

2.7.10.3. Transfektion eukaryontischer Zellem

2.7.10.3.1. Calciumphosphatmethode

10 pg Plasmid-DNA wurde in 250 pl 250 mM CaCl; gel6st und unter Schitteln tropfenweise
mit 250 pl 2 fach HEBS-Puffer vermischt. Nach 5 - 10 min wurde 3 ml DMEM mit 10% FCS
zu der leicht opaleszierenden Losung gegeben und der Ansatz auf eine 6 cm Schale 50 - 70%
konfluenter Zellen ausgebracht. Am néchsten Tag wurde das Medium erneuert und die Zellen

eine weitere Nacht kultiviert.

2 fach HEBS 280 mM NacCl; 1,5 mM Na,HPO,; 50 mM HEPES pH 7,05

2.7.10.3.2. Elektroporation

Zur Elektroporation wurden 5x10° Zellen, die einen Tag zuvor umgesetzt worden waren, mit
Trypsin abgeldst, gewaschen und in 800 ul DMEM aufgenommen. Nachdem 20 pg Plasmid-

DNA zugesetzt worden war, wurden die Zellen in eine Elektroporationskivette mit einem
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Durchmesser von 0,4 mm gegeben und mit einer Kapazitat von 1200 yuF und einer Spannung

von 280 V in einem Elektroporator (Easyjec T, EquiBio, England) transfiziert.

2.7.11. Sequenzierung

DNA wurde entweder unter Verwendung des T7 Sequencing Systems (Amersham Pharmacia)
und radioaktiv markierten dATP oder eines ABI PRISM™Dye Teminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Perkin Elmar) mittels fluoreszenzfarbstoffgekoppelten Didesoxy-
nukleotiden sequenziert. Die Reaktionen wurden nach den Protokollen der Hersteller durch-

gefunhrt.

2.8. Zellbiologische Methoden
2.8.1. Mikroinjektion

Zur Mikroinjektion wurden Zellen fur 1-2 Tage auf Glasplattchen kultiviert. Mit Hilfe eines
Mikromanipulators (Modell 5170/5242, Eppendorf, Hamburg) wurde den Zellen 0,05 pg/ul
Plasmid-DNA mit einem Druck von 50 hPa und einer Injektionszeit von 0,5 s injiziert. Dazu

wurden Femtotips (Eppendorf) als Injektionsnadeln verwendet.

2.8.2. Immunfluoreszenz

2.8.2.1. DurchfluRzytometrie
Die fur die Durchfluizytometrie bestimmten Zellen wurden mit 1 mM EDTA/PBS abgel6st,

mit FACS-Puffer gewaschen und portioniert. Danach wurden sie mit im FACS-Puffer ver-
dinnten Erstantikorper fur 30 min auf Eis inkubiert, mehrfach gewaschen und in verdiinnten,
fluoreszenzfarbstoffmarkierten Zweitantikorper aufgenommen. Nach 30 min(tiger Inkubation
auf Eis wurde wiederum mehrfach mit FACS-Puffer gewaschen, und die Zellen wurden
anschlieRend in 500 pl FACS-Puffer aufgenommen. Fur die entsprechenden Kontrollen wurde
statt Erstantikorper nur FACS-Puffer zugesetzt. Zur Unterscheidung von lebenden und toten
Zellen wurde Propidiumjodid (2 pg/ml Endkonzentration) zugegeben. Die Auswertung
erfolgte am DurchfluBzytometer (FACSCalibur, Becton Dickinson, USA) mit Hilfe der

Software Cell Quest (Becton Dickinson).

FACS-Puffer PBS; 0,03% (w/v) Natriumazid; 0,5% (v/v) FCS
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2.8.2.2. Immunfluoreszenz Farbung

Zur Immunféarbung wurden auf Glasplattchen kultivierte Zellen mit PBS gewaschen und fur
20 min mit 3% (w/v) Paraformaldehyd/PBS fixiert. Nach Waschen mit PBS wurde noch
vorhandenes Paraformaldehyd mit 50 mM Ammoniumchlorid/20 mM Glycin/PBS pH 7,0 fiir
10 min neutralisiert und im Fall einer intrazellularen Farbung die Zellen mit 0,2% (v/v) Triton
X-100/PBS fir 10 min permeabilisiert. Nach erneuten Waschen mit PBS wurde mit 0,2%
(v/v) Gelatine/PBS fir 10 min geblockt und danach fir 30 min mit dem Erstantikdrper
inkubiert. Die Inkubation mit den farbstoffmarkierten Zweitantikérpern erfolgte nach
flinfmaligen Waschen mit PBS und erneuten Blocken fiir 30 min im Dunkeln. Nachdem die
Zellen wiederum funfmal gewaschen wurden, wurde das Praparat in Histosafe (Camon,

Wiesbaden) auf einem Objekttrager eingebettet.

2.8.3. Zellfraktionierung

2.8.3.1. Membranfraktionierung

Zur Membranfraktionierung wurden die zu untersuchenden Zellen geerntet, mit PBS
gewaschen, in 500 pl hypotonischen Puffer aufgenommen und durch finfzehnmaliges Auf-
und Abziehen mit einer Spritze (25 G Kanile) auf Eis aufgeschlossen. Die Zellkerne wurden
durch Zentrifugation bei 1.000 g, 10 min, 4°C entfernt. Zur Entfernung der Membrantrimmer
wurde fiir 10 min bei 4°C und 20.000 g zentrifugiert. Die Zytoplasmafraktion im Uberstand
wurde fur die Immunprézipitation mit 50 pl 10% (v/v) NP-40 und 20 pl 5 M NaCl versetzt.
Das Pellet wurde mit hypotonischen Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Zur

Immunprézipitation wurde das Pellet in Lysepuffer aufgenommen.

hypotonischer Puffer 10 mM HEPES; 10 mM KCI; 10 mM MgCly; pH 7,6

2.8.3.2. Mikrosomenpraparation

Zur Mikrosomenpraparation wurden Zellen geerntet, gewaschen und in 1 ml Lysepuffer ohne
NP-40 (20 mM Tris/HCI pH 7,6; 140 mM NaCl; 5 mM MgCl,) aufgenommen. Mittels Kugel-
homogenisator wurden die Zellen geschert und Zellkerne und Zelltrimmer durch Zentri-
fugation (10 min, 4°C, 1.000 g) entfernt. Die Mikrosomen wurden entweder weiter auf-

gereinigt oder zur Proteinase K-Behandlung fir 1 h bei 4°C und 100.000 g pelletiert. Das
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Pellet wurde in 500 pl Lysispuffer geldst, 10 ul Proteinase K (20 mg/ml) und gegebenenfalls
NP40 (1 % (v/v)) zugegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert. Der Verdau wurde durch
Zupipettieren eines Inhibitorcocktails (Protease Inhibitor Cocktail Set I, Calbiochem) beendet

und anschlielend die Immunprazipitation durchgefihrt.

2.8.3.3. Mikrosomenaufreinigung

Die Mikrosomenpraparation wurde zur weiteren Aufreinigung mit Hilfe eines Refraktometers
auf einen Zuckergehalt von 1,2 M Saccharose eingestellt. 4 ml dieser Probelésung wurden
anschlieend mit 3 ml 1,1 M Saccharose und 2 ml 1,0 M Saccharose Uberschichtet und das
Réhrchen mit 0,5 M Saccharose aufgefullt. Der ,,flow-up*“-Gradient wurde fir 2 h bei 4°C und
100.000 g zentrifugiert und die sichtbaren Mikrosomenbanden abgenommen, aliquotiert und

bei -80°C gelagert.

2.8.4. Proteasomenassay

Zur in vitro-Darstellung des Transports aus dem endoplasmatischen Retikulum in das
Zytoplasma und die nachfolgende Degradation durch die Proteasomen wurden 40 pl
aufgereinigte Mikrosomen mit 5 pl eines 10 fach ATP-regenerierenden Puffersystems und 5
pl aufgereinigten 26S Proteasomen versetzt und bei 37°C unter leichten Schutteln inkubiert.
Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden aus diesen Ansatzen Proben entnommen und im

Western Blot auf die Menge des spezifischen Proteins getestet.

50 fach ATP- 50 mM ATP; 2,5 mM GDP-Mannose; 0,57 g/ml Creatin-Phos-
regenerierender Puffer phat; 10 mg/ml Creatin-Phosphokinase in TEA-Puffer
TEA-Puffer 50 mM Trisethanolamin pH 7,5

2.9. Gelelektrophoresen

2.9.1. Agarosegelelektrophorese
Zur Auftrenung von DNA-Fragmenten wurden Gele aus Agarose (GibcoBRL) verwendet,
deren Konzentration nach der Grol3e der zu trennenden Fragmente variierte. Als Lauf- und als

Agaroseldsungspuffer diente TAE-Puffer, der mit 0,2 pg/ml Ethidiumbromid versetzt wurde.
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Nach Lauf in einer Horizontalgelapparatur (Universitatswerkstatt Heidelberg/Biorad,
Hercules, CA, USA) wurde die DNA mit UV-Licht sichtbar gemacht und durch
Photographieren dokumentiert (Eagle Eye Il, Stratagene).

10 fach TAE-Puffer 0,4 M Tris; 50 mM Natriumacetat; 10 mM EDTA; pH 7,6

2.9.2. Polyacrylamidgelelektrophorese

2.9.2.1. SDS-PAGE

Proteine wurden in einem denaturierenden, diskontinuierlichen Elektrophoresesystem aufge-
trennt (Maniatis). Die Acrylamidkonzentrationen des Trenngels orientierten sich an der Grélie
der zu trennenden Proteine. Die Auftrennung erfolgte in einem Vertikalkammersystem
(Renner GmbH, Darmstadt, Deutschland). Gradientengele wurden mit einem

Gradientenmischer (GibcoBRL) in den angegebenen Acrylamid-Konzentrationen hergestellt.

2.9.2.2. Sequenzgel

Die elektrophoretische Auftrennung der Sequenzreaktionsprodukte erfolgte auf vertikalen,
denaturierenden, 6 %igen Polyacrylamidgelen. Die Elektrophorese wurde in einem TBE-
Puffersystem durchgefihrt. Nach 45 min Préelektrophorese bei 80 Watt wurden 4 pl der
Proben in die Probentasche aufgetragen. Die Auftrennung der Proben fand bei 60 - 100 W
statt, die Lauflange betrug 2 - 4 Stunden. Das Gel wurde fixiert und bei 80°C fir 2 h unter
Vakuum getrocknet und iber Nacht auf einem Rontgenfilm exponiert.

Bei der Sequenziermethode unter Verwendung von fluoreszenzfarbstoffgekoppelten
Nukleotiden wurde die Elektrophorese auf einem ABI Perkin Elmer 377 Sequenzierautomaten
durchgefuhrt und die Reaktion mit Hilfe der ABI PRISM Navigator/DNA Sequencing

Software ausgewertet.

Acrylamid-Stammldsung 6% Acrylamid (w/v); 0,3% N’, N-Methylen-Bis-Acrylamid
(wiv); 42% Harnstoff (w/v) in TBE pH 8,3

10 fach TBE-Puffer 0,89 M Tris; 0,89 M Borsaure; 25 mM EDTA
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3. Ergebnisse

3.1. Proteasomale Degradation von Env

3.1.1. Lokalisation des HIV-1 Env-Glykoproteins

Um das zellulare Kompartment zu bestimmen, in dem das gpl60 im ,steady-state*
akkumuliert ist, wurden Hela Zellen mit einem fir Env kodierenden Plasmid, bei dem der
Kodongebrauch bei gleichbleibender Proteinsequenz verandert wurde, mikroinjiziert und
anschlieBend mit einem Env-spezifischen Antikorper angefarbt. Die Zellen wurden im
permeabilisierten Zustand mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie untersucht. Der
uberwiegende Anteil von Env kolokalisiert mit Calnexin, einem ER-residenten Chaperon.
Eine Lokalisation an der Zell-oberfliche konnte in permeabilisierten Zellen nicht
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte ohne Permeabilisierung der mikroinjizierten
Zellen eine geringe Menge von Env kolokalisierend mit MHC Klasse | auch an der
Zelloberflache detektiert werden (Abb. 3.1). Daher kann davon ausgegangen werden, dal’ der
uberwiegende Anteil von Env im ER lokalisiert und nur ein geringer Teil weiter zur

Zelloberflache transportiert wird.

anti-Calnexin
syngp160 (ER) Uberlagerung

permeabilisiert

anti-MHC |
syngp160 (Oberflache) Uberlagerung

nicht
permeabilisiert

Abb. 3.1: Immunfluoreszenz env exprimierender Zellen

Hela Zellen wurden mit Env mikroinjiziert und mit priméren Antikérpern gegen Env, Calnexin und MHC
Klasse | und sekundaren FITC- und Texas Red-konjugierten Antikérpern gefarbt. Zur Perme-
abilisierung wurde 0,2% Triton X-100 eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch konfokale Laserscanning
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Um die Frage zu klaren, ob der zytoplasmatische Anteil oder die Transmembrandomane
ursachlich fir die ER-Akkumulation ist, wurde die zytoplasmatische Domane (syngpl40Acyt)
und die Transmembrandoméne (syngp130Atm) deletiert oder die Transmembranregion gegen
diejenige von CD4 (syngpl160 CD4 tm) ausgetauscht (Abb. 3.2). Keine der vorgenommenen
Mutationen hatte jedoch einen EinfluR auf die ,,steady-state“-Lokalisation der entsprechenden

Proteine im Vergleich zum nicht deletierten Env.

-Mikroskopie. Das fur Env kodierende Plasmid beruhte auf einer synthetischen, kodonoptimierter env-
Sequenz (syngpl160) (Abb. 3.20).
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tm cyt
syngp160 N 1

syngpl160 CD4 tm I T i

syngpl40Acyt

syngp130A tm —

anti-Calnexin
syngp160 (ER) Uberlagerung

anti-Calnexin
syngp160 CD4 tm (ER) Uberlagerung

anti-Calnexin
syngp140Acyt (ER) Uberlagerung

anti-Calnexin
syngp130Atm (ER) Uberlagerung
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Die Akkumulation des grofiten Teils von Env konnte biochemisch mittels Verdau mit dem
Enzym Endoglykosidase H gezeigt werden, das N-Glykane des Mannosetyps hydrolysiert und
so eine Unterscheidung zwischen ER-stdndigen, sensitiven und weitertransportierten,
resistenten Proteinen ermdglicht. Dazu wurden in einem ,,pulse-chase” Experiment transient
transfizierte Zellen radioaktiv markiert und fir unterschiedliche Zeiten mit nicht radioaktivem
Medium inkubiert. Die Zell-Lysate wurden mit einem anti-Env spezifischen Antiserum
prazipitiert und mit Endo H behandelt. Auch nach 24 Stunden konnte keine relevante Menge
der Endo H-resistenten Form von gpl60 detektiert werden. Weiterhin findet man im
Vergleich zur gpl60 Menge kaum gpl20, das im Golgi Kompartment aus dem
Vorlauferprotein gpl60 gebildet wird. Da die Prozessierung durch eine zellulére
Furinprotease im Golgi Kompartment erfolgt, wird folglich nur ein geringer Anteil von Env
aus dem ER heraus zur Zelloberflache transportiert (Abb. 3.3).

Das Chaperon Calnexin bindet im endoplasmatischen Retikulum an Glykoproteine und ist an
der Proteinfaltung und der Qualitatskontrolle beteiligt. Die transiente Bindung von gpl160 an
dieses ER-membranstédndige Chaperon wurde bereits beschrieben (Otteken and Moss, 1996;
Li et al., 1996). Um die Frage zu klaren, ob unter den gewahlten Bedingungen Calnexin und
gp160 nicht nur kolokalisieren sondern auch interagieren, und ob die ER Akkumulation von
gp160 mit einer zeitlich ausgedehnten Interaktion mit Calnexin einhergeht, wurde ein ,,pulse-
chase” Experiment durchgefiihrt. Dazu wurden transient transfizierte Zellen radioaktiv
markiert, anschliefend in Medium ohne Radioaktivitat Uberfuhrt und zu definierten Zeit-
punkten lysiert. Das Lysat wurde mit einem anti-Calnexin Antikdrper prazipitiert und das
Prazipitat nachfolgend mit einem anti-Env spezifischen Antiserum reprazipitiert (Abb. 3.3).
Die Bindung zwischen gp160 und Calnexin hatte ihr Maximum nach einer Stunde und nahm
danach sukzessive ab. Eine Interaktion war auch nach 12 Stunden noch detektierbar.

Die Spezifitat der Bindung zwischen Calnexin und gp160 konnte durch das in Abbildung 3.11
dargestellte Experiment gezeigt werden, da das ebenfalls membranstédndige, ER-residente Tap,

das nicht mit gp160 interagiert, nicht koprazipitiert werden konnte.

Abb. 3.2: Immunfluoreszenz von Env-Mutanten

Hela Zellen wurden mit mutierten env Konstrukten mikroinjiziert und nach Permeabilisierung mit
primaren Antikérpern gegen Env und Calnexin und sekundéren FITC- und Texas Red-konjugierten
Antikorpern gefarbt. Die Analyse erfolgte durch konfokale Laserscanning-Mikroskopie. Das fiir Env
kodierende Plasmid beruhte auf einer synthetischen, kodonoptimierter env-Sequenz (Abb. 3.20).

(a) Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte. (b) Immunfluoreszenzaufnahmen
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Abb. 3.3: Biochemische Charakterisierung der Env-Retention im ER

(a) Kinetik der Endo H-Sensitivitdat von Env. Transient transfizierte 293T Zellen wurden fur 1 h
metabolisch markiert und anschlie@end fir die angegebenen Zeiten in nicht radioaktivem Medium
inkubiert. Die Zell-Lysate wurden mit einem anti-Env spezifischen Antikdrper préazipitiert, die Prazipitate
aufgeteilt und mit oder zur Kontrolle ohne Endo H inkubiert. Mit r wurden die EndoH-resistenten mit s
die sensitiven bezeichnet. (b) Kinetik der Env-Calnexin Interaktion. Transient transfizierte Zellen
wurden fur 1 h metabolisch markiert und fur die angegebenen Zeiten in kaltem Medium inkubiert. Die
Lysate wurden sequentiell mit einem anti-Calnexin Antikdrper und anschlieBend mit einem anti-Env
Serum prazipitiert.

3.1.2. Ubiquitinierung des Env-Glykoproteins
Die wichtigste Funktion von Proteinen mit Ubiquitinresten ist die Markierung fur die
proteasomale Degradation. Da die Uberwiegende Menge an Env im ER lokalisiert ist und

damit eine lysosomale Degradation ohne Durchlaufen des Golgi Kompartments als
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unwahrscheinlich erscheint, wurde durch Reprézipitationsexperimente nach radioaktiver
Markierung von transient transfizierter Zellen getestet, ob in diesen Zellen ubiquitiniertes Env
nachweisbar ist. Dazu wurde zuerst mit einem anti-Env spezifischen Antiserum prézipitiert
und anschlielend das erhaltene Prazipitat mit drei verschiedenen anti-Ubiquitin Antikorpern
reprézipitiert (Abb. 3.4). Mit jedem dieser Antikorper konnte gp160 reprazipitiert werden, so
dalR von einer spezifischen Reaktion und nicht von Kreuzreaktivitat ausgegangen werden
kann. Dies konnte auch dadurch bestétigt werden, dal weder die Reihenfolge der zur
sequentiellen Prazipitation eingesetzten AntikOrper einen EinfluR hatte, noch daf} ein
Reprazipitat gefunden wurde, wenn einer der Antikérper durch einen unspezifisches

Antiserum ersetzt wurde.

a b
= —~
S o a
8 & 8 kd kd S
N 0 )
— 200 200 —
W8 <gpl60 gp160 —» .
— 96 96 —
==
-
— 69 69— |
|— 45 45—
[ + + + ] anti-Ubiquitin anti-Ubiquitin[_ - 1 - 1 2 2 - |
[+ + +] anti-Env unspezifisch_ - - 1 2 - 1 2 ]
anti-Env|[ + 2 2 - 1 - 1 ]

Abb. 3.4: Ubiquitinierung von Env

(a) Sequentielle Prazipitation von Env-Protein nach metabolischer Markierung aus transient
transfizierten 293T Zellen mit dem anti-Ubiquitin Antikérper 2C5 (Calbiochem) und den anti-Ubiquitin
Antiseren SPA-200 (Stressgen) sowie U5379 (Sigma) und nachfolgend mit einem anti-Env Antiserum
(95-B-2). (b) Sequentielle Préazipitation aus Lysaten Env-exprimierender transient transfizierter Zellen
mittels anti-Ubiquitin Antiserum (U5379), anti-Env Antiserum (95-B-2) und einem unspezifischen
Serum in unterschiedlicher Reihenfolge. Die Zahlen geben die verwendete Reihenfolge an.

Die nicht subtyp-spezifische Ubiquitinierung konnte anhand von insgesamt 4 Glykoproteinen
der Subtypen A, B und C gezeigt werden (Abb. 3.5). Das Env Glykoprotein jedes dieser
Isolate konnte mit dem anti-Ubiquitin Antikdrper U5379 reprazipitiert werden, wobei auch

das Expressionssystem - Expression nach transienter Transfektion oder nach Infektion mit
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rekombinanten Vaccinia Viren - keinen EinfluB auf die Ubiquitinierung hatte.

Da das exakte Molekulargewicht aufgrund der Glykosylierung des Env-Proteins schwer zu
bestimmen ist, konnte keine groRe Differenz zwischen dem gesamten Glykoprotein und der
ubiquitinierten Form festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dal3 nur ein Ubiquitinmolekdl
(8,4 kD) angefiigt wird. Um die Anzahl der assoziierten Ubiquitinreste exakter zu bestimmen,
wurden die Prézipitate mit der Endoglykosidase PNGase F inkubiert, mit der alle Zucker-
einheiten entfernt werden kénnen (Abb. 3.5). Ein GroRenunterschied von etwa 8,5 kD konnte
zwischen der deglykosylierten Form des Gesamtproteins und des ubiquitinierten festgestellt
werden. Innerhalb des deglykosylierten Gesamtproteins konnte keine ubiquitinierte Form
detektiert werden, was die im Vergleich zum Gesamtprotein geringe Menge an ubi-

quitiniertem Env-Glykoprotein widerspiegelt.
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— £ gp160°
69— — 69
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" -— — 45
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Abb. 3.5: Test auf Subtypspezifitdt der Ubiquitinierung und Anzahl der konjugierten
Ubiquitinreste

(a) 293T Zellen wurden mit rekombinanten Vaccinia Viren infiziert, die Env der Subtypen A (92UG037),
B (92BR020) und C (92BR025) exprimieren, oder transient mit einem Env-exprimierenden Plasmid
(MN, Subtyp B) transfiziert. Nach radioaktiver Markierung wurden die Zell-Lysate mit einem anti-Env
Antiserum (95-B-2) oder sequentiell mit einem anti-Ubiquitin Antiserum (U5379) und 95-B-2 prazipitiert.
(b) Nach metabolischer Markierung wurde mit dem anti-Env Antiserum 95-B-2 oder sequentiell mit
dem anti-Ubiquitin Antiserum U5379 und mit dem anti-Env Antiserum 95-B-2 prazipitiert, die
Prazipitate geteilt und mit der Glykosidase PNGase F (gp160*) behandelt.

Da die zu degradierenden Proteine aus dem ER ins Zytoplasma zurlcktransportiert werden,

wurde durch Zellfraktionierung getestet, ob ubiquitiniertes Env membranassoziiert ist oder im
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Zytoplasma gefunden werden kann (Abb. 3.6). Dazu wurden transient transfizierte Zellen
metabolisch mit [*S]-Methionin/Cystein fiir eine Stunde markiert und danach fir 0 und 5
Stunden in nicht radioaktivem Medium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
mechanisch aufgeschlossen und durch Zentrifugation in Membran- und Zytoplasmafraktion
getrennt. Sowohl nach 0 als auch nach 5 Stunden ,,chase* konnte die ubiquitinierte Form von
gp160 nur in der Membranfraktion, aber nicht im Zytoplasma nachgewiesen werden, so dal}
das ubiquitinierte Env membransténdig oder zumindest membranassoziiert bleibt und nicht in
einer loslichen Form im Zytoplasma vorkommt. Als Kontrolle fiir eine saubere Fraktionierung
wurden beide Fraktionen auf das Vorhandensein von MHC Klasse | durch Préazipitation mit
einem MHC Klasse I-spezifischen Antikorper getestet. MHC Klasse | konnte nur in der
Membranfraktion nachgewiesen werden, was fiir eine korrekte Trennung der Fraktionen
spricht. Zugabe von Lactacystin erhdhte sowohl die Menge des gesamten Env Glykoproteins,
als auch an ubiquitinierten Env nach 0 und nach 5 Stunden, wobei auch nach Inhibition der
Proteasomen durch den spezifischen Inhibitor Lactacystin keine Anreicherung von Env im

Zytoplasma nachgewiesen werden konnte.

| 0 [ 5 | chase [Stunden]
kd [ m [ ¢ [ m [ e | Fraktion
L-1+[-T+T-T+1-1+ | Lactacystin
a E 200— | =— == —
anti-Env
-' — < gp160
96—
69—
b 200 —
anti-Ubiquitin
anti-Env — - <+ gpl60
96—
69—
c _
anti-MHC | 69
45 |l = < MHC |
30—

Abb. 3.6: Zellulare Fraktionierung Env-exprimierender Zellen
Transient mit Env transfizierte 293T Zellen wurden fur eine Stunde radioaktiv mit [358]—
Cystein/Methionin markiert und fir 0 und 5 Stunden in Medium ohne Radioaktivitat tberfhrt.
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Ubiquitin wird in der Regel an freie Aminogruppen von Lysinresten oder an den Amino-
terminus von Proteinen gehdangt. Um zu bestimmen, in welchem Bereich Env ubiquitiniert
wird, wurden C-terminale Env-Deletionsmutanten nach metabolischer Markierung durch
sequentielle Prazipitation mittels anti-Ubiquitin und anti-Env spezifischen Antikorpern auf
ubiquitinierte Formen getestet (Abb. 3.7). Ubiquitinierung konnte bei Env (gpl160), nach
Deletion des zytoplasmatischen Anteils (gp140Acyt) und nach weiterer Deletion der Trans-
membrandomaéne (gp130Atm) detektiert werden, aber nicht nach Expression von gp120. Dies
impliziert, daB Env im luminalen Anteil des gp41l ubiquitiniert wird. Um diesen Befund zu
bestatigen, wurden Mikrosomen von Env-exprimierenden Zellen isoliert und mit Proteinase K
behandelt, so daR die zytoplasmatische Doméane abgedaut wird, wahrend der luminale Anteil
durch die ER Membran geschiitzt bleibt. Ubiquitiniertes Env konnte sowohl in unbehandelten
Mikrosomen als auch nach Inkubation mit der Protease prazipitiert werden und hatte in beiden
Fallen ein Molekulargewicht im Bereich des nicht ubiquitinierten Env. Daher wurden bei
beiden Formen nur der zytoplasmatische Anteil abgedaut. Die vollstandige Entfernung der
zytoplasmatischen Domane durch die Proteinase K-Behandlung konnte durch Western Blot-
Analyse mit Hilfe eines Antikorpers gezeigt werden, dessen Epitop im proximalen Bereich

der zytoplasmatischen Doméne liegt (Abb. 3.7 d).

Lactacystin (5 uM) wurde bereits eine Stunde vor Markierung zugegeben und war sowohl wahrend der
spulse“- als auch ,chase“-Zeiten anwesend. Die Zellen wurden in hypotonischem Puffer aufge-
nommen, mittels mehrfachen Pressen durch eine 25 G Kanile aufgeschlossen und durch Zentri-
fugation (20.000 g, 15 min) in Membran- und Zytoplasmafraktion getrennt. Die Fraktionen wurden
lysiert, die Lysate geteilt und (a) mit dem anti-Env Antiserum 95-B-2 prazipitiert, (b) mit dem anti-
Ubiquitin Antiserum U5379 und mit dem anti-Env Antiserum 95-B-2 sequentiell prézipitiert oder (c) mit
einem monoklonalen Antikdrper gegen MHC Klasse | (W6/32) prazipitiert.
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Abb. 3.7: Ubiquitinierung von Env-Verklirzungsmutanten

(a) schematische Darstellung der verwendeten Env Deletionsmutanten. (b) Die Env-Verkirzungs-
mutanten wurden transient in 293T Zellen transfiziert, radioaktiv markiert und mit dem anti-Env
Antiserum 95-B-2 oder sequentiell mit dem anti-Ubiquitin Antiserum U5379 und mit 95-B-2 prazipitiert.
(c) Mikrosomen wurden aus transient mit env transfizierten, metabolisch markierten 293T Zellen
isoliert und Env ohne (*) oder nach Proteinease K Behandlung (0,4 mg/ml Endkonzentration) (**) mit
dem anti-Env Antiserum 95-B-2 oder sequentiell mit dem anti-Ubiquitin Antiserum U5379 und 95-B-2
prazipitiert. (d) Die identischen Proben wurden im Western Blot mit Hilfe des anti-Env Antiserums 95-

B-2 oder des monoklonalen anti-gp41 Antikorpers 1577, der den zytoplasmatischen Anteil erkennt,
analysiert.

Zum Nachweis der Ubiquitinierung von Env in HIV-infizierten Zellen wurde mittels
metabolischer Markierung von mit HIV-1 MN und HIV-1 MvP 899 Zellen Uberpriift (Abb.
3.8). Nach Prézipitation mit anti-Ubiquitin und anti-Env Antikorpern konnte bei beiden
Virusisolaten ubiquitiniertes gpl160, nicht jedoch gpl120 oder gp4l gefunden werden,
konsistent mit den Befunden der Deletionskonstrukte (Abb. 3.13). Dies zeigte, dal} die

bisherigen Ergebnisse nicht auf einem Artefakt aufgrund der verwendeten Expressionssysteme
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(Transfektion, Vaccinia-Infektion) beruhen, sondern daR eine Ubiquitinierung von Env auch

in infizierten Zellen nachweisbar ist.
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Abb. 3.8: Ubiquitinierung in HIV-1 infizierten Zellen

C8166 Zellen wurden entweder mit HIV-1 MN oder mit HIV-1 MvP 899 infiziert und metabolisch fur 15
Stunden mit [358]-Cystein/Methionin markiert. Die Zellen wurden anschlieend lysiert und mit dem anti-
Env Antiserum 95-B-2 oder sequentiell mit dem anti-Ubiquitin Antiserum U5379 und mit 95-B-2
préazipitiert.

3.1.3. Proteasomale Degradation

Ein GroRteil von Env wird im ER retentiert und nachfolgend degradiert. Um die Halbwertzeit
von gpl60 zu bestimmen, wurde ein ,,pulse-chase* Experiment ber 20 h durchgefihrt
(Abb.3.9). Anhand der ermittelten Bandenintensitaten konnte die Halbwertzeit von Env mit
etwa 2,5 h ermittelt werden. Da das Ubiquitin/Proteasomensystem als Weg der Degradation
ER-stdndiger oder ER-retentierter Proteine identifiziert worden ist, wurde der Einflul3 des
spezifischen Proteasomeninhibitors Lactacystin auf die Halbwertzeit getestet. Durch Zugabe
des Inhibitors konnte eine Verdopplung der Halbwertzeit auf etwa 5 h erreicht werden, so dal

man davon ausgehen kann, daf3 in vivo ein Teil von gp160 durch Proteasomen degradiert wird.
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Abb. 3.9: Halbwertzeitbestimmung

Transient transfizierte 293T Zellen wurden fir 1 h mit [358]—Cys/Met markiert und fur 0 - 20 Stunden
ohne Radioaktivitat inkubiert. Lactacystin wurde 1 Stunde sowohl vor und wéhrend der Markierungs-
phase als auch wahrend des ,chase"” in einer Endkonzentration von 2 uM eingesetzt.

Um diesen Befund zu bestétigen, wurde die proteasomale Degradation in vitro untersucht.
Dazu wurden Mikrosomen von transient mit env transfizierten Zellen durch Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation isoliert und mit aufgereinigten 26S Proteasomen in einem
ATP-regenerierenden Puffersystem mit und ohne Inhibitor inkubiert (Abb. 3.10). Um die
Stabilitdt und die Abwesenheit von Proteasen zu testen, wurden in einem Kontrollansatz keine
Proteasomen zugesetzt. Die Proben wurden in einem Western Blot mit Hilfe von anti-Env und
anti-Calnexin Antikérpern analysiert. Wahrend die Calnexinmenge im untersuchten Zeitraum
von 5 h nahezu gleich blieb, konnte bei gpl60 nach Zugabe von 26S Proteasomen eine
Reduktion auf etwa 30% festgestellt werden. Diese Degradation konnte durch Inkubation mit
dem Proteasomeninhibitor MG132, der nicht wie Lactacystin durch zelluldare Modifikation

aktiviert werden muR, verhindert werden.
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Abb. 3.10: in vitro-Test auf proteasomale Degradation von Env

(a) Mikrosomen transient transfizierter 293T Zellen wurden mit aufgereinigten 26S Proteasomen fiir
die angegebenen Zeiten in Gegenwart oder ohne den proteasomalen Inhibitor MG132 (20 uM
Endkonzentration) inkubiert und anschlieend durch Western Blot mittels anti-Calnexin Antikérper und
anti-Env Antiserum analysiert. (b) Quantitative Analyse des in vitro Degradationsexperiments. Zur
Auswertung wurde der Western Blot eingescannt und die Bandenintensitaten mit Hilfe der Eagle Sight
Software (Stratagen, La Jolla, CA, USA) quantifiziert.

3.1.4. Sec61lp-Assoziation von Env

Da der proteasomale Abbau im Zytoplasma oder an der zytosolischen Seite des ER stattfindet,
mul} das zu degradierende Protein von der luminalen zur zytosolischen Seite des ER
transportiert werden. Der Export erfolgt Gber den Sec61-Membranporenkomplex, Uber den
auch Proteine importiert werden. Um eine mogliche Assoziation zwischen Env und dem

Sec6l Komplex zu zeigen, wurde die Bindung zwischen gpl60 und Sec6lp, einem
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Bestandteil des Exportkomplexes, in einem Reprazipitationsexperiment untersucht (Abb.
3.11). Damit die Interaktion auf dem Export des Proteins beruht, wurden transient transfizierte
Zellen radioaktiv markiert und 30 min vor der Zell-Lyse mit Puromycin versetzt, was zu einer
Dissoziation der Ribosomen und damit zum Stop der Neusynthese und des Proteinimports
fuhrt. Zur Stabilisierung der Bindung zwischen Env und Sec61p wurde der durch Reduktion
reversible ,,Crosslinker” DSP eingesetzt. Die Spezifitét des ,,crosslinkings* und damit der Ko-
prazipitation konnte durch sequentielle Prézipitation mit anti-Env und anti-Calnexin bzw.
anti-Tap2 Antikorpern sichergestellt werden. Die Prazipitation mit dem anti-Calnexin
Antikorper fungierte aufgrund der Bindung von g@gpl60 an Calnexin im ER als
Positivkontrolle. Da gp160 nicht an den membranstandigen, ER residenten Tap-Transporter
bindet, wurde die Prézipitation mit dem anti-Tap2 Antikérper als Negativkontrolle
durchgefuhrt. Wéhrend Ko-prazipitate nach Reprazipitation mit anti-Sec61p und mit anti-
Calnexin detektiert werden konnten, konnte das ER-residente Protein Tap2 unter
entsprechenden Bedingungen nicht mit Env koprézipitiert werden. Nach Zugabe von
Lactacystin konnte eine leichte Zunahme der Interaktion zwischen Env und Sec61p

festgestellt werden, was weiterhin fur eine spezifische Interaktion spricht.

[ - - -+ + + + |Dsp

kd | |
> o =< + + - + Lactacystin
200 — ¢ &
> @
o - p— <+ Env NS QS\
96 _ 45—
p— <« Calnexin <+ Sec6lp
69 — < Tap2
= P 30—
anti-Env|[ + - - 1 1 1 1 |
anti-Calnexin| - + - 2 - - -
anti-Tap2 [ - - + - 2 - - ]
anti-Sec61 [ - - - - - 2 2]

Abb. 3.11: Kopréazipitation von Env mit dem Sec61p-Translokonprotein

Transient transfizierte 293T Zellen wurden metabolisch tiber Nacht markiert. Zur Steigerung der Tap2-
Expression wurde Interferon y (IFNy) zugesetzt. Durch Zugabe von Puromycin (10 puM) wurde 30 min
vor Zell-Lyse die Neusynthese von Proteinen inhibiert. Nach der Lyse wurde mit anti-Env, anti-
Calnexin, anti-Sec61p oder anti-Tap2 Antikdrpern oder sequentiell in der angegebenen Reihen-folge
préazipitiert. Zur Reprazipitation wurde dem Lysepuffer der Crosslinker DSP (0,3 mM) zuge-geben.
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3.2. Golgi Retention/Retrieval von Env

Im Unterschied zu den meisten zelluldren Transkripten retentiert der grote Anteil an env
MRNA im Zellkern (Abb. 3.12). Mittels RT-PCR von mRNA aus nukledren und
zytosolischen Extrakten transient transfizierter Zellen und nachfolgendem Southern Blot
konnte gezeigt werden, dal? die mMRNA von gp160 im Nukleus zurtickgehalten wird. Nur etwa
15% der viralen mRNA kann im Zytoplasma gefunden werden, wahrend sich etwa 85% im
Kern befindet. Im Gegensatz zu gp160 kann etwa 50% an zelluldrer Aktin-mRNA in Zytosol
detektiert werden. Die Identifikation von Sequenzmotiven, die auf der Proteinebene wirken
und einen Einfluf auf den Transport haben, gestaltet sich daher bei gpl60 von HIV-1
schwierig, da ein Uberlagernder Effekt der nicht n&her definierten Retentionssequenzen, die
die Inhibition des nukleozytoplasmatischen Transports der mRNA bewirken, nicht
ausgeschlossen werden kann. Weiterhin akkumuliert der grofite Anteil von Env im ER (Abb.
3.2), so dall nachfolgende Schritte des weiteren Transports von Env aufgrund der

Uberlagerung durch ER-stindiges Env nicht getestet werden konnten.
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Abb. 3.12: Nukleozytoplasmatischer env mRNA Transport

RT-PCR Analyse nuklearer (n) und zytoplasmatischer RNA (c) von 293T Zellen, welche transient mit
wildtyp gpl60 transfiziert wurden. Die RNA wurde Uber einen CsCl-Gradienten isoliert und nach
DNase-Behandlung in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde in einer PCR mit Aktin- und gp160-
spezifischen Primern eingesetzt und die PCR-Produkte geblottet und mit einer gpl60 spezifischen
Sonde hybridisiert. Die quantitative Analyse erfolgte mittels Image Master 1D Elite Software
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) und wurde in Relation zur Gesamt-env mRNA (t)
dargestellt. Diese Abbildung ist identisch mit der Abbildung 3.21 a.
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3.2.1. Identifikation von inhibitorischen Sequenzelementen im heterologen
System

Zur Eliminierung des Uberlagernden Effekts wurden daher chimére Konstrukte aus dem
zytoplasmatischen Anteil des gp160 und der Transmembran- und extrazellularen Doméne von
CD4 hergestellt. Die zelluldre Lokalisation dieser Konstrukte wurde durch Immun-
fluoreszenzanalyse mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie nach Mikroinjektion von
Hela Zellen getestet. Durch Mikroinjektion einzelner Zellen mit definierten Mengen an DNA
konnte im Vergleich zur transienten Transfektion hohe Reproduzierbarkeit und vergleichbare
Expressionslevel erzielt werden. Um nukledre Retention durch die RNA des
zytoplasmatischen Anteils von gp160 zu verhindern, wurde eine synthetische DNA-Sequenz
mit synonymen Kodons fiir diesen Genabschnitt konstruiert (Abb. 3.20). Durch das Anhangen
der zyto-plasmatischen gp41-Domane wurde die Oberflachenexpression des chimaren
Molekdils supprimiert, so daR in permeabilisierten Zellen nur noch eine Golgi-Lokalisation
beobachtet werden konnte (Abb.3.13).

WGA
CD4gp4lcyt (Golgi) Uberlagerung

Abb. 3.13: Immunfluoreszenz des chiméren CD4-gp41

Hela Zellen wurden mit CD4-gp4l kodierenden Plasmiden mikroinjiziert, anschlieRend nach
Permeabilisierung mit dem CD4-spezifischem monoklonalen Antikérper Q4120, Rhodamin markiertem
WGA (Vector Labratories, Burlingame, CA, USA) und einem FITC-konjugierten sekun-daren
Antikorper gefarbt und mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert.

Wahrend das CD4-gp4l und alle karboxyterminalen Deletionen zwischen Aminoséure 856
(CD4gp4lcyt) und 763 (CD4gp41A763) keine Oberflachenfarbung zeigten, konnte bei
kirzeren Mutanten ab Aminosdure 749 (CD4gp41A749) eine Oberflachenlokalisation
nachgewiesen werden. Daher scheint die Proteinsequenz zwischen Aminoséaure 749 und 763
(is1) Einflug auf die zelluldre Lokalisation des Proteins zu nehmen und eine effiziente

Oberflachenexpression zu verhindern (Abb. 3.14). Bei der Mutation des als Internalisierungs-
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motiv beschriebenen Tyrosinmotivs YXXL durch Austausch des Tyrosinrests durch einen
Alaninrest konnte ebenfalls nur Golgi Lokalisation und keine Oberflachenfarbung nachge-

wiesen werden.

a aa 700 720 740 760 780 800 820 840
L1111 1111111111 1 Oberflachenexpression
tm isl
CD4gp4lcyt — T | -/+
CD4gp41A833 T = 1 -1+
CD4gp41A805 — j— | -/+
CD4gp41A785 T— = ] -1+
CD4gp41A763 — == -I+
CDA4gp41A749 — ] 4+
CD4gp41A738 . ] +++
CD4gp41A728 ——— e ++4+
CD4Acyt — 4+
AYT13A

CDA4gp41Y713A — ! -/+

b CD4gp4lcyt CD4gp41A833 CD4gp41A805 CD4gp41A785 CD4gp41A763

LN, L\ N LM

CD4gp41A749 CD4gp41A738 CD4gp41A728 CD4Acyt CD4gp41Y713A

Abb. 3.14: Immunfluoreszenz von chimaren CD4-gp41l Verkiirzungs- und Tyrosinaustausch-
mutanten

(@) Schematische Darstellung der verwendeten chimaren CD4-gp4l Konstrukte. (b) Hela Zellen
wurden mit den unter (a) gezeigten Konstrukten mikroinjiziert, anschlieBend nach Permeabilisierung
mit dem CD4-spezifischem monoklonalen Antikérper Q4120 und einem FITC-konjugierten sekun-
daren Antikorper gefarbt und mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Der weil3e
Strich gibt jeweils den Verlauf der dargestellten Profilanalysen an.

Um zu Uberprifen, ob dieses Proteinmotiv isl ausreichend ist, um Oberflachenlokalisation zu
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verhindern, wurde es direkt an die Transmembranregion angehangt. Das Konstrukt
CD4gp41:749-763 zeigte nach Mikroinjektion in Hela Zellen in der Immunfluoreszenz eine
Oberflachenlokalisation (Abb. 3.15), so daR diese Region allein auflerhalb des
Gesamtkontexts flr eine Proteinretention nicht ausreichend ist. Ein chiméres Konstrukt mit
einer Deletion von aa707 bis aa749 (CD4gp4l1:749-856) zeigt dagegen keine
Oberflachenexpression. Daher scheinen weitere Bereiche karboxyterminal von Aminosdure
aa763 Einflul auf die Lokalisation zu nehmen, wéhrend die Sequenzen aminoterminal von
Aminosdure aa749 im verwendeten System keine Auswirkungen haben. Durch weitere
karboxyterminale Verkirzung des Konstrukts CD4gp41:749-856 konnte eine weitere, zweite
Region (is2) identifiziert werden, die notwendig und zusammen mit isl ausreichend fur die

Suppression der Oberflachen-expression und fir die Golgi Lokalisation ist (Abb. 3.15).
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a aa 700 720 740 760 780 800 820 840
1111 Oberflachenexpression
tm isl is2

CD4gp4lcyt N - — i -+
CD4gp41:749-856 NN 1 -+
CD4gp41:749-833 NN T -[+
CD4gp41:749-805 RN T | -+
CD4gp41:749-785 NN | -[+
CD4gp41:749-768 M +++
CD4gp41:749-763 IR +++
CD4gp41763-785 N | +++

b

CD4gp4lcyt CD4gp41749-856  CD4gp41:749-833  CD4gp41749-805  CD4gp41:749-785

CD4gp41:749-768 CD4gp41:750-763 CD4gp41:763-785

Abb. 3.15: Immunfluoreszenz von chiméren CD4-gp41 Mutanten

(@) Schematische Darstellung der verwendeten chimaren CD4-gp4l Konstrukte. (b) Hela Zellen
wurden mit den unter (a) gezeigten Konstrukten mikroinjiziert, anschlieBend nach Permeabilisierung
mit dem CD4-spezifischem monoklonalen Antikérper Q4120 und einem FITC-konjugierten sekun-
daren Antikorper gefarbt und mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Der weil3e
Strich gibt jeweils den Verlauf der dargestellten Profilanalysen an.

Um diese Befunden im Gesamtkontext der zytoplasmatischen Doméne von gp4l zu
uberprifen, wurden die beiden Elemente is1 oder is2 entweder allein oder zusammen deletiert
(Abb. 3.17). Jedes der beiden Elemente konnte allein eine Oberflachenexpression verhindern,
und nur bei gleichzeitiger Deletion beider Regionen wurde das entsprechende Protein an der
Zelloberflache detektiert.
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Abb. 3.16: Proteinsequenz des zytoplasmatischen Anteils von gp41
Aufgelistet sind die Sequenz des verwendeten Konstrukts (Subtyp mn) und die Konsensussequenzen
der Gruppen A,B,C und D. Die konservierten Aminoséuren wurden grau unterlegt.

Die Sequenz des Elementes is1 weist kein bekanntes Retention- oder Internalisierungsmotiv
auf, wahrend is2 in der mn-Sequenz zwei Dileuzine in der Position aa776/7 und aa784/5
besitzt, wobei das letztere konserviert ist (Abb. 3.16). Da Dileuzinmotive Einfluf auf den
zellul&ren Transport und damit auf die zelluldre Verteilung von Proteinen haben kdnnen,
aa776/7 (CDA4gp4lcytL776/7A) und aa784/5
(CD4gp4lcytL784/5A) einzeln und zusammen (CD4gp4lcytL776/7/784/5A) durch Alanin-

wurden die Dileuzine in Position

reste ausgetauscht. Diese Austausche hatten keine Auswirkung auf die Lokalisation der

mutierten Proteine und zeigten ebenfalls eine verminderte Oberflachenexpression (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Immunfluoreszenz von chiméaren CD4-gp41 Deletions- und Leuzinaustauschmutan-
ten
(a) Schematische Darstellung der verwendeten chimaren CD4-gp41 Konstrukte. (b) Hela Zellen
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Die durchgefiihrten Immunfluoreszenzuntersuchungen zeigten eine unterschiedliche zellulére
Verteilung der mutierten Proteine in einem ,steady state Zustand. Die verminderte Ober-
flachenexpression kann durch Retention des betreffenden Proteins im Golgi und Blockierung
des Transports zur Zelloberflache oder durch Internalisierung des Proteins und Rucktransport
verursacht werden.

Um diesen dynamischen Prozel3 verfolgen zu konnen, wurde in einem Internalisierungs-
experiment der EinfluR des zytoplasmatischen Anteils von gp41 auf die Internalisierung der
chimédren CD4-gp41 Konstrukte getestet (Abb. 3.18). Durch das Anfiigen der zytoplasma-
tischen Doméne wurde nach einer Stunde noch 40% des markierten Proteins an der Zell-
oberflache gefunden, wahrend das CD4 ohne zytoplasmatische Domane noch zu etwa 90%
auf der Zelloberflache vorhanden ist. Das Anhdngen weiterer Reste bis Aminoséure aa749
(CD4gp41A749) fihrte nicht zu einer deutlichen Steigerung der Internalisierung. Wurden die
Elemente isl1 und is2 deletiert, so erhielt man nach Deletion von isl und beider Motive eine
schwéchere Internalisierung als nach Entfernung von is2. Wéhrend die is2 Deletetionsmutante
nur eine gering reduzierte und relativ hohe Internalisierungsrate aufwies, sind die der isl
Deletionsmutante und der Doppeldeletionsmutante deutlich niedriger und zwischen denen des
CD4Acyt und des CD4gpdlcyt. Die Dileuzinaustauschmutanten zeigten eine 50 %ige
Internali-sierung nach einer Stunde und damit im Vergleich zum CD4gp4lcyt ebenfalls nur
eine gering reduzierte Internalisierung, die im Bereich der is2 Deletionsmutante lag. Somit
flhrt der zytoplasmatische Anteil des gp41 zu einer deutlichen Internalisierung, die durch die
Deletions- und Austauschkonstrukte jedoch nur teiweise aufgehoben werden konnte, und bei
diesen Mutanten einen intermedidren Phanotyp bewirkte. Das Element isl zeigte einen
deutlich starkeren Effekt auf die Endozytose als das is2.

Das als Internalisierungsmotiv beschriebene YXXL (Rowell et al., 1995), das sich im
proximalen Anteil der zytoplasmatischen Doméne befindet, war in einem auf Aminosédure
aa749 verkirzten Protein nicht wirksam. Durch eine Verldngerung um das is1 Element konnte
jedoch eine starke Internalisierung beobachtet werden. Wurde das Tyrosin durch einen
Alanin-rest ersetzt, so konnte immer noch eine wenn auch schwéchere Internalisierung

beobachtet werden, die somit unabhangig von dem mutierten Motiv geschieht.

wurden mit den unter (a) gezeigten Konstrukten mikroinjiziert, anschlieBend nach Permeabilisierung
mit dem CD4-spezifischem monoklonalen Antikérper Q4120 und einem FITC-konjugierten sekun-
daren Antikorper geféarbt und mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Der weil3e
Strich gibt jeweils den Verlauf der dargestellten Profilanalysen an.
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Um den bei den chimdren CD4-gp4l Kontrukten beobachteten Effekt in einem weiteren,
heterologen Reportersystem zu kontrollieren, wurde ein zweiter Satz an chimdren Konstrukten
konstruiert, die aus einem zellmembranstandigen Immunglobulin G-Anteil und der zyto-
plasmatischen Doméne des gp41 bestehen (Kolanus et al., 1993) (Abb. 3.19). Analog zu den
CD4 Chimaren konnte eine reduzierte Oberflachenexpression durch das Anhéngen des
gesamten zytoplasmatischen Anteils von gp4l oder der beiden Elemente isl und is2
beobachtet werden. Durch Deletion von isl und is2 konnte eine Oberflachenexpression
wiederhergestellt werden.

In beiden verwendeten Systemen verursachten die Elemente is1 und is2 also ahnliche Effekte,
die sich in einer verminderten Oberflachenexpression und Golgi-Akkumulation ausdriickten.
Wahrend jedes der Motive im gp4l Kontext fur eine verminderte Oberflachenexpression
ausreichend ist, kann dieser Effekt nur durch die Deletion beider Elemente wieder aufgehoben

werden.

Abb. 3.18: Internalisierung von chiméaren CD4-gp41 Konstrukten

Transient mit den jeweils angegebenen Konstrukten transfizierte 293T Zellen wurden mit dem CD4
spezifischen Antikérper Q4120 ohne vorherige Permeabilisierung fir 30 min auf Eis inkubiert,
aufgeteilt und fur unterschiedliche Zeiten in Kulturmedium bei 37°C kultiviert. Anschlieend wurden die
Zellen mit einem FITC-konjugierten sekundaren Antikérper auf Eis gefarbt und mittels
DurchfluBzytometrie analysiert. Die quantitative Darstellung der Oberflachenexpression zeigt die
Mittelwerte und den Standardfehler (SEM), resultierend aus mindestens drei unabhangigen
Experimenten. (a) Analyse der isl und is2 Deletionsmutanten. (b) Analyse der Dileuzin/Dialanin-
Austauschmutanten. (¢) Analyse der Verkirzungsmutanten CD4gp41A749, CD4gp41A763 und der
Tyrosin/Alanin-Austauschmutante.
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Abb. 3.19: Immunfluoreszenz von chiméren Ig-gp41 Konstrukten

(a) Schematische Darstellung der verwendeten chiméaren Ig-gp41 Konstrukte. (b) Hela Zellen wurden
mit den Konstrukten unter (a) mikroinjiziert, anschlieBend nach Permeabilisierung mit einem FITC-
konjugierten Antikdrper gefarbt und mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Der
weilRe Strich gibt jeweils den Verlauf der dargestellten Profilanalysen an.

3.2.2. Test der inhibitorischen Elemente is1 und is2 im homologen System

3.2.2.1. Herstellung eines synthetischen env Gens

Um die durch die chimaren Konstrukte erzielten Ergebnisse im homologen Kontext des gp160
zu Uberprifen, wurde ein synthetisches env-Gen verwendet, bei dem bei gleichbleibender
Proteinsequenz die viralen Kodons durch die hochexprimierter humaner Gene ersetzt wurden
(Haas et al., 1996) (Abb.3.20). Die synthetische env Sequenz wurde mittels langer Oligonuk-

leotide hergestellt, die zun&chst durch PCR amplifiziert und anschlieBend subkloniert wurden.
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Abb.3.20: Konstruktion des synthetischen gp160

Mittels RT-PCR von mRNA aus transient transfizierter Zellen und nachfolgendem Southern
Blot konnte gezeigt werden, dal? die mRNA von syngp160 nicht im Nukleus zurtickgehalten
wird und der Export der synthetischen mRNA aus dem Kern in das Zytoplasma im Vergleich
zur wildtyp mRNA gesteigert ist. Wahrend sich anndhernd 40% der synthetischen env-mRNA
im Zytoplasma befand, waren es bei der wildtyp env mRNA etwa 15%. Als Referenz diente
die mRNA des humanen Aktins, welche bei beiden Ansétzen gleiche Transportraten aufwies
und im Kern und Zytoplasma in etwa gleichen Mengen vorlag (Abb. 3.21).
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Abb.3.21: Nukleozytoplasmatischer env mRNA Transport

RT-PCR Anaylse nukledrer und zytoplasmatischer RNA isoliert aus 293T Zellen, die transient mit
wildtyp gp160 (a) und synthetischen gpl160 (b) transfiziert worden sind. Die RNA wurde Uber einen
CsCl-Gradienten isoliert und nach DNase-Behandlung in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde in
einer PCR mit Aktin- und gp160-spezifischen Primern eingesetzt und die PCR-Produkte geblottet und
mit einer gp160 spezifischen Sonde hybridisiert. Die quantitative Analyse erfolgte mittels Image Master

1D Elite Software (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden). Die Abbildung 3.21 a ist
identisch mit der Abbildung 3.12.

Um die Proteinexpression des synthetischen und des wildtyp gpl60 zu testen, wurden
transient transfizierte Zellen radioaktiv markiert und aus dem Zell Lysat das Env-Protein mit
einem anti-Env Serum immunprazipitiert. Die Proteinsynthese des synthetischen gp160 war
im Vergleich zum Wildtypprotein erheblich gesteigert. Die zusatzliche Expression des HIV-1
Regulator-proteins Rev, das den Export viraler env mRNA aus dem Kern ins Zytoplasma
induziert, hatte keinen merklichen Effekt auf das synthetische Protein, steigerte jedoch die
Expression des wildtyp gp160 signifikant (Abb. 3.22).
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Abb. 3.22: Proteinexpression des wtgp160- und des syngp160-Gens

Transient transfizierte 293T Zellen wurden fur 4 h radioaktiv mit [358]-Methionin/Cystein markiert,
lysiert und das Lysat mit einem anti-Env Antikdrper préazipitiert. Wtgp160 und syngp160 wurden jeweils
mit rev bzw. mit einem leerem Kontrollvektor transfiziert. Die quantitative Analyse erfolgte nach

Einscannen durch einen Phosphoimager (Storm 860, Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA) mit
Hilfe der ImageQuant Software (Version 4.2, Molecular Dynamics).

3.2.2.2. I1s1 und is2 inhibieren die Oberflachenlokalisation von Env

Die Deletion des zytoplasmatischen Anteils von gpl60 erhoéhte die Oberflachenexpression
sowohl in stabil als auch in transient transfizierten Zellen (Abb. 3.23). Wéhrend die durch
Western Blot bestimmte Gesamtmenge an Glykoprotein bei mit syngp160 und syngpl60Acyt
transfizierten Zellen ahnlich war, war die Expression des gpl60 an der Zelloberflache im
Vergleich zum deletierten Glykoprotein um etwa 80% reduziert. Wie im heterologen System
fihrte die Eliminierung der Elemente isl und is2 (syngpl60Aisl+2) zu einer Zunahme der

Env Expression an der Zelloberflache um etwa das vierfache.
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Abb. 3.23: Oberflachenexpression von env-Mutanten

(a) Schematische Darstellung der verwendeten env-Konstrukte. (b) Mit syngp160 und syngpl60Acyt
stabil transfizierte Hela Zellen wurden ohne vorherige Permeabilisierung mit dem env-spezifischen
Antiserum 95-B-2 und einem FITC-konjugierten sekundaren Antikérper angefarbt und mittels
DurchfluBzytometrie analysiert. (c) Quantitative Anaylse der Env-Oberflachenexpression. Mit
syngp160, syngpl60Acyt und syngpl60Aisl1+2 transient transfizierte 293T Zellen wurden mit dem
Env-spezifischen Antiserum 95-B-2 und einem FITC-konjugierten sekundéren Antikérper angefarbt
und mittels DurchfluBzytometrie analysiert. Die quantitative Darstellung der Oberflachenexpression
zeigt die Mittelwerte und den Standardfehler (SEM), resultierend aus sieben unabhé&ngigen
Experimenten. (d) Western Blot-Analyse von transient mit syngpl60, syngpl60Acyt und
syngp160Ais1+2 transfizierten 293T Zellen.
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4. Diskussion

4.1. Degradation von ER-retentiertem Env

Das ER ist die Eintrittsstelle fur sezernierte und membranstandige Proteine. Sie unterliegen in
diesem Kompartment einer Qualitatskontrolle, die zur Eliminierung miRgefalteter und
nichtassemblierter Proteine fihrt (Hammond and Helenius, 1995; Kopito, 1997) (Abb 4.2).
Das Ubiquitin/Proteasomensystem wurde als Hauptort zur Degradation dieser Proteine
identifiziert (Biederer et al.,, 1996; Ward et al.,, 1995). Der Ausgangspunkt der hier
vorgelegten Untersuchungen waren friihere Beobachtungen (Kimura et al., 1996; Willey et al.,
1988), in denen gezeigt worden war, daR der groRte Anteil des HIV-1 Env im ER retentiert
wird und weder in das Golgi Kompartment noch an die Zelloberflache gelangt, sondern
abgebaut wird. In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese untersucht, ob gp160 durch
das Ubiquitin/Proteasomensystem degradiert wird und die einzelnen Schritte zur Degradation

— Translokation, Ubiquitinierung, proteasomale Degradation — durchlduft.

4.1.1. Ubiquitinierung

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, da das Glykoprotein gp160 von HIV-1
ubiquitiniert wird, sowie dal dieser Prozel} weder subtyp- noch zelltypspezifisch ist und nicht
vom Expressionssytem abhédngt. Der Nachweis der Ubiquitinierung von Env in HIV-1
infizierten Zellen zeigt, daR der Effekt nicht auf eine artifizielle Uberexpression des isolierten
env Gens zurtickzufihren ist, sondern auch im Kontext der Expression aller HIV-spezifischen
Gene stattfindet. Die Ubiquitinierung erfolgt am luminalen Anteil der gp41l Untereinheit,
wobei ein einzelner Ubiquitinrest angehangt wird. Ubiquitin wird an freie Aminogruppen, wie
sie Lysinreste oder der Aminoterminus eines Proteins darstellen, kovalent gebunden. Der
Sequenzvergleich zwischen den verwendeten unterschiedlichen Env-Subtypen laRt drei
konservierte Lysinreste als potentielle Stellen fir die Ubiquitinbindung vermuten. Gewdhnlich
wird Ubiquitin in langen polymeren Ketten an diese Aminosauren angehangt (Ciechanover,
1994). Obwohl eine Monoubiquitinierung seltener vorkommt, wurde sie in friiheren Befunden
fir eine Reihe von Proteinen (p6Gag Protein von HIV-1 und SIV, pl2Gag Protein von
Moloney Murine Leukemia Virus, Histon 2B) bereits nachgewiesen (Ott et al., 1998; West
and Bonner, 1980). Die Menge an ubiquitiniertem gp160 Glykoprotein konnte nach Inhibition

der proteasomalen Degradation durch einen spezifischen Inhibitor gesteigert werden, wodurch
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es aber nicht zu einer zytoplasmatischen Anreicherung dieses Proteins kam. Dies zeigt zum
einen, daB ubiquitiniertes gp160 durch Proteasomen degradiert wird, und daruber hinaus, dal
nach Blockierung der Proteasomen der retrograde Transport des gpl60 ins Zytoplasma
unterbleibt. Sowohl ohne als auch mit Inhibitor konnte gpl60 nur membranassoziiert
nachgewiesen werden. Dies spricht dafur, dafl die ,,Markierung®“ zur Degradation, der
Transport aus dem ER zum Ort der Degradation und die Degradation selbst ein gekoppelter
Prozel} ist, wie er auch fir andere luminale und membranstédndige Proteine diskutiert wird
(Biederer et al., 1997; Plemper et al., 1998; Plemper and Wolf, 1999b).

Es sind verschiedene Mdglichkeiten denkbar, zu welchem Zeitpunkt der Biosynthese gp160
ubiquitiniert werden konnte (Abb. 4.1). Die Ubiquitinierung konnte an der zytoplasmatischen
Seite der ER Membran simultan mit dem Export aus dem ER verlaufen (Abb. 4.1 a). Als
ubiquitinierende Enzyme k&men Proteine wie Ubc6p und Ubc7p/Cuelp in Frage, die ER-
membranassoziiert sind und eine zytoplasmatische, katalytische Doméne besitzen (Biederer et
al., 1997). Da sich die ubiquitinierte Domane des Env Glykoproteins zumindest zeitweise im
ER Lumen befindet, was nach Proteasebehandlung von isolierten Mikrosomen aus Env
exprimierenden Zellen gezeigt werden konnte, muf3 die Ubiquitinierung jedoch dem Export
vorangehen, was gegen diese Erkldarung spricht. Alternativ kdnnte ein Komplex aus
Translokon, Proteasom und ubiquitinierendem Enzym das ubiquitinierte gpl160 vor dem
Verdau durch die zugesetzte Protease schiitzen.

Weiterhin konnte Env kotranslational durch zytosolische oder ER-membranstédndige Enzyme
ubiquitiniert werden (Abb. 4.1 b). Hierbei wirde der Import der wachsenden Polypeptidkette
gestoppt und das Protein Uber dasselbe Translokon zuriick ins Zytosol transloziert. Das
Glykoprotein ware in diesem Fall membranassoziiert, jedoch nicht durch die hydrophobe
Transmembranregion in der Membran verankert. Eine kotranslationale Ubiquitinierung wurde
flr das Apolipoprotein B100 beschrieben (Liao et al., 1998; Zhou et al., 1998). Es gibt jedoch
auch Hinweise aus Experimenten mit S. cerevisiae, dafl der Proteinimport und -export
mechanistisch verschieden sind (Brodsky et al., 1999). Da allerdings in den hier dargestellten
Untersuchungen ubiquitiniertes Env das Molekulargewicht des reifen Proteins besaR und die
ubiquitinierte, extrazellulare Domane des Proteins sich vollstandig im Lumen des ER befand,
kann diese Erklarungsmoglichkeit nur dann stimmen, wenn kein Importstop des

kotranslational ubiquitinierten Env stattfindet. Eine mdégliche Zwischenstufe eines bereits
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ubiquitinierten, aber noch nicht vollstandig translatierten oder translozierten Proteins konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden.

SchlieRlich kénnte das Env durch Enzyme ubiquitiniert werden, die an der luminalen Seite
des ER lokalisiert sind (Abb. 4.1 c). Fur diese Hypothese spricht zum einen, dal
ubiquitiniertes Env die volle Lange der reifen Proteins aufwies und keine kleinere Variante
gefunden werden konnte, so dal3 offensichtlich nur vollstandig synthetisiertes Glykoprotein
ubiquitiniert wird. Zweitens konnte ubiquitiniertes Env auch nach Proteinase K-Behandlung
der isolierten Mikrosomen detektiert werden, so dal’ der ubiquitinierte Anteil des Proteins und
das Ubiquitin selbst durch die ER Membran vor dem Verdau geschutzt wurde und sich im

Lumen des ER befinden muR.

ER-Lumen

ubiquitinierendes
Enzym
q * Ubiquitin
V4 q D Translokon

[§ 1 (1

Ubiquitin

Proteasom Ribosom Proteasom b Proteasom

Zytoplasma

Abb. 4.1: Modell der méglichen Ubiquitinierungsmechanismen

(a) Die Ubiquitinierung konnte entweder wahrend des ER Exports an der zytoplasmatischen Seite der
ER Membran oder (b) kotranslational an der zytoplasmatischen Seite der ER Membran bei gleich-
zeitigem Importstop oder im ER Lumen stattfinden.

Neben der Markierung zur Degradation wurden in aktuellen Berichten alternative Erklarungen
flr ubiquitinierte virale Proteine vorgeschlagen. Es wurde gezeigt, daR p6gag von HIV-1 und
SIV wie auch pl2gag von MLV und US9 von Herpes Simplex Virus 1 ubiquitiniert werden
und sich neben freiem Ubiquitin in Viruspartikeln nachweisen lassen (Arthur et al., 1992;
Brandimarti and Roizman, 1997; Ott et al., 1998). Die Bedeutung dieser ubiquitinierten
Proteine im Viruspartikel ist im Moment unklar. Sie kénnten der Degradation in Zellen, die
mit viralen Proteinen Uberschwemmt werden, entkommen sein. Alternativ wird diskutiert, ob
sie eine spezifische Rolle in der viralen Pathogenese spielen kodnnten (Brandimarti and
Roizman, 1997; Ott et al., 1998).
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4.1.2. Proteasomale Degradation

Nachdem es in der vorliegenden Arbeit gelungen war, ubiquitiniertes gp160 nachzuweisen,
wurde im weiteren der EinfluR der Proteasomen auf das virale Env Glykoprotein untersucht.
Es konnte gezeigt werden, da® HIV-1 Env durch das proteasomale System in vitro und in vivo
degradiert wird. Durch den spezifischen proteasomalen Inhibitor Lactacystin konnte die
Halbwertzeit von Env in vivo verdoppelt werden. Dieser Effekt konnte in vitro anhand
isolierter mikrosomaler ER Fraktionen transfizierter Zellen und aufgereinigten Proteasomen
bestatigt werden. Bereits fur eine Reihe von sekretorischen und membranstdndigen Proteinen
wurde die Degradation durch Proteasomen beschrieben. Es handelt sich hierbei zumeist um
kinstlich mutierte (Pdr5, CPY™*, pro-a-Faktor, al-Antitrypsin Z und Sec61-2) und krankhaft
verénderte Proteine (CFTR), oder um Proteine, die durch virale Proteine (MHC Klasse 1
durch HCMV US2 und US11, CD4 durch HIV-1 vpu) modifiziert beziehungsweise gebunden
werden. Der T-Zellrezeptor ist dagegen ein Beispiel fir ein unverénderter
Zellproteinkomplex, dessen nichtassemblierte Untereinheiten proteasomal degradiert werden
(Yuetal., 1997; Yang et al., 1998). Das untersuchte Env ist ebenfalls ein unmutiertes Protein,
das durch Proteasomen abgebaut wird. Der Degradation geht die Retention des Env im ER
voraus. Als Determinanten fir diese Retention kommen weder der zytoplasmatische Anteil
noch die Transmembran-doméne nicht in Frage, da sowohl nach Deletion des
zytoplasmatischen Anteils als auch nach Austausch der Transmembrandoméne der gréRte
Anteil des Env im ER verblieb. Die Ursache konnte in der komplexen Faltung und
Glykosylierung des Env Glykoproteins liegen, was zu einer ungewdéhnlich langen Assoziation
des Env mit dem ER-Chaperon Calnexin fuhrt. Mehrere Arbeiten konnten nachweisen, dal
schon Kkleine Verénderungen in der Glykosylierung oder Faltung ER-Retention bei HIV-1 Env
auslosen konnen (Bolmstedt et al., 1991; Dash et al., 1994; Fenouillet and Jones, 1995). Die
zeitlich ausgedehnte Bindung an Calnexin fuhrt nach dem aktuell diskutierten Modell der
Qualitatskontrolle im ER zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit, als mifigefaltetes Proteins
erkannt und nachfolgend der Degradation zugefiihrt zu werden (Liu et al., 1999; Parodi,
1999). Auch scheint die Bindung an Calnexin zwingend notwendig fur den proteasomalen
Abbau zu sein (McCracken and Brodsky, 1996).

Voraussetzung fir eine zytoplasmatische Degradation von Transmembranproteinen durch die
Proteasomen ist der Export aus dem ER ins Zytoplasma. In der vorliegenden Arbeit konnte

eine Assoziation von Env mit dem Protein sec61p nachgewiesen werden, wobei eine Bindung
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zwischen diesen Proteinen infolge eines Imports durch einen entsprechenden Inhibitor
ausgeschlossen wurde. Sind der Export Uber das Translokon und die Degradation miteinander
gekoppelt und retrograder Transport und Abbau ein integrierter Prozel}, dann sollte ein
Degradationsstop einen Stau im Translokon bewirken. Sind sie dagegen nur hintereinander
geschaltet, dann sollte es nach Inhibition des Abbaus zu einer Freisetzung des zu
degradierenden Proteins vom Translokon kommen. Durch Zugabe eines proteasomalen
Inhibitors konnte die Assoziation zwischen gpl60 und sec6lp verstarkt und somit eine
Akkumulation am Translokon, aber keine Freisetzung ins Zytosol beobachtet werden. Neben
sec61p, das als Bestandteil des Translokons eine Rolle im Import und Export des ER spielt,
sind noch weitere Proteine wie sec63p und grp78 Bip oder die in Hefen entdeckten ER
Membranproteine Derlp, Der3p/Hrd1lp und Hrd3p in den retrograden Transport involviert
(Bordallo et al., 1998; Sommer and Wolf, 1997). Eine mdgliche Aufgabe eines dieser Proteine
kdnnte - im Zusammenspiel mit den ER-stdndigen Chaperonen und eventuell vermittelt durch
Ubiquitinierung - die Erkennung von fehlerhaften Proteinen sein. Auch der Transport zum
Translokon, die Regulation des Translokons und die Verbindung zu den Proteasomen ist

bisher nicht geklért.
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4.2. Oberflachenexpression des HIV-1 Env Glykoproteins

Env Glykoprotein, das korrekt gefaltet, modifiziert und multimerisiert wurde, und das die
Qualitatskontrolle des ER passiert hat, wird weiter Uber das Golgi Kompartment zur
Zelloberflache transportiert (Abb. 4.2). Dieser Weitertransport wird malgeblich durch den
zytoplasmatischen Anteil des Glykoproteins beeinfluf3t. In dieser Arbeit konnten zwei, is1 und
is2 bezeichnete Sequenzelemente innerhalb der zytoplasmatischen Domadne identifiziert
werden, die EinfluR auf die Env Oberflachenexpression nehmen und eine verminderte Ober-
flachenexpression durch Golgi Retention oder Proteinrickfihrung von der Zellmembran in
die Zelle (,,retrieval®) bewirken. Um post-ER Ereignisse zu untersuchen, die nicht durch die
ER-Retention und Akkumulation des gp160 uberlagert werden, wurde zur Identifizierung von
auf die Oberflachenexpression wirkender Sequenzelemente ein heterologes System benitzt.
Beide Elemente vermitteln eine Golgi Lokalisation der chiméren Proteine und wirken
wenigstens zum  Teil als ,retrieval“-Motive. Retentionssignale  Golgi-residenter
Transmembranproteine sind hauptsachlich in ihren Transmembrandoméanen zu finden (Munro,
1995; Nilsson et al., 1993). Zwei Mechanismen der Golgi-Retention werden zur Zeit
diskutiert. Der erste basiert auf einer Retention durch Oligomerisierung der Proteine zu
grolRen Aggregaten; der zweite postuliert einen Retentionsmechanismus aufgrund der L&ngen
der Transmembrandomanen und der unterschiedlichen Membranstarken der zelluléren
Kompartmente. Alternativ kann die Golgi Lokalisation durch eine Proteinriickfiihrung von der
Zelloberflache ins Golgi verursacht werden. Entsprechende Signale wurden in den
zytoplasmatischen Domanen einiger trans-Golgi Proteine gefunden, die zwischen
Zelloberflache und Golgi ,,recycled* werden. Sie bestehen entweder aus Motiven, die einen
Tyrosinrest oder zwei Leuzine enthalten, oder konnen aus sauren oder aus
phenylalaninhaltigen Regionen bestehen. Die Signale kdnnen gleichzeitig vorhanden und
miteinander kombiniert sein (Bryant and Stevens, 1997; Schafer et al., 1995b; Stroh et al.,
1999; Zhu et al., 1996).

Das membranproximale, tyrosinhaltige Motiv YXXL des gp160 (aa713-716) wurde als ein
Env Internalisierungsmotiv beschrieben (Berlioz et al., 1999; Rowell et al., 1995). Uber diese
Aminosaurenabfolge scheint das Env Glykoprotein an Clathrin-assoziierte ul und p2 Unter-
einheiten des AP Adaptor Komplexes zu binden und somit in entsprechenden Vesikeln
verpackt von der Zelloberflache abgeraumt zu werden (Berlioz et al., 1999). Die Bindung

unterbleibt, wenn gleichzeitig HIV-1 Gag Vorlauferprotein anwesend ist (Egan et al., 1996).
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Beide Gruppen berichten allerdings von nicht n&her charakterisierten zusatzlichen Deter-
minanten, die distal zu dem beschriebenen Tyrosin Motiv liegen, und die ebenfalls Adaptor
Komplexe unabhéngig vom YXXL Motiv binden, beziehungsweise EinfluR auf die Ober-
flachenexpression nehmen koénnen. In der vorliegenden Arbeit konnte nur ein geringer oder
kein Effekt der Aminoséuren zwischen aa707 bis aa749 des gp160, welche das YXXL Motiv
einschlieBen, auf die Internalisierung und die ,steady state“ Oberflachenexpression
festgestellt werden, so dal} dieses Motiv zumindest in einem bis auf Aminoséure aa749
verkurztem Protein (CD4gp41A749) kaum Wirkung zeigt und das YXXL Motiv weitere
Sequenzen bendtigt, um funktionell zu sein. Dieses Ergebnis stimmt mit friheren Befunden
uberein (Rowell et al., 1995). Bei Austausch des Tyrosinrests durch Alanin und daraus
resultierender Zerstérung des Internalisierungmotivs konnte die Oberflachenexpression nicht
wiederhergestellt und eine immer noch deutliche, wenn auch geringere Internalisierung
beobachtet werden, die somit YXXL unabhangig erfolgen mufite. Ein bis auf Aminosédure
aa763 verkurztes Protein (CD4gp41A763), das das Element is1 beinhaltet, zeigt im Vergleich
zum CDA4gp41A749 eine deutlich verringerte ,steady state* Oberflachenexpression und
gleichzeitig eine erheblich stérkere Internalisierungsrate. Somit mufl3 zumindest das Element
is1 vorhanden sein, damit das Signal YXXL als Internalisierungsmotiv erkannt wird.
Offensichtlich ergénzen sich beide Motive beziehungsweise verstarken sich. Die hier
beschriebenen Elemente is1 und is2 bewirken bereits im Kontext der gesamten
zytoplasmatischen Domane jedes einzeln, und als isolierte Elemente zusammen verminderte
Oberflachenexpression. Is1 und is2 nehmen beide EinfluR auf die Internalisierung, wobei die
Internalisierung durch die Deletion von isl wesentlich stirker vermindert werden kann als
durch Eliminierung von is2. Somit induziert is1 im Vergleich zu is2 eine starkere Endozytose.
Dieser Mechanismus scheint jedoch nicht allein fur den beobachteten ,,steady state” Phenotyp
verantwortlich zu sein, da die Konstrukte CD4Acyt, CD4gp41A749 und CD4gp41Aisl+2 eine
verstarkte  Oberflachenexpression  aufweisen, wahrend CD4gp4lAisl, das dem
CD4gp41Ais1+2 &hnliche Internalisierungsraten besitzt, vor allem im Golgi lokalisiert ist.
Erklart werden konnte dies damit, daf is2 seine Wirkung entfaltet, bevor das Protein an die
Zellmembran gelangt und internalisiert werden kann. Daher kommt isl eher eine Bedeutung
flir den Transport von der Zelloberflache in die Zelle hinein zu, wéhrend is2 offensichtlich vor
allem den Transport aus dem Golgi heraus oder zur Zelloberflache hin beeinfluf3t.

Die gp41 zytoplasmatische Domane enthalt mehrere Dileuzinmotive, die in einigen Proteinen
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als Internalisierungssignal wirksam sind (Aiken et al., 1994; Haft et al., 1994; Kil et al., 1999;
Marsh et al., 1995; Matter et al., 1994). Die zwei Dileuzine im Bereich von is2 scheinen
verantwortlich flr die wenn auch geringe Internalisierungskapazitéat dieses Elements zu sein,
da die Internalisierungsrate nach Deletion von is2 oder nach Mutation der Dileuzine zu
Dialaninen annédhernd gleich ist. Diese Dileuzinmotive sind zwischen verschiedenen Isolaten
konserviert. Das Motiv an der Aminosdureposition aa784/85 ist innerhalb der
Konsensussequenzen von Subtyp A bis D vollstdndig konserviert. Dies korreliert mit seiner
groBeren Aktivitét als Golgi ,,retrieval“ Signal im Vergleich zum Motiv an Position aa776/7.
Im letzteren Motiv ist das erste Leuzin in den Konsensussequenzen der Subtypen A, C und D
durch ein Isoleuzin ersetzt. Fir entsprechende Isoleuzin-Leuzin Motive wurde ein dhnlicher
Wirkmechanismus wie fiir Dileuzinmotive beschrieben.

Is2 ist weitgehend identisch mit dem ,lentivirus lytic peptide“ LLP2 (aa768-88), das
zusammen mit dem ,lentivirus lytic peptide* LLP1 (aa828-855) als eine amphipatische
Struktur beschrieben wurde, die mit Membranen wechselwirken kann und die Membran-
permeabilitdt durch Ausbildung von Kandlen verandert (Miller et al., 1993a; Srinivas et al.,
1992; Venable et al., 1989). Fir die LLP Domanen wurde weiterhin die Fahigkeit
beschrieben, das regulatorische, zytoplasmatische Protein Calmodulin zu binden, und dadurch
die intrazellulare Signaltransduktion zu modulieren und zum zytopathischen Effekt von Env
beizutragen (Beary et al., 1998; Kort, 1998; Miller et al., 1993b; Srinivas et al., 1993).

Das auf die Internalisierung starker wirkende isl besitzt jedoch keine Dileuzine oder andere,
fir Zellen beschriebene Internalisierungssignale. Es weist jedoch einen hohen Anteil an
hydrophoben, apolaren Aminosduren und drei Leuzinreste in einem Abstand von jeweils
sieben Aminoséuren auf, die eine ,,leucin-zipper* &hnliche Region ausbilden kdénnten. Fiir die
beiden Isoleuzine an Position aa756/7 und die Leuzin/Valin-Abfolge bei Aminosdure
aa749/50 ist ein Dileuzin &hnlicher Wirkmechanismus nicht auszuschlielen. Da zumindest
einzelne Leuzinreste wirkungsneutral durch Isoleuzine ausgetauscht werden kdnnen, scheint
weniger die exakte Aminosaureabfolge, sondern die Hydrophobizitat des Signals wichtig zu
sein, so dalR weitere hydrophobe Aminosduren wie zum Beispiel Valin als Ersatz in Frage
kommen konnten. Die zwei Isoleuzine sind allerdings innerhalb der verschiedenen Subtypen
nicht konserviert, so dal} es als generelles Signal unwahrscheinlich ist. Dagegen ist die
Leuzin-Valin Sequenz an Position aa749/50 innerhalb der Konsensussequenzen (Abb. 3.16)

konserviert und zudem in Hefen als vakuolares Transportsignal und in polarisierten Zellen als

74



Diskussion

regulatives Motiv fur die basolaterale Lokalisation beschrieben worden (Vowels and Payne,
1998; Sheikh and Isacke, 1996; Rodionov et al., 2000).

In HIV-1 und anderen Retroviren ist die Oberflachenexpression der Glykoproteine stringent
reguliert. Die gp41 zytoplasmatische Doméne von HIV-1 spielt dabei eine grof3e Rolle, da sie
den intrazellularen Transport, die Oberflachenexpression und die Inkorporation in den Virus-
partikel beeinfluBt (Haffar et al., 1990; Rowell et al., 1995) (Lodge et al., 1994; Lodge et al.,
1997; Salzwedel et al., 1993). Es gibt mehrere Hinweise darauf, dal die regulierte und
niedrige Oberflachenexpression des Glykoproteins fir das Virus in vivo entscheidend ist.
Wahrend in vitro Kulturen von SIV und HIV-2 auf Verkirzungen der zytoplasmatischen
Doméne selektionieren, konnen nach Gabe von SIV Mutanten mit verkirztem Env in
Rhesusaffen Revertanten, die das vollstandige Protein exprimieren, beobachtet werden (Luciw
et al., 1998). Das Virus hat offensichtlich mehrere verschiedene Strategien auf
unterschiedlichen Ebenen entwickelt, um die Glykoproteinexpression zu regulieren. Auf der
Nukleinsdureebene wird der mRNA Transport und auf der Proteinebene der Proteintransport
durch Retentions- und ,,retrieval“-Signale inhibiert. Beide Mechanismen sind koordinierte
und regulierte Prozesse, die von den viralen Proteinen Rev und Gag Vorldauferprotein
beeinflulit werden (Egan et al., 1996; Emerman et al., 1989; Felber et al., 1989; Malim et al.,
1989b). Da beide Strategien trotz der hohen Mutationsrate in HIV-1 konserviert sind, kommt

ihnen wahrscheinlich eine wichtige Bedeutung zu.
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Abb. 4.2: Schema zum Transport und zur Degradation von gp160

Das gpl60 wird kotranslational in das ER transportiert, wo es glykosyliert und durch Chaperone
unterstutzt gefaltet wird. Nach reversibler, transienter Bindung an Komponenten des Qualitats-
kontrollsystems wie Calnexin wird fehlerhaftes Protein ubiquitiniert, retrograd transportiert und durch
das Proteasom abgebaut. Korrekt gefaltetes gp160 wird Uber den Golgi, in den es weiter modifiziert
und prozessiert wird, an die Zellmembran transportiert. Die Zellmembranexpression wird mafRgeblich
durch den zytoplasmatischen Anteil des gp41 beeinfluft.
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5. Zusammenfassung

Die Expression des HIV-1 Env Glykoproteins wird von verschiedenen Faktoren beeinfluf3t,
die sowohl auf die Env mRNA als auch auf das Glykoprotein wirken. Diese Faktoren
verursachen eine sehr effiziente Suppression des Glykoproteins, weshalb nur ein geringer
Anteil von Env auf der Zelloberflache exprimiert wird, wéhrend der grofite Teil im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) zurlickgehalten und nachfolgend degradiert wird. In der
vorliegenden Arbeit wurden die auf der Proteinebene wirksamen Faktoren untersucht, die die
Expression von Env auf der Zelloberflache beeinflussen.

Wahrscheinlich aufgrund seiner komplexen Faltung und Modifikation wird ein ungewdéhnlich
grolRer Teil des Env Glykoproteins nicht von den wahrend der Proteinsynthese bindenden
Chaperonen, die Bestandteile des Qualitatskontrollsystems des ER sind, freigesetzt und in das
Golgi Kompartment transportiert, sondern bleibt im ER und wird nachfolgend degradiert. In
der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, daR ER-assoziiertes Env ubiquitiniert und nachfolgend
von Proteasomen abgebaut wird. Die extrazellulire Domane der gp4l Untereinheit wird
monoubiquitiniert, und der ubiquitinierte Anteil des Glykoproteins befindet sich im Lumen
des ER. Da ubiquitiniertes Env das Molekulargewicht des reifen Proteins aufweist und dessen
extrazellulare Doméne vollstdndig das Lumen des ER erreicht, wird es entweder kotrans-
lational ohne Importstop oder innerhalb des ER Lumens ubiquitiniert. Die ubiquitinierte Form
bleibt mit der ER-Membran assoziiert und ist auch nach Inhibition der proteasomalen
Degradation nicht im Zytosol nachweisbar, was fir einen gekoppelten Prozel} des retrograden
Transports und des proteasomalen Abbaus spricht. Wéhrend des Proteinexports ist auRerdem
eine Assoziation mit dem Sec61p Translokon-Protein nachweisbar, welches beim retrograden
Transport miligefalteter Proteine eine Rolle spielt. Die proteasomale Degradation von Env
konnte sowohl in vivo als auch mit Hilfe eines in vitro Systems mit isolierten Mikrosomen
und aufgereinigten Proteasomen nachgewiesen werden.

Korrekt synthetisiertes und prozessiertes Env Glykoprotein, das die ER Qulitatskontrolle
erfolgreich passiert hat, wird tUber das Golgi Kompartment zur Zelloberflache transportiert.
Dieser Weitertransport und die Oberflachenexpression des Glykoproteins wird entscheidend
von der zytoplasmatischen Domane beeinflusst. In der vorliegenden Arbeit konnten zwei
Proteinmotive isl (aa750 - 763) und is2 (aa764 - 785) identifiziert werden, die sowohl in
einem heterologen, chimdren Protein, als auch im gp160 Glykoprotein zu einer Inhibition der

Oberflachenexpression und zur Golgi Lokalisation fiihren. Der Mechanismus konnte
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zumindest teilweise auf eine Internalisierung des auf der Zelloberflache exprimierten Proteins

zurtick-gefihrt werden.
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6. Abklrzungen

aa
Abb
AIDS
AP
ATCC
ATP
BiP

bp
CA

Ci
CMV
CT
Cys
dATP
dCTP
dGTP
DMEM
DNA
dNTP
DSP
dTTP
Endo H
ER
EtOH
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g

gp
GTP

h
HCMV
HIV
HSV
IFNy

IgG
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kD

LI

MA
mAK
Met
MetOH
MHC
NC

Aminosauren (aminoacid)
Abbildung

aquired immune deficiency syndrome
Adaptor Protein

American Type Culture Collection
Adenosintriphosphat
immunoglobulin binding protein
Basenpaare

Capsidprotein

Curie

Cytomegalovirus

cytoplasmic tail

Cystein
Desoxyadenosintriphophat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Dulbecco’s modified Eagle medium
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleotide
Dithio-bis-succinimidylpropionat
Desoxythymidintriphosphat
Endoglykosidase H
Endoplasmatisches Retikulum
Ethanol

Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierer
(DurchfluRzytometer)
Fluoresceinisocyanat
Erdbeschleunigung

Glykoprotein
Guanosintriphosphat

Stunde(n)

humanes CMV

Humanes Immundefizienz Virus
Herpes simplex Virus

Interferon gamma
Immunglobulin

Immunglobulin G

inhibitorische Sequenz
Kilodalton

Linkprotein

Matrixprotein

monoklonaler Antikdrper
Methionin

Methanol

major histocompatibility complex
Nucleocapsidprotein
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PAGE
PDI
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RNA
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viv
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