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Zusammenfassung 

Die Reifung der HI-viralen Strukturkomponenten und Enzyme in der späten Phase der 
Infektion ist an die Anwesenheit der viruseigenen Aspartat-Protease gebunden. Diese 
wird zunächst als Bestandteil des Gag-Pol-Polyproteins in Folge eines Leserastersprungs 
synthetisiert und anschließend durch schrittweise Autoprozessierung aus dem Vorläufer 
freigesetzt. Trotz detaillierter Kenntnisse über die Enyzmstruktur und Substratspezifität 
der maturen HIV-1 Protease ist dennoch die stringente Regulation ihrer sequentiellen 
Aktivierung während des Replikationszyklus noch nicht vollständig aufgeklärt. In den 
letzten Jahren häuften sich Hinweise, dass das kleine, 68 Aminosäuren umfassende 
„transframe“-Protein p6* an der Regulation der Protease-Aktivität beteiligt sein könnte, 
da es durch seine Lage direkt aminoterminal der Protease den Propeptiden 
eukaryontischer Aspartat-Proteasen entspricht. Obwohl p6* bei verschiedenen HIV-1 
Isolaten hochkonserviert ist, ist seine in vivo Funktion nach wie vor unbekannt. 
Dahingegen ergaben in vitro Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, dass 
rekombinantes p6*-Protein die virale Protease konzentrationsabhängig und kompetitiv 
inhibiert. Allerdings bleibt weiterhin ungeklärt, welche Rolle eine korrekte Prozessierung 
von p6* für die virale Maturation und Infektiosität der resultierenden Viren spielt. Um die 
Bedeutung und Reihenfolge der Spaltungen in und um p6* im viralen Kontext 
aufzuklären, sollten daher im Rahmen dieser Arbeit verschiedene rekombinante Proviren 
mit Modifikationen der drei natürlichen Protease-Spaltstellen von p6* hergestellt werden. 
Anschließend sollte der Einfluss dieser Mutationen auf die virale Replikation in 
verschiedenen Zellkulturen analysiert werden.  

Im Falle der aminoterminalen und internen Protease-Spaltstelle von p6* sollten distinkte 
Aminosäureaustausche zur Blockierung der Spaltungen im viralen Kontext führen, ohne 
dabei funktionelle Bereiche des überlappenden Gag-Leserahmens sowie die für den 
Leserastersprung essentiellen cis-aktiven Elemente der RNA zu zerstören. Aufgrund 
dieser Einschränkungen war somit nur jeweils eine Spaltstellenmodifikation möglich. Da 
die Mutation der internen Spaltstelle auf RNA-Ebene durch Reduzierung der 
Basenpaarung zur Destabilisierung der für den Leserastersprung notwendigen 
Haarnadelschleife führt, wurde in einer zusätzlichen Variante die Anzahl der 
Basenpaarungen wieder hergestellt. Um die natürliche Kinetik der Spaltung am 
Carboxyterminus von p6* zu verändern und somit die aminoterminale Freisetzung der 
Protease zu beeinflussen, wurde das carboxyterminale Tetrapeptid von p6* durch vier 
verschiedene Aminosäurekombinationen ersetzt, für die ein Algorithmus Spaltbarkeit 
ermittelt hatte. Desweiteren sollten diese Modifikationen die Bedeutung der vier 
carboxyterminalen p6*-Reste für die Regulation der Protease-Aktivität aufzeigen. So 
wurden schließlich 7 rekombinante, vom Provirus HX10 abgeleitete Virusmutanten 
durch „site directed“-Mutagenese für Zellkulturanalysen hergestellt. 

Zusätzlich sollte die Etablierung unterschiedlicher in vitro Testsysteme eine selektive 
Bewertung der Mutationen erlauben. So wurden zunächst synthetische Oligopeptide, 
welche die modifizierten Spaltsequenzen repräsentieren, mit maturer HIV-1 Protease 
inkubiert, um veränderte Spaltkinetiken aufzuzeigen. Dabei stellte sich heraus, dass die 
aminoterminalen und internen Mutationen jeweils eine Zerstörung der entsprechenden 
Spaltstelle von p6* bewirkt hatten. Gleichzeitig waren jedoch alternative 
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Erkennungssequenzen für die Protease entstanden. Diese neuen Spaltstellen am 
Aminoterminus bzw. innerhalb von p6* zeigten allerdings stark veränderte 
Hydrolyseraten im Vergleich zu den ursprünglichen Spaltstellen. Von den vier 
Aminosäurekombinationen des carboxyterminalen p6*-Tetrapeptids führten entgegen 
der Vorhersage nur zwei zur Prozessierung der entsprechenden Spaltstelle im 
Peptidspaltexperiment, wobei die beiden modifizierten Substrate langsamer gespalten 
wurden als die Wildtypsequenz. Da die Mutationen der aminoterminalen und internen 
Spaltstelle von p6* Veränderungen der cis-aktiven Elemente auf RNA-Ebene bewirkten, 
sollte die Funktionalität des Leserastersprungs anhand eines „frameshift“-
Luciferasereporterassay überprüft werden. Dieser Test ergab, dass der Leserastersprung 
in allen p6*-Mutanten funktionell ist, wobei die Varianten mit Modifikationen in der 
Haarnadelschleife geringe Abweichungen von der Wildtyp „frameshift“-Rate in 
Abhängigkeit von der verwendeten Zelllinie zeigten. Der Einfluss der carboxyterminalen 
Veränderungen von p6* auf die virale Protease wurde sodann in einem 
spektrophotometrischen Protease-Aktivitätstest untersucht. Hierfür wurden 
rekombinante p6*-Proteine mit den entsprechenden C-Termini in Bakterien produziert 
und aufgereinigt und in Anwesenheit eines chromogenen Substrats mit maturer HIV-1 
Protease inkubiert. Ein Vergleich der Initialgeschwindigkeiten zeigte, dass die beiden 
modifizierten Tetrapeptide das inhibitorische Potential von p6* gegenüber der Protease 
im Vergleich zur Wildtypsequenz geringfügig steigern konnten. 

Schließlich untersuchten wir den Einfluss der modifizierten Proteasespaltstellen von p6* 
auf die virale Replikation. Nach vergleichender Analyse der sieben Provirusmutanten in 
verschiedenen Zellkultursystemen zeigte sich, dass die Mutation der internen 
Proteasespaltstelle von p6* in den Varianten csM2 und csM3 keine erkennbare 
Auswirkung auf die Autoprozessierung der Protease sowie auf die Reifung der viralen 
Polyproteine hatte. Somit scheint der drastische Effekt, den diese Mutation bei in vitro 
Spaltanalysen in Gegenwart maturer Protease bewirkte, nicht auf den komplexen viralen 
Kontext übertragbar zu sein, wo diese Spaltung vermutlich von der Vorläufer-assoziierten 
Protease durchgeführt wird. Im Gegensatz dazu führten die carboxyterminalen csM5- 
und csM6-Mutationen in p6* in Analogie zu den in vitro Experimenten zu einer leicht 
verzögerten Freisetzung am Aminoterminus der Protease, was allerdings keinen Einfluss 
auf die Infektiosität der entstehenden Viren in Zellkultur hatte. Somit scheint die 
Aminosäuresequenz des carboxyterminalen Tetrapeptids von p6* nach Abtrennung von 
der Protease nicht mehr kritisch für die weitere Reifung der Viren zu sein. 

Ebenfalls in guter Übereinstimmung mit den Peptidspaltexperimenten verhinderten die 
carboxyterminalen csM4- und csM7-Mutationen von p6* auch im viralen Kontext die 
aminoterminale Freisetzung der Protease aus dem Vorläufer. Dies führte zur Entstehung 
unreifer, nicht-infektiöser Viren. Damit bestätigen wir die Berichte anderer 
Arbeitsgruppen, dass die aminoterminale Freisetzung der Protease absolut notwendig für 
die korrekte und vollständige Prozessierung der Gag-Vorläuferproteine und somit für die 
Infektiosität der resultierenden Viren ist. Des Weiteren konnten wir zeigen, dass die 
Modifikation der aminoterminalen Spaltstelle von p6* in der Virusmutante csM1 keinen 
Einfluss auf die Autoprozessierung der Protease hatte. Allerdings war bei dieser Mutante 
eine verlangsamte Reifung des Nukleocapsidproteins zu beobachten, was zu einer 
verzögerten Replikation der entsprechenden Viren in humanen Lymphozyten führte. 
Diese Ergebnisse legen nahe, dass Mutationen der aminoterminalen Proteasespaltstelle 
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von p6* im viralen Kontext nicht möglich sind, ohne den überlappenden Gag-
Leserahmen oder die konservierten cis-aktiven RNA-Elemente zu beeinflussen.  

Da es bei der schrittweisen Aktivierung der Protease zu Proteaseintermediaten kommt, 
die vermutlich eine andere Substratspezifität besitzen als das mature Enzym, das wir für 
unsere in vitro Testsysteme verwendeten, ist eine Übertragbarkeit der in vitro erzeugten 
Daten auf die komplexe in vivo Situation nicht in jedem Fall gegeben. Allerdings 
ermöglichen unsere Mutationsanalysen der carboxyterminalen Spaltstelle durchaus 
Aussagen über die Reihenfolge der Spaltereignisse in und um p6*. Demnach wird 
zunächst die interne Spaltstelle von p6* intramolekular hydrolysiert. Anschließend erfolgt 
durch Abtrennung der Pol-Domänen die Freisetzung am Carboxyterminus der Protease, 
wobei ein p6*-Proteasevorläufer entsteht, der durchaus in der Lage ist, die 
Spaltereignisse in den Pol-Proteinen korrekt durchzuführen. Schließlich führt die letzte 
Spaltung am Aminoterminus der Protease zur vollständigen Maturation des Enzyms, das 
nun alle weiteren Prozessierungsschritte in den Gag-Vorläuferproteinen vermitteln kann. 
Somit konnten wir aufgrund unserer Spaltstellenmodifikationen erstmals das letzte 
Intermediat bei der Autoprozessierung der Protease in Viren sichtbar machen, ohne 
weitere Spaltereignisse zu beeinflussen. 

Da sich eine Untersuchung der p6*-vermittelten Protease-Inhibition im komplexen 
viralen Kontext als schwierig erwies, sollte diese Hypothese in einem einfachen 
Zellkultursystem unter Ausschluss anderer potentiell modulierender viraler Proteine 
hinterfragt werden. Hierfür wurden verschiedene eukaryontische Expressionsplasmide 
hergestellt, die auf der Basis synthetischer Gene eine effiziente Rev-unabhängige 
Produktion verschiedener Protease- und p6*-Varianten in Säugerzellen erlauben. 
Anschließend konnten unter Verwendung der generierten Protease-Expressionsplasmide 
zwei unterschiedliche Testsysteme etabliert werden, mit denen sowohl zytotoxische 
Effekte der Protease in Zellkultur als auch deren Aktivität gegenüber natürlichen 
Substraten quantifiziert werden können. Mit Hilfe dieser Testsysteme kann künftig die 
Kontrollfunktion von p6* auf die HIV-1 Protease in virusinfizierten Zellen untersucht 
werden. 

Ein weiteres Ziel war es, transdominant negative Protease- und p6*-Proteine herzustellen, 
die in Viruspartikel verpackt werden und dort durch Hemmung der viralen Protease mit 
der Prozessierung der Gag- und Gag-Pol-Vorläuferproteine interferieren. Um einen 
effizienten Transfer dieser Proteine in Viruspartikel zu ermöglichen, wurden Vpr-
Fusionsproteine erzeugt, da das virale Vpr-Protein über Interaktion mit der p6Gag-
Domäne in die knospenden Viren miteingebaut wird. Die Kopplung an den 
Fusionspartner Vpr ermöglichte dabei nicht nur einen effizienten Einbau der 
entsprechenden Genprodukte in knospende Viren, sondern auch erstmals den Nachweis 
der p6*-Expression in Säugerzellen. Schließlich führte die Koexpression der 
transdominant negativen synthetischen Protease- und p6*-Proteine zur reduzierten 
Freisetzung von Viruspartikeln aus mit Provirus transfizierten Zellen, wenngleich wir 
keinen Einfluss der mitverpackten Vpr-Fusionsproteine auf die Reifung Virus-assoziierter 
Gag-Proteine beobachten konnten. Da sich p6* bereits in vitro als potenter Inhibitor der 
HIV-1 Protease erwies, soll nun in weiteren Studien die Wirkung von negativ 
modulierenden p6*-Varianten gegenüber der viralen Protease im Hinblick auf 
gentherapeutische Anwendungen mit dem Ziel einer intrazellulären Immunisierung 
optimiert werden.  



A Einleitung 

A.1 Rolle der HIV-1 Protease bei der Virusmorphogenese 

A.1.1 Replikationszyklus von HIV-1 

1980 beschrieb Robert C. Gallo mit dem HTLV („human T-cell leukemia virus“) das 
erste Retrovirus. Dieses kann beim Menschen Krebserkrankungen, nämlich T-Zell-
Leukämien, verursachen. In den folgenden Jahren identifizierten die Arbeitsgruppen 
um Luc Montagnier am Pasteur-Institut in Paris und Robert C. Gallo am National 
Institute of Health in Bethesda die humanen Immundefizienzviren HIV-1 und HIV-2 als 
Retroviren und Erreger der erworbenen Immunschwäche AIDS. Die seit nunmehr 20 
Jahren voranschreitende Forschungsaktivität brachte viele Einzelheiten über die 
Molekularbiologie und Pathogenese retroviraler Infektionen ans Licht. Somit gehören 
die HI-Viren heute zu den bestuntersuchten Viren überhaupt.  

Der Replikationszyklus von HIV-1 beginnt mit der Bindung von infektiösen 
Viruspartikeln (Abbildung A.2) an die Wirtszelle. Dies können T-Lymphozyten, 
Langerhanszellen oder Monocyten/Makrophagen sein. Dabei adsorbiert das als 
Trimer vorliegende Hüllprotein gp120 spezifisch an den CD4-Oberflächenrezeptor 
auf den Zielzellen (Dalgleish et al., 1984; Jameson et al., 1988; Peterson & Seed, 
1988; Arthos et al., 1989). Die sich anschließende konformationelle Änderung des 
Hüllproteins ermöglicht eine weitere Bindung der nun exponierten V3-Domäne von 
gp120 an Chemokinrezeptoren wie beispielsweise CCR5 oder CXCR4 (Chapham & 
Weiss, 1997; Doranz et al., 1996; Feng et al., 1996; Moore, 1997). Die Interaktion mit 
diesen Korezeptoren führt dann über den gp41-Anteil des Hüllproteins zur pH-
unabhängigen Fusion der viralen mit der zellulären Membran (Sattentau & Moore, 
1991; Wild et al., 1994; Weissenhorn et al., 1997) und erlaubt auf diese Weise den 
Eintritt des viralen Nukleoproteinkomplexes („Core“) in das Zytoplasma der Wirtszelle 
(Stein et al., 1987; Perez et al., 1992). Im Inneren der Zelle findet daraufhin das 
„uncoating“ statt. Dieser Prozess wird von der Phosphorilierung des Matrixproteins 
durch die MAP-Kinase (Cartier et al., 1999) sowie zusätzlichen Aktionen von 
Cyclophilin A begleitet (Franke et al., 1994). Außerdem scheinen die viralen Proteine 
Nef (Schaeffer et al., 2001; Takeda et al., 2002) und Vif (Ohagen et al., 2000) in dieser 
Phase die Stabilität des Capsids zu beeinflussen. Nach erfolgreichem „uncoating“ 
dockt der freigelegte Reverse Transkriptase-Komplex bestehend aus dem diploiden 
RNA-Genom, tRNALys als „primer“, Matrixprotein (MA), Nukleocapsidprotein (NC), 
Vpr, Reverser Transkriptase (RT), Integrase (IN), sowie einigen zellulären Proteinen, an 
Aktinfilamente des Zytoskeletts an (Bukrinskaya et al., 1998). Anschließend beginnt 
die Reverse Transkriptase (RT), das RNA-Genom in DNA umzuschreiben (zur 
Übersicht: Telesnitsky & Goff, 1997). Diese cDNA wird als Bestandteil des 
sogenannten Präintegrationskomplexes (PIC) vermutlich über Mikrotubuli (T. Hope, 
nicht-veröffentlichte Daten) aktiv in den Zellkern der Wirtszelle transportiert, wobei 
bisher nicht eindeutig geklärt ist, welche Komponente des PIC die Hauptrolle bei 
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diesem Transport übernimmt. So scheinen neben dem akzessorischen Protein Vpr 
(Popov et al., 1998; Jenkins et al., 1998; zur Übersicht: Fouchier et al., 1999; Le 
Rouzic et al., 2002) auch die virale IN (Bouyac-Bertoia et al., 2001) und die 
Ausbildung einer „flap“-Struktur in der viralen cDNA während der reversen 
Transkription (Zennou et al., 2000) diesbezüglich von Bedeutung zu sein. Im Kern 
angelangt, veranlasst die katalytische Aktivität der IN in Zusammenarbeit mit den 
Wirtsfaktoren HMGI (Y) und BAF (Chen et al., 1998) den Einbau der viralen cDNA ins 
zelluläre Genom (Fujiwara et al., 1988; Vink et al., 1993), womit die frühe Phase des 
HI-viralen Lebenszyklus abgeschlossen ist. 

Am Beginn der späten Phase wird zunächst von der U3-Region des 5‘-LTR-Promotors 
der integrierten DNA (Abbildung A.1) die Transkription der viralen Gene eingeleitet. 
Dabei verlassen anfangs nur mehrfach gespleißte, nicht polyadenylierte RNAs den 
Zellkern. Ein Genprodukt dieser etwa 2-kb kurzen RNA-Spezies ist das regulatorische 
Protein Tat (Rice et al., 1988). Dieser essentielle Transkriptionsaktivator kehrt über 
sein Kernlokalisationssignal („nuclear localisation signal“, NLS) in den Zellkern zurück 
und bindet dort im 5‘-LTR an eine ausgeprägte Sekundärstruktur, das sogenannte 
„transactivating response element“ (TAR) (Dingwall et al., 1989; Weeks et al., 1990). 
Nach Rekrutierung des zellulären Cyclin T1/CDK9-Komplexes (Herrmann & Rice, 
1995; Wei et al., 1998) durch Tat wird die RNA-Polymerase II CDK9-vermittelt 
hyperphosphoriliert, (Isel & Karn, 1999) wodurch die Transkriptionselongation 
effizient gefördert wird (zur Übersicht: Karn, 1999).  

Abbildung A.1: Genomorganisation von HIV-1. Das etwa 9,6-kb umfassende provirale 
Genom enthält neun offene Leserahmen und wird beidseitig von LTR- („long terminal repeat“) 
Regionen flankiert, die für die Transkriptionsinitiation und -termination essentiell sind. Drei der 
Leserahmen kodieren für die Gag-, Pol- und Env-Proteine, die per definitionem Bestandteil 
aller Retroviren sind. Zusätzlich werden sechs akzessorische Proteine kodiert, von denen 
mindestens drei (Vpr, Vif und Nef) partiell in Viruspartikel verpackt werden. Wichtige 
transkriptionsregulatorische Funktionen werden von den Proteinen Tat und Rev 
wahrgenommen, während Vpu indirekt an der Assemblierung von Virionen beteiligt ist. 
Dahingegen scheint das Nef-Protein aufgrund seiner multifunktionellen Eigenschaften die 
zelluläre Umgebung für die HIV-Replikation zu optimieren. 

Während die Proteine Tat, Rev und Nef bereits in der frühen Phase der Transkription 
durch die Translation der mehrfach gespleißten RNAs gebildet werden, die in 
Abwesenheit inhibitorischer Sequenzen (INS) rasch ins Zytoplasma gelangen, bleiben 
einfach- und ungespleißte RNAs, welche für die Strukturproteine, Enzyme und weitere 
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akzessorischen Komponenten kodieren, zunächst im Zellkern zurück, wo sie weiter 
prozessiert oder aber degradiert werden. Das unvollständige Spleißen dieser 
Transkripte ist vermutlich auf die Anwesenheit suboptimaler Spleißdonor- und 
Akzeptorstellen, sowie auf den inhibitorischen Einfluss von Rev durch dessen 
Interaktion mit dem alternativen Spleiß-Faktor ASF (Powell et al., 1997) und dem 
damit assoziierten p32-Protein (Luo et al., 1994) zurückzuführen. Erst wenn Rev 
oligomer an das sogenannte „rev responsive element“ (RRE) unvollständig gespleißter 
RNAs bindet und über sein Leucin-reiches Kernexportsignal („nuclear export signal“, 
NES) den zellulären Exportrezeptor Exportin-1 (Crm1) sowie RanGTP rekrutiert, 
gelangt dieser Komplex durch die Kernpore ins Zytoplasma (Cullen, 1998; zur 
Übersicht: Nilsson et al., 2001). Nach hydrolytischer Umwandlung von RanGTP in 
RanGDP dissoziiert dieser Komplex, und Rev kehrt durch Bindung seines Arginin-
reichen NLS an Importin-β wieder in den Zellkern zurück (Henderson et al.,1997; zur 
Übersicht: Emerman & Malim, 1998; Ohno et al., 1998; Pollard & Malim, 1998). In 
seiner Eigenschaft als „shuttle“-Protein ist Rev somit essentiell für die zeitliche 
Regulation der viralen Transkription.  

Von der einfach gespleißten mRNA wird das Oberflächenprotein Env am rauhen 
endoplasmatischen Reticulum (rER) als Vorläuferprotein (gp160) translatiert, 
glykosiliert und im trans-Golgi von einer zellulären Furin-Protease in die externe 
Komponente gp120 und das Transmembranprotein gp41 gespalten (Dewar et al., 
1989; Decroly et al., 1997; Hallenberger et al., 1997). Diese Spaltprodukte werden als 
nicht-kovalent verknüpfte Trimere an die Zelloberfläche transportiert und dort über 
Wechselwirkung des zytoplasmatischen gp41-Anteils mit den MA-Proteinen der Gag- 
und Gag-Pol-Vorläuferproteine in die Zytoplasmamembran eingelagert (Yu et al., 
1992; Dorfman et al., 1994; Freed et al., 1995b; Cosson et al., 1996; zur Übersicht: 
Wyatt & Sodroski, 1998; Vincent et al., 1999; Wyma et al., 2000). 

Im Gegensatz zu Env werden die Gag- und Gag-Pol-Polyproteine an freien Ribosomen 
von den ungespleißten mRNA-Spezies translatiert (Swanstrom & Wills, 1997). Dabei 
wird unter Abspaltung des N-terminalen Methionins kotranslational ein 
Myristinsäurerest durch die zelluläre Myristyl-CoA-Acetyl Transferase angefügt 
(Gheysen et al., 1989; Göttlinger et al., 1989; Bryant & Ratner, 1990; Freed et al., 
1994), über den die Vorläuferproteine in der Zytoplasmamembran verankert werden. 
Der Transport entlang der Mikrotubuli wird dabei durch aminoterminale 
Transportsignale im MA vermittelt (Fäcke et al., 1993; Gallina et al., 1994; Reil et al., 
1998). Vermutlich werden die posttranslationalen Modifikationen von Env durch 
Palmitylierung und von Gag/Gag-Pol durch Myristilierung auch benötigt, um die 
Proteinvorläufer in bestimmte Strukturen, die sogenannten „lipid rafts“ unterhalb der 
Zytoplasmamembran zu dirigieren, wo das „Assembly“ stattfindet (Vogt, 1996; Lee & 
Yu, 1998; Lee et al., 1999; zur Übersicht: Campbell et al., 2001). Die  
Oligomerisierung der Gag-Vorläufer wird durch bestimmte Domänen innerhalb der 
CA- und NC-Proteine vermittelt (Jowett et al., 1992; Zhang et al., 1996). Nach 
Akkumulation von ca. 1500 bis 2000 Gag- und 70 bis 100 Gag-Pol-Molekülen 
unterhalb der Zytoplasmamembran, kommt es unter Beteiligung von Aktinfilamenten 
(Ott et al., 1996; Rey et al., 1996; Wilk et al., 1999) und des p6-Proteins zur 
Ausstülpung und schließlich zum Abknospen der Partikel von der Zelloberfläche. 
Dabei scheint das zelluläre ATP-bindende Protein HP68 eine Schlüsselrolle bei der 
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Assemblierung unreifer Capside zu spielen (Zimmerman et al., 2002), während für die 
endgültige Abschnürung der Virionen ein PTAP-Motiv im p6-Protein, die sogenannte 
„late domain sequence“ essentiell ist (Garnier et al., 1999; Strack et al., 2000). Diese 
wird von dem zellulären Protein TSG101 gebunden, das normalerweise Bestandteil 
der „vacuolar protein-sorting“ Maschinerie ist und mit Ubiquitin interagieren kann 
(Garrus et al., 2001; Ver Plank et al., 2001). Die Notwendigkeit dieser Interaktionen 
für das Knospen von Partikeln sind Gegenstand derzeitiger Untersuchungen. Außer 
den Gag- und Gag-Pol-Polyproteinen werden zudem auch je zwei Kopien der 
genomischen RNA mitverpackt. Dies wird durch spezifische Bindung der 
Verpackungssequenz (Ψ) innerhalb ungespleißter Transkripte an die 
Zinkfingerdomänen des NC-Proteins vermittelt (Gorelick et al., 1990). Überdies 
kommt es durch Interaktion mit einer RT-Domäne zum Einbau von tRNALys-Molekülen 
(Richter-Cook et al., 1992; Barat et al., 1993) und über Bindung an eine C-terminale 
Domäne (LXXLF) im p6-Protein zum Einbau einiger Vpr-Proteine (Checroune et al., 
1995; Kondo & Göttlinger, 1996; Müller et al., 2000). Schließlich werden auch die 
viralen Proteine Vif und Nef, sowie das zelluläre Chaperon Cyclophilin A, eine 
Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase, die für die Infektiosität der meisten HIV-1 Isolate 
essentiell ist (Luban et al., 1993; Franke et al., 1994; Thali et al., 1994; Braaten et al., 
1996a; Braaten et al., 1996b), in Viruspartikeln gefunden. 

A.1.2 Protease-vermittelte Ereignisse 

Die Reifung der Virionen durch Spaltung der Vorläuferproteine Gag und Gag-Pol 
(A.4.2) in die einzelnen Strukturkomponenten, Enzyme und „spacer“ Proteine wird 
noch an der Wirtszellmembran durch die viruseigene Protease (PR) eingeleitet. Dabei 
haben Inhibitionsstudien gezeigt, dass die Verzögerung von Prozessierungs-
ereignissen auch eine Verzögerung der Virusfreisetzung zur Folge hat (Kaplan et al., 
1994). Überdies sind Viren, in denen die PR durch Mutation des aktiven Zentrums 
inaktiviert wurde, nicht infektiös und weisen eine ungewöhnliche Morphologie auf 
(Kohl et al., 1988; Göttlinger et al., 1989; Peng et al., 1989), wobei eine lineare 
Relation zwischen PR-Aktivität und Infektiosität der Viren zu bestehen scheint (Rosé et 
al., 1995). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression von Gag-
Pol-Vorläufern, die eine funktionsdefiziente PR beinhalten bei gleichzeitiger 
Expression von Gag zum intrazellulären Knospen der mutierten Virionen und somit zu 
einer defekten Reifung führt (Shehu-Xhilaga et al., 2002). Diese morphologische 
Maturation zu infektiösen Viren ist durch das Verschwinden eines elektronendichten 
Ringes unterhalb der Virushülle und der Entstehung einer elektronendichten, 
konischen Struktur im Zentrum des Virions gekennzeichnet (Abbildung A.2 und 
Gelderblom et al., 1989). So geht mit der PR-vermittelten Reifung eine umfassende 
Destabilisierung der Viruspartikel einher, die bei Wiedereintritt der Viren in neue 
Zielzellen die Dissoziation des Capsids ermöglicht. In diesem Zusammenhang wurde 
auch berichtet, dass die proteolytische Prozessierung von Gag und Gag-Pol die 
Bindungsaffinität der viralen Proteine zur Phospholipidmembran verändert, was die 
Freisetzung der Virionen begünstigt (Scarlata et al., 1998). Dabei geht die 
Prozessierung des Pr55-Vorläufers durch die PR offensichtlich mit einer 
Konformationsänderung im MA einher, wodurch sich die Lage des Myristinsäurerests 
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verändert und die Fähigkeit des MA zur Assoziation mit Membranen verlorengeht, da 
sie zu diesem Zeitpunkt nur noch auf elektrostatischen Wechselwirkungen beruht 
(Hermida-Matsumoto & Resh, 1999). Bei der Fusion von Viruspartikeln mit der 
Wirtszelle wird das MA durch die starke Verdünnung mit Zytosol so schneller von der 
Membran abdiffundieren und steht für weitere Aufgaben in der frühen Phase der 
Replikation zur Verfügung. 

Abbildung A.2: Morphologie maturer HI-Viren. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von 
immaturen (A) und maturen (B) HI-Virionen mit dem von der Hüllmembran umgebenen 
konischen Capsid (H. Gelderblom, Robert Koch Institut, Berlin) und schematische Darstellung 
eines HI-Viruspartikels (C). Ein reifes Virion setzt sich aus folgenden Komponenten 
zusammen: Hüllmembran der Wirtszelle mit integrierten Oberflächenproteinen gp120 und gp 
41, Matrixprotein (p17), Capsidprotein (p24), RNA-Genom mit Nukleocapsidprotein (p7), Vpr 
und die viralen Enzyme Reverse Transkriptase (RT) mit RNAse H, Protease (PR) und Integrase 
(IN). In Viren verpackte zelluläre Komponenten sind nicht dargestellt.  

Darüber hinaus können der viralen PR auch weitere Spaltereignisse im viralen Kontext 
zugeschrieben werden. So wird unter anderem das Virus-assoziierte Vif-Protein 
spezifisch von der PR hydrolysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass Vif-Mutationen, 
die diese Prozessierung verhindern, die Funktion des Proteins bei der Regulation der 
viralen Infektiosität beeinträchtigen (Khan et al., 2002). Ferner konnte die Vorhersage, 
dass es sich auch bei dem viralen 27-kDa Nef-Protein um ein natürliches Substrat der 
PR handelt (Freund et al., 1994), zunächst durch in vitro-Spaltung von rekombinantem 
Nef (Freund et al., 1994; Gaedigk-Nitschko et al., 1995) und schließlich durch den 
Nachweis der entsprechenden 18-kDa Spaltprodukte in infizierten Zellen bestätigt 
werden (Welker et al., 1996). Entsprechend liegen etwa 50% der Partikel-assoziierten 
Nef-Moleküle als N-terminal verkürzte Fragmente vor. Diese Prozessierung von Nef 
durch die PR ist vermutlich an dessen Funktion in der frühen Phase der Infektion 
gekoppelt. So scheint die HI-virale PR nicht nur aufgrund der Prozessierung von 
Strukturkomponenten essentiell für die Reifung infektiöser Viruspartikel zu sein, 
sondern auch Virus-assoziierte Proteine für ihre Aufgaben in neu-infizierten Zellen 
vorzubereiten - wobei jedoch die PR selbst in den frühen Stadien der Infektion 
vermutlich keine Rolle spielt (Kaplan et al., 1996).  

Obwohl PR-Aktivität im Zytoplasma von infizierten Zellen beobachtet wurde, handelt 
es sich bei den Spaltungsprozessen, die letztendlich zu reifen, infektiösen Viren 
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führen, um späte Ereignisse, die wahrscheinlich erst während der Endphase der 
Knospung vor der Virusfreisetzung initiiert werden (Kaplan et al., 1991). Dennoch 
kann eine im Zytoplasma bereits partiell aktivierte PR das zelluläre Umfeld für die 
virale Replikation positiv beeinflussen. So wurde kürzlich von der spezifischen 
Spaltung des eukaryontischen Initiationsfaktors eIF4G I durch die HIV-1 PR berichtet 
(Ventoso et al., 2001), der für die Cap-abhängige Translation zellulärer mRNAs 
essentiell notwendig ist. Infolge der Inaktivierung von eIF4G I wird in infizierten Zellen 
die Proteinbiosynthese an HI-viralen RNAs in der G2/M-Phase des Zellzyklus 
begünstigt, da diese RNAs im 5‘-„leader“ eine IRES enthalten (Brasey et al., 2003) und 
deren Translation folglich von diesem Faktor unabhängig ist (Perales et al., 2003). 

A.1.3 Biosynthese der HIV-1 Protease 

Im Gegensatz zu RSV oder MAV, wo die PR Bestandteil der Gag-Region ist und in 
gleichen Mengen wie die übrigen Gag-Proteine synthetisiert wird, wird die PR bei 
HIV-1 in einem eigenen pol-Leserahmen kodiert. So entstehen bei der Translation der 
ungespleißten, genomischen 9-kb RNA die beiden Polyproteinvorläufer Gag- und 
Gag-Pol (Abbildung A.3 B).  

Abbildung A.3: Biosynthese der Gag- und Gag-Pol-Polyproteine. In der für das „spacer“-
Protein p1 kodierenden Sequenz befindet sich ein Uridin-reicher Abschnitt, die sogenannte 
„slippery sequence“, auf die in einer Entfernung von 8 Nukleotiden eine Haarnadelstruktur 
folgt. Aufgrund dieser cis-aktiven Elemente kommt es in ca. 5% aller Translationsereignisse zu 
einer Leserasterverschiebung, wodurch das Stoppkodon am Ende des gag-Bereichs 
übersprungen und ein Gag-Pol-Durchleseprotein synthetisiert wird (A). Auf diese Weise 
entstehen neben den Gag-Vorläufern (MA-CA-p2-NC-p1-p6) auch die Gag-Pol 
Fusionsproteine (MA-CA-p2-NC-p6*-PR-RT-IN) im Verhältnis 20:1 (B). 

Während der Gag-Vorläufer die Strukturproteine MA, CA, p7 und das Linkerprotein 
p6 sowie die wenig charakterisierten „spacer“-Peptide p2 und p1 umfasst (Henderson 
et al., 1992), werden im Gag-Pol-Vorläufer zusätzlich die enzymatischen Domänen 
PR, RT/RNaseH und IN angefügt. Diese C-terminale Erweiterung von Gag ist die Folge 
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einer Verschiebung des Leserasters in ca. 5% aller Translationsereignisse (Jacks et al., 
1988; Wilson et al., 1988). Dabei wird ein –1 Leserastersprung („frameshift“) durch 
zwei cis-wirkende Elemente auf der genomischen RNA induziert (Abbildung A.3 A). 
Durch die Ausbildung einer Haarnadelschleife („stem-loop“) im p1-Bereich 
verlangsamt sich die Proteinbiosynthese, und die translatierenden Ribosomen werden 
an der acht Nukleotide in 5‘-Richtung lokalisierten Heptanukleotid- oder „slippery 
sequence“ angehalten. Diese Sequenzfolge (U UUU UUA) bedingt eine fehlerhafte 
Erkennung der Kodongrenzen durch die Ribosomen, wodurch sich das Leseraster um 
–1 verschiebt. In diesem Fall setzt sich die Translation mit der Synthese der Pol-
Domänen p6* und PR anstelle der Gag-Domänen p1 und p6 fort (Parkin et al., 1992; 
Reil et al., 1993; Cassan et al., 1994; Kollmus et al., 1994; zur Übersicht: Brierley, 
1995). 

A.2 Biochemische Charakterisierung der HIV-1 Protease 

A.2.1 Struktur und Stabilität 

Proteasen bilden eine der größten und mannigfaltigsten Enzymfamilien und wurden 
ursprünglich als Verdauungsenzyme angesehen. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass 
sie bei den unterschiedlichsten organischen Prozessen involviert sind. Dabei variieren 
Spaltmechanismus und Beschaffenheit des aktiven Zentrums bei den einzelnen PR-
Spezies beträchtlich. Dies liefert die Basis für die Klassifizierung von PR in 
Serinproteasen, Cysteinproteasen oder Metalloproteasen (zur Übersicht: Barrett et al., 
1998). Die retroviralen PR zählen dahingegen zur weiteren Klasse der 
Aspartatproteasen (Asp-PR) (Meek et al., 1989; Wlodawer et al., 1989; Grant et al., 
1991). Diese Enzyme sind durch zwei katalytisch aktive Aspartatreste im aktiven 
Zentrum charakterisiert, von denen jeder in einer stark konservierten Region 
innerhalb einer eigenen Polypeptidkette zu liegen kommt. So konnte durch 
Sequenzanalysen verschiedener retroviraler PR ein D-T/S-G Motiv identifiziert 
werden, das dem Aminosäuretriplett im aktiven Zentrum der weitverbreiteten, 
zellulären Asp-PR entspricht (Toh et al., 1985; Pearl & Taylor, 1987). Diese 
Verwandtschafts-Hypothese wurde durch Experimente gestützt, die zeigen konnten, 
dass die HIV-1 PR empfindlich gegenüber spezifischen Inhibitoren zellulärer Asp-PR ist 
(Katoh et al., 1987). So wird sie beispielsweise durch das Peptidanalogon Pepstatin A, 
in vitro (Kräusslich et al., 1988; Seelmeier et al., 1988; Richards et al., 1989) und in 
vivo (von der Helm et al., 1989) gehemmt. Zur weitverbreiteten Klasse der zellulären 
Asp-PR werden unter anderem das Verdauungsenzym Pepsin, das 
blutdruckregulierende Renin, das Enzym Chymosin der Wiederkäuer oder die 
ubiquitären, lysosomalen PR Cathepsin D und E gezählt (zur Übersicht: Davies, 1990). 
Diese PR werden von einem Gen synthetisiert, das für zwei homologe Domänen mit 
ähnlicher Sequenz kodiert und vermutlich durch Genduplikation entstanden ist (Tang 
et al., 1978). Dabei faltet sich das Polypeptid in eine Art Pseudodimer, wobei zwei 
Domänen in räumliche Nähe treten und zusammen das aktive Zentrum ausbilden. 
Die meisten dieser eukaryontischen PR haben Ihr pH-Optimum im sauren Bereich. Im 
Gegensatz zu diesen fügen sich bei den retroviralen PR zwei gleiche Monomere 
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durch nichtkovalente Bindungen zu echten Homodimeren zusammen (Katoh et al., 
1989; Wlodawer et al., 1989; Miller et al., 1989a) (Abbildung A.4). Dabei sind deren 
Untereinheiten mit ca. 100 bis 130 Aminosäuren deutlich kleiner als die etwa 325 
Aminosäuren umfassenden Domänen ihrer zellulären Verwandten. Des Weiteren sind 
retrovirale PR durch geringere enzymatische Aktivität gekennzeichnet. Dies wird 
dadurch bedingt, dass für die Ausbildung eines funktionellen, aktiven Zentrums 
jeweils zwei Untereinheiten benötigt werden und nur die dimere Form der PR 
vollständige Aktivität entfaltet. Trotz funktioneller und struktureller Gemeinsamkeiten 
weichen die Sequenzen von Asp-PR verschiedener Retroviren deutlich voneinander 
ab, wobei nur etwa ein Drittel ihrer Aminosäurereste identisch ist. Diese Reste 
akkumulieren hauptsächlich in drei kurzen, konservierten Sequenzabschnitten (Rao et 
al., 1991) (Abbildung A.4), deren Mutation erwartungsgemäß mit dem Verlust der 
enzymatischen Aktivität einhergeht (Loeb et al., 1989). 

Abbildung A.4: Sequenzvergleich vier prototypischer retroviraler Proteasen. (Modifiziert 
nach Rao et al., 1991 und Sonigo et al., 1986.) Großbuchstaben kennzeichnen konservierte 
Reste, die in allen vier Sequenzen identisch sind. Der katalytisch aktive Asp-Rest ist jeweils 
unterstrichen. Bei den dargestellten Sequenzabschnitten handelt es sich um das Prag C-Isolat 
für RSV, das BH10-Isolat für HIV und das Moloney-Isolat für MLV. Die Nummerierung der 
Aminosäurereste ist für RSV (obere Zeile) sowie für HIV (untere Zeile) angegeben. 

Das erste retrovirale Protein, dessen Struktur aufgeklärt wurde, war die PR von RSV 
(Miller et al., 1989). Kurz darauf folgte auch die Strukturaufklärung der HIV-1 PR durch 
Röntgenkristallographie (Navia et al. 1989; Wlodawer et al., 1989). Dabei zeigte sich, 
dass die Homodimere eine fast perfekte zweifach symmetrische Achse aufweisen und 
vornehmlich an drei verschiedenen Stellen miteinander interagieren (Abbildung A.5). 
Den Hauptbeitrag zur Stabilisierung des Dimers leistet dabei ein viersträngiges, 
antiparalleles ß-Faltblatt, welches von den N- und C-Termini der beiden 
Untereinheiten ausgebildet und durch Wasserstoffbrückenbindungen stabilisiert wird 
(Weber, 1990). Überdies geht jeweils der N-Terminus der einen Untereinheit mit dem 
C-Terminus der anderen eine ionische Bindung ein (Wlodawer et al., 1989). Dieser 
Bereich der Wechselwirkungen wird auch als „dimer interface“ bezeichnet, wobei 
sich Regionen, die besonders stark zur Dimer-Assoziation beitragen („hot spots“) mit 
Regionen, die fast unbeteiligt scheinen, abwechseln (Todd et al., 1998). Dabei 
machen die amino- und carboxyterminalen Reste Cys95' Thr96' Leu97' Asn98' Phe99 und 
Pro1' Ile3' Leu5 zusammen etwa 75% der gesamten freien Energie des Dimers aus. 
Ferner scheint auch der hochkonservierte Rest Arg87 innerhalb des Bereiches Gly86-
Arg87-Asn/Asp88 für die Dimer-Assoziation von Bedeutung zu sein (Ishima et al., 2001). 

RSV: vyiTaLLDSGADiTiis ... IhGIGGgip ... IlGRDcLqglg ...

MLV: qpvTfLVDTGAqhsvlt ... vqGatGskn ... llGRDlLtklk ...

MPMV: kmfTgLIDTGADvTiik ... lrGIGqsnn ... lwGRDlLsqmk ...

HIV: klkeaLLDTGADdTvle ... igGIGGfik ... iiGRnlLtqig ...

AS: 30                            64  108

AS: 18                             47  84
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Das aktive Zentrum der PR bildet sich an der Grenzfläche der beiden Untereinheiten 
aus, wobei die Wechselwirkung der beiden D25-T26-G27-Sequenzen im aktiven 
Zentrum als „fireman’s grip" bezeichnet wird. Dabei kommt dem T-Rest jeweils eine 
wesentliche Rolle bei der Stabilisierung dieser Struktur zu (Davies et al., 1990), da die 
Seitenkette des T26 der einen Untereinheit mit dem Amid der Hauptkette des T26'  der 
anderen Untereinheit interagiert (Goldblum, 1990; Ido et al., 1991). Eine ähnliche 
Wechselwirkung findet zwischen der Seitenkette des T26 und der Carbonyl-Hauptkette 
des L24' der anderen Untereinheit statt. Dieses komplexe Netzwerk an 
Wasserstoffbrückenbindungen ist essentiell für die geometrische Ausbildung des 
aktiven Zentrums. Die einzig bekannte Sequenzabweichung im katalytischen Triplett 
von aktiven Asp-PR ist eine T�S Substitution, die bei den PR von Vogel-Retroviren, 
Foamy-Viren und einigen Retrotransposons von Saccaromyces cerevisiae vorkommt 
(Toh et al., 1985). Dabei weist Serin eine ähnliche Hydroxyl-Seitenkette wie Threonin 
auf und ist somit die einzige andere Aminosäure, die die Ausbildung der „fireman‘s 
grip“-Struktur erlaubt. Dahingegen führt bereits die Mutation eines der beiden Asp-
Reste zur vollständigen Inaktivierung des Enzyms (Kohl et al., 1988; Kottler et al., 
1988; Le Grice et al., 1988; Mous et al., 1988; Seelmeier et al., 1988; Loeb et al., 
1989; Babe et al., 1991; Kräusslich et al., 1991). Trotz der relativ starren Geometrie 
des aktiven Zentrums (Zoete et al., 2002) deuten neuere Untersuchungen an 
ungebundenen PR-Dimeren an, dass die Reste 23-26 im aktiven Zentrum äußerst 
anpassungsfähig und flexibel in Bezug auf Veränderungen der Substratstruktur zu sein 
scheinen (Kumar & Hosur, 2003). Dies kann zu der Tatsache beitragen, dass die HI-
virale PR in der Lage ist, so viele unterschiedliche Substrate zu spalten (Henderson et 
al., 1988). 

 

Abbildung A.5: Dreidimensionale Struktur 
der HIV-1 PR. Das Homodimer wird aus 
zwei identischen 11-kDa Untereinheiten 
gebildet, von denen jede 99 Aminosäuren 
umfasst. Die drei Interaktionsbereiche 
zwischen den Monomeren, die maßgeblich 
zur Stabilität des Dimers beitragen, sind 
durch Pfeile markiert. 

 

 

 
Weitaus flexibler sind dahingegen die sogenannten „flaps“, bei denen zwei ß-
Haarnadelstrukturen (Reste 53-58) an der Oberfläche der beiden Untereinheiten 
miteinander in Kontakt treten und nach Substratbindung von einer offenen in eine 
geschlossene Konformation übergehen, wodurch sie den Zugang zum aktiven 
Zentrum verschließen (Gustchina & Weber, 1990). Dabei konnten thermodynamische 
Struktur-Analysen zeigen, dass dieser Bereich äußerst instabil ist und seine 
Konformation leicht durch die Einwirkung äußerer Einflüsse zerstört werden kann 
(York et al., 1993; Collins et al., 1995; Rick et al., 1998; Todd et al., 1998; Ishima et al., 
1999). Diese ausgeprägte Flexibilität der „flaps“ spielt vermutlich sowohl bei der 
Stabilisierung des Enzym-Substrat-Komplexes als auch bei der Katalyse selbst eine 

Dimer „interface“

Aktives Zentrum
(„fireman‘s grip“) „flap“-Region
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Rolle (Nicholson et al., 1995; Moody et al., 1995; Todd et al., 1998). Im Gegensatz zu 
retroviralen Asp-PR besitzen die zellulären Enzyme nur eine „flap“-Region im 
aminoterminalen Bereich.  

Eine weitere strukturelle Besonderheit der retroviralen Proteasen ist das sogenannte 
„two methyl-cluster“ Motiv. So sind bei der HI-viralen PR wie auch bei den 
entsprechenden Enzymen von HIV-2, SIV, RSV und EIAV mehr als 40% der 
Aminosäurereste Methylseitenketten, die bei der Ausbildung der stabilen 
Dimerstruktur vornehmlich in einem äußeren und einem inneren Bereich des Enzyms 
„clustern“ (Ishima et al., 2001). Dahingegen überwiegen bei den zellulären Asp-PR die 
aromatischen Seitenketten. Weil Methylreste im Vergleich zu aromatischen Resten als 
besonders flexibel gelten, scheint dies ein Grund für die ausgeprägte 
Anpassungsfähigkeit der viralen PR-Spezies zu sein. 

Da die Zerstörung der Dimer-Struktur mit dem gänzlichen Verlust der Enzymfunktion 
einhergeht (Zhang et al., 1991; McPhee et al., 1996; Rozzelle et al., 1999), wurden 
neben den intrinsischen Eigenschaften auch Auswirkungen äußerer Einflüsse auf die 
Stabilität des Homodimers untersucht. So besitzt die HIV-1 PR bei einer Temperatur 
von 30 bis 34 °C die maximale freie Energie (Todd et al., 1998) und zeigt maximale 
katalytische Aktivität in einem pH-Bereich zwischen 4 und 6 (Hyland et al., 1990; 
Poorman et al., 1991). Im Gegensatz dazu liegt das pH-Optimum von 
eukaryontischen Asp-PR mit Ausnahme von Renin (Inagami et al., 1981) zwischen 2 
und 4. Für diesen Unterschied ist vermutlich eine bei der HIV-1 PR fehlende 
Wasserstoffbrückenbindung zur Carboxylgruppe des Asp25-Restes verantwortlich (Ido 
et al., 1991), die bei fast allen zellulären Asp-PR vorhanden ist (Suguna et al., 1987; 
Pearl & Blundell, 1984; Davies, 1990). Setzt man die HI-virale PR pH-Werten <4 aus, 
so führt dies über Protonierung einer enzymatischen Gruppe zur Entfaltung und 
Inaktivierung des Enzyms. Im Gegenzug führt deren Inkubation bereits bei relativ 
neutralen bis schwach alkalischen pH-Werten >7 zur Deprotonierung mehrerer 
Gruppen, wobei die Entfaltung des Enzyms in diesem Fall vermutlich auf 
Ladungsabstoßung von benachbarten Carboxylgruppen beruht (Grant et al., 1992). 
Darüber hinaus ist die Stabilität des Enzyms auch von dessen Konzentration und der 
Zusammensetzung des Lösungsmittels abhängig (Jordan et al., 1992). So führt die 
Erhöhung der Ionenstärke durch Salze zu einer stärkeren katalytischen Aktivität der 
PR. Während Szeltner & Polgar (1996) diese Wirkung auf die Stabilisierung des 
Dimers durch Hydratation zurückführten, konnten Porter et al. (2001) denselben 
Effekt mit polyanionischen Polymeren erzielen und leiteten daraus eine direkte 
Interaktion der Effektoren mit dem Enzym ab. Da die HIV-PR in wässriger Lösung frei 
dissoziieren und reassoziieren kann (Cheng et al., 1990; Zhang et al., 1991), führt dies 
zur Einstellung eines Monomer-Dimer-Gleichgewichts. Dabei ist die Dissoziation der 
Untereinheiten im Fall der HIV-1 PR mit einer Halbwertszeit von 30 min bei optimalen 
Bedingungen äußerst langsam (Darke et al., 1994). Schließlich wird die Assoziation 
der Monomere zum aktiven Dimer auch durch die Bindung eines Substrats gefördert 
(Kuzmič et al., 1993). 
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A.2.2 Katalytischer Mechanismus 

In den vergangenen Jahren trugen verschiedene experimentelle Untersuchungen als 
auch ab initio Berechnungen zur Aufklärung des katalytischen Mechanismus der 
Substratspaltung durch die HIV-1 PR bei (Hyland et al., 1991; Hyland et al., 1991; Ido 
et al., 1991; Rodriguez et al., 1993; Lee et al., 1996; Silva et al., 1996; Okimoto et al., 
1999; Okimoto et al., 2000). Eine schematische Darstellung des Mechanismus ist in 
Abbildung A.6 gezeigt. Im freien Enzym teilen sich zunächst die beiden Asp-Reste im 
aktiven Zentrum ein Proton und ein Wassermolekül. Nach asymmetrischer Bindung 
des Substrats in das aktive Zentrum (Dreyer et al.,1993; Miller et al., 1989b) kommt es 
aufgrund der negativen Ladung zu einem nukleophilen Angriff des aktivierten Wassers 
auf die Carbonylgruppe des Substrats. Hierdurch entsteht ein tetrahydrales 
Intermediat, das in etwa den Übergangszustand der proteolytischen Reaktion 
wiedergibt. Dabei erfolgt die Protonen-Translokation zwischen den Asp-Resten 
gleichzeitig mit der Hydratation der Carbonylgruppe, womit die Symmetrie der 
beiden Asp-Reste aufgehoben wird. Diese Hydratation führt zu einer flexibleren 
Struktur des Substrats, das nun noch besser eingepasst werden kann. Daraufhin 
erfolgt ein simultaner Protonen-Austausch, wobei eine Hydroxylgruppe ein Proton auf 
das geladene Asp überträgt und das Stickstoff-Ionenpaar gleichzeitig ein Proton vom 
anderen Asp erhält. Dies führt schließlich zur Spaltung des Substrats, und der 
Ausgangszustand im aktiven Zentrum wird wieder hergestellt. Dabei haben jüngere 
Studien, die auf Berechnungen von freien Bindungsenergien basieren, gezeigt, dass 
vermutlich beide der Asp-Reste im aktiven Zentrum des freien Enzyms deprotoniert 
vorliegen (Smith et al., 1996; Wang & Kollman, 2000). Dies steht im Widerspruch zu 
früheren Daten, die von der Protonierung eines Asp-Restes ausgegangen sind (Hyland 
et al., 1991; Ido et al., 1991). Da molekulardynamische Berechnungen ergaben, dass 
sowohl der koordinierte Protonen-Austausch als auch die Freisetzung der Produkte 
aus dem aktiven Zentrum schnelle Vorgänge sind (Rodriguez et al., 1993; Silva et al., 
1996), stellt wohl das erfolgreiche Aufeinandertreffen von Enzym und Substrat, das 
zur Hydratation der Carbonylgruppe führt, den geschwindigkeits-limitierenden Schritt 
der Reaktion dar. 
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Abbildung A.6: Kataly-
tischer Mechanismus der 
Substrathydrolyse durch 
die HIV-1 PR. Dargestellt 
ist der Angriff des 
aktivierten Wassers auf 
die Carbonylgruppe des 
Substrats (oben links), der 
tetrahydrale Übergangs-
zustand (oben rechts) mit 
den simultanen Protonen-
Translokationen (unten 
rechts), die zur Spaltung 
des Substrats führen. 
Nach Freisetzung der 
Produkte liegt entweder 
einer der beiden Asp-
Reste protoniert oder 
beide unprotoniert vor 
(unten links). 

 

 

A.2.3 Substratspezifität 

Der Vergleich von natürlich vorkommenden Spaltsequenzen in HIV-1 und HIV-2 ließ 
vermuten, dass die PR keine spezielle Konsensussequenz für die Substraterkennung 
besitzt (Töszer et al., 1991). Da die HI-virale PR im Gegensatz zu Cystein- oder 
Serinproteasen das Substrat nicht kovalent bindet, ist sie auf multiple Interaktionen mit 
Substratresten auf beiden Seiten der Spaltstelle angewiesen. So konnten 
röntgenkristallographische Untersuchungen von Komplexen gereinigter PR mit 
kleinen, peptidomimetischen Inhibitoren zeigen, dass die HIV-1 PR mit 8 Resten des 
Substrats im aktiven Zentrum in Kontakt tritt (zur Übersicht: Fitzgerald & Springer, 
1991; Ringe, 1994; Wlodawer & Erickson, 1993; Wlodawer & Vondrasek, 1998). 
Dabei scheinen 7 Reste für die Erkennung der Spaltstelle nötig zu sein (Darke et al., 
1988; Kottler et al., 1988; Blundell et al., 1989; Moore et al., 1989; Weber et al., 
1989). Obwohl es Hinweise gibt, dass 5-6 Reste (bis zur P2‘-Position) für eine 
Spaltung ausreichen (Toth et al., 1990; Tözser et al., 1992; Hazebrouck et al., 2001), 
tragen die äußeren Reste P4 und P3‘ wesentlich zur Effizienz der Substrathydrolyse 
bei (Tözser et al., 1991; Tözser et al., 1992; Griffiths et al., 1992). Nach der 
Nomenklatur von Schechter & Berger (1967) werden die vier Substratreste 
aminoterminal der Spaltstelle mit P4 bis P1, die vier Aminosäuren carboxyterminal der 
Spaltstelle mit P1' bis P4' bezeichnet (Abbildung A.7). Die Seitenketten dieser 
Aminosäuren interagieren mit Regionen, sogenannten „subsites” der PR, die analog 
mit S4 bis S4' benannt werden. Alle untersuchten peptidomimetischen Inhibitoren 
lagen in einer ausgestreckten β-Konformation im aktiven Zentrum der HIV-1 PR vor 
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(Blundell et al., 1987; Suguna et al., 1987; Miller et al., 1989; zur Übersicht: Ringe et 
al., 1994). In diesem Zustand zeigen die Seitenketten aufeinanderfolgender 
Aminosäurereste in entgegengesetzte Richtungen, so dass die Substratreste P4, P2, 
P1' und P3' hauptsächlich mit der einen Untereinheit der PR wechselwirken, während 
P3, P1, P2' und P4' bevorzugt die andere Hälfte kontaktieren. 

Abbildung A.7: Schematische Darstellung des aktiven Zentrums der HIV-1 Protease mit 
gebundenem Substrat. (Modifiziert nach Wlodawer & Erickson, 1993.) Die 
Substratbindungstasche ist grau unterlegt und die Seitenketten des Substrats, die mit den 
entsprechenden Resten der PR wechselwirken, sind rot markiert. Nähere Erläuterungen siehe 
Text.  

Bei den beobachteten Interaktionen handelt es sich vorwiegend um 
Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Peptidrückgrat des Substrats und 
verschiedenen Gruppen der PR. Weitere Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 
Hauptkettengruppen des Substrats und der „flap”-Region werden offensichtlich durch 
ein hochkonserviertes Wassermolekül vermittelt (Baca & Kent, 1993). Die 
Wechselwirkungen mit der Hauptkette des Substrats bewirken eine für das Erreichen 
des tetraedrischen Übergangszustandes geeignete Ausrichtung des Peptidrückgrats in 
der Substratbindungstasche. Die Auswahl der zu hydrolysierenden Spaltstelle erfolgt 
hingegen durch Interaktionen mit den Seitenketten des Substrats. 

Einerseits scheint die HIV-1 PR hochspezifisch nur eine limitierte Anzahl von 
Sequenzen in den Gag- und Gag-Pol-Polyproteinen zu spalten. Andererseits ist sie in 
der Lage, eine Vielzahl unterschiedlicher Peptide zu hydrolysieren, wobei kein 
einziger Aminosäurerest auf beiden Seiten der Spaltstelle klar definiert ist. Dennoch 
wurden nach Analyse der generell sehr hydrophoben Primärsequenzen aller viralen 
und nicht-viralen Substrate der PR zwei Hauptklassen von Erkennungssequenzen 
vorgeschlagen. Die erste Klasse umfasst Sequenzen vom Typ -Tyr(Phe)*Pro- und die 
zweite Klasse Sequenzen mit hydrophoben Resten um die Spaltstelle (Pettit et al., 
1991; Tözser et al., 1992; Griffiths et al., 1992), wobei die höchste Präferenz 
offensichtlich für die Substratreste P1, P2 und P2‘ besteht. Dabei ist die Aminosäure 
an der P1-Position eher groß und hydrophob, besitzt aber nie eine verzweigte 
Seitenkette am β-Kohlenstoffatom. Die Bindung von ausladenden Resten an der S1-
„subsite“ der PR wird vermutlich durch eine „loop“-Struktur ermöglicht, die die Reste 
78 bis 85 der PR-Untereinheiten umfasst (Stebbins et al., 1997). Abhängig von der 
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Sequenzklasse ergeben sich verschiedene Präferenzen für die Reste P2 und P2'. So 
werden bei Spaltstellen mit Pro an der P1'-Position Asn in der P2-Position und eine β-
verzweigte Aminosäure (Ile oder Val) in der Position P2' bevorzugt. Dahingegen 
fördert ein β-verzweigtes Val bei Anwesenheit von Glu oder Gln in P2 die Hydrolyse 
der hydrophoben Sequenzklasse (Griffiths et al., 1992). Des Weiteren bevorzugen alle 
PR-Spaltstellen der natürlichen Substrate eine kleine Aminosäure an der P4-Position, 
während Lysinreste zwischen P2 und P2' gänzlich fehlen (zur Übersicht: Dunn et al., 
1994; Katz & Skalka, 1994; Tomasselli & Heinrikson, 1994).  

Allerdings haben neuere Untersuchungen gezeigt, dass die bisherige Aufteilung der 
Substrate in zwei Klassen angesichts der komplexen Substraterkennung nicht 
angemessen scheint und die Präferenz für bestimmte Reste an den Positionen P2-P2' 
vom gesamten Sequenzkontext abhängig ist (Boross et al., 1999). Darüber hinaus wird 
die tatsächliche Spaltung von Substraten nicht nur durch deren Primärsequenz, 
sondern in wesentlichem Maße durch die Lage der Erkennungssequenz innerhalb der 
komplexen Proteinstruktur bestimmt. So treffen Vorhersagen über die Spaltbarkeit 
einer Sequenz nur zu, wenn die Spaltstelle innerhalb der Sekundär- und Tertiärstruktur 
des Proteins in einer für die PR zugänglichen, gestreckten Konformation präsentiert 
wird. Im Gegenzug kann eine günstige Konformation die Spaltung einer sonst 
neutralen oder unvorteilhaften Sequenzfolge bewirken (Vogt et al., 1996; Hazebrouck 
et al., 2001). 

A.3 Die HIV-1 Protease als Target für therapeutische Ansätze 

Neben der Reversen Transkriptase wurde die Protease erstmals als potentielles Target 
für die AIDS-Therapie erkannt, als gezeigt werden konnte, dass eine Mutation des 
„frameshift“-Bereichs die für die Entstehung reifer HI-Virionen essentielle 
Prozessierung des Gag-Polyproteinvorläufers verhindert (Kramer et al., 1986). 
Überdies liefert die PR auch in chronisch inifizierten Zellen ein gutes Angriffsziel, 
während RT-Inhibitoren nur in akut infizierten Zellen wirksam sind (Lambert et al., 
1992). So wurden in den vergangenen Jahren basierend auf Strukturanalysen durch 
NMR und Kokristallisation sowie durch Computermodelle vor allem Substanzen 
entwickelt, die mit dem natürlichen Substrat um die Bindung ins aktive Zentrum 
konkurrieren, wobei sie den tetraedrischen Übergangszustand der Peptidhydrolyse 
imitieren, ohne jedoch selbst gespalten zu werden. Saquinavir war der erste PR-
Inhibitor, der von der FDA zugelassen wurde und wird seit 1995 zu Therapiezwecken 
eingesetzt. Derzeit befinden sich sechs verschiedene PR-Inhibitoren (Tabelle A.1) auf 
dem Markt und weitere Wirkstoffe werden in klinischen Studien getestet. 

Mit Hilfe dieser PR-Inhibitoren konnte die HI-virale RNA-Plasmakonzentration rapide 
gesenkt werden, wobei ein gleichzeitiger Anstieg der CD4-positiven T-Helferzellen zu 
verzeichnen war. Nach anfänglichen Therapieerfolgen trat allerdings schon bald die 
Problematik der Resistenzbildung auf (Condra et al., 1995; Jacobsen et al., 1995; 
Markowitz et al., 1995; Ridky et al., 1995; Borman et al., 1996), da das Enzym trotz 
seiner geringen Größe eine hohe Flexibilität bezüglich tolerierbarer Mutationen 
aufweist. Unter selektivem Druck können an 20 der 99 Aminosäurepositionen 
Mutationen auftreten, die die enzymatische Aktivität der PR nicht beeinflussen. Bei 
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der Charakterisierung von PR-Resistenzmutanten (el-Farrash et al., 1994) konnten 
auch einige Mutationen im aktiven Zentrum der PR lokalisiert werden, die wohl die 
Bindungsaffinität der gegenwärtig verwendeten, gegen das aktive Zentrum 
gerichteten Inhibitoren herabsetzen. Diese primären Resistenzvarianten sind zunächst 
in ihren replikativen Eigenschaften gegenüber dem Ausgangsvirus beeinträchtigt 
(Kuroda et al., 1995). Dieser Selektionsnachteil wird sodann durch Auftreten von 
sekundären, kompensatorischen Mutationen ausgeglichen (zur Übersicht: Hirsch et 
al., 1991; Schock et al., 1996), so dass im Endeffekt eine PR-Spezies mit 
uneingeschränkter Aktivität entsteht, die jedoch keine Inhibitorsensitivität mehr 
besitzt. Für die Ausbildung der vollen Resistenz ist somit eine gewisse Mindestanzahl 
an Mutationen nötig. Viele dieser sekundären Modifikationen ausserhalb der PR-
Domäne betreffen die PR-Spaltstellen der natürlichen Substrate (siehe auch A.4.2). 
Dabei wurde vornehmlich ein mit Inhibitorresistenzen assoziierter Polymorphismus 
der Spaltstellen zwischen p7-p1, p7-p6*, p1-p6 oder p2-p7 beobachtet (Erickson et al., 
1996; Zhang et al., 1997; De Pasquale et al., 1998; Côté et al., 2001). Auf diese Weise 
kann eine eingeschränkte PR-Aktivität durch Heraufsetzen der Hydrolyserate an 
geschwindigkeitslimitierenden Spaltstellen kompensiert werden. Die Resistenzbildung 
ist eine Folge der natürlichen Mutationsrate des HI-Virus, die dadurch bedingt ist, dass 
die Replikation des Genoms weitgehend ohne Kontrolle des Nukleotideinbaus erfolgt. 
Dazu leistet zunächst die virale RT einen Beitrag, die keine Lesegenauigkeit besitzt 
(Battula & Loeb, 1976) und bei der Herstellung des DNA-Doppelstranges aus dem 
viralen RNA-Genom mit einer Wahrscheinlichkeit von 10-3 bis 10-4 falsche Basen in die 
neusynthetisierten Stränge einbaut. Überdies kommt es zu Deletionen oder 
Insertionen beim Strangtransfer während der reversen Transkription und zu 
Rekombinationsereignissen zwischen Genomfragmenten (Dougherty & Temin, 1988; 
Kulpa et al., 1997; Zhuang et al., 2002). Am stärksten trägt allerdings die zelluläre 
RNA-Polymerase II, die für die Entstehung der neuen RNA-Genome verantwortlich ist, 
zur hohen Mutationsrate bei. Sie verfügt über keine Korrekturmöglichkeit und arbeitet 
beim Nukleotideinbau mit einer relativ hohen Fehlerrate, was bei einer täglichen 
Freisetzung von 108 bis 109 Viren (Wei et al., 1995; Ho et al., 1995) zur Bildung neuer 
Quasispezies führt. Durch die Konfrontation der Viren mit Inhibitoren werden 
Resistenzmutanten schließlich positiv selektiert. Neben den oben beschriebenen 
synthetischen Peptidomimetika wurden in der Zwischenzeit auch andere 
nichtpeptidische Substanzen wie Haloperidol- und Porphyrin-Derivate entdeckt, die 
eine irreversible Inhibition der HIV-1 PR in in vitro Experimenten bewirkten (De Camp 
et al., 1992; Salto et al., 1994), sich jedoch teilweise als toxisch für die Zellen erwiesen 
(De Voss et al., 1994). Während weiterhin nach neuen inhibitorischen Substanzen für 
die PR geforscht wird, wird derzeit hauptsächlich mit Kombinationstherapien 
gearbeitet, um durch gleichzeitiges Vorgehen gegen unterschiedliche Virus-
Komponenten (z.B. RT und PR) das virale System so unter Druck zu setzen, dass ihm 
keine Zeit zur Resistenzentwicklung bleibt (Richman et al., 1995). 

Außerdem wird in jüngerer Zeit verstärkt an einem neuen Ansatz der PR-Inhibition 
gearbeitet, der auf der Überexpression von transdominant-negativen PR-Mutanten 
beruht. Bei dieser intrazellulären Immunisierungsstrategie sollen mutierte PR-Moleküle 
mit den viralen PR-Monomeren interagieren und so katalytisch inaktive Heterodimere 
ausbilden. Da diese transdominant-negativen PR-Varianten bereits bei der 
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Dimerisierung eingreifen, kommt es demnach gar nicht erst zur Ausbildung eines 
aktiven Enzyms, während synthetische PR-Inhibitoren, die gegen das aktive Zentrum 
gerichtet sind, nur an  bereits vorhandenen PR-Dimeren angreifen können. So führt 
beispielsweise die Koexpression einer katalytisch inaktiven PR-Variante (D25 → N) 
zusammen mit proviraler Wildtyp-DNA zur Freisetzung unreifer Viruspartikel mit 
überwiegend unprozessierten Gag- und Gag/Pol-Polyproteinen (Babe et al., 1995). 
Entsprechende Erfolge konnten in der Vergangenheit auch durch die Überexpression 
eines PR-RT Fusionsproteins erzielt werden (Cherry et al., 1998). Und sogar eine 
Inhibitor-resistente PR-Form konnte durch die Koexpression einer transdominant-
negativen PR-Mutante blockiert werden (Junker et al., 1996). Als sinnvoll haben sich in 
diesem Zusammenhang auch Aminosäureaustausche erwiesen, die eine bevorzugte 
Ausbildung von Heterodimeren bewirken (McPhee et al., 1996). Basierend auf diesen 
Ansätzen sollen künftig Makromoleküle entworfen werden, die eine 
vielversprechende Alternative zu den oben beschriebenen kommerziell erhältlichen 
Substratanaloga darstellen. 

Tabelle A.1: Zugelassene PR-Inhibitoren 

Bezeichnungen: Firma und 
FDA-Zulassung: 

Saquinavir, Ro 31-8959, 
Invirase 

Roche, 1995 
(Roberts et al., 1990) 

Ritonavir, ABT-538, 
Norvir 

Abbott, 1996 
(Kempf et al., 1995) 

Indinavir, MK-639, 
Crixivan 

Merck, 1996 
(Vacca et al., 1994) 

Nelfinavir, AG-1343, 
Viracept 

Agouron, 1997 
(Kaldor et al., 1997) 

Amprenavir, ATB-538, 
Agenerase 

Glaxo Wellcome, 
1999, (Kim et al., 
1995) 

Lopinavir, ABT-378, 
Aluviran, Kaletra 

Abbott, 2000 
(Sham et al., 1998) 

A.4 Die Regulation der HIV-1 Pro
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diesbezüglich einen Beitrag zu leisten (Bennett et al., 1993; von Poblotzki et al., 1993; 
Franke et al., 1994; Katz & Skalka, 1994; Zybarth & Carter, 1995; Quillent et al., 1996; 
Wan et al., 1996; Gamble et al., 1997; Bowzard et al., 1998; Gatlin et al., 1998). So 
führt in der späten Phase der Replikation die Ansammlung von Gag-Pol-Polyproteinen 
unter der Zytoplasmamembran durch häufigere Dimerisierungsereignisse zu einer 
Zunahme der PR-Aktivität. Dies scheint sinnvoll, da die PR nicht nur die natürlichen, 
viralen Substrate, sondern auch verschiedene zelluläre Proteine, wie Aktin, 
Calmodulin, Desmin, Vimentin, Troponin, Pro-Interleukin 1β oder den NF-κB-Vorläufer 
spaltet (Shoeman et al., 1990; Tomasselli et al., 1991; Riviére et al., 1991; Tomasselli et 
al., 1991) und somit bei frühzeitiger Aktivierung zytotoxische Effekte auslöst. Dabei 
wurde kürzlich berichtet, dass dieser PR-vermittelten Zellschädigung nekrotische 
(Blanco et al., 2002) und nicht, wie bisher angenommen, apoptotische Prozesse 
(Strack et al., 1996) zugrunde liegen. Desweiteren würde eine vorzeitige Aktivierung 
der PR zur Abtrennung wichtiger Transportsignale von den Polyproteinen führen und 
durch intrazelluläre Spaltung der Strukturkomponenten die Assemblierung und 
Freisetzung neuer Virionen verhindern (Kräusslich et al., 1991; Park & Morrow et al., 
1991; Kräusslich et al., 1992; Mergener et al., 1992; Wagner et al., 1992; Karacostas 
et al., 1993; Luukkonen et al., 1995). Da Gag-Pol-Vorläufer dennoch im Zytoplasma 
mancher Zellen und in einigen in vitro-Systemen autoproteolytisch aktiv sind, müssen 
zusätzliche Mechanismen eine Rolle bei der Kontrolle der intrazellulären PR-Aktivität 
spielen (Kräusslich et al., 1988; Smith et al., 1990; Kaplan & Swanstrom, 1991). Hierfür 
scheint das ungleiche Verhältnis von Gag- zu Gag-Pol kritisch zu sein (Shehu-Xhilaga 
et al., 2001). So könnten die mengenmäßig überwiegenden Gag-Proteine durch 
Interaktion mit den Gag-Pol-Vorläufern deren vorzeitige intrazelluläre Dimerisierung 
durch physikalische Separation verhindern. Tatsächlich wird die intrazelluläre PR-
Aktivität in trans von carboxyterminalen Bereichen des CA-Proteins inhibiert (Gatlin et 
al., 1998). Ferner scheinen zytosolische Komponenten die Aktivierung der PR durch 
reversible Oxidation zweier hochkonservierter Cysteine der PR (Cys67 und Cys95) zu 
verzögern (Davis et al., 1996; Davis et al., 1999). 

Neben sterisch und biochemisch kontrollierten Prozessen spielen verschiedene virale 
Faktoren bei der zeitlichen Regulation der PR-Aktivierung eine Rolle. Vermutlich 
kommt auch dem akzessorischen Protein Vif, das während der späten Phase der 
Infektion hergestellt wird (Garrett et al., 1991), eine Funktion bei der Kontrolle der PR-
Aktivität zu. So wurde berichtet, dass Vif mit viralen „Core“-Strukturen assoziiert ist 
und entweder über Bindung an genomische RNA (Khan et al., 2001) oder durch 
Interaktion mit Gag- und Gag-Pol-Vorläufern (Bardy et al., 2001) spezifisch in 
Viruspartikel verpackt wird. Überdies konnten Sova und Mitarbeiter (2001) zeigen, 
dass Vif hauptsächlich in Partikeln mit unprozessiertem Gag und weniger in reifen 
Viren vorhanden ist. Auch konnte in zellfreien Systemen ein direkter inhibitorischer 
Einfluss von Vif auf die Autoprozessierung viraler Vorläufer beobachtet werden (Kotler 
et al., 1997), wobei primär die Spaltstellen MA-CA und CA-NC vor Hydrolyse 
geschützt wurden (Bardy et al., 2001). Zudem sind von Vif abgeleitete Peptide in der 
Lage, an die PR zu binden und sowohl die PR-vermittelte Hydrolyse synthetischer 
Peptide als auch die Produktion infektiöser Viren in infizierten Zellen zu inhibieren 
(Baraz et al., 1998; Potash et al., 1998; Friedler et al., 1999; Blumenzweig et al., 2002). 
Schließlich wurde auch der Nachweis erbracht, dass Vif in vitro spezifisch an den 
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Aminoterminus der PR (Reste 1-9) bindet und so vermutlich mit der Dimerisierung des 
Enzyms interferiert (Baraz et al., 2002). Diese Ergebnisse legen nahe, dass Vif einen 
Beitrag zur Regulation der PR-Aktivität innerhalb reifender Virionen leistet oder in den 
frühen Stadien der Infektion die restliche PR-Aktivität eindämmt.  

In den letzten Jahren häuften sich die Hinweise, dass auch das kleine, 68 
Aminosäuren umfassende p6*-Protein eine wichtige Rolle bei der Regulation der PR-
Aktivierung spielen könnte. Dieses „transframe“-Protein wird im pol-Leserahmen 
kodiert und liegt im Gag-Pol-Vorläufer ähnlich dem Propeptid eukaryontischer Asp-PR 
direkt N-terminal vor der PR. Seine Funktion bei der Regulation der PR-Aktivität soll in 
einem eigenen Kapitel diskutiert werden (siehe A.4.3). 

Während manche Faktoren eine frühzeitige Aktivierung der PR verhindern, wird ihre 
Aktivität zu späteren Zeitpunkten des Infektionszyklus aktiv gefördert. Offensichtlich 
tragen auch bestimmte Sekundärstrukturen in der genomischen RNA zu einer 
korrekten Prozessierung der Vorläuferproteine in den Viruspartikeln bei. So konnte 
gezeigt werden, dass Deletionen in der DIS-Region („dimerization initiation site“) die 
Gag-Prozessierung beeinträchtigen (Liang et al., 1999). Außerdem ist die effiziente 
Spaltung des NC-p1-p6-Vorläufers von der Bindung des Polyproteins an virale RNA-
Moleküle abhängig (Sheng et al., 1997). Schließlich wurde auch beobachtet, dass die 
Anwesenheit der RT in trans eine Zunahme der PR-Aktivität bewirken kann (Goobar-
Larsson et al., 1996). 

Zusammengenommen legen diese Daten eindrucksvoll dar, welche komplexen 
Wechselspiele zellulärer und viraler Komponenten nötig sind, um eine stringente 
Regulation der HIV-1 PR zu gewährleisten. 

A.4.2 Prozessierung von Gag und Gag-Pol 

Die Entstehung reifer, infektiöser Virionen ist an die vollständige Prozessierung der 
Gag- und Gag-Pol-Vorläuferproteine durch die HI-virale PR gekoppelt (Kohl et al., 
1988). Dabei muss die PR bis zu 12 völlig verschiedene Aminosäuresequenzen 
spezifisch erkennen und hydrolysieren (Moore et al., 1993; Fitzgerald et al., 1991; 
Griffiths et al, 1992; Pearl & Taylor, 1987; Pettit et al., 1993). Abbildung A.8 zeigt die 
Positionen der PR-Spaltstellen in Gag und Gag-Pol. 

In den vergangenen Jahren haben verschiedene Mutationsanalysen zur Aufklärung 
der Prozessierungsreihenfolge in Gag- und Gag-Pol beigetragen (Kaplan et al., 1993; 
Kräusslich et al., 1995; Louis et al., 1994; Pettit et al., 1994; Pettit et al., 1998; Wiegers 
et al., 1998; Pettit et al., 2003). Dabei ließen sich aus in vitro-Spaltexperimenten sehr 
unterschiedliche Kinetiken für die Hydrolyse der individuellen Spaltstellen dieser 
Polyprotein-Vorläufer ableiten (Kräusslich et al., 1988; Erickson-Viitanen et al., 1989; 
Tritch et al., 1991; Konvalinka et al., 1994; Pettit et al., 1994). Die sequentielle 
Prozessierung des Gag-Vorläufers verläuft über definierte Intermediate, die vermutlich 
eine Rolle bei der Morphogenese der Virionen spielen, aber nicht mit der Struktur 
reifer Viren vereinbar sind. Die initiale Spaltung in Gag wird am C-Terminus des 
„spacer“-Peptids p2 eingeleitet und trennt ein N-terminales MA-CA-p2-Intermediat von 
einem C-terminalen p7(NC)-p1-p6-Polyprotein (Abbildung A.9 A). Dabei gilt p2 als 
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Regulator der sequentiellen Prozessierung, da es die Hydrolyserate an der Spaltstelle 
CA-p2 herabsetzt (Pettit et al., 1994). Außerdem ist die Prozessierung zwischen p2 
und NC kritisch für die RNA-Dimerisierung (Shehu-Xhilaga et al., 2001). In einem 
folgenden Schritt wird der MA-Anteil N-terminal von CA-p2 und p6 C-terminal von p7-
p1 abgetrennt. Diese sekundären Prozessierungen verlaufen ungefähr 10fach 
langsamer als die primäre Spaltung (Pettit et al., 1994). Mit der aminoterminalen 
Freisetzung des CA-Proteins geht eine Konformationsänderung durch Umfaltung einer 
β-Haarnadelstruktur einher, die für die Ausbildung des reifen Capsids notwendig ist 
(Gitti et al., 1996; von Schwedler et al., 1998; Stemmler et al., 2000). Bei der 
Freisetzung des p2-Peptids handelt es sich um ein spätes Ereignis, und C-terminal 
erweiterte CA-Spezies werden in Virionen mit reduzierter PR-Aktivität beobachtet 
(Mergener et al., 1992; Rosé et al., 1995). Diese tertiäre Spaltung ereignet sich mit 
etwa 400fach langsamerer Geschwindigkeit als die Hydrolyse zwischen p2 und p7 
und scheint für die Kondensation des Capsids essentiell notwendig zu sein (Wiegers 
et al., 1998). Somit übernimmt dieses „spacer“-Peptid die Funktion eines 
morphologischen Schalters bei der Virusmaturation (Fu et al., 1993), da erst die 
Abtrennung von p2 dem CA-Protein erlaubt, seine reife Konformation einzunehmen 
(Gross et al., 2000). Schließlich führt eine weitere Spaltung zur Abtrennung des 
„spacer“-Proteins p1 von NC. Allerdings liegen bisher keine genauen Kenntnisse über 
die Kinetik dieser Prozessierung am C-Terminus von p7 vor. 

Abbildung A.8: PR-Spaltstellen in den Gag- 
und Gag-Pol-Polyproteinen. Spaltstellen in 
Gag sind durch blaue Pfeile und Spaltstellen 
in Gag-Pol durch rote Pfeile markiert. Die 
Spaltstellen 1-10 wurden in vivo eindeutig 
identifiziert, während die Spaltung an Position 
11 in vivo umstritten ist. Referenzen: 1–3, 5 
(Henderson et al., 1992), 4 (Henderson et al., 
1988, 1992; Wondrak et al., 1993), 6 (Lillehoj 
et al., 1988), 7 bis 9 (Lightfoote et al., 1986), 
10 (Phylip et al., 1992; Candotti et al., 1994; 
Zybarth et al., 1994; Almog et al., 1996; Louis 
et al., 1998; Chen et al., 2001;) und 11 
(Paulus et al., 1999; Paulus, C., Dissertation 
1999; Louis et al., 1999 und C.2). 
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Da alle Spaltungen in Gag-Pol von der viralen PR selbst durchgeführt werden, muss 
diese noch innerhalb des Polyproteins dimerisieren und aktiviert werden (Erickson et 
al., 1989; Lapatto et al., 1989; Navia et al., 1989; Oroszlan et al., 1990). Folglich 
werden die initialen Prozessierungen von der Vorläufer-assoziierten, unreifen PR 
ausgeführt. Eine intrinsische Aktivität von PR-Vorläufern wurde mehrfach bestätigt 
(Kotler et al., 1992; Co et al., 1994; Louis et al., 1994; Zybarth et al., 1994; Wondrak 
et al., 1996; Louis et al., 1999; Louis et al., 1999; Chen et al., 2001; Pettit et al., 2003). 
In Anwesenheit von PR-Inhibitoren konnte die Entstehung von distinkten 
Intermediaten bei Autolyse des viralen Gag-Pol-Vorläufers beobachtet werden, was 
auf eine ebenfalls geordnete Prozessierung von Gag-Pol hinweist (Abbildung A.9 B) 
(Lindhofer et al., 1995; Speck et al., 2000). Dabei zeigen neuere Studien, dass 
bestimmte Interaktionen innerhalb des PR „dimer interface“ nötig sind, um diesen 
geordneten Ablauf zu dirigieren (Pettit et al., 2003). So findet auch in Gag-Pol die 
initiale Spaltung zwischen p2 und NC statt, wodurch die Intermediate MA-CA-p2 und 
das etwa 121-kDa Polyprotein NC-p6*-PR-RT-IN entstehen. Ein weiteres etwa 114-kDa 
Intermediat, das einer sehr raschen Proteolyse zu unterliegen scheint, umfasst die 
Proteine p6*(L9-F68)-PR-RT-IN. Dabei wurde offensichtlich das „transframe“-Protein p6* 
intern hydrolysiert (Abbildung A.8, Spaltstelle 10). Schließlich wird durch weitere 
Spaltung am C-Terminus der PR das Intermediat RT-IN freigesetzt. Die Trennung 
dieser beiden Enzyme scheint das letzte Ereignis bei der Prozessierung des Gag-Pol-
Polyproteins zu sein. Bestätigt wurden diese Ergebnisse kürzlich von Pettit und 
Mitarbeitern (2003) durch Untersuchungen an einem in vitro-translatierten Gag-Pol-
Vorläufer. Ungeklärt bleiben allerdings Zeitpunkt und Ausmaß der Spaltung am N-
Terminus der PR. Da Lindhofer und Mitarbeiter ein p6*(L9-F68)-PR Intermediat nur in 
Anwesenheit von Inhibitor detektieren konnten, handelt es sich vermutlich um ein 
sehr kurzlebiges Zwischenprodukt. Allerdings wurde auch über dessen Anwesenheit 
in Virionen berichtet (Almog et al., 1996). So schlägt ein derzeitiges Modell vor, dass 
zunächst am N-Terminus der PR intramolekular prozessiert wird, was mit einem 
Anstieg der enzymatischen Aktivität einhergeht (Louis et al., 1994; Co et al., 1994). 
Diese Spaltung kann abhängig vom pH-Wert entweder in einem Schritt oder in zwei 
Schritten über ein p6*-PR-Intermediat erfolgen (Louis et al., 1999). Daraufhin werden 
alle weiteren sequentiellen Spaltungen am Carboxyterminus der PR sowie in Gag 
intermolekular durchgeführt (Tang & Hartsuck, 1995; Wondrak et al., 1996). Konträre 
Daten lieferten auch bisherige Untersuchungen der C-terminalen Hydrolyse von p7. 
Im Gegensatz zum p7-Protein aus dem Gag-Vorläufer, dessen vollständige 
Freisetzung notwendig für die Entstehung infektiöser Partikel ist (Henderson et al., 
1988, 1992; Wondrak et al., 1993; Pettit et al., 2002), scheint das entsprechende 
Spaltprodukt aus dem Gag-Pol-Vorläufer in seiner endgültigen Form carboxyterminal 
um 8 Aminosäuren erweitert vorzuliegen (Chen et al., 2001). 

Während also die Vorläufer-assoziierte PR ausreichende Aktivität besitzt, um die 
ersten Spaltereignisse in Gag-Pol einzuleiten, wird für die weitere Maturation der Gag-
Proteine die maximale Aktivität des reifen Enzyms benötigt. Daher muss die PR 
sowohl N- als auch C-terminal aus dem Vorläuferprotein freigesetzt werden (Bennet et 
al., 1991; Hayakawa et al., 1992; Zybarth et al., 1994; Wan et al., 1996; Tessmer & 
Kräusslich, 1998). Schließlich könnte die Autoproteolyse zwischen den Resten Leu5 
und Trp6 innerhalb der PR-Domäne den finalen Schritt in der PR-assoziierten 
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Spaltkaskade darstellen (Rosé et al., 1993). Dies hätte eine Auflösung der 
Tertiärstruktur der PR zur Folge, wodurch weitere Spaltungen der Strukturproteine 
vermieden würden. 

Abbildung A.9: Sequentielle Prozessierung der Gag- und Gag-Pol-Vorläuferproteine. Die 
Reihenfolge der Spaltungen in Gag (A) (modifiziert nach Pettit et al., 1994, 1998) und Gag-Pol 
(B) (modifiziert nach Lindhofer et al., 1995) ist von oben nach unten dargestellt. Die Größe 
von Intermediaten aus der Gag-Pol-Prozessierung ist rechts angegeben. Nähere Erläuterungen 
siehe Text. 

A.4.3 Einfluss des „transframe“-Proteins p6* auf die Protease-Aktivität 

A.4.3.1 Strukturelle Charakterisierung von p6* 

Obwohl das „transframe“-Protein p6* bei verschiedenen HIV-1 Isolaten 
hochkonserviert ist, ist seine in vivo Funktion noch nicht ausreichend aufgeklärt. Um 
Aussagen über eine mögliche Wechselwirkung mit der HIV-1 PR treffen zu können, 
wurden am rekombinant hergestellten und aufgereinigten p6*-Protein 
Strukturuntersuchungen durchgeführt. Die Daten aus Fluoreszenz- und 
Cirkulardichroismus-Spektren wiesen allerdings auf ein wenig strukturiertes Polypeptid 
hin und zweidimensionale H1-NMR-Techniken bestätigten das Fehlen einer stabilen 
Sekundär- oder Tertiärstruktur (Beissinger et al., 1996). Bis auf die Tendenz zur 
Bildung einer α-Helix am N-Terminus zwischen den Aminosäuren 5 und 12 scheint 
das p6*-Protein weitgehend flexibel zu sein, was aber nicht ausschließt, dass es bei 
der Interaktion mit der PR zu einer Konformationsänderung kommt. Außerdem 
konnte von uns und von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass p6* eine 
interne PR-Schnittstelle zwischen Phe8 und Leu9 besitzt, die somit genau innerhalb der 
hochkonservierten CR1-Region in p6* liegt (Abbildung A.10). (Phylip et al., 1992; 
Candotti et al., 1994; Zybarth et al., 1994; Almog et al., 1996; Louis et al., 1998; Chen 
et al., 2001). Des Weiteren ist die Abspaltung des „transframe“-Proteins vom 
Aminoterminus der PR unbedingt notwendig für die Entstehung infektiöser 
Viruspartikel (Tessmer & Kräusslich, 1998). Während die interne und C-terminale 
Spaltung von p6* in vivo nachgewiesen werden konnte, bleibt weiterhin ungeklärt, ob 
p6* am Aminoterminus prozessiert wird. 

  MA        CA            p7         p6

  MA         CA   p7         p6

    MA CA   p7 p6

MA     CA p2   p7 p6

MA     CA p2   p7 p6 p1

1.

3.

2. 1/10

1/400

2.

4. ?

p1

p1

p1

p1

p2

p2

p2

A
p164

p121

p114

p107

 p97

?  p17

p7 p6* PR       RT                   IN

MA   CA  p2 p7 p6* PR       RT                   IN

p6* PR       RT                   IN

RT                   IN

p6* PR

PR       RT                   IN

B



Einleitung 
 

25

Abbildung A.10: Das „transframe“-Protein p6* mit den konservierten Bereichen CR1 und 
CR2. Aminosäuren, die in 9 verschiedenen HIV-1 Isolaten identisch sind, sind orange – und 
Reste, die funktionell konserviert sind, grün dargestellt. PR-Spaltstellen sind mit einem grauen 
Pfeil markiert.  

A.4.3.2 p6* als möglicher Inhibitor der viralen Protease 

Die ersten Hinweise auf eine Beteiligung des p6*-Proteins an der Regulation der HI-
viralen PR lieferten in vitro Translationsexperimente, in denen die Deletion des p6*-
Bereiches zu einer rascheren Autoprozessierung eines Gag-PR-Vorläufers führte 
(Partin et al., 1991). Trotz intensiver Studien der letzten Jahre bleibt der molekulare 
Mechanismus der p6*-PR Interaktion allerdings weiterhin unverstanden und es 
wurden bereits verschiedene Wirkungsweisen von p6* diskutiert. Da das p6*-Protein 
durch seine Position im Vorläufer dem N-terminalen Prosegment zellulärer Asp-PR 
gleicht, wurde spekuliert, dass es sich ähnlich dem Pepsinogen-Propeptid um die PR 
wickelt und so die frühzeitige Prozessierung der Gag- und Gag-Pol-Vorläufer durch 
Maskierung des aktiven Zentrums und der Substratbindungstasche verhindert (Partin 
et al., 1991). Auf der anderen Seite wurde ein Zusammenhang zwischen 
Autoprozessierung und Interaktion von p6*-PR Polypeptiden beobachtet, was darauf 
hindeutet, dass p6* mit der Dimerisierung der PR-Domänen in den Gag-Pol-Vorläufern 
interveniert und so die PR-Aktivierung beeinflusst (Zybarth & Carter, 1995). 
Unterstützt wird diese Hypothese auch durch Untersuchungen, in denen das 
synthetische Hexapeptid TVSFNF, das den C-terminalen Resten 63 bis 68 von p6* 
entspricht, in vitro als Dimerisierungsinhibitor der HIV-1 PR wirkt (Schramm et al., 
1993). Ein wiederum anderer Mechanismus der p6*-vermitteten PR-Regulation ergab 
sich aus einer Mutationsstudie, in der die N-terminale Freisetzung der PR aus dem 
Gag/Pol-Vorläufer blockiert wurde (Zybarth et al., 1994). Bei der Autoprozessierung 
dieser PR-Mutante wurden alternative Spaltstellen in der p6*-Domäne genutzt, 
wodurch PR-Derivate mit verlängerten N-Termini entstanden. Diese p6*-PR 
Intermediate könnten durch Besetzthalten der Substratbindungstasche des PR-
Vorläufers den Prozess der vollständigen Prozessierung verzögern. In diesem Modell 
verhindert also p6* nicht die Dimerisierung der PR-Domänen, sondern deren 
autokatalytische Aktivierung durch kompetitive Blockade des aktiven Zentrums. In 
Übereinstimmung damit wurde auch für das N-terminale Octapeptid Phe-Leu-Arg-Glu-
Asp-Leu-Ala-Phe des p6*-Proteins, welches zwei PR „halfsites“ beinhaltet, eine pH-
abhängige, kompetitive Inhibition der HIV-1 PR beschrieben (Louis et al., 1998). 

Da sich aus den strukturellen Daten kein Hinweis auf die Funktion des p6*-Proteins 
ableiten ließ, und die bisherigen Ergebnisse bezüglich der Wirkungsweise der PR-
Inhibition widersprüchlich waren, wurden von unserer Arbeitsgruppe in der 
Vergangenheit weitere funktionelle Untersuchungen durchgeführt, um den 
molekularen Wirkmechanismus der p6*-PR Interaktion näher zu analysieren. Dazu 

FFREDLAFLQGKAREFSSEQTRANSPTISSEQTRANSPTRRELQVWGRDNNSPSEAGADRQGTVSFNF
NC PR

CR1 CR2
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wurden in einem kontinuierlichen spektrophotometrischen PR-Aktivitätstest die 
Initialgeschwindigkeiten der Substrat-Spaltung in An- und Abwesenheit von p6* 
bestimmt. Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass die HIV-1 PR durch hochreines p6*-
Protein in konzentrationsabhängiger Weise spezifisch inhibiert wird. Weiterführende 
kinetische Analysen sowie Quervernetzungsexperimente ergaben einen kompetitiven 
Mechanismus für die p6*-vermittelte PR-Regulation. Schließlich konnten wir aus 
Untersuchungen mit unterschiedlichen p6*-Mutanten ableiten, dass die vier C-
terminalen Aminosäurereste des p6*-Proteins  für die Hemmung der HIV-1 PR 
notwendig, jedoch alleine nicht ausreichend sind. Darüber hinaus muss diese 
Sequenz (S65-F66-N67-F68) frei zugänglich am äußersten C-Terminus von p6* liegen, um 
eine inhibitorische Wirkung zu entfalten (Paulus et al., 1999). 

Ausgehend von den bisherigen in vitro Befunden wurde ein Modell der p6*-
vermittelten PR-Inhibition aufgestellt. Danach würde der durch die initiale, N-terminale 
Autoprozessierung der HIV-1 PR freigesetzte C-Terminus von p6* das aktive Zentrum 
der PR so lange blockieren, bis die Gag- und Gag/Pol-Polyproteine in den 
knospenden Viruspartikeln eingeschlossen sind. Eine zusätzliche Funktion des p6*-
Proteins könnte darin bestehen, nach abgeschlossener Virusmaturation die 
verbleibende Aktivität der HIV-1 PR einzudämmen, um eine unspezifische 
Degradation von viralen Proteinen zu verhindern. Diese Art der Produktinhibition 
wurde ebenfalls für das gag-kodierte p2-Protein vorgeschlagen, das die HIV-1 PR in 
vitro mit einer dem p6*-Protein vergleichbaren Effizienz hemmt (Misumi et al., 1997). 
Um dieses Modell bestätigen zu können, müsste allerdings die Reihenfolge und 
Funktion der Spaltungen in und um p6* durch die PR im viralen Kontext eindeutig 
aufgeklärt werden. 

A.5 Zielsetzung der Arbeit 

In unserer Arbeitsgruppe durchgeführte Untersuchungen zur Struktur und Funktion 
des “transframe” Proteins p6* konnten erstmals zeigen, dass rekombinantes, 
hochreines p6*-Protein die HIV-1 Protease in vitro konzentrationsabhängig und 
kompetitiv inhibiert. Diese Ergebnisse legen nahe, dass p6* während der viralen 
Replikation eine Rolle bei der zeitlichen und räumlichen Regulation der HIV-1 
Protease spielt. Allerdings bleibt weiterhin ungeklärt, welche Funktion dem 
“transframe”-Protein als Substrat der Protease bei der korrekten Prozessierung des 
Gag-Pol-Vorläufers zukommt. Um die Bedeutung und Reihenfolge der Spaltereignisse 
in und um p6* für die virale Morphogenese aufzuklären, sollen Viren mit gezielten 
Mutationen in den drei natürlichen Proteasespaltstellen von p6* hergestellt werden. 
Der Einfluss dieser Mutationen auf die Expression und Prozessierung von viralen 
Proteinvorläufern sowie auf die Entstehung infektiöser Nachkommenviren sollte dann 
in verschiedenen Zellkulturen analysiert werden. Gleichzeitig sollten Einzelaspekte 
dieser Mutationen in geeigneten in vitro Testsystemen herausgearbeitet werden. Eine 
gesamtheitliche Interpretation der Ergebnisse aus in vitro- und Zellkultur-Studien soll 
schließlich zur Aufklärung der p6*-Prozessierung im viralen Kontext beitragen. 

Des Weiteren soll die aus den früheren in vitro Studien abgeleitete Funktion des p6*-
Propeptids in Zellkultur unter Ausschluss anderer potentiell modulierender, viraler 
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Proteine hinterfragt werden. Dazu sollten zunächst verschiedene Plasmidkonstrukte 
hergestellt werden, die auf der Basis synthetischer Gene eine effiziente Expression der 
zu untersuchenden Protease- und p6*-Proteine in Säugerzellen erlauben. 
Anschließend sollen Nachweissysteme etabliert werden, die eine quantitative Analyse 
der Protease-Aktivität sowie Zytotoxizität in Zellkultur zulassen. Mit Hilfe dieser 
Testsysteme soll dann in transienten Kotransfektionsexperimenten der modulierende 
Einfluss von p6* auf die Protease in virusinfizierten Zellen untersucht werden. 



B Material und Methoden 

B.1 Klonierungen und gentechnische Arbeiten 

Soweit nicht anders vermerkt, wurden für Klonierungen in Escherichia coli (E. coli) 
Standardmethoden angewendet (Sambrook et al., 1989). Restriktionsenzyme und T4 
DNA Ligase wurden von Roche (Mannheim) und New England Biolabs (Schwalbach, 
Taunus) bezogen. Für die Amplifikation von DNA-Abschnitten aus Plasmid-DNA 
sowie zum Reamplifizieren von PCR-Produkten wurden die Ampli-Taq DNA 
Polymerase und Nukleotide von Applied Biosystems (Weiterstadt) verwendet. 
Größere Mengen an Plasmid-DNA wurden über Nucleobond-Tip AX500 bzw. AX100 
Säulen (Macherey & Nagel, Düren) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Zur 
Aufreinigung von PCR-Produkten wurde der QIAquick Purification Kit (Qiagen, Düren) 
verwendet. Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit Hilfe 
des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Düren) nach Herstellerangaben 
durchgeführt. Sequenzierungen zur Verifizierung von DNA-Abschnitten erfolgten 
nach der Methode von Sanger et al. (1977) unter Verwendung eines automatischen 
Sequenziergerätes der Firma Applied Biosystems (Weiterstadt). Alle übrigen 
Chemikalien waren kommerzielle Reagenzien von höchster Reinheit. 

B.1.1 Bakterien und Nährmedien 

Zu Klonierungszwecken und zur Amplifikation von „high copy“ Plasmiden wurde 
hauptsächlich der E. coli K-12 Stamm DH5αααα (Life Technologies, Karlsruhe) verwendet. 
Gentechnische Arbeiten mit proviraler Plasmid-DNA wurden in den E. coli-Stämmen 
SURE (Stratagene, Heidelberg) und GM2163 (New England Biolabs, Schwalbach, 
Taunus) durchgeführt. Für die Produktion der rekombinanten GST-Fusionsproteine 
wurden die E. coli-Stämme M15[pREP4] (Qiagen, Hilden) und BL21 (Amersham 
Pharmacia Biotech, Freiburg) eingesetzt. Transformationskompetente Bakterien 
wurden nach der RbCl-Methode hergestellt. Die verwendeten Bakterienstämme 
weisen den wie folgt angegebenen Genotyp auf. 

 DH5αααα:  F- supE44 ∆lacU169 (φ80 lacZ∆M15) hsdR1 recA1 endA1 gyrA96 thi-
1 relA1 (Dieser Stamm ist zur Blau-Weiß Selektion positiver 
Transformanten geeignet; Hanahan, 1983.) 

 SURE:  uvrC- umuC- sbsC- recJ- (Durch seine verminderte Rekombinations-
aktivität ist dieser Stamm besonders für die Amplifikation großer 
Plasmide geeignet.) 

 GM2163: F- dam-13::Tn9 dcm-6 hsdR2 leuB6 his-4 thi-1 ara-14 lacY1 galK2 
galT22 xyl-5 mtl-1 rpsL136 tonA31 tsc-78 supE44 McrA- McrB- (Dieser 
Stamm wird für Klonierungsarbeiten mit dam- und dcm-sensitiven 
Restriktionsenzymen verwendet.) 
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M15[pREP4]:  lac ara gal mtl (Der vom Plasmid pREP4 kodierte lac-Repressor 
ermöglicht eine stringente Kontrolle der Proteinexpression; Villarejo 
& Zabin, 1974.) 

BL21:  F- ompT hsdS (rB
-, mB

-) gal (Dieser Stamm liefert besonders hohe 
Proteinausbeuten.)  

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in Luria Bertani (LB-) oder Terrific Broth (TB-) 
Flüssigmedium bzw. auf LB-Agarplatten über Nacht bei 37°C. Zur Selektion der 
positiven Transformanten wurde entsprechend dem verwendeten Plasmid Ampicillin 
(100 µg/ml) oder Kanamycin (25 µg/ml) zugesetzt. 

B.1.2 Oligonukleotide 

Sämtliche Oligonukleotidsequenzen sind im Anhang (F.1) angegeben. 
Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG Biotech AG (Ebersberg), Metabion 
(Martinsried) oder Invitrogen (Leek, Niederlande) bezogen. Oligonukleotide zur 
Herstellung synthetischer Gene sowie zur in vitro-Mutagenese waren HPLC („high 
pressure liquid chromatography“) gereinigt. Oligonukleotide für Sequenzierungen 
waren lediglich entsalzt. Zur Bestimmung der Konzentration von Oligonukleotiden 
wurde das Absorptionsspektrum im Wellenlängenbereich λ = 230-300 nm 
aufgenommen. Das Absorptionsmaximum bei 260 nm wurde unter Berücksichtigung 
der Verdünnung für die Berechnung der Konzentration nach dem Lambert-Beerschen 
Gesetz herangezogen. Für die Berechnung molarer Absorptionskoeffizienten wurde 
das Programm GeneRunner (Version 3.0) verwendet.  

Alle Oligonukleotide für die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten synthetischen 
Gene wurden im GCG (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin, Version 
10.0) unter Verwendung der Genbank-Sequenz des HIV-1 Isolates BH10 („accession 
number“: M15654) entworfen. Dabei wurden die relevanten Genabschnitte unter 
Beachtung des Leserahmens und natürlicher Start- und Stoppkodons für die optimale 
Expression in Säugerzellen in die jeweilige Aminosäure-Sequenz übersetzt. Für die 
anschließende Rückübersetzung wurde für jede Aminosäure das in Säugerzellen am 
häufigsten vorkommende Kodon eingesetzt. Die hierfür verwendete Matrix-a ist im 
Anhang (F.2, Tabelle F.1) angegeben. Daraufhin wurden die Gene so fragmentiert, 
daß alle Oligonukleotide in etwa die gleiche Länge aufwiesen und 20 Basen mit der 
Matrizen-DNA aus der vorhergehenden Reaktion überlappten, um eine sukzessive 
Verlängerung der Gene in aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen zu ermöglichen. 
Überdies wurden an den endständigen Oligonukleotiden für die nachfolgenden 
Klonierungen passende singuläre Schnittstellen und fünf zusätzliche beliebige 
Nukleotide angefügt, um die Funktionalität der Restriktionsenzyme bei den 
nachfolgenden Klonierungsarbeiten zu gewährleisten. 
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B.1.3 Plasmide 

Detaillierte Gensequenzen sind im Anhang (F.2 - F.3) angegeben.  

B.1.3.1 Herstellung der „frameshift“-Reporterkonstrukte 

Sämtliche Luciferase-Reporterkonstrukte für eine quantitative Analyse der “frameshift”-
Effizienz basieren auf dem Vektor pGL2 Control von Promega (Mannheim). Für das 
Einführen des „frameshift“-Signals aus dem Provirus HX10 wurde das „firefly“-
Luciferasegen des pGL2-Vektors in Anlehnung an Reil und Hauser (1990) 
aminoterminal verlängert (Abbildung B.2). Hierfür wurden synthetische, teilweise 
überlappende Oligonukleotide (luc1 bis luc5, siehe F.1) in aufeinanderfolgenden PCR-
Reaktionen mit Hilfe der TaqPlusTM Precision Polymerase (Stratagene, Heidelberg; 
siehe auch B.1.3.4) aufgefüllt. Das auf diese Weise generierte PCR-Produkt wurde an 
den flankierenden HindIII und XbaI Restriktionsschnittstellen verdaut und 
anschließend mit dem entsprechend linearisierten pGL2 Control-Vektor ligiert. Mit 
dem Ligationsansatz wurden kompetente Zellen des E. coli K-12 Stammes DH5α 
transformiert. Die gewünschten Klone wurden nach alkalischer Schnelllyse durch 
Spaltung der gewonnenen Plasmid-DNA mit HindIII und XbaI identifiziert. Schließlich 
wurde die aminoterminale Erweiterung der Luciferase um den „frameshift“-Bereich 
von HX10 durch Sequenzierung mit den Oligonukleotiden GL-f und GL-r (siehe F.1) 
bestätigt. Der so erzeugte Vektor pGL-fswt wurde dann mit Hilfe des QuickChange 
Site-Directed Mutagenesis-Kit (Stratagene, Heidelberg) weiter modifiziert, um die 
Kontrollkonstrukte pGL-fs∆ und pGL-fs0 sowie die von den Provirusmutanten 
abgeleiteten Varianten pGL-fs1, pGL-fs2 und pGL-fs3 zu erhalten. Die spezifischen 
Mutageneseoligonukleotide waren für pGL-fs∆ fs-∆a und fs-∆b, für pGL-fs0 fs-0a und 
fs-0b, für pGL-fs1 fs-1a und fs-1b, für pGL-fs2 fs-2a und fs-2b und für pGL-fs3 fs-3a und 
fs-3b (siehe F.1). 
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Abbildung B.2: Klonierung der „frameshift“-Reporterkonstrukte pGL-fswt und pGL-fs0. 
Ausgehend vom Vektor pGL2 Control (oben), wurde das „firefly“-Luciferasegen um den 
„frameshift“-Bereich von pHX10 aminoterminal verlängert (Reil & Hauser, 1990). Die 
Luciferase-Expression des resultierenden Vektors pGL-fswt (Mitte) ist daher abhängig von 
einem –1 Leserastersprung. Durch Insertion von vier zusätzlichen Nukleotiden wird der 
ursprüngliche Leserahmen im Vektor pGL-fs0 (unten) wieder hergestellt. Luciferase wird in 
diesem Fall nur exprimiert, wenn kein Leserastersprung stattfindet. Dahingegen hat ein –1 
Leserastersprung die Synthese eines verkürzten, nicht-funktionellen Enzyms zur Folge. Start- 
und Stoppkodons sind grün und die Heptanukleotidsequenz rot dargestellt. Der „stem-loop“-
Bereich ist schwarz und die zusätzlich eingefügten Nukleotide orange unterlegt. Der 
Übergang zur Luciferasesequenz ist durch einen Pfeil markiert. Für die Klonierung genutzte 
Restriktionsschnittstellen sind eingerahmt. Der SV40 „early promoter“ ist durch eine schwarze 
Box und das SV40-Polyadenylierungssignal durch eine karierte Box dargestellt. Weitere 
Erläuterungen siehe Text. 

Das Kontrollkonstrukt pGL-fsHX wurde über Fusions-PCR hergestellt (Abbildung B.3 
und Ho et al., 1989). Dabei diente der Vektor pGL-fswt als Matrize. Als äußere 
„primer“ wurden die Oligonukleotide fs-HXa und fs-HXd (siehe F.1) verwendet. Die 
mutierte Sequenz wurde durch die Oligonukleotide fs-HXb und fs-HXc (siehe F.1) 
eingeführt. Das Fusionsprodukt wurde an den flankierenden Restriktionsschnittstellen 
HindIII und XbaI gespalten und mit dem entsprechend linearisierten Vektor pGL-fswt 
ligiert. Mit den Ligationsansätzen wurden kompetente Zellen des E. coli K-12 Stammes 
DH5α transformiert. Die positiven Klone wurden nach alkalischer Schnelllyse durch 
Restriktionsverdau der gewonnenen Plasmid-DNA mit HindIII und XbaI identifiziert. 
Die Region zwischen den Restriktionsschnittstellen HindIII und XbaI wurde für alle 
„frameshift“-Reporterkonstrukte durch Sequenzierung mit den Oligonukleotiden GL-f 

HindIII XbaI

Luciferase

ATG TAA

AAGCTTACCATGGGTCGACAGGCTAATTTTTTAGGGAAGATCTGGCCTTCCTACAAGGGAAGGCCAGGGAAGGA..........GAAGACGCC.....TAA.....TCTAGA

pGL/fs-wt

TAA (-1 „frame“)TAA (0 „frame“)

Luciferasefs

KozakHindIII

AAGCTTACCATGGGTCGACAGGCTAATTTTTTAGGGAAGATCGATCTGGCCTTCCTACAAGGGAAGGCCAGGGAAGGA..........GAAGACGCC.....TAA.....TCTAGA

pGL/fs0

TAA (0 „frame“)TAA (-1 „frame“)

Luciferasefs

KozakHindIII

XbaI

XbaI+4

pGL-2

luc
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und GL-r (siehe F.1) verifiziert. Sämtliche „frameshift“-Reporterplasmide wurden im E. 
coli K-12 Stamm DH5α vermehrt. 

Abbildung B.3: Schematische Darstellung der 
ortsgerichteten Mutagenese durch Fusions-
PCR. Zunächst werden in separaten PCR-
Ansätzen zwei Teilfragmente (AB und CD) der 
zu mutierenden Sequenz generiert (1). Jeder 
Ansatz enthält dabei ein flankierendes 
Oligonukleotid, das an das eine Ende der 
Zielsequenz bindet (Oligonukleotid a oder d) 
und ein internes Oligonukleotid (b oder c), das 
sich neben der Mutationsstelle anlagert und 
über sein nicht paarendes 5‘-Ende die 
gewünschten Mutationen einführt. Durch die 
Verwendung von teilweise komplementären 
internen Mutageneseoligonukleotiden erhalten 
die beiden Teilfragmente AB und CD 
überlappende Enden, über die sie in einer 
zweiten PCR fusioniert werden können. Nach 
Denaturierung können die Einzelstränge der 

benachbarten Teilfragmente über ihre komplementären Enden paaren und so zum Teil als 
„primer“ für die Taq Polymerase fungieren (2). Das Resultat dieser „primer“-Verlängerung ist 
ein mutiertes Fusionsprodukt (3), welches anschließend in Anwesenheit des 
Oligonukleotidpaares a/d amplifiziert wird. 

B.1.3.2 Herstellung der prokaryontischen GST-p6*-Expressionsplasmide 

Für die Produktion von rekombinanten GST-Fusionsproteinen wurden die Vektoren 
pGEX-KG/p6*, pGEX-KG/p6gag und pGEX-KG/p7 freundlicherweise von Christina 
Paulus (Herstellung siehe Dissertation, 1999) zur Verfügung gestellt. In diesen 
prokaryontischen Expressionsplasmiden sind die Gene für p6*, p6gag und p7 des HIV-
1 Isolates BH10 direkt an das Gen für Glutathion S-Transferase (GST) fusioniert 
(Abbildung B.4 und Guan & Dixon, 1991).  

Für die spezifische Mutagenese des p6*-Gens wurden folgende Oligonukleotidpaare 
(siehe F.1) unter Verwendung des QuickChange Site-Directed Mutagenesis-Kit 
(Stratagene, Heidelberg) mit pGEX-KG/p6* als Matrize nach Herstellerangaben 
eingesetzt: GEX-2a und GEX-2b für die Herstellung von pGEX-p6*M2, 3a und 3b für 
die Herstellung von pGEX-p6*M3 und GEX-6a und 6b für die Herstellung von pGEX-
p6*M5 und p6*M6. Der Vektor pGEX-p6*M5 wurde in einem zweiten 
Mutageneseschritt, ausgehend von pGEX-p6*M6, mit dem zusätzlichen 
Oligonukleotidpaar GEX-5a und 5b generiert. Mit den PCR-Ansätzen wurden 
kompetente Zellen des E. coli K-12 Stammes DH5α transformiert. Klone mit der 
jeweils gewünschten Mutation wurden nach alkalischer Schnelllyse durch 
Restriktionsverdau der gewonnenen Plasmid-DNA mit EcoRI und BamHI identifiziert. 
Die Nukleotidsequenzen aller rekombinanten pGEX-Plasmide wurden durch 
Sequenzierung im Bereich der Fremdgene mit dem Oligonukleotid GEX-f (siehe F.1) 
verifiziert.  
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b
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(1)
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d
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Abbildung B.4: Schematische Darstellung des prokaryontischen Expressionsplasmids pGEX-
KG/p6*. Die p6*-kodierende Region des HIV-1 Isolates BH10 wurde mit einem zusätzlichen 
Stoppkodon über die endständigen Restriktionsschnittstellen BamHI und EcoRI in pGEX-KG 
kloniert. Amp, Ampicillin-Resistenzgen; GST, Glutathion S-Transferase-Gen; lacI, Repressor-
Gen des lac-Operons; pBR322ori, DNA-Replikationsursprung von pBR322; Ptac, regulierbares 
trp/lac Promotor/Operator-Element (die Transkription von diesem Promotor kann mit 
Isopropyl-β-D-Thiogalactosid induziert werden). 

B.1.3.3 Herstellung der Provirusmutanten 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Provirusmutanten basieren auf dem Plasmid pHX10 
(Ratner et al., 1987), das ein komplettes infektiöses HIV-1 Provirus mit 
Sequenzabschnitten der Isolate HXB2 und BH10 enthält. Um gezielte Mutationen in 
die p6*-Gensequenz von HIV-1 einzuführen, wurde zunächst das Plasmid 
plin8/Gag∆Pst (Wagner, 1984) als Matrize verwendet. Dieser prokaryontische 
Expressionsvektor enthält die gesamte Gag-Sequenz und eignet sich besser zur 
Mutagenese als ein Volllänge-Provirus. Sämtliche Mutageneseschritte wurden mit dem 
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Heidelberg) nach Angaben 
des Herstellers unter Verwendung folgender Oligonukleotidpaare (siehe F.1) 
durchgeführt: Die spezifischen Mutageneseoligonukleotide waren für csM1 1a und 
1b, für csM2 2a und 2b, für csM3 3a und 3b, für csM4 4a und 4b, für csM5 5a und 
5b und für csM6 6a und 6b. Mit den mutierten Plasmiden plin/p6*csM1 - csM6 
wurden kompetente Zellen des E. coli K-12 Stammes DH5α transformiert. Die 
gewünschten Klone wurden nach alkalischer Schnelllyse (Birnoim und Doly, 1979) 
durch Charakterisierungsverdau der gewonnenen Plasmid-DNA mit SpeI und EcoRI 
identifiziert. Die spezifischen Mutationen in der p6*-codierenden Region wurden 
durch Sequenzierung mit den Oligonukleotiden S1, S2 und S3 (siehe F.1) verifiziert. 

Die Provirusmutanten pHX/p6*csM1 – p6*csM6 wurden nach Umtransformation der 
Plasmid-DNA in den E. coli K-12 Stamm GM2163 (dam-, dcm-) durch Ersetzen des 
SpeI-BclI-Fragments von pHX10 durch die entsprechenden Abschnitte aus 
plin8/p6*csM1 - csM6 generiert (Abbildung B.1). Die Nukleotidsequenzen sämtlicher 

pGEX-KG/p6*
5213 bp

Ptac

lacI pBR322ori

Amp

CTG  GTT  CCG  GGATCC           TAA  GAATTC

Thrombin

G     S
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Provirusklone wurden im Bereich zwischen den Schnittstellen für SpeI und BclI mit 
den Oligonukleotiden S1, S2, S3 und S4 (siehe F.1) verifiziert. Die Vermehrung der 
proviralen Mutanten zur Gewinnung von Plasmid-DNA erfolgte in den E. coli K-12 
Stämmen SURE oder GM2163. Der Provirusklon pHX/p6*csM7 wurde 
freundlicherweise von Christina Paulus (Herstellung siehe Dissertation, 1999; Kontrukt 
pHX10/p6*M8) zur Verfügung gestellt. 

Abbildung B.1: Klonierung der Provirusmutanten pHX/p6*csM1-csM7. Amp, Ampicillin-
Resistenzgen; Gag, Gen für das Gruppenspezifische Antigen von HIV-1BH10; Gag∆Pst, Gen für 
Gruppenspezifisches Antigen von HIV-1BH10 mit Deletion der PstI-Schnittstelle; lacZ, β-
Galactosidasegen des lac-Operons; pBR322ori, DNA-Replikationsursprung von pBR322. 
Weitere Erläuterungen siehe Text. 

B.1.3.4 Herstellung der synthetischen HIV-1 Gene 

Alle in dieser Arbeit verwendeten HIV-1 spezifischen Gen- und Aminosäuresequenzen 
sind von dem Klon BH10 des französischen HIV-1 Subtyp B Isolats LAI/III („accession 
number:“ M15654) abgeleitet. Die vollständigen Sequenzen der synthetischen Gene 
sind im Anhang (F.2) aufgeführt. 

Die Herstellung der synthetischen Gene erfolgte in aufeinanderfolgenden PCR-
Reaktionen durch sukzessive Verlängerung von partiell überlappenden 
Oligonukleotiden (siehe F.1) mit Hilfe der TaqPlusTM Precision Polymerase (Stratagene, 
Heidelberg). Dieses PCR-System besteht aus einem Gemisch zweier thermostabiler 
DNA-Polymerasen mit unterschiedlichen Eigenschaften, deren Vorteile bei der PCR-
Reaktion kombiniert werden: Während sich die cloned Pfu -Polymerase aufgrund ihrer 
3’-5’-Exonuklease-Aktivität („proof reading”) durch eine besonders niedrige Fehlerrate 
bei der Amplifikation auszeichnet, bewirkt die Taq2000TM-Polymerase eine auch für 
längere Fragmente geeignete Extension durch eine fünffach höhere 
Polymerisationsgeschwindigkeit zugunsten höherer PCR-Produktausbeuten. Die 
Zusammensetzung eines 50 µl PCR-Ansatzes und die Reaktionsbedingungen für die 
PCR-Zyklen sind in Tabelle B.1 angegeben. 

plin8/Gag∆∆∆∆Pst
4,4 kb

lacZ

Amp

Gag

Bcl I

SpeI

EcoRI > XbaI > BamHI

pBR322ori

 SalI > AccI > HincII

SpeI                         BclI

pHX10 (16,8 kb)

SpeI                         BclI

pHX/p6*csM1-csM7

SpeI/BclI

p6*

p6*csM1-csM7

p6*csM1-csM7
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Die spezifischen Oligonukleotide für die Herstellung der synthetischen Gene waren 
für synp6* Nr.1-6, für synPR Nr.11-18 und für synVpr(pre) Nr.25-30. Für die 
Generierung von (EGFP-)synp6* wurde Oligonukleotid Nr.5 durch Nr.7 - und für 
synPR- Oligonukleotid Nr.13 durch Nr.19 und Nr.15 durch Nr.20 ersetzt. Des 
Weiteren wurden für die Erzeugung des kovalenten Dimers synPR-PR beim ersten PR-
Monomer Oligonukleotid Nr.18 durch Nr.20 und beim zweiten PR-Monomer die 
Oligonukleotide Nr.17 und Nr.18 durch Nr.15 und Nr.16 ersetzt. Für die Herstellung 
von synVpr wurde statt des Oligonukleotids Nr.30 das Oligonukleotid Nr.31 in die 
PCR eingesetzt. 

Tabelle B.1: PCR-Ansatz     
Komponenten Volumen PCR-Bedingungen: Temperatur Zeit 
H2Odest 9,5 µl 1. Denaturierung 95°C 1 min 
dNTPs (je 2,5 mM) 5 µl 2. „primer-annealing“ 70°C 1 min 
„primer“ F (50 ng/µl) 5 µl  65°C 1 min 
„primer“ R (50 ng/µl) 5 µl  60°C 1 min 
Matrize (250 ng/µl); bei 1. PCR: H2Odest) 0,5 µl  55°C 1 min 
bei 70°C zugefügt  3. Polymerisation 68°C 2 min 
H2Odest 14,5 µl 4. Denaturierung* 95°C 30 sec
Dimethylsulfoxid 5 µl   „primer-annealing“ 55°C 1 min 
10-fach Puffer 5 µl    Polymerisation 68°C 2 min 
TaqPlusTM Precision Polymerase (5 U/µl) 0,5 µl 5. Elongation 68°C 3 min 

                 * Wiederholung von Schritt 4: 7mal 

Die gewonnenen synthetischen Gene wurden in einer weiteren PCR-Reaktion mit der 
Pfu-Polymerase (Stratagene, Heidelberg) oder mit der Pwo-Polymerase (AGS GmbH, 
Heidelberg) nach Herstellerangaben reamplifiziert, um PCR-Produkte mit glatten 
Enden für die Ligation in die SrfI-Schnittstelle des Plasmids pPCR-ScriptAmp SK(+) 
(Stratagene, Heidelberg) zu generieren. Mit den Ligationsansätzen wurden 
kompetente Zellen des E. coli K-12 Stammes DH5α transformiert, welcher die 
Selektion der gewünschten rekombinanten Klone durch Blau-Weiß-Differenzierung 
ermöglicht. Nach alkalischer Schnelllyse und entsprechendem Restriktionsverdau der 
gewonnenen Plasmid-DNA wurden die Nukleotidsequenzen der rekombinanten 
Plasmide durch Sequenzierung im Bereich der synthetischen Fremdgene mit dem 
Oligonukleotid -21M13 (siehe F.1) verifiziert. 

Schließlich wurden die synthetischen Gene für die Expression in Säugerzellen unter 
einer CMV-Promotor/Enhancer-Einheit in das Plasmid pcDNA3.1 (+) (Invitrogen, Leek, 
Niederlande) umkloniert. Dabei wurden die synthetischen Gene synPR, synPR- und 
synp6* über die Restriktionsschnittstellen BamHI und EcoRI in den jeweils 
gleichermaßen geschnittenen pcDNA3.1 (+)-Vektor ligiert. Das synthetische Gen 
(EGFP-)synp6* wurde über die Restriktionsschnittstellen BglII und EcoRI in den Vektor 
pEGFP-C1 (Clontech Laboratories, Palo Alto, USA) umgesetzt. Zur Erzeugung des 
kovalenten PR-Dimers synPR-PR wurden die beiden Monomere mit BamHI/NheI bzw. 
NheI/EcoRI aus den entsprechenden pPCR-ScriptAmp SK(+)-Konstrukten isoliert und 
gleichzeitig in den BamHI/EcoRI gespaltenen pcDNA3.1 (+)-Vektor ligiert. Die 
synthetischen Gene synVpr und synVpr(pre) wurden über die Restriktions-
schnittstellen BglII und XhoI aus dem entsprechenden pPCR-ScriptAmp SK(+)-Vektor 
isoliert und in den BamHI/XhoI verdauten Vektor pcDNA3.1 (+) ligiert. Zur 
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Herstellung der Fusionsgene synVpr-synp6*, synVpr-synPR- und synVpr-EGFP wurden 
die Gene synp6*, synPR- und EGFP der Konstrukte pPCR-Script/synp6*, pPCR-
Script/synPR- und pEGFP-C1 mit den Oligonukleotiden Nr.9 und Nr.10 (synp6*), Nr.23 
und Nr.24 (synPR-) und Nr.32 und Nr.33 (EGFP) (siehe F.1) amplifiziert und in die 
XhoI-Schnittstelle des pcDNA3/synVpr(pre)-Vektors ligiert. Mit den Ligationsansätzen 
wurden kompetente Zellen des E. coli K-12 Stammes DH5α transformiert. Nach 
alkalischer Schnelllyse und entsprechendem Charakterisierungs-verdau der 
gewonnenen Plasmid-DNA wurden die rekombinanten pcDNA3.1 (+)-
Expressionsplasmide mit Hilfe der Oligonukleotide T7 und Sp6 (siehe F.1) und die 
rekombinanten pEGFP-C1-Plasmide mit Hilfe des Oligonukleotids 282 (siehe F.1) im 
Bereich der synthetischen Gene sequenziert. 

B.1.4 Isolierung und Analyse genomischer DNA aus HIV-1 infizierten Lymphozyten 

Zur Untersuchung genomisch integrierter viraler DNA wurde die genomische DNA 
aus HIV-1 infizierten Lymphozyten (B.3.5) mit dem QIAamp Blood Mini Kit (Qiagen, 
Düren) nach Herstellerangaben isoliert. Anschließend wurde der gesamte gag-Bereich 
des integrierten Provirus mit Hilfe der Oligonukleotide S1 und S5 (siehe F.1) unter 
Verwendung der Pfu-Polymerase (Stratagene, Heidelberg) in einer PCR-Reaktion mit 
25 Zyklen amplifiziert. Das gewonnene PCR-Fragment wurde mit den 
Restriktionsenzymen SpeI und BclI gespalten und in den ebenso verdauten Vektor 
plin8/Gag∆Pst (Abbildung B.1) ligiert. Mit den Ligationsansätzen wurden kompetente 
Zellen des E. coli K-12 Stammes GM2163 transformiert. Nach alkalischer Schnelllyse 
und entsprechendem Charakterisierungsverdau der gewonnenen Plasmid-DNA wurde 
der gesamte gag-Bereich zwischen SpeI und BclI mit Hilfe der Oligonukleotide S1 und 
S2 (siehe F.1) sequenziert. Die Sequenzen wurden sodann im HUSAR (Heidelberg 
Unix Sequence Analysis Resources, Biocomputing Service Group, DKFZ, Heidelberg) 
eingelesen und mit der HX10 Wildtyp-Sequenz verglichen, um Mutationen zu 
lokalisieren. 

B.2 Proteine, Peptide und Antikörper 

B.2.1 Expression und Reinigung von Proteinen 

Die rekombinanten p6*-, p6gag- und p7-Proteine wurden im E. coli Stamm 
M15[pREP4] (GST-p6gag und -p7) bzw. im E. coli Stamm BL21(GST-p6*M2, -p6*M3,-
p6*M5 und –p6*M6) exprimiert. Die Produktion erfolgte nach 1:10 Verdünnung einer 
Übernachtkultur des jeweiligen Expressionsklons in einem Gesamtkulturvolumen von 
9,6 l LBKana/Amp (E. coli M15) bzw. LBAmp (E. coli BL21). Die Induktion des lac-Operons 
und somit die Produktion des jeweiligen Fusionsproteins wurde bei oD = 0,9 - 1,0 
durch Zugabe von 1 mM Isopropyl-β-D-Thiogalactosid (IPTG) (Roth, Karlsruhe) 
eingeleitet. Nach 5 h wurden die Zellen abzentrifugiert (3000 × g, 10 min), in 1/100 
Kulturvolumen NETN-Puffer (20 mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 
0,5% Nonidet P-40 (w/v)) resuspendiert, mit 1 mM Phenylmethansulfonylfluorid 
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(PMSF) (Fluka Biochemika, Buchs, Schweiz) versetzt und bei –80°C eingefroren. Nach 
dem Auftauen wurde die Bakteriensuspension dreimal 2 min mit einem Branson 
Sonifier 450 (G. Heinemann Ultraschall- und Labortechnik, Schwäbisch Gmünd) bei 
einem „output“ von 50 sonifiziert. Alternativ wurde der Zellaufschluss in einer French-
Press (French Pressure Cell Press, Amico SLM, Spectronic Unicam, Rochester, USA) 
zweimal bei 18000 psi durchgeführt. Unlösliche Zellbestandteile wurden 
abzentrifugiert (4°C, 27000 × g, 30 min), und das jeweilige Fusionsprotein wurde über 
den GST-Anteil an eine mit NETN (0,5% Magermilch) äquilibrierte Glutathion 
Sepharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) aus dem löslichen Anteil des 
Rohlysats über Nacht unter leichtem Schütteln bei 4°C gebunden. Die Glutathion 
Sepharose mit den gebundenen Fusionsproteinen wurde abzentrifugiert (3000 × g, 15 
min) und viermal mit einem großen Volumen NETN-Puffer sowie zweimal mit zehn 
Bettvolumen PBS (10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 
pH 8,0) gewaschen.  

Fusionsproteine, die für Spaltanalysen mit rekombinanter HIV-1 Protease (GST-p6*wt 
und die Varianten GST-p6*M2 und M3) eingesetzt wurden bzw. zur Immunisierung 
eines Kaninchens dienten (GST-p7), wurden durch Zugabe von reduziertem 
Glutathion (Bulk GST Purification Module, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 15 
min bei RT nach Herstellerangaben von der Affinitätsmatrix eluiert und anschließend 
durch Zentrifugation (siehe oben) von der Sepharose getrennt. Der Elutionsschritt 
wurde zweimal wiederholt und die Eluate vereinigt. Anschließend wurden die 
Proteinlösungen über Konzentratoren (Centriplus YM-3, Centrifugal Filter Devices, 
Millipore, Eschborn) eingeengt. 

Um die rekombinanten Proteine vom GST-Anteil abzuspalten, wurden die Ansätze 
nach Herstellerangaben 2 h bei Raumtemperatur mit Thrombin (Amersham Pharmacia 
Biotech, Freiburg) inkubiert. Die Proteine des Überstandes wurden durch Gelfiltration 
über eine Superdex 30-Säule (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) bei 4°C mit 20 
mM Natriumphosphat (pH 8, 0,3 ml/min.) weiter aufgereinigt. Fraktionen, die das 
gewünschte Protein enthielten, wurden vereinigt und durch Ultrafiltration mit 
Centriplus-3-Konzentratoren (Millipore, Eschborn) aufkonzentriert. Die Reinigungs-
schritte wurden nach SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE, Laemmli, 
1970; Schägger & von Jagow, 1987) durch Coomassie- bzw. Silberfärbung der 
Proteine (Sambrook et al., 1989) oder durch Western Blot-Analyse mit p6*- oder p6- 
bzw. p7-spezifischen polyklonalen Kaninchenantiseren (siehe B.2.5) verfolgt. Die 
Konzentration der Proteinlösungen wurde durch Absorptionsmessung bei einer 
Wellenlänge von 280 nm mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes ermittelt. Die 
Extinktionskoeffizienten der Proteine wurden nach der Methode von Gill & von 
Hippel (1989) bestimmt. 

B.2.2 Synthetische Peptide 

Das chromogene Substrat Lys-Ala-Arg-Val-Nle-Phe(p-NO2)-Glu-Ala-Nle-NH2 (Richards 
et al., 1990) stammte von der Firma Bachem Biochemica (Heidelberg). Alle 
unmodifizierten Peptide wurden von Dr. Georg Arnold (Genzentrum, Martinsried) 
bezogen. Die chemische Zusammensetzung und Reinheit der synthetischen Peptide 
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wurde durch ESI-MS (Fenn et al., 1989) überprüft. Das chromogene Proteasesubstrat 
wurde in H2Obid., die unmodifizierten Peptide in Dimethylsulfoxid gelöst. Die 
Konzentration von Peptidlösungen wurde von der Firma ARS (Universität Bern) durch 
quantitative Analyse der Aminosäurezusammensetzung bestimmt.  

B.2.3 In vitro-Spaltung durch die HIV-1 Protease 

Rekombinante HIV-1 Protease für Prozessierungsstudien war affinitätsgereinigt und 
wurde von Bachem Biochemica (Bubendorf, Schweiz) bezogen. 

B.2.3.1 Spaltung von GST-p6*-Fusionsproteinen durch die HIV-1 Protease 

Die Spaltung der gereinigten Fusionsproteine GST-p6*wt, -p6*M2 und -p6*M3 durch 
rekombinante Protease erfolgte in einem Gesamtvolumen von 200 µl mit je 10 µg 
Fusionsprotein und 570 nM aktive PR-Dimere für 1 bis 48 h bei 25°C in 100 mM 
Natriumacetat, pH 5,0, 4 mM EDTA und 5 mM Dithiothreitol. Die Spaltprodukte 
wurden nach Zugabe von Natrium-Deoxycholat (Endkonzentration = 0,5 mg/ml) und 
Fällung mit Trichloracetat (TCA, Endkonzentration = 10%) durch SDS-PAGE über ein 
12,5%iges SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli, 1970) aufgetrennt und durch Coomassie-
Färbung (45% Methanol, 10% Essigsäure, 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250) 
nachgewiesen. 

Für die Sequenzierung des C-terminalen Spaltproduktes wurden die Spaltansätze nach 
Fällung mit TCA (s. oben) über ein 17%iges SDS-Polyacrylamidgel (Schägger & von 
Jagow, 1987) aufgetrennt und auf PVDF-Membran (WestranS, Porengröße 0,2 µm, 
Schleicher & Schuell, Dassel) transferiert. Die Spaltprodukte wurden durch Anfärbung 
mit Sypro Ruby protein blot stain (MoBiTec, Göttingen) nach Herstellerangaben und 
anschließender UV-Detektion bei 300 nm sichtbar gemacht und markiert. Der 
automatische Edman-Abbau zur Bestimmung der sieben aminoterminalen 
Aminosäurereste wurde mit dem Procise Protein Sequencing System der Firma Applied 
Biosystems (Weiterstadt) durchgeführt. 

B.2.3.2 Spaltung von Peptiden durch die HIV-1 Protease 

Peptide wurden in einer Konzentration von 140 µM bei 25°C in 100 mM 
Natriumacetat, pH 5,0, 4 mM EDTA, 5 mM Dithiothreitol und 0,3% Dimethylsulfoxid 
(v/v) gespalten. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 450 nM Proteasedimer 
(Gesamtprotein) gestartet und mit Trifluoracetat (Endkonzentration: 0,1% (v/v)) 
abgestoppt. Die Reaktionsprodukte wurden mit einem linearen Acetonitrilgradienten 
(0-50% (v/v) in 0,1% Trifluoracetat (v/v)) innerhalb von 20 min bei einer Flussrate von 
0,2 ml/min über eine µRPC C2/C18 SC 2.1/10-Säule (Amersham Pharmacia Biotech, 
Freiburg) aufgetrennt und bei 215 nm detektiert. Die Spaltprodukte wurden 
gesammelt und durch ESI-MS (Fenn et al., 1989) und Gasphasensequenzierung 
identifiziert. Der Substratumsatz wurde mit äußeren Standards aus den integrierten 
„peak“-Flächen berechnet. 
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B.2.3.3 Spaltung von Gag-Vorläufern aus Viruspartikeln durch die HIV-1 Protease 

Aufkonzentrierte Viruspartikel (siehe B.4.1) in PBS wurden 1:50 mit Protease-
Testpuffer (100 mM Natriumacetat, pH5,0, 1 M NaCl, 4 mM EDTA, 5 mM 
Dithiothreitol, 0,1% Triton X-100 (w/v)) verdünnt und durch Vortexen aufgeschlossen. 
Anschließend wurden die Ansätze für 2 h bei 37°C mit rekombinanter HIV-1 Protease 
(250 nM) inkubiert und das Gesamtcapsidantigen wurde im ELISA quantifiziert (B.4.1). 

B.2.4 Kontinuierlicher chromogener Protease-Aktivitätstest 

Die Aktivität rekombinanter HIV-1 Protease wurde in einem kontinuierlichen 
spektrophotometrischen Test durch Messung der Absorptionsabnahme bei 295 nm, 
die mit der Spaltung des chromogenen Substrates Lys-Ala-Arg-Val-Nle-Phe(p-NO2)-Glu-
Ala-Nle-NH2 (B.2.2) einhergeht, bestimmt. Die Messungen wurden in einem UVIKON 
930-Spektrophotometer mit Rührvorrichtung und temperierbarem Küvettenhalter 
(Kontron Instruments, Neufahrn) in Quarzküvetten mit einer Schichttiefe von 9,5 mm 
in einem Gesamtvolumen von 1,8 ml durchgeführt. Die Tests erfolgten bei 25°C und 
pH 5,0 in 100 mM Natriumacetat, 4 mM EDTA und 5 mM Dithiothreitol. Die 
Reaktionen wurden durch Zugabe von Enzym zu einer Endkonzentration von 40 nM 
gestartet. Die Reaktionsverläufe wurden über 4 min aufgezeichnet, wobei 600 
Datenpunkte gesammelt wurden. Die Anfangsrate wurde mit Hilfe der Software des 
Spektrophotometers aus der negativen Steigung der Absorptionsänderung während 
der linearen Phase der Reaktion ermittelt. Um den inhibitorischen Einfluss von p6gag 
bzw. p6*-Varianten auf die PR-Aktivität zu ermitteln, wurden dem Ansatz die zu 
untersuchenden Proteine in steigenden Konzentrationen (0 - 60 µM) zugegeben. 

B.2.5 Antikörper 

B.2.5.1 Herstellung des Kaninchenantiserums α-GST-p7 

Für die Herstellung des polyklonalen Antiserums α-GST-p7 wurde ein Kaninchen (Inst. 
für Med. Mikrobiologie, Infektions- und Seuchenmedizin, LMU München) dreimal im 
Abstand von vier Wochen mit 200 µg gereinigtem GST-p7 Protein intramuskulär 
immunisiert. Zur Verstärkung der Immunantwort wurde das Antigen bei der ersten 
Immunisierung in komplettem Freund‘schen Adjuvans (Sigma, Deisenhofen) und bei 
der Nachimmunisierung in inkomplettem Freund‘schen Adjuvans (Sigma, 
Deisenhofen) emulgiert. Zehn Tage nach der letzten Immunisierung wurde das 
Kaninchen durch Herzpunktion entblutet und aus dem Vollblut wurde Serum 
gewonnen (Harlow & Lane, 1988), das aliquotiert bei –20°C gelagert wurde. Das α-
GST-p7 Serum wurde sowohl zum Nachweis von rekombinantem p7-Protein als auch 
zum Nachweis viraler p7-Intermediate im Western Blot-Verfahren (Abbildung B.5) 
verwendet. 
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Abbildung B.5: Western Blot-Analyse von viralen p7-
Proteinen mit αααα-GST-p7 Serum. Viruspartikel aus dem 
Überstand von 7,5 × 107 mit Virusstock BH10 infizierten 
MT-4 Lymphozyten (moi = 0,1) wurden durch ein 20%iges 
Saccharosekissen aufkonzentriert, in PBS resuspendiert und 
über ein 15%iges SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli, 1970) 
aufgetrennt. Matures p7-Protein sowie die 

Prozessierungsintermediate p15 (p7-p1-p6) und p7-p1 wurden sodann im Western Blot mit 
einer 1:100 Verdünnung des α-GST-p7 Serums nachgewiesen und über Chemilumineszenz 
detektiert. Die entsprechenden Banden konnten nur in Überständen infizierter Zellen 
nachgewiesen werden und sind somit p7-spezifisch. Relevante p7-Banden sind durch Pfeile 
markiert. 

B.2.5.2 Antikörper für Western Blot-Analysen 

Die transiente Proteinexpression wurde im Western Blot (B.3.4) mit Hilfe geeigneter 
Antikörperverdünnungen (siehe Tabelle B.2) in TTBS (20 mM Tris-HCl, pH 7,5; 500 
mM NaCl, 0,05% Tween-20) bzw. TTBS + 3% Magermilch nachgewiesen.  

Tabelle B.2: Verwendete Antikörper 
Primäre 

Antikörper Quelle/Herkunft: Verdünnung: Beschreibung: 

13/5 Wolf et al.,1990 1:500 Maus, monoklonal (p24/55IIIB, aa 147-154) 
16/4/2 Wolf et al., 1990 1:2000 Maus, monoklonal (p24/55IIIB, aa 307-336) 
3-H-7 Niedrig et al., 1989 1:500 Maus, monoklonal (p17IIIB, aa113-122) 

α-GST-p7 s. B.2.3.1 1:100 Kaninchen, polyklonal (rek. GST-p7) 
α-GST-p6 C. Paulus (Diss., 1999) 1:100 Kaninchen, polyklonal (rek. GST-p6) 

α-p6* C. Paulus (Diss., 1999) 1:200 Kaninchen, polyklonal (rek. p6*) 
α-Vpr U. Schubert 1:1000 Kaninchen, polyklonal 
4F8 P. Chandra 1:500 Maus, polyklonal (rek. RT) 

ARP 419∗ S. Ranjibar 1:400 Kaninchen, polyklonal  
(HIV-1BRU IN, aa 718-733) 

ARP 413∗ D. Bailey/M. Page 1:400 Schaf, polyklonal (rek. HIV-1 gp120 PR) 
Sekundäre 
Antikörper Quelle/Herkunft: Verdünnung/Anwendung: 

α-mouse-AP Bio-Rad, München 1:2000 chromogene AP-Färbung 
α-mouse-HRP Dako, Hamburg 1:2000 HRP-Färbung, 1:10000 ECL 

α-rabbit-AP Dako, Hamburg 1:2000 chromogene AP-Färbung 
α-rabbit-HRP Pierce, Perbio, Bonn 1:2000 HRP-Färbung, 1:10000 ECL 
α-sheep-HRP Dako, Hamburg 1:2000 HRP-Färbung, 1:10000 ECL 

∗ Die Antiseren ARP419 sowie ARP413 wurden vom AIDS Research and Reference Reagent 
Programm, Division of AIDS, NIAID, NIH bezogen. 

Die Antikörper-Antigen-Komplexe wurden entweder über Alkalische Phosphatase 
(AP)-konjugierte sekundäre Antikörper mit AP-Substrat (Roche, Mannheim) in AP-
Färbepuffer (100 mM Tris-HCl, pH 9,5; 50 mM MgCl2, 100 mM NaCl) oder über 
Meerrettich-Peroxidase („horse radish peroxidase“ = HRP)-konjugierte sekundäre 
Antikörper durch Chemilumineszenz unter Verwendung des ECL-Femto Substrates 
(Pierce, Rockford, USA) nach Herstellerangaben nachgewiesen. Die HRP-
Enzym/Substrat-vermittelte Lichtreaktion wurde durch Autoradiographie mit Hilfe von 
Blaulicht-sensitiven Filmen (Kodak Biomax-MR, Aldrich, Steinheim) detektiert. 

p15 (15 kDa)

p7 (7 kDa)
p7-p1 (8 kDa)
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B.3 Zellkulturtechniken und Infektionen 

Sämtliche Zellkulturmedien und Zusätze waren von PAN Biotech GmbH (Aidenbach), 
Invitrogen (GIBCOTM, Karlsruhe) oder SIGMA (Deisenhofen). Alle verwendeten 
Chemikalien waren speziell für Zellkulturen getestet. Kulturgefäße für Zellen wurden 
von BD Biosciences (Heidelberg) bezogen. 

B.3.1 Verwendete Zelllinien 

Alle Säugerzelllinien wurden bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. 
Die adhärent wachsende, p53-negative humane Lungenkarzinomzelllinie H1299 
(Mitsudomi et al., 1992) wurde in Dulbecco’s Modifiziertem Eagle Medium (DMEM) 
mit L-Glutamin, D-Glucose (4,5 mg/ml), Natriumpyruvat, 10% inaktiviertem fötalem 
Kälberserum (FKS), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml) gezogen. 
Ebenso wurden die adhärent wachsenden Ad5/SV40-transformierten humanen 
Nierenepithelzellen 293T sowie die murinen embryonalen Fibroblastenzellen Balb/c 
3T3 kultiviert, die freundlicherweise von der Arbeitsgruppe T. Dobner (RIMMH) zur 
Verfügung gestellt wurden. H1299 Zellen wurden nach Erreichen der Konfluenz im 
Verhältnis 1 : 10 und 293T sowie Balb/c 3T3 Zellen im Verhältnis 1:5 subkultiviert 
(Ausubel et al., 1987). 

Der humane, CD4-positive T-Zellklon CEM-4 (Foley et al., 1965) war von P. R. 
Clapham, AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, 
NIH. Die humane T-Zelllinie MT-4 trägt das menschliche T-Zell-Leukämievirus Typ I 
(HTLV) und wurde duch Kokultivierung von Nabelschnur-Leukocyten und 
leukämischen Zellen aus Patienten mit adulter T-Zell Leukämie gewonnen (Koyanagi 
et al., 1984). Dieser humane, CD4-positive T-Zellklon war Bestand der Arbeitsgruppe 
(RIMMH). Beide HIV-1 permissiven Suspensionszelllinien wurden in RPMI 1640 mit L-
Glutamin, 10% inaktiviertem FKS, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml) 
bei Zelldichten von 2 × 105 bis 1 × 106 pro ml kultiviert. Während sich MT-4 Zellen 
besonders gut infizieren lassen und zu hohen Titern replizieren, waren CEM-4 Zellen 
in der Regel unempfindlicher in Bezug auf Transfektionsmethoden. 

Die adhärent wachsende, CD4-positive, humane Cervixkarzinomzelllinie HeLa-CD4-
LTR-ββββ-Gal (Kimpton & Emerman, 1992) exprimiert unter der Kontrolle des HIV-1 LTR-
Promotors β-Galactosidase. Diese HIV-1 Indikatorzellen waren von M. Emerman, 
AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH. Sie 
wurden in DMEM mit L-Glutamin, D-Glucose (4,5 mg/ml), Natriumpyruvat, 10% 
inaktiviertem FKS, G418 (0,2 mg/ml), Hygromycin B (0,1 mg/ml), Penicillin (100 
U/ml) und Streptomycin (100 µg/ml) gezogen. Nach Erreichen der Konfluenz wurden 
die Zellen im Verhältnis 1:15 subkultiviert (Ausubel et al., 1987). 

B.3.2 Transiente Transfektion eukaryontischer Zellen 

1,5 × 106 bzw. 2,5 × 105 H1299 oder 293T Zellen wurden in Petrischalen (Fläche: 
58,95 cm²) bzw. 6-Napf-Schalen (Fläche: 9,6 cm²) ausgesät und 24 h später durch 
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Calciumphosphat-Präzipitation (Graham & van der Eb, 1973) mit max. 45 µg 
(Petrischalen) bzw. mit max. 15 µg (6-Napf-Schalen) Plasmid-DNA transfiziert. Zellen 
und Kulturüberstände wurden 48 bzw. 72 h post transfectionem geerntet. 

5 × 106 logarithmisch wachsende CEM-4 bzw. MT-4 Zellen wurden mit Hilfe von 
FugeneTM 6 Transfection reagent (Boehringer, Mannheim) mit 1 µg Provirusplasmid 
nach Herstellerangaben transfiziert. Über einen Zeitraum von drei bis vier Wochen 
wurden alle 48 h Proben entnommen und die Kulturen mit einem Volumen Medium 
verdünnt. Produktive Infektionen wurden durch Quantifizierung des Capsidantigens 
im Kulturmedium (B.4.1) identifiziert. 

B.3.3 Infektion der Indikatorzelllinie HeLa-CD4-LTR-ββββ-Gal (Magi-Assay) 

Zur Bestimmung des Virustiters auf der Indikatorzelllinie HeLa-CD4-LTR-β-Gal wurden 
die Überstände transfizierter H1299 Zellen zunächst 10 min bei 300 × g 
vorzentrifugiert und die Gesamtmengen an Partikel-assoziiertem Capsidantigen 
bestimmt (B.4.1). 8 × 104 HeLa-CD4-LTR-β-Gal Zellen wurden in 48-Napf-Platten 
(Fläche: 0,75 cm²) ausgesät und 48 h später in Duplikaten mit unterschiedlichen 
Verdünnungen der Kulturüberstände infiziert. 48 h post infectionem wurden die 
Zellen fixiert, mit 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-β-D-Galactopyranosid (X-gal) gefärbt und 
die blauen Zellkerne in jeder Vertiefung unter dem Lichtmikroskop ausgezählt 
(Kimpton & Emerman, 1992). 

B.3.4 Herstellung und Titration von HIV-1 Virusstocks 

Zur Herstellung von HIV-1 Virusstocks wurden 5 × 106 sich logarithmisch teilende MT-
4 Zellen abzentrifugiert (300 × g, 8 min) und mit 500 µl eines hochtitrigen Virusstocks 
(HIV-1 Isolat IIIB, „multiplicity of infection“ (moi) = 0,05) resuspendiert. Nach 
dreistündiger Inkubation bei 37°C wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, in 
10 ml Kulturmedium aufgenommen und bei 37°C inkubiert. Alle 48 h wurden die 
Kulturen 1:1 mit Medium verdünnt. Die Kontrolle der Virusproduktion erfolgte durch 
Quantifizierung des Capsidantigens im Kulturmedium (B.4.1) und durch Bestimmung 
der Lebendzellzahl. Nachdem ca. 30% der Zellen abgestorben waren, wurde der 
virushaltige Kulturüberstand geerntet und in einer zweiten Infektionsrunde auf frische 
MT-4 Zellen gegeben. Dabei wurden die höchsten Titer infektiöser HI-Viren nach 
einer Woche post infectionem erzielt, wenn die Zellen einen deutlichen 
zytopathischen Effekt zeigten. Die virushaltigen Überstände wurden geernet und von 
den Zellen durch Zentrifugation getrennt (300 × g, 10 min). Anschließend wurden die 
Überstände 1:1 mit inaktiviertem FKS versetzt und bei –80°C gelagert. 

Zur Bestimmung des HIV-Titers wurden je 5 × 104 MT-4 Zellen in einem Volumen von 
100 µl Medium in 48-Napf-Schalen ausgesät und mit 100 µl einer seriellen Virusstock-
Verdünnung infiziert. Die Ansätze wurden über Nacht bei 37°C inkubiert und am 
nächsten Tag mit 200 µl Medium aufgefüllt. Dann wurden jeden zweiten Tag 60% 
des Kulturüberstandes gegen frisches Medium ersetzt. 7 Tage post infectionem wurde 
die Virusproduktion durch Quantifizierung des Capsidantigens im Kulturmedium 
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(B.4.1) bestimmt. Mit jeder Verdünnung des Virusstocks wurden jeweils 10 
unabhängige Infektionen durchgeführt. Der reziproke Wert der Verdünnung, bei der 
in 5 von 10 Ansätzen 7 Tage nach Infektion eine Virusreplikation nachweisbar war, 
ergab den Virustiter des Stocks, ausgedrückt in 50% Gewebekultur-infektiösen Dosen 
(50% „tissue culture infective dosis“ = TCID50). 

B.3.5 Langzeitkultur von HIV-1 infizierten Lymphozyten 

Zur Analyse der Reversionsrate von proviralen Mutanten in Zellkultur wurden CEM-4 
Lymphozyten wie in B.3.2 beschrieben mit Provirus-DNA transfiziert. Alle 48 h 
wurden Proben entnommen und zur Kontrolle der angehenden Infektion in den p24-
ELISA (B.4.1) eingesetzt. Um die Infektion über einen längeren Zeitraum (ca. fünf 
Wochen) aufrechtzuerhalten, wurden den Ansätzen nach visueller Kontrolle des 
zytopathischen Effekts ca. alle 5 - 6 Tage neue Zellen zugegeben. Nach ca. drei 
weiteren Tagen wurde die Hälfte der infizierten Zellen aus den Kulturen entnommen 
und durch frisches Medium ersetzt. Die geernteten Zellen wurden abzentrifugiert 
(300 × g, 10 min), zweimal mit PBS gewaschen und bei –20°C weggefroren. 

 

B.4 Analyse der transienten Proteinexpression 

B.4.1 Quantifizierung des HIV-1 Capsidantigens (p24-ELISA) 

Um die Menge an HIV-1 Capsidprotein in Zelllysaten zu bestimmen, wurden 
transfizierte H1299 Zellen zweimal mit eiskaltem PBS (10 mM Na2HPO4, 1,8 mM 
KH2PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl) gewaschen, in eiskaltem PBS abgekratzt, 10 
min bei 300 × g abzentrifugiert, in PBS resuspendiert und in den HIV-1 ELISA (siehe 
unten) eingesetzt. Alle Proben wurden so verdünnt, dass die Messwerte im linearen 
Bereich der Eichkurve lagen. 

Um die Menge an HIV-1 Capsidprotein im Kulturmedium zu quantifizieren, wurden 
die Überstände 10 min bei 300 × g vorzentrifugiert, filtriert (Porengröße: 0,45 µm) 
und in den HIV-1 p24-ELISA eingesetzt.  

Um selektiv Partikel-assoziiertes Capsidantigen im Kulturmedium zu bestimmen, 
wurden extrazelluläre Virionen in vorzentrifugierten (300 × g, 10 min) und filtrierten 
(Porengröße: 0,45 µm) Kulturüberständen durch 2 ml 20% Saccharose (w/w) in PBS 
zentrifugiert (150000 × g, 120 min, 4°C), über Nacht in PBS resuspendiert und in den 
HIV-1 p24-ELISA eingesetzt. 

Um das Gesamtcapsidantigen extrazellulärer Virionen unter Berücksichtigung 
unprozessierter Gag- und Gag-Pol Vorläufer zu bestimmen, wurden die 
aufkonzentrierten Viruspartikel, wie in B.2.3.3 beschrieben, mit rekombinanter HIV-1 
Protease nachprozessiert. 

Zur Quantifizierung des Capsidantigens in Zelllysaten und Kulturüberständen wurden 
96-well MaxiSorb Mikrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden) mit je 100 µl einer 1:300 
Verdünnung des p24-spezifischen Antikörpers M01 in 0,1M Carbonatpuffer (pH 9.5) 
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über Nacht (4°C) beschichtet. Anschließend wurden die Proben sowie der p24-
Standard seriell (10-0 ng/ml) in Verdünnungspuffer (1% BSA in PBS) verdünnt und je 
100 µl dieser Verdünnungen nach dreimaligem Waschen der Mikrotiterplatte mit 
Waschpuffer (0,05% Tween-20 in PBS) auf die Platte gegeben und 1 h bei 37°C 
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen (6×) wurden je 100 µl einer 1:20000 
Verdünnung des zweiten, biotinylierten p24-spezifischen Antikörpers 37G12 in 
Verdünnungspuffer zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach 
erneutem Waschen (10×) wurden 100 µl einer 1:10000 Verdünnung des Streptavidin-
HRP-Konjugats (Roche, Mannheim) zugefügt. Nach einer Inkubation von 30 min bei 
RT wurden die Mikrotiterplatten abermals gewaschen (10×). Die Antikörper-Antigen-
Komplexe wurden unter Verwendung von je 100 µl TMB-Substratlösung (BD, 
Heidelberg) nach Angaben des Herstellers detektiert. Die Adsorption wurde im 
Photometer bei einer Wellenlänge von 450 nm bestimmt. Die verwendeten p24-
spezifischen Antikörper M01 und 37G12 (biotinyliert) sowie der p24-Standard 
wurden von PolyImmun (Wien, Österreich) bezogen. 

B.4.2 „Frameshift“-Luciferasereporter Assay 

H1299 Zellen wurden 48 h post transfectionem mit 3 ml eiskaltem PBS gewaschen 
und anschließend mit 500 µl 1 × CCLR lysis buffer (Promega, München) nach 
Herstellerangaben aufgeschlossen. Unlösliche Zellbestandteile wurden pelletiert 
(12000 × g, 2 min, 4°C) und der Gesamtproteingehalt des Zelllysates wurde mit Hilfe 
des Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, München) bestimmt. Der Luciferase Assay 
(Luciferase Assay System, Promega, Mannheim) wurde mit 100 µg Gesamtprotein nach 
Herstellerangaben durchgeführt und die Lichtreaktion durch Zugabe von je 100 µl 
Luciferin gestartet. Die Luciferaseaktivität wurde durch Messung der Lichtemission 
über einen Zeitraum von 10 sec im Luminometer Lumat 9501 (Berthold, Bad 
Wildbach) quantifiziert. 

B.4.3 Analyse der transienten Proteinexpression im Western Blot 

Transfizierte H1299 Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS (10 mM Na2HPO4, 1,8 
mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl) gewaschen, in eiskaltem PBS abgekratzt, 
10 min bei 300 × g abzentrifugiert und in RIPA-Puffer (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 150 
mM NaCl, 0,1% SDS (w/v), 1% Nonidet P-40 (w/v), 0,5% Natriumdesoxycholat (w/v) 
nach Zusatz von Proteaseinhibitoren (Complete Minis, Roche, Mannheim) 20 min auf 
Eis lysiert. Unlösliche Bestandteile des Zelllysates wurden 30 min bei 10000 × g und 
4°C abzentrifugiert. Die Gesamtproteinmenge des Überstandes wurde mit dem Bio-
Rad Protein Assay (Bio-Rad, München) nach Herstellerangaben bestimmt. Die Proben 
wurden mit einem Volumen 2 × Probenpuffer (Laemmli, 1970 bzw. Schägger & von 
Jagow, 1987) versetzt und 5 min auf 95°C erhitzt. 100 - 150 µg Gesamtprotein 
wurden über ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Laemmli, 1970 oder Schägger & 
von Jagow, 1987), auf eine Nitrocellulose-Membran (Schleicher & Schuell, Dassel) 
transferiert und mit den entsprechenden Antikörpern (B.2.5.2) analysiert. 
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Extrazelluläre virale Partikel in vorzentrifugierten (300 × g, 10 min) und filtrierten 
(Porengröße: 0,45 µm) Kulturüberständen transfizierter H1299 Zellen wurden durch 2 
ml 20% Saccharose (w/w) in PBS zentrifugiert (150000 × g, 120 min, 4°C) und über 
Nacht in PBS resuspendiert. Das Gesamtcapsidantigen in den Proben wurde bestimmt 
(B.4.1), und identische Mengen an viralen Proteinen wurden wie oben beschrieben 
über ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit den entsprechenden Antikörpern 
(B.2.5.2) analysiert. 

B.4.4 Fluoreszenzmikroskopie 

Zum Nachweis des autofluoreszierenden (Exc471/Em503) 28-kDa Proteins GFP („green 
fluorescence protein“) bzw. der GFP-Fusionsproteine wurden die Zellen direkt auf 
sterile Deckgläschen in 6-Napf-Schalen ausgesät und entsprechend transfiziert (B.3.2). 
Für die Immunfluoreszenz wurde nach 48 h Stunden der Zellrasen mehrmals mit PBS 
gewaschen und die Zellen anschließend auf dem Deckgläschen mit je 500 µl einer 
2% Paraformaldehyd (PFA in PBS)-Lösung fixiert (10 min, RT) und nachfolgend mit 
0,5% TritonX-100 in PBS permeabilisiert (15 min, RT). Nach einer terminalen Fixierung 
mit 4% PFA in PBS (10 min, RT) wurden die Zellkerne  für mindestens 30 min (37°C, 
lichtgeschützt) unspezifisch mit DAPI (1:1000, Roche, Mannheim) in 
Verdünnungspuffer (1% BSA in PBS) angefärbt. Anschließend wurden die 
Deckgläschen mit PBS gewaschen und mit dem Zellrasen nach unten luftblasenfrei 
mit 20 µl Eindeckelmedium (24% (w/v) Glyzerin, 9,6% (w/v) Polyvinylalkohol, 2,5% 
(w/v) DABCO, 50 mM Tris-HCl, pH 8.0) auf Objekträger aufgelegt und getrocknet 
(4°C, lichtgeschützt). Die Fluoreszenzmikroskopie wurde unter Verwendung der 
entsprechenden Anregungs- und Sperrfilter an einem LEICA-DMR Mikroskop (Leica 
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim) durchgeführt (Vergrößerung: 40-100fach) 
und mit Hilfe der Meta-View-Software bearbeitet. 

 



 

 

C Ergebnisse 

C.1  Gesamtkonzept zur funktionellen Untersuchung der Protease-
spaltstellen von p6* in vitro und im Kontext der viralen 
Replikation 

C.1.1  Ausgangsüberlegungen 

Während der viralen Maturation wird das „transframe“-Protein p6* selbst von der 
Protease (PR) aus dem Gag-Pol-Vorläufer freigesetzt. Eine spezifische Spaltung von 
p6* durch die PR wurde in vorangegangenen in vitro-Experimenten durch die 
Spaltung von Dekamerpeptiden mit rekombinanter HIV-1 PR verifiziert. Danach 
konnten drei Spaltstellen identifiziert werden, die von der PR mit unterschiedlicher 
Kinetik hydrolisiert werden (siehe Tabelle C.1 und Dissertation von C. Paulus, 1999). 
Diese PR-Spaltstellen wurden auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben, wobei 
auch zusätzliche Spaltereignisse in p6* diskutiert werden (Partin et al.,1991; Phylip et 
al., 1992; Zybarth et al., 1994; Almog et al., 1996; Tessmer & Kräusslich, 1998; Louis 
et al., 1999; Pettit et al., 2003). Allerdings bleibt sowohl die tatsächliche Nutzung aller 
Spaltstellen in vivo als auch die Reihenfolge der Spaltereignisse im Kontext der viralen 
Maturation nach wie vor ungeklärt. In den vergangenen Jahren führten 
Prozessierungsexperimente verschiedener Arbeitsgruppen mit verkürzten PR-
Vorläufern abhängig von den gewählten Versuchsbedingungen (Temperatur, pH-Wert 
usw.) zu unterschiedlichen Aussagen bezüglich Effizienz und Reihenfolge der 
Spaltungen in und um p6* (Partin et al., 1991; Lindhofer et al., 1995; Almog et al., 
1996; Louis et al. 1999; Chen et al., 2001). Daher bleibt eine vollständige 
Übertragbarkeit einzelner in vitro-Studien auf die tatsächliche Situation im Virus 
zweifelhaft. 

Tabelle C.1: Relative Hydrolyseraten der Proteasespaltstellen in und um p6* 
Spaltstelle Sequenz rel. Hydrolyserate 

(1) N-terminal         p7-p6* (70%) E R Q A N * F L R E D 1.0 
     N-terminal         p7-p6* (30%) E R Q A N * F F R E D 2.3 
(2) intern                p6*-p6*    E D L A F * L Q G K T 6.3 
(3) C-terminal         p6*-PR V S F N F * P Q I T L 409.2 

Die beiden Varianten der N-terminalen PR-Spaltstelle (1) entstehen bei der Synthese des Gag-
Pol Polyproteins, abhängig von der Position des Leserastersprungs im Verhältnis 7:3 und 
wurden als Dekamerpeptide in einem Spaltexperiment mit rekombinanter Protease am 
langsamsten prozessiert. Dahingegen wurde die C-terminale Spaltstelle (3) bis zu 400fach 
schneller hydrolisiert (Paulus, C., 1999). 

Um zu untersuchen, welche Bedeutung eine korrekte Prozessierung von p6* durch 
die HIV-1 PR für die virale Replikation hat, wurde ein gesamtheitliches Konzept zur 
Mutagenese der natürlichen PR-Spaltstellen von p6* entworfen. Dieses sollte sowohl 
klar definierbare in vitro-Analysen als auch Zellkultur-Experimente mit Virusmutanten 
beinhalten. Ziel war es dabei, die ursprüngliche Prozessierungskinetik der Spaltungen 
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entweder drastisch zu verändern oder aber die Spaltstellen durch Einführen 
bestimmter Aminosäuren vollständig zu zerstören. 

C.1.2  Mutagenese der Proteasespaltstellen von p6* im proviralen Kontext 

Bei der gezielten Mutagenese der p6*-Sequenz im Kontext eines vollständigen 
Provirus galt es Folgendes zu beachten: 

1. Modifikationen der für p6* kodierenden Nukleinsäuresequenz haben 
Veränderungen des überlappenden gag-Leserahmens zur Folge. Dies betrifft 
ausschließlich die Sequenzen von p1 und p6 (Abbildung C.1). Um die Gag-
Aminosäuresequenz und darin liegende funktionelle Bereiche nicht zu zerstören, 
wurden Punktmutationen bevorzugt, die im gag-Leserahmen jeweils nur die 
„wobble“-Position des Kodons betrafen und somit dort zu keinem 
Aminosäureaustausch führten. 

2. Um die Kinetik der Spaltereignisse zu verändern, sollten neue 
Erkennungssequenzen für die HIV-1 PR erzeugt werden, die im Vergleich zur 
Originalsequenz entweder langsamer oder schneller hydrolysiert werden. Um 
Aussagen über die Spaltbarkeit von Substraten treffen zu können, wurde ein 
Algorithmus verwendet, der die Wahrscheinlichkeit errechnet, mit der eine 
beliebige, acht Aminosäuren lange Peptidsequenz von der HIV-1 PR gespalten 
wird (Chou et al., 1996). Dabei werden auch Positionen einzelner Aminosäuren 
zueinander innerhalb der PR-Erkennungssequenz berücksichtigt. Nach der hierfür 
erstellten Formel errechnet sich für spaltbare Peptide ein positiver und für nicht-
spaltbare ein negativer ∆-Wert.  

Abbildung C.1: Das „transframe“-Protein p6* und überlappende Gag-Bereiche. Die 
Aminosäuresequenz von p6* ist orange und alle Gag-Bereiche sind grau bzw. weiß unterlegt. 
Aminosäurereste um PR-Spaltstellen sind fett gedruckt und funktionelle Bereiche in Gag rot 
dargestellt. Die drei natürlichen PR-Spaltstellen von p6* sind durch Pfeile markiert. 

C.1.2.1 Modifikation der N-terminalen Spaltstelle 

Die Schwierigkeit, den N-Terminus von p6* zu verändern, besteht in der starken 
Konservierung der zugrunde liegenden RNA-Sekundärstruktur und in der 
Überlagerung von funktionellen Gag- und Gag-Pol-Bereichen. Es scheint somit 
unmöglich, die N-terminale PR-Spaltstelle von p6* im proviralen Kontext zu 
modifizieren, ohne gleichzeitig die den Leserastersprung induzierende 
Heptanukleotidsequenz oder aber die PR-Spaltstelle zwischen p7 und p1 des Gag-
Leserahmens zu verändern. Daher wurde ein Kompromiss erarbeitet, dessen erste 

Gag
p1 p6

Gag-Pol FFREDLAF LQGKAREFSSEQTRANSPTISSEQTRANSPTRRELQVWGRDNNSPSEAGADRQGTVSFNF PQITL
PR

FLGKIWPSYKGRPGNF LQSRPEPTAPP..................................................................................DKELYPLTS....p7

p7

p6*
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Priorität es war, die Heptanukleotidsequenz und somit den Leserastersprung zu 
erhalten. Eine vorangegangene Studie hatte gezeigt, dass eine modifizierte 
Heptanukleotidsequenz bei inhibitorresistenten HIV-1 Varianten zu vergleichbaren 
„frameshift“-Frequenzen wie die Wildtyp-Sequenz führt (Doyon et al., 1998). Diese 
Sequenz unterscheidet sich nur an der siebten Stelle durch Austausch eines Adenins 
gegen ein Uracil von der originalen Heptanukleotidsequenz (Abbildung C.2 A). Auf 
Proteinebene führt diese Modifikation zum Einbau eines Tryptophans (W) statt eines 
Arginins (R) in der p6*-Sequenz an Position P3' der PR-Erkennungssequenz (siehe 
Abbildung C.2 B). Da aromatische Aminosäuren von der P3' Position in Substraten 
der HIV-1 PR grundsätzlich ausgeschlossen sind (Tomasselli et al., 1993), kann bei 
Einführung dieser Mutation von der Zerstörung der ursprünglichen PR-Spaltstelle 
ausgegangen werden. Diese Veränderung hatte allerdings eine Modifikation der 
Aminosäuresequenz des überlappenden p1-Proteins zur Folge (Abbildung C.2 A). 
Dabei wurde ein Leucin (L) an der P2' Position der PR-Erkennungssequenz der p7-p1 
Spaltstelle durch ein Phenylalanin (F) ersetzt. Für die mutierte p7-p1 Spaltstelle wurde 
dennoch nach dem Algorithmus von Chou ein positiver ∆–Wert errechnet, wonach 
eine ordnungsgemäße Prozessierung dieser Spaltstelle wahrscheinlich ist. 

Abbildung C.2: Modifikation der N-terminalen PR-Spaltstelle von p6*. Dargestellt ist die 
Heptanukletidsequenz (rot) von HIV-1 im Kontext der überlappenden gag- und gag-pol 
Leserahmen (A). Die Punktmutation (A -> T bzw. U) führt dabei zum Austausch der dritten 
Aminosäure von p6* und gleichzeitig zum Austausch der zweiten Aminosäure von p1. Die 
Position der Aminosäureaustausche innerhalb der PR-Erkennungssequenz ist gezeigt (B). Die 
ursprüngliche PR-Spaltstelle ist rot markiert. Punktmutationen sind blau und daraus folgende 
Aminosäureaustausche grün dargestellt. Aminosäuren sind jeweils über bzw. unter der 
zweiten Base des zugehörigen Kodons notiert. Nähere Erläuterungen siehe Text. 

C.1.2.2 Modifikation der internen Spaltstelle 

Ähnlich dem N-Terminus von p6* wird auch die interne PR-Spaltstelle zwischen F8 und 
L9 von cis-aktiven Elementen für den –1 Leserastersprung überlagert, da sich die für 
die Spaltstelle kodierende Nukleinsäuresequenz genau im „stem-loop“-Bereich der 
genomischen RNA befindet. So musste darauf geachtet werden, dass Modifikationen 
diese Sekundärstruktur, die zur Effizienz des Leserastersprungs beiträgt, nicht 
zerstörten. Schließlich kam nur eine Möglichkeit zur Mutagenese in Betracht, ohne 
den überlappenden Gag-Leserahmen zu verändern. Dabei wurde, wie in Abbildung 
C.3 A dargestellt, eine Punktmutation (T�G) an der ersten Position des Kodons für 
die Aminosäure F8 eingeführt, was auf Proteinebene im Pol-Leserahmen einen 

AGACAGGCUAAUUUUUUAGGGAAGA   G AAG
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Austausch von Phenylalanin (F) gegen Valin (V) zur Folge hat. Die Gag-Sequenz bleibt 
dabei unangetastet (Abbildung C.3 C). Allerdings wird durch diese Mutation eine 
Basenpaarung im „stem-loop“ zerstört. Daher wurde zusätzlich eine zweite Variante 
kreiert, die durch eine weitere Punktmutation auf der gegenüberliegenden Seite des 
„stem-loop“ die ursprüngliche Basenpaarung wieder herstellt (siehe Abbildung C.3 B), 
um die Stabilität der Sekundärstruktur zu gewährleisten. Auch diese Mutation hatte 
keine Veränderung der Gag-Sequenz (siehe Abbildung C.3 C), sondern lediglich die 
Mutation eines nicht-konservierten p6*-Restes zur Folge. Schließlich sollte der Einbau 
der β–verzweigten Aminosäure V an der Position P1 der Erkennungssequenz 
(Abbildung C.3 D) eine Zerstörung der ursprünglichen PR-Spaltstelle bewirken (Pettit 
et al., 1991; Poorman et al., 1991; Tözser et al., 1992) und dadurch deren 
Notwendigkeit für die virale Replikation aufzeigen. 

Abbildung C.3: Modifikation der internen PR-Spaltstelle von p6*. Dargestellt sind die beiden 
Austausche im „stem-loop“-Bereich der genomischen RNA mit der dazugehörigen 
Aminosäuresequenz des pol- (A und B) bzw. des gag-Leserahmens (C). Die Position der 
Aminosäureaustausche innerhalb der PR-Erkennungssequenz ist gezeigt (D). Die 
ursprüngliche PR-Spaltstelle ist rot markiert. Punktmutationen sind blau – und daraus folgende 
Aminosäureaustausche grün dargestellt. Aminosäuren sind jeweils über bzw. unter der 
zweiten Base des zugehörigen Kodons notiert. Nähere Erläuterungen siehe Text. 

C.1.2.3 Modifikation der C-terminalen Spaltstelle 

Weitaus mehr Möglichkeiten zum Aminosäureaustausch bot die C-terminale PR-
Spaltstelle, da in diesem Bereich keine cis-aktiven RNA-Elemente vorliegen. Dabei lag 
das Hauptaugenmerk auf den vier konservierten C-terminalen Aminosäureresten von 
p6*, die maßgeblich an der beobachteten Inhibition der PR-Aktivität beteiligt zu sein 
scheinen (Paulus et al., 1999). Durch deren gezielte Mutation sollte untersucht 
werden, welchen Einfluss die Prozessierungskinetik dieser Spaltstelle auf die 
Regulation der PR-Aktivität hat bzw. wie wichtig in diesem Zusammenhang die 
Beschaffenheit der nach Spaltung freigesetzten vier C-terminalen Aminosäurereste für 
die Inhibition der PR ist.  
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Abbildung C.4: Mögliche Aminosäureaustausche am C-Terminus von p6*. Die Wildtyp-
Sequenz und die bei verschiedenen Isolaten vorkommenden natürlichen Aminosäure-
variationen sind rot dargestellt. Sämtliche zulässige Austausche sind grün markiert. Für die 
ausgewählten Aminosäurekombinationen sind die nach dem Chou-Algorithmus errechneten 
∆–Werte angegeben. Aminosäuren sind jeweils über bzw. unter der zweiten Base des 
zugehörigen Kodons notiert. Nähere Erläuterungen siehe Text. 

So wurde unter Berücksichtigung der natürlich vorkommenden Varianten der p6*-
„halfsite“ für jede der vier Positionen die durch den überlappenden Gag-Leserahmen 
limitierte Anzahl möglicher Aminosäureaustausche bestimmt (Abbildung C.4 A). Für 
die sich daraus ergebenden 448 Kombinationsmöglichkeiten wurden sodann mit Hilfe 
des Chou-Algorithmus die Wahrscheinlichkeiten für eine Spaltung durch die HIV-1 PR 
berechnet. Da sich für Sequenzen, die mit hoher Wahrscheinlichkeit gespalten 
werden ein positiver ∆-Wert errechnet, wurden mehrere Aminosäurekombinationen 
mit auschließlich positiven ∆-Werten ausgewählt. 

C.1.3 Ergänzende in vitro-Testsysteme 

Schwerpunkt der Untersuchungen sollte die Analyse der mutierten Proviren in 
verschiedenen Zellkultursystemen sein. Um Einzelaspekte der proviralen 
Modifikationen auch in vitro zu charakterisieren, wurden reduktionistische 
Testsysteme ausgearbeitet. Ein Schema der experimentellen Vorgehensweise ist in 
Abbildung C.5 dargestellt. Zunächst sollten kinetische Effekte der veränderten PR-
Spaltstellen durch in vitro-Prozessierung von entsprechenden Peptiden oder 
Volllängeproteinen mit rekombinanter HIV-1 PR erfasst werden. Daneben galt es, die 
Funktionalität der modifizierten cis-aktiven Elemente in einem „frameshift“-
Reporterassay zu überprüfen. Schließlich sollte der inhibitorische Einfluss der 
mutierten C-terminalen p6*-Reste auf die HIV-1 PR in einem PR-Aktivitätstest 
herausgearbeitet werden. 

 

 

natürlich vorkommende Varianten:

...CTGTATCCTTTAACTTCCCTCAGATCACTCTTT...
      L     Y     P     L     T    S      L     R    S      L     F     

S     F    N      F     P    Q      I      T     L

 p6*  PR

p6gag

S    F/L   S    F/S

 zulässige Austausche: P     I      D      I
S     H      L
T     Y      V
P             K
A             Q
L             E
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Abbildung C.5: Experimentelle Vorgehensweise bei der Analyse der PR-Spaltstellen von 
p6*. Erläuterungen siehe Text. 

C.2  In vitro-Charakterisierung der modifizierten Proteasespaltstellen 
von p6* 

C.2.1 Spaltung von synthetischen Oligopeptiden 

Um zu testen, ob die modifizierten PR-Spaltstellen von p6* von der HIV-1 PR 
gespalten werden, wurden Wildtyp- und mutierte p6*-Sequenzen in Form 
synthetischer Decapeptide für 48 h mit rekombinanter HIV-1 PR inkubiert und die 
Spaltprodukte über RP-HPLC und Massenspektrometrie identifiziert. In allen Ansätzen 
mit spaltbaren Peptidsubstraten konnten jeweils nur ein N- und ein C-terminales 
Spaltprodukt detektiert werden. Im Falle des Wildtyp-Peptids Pn wurde jedoch im 
HPLC-Chromatogramm nur das C-terminale Spaltprodukt registriert, da das N-
terminale Fragment hydrophil ist und nicht an die Säulenmatrix bindet (A.1 in C.6). 
Die Sequenzierung der Spaltprodukte ergab, dass die eingeführten Mutationen in den 
meisten Fällen zu einer Veränderung des Spaltprofils führten. So bewirkte die 
Mutation der N-terminalen Spaltstelle  eine Verschiebung der Hydrolysestelle im 
Peptid P1 um zwei Aminosäurereste Richtung C-Terminus (A.2 in Abbildung C.6) im 
Vergleich zum Wildtyp-Peptid Pn (A1 in C.6). Ebenso führten die beiden Mutationen 
innerhalb der internen PR-Spaltstelle von p6* in den Peptiden P2 und P3 (B.2 und B.3 
in C.6) im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz Pi (B.1 in C.6) zur Verschiebung der 
Hydrolysestelle um zwei Aminosäurereste, die jedoch in diesem Falle in N-terminaler 
Richtung erfolgte. Dagegen lieferten die Modifikationen der vier C-terminalen 
Aminosäurereste von p6* nach in vitro-Spaltung unterschiedliche Ergebnisse. So 
konnten die beiden Peptidsubstrate P4 und P7 (C.4 und C.5 in C.6) auch nach 48 h 
Reaktionszeit nicht von der HIV-1 PR hydrolysiert werden. Im Gegensatz dazu 
wurden die Peptide P5 und P6 (C.2 und C.3 in C.6) von der PR an gleicher Position 
gespalten wie das Wildtyp-Peptid Pc (C.1 in C.6). Weitere Spaltexperimente, die in 
der Gegenwart von 5 µM PR-Inhibitor Ro 31-5989 durchgeführt wurden, zeigten, dass 
alle Spaltereignisse allein auf die enzymatische Aktivität der HI-viralen PR 
zurückzuführen waren (nicht gezeigt). Überdies wurden alle Spaltprodukte durch 
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Gasphasensequenzierung bestätigt. Die zum Teil vorhandenen Doppelbanden von 
Edukten bzw. Produkten sind vermutlich auf partielle Abspaltung der Schutzgruppen 
von den Peptiden zurückzuführen. So waren bei einigen Edukten bereits 
Doppelbanden in HPLC-Analysen der ungespaltenen Kontrollansätze vorhanden 
(nicht gezeigt) . 

Wie aus den Chromatogrammen ersichtlich, wurden die Peptidsubstrate 
unterschiedlich effizient gespalten. So war in einigen der Ansätze auch nach einer 
Reaktionszeit von 48 h noch ungespaltenes Restedukt vorhanden. Um die Kinetik der 
einzelnen Spaltungen genauer zu analysieren, wurde der Substratumsatz in 
Abhängigkeit von der Reaktionszeit bestimmt. Abbildung C.7 zeigt den zeitlichen 
Verlauf der Spaltungen für die Wildtyp-Peptide und die jeweils modifizierten 
Sequenzen.  

Dabei zeigte sich, dass das N-terminale Peptidsubstrats P1 (A.2 in C.7) innerhalb von 
Sekunden vollständig umgesetzt wurde, während die Spaltung des entsprechenden 
Wildtyp-Peptids nur über einen Zeitraum von mehreren Stunden erfolgte (A.1 in C.7). 
Im Gegensatz dazu führten die Mutationen der internen Spaltstelle im Vergleich zur 
Wildtyp-Sequenz (B.1 in C.7) zu einem verzögerten Umsatz der beiden 
Peptidsubstrate P2 und P3 (B.2 in C.7), wobei P2 wiederum etwas langsamer 
hydrolysiert wurde als P3. Ebenso wurden die beiden C-terminalen Peptidsubstrate P5 
und P6 (C.1 und C.2 in C.7) langsamer umgesetzt als das Wildtyp-Peptid (C.1 in C.7). 
Dabei fiel auf, dass P6 mit ähnlicher Anfangsrate gespalten wurde wie das Wildtyp-
Peptid, die Hydrolyserate jedoch nach ca. 30% Umsatz stark abfiel, was sich in einem 
flacher werdenden Kurvenverlauf ausdrückt. 
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Abbildung C.6: Hydrolyse der synthetischen Oligopeptide P1-P8 im Vergleich zu den 
Wildtyp-Sequenzen. Je 14 pmol der Decapeptide wurden, wie in B.2.3.2 beschrieben, für 48 
h mit rekombinanter HIV-1 PR gespalten und die Ansätze über RP-HPLC analysiert. Das Edukt 
ist rot und die Spaltprodukte sind blau dargestellt. Ungespaltenes Restedukt ist jeweils mit 
einem grünen Stern markiert. Auf der x-Achse ist die Retentionszeit in min aufgetragen. Die 
mit DTT bzw. DTTox. bezeichneten Ausschläge stammen von Dithiothreitol bzw. oxidiertem 
Dithiothreitol in Testpuffer. Nähere Erläuterungen siehe Text. 
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Zusammenfassend lieferte die Spaltung der synthetischen Oligopeptide nicht in jedem 
Fall das erwartete Ergebnis. Während die Mutationen der N-terminalen und internen 
PR-Spaltstellen von p6* im Decapeptid zu einer Verschiebung der ursprünglichen 
Hydrolysestelle führten, wurden zwei der C-terminalen Varianten trotz Berechnung 
eines positiven ∆–Wertes nach Chou (siehe C.1.2.3) in vitro nicht von der PR als 
Substrat erkannt. 

Abbildung C.7: Zeitlicher Verlauf der Spaltung der Peptidsubstrate mit rekombinanter HIV-
1 PR. Die Peptide wurden in einem Gesamtvolumen von 200 µl, wie in B.2.3.2 beschrieben, 
mit rekombinanter HIV-1 PR inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden 15 µl aus 
den Reaktionsansätzen entnommen und über RP-HPLC analysiert. Die Daten sind 
repräsentativ für drei unabhängige Experimente. 

C.2.2 Spaltung von rekombinanten GST-p6*-Fusionsproteinen 

Die Modifikationen der internen PR-Spaltstelle von p6* hatten bei in vitro-Spaltung 
von entsprechenden Decapeptiden zur Hydrolyse einer alternativen Spaltstelle 
geführt. Um die Nutzung dieser Spaltstelle auch im komplexeren Kontext eines GST-
p6* Fusionsproteins zu untersuchen, wurden rekombinante GST-p6*-Fusionsproteine, 
deren Produktion und Aufreinigung im Kapitel C.4.1 genauer beschrieben wird, mit 
HIV-1 PR inkubiert. Dabei wurde die Spaltkinetik des GST-p6* Wildtyp-Proteins mit 
derjenigen der beiden internen Varianten GST-p6*M2 (analog zu P2) und GST-p6*M3 
(analog zu P3) verglichen. Die Reaktionsprodukte wurden, wie in Abbildung C.8 
dargestellt, nach den angegebenen Reaktionszeiten über SDS-PAGE aufgetrennt und 
durch Coomassie-Färbung nachgewiesen. In allen Reaktionsansätzen mit PR 
verschwand das GST-p6*-Protein über die Zeit, während das ebenfalls im 
Reaktionsansatz enthaltene GST-Protein nicht von der PR gespalten wurde. Dies zeigt, 
dass das Verschwinden des Fusionsproteins ausschließlich auf Spaltung des p6*-
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Anteils zurückgeführt werden kann. Außerdem konnte die Spaltung durch Zusatz von 
10 µM Ro 31-8959 komplett verhindert werden, was beweist, dass die Spaltereignisse 
spezifisch für die HIV-1 PR sind und nicht durch proteolytische Aktivitäten in den 
Proteinpräparationen verursacht wurden. Der abgespaltene Anteil des p6*-Peptids 
wurde jeweils durch Western Blot-Analysen mit einem polyklonalen, p6*-spezifischen 
Antiserum identifiziert (Daten nicht gezeigt). In guter Übereinstimmung mit den 
vorangegangenen Spaltexperimenten mit Decapeptiden wurde auch in diesem 
System das Wildtyp-Protein (A in C.8) schneller prozessiert als die Varianten mit 
Modifikation der internen PR-Spaltstelle (B und C in C.8). So konnte bereits nach einer 
zweistündigen Inkubation mit PR kein GST-p6*wt Protein mehr detektiert werden, 
während Reste von GST-p6*M3 noch nach 12 h (C in C.8) und Reste von GST-p6*M2 
noch nach 24 h in den Ansätzen vorhanden waren.  

Abbildung C.8: Zeitlicher Verlauf der Spaltung der GST-p6*-Fusionsproteine mit 
rekombinanter HIV-1 PR. Die GST-p6* Varianten wurden, wie in B.2.1 beschrieben, 
produziert und aufgereinigt. Die Spaltung der Proteine mit HIV-1 PR wurde, wie in B.2.3.1 
beschrieben, durchgeführt. Die Reaktionen wurden in An- (+) oder Abwesenheit (-) von 
Saquinavir zu den angegebenen Zeitpunkten (Stunden) gestoppt, die Reaktionsprodukte 
gefällt und über ein 12,5%iges SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli, 1970) aufgetrennt. Die 
Proteine wurden durch Anfärbung der Gele mit Coomassie detektiert. 

Da sich das C-terminale p6*-Spaltprodukt aufgrund seines leicht sauren Charakters mit 
Coomassie schlecht anfärben ließ, wurden die Spaltansätze nach einer Reaktionszeit 
von 48 h über SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. 
Schließlich konnten die C-terminalen Spaltprodukte durch Anfärbung mit Sypro-Ruby 
Red detektiert werden (nicht gezeigt). Die anschließende Sequenzierung der 
Spaltprodukte ergab, dass im GST-p6* Fusionsprotein die Spaltung zwischen F8 und L9 
erfolgt war, während die Mutanten GST-p6*M2 und M3 zwischen L6 und A7 gespalten 
wurden. Somit führten die Mutationen der internen PR-Spaltstelle auch im p6*-
Volllängeprotein zur Nutzung einer alternativen Spaltstelle. 
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C.3  Einfluss von Modifikationen der cis-aktiven Elemente auf die 
„frameshift“-Effizienz 

C.3.1 Herstellung der „frameshift“-Reporterkonstrukte 

Da das HI-virale „frameshift“-Signal von Austauschen in der N-terminalen und internen 
PR-Spaltstelle von p6* in den proviralen p6*-Mutanten csM1, csM2 und csM3 
überlagert wird, wurde ein Reportersystem etabliert, um die Funktionalität des –1 
Leserastersprungs in diesen Varianten zu überprüfen. Zu diesem Zweck wurde ein 
bereits beschriebenes System herangezogen (Reil & Hauser, 1990) und entsprechend 
modifiziert. Dabei wurde das Luciferasegen des Leuchtkäfers als Reporter verwendet 
und aminoterminal um die gesamte „frameshift“-Sequenz des Provirus HX10 inklusive 
der Heptanukleotidsequenz und des „stem-loop“-Bereichs erweitert. Somit war die 
Expression funktioneller Luciferase vom Plasmid pGL-fswt abhängig von einem –1 
Leserastersprung (Abbildung B.2). Um die Aktivität der Luciferase in Zelllysaten 
quantifizieren zu können, wurden zusätzlich zwei Kontrollkonstrukte generiert. Im 
Reporterkonstrukt pGL-fs∆ wurde die für den Leserastersprung essentielle 
Heptanukleotidsequenz durch Deletion zerstört, was zu einer kontinuierlichen 
Expression der Luciferase führt. Dahingegen wurde im Konstrukt pGL-fs0 durch 
Insertion vier zusätzlicher Basen nach der Heptanukleotidsequenz der ursprüngliche 
Leserahmen des Luciferasegens wieder hergestellt. Somit führt ein –1 
Leserastersprung aufgrund eines Stoppkodons im –1 Leserahmen zur Synthese eines 
verkürzten, nicht-funktionellen Enzyms (Abbildung B.2). Schließlich wurden die 
Mutationen der Proviruskonstrukte HX/p6*csM1, csM2 und csM3 auf das 
Reporterkonstrukt pGL-fswt übertragen. Die jeweiligen „frameshift“-Bereiche der 
Plasmide pGL-fswt, -fs∆, -fs0 und der Varianten pGL-fs1,-fs2 und –fs3 sind in Abbildung 
C.9 dargestellt. 

Abbildung C.9: „frameshift“-Bereich der Luciferase-Reporterkonstrukte. Der „frameshift“-
Bereich des Provirus HX10 wurde, wie in B.1.3.2 beschrieben, N-terminal an das 
Luciferasegen des Vektors pGL2 fusioniert. Der resultierende Vektor pGL-fswt wurde dann 
entsprechend modifiziert, um die Kontrollkonstrukte pGL-fs∆ und pGL-fs0 sowie die von den 
proviralen Konstrukten HX/p6*csM1, csM2 und csM3 abgeleiteten Varianten pGL-fs1,-fs2, 
und -fs3 zu erhalten. Die Heptanukleotidsequenz ist rot markiert und der „stem-loop“ Bereich 
unterstrichen. Individuelle Modifikationen der „frameshift“-Region bei den einzelnen 
Reporterkonstrukten sind blau hervorgehoben. 

pGL-fswt ...TTTTTTAGGGAAGATCTGGCCTTCCTACAAGGGAAGGCCAGGGAA...

pGL-fs∆    ...T G G TAGGGAAGATCTGGCCTTCCTACAAGGGAAGGCCAGGGAA...

pGL-fs0    ...TTTTTTAGGGAAGATCTGGCCTTCCTACAAGGGAAGGCCAGGGAA...

pGL-fs1    ...TTTTTTTGGGAAGATCTGGCCTTCCTACAAGGGAAGGCCAGGGAA...

pGL-fs2      ...TTTTTTAGGGAAGATCTGGCCGTCCTACAAGGGAAGGCCAGGGAA...

pGL-fs3      ...TTTTTTAGGGAAGATCTGGCCGTCCTACAAGGGACGGCCAGGGAA...

+4 GATC
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Schließlich wurde noch ein weiteres Kontrollkonstrukt generiert, nachdem in der 
Literatur die Frage aufgeworfen worden war, inwiefern Bereiche 3‘ der beschriebenen 
„frameshift“-Signale durch Rückfaltung und Ausbildung einer „pseudoknot“-Struktur 
die Haarnadelstruktur stabilisieren und somit einen Beitrag zur „frameshift“-Effizienz 
leisten (Dinman et al., 2002). Falls sich Mutationen im „stem-loop“-Bereich auf diese 
Faltung auswirken sollten, so konnte dies mit den nach Reil & Hauser hergestellten 
Konstrukten nicht untersucht werden, da der in Abbildung C.10 grün markierte 
Abschnitt zwischen dem „stem-loop“-Bereich und der Luciferasesequenz im Vergleich 
zur proviralen Sequenz (schwarz) verändert worden war. Demnach wären potentiell 
modulierende Sequenzbereiche zerstört worden. Um dies zu überprüfen, wurde das 
Konstrukt pGL-fsHX generiert, in dem dieser Sequenzbereich mittels Fusions-PCR 
durch die originale HX10-Sequenz ersetzt wurde. 
 

Abbildung C.10: Sequenzausschnitt aus dem Reporterkonstrukt pGL-fswt. Die 
Luciferasesequenz mit dem internen Stoppkodon im 0-Leserahmen ist blau hervorgehoben. 
Modifikationen, die in Anlehnung an Reil & Hauser (1990) übernommen wurden, sind grün 
markiert. Alle Sequenzabschnitte, die der Wildtyp-Sequenz des Provirus HX10 entsprechen, 
sind schwarz dargestellt. Der grün markierte Bereich wurde durch Fusions-PCR durch die 
darunter liegende HX10-Sequenz ersetzt. Die 5‘-Restriktionsschnittstelle ist gelb unterlegt und 
die optimierte Kozak-Sequenz braun hervorgehoben. Nähere Erläuterungen siehe Text. 

C.3.2 „Frameshift“-Luciferasereporter Assay 

Um die Luciferase-Expression in Abhängigkeit von den modifizierten „frameshift“-
Signalen zu untersuchen, wurden H1299 Zellen mit den oben beschriebenen 
eukaryontischen Reporterkonstrukten transfiziert. 48 h post transfectionem wurde die 
Luciferaseaktivität in den Zelllysaten quantifiziert. Um die relative „frameshift“-Rate zu 
erhalten, wurde die Luciferase-Expression der Konstrukte pGL-fs0, -fs1, -fs2, -fs3 sowie  
-fswt und -fsHX in Relation zur Expression des Konstruktes pGL-fs∆ gesetzt. Dabei 
wurden für das Konstrukt pGL-fs∆ 100% Luciferase-Expression angenommen. Wie in 
Abbildung C.11 gezeigt, lag die Wildtyp-„frameshift“-Rate des Konstruktes pGL-fswt in 
diesem System bei durchschnittlich 6%. Unter Berücksichtigung der Schwankungen in 
einzelnen Transfektionsexperimenten in Abhängigkeit von der Qualität der Plasmid-
DNA konnten für die Konstrukte pLG-fs1, -fs2 und -fs3 Expressionsraten zwischen 4% 
(pGL-fs1) und 8% (pGL-fs2) errechnet werden. Ähnliche Ergebnisse wurden bei 
Transfektion der murinen Zellen Balb/c 3T3 mit den Reporterkonstrukten erzielt 
(Daten nicht gezeigt), wobei in diesem System die „frameshift“-Rate der Konstrukte 
pGL-fswt, -fs1, und -fs2 bei durchschnittlich 5% lag, während die Luciferase-Expression 
des Konstruktes pGL-fs3 bis zu 10% erreichte. Entgegen der Annahme, daß 
Sequenzen 3' des „stem-loop“-Bereichs die Effizienz des Leserastersprungs positiv 

AAGCTTACCATGGGTCGACAGGCTAATTTTTTAGGGAAGATCTGGCCTTCCTACAAGGGAAGGCCAGGGAA
HindIII  Kozak

p6*

GGATCCTTCAACTTCCCTGAGCTCGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCGGCGCCATTCTATCCTCT...
TTTTCTTCAGAGCAGACCAGAGCC luc

Stopp
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beeinflussen, konnten wir keine signifikante Abweichung der „frameshift“-Rate für das 
Kontrollkonstrukt pGL-fsHX feststellen. So lag dessen Luciferase-Expression in diesem 
Testsystem bei durchschnittlich 5%. 

Abbildung C.11: Luciferase-Expression nach transienter Transfektion von H1299 Zellen mit 
den „frameshift“-Reporterkonstrukten. H1299 Zellen wurden, wie in B.3.2 beschrieben, in 
Duplikaten mit pcDNA3 (mock) bzw. mit den Luciferase-Reporterplasmiden pGL-fs∆ , pGL-
fs0, pGL-fsHX, pGL-fswt und pGL-fs1bis -fs3 transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde die 
intrazelluläre Luciferaseaktivität, wie in B.4.2 beschrieben, bestimmt. Die Luciferaseaktivität ist 
in „relative light units“ (=RLU) angegeben. Die Absolutwerte aller anderen Konstrukte wurden 
sodann in Relation zum Maximalwert des Konstruktes pGL-fs∆ gesetzt, um die jeweilige 
„frameshift“-Rate zu bestimmen. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte aus Transfektionen mit 
drei verschiedenen Plasmid-Präparationen.  

Somit konnte mit Hilfe des in-vitro Reportersystems gezeigt werden, dass die 
Funktionalität des „frameshift“-Signals bei den Provirusmutanten csM1, csM2 und 
csM3 im Vergleich zum Wildtyp-Virus trotz geringer Abweichungen in verschiedenen 
Zellsystemen im Wesentlichen erhalten blieb. Geringfügige Unterschiede der 
„frameshift“-Effizienz konnten allerdings aufgrund der limitierten Sensitivität des 
verwendeten Systems nicht herausgearbeitet werden. 

C.4 Einfluss der modifizierten C-terminalen p6*-Reste auf die Aktivität 
maturer HIV-1 Protease 

C.4.1 Herstellung und Reinigung rekombinanter p6*-Proteine 

Um möglichst saubere Proteine in ausreichender Menge für Spaltanalysen oder PR-
Aktivitätstests zu erhalten, wurden die p6*-Varianten als rekombinante 
Volllängeproteine unter nativen Bedingungen hergestellt. Zur Produktion der p6*-
Proteine im bakteriellen System diente das prokaryontische Expressionsplasmid pGEX-
KG/p6*, in dem das „transframe“-Protein an GST fusioniert vorliegt. Nach Einführen 
der jeweiligen Mutationen in die p6*wt-Sequenz standen somit die Plasmide pGEX-
p6*M2 (vgl. csM2), -p6*M3 (vgl. csM3), -p6*M5 (vgl. csM5) und -p6*M6 (vgl. csM6) 
für die Produktion der GST-Fusionsproteine in Bakterien zur Verfügung. Nach 
Induktion wurden die Bakterien in NETN-Puffer (Kaelin et al., 1991) resuspendiert und 
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in einer French Press aufgeschlossen. Alle GST-Fusionsproteine befanden sich nahezu 
quantitativ im löslichen Anteil des Bakterienlysats (Abbildung C.12, Spur 3) und 
wurden anschließend durch Bindung an Glutathion Sepharose von den übrigen 
bakteriellen Proteinen abgetrennt.  

Abbildung C.12: Verlauf der Affinitätsreinigung rekombinantem p6*-Protein und 
Thrombinspaltung. Coomassiefärbung eines 12,5%igen SDS-Polyacrylamidgels (Laemmli, 
1970). Spur 1: Bakterien vor Induktion, Spur 2: Bakterien nach Induktion, Spur 3: löslicher 
Anteil des Bakterienlysats, Spur 4: unlöslicher Anteil des Bakterienlysats, Spur 5: Glutathion 
Sepharose mit gebundenem Protein, Spur 6: Spaltansatz nach Thrombinzugabe, Spur 7: 
Überstand nach Sedimentation der Affinitätsmatrix. Die Positionen der Markerproteine sind 
angegeben. GST-p6*-, GST- und p6*-Banden sind durch Pfeile markiert. 

P6*-Proteine für Spaltanalysen (siehe C.2.2) wurden lediglich durch Zugabe von 
reduziertem Glutathion und anschließender Zentrifugation von der Sepharose 
abgetrennt, was zu einer Ausbeute von ca. 10 mg GST-Fusionsprotein führte. Für den 
PR-Aktivitätstest wurden die Proteine weiter aufgereinigt. Hierfür wurden die p6*-
Varianten durch Spaltung mit Thrombin vom GST-Fusionsanteil entfernt, der an der 
Sepharose gebunden blieb (Abbildung C.12, Spur 6). Nach Sedimentation der Matrix 
verblieben die Polypeptide im Überstand (Abbildung C.12, Spur 7), die im Vergleich 
zum HI-viralen p6* aminoterminal um zwei Aminosäuren verlängert waren (siehe 
auch B.1.3.3 und Abbildung B.4). Schließlich wurde eine Gelfiltrations-
chromatographie durchgeführt (Abbildung C.13), um das Thrombin abzutrennen und 
somit eine Degradation der p6*-Proteine durch Hydrolyse kryptischer 
Thrombinspaltstellen zu verhindern. p6*-haltige Fraktionen wurden jeweils vereinigt 
und durch Ultrafiltration eingeengt (Endkonzentration = 2 mM). Auf diese Weise 
wurden Proteinausbeuten von ca. 0,6 mg / l Bakterienkultur gewonnen. 
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A       B 

 

 

Abbildung C.13: Gelfiltrationschromatographie von rekombinantem p6*. Das 
Gelfiltrationsprofil ist exemplarisch für die Variante p6*M6 gezeigt (A). Die 
Gelfiltrationschromatographie wurde, wie in B.2.1 beschrieben, durchgeführt. Fraktionen des 
„peak“-Bereichs (hier Fraktionen 1-8) wurden gesammelt und nach Auftrennung über ein 
15%iges SDS-Polyacrylamidgel durch Coomassie-Färbung (B) analysiert. p6*-haltige 
Fraktionen wurden vereinigt und eingeengt. Die Positionen der Markerproteine sind 
angegeben. 

Die so gereinigten p6*-Proteine konnten nach Auftrennung über SDS-PAGE im 
Western Blot mit einem p6*-spezifischen polyklonalen Kaninchenantiserum 
(Abbildung C.14) nachgewiesen werden. Zusätzlich wurde die Reinheit der Proteine 
im Silbergel überprüft (nicht gezeigt). 
 

Abbildung C.14: Western Blot-Analyse der 
gereinigten p6*-Proteine. Nachweis der Proteine 
p6*wt (Spur 1), p6*M2 (Spur 2), p6*M3 (Spur 3), 
p6*M5 (Spur 4) und p6*M6 (Spur 5) nach 
Auftrennung über ein 16,5%iges SDS-

Polyacrylamidgel (Schägger & von Jagow, 1987) im Western Blot mit einem p6*-spezifischen 
polyklonalen Kaninchenantiserum. Die Positionen der Markerproteine sind links angegeben. 

Um die Konzentration der Proteine zu bestimmen, wurden Absorptionsspektren der 
verschiedenen Varianten im Wellenlängenbereich zwischen 220 und 330 nm 
aufgezeichnet (Abbildung C.15). Die spektralen Eigenschaften von p6* werden durch 
den Anteil der chromophoren Aminosäurereste bestimmt. p6* enthält ein Tryptophan, 
dessen molarer Anteil an der Gesamtextinktion dominiert und ein 
Absorptionsmaximum bei 280 nm bewirkt. Aufgrund des hohen Anteils an 
Phenylalaninen werden im Spektrum zusätzliche Banden bei 250-260 nm sichtbar. 
Die Spektren der modifizierten p6*-Varianten (Abbildung C.15, B-E) unterscheiden 
sich kaum von dem des Wildtyp-Proteins (Abbildung C.15, A), da sich die 
Aminosäureaustausche auf nicht-chromophore Reste beschränken. Eine Ausnahme 
stellt die Variante M5 dar, die nur vier statt sechs Phenylalanine enthält (Abbildung 
C.15, D). Die flache Basislinie bei λ > 310 nm zeigt, dass alle Proben frei von 
lichtstreuenden Verunreinigungen waren. Die Berechnung der Proteinkonzentration 
erfolgte nach Lambert-Beer mit Hilfe des Absorptionsmaximums bei λ = 280 nm und 
den entsprechenden Extinktionskoeffizienten (ε280) nach Gill & von Hippel (1989). 
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Abbildung C.15: Absorptionsspektren der p6*-Proteine. Dargestellt sind die Spektren der 
gereinigten Proteine p6*wt (A), p6*M2 (B), p6*M3 (C), p6*M5 (D) und p6*M6 (E) in 20 mM 
Natriumphosphat. 

C.4.2 Kontinuierlicher spektrophotometrischer Protease-Aktivitätstest 

Um den Einfluss von C-terminalen p6*-Modifikationen auf die Aktivität der HI-viralen 
PR zu untersuchen, wurde ein PR-Aktivitätstest durchgeführt. Da die C-terminale 
Freisetzung von p6* in diesem Fall Voraussetzung für eine Inhibition der PR ist, 
wurden nur p6*-Varianten in diesen Test eingesetzt, deren C-terminale 
Aminosäurekombination im Peptidspaltexperiment eine Prozessierung durch die PR 
erlaubt hatte (siehe C.2.1). Die Aktivität rekombinanter HIV-1 PR wurde zunächst in 
einem Vorversuch aus dem Verhältnis Substratumsatz/Absorptionsänderung 
bestimmt. Dabei bewirkt die Spaltung eines chromogenen Substrats durch die PR eine 
messbare Absorptionsabnahme bei 295 nm.  

Abbildung C.16: Dixon Diagramm der Inhibition maturer HIV-1 PR durch die 
carboxyterminal modifizierten p6*-Proteine. Der PR-Aktivitätstest wurde, wie in B.2.4 
beschrieben, mit 25 µM Substrat in Anwesenheit steigender Konzentrationen der Proteine 
p6*wt (schware Linie), p6*M5 (grüne Linie), p6*M6 (orange Linie) sowie p6Gag (graue Linie) 
durchgeführt. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für zwei unabhängige Messungen mit 
verschiedenen Proteinpräparationen. 
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Wie bereits in früheren Studien gezeigt (Paulus et al., 1999) konnte die PR durch das 
p6*wt-Protein konzentrationsabhängig inhibiert werden (Abbildung C.16, schwarze 
Linie), während das ähnlich große und gleichermaßen aufgereinigte p6Gag Protein 
keinen signifikanten Einfluss auf die PR-Aktivität zeigte (Abbildung C.16, graue Linie). 
Beim Vergleich der Initialgeschwindigkeiten in Anwesenheit von p6*wt und den 
beiden p6*-Varianten führten die C-terminalen Aminosäureaustausche in den 
Proteinen p6*M5 (Abbildung C.16, grüne Linie) und p6*M6 (Abbildung C.16, orange 
Linie) sogar zu einer verstärkten Inhibition der PR. So wurden für p6*wt ein IC50-Wert 
von 34 µM – und für die Proteine p6*M5 und p6*M6 IC50-Werte von 29 µM bzw. 24 
µM bestimmt. Rekombinante p6*-Proteine mit Modifikationen der internen PR-
Spaltstelle, die zur Kontrolle in den Aktivitätstest eingesetzt worden waren, verhielten 
sich wie das Wildtyp-Protein (Daten nicht gezeigt). 

C.5  Einfluss der modifizierten Proteasespaltstellen von p6* auf die 
virale Replikation 

C.5.1 Herstellung der rekombinanten Proviren 

Um die Bedeutung der PR-Spaltstellen von p6* für die virale Replikation zu 
untersuchen, wurden – wie in C.1.2 hergeleitet, spezifische Punktmutationen in die 
für die PR-Spaltstellen von p6* kodierenden Bereiche des infektiösen Provirusklons 
HX10 eingeführt. So wurden für nachfolgende Untersuchungen in Zellkultur jeweils 
eine Variante mit Mutation der N-terminalen Spaltstelle (HX/p6*csM1), zwei 
Varianten mit Mutation der internen Spaltstelle (HX/p6*csM2 und csM3) und vier 
Varianten mit Mutation der C-terminalen Spaltstelle (HX/p6*csM4 und csM7) 
generiert. In Abbildung C.17 sind die jeweils eingeführten Punktmutationen mit 
Auswirkungen auf Proteinebene dargestellt.  
 

Abbildung C.17: Schematische Darstellung der proviralen p6*-Varianten HX/p6*csM1-
csM7. Die spezifischen Mutationen der N-terminalen bzw. internen (A) und der C-terminalen 
(B) PR-Spaltstellen mit den zugrunde liegenden Punktmutationen in der p6* 
Nukleinsäuresequenz sind angegeben. Nukleinsäureaustausche sind blau dargestellt. Von 
Mutationen betroffene Reste der Wildtyp-Sequenz sind rot und veränderte Reste grün 
markiert.  
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C.5.2 Einfluss der Mutationen auf die Expression und intrazelluläre Prozessierung 
viraler Proteine 

Um die Expression viraler HIV-1 Proteine und deren intrazelluläre Prozessierung zu 
untersuchen, wurden die rekombinanten Proviren HX/p6*csM1-csM7 und der 
Wildtyp-Klon HX10 parallel in nicht-permissive H1299 Zellen transfiziert. Abbildung 
C.18 zeigt eine Western Blot-Analyse der Zelllysate mit dem Capsid-spezifischen 
monoklonalen Antikörper 16/4/2. Alle Zelllysate, die aus Transfektionen mit den 
Proviruskonstrukten HX/p6*csM1-csM7 (Abbildung C.18, Spuren 3 bis 9) gewonnen 
wurden, wiesen vergleichbare Mengen an immunoreaktivem Material auf und 
lieferten ähnliche Bandenmuster wie Zellen aus Transfektionen mit HX10 (Abbildung 
C.18, Spur 2). Dies zeigt, dass die Mutationen in der p6*-kodierenden Region keinen 
Einfluss auf die Expression oder Stabilität des viralen Gag-Proteins haben. So konnte in 
allen Zelllysaten der 55-kDa Gag-Vorläufer sowie das 41-kDa MA-CA-p2 Intermediat 
detektiert werden. Überdies fand sich in allen Extrakten das mature 24-kDa CA-
Protein, wobei jedoch in Zelllysaten aus Transfektionen mit HX/p6*csM4 und csM7 
(Abbildung C.18, Spuren 6 und 9) ein vergleichsweise größerer Anteil an 
unprozessiertem CA-p2-Vorläufer vorhanden war. Zudem wurden in denselben 
Lysaten größere Mengen eines 40 bis 50-kDa großen Intermediats (Abbildung C.18, 
mit Fragezeichen markiert) detektiert. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die 
Mutationen der Konstrukte HX/p6*csM4 und csM7 (Abbildung C.18, Spuren 6 und 9) 
zu Gag-spezifischen Prozessierungsdefekten führen, was auf eine verminderte 
Aktivität der HI-viralen PR schließen lässt. Dahingegen ließen alle übrigen Mutationen 
keine Auswirkungen auf die zell-assoziierte PR-Aktivität erkennen. Vergleichbare 
Ergebnisse lieferten Transfektionen von nicht-permissiven 293T-Zellen (Daten nicht 
gezeigt). Eine zusätzliche Bande bei ca. 50-kDa, die auch in pcDNA3.1-transfizierten 
Kontrollzelllysaten auftrat (Abbildung C.18, Spur 1), resultiert aus einer Kreuzreaktion 
des verwendeten Antikörpers mit einem unbekannten zellulären Protein. Dahingegen 
handelt es sich bei der Bande von ca. 40-kDa vermutlich um eine Gag-Isoform, die 
durch Translationsinitiation an einem internen Startkodon im Bereich des CA-Proteins 
entsteht und deren Synthese durch eine Gag-interne IRES angetrieben wird (Buck et 
al., 2001).  
 

Abbildung C.18: Western Blot-Analyse der HI-viralen Gag-Expression in H1299-Zellen nach 
transienter Transfektion mit HX10 und HX/p6*csM1-csM7. H1299 Zellen wurden, wie in 
B.3.2 beschrieben, mit pcDNA3.1 (Spur 1), HX10 (Spur 2) bzw. HX/p6*csM1-csM7 (Spuren 3 
bis 9) transfiziert und 48 h post transfectionem geerntet. Je 150 µg Gesamtprotein der 
Zelllysate wurden über ein 12,5%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Laemmli, 1970), und 
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die CA-Spezies wurden im Western Blot mit dem monoklonalen Antikörper 16/4/2 
nachgewiesen und über AP-Färbung detektiert. Die Positionen der Markerproteine sind links 
angegeben. Relevante CA-Banden sind durch Pfeile markiert. 

C.5.3 Einfluss der Mutationen auf die Zusammensetzung und Maturation 
freigesetzter Viren 

Um Auswirkungen der p6*-Mutationen auf die Zusammensetzung und Reifung der 
freigesetzten Viruspartikel zu untersuchen, wurden Viren aus Kulturüberständen 
transient transfizierter H1299 Zellen durch ein 20%iges Saccharosekissen 
aufkonzentriert und gereinigt. Die aufgeschlossenen Partikel wurden sodann im 
Western Blot mit verschiedenen Gag- und Gag-Pol spezifischen Antikörpern 
analysiert. 

C.5.3.1 Reifung der viralen Gag-Proteine 

Abbildung C.19 zeigt Western Blot-Analysen der Partikelpräparationen mit dem 
Capsidprotein-spezifischen monoklonalen Antikörper 13/5 (A) und mit dem 
Matrixprotein-spezifischen monoklonalen Antikörper 3-H-7 (B). Während in Wildtyp-
Partikeln sowie in den p6*-Mutanten HX/p6*csM1, csM2, csM3, csM5 und csM6 das 
Capsidprotein weitgehend in seiner maturen Form vorlag (Abbildung C.19 A, Spuren 
2 und Spuren 3, 4, 5, 7 und 8), lieferten die HX/p6*csM4- und csM7-Viren lediglich 
den ungespaltenen Gag-Vorläufer und zwei Prozessierungsintermediate, von denen 
eines den MA-CA-p2-Vorläufer mit einem Molekulargewicht von ca. 41-kDa 
repräsentiert (Abbildung C.19 A, Spuren 6 und 9). Vollständig prozessiertes 
Capsidprotein konnte in diesen Viren nicht detektiert werden. Erwartungsgemäß war 
in diesen Viruspartikeln auch kein matures Matrixprotein vorhanden (Abbildung C.19 
B, Spuren 6 und 9). Die verminderte Anzahl nachgewiesener Gag-spezifischer Banden 
im Vergleich zu Abbildung C.18 ist vermutlich auf die Verwendung eines anderen 
Antiserums zurückzuführen. 

Abbildung C.19: Western Blot-Analyse der Gag-Proteine aus Kulturüberständen von H1299 
Zellen nach transienter Transfektion mit HX10 und HX/p6*csM1-csM7. H1299 Zellen 
wurden, wie in B.3.2 beschrieben, mit pcDNA3.1 (Spur 1), HX10 (Spur 2) bzw. HX/p6*csM1-
csM7 (Spuren 3 bis 9) transfiziert. Virushaltige Kulturüberstände wurden 60 h nach 
Transfektion geerntet und die Viren durch ein 20%iges Saccharosekissen aufkonzentriert. 
Nach Auftrennung der viralen Proteine über ein 12,5%iges SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli, 
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1970) erfolgte der Nachweis von viralen CA- und MA-Spezies im Western Blot mit den 
monoklonalen Antikörpern 13/5 (A) und 3-H-7 (B) durch Detektion über Chemilumineszenz. 
Die Positionen der Markerproteine sind links angegeben. Relevante CA- und MA-Banden sind 
durch Pfeile markiert. 

Des Weiteren wurde das Nukleocapsidprotein p7 aus Partikelpräparationen 
nachgewiesen, um etwaige Auswirkungen der Mutationen auf dessen Prozessierung 
zu erfassen. Abbildung C.20 A zeigt eine Western Blot-Analyse mit dem polyklonalen 
Kaninchenantiserum α-GST-p7. Wie erwartet, konnte auch hier bei den Varianten 
csM2, csM3, csM5 und csM6 (Abbildung C.20 A, Spuren 3, 4, 6 und 7) kein 
Unterschied im Prozessierungsgrad von p7 im Vergleich zu Wildtyp-Partikeln 
(Abbildung C.20 A, Spur 1) festgestellt werden. Dabei waren neben dem maturen p7-
Protein auch noch Reste des unprozessierten NCp15-Vorläuferproteins (p7-p1-p6) 
vorhanden. Dahingegen konnte in csM4- als auch in csM7-Partikeln (Abbildung C.20 
A, Spuren 5 und 8) keines dieser p7-spezifischen Produkte detektiert werden. Bei 
genauer Betrachtung verschiedener p7 Western Blot-Analysen fiel auf, dass in csM1-
Viren neben dem Nukleocapsid-Protein mehrere zusätzliche p7-spezifische Banden 
vorhanden waren (Abbildung C.20 A und B, jeweils Spur 2), die in keiner der übrigen 
Partikelpräparationen detektiert werden konnten. Bei der prominenten Bande 
oberhalb von p7 handelt es sich vermutlich um den Vorläufer p7-p1. Die zusätzlichen 
Banden über dem NCp15-Vorläufer konnten nicht identifiziert werden, könnten aber 
p7-Intermediate aus der Gag-Pol Prozessierung darstellen. Im Gegensatz dazu waren 
bei einer weiteren Analyse der csM1-Partikel mit einem Antiserum gegen p6 keine 
Abweichungen im p6-Prozessierungsmuster erkennbar (Abbildung C.20 C). Sowohl in 
Wildtyp-Partikeln (Abbildung C.20 C, Spur 1) als auch in csM1-Viren (Abbildung C.20 
C, Spur 2) waren neben dem weitgehend prozessierten p6-Protein noch geringe 
Mengen an NCp15-Vorläufer vorhanden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die 
N-terminale Mutation der Variante HX/p6*csM1 zu einem spezifischen p7-
Prozessierungsdefekt führt. Dahingegen äußern sich die Mutationen der Varianten 
HX/p6*csM4 und csM7 in umfassenden Prozessierungsdefekten auf der gesamten 
Gag-Ebene. 

Abbildung C.20 : Western Blot-Analyse der Proteine p7 und p6 aus Kulturüberständen von 
H1299 Zellen nach transienter Transfektion mit HX10 und HX/p6*csM1-csM7. H1299 
Zellen wurden, wie in B.3.2 beschrieben, mit HX10 (Spur 1) bzw. HX/p6*csM1-csM7 (Spuren 
2 bis 8) transfiziert. Virushaltige Kulturüberstände wurden 60 h nach Transfektion geerntet 
und die Viren durch ein 20%iges Saccharosekissen aufkonzentriert. Nach Auftrennung der 
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viralen Proteine über ein 15%iges SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli, 1970) erfolgte der 
Nachweis von viralen p7- und p6-Spezies im Western Blot mit den polyklonalen 
Kaninchenantiseren α-GST-p7 (A und B) und α-GST-p6 (C) durch Detektion über 
Chemilumineszenz. Relevante p7- und p6-Banden sind durch Pfeile markiert. Abbildung C.20 
B wurde in zwei verschiedenen Belichtungsstärken abgebildet, um die einzelnen Banden 
herauszuarbeiten. Überdies wurde in Teilabbildung B eine andere Partikelpräparation 
verwendet als in A.  

C.5.3.2 Reifung der viralen Pol-Proteine 

Um den Einbau und die Prozessierung der Pol-Proteine in den Virusvarianten zu 
untersuchen, wurden Western Blot-Analysen der Partikelpräparationen mit 
Antikörpern durchgeführt, die spezifisch gegen die Pol-Domänen Integrase 
(Abbildung. C.21 A), Reverse Transkriptase (Abbildung. C.21 B) und Protease 
(Abbildung. C.21 C) gerichtet waren. Wie sich aus häufig wiederholten 
Transfektionsexperimenten ergab, wurden sämtliche Pol-Proteine gleichermaßen in 
Wildtyp-Partikel als auch in die p6*cs-Varianten verpackt. Somit ist der in Abbildung 
C.21 dargestellte RT-Western Blot (C.21 B) nicht repräsentativ und die stärkere 
Bandenintensität in den Spuren 2 und 4 ist vermutlich auf die Präparation der 
Virionen zurückzuführen. Allerdings gab es Auffälligkeiten beim Prozessierungsmuster 
der Pol-Proteine. So waren in csM4 als auch in csM7-Viren neben den maturen 
Enzymen IN (C.21 A, Spuren 6 und 9) und RT (C.21 B, Spuren 6 und 9) auch die Pol-
Vorläufer RT-IN (p98) vorhanden, die mit beiden Antikörpern gleichermaßen 
detektiert wurden. Dahingegen war bei Wildtyp-Viren (C.21 A und B, Spur 2) und bei 
allen übrigen Mutanten HX/p6*csM1 - csM3, HX/p6*csM5 und csM6 (C.21 A und B, 
Spuren 3 - 5, 7 und 8) jeweils nur die mature Form des Enzyms nachweisbar. 

Abbildung C. 21 : Western Blot-Analyse der Pol-Proteine aus Kulturüberständen von H1299 
Zellen nach transienter Transfektion mit HX10 und HX/p6*csM1-csM7. H1299 Zellen 
wurden, wie in B.3.2 beschrieben, mit pcDNA3 (Spur 1), HX10 (Spur 2) bzw. HX/p6*csM1-
csM7 (Spuren 3 bis 8) transfiziert. Virushaltige Kulturüberstände wurden 72 h nach 
Transfektion geerntet und die Viren durch ein 20%iges Saccharosekissen aufkonzentriert. 
Virale Proteine wurden über ein 12%iges (A), 10%iges (B) oder 15%iges (C) SDS-
Polyacrylamidgel (Laemmli, 1970) aufgetrennt und im Western Blot mit dem Integrase-
spezifischen Antiserum ARP 419 (A), dem Reverse Transkriptase-spezifischen Antiserum 4F8 
(B) bzw. dem Protease-spezifischen Antiserum ARP 413 (C) durch Detektion über 

RT-IN

PR

p6*-PR

RT

RT-IN

IN

1     2     3     4      5     6     7     8     9kDa

97
66
45

31
97
66

45

6,5
14

A

B

C



Ergebnisse 
 

 

67

Chemilumineszenz nachgewiesen. Die Positionen der Markerproteine sind links angegeben. 
Relevante IN-, RT- und PR-Banden sind durch Pfeile markiert. 

Eine weitere Besonderheit der beiden C-terminalen p6*-Varianten HX/p6*csM4 und 
csM7 lieferte eine Western Blot-Analyse der Partikel mit einem polyklonalen PR-
Antiserum. Wie in Abbildung C.21 C gezeigt, konnte in den besagten Viren im 
Vergleich zu Wildtyp-Partikeln und allen übrigen Varianten keine mature 11-kDa 
Proteaseform detektiert werden. Stattdessen wurde ein ca. 18-kDa Protein 
nachgewiesen, das vermutlich einen p6*-PR-Vorläufer darstellt. Dieses Intermediat war 
auch in den Viren csM5 und csM6 in geringen Spuren vorhanden. Daraus ist 
abzuleiten, dass die beiden C-terminalen p6*-Mutationen in csM4 und csM7 die 
Prozessierung zwischen p6* und PR vollständig verhindern, während sie in den 
Mutanten csM5 und csM6 lediglich langsamer abläuft. Alle anderen Mutationen 
zeigten keinen Einfluss auf die Prozessierung der Virus-assoziierten PR. 

C.5.4 Einfluss der Mutationen auf die Infektiosität der Viren 

C.5.4.1 Replikation der p6*-Mutanten in humanen T-Lymphozyten 

Um den Einfluss der p6*cs-Mutationen auf die Replikationsfähigkeit der jeweiligen 
Viren in CD4-positiven T-Lymphozyten zu untersuchen, wurden die Provirusklone in 
Parallelansätzen in die permissiven Zelllinien MT-4 und CEM-4 transfiziert. Die 
Virusproduktion der Zellen wurde sodann über einen Zeitraum von 20 bis 30 Tagen 
durch Quantifizierung des Capsidantigens aus den Kulturüberständen aufgezeichnet. 
Generell replizierten die Viren in MT-4 Zellen stets zu höheren Titern als in CEM-4 
Zellen. Wie in Abbildung C.22 gezeigt, replizierten die meisten der p6*cs-Mutanten in 
beiden Zelllinien zu ähnlich hohen Titern wie das Wildtyp-Virus (Abbildung C.22 A 
und B, jeweils roter Kreis) und erreichten ein Maximum zwischen Tag 10 und 12 nach 
Transfektion, wonach die Virusproduktion mit dem Absterben der Kulturen wieder 
sank. Bei diesen p6*cs-Mutanten führte also die jeweilige Mutation zu keinerlei 
Einschränkung der viralen Replikationsfähigkeit. Im Gegensatz dazu war die 
Replikation der csM1-Variante in beiden Zellsystemen stets um zwei bis vier Tage 
zum Wildtyp verzögert (Abbildung C. 22 A und B, oranger Kreis) und erreichte 
durchschnittlich etwas geringere Titer als der Wildtyp und die p6*cs-Varianten csM2 
(hellgrünes Dreieck), csM3 (dunkelgrünes Dreieck), csM5 (blaues Rechteck) und 
csM6 (violettes Karo). Bei den beiden C-terminalen Varianten csM4 und csM7 konnte 
über den gesamten Beobachtungszeitraum von 30 Tagen weder in MT-4 noch in 
CEM-4 Zellen eine produktive Replikation nachgewiesen werden (Abbildung C.22 A 
und B, jeweils türkises Rechteck und rotes Karo). Somit scheinen die Austausche der 
Varianten csM4 und csM7 am C-Terminus von p6* letal für die resultierenden Viren 
zu sein.  

Im Fall der Mutante csM1 wurde zudem in einem Langzeitkultur-Experiment 
überprüft, ob der verzögerten Replikation dieser Viren eine Reversion der N-
terminalen Punktmutation zugrunde lag. Hierfür wurden das Wildtyp-Provirus HX10 
und mehrere DNA-Präparationen der Provirusmutante HX/p6*csM1 parallel in 
permissive CEM-4-Lymphozyten transfiziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
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Transfektion wurde dann der gag-Bereich aus der viralen, ins zelluläre Genom 
integrierten DNA durch Sequenzierung auf Mutationen bzw. Reversionen hin 
überprüft. Auf diese Weise wurden 20 verschiedene gag-Sequenzen aus 
unabhängigen Transfektionen untersucht. In keiner dieser Sequenzen war eine 
Reversion der N-terminalen Punktmutation von p6* oder eine auffällige 
Sekundärmutation nachweisbar, was darauf hindeutet, dass die Mutation selbst eine 
Verzögerung der Replikationskinetik dieser Viren bewirkte. 

Abbildung C.22: Replikationskinetik der p6*cs-Mutanten in humanen CD4-positiven 
Lymphozyten. MT-4 (A) und CEM-4 Zellen (B) wurden, wie unter B.3.2 beschrieben, in 
Duplikaten mit dem Wildtyp-Provirus HX10 und mit den p6*cs-Mutanten HX/p6*csM1-csM7 
transfiziert. Die Kulturen wurden alle 48 h mit einem Volumen Medium verdünnt. Gleichzeitig 
wurden Proben der Kulturüberstände entnommen und die Menge an Capsidantigen 
bestimmt. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte aus zwei unabhängig durchgeführten 
Experimenten. Die Standardabweichung vom Mittelwert ist für jeden Zeitpunkt angegeben. 

C.5.4.2 Infektiosität der p6*-Mutanten im Magi-Assay 

Dem sogenannten Magi-Assay („multinuclear activation of a galactosidase indicator“) 
liegt ein monozyklischer Replikationstest zugrunde, mit dessen Hilfe die Infektiosität 
von Viren überprüft werden kann. Dabei wird nach Infektion CD4-positiver HeLa 
Zellen ein endogenes β-Galactosidase-Gen induziert, das unter der Kontrolle eines 
LTR-Promotors steht. Infizierte Zellen werden sodann durch Anfärbung der Nuklei 
sichtbar. Um also die Infektiosität der p6*cs-Mutanten in diesem System mit der von 
Wildtyp-Viren zu vergleichen, wurden die Kulturüberstände von H1299 Zellen, die 48 
h vorher mit den Konstrukten HX10 und HX/p6*csM1-csM7 transient transfiziert 
worden waren, in seriellen Verdünnungen auf Magi Zellen gegeben und die 
infektiösen Titer nach weiteren 48 h im Magi-Assay bestimmt. Um die infektiösen 
Einheiten quantifizieren zu können, wurde zunächst der Gesamtcapsidprotein–Gehalt 
der Kulturüberstände im p24-ELISA gemessen. Zusätzlich wurden die Viruspartikel aus 
den Überständen durch ein 20%iges Saccharosekissen aufkonzentriert, um nicht-
partikuläres Capsidantigen von partikulärem abzutrennen. Die gereinigten Partikel 
wurden sodann mit rekombinanter HIV-1 PR nachprozessiert, um auch 
unprozessiertes p24 in Gag-Vorläufern zu erfassen, das vom p24-Antikörper des 
verwendeten ELISA-Formats schlechter erkannt wird als die mature Form. Abbildung 
C.23 zeigt die Menge an Gesamtcapsidantigen in Kulturüberständen transfizierter 
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H1299 Zellen (weiße Säule) sowie die Menge an Partikel-assoziiertem Capsidantigen 
vor (graue Säule) und nach (schwarze Säule) Behandlung mit rekombinanter HIV-1 
Protease. Bei mehreren unabhängig durchgeführten Experimenten fiel zunächst auf, 
dass die Capsidantigen-Menge in Kulturüberständen abhängig von der Qualität der 
proviralen DNA und der Transfektionseffizienz bei allen Konstrukten schwankte. 
Somit handelt es sich bei Abbildung C.23 nicht um eine repräsentative Darstellung. Im 
Durchschnitt lieferten jedoch Transfektionen mit HX10 und den Mutanten 
HX/p6*csM2, csM5 und csM6 stets ähnliche Titer an Gesamtcapsidantigen im 
Medium (C.23, jeweils weiße Säule). Vergleichsweise führten Transfektionen mit 
HX/p6*csM1 und csM3 zu einer leicht reduzierten - und mit den Konstrukten 
HX/p6*csM4 und csM7 zu einer stark reduzierten p24-Produktion. Die 
Nachbehandlung von partikulärem Gag mit rekombinanter PR führte sowohl bei 
Wildtyp-Viren als auch bei den Mutanten csM2, csM3, csM5 und csM6 zu keinem 
bemerkenswerten Anstieg der Capsidantigen-Mengen (Abbildung C. 21, jeweils im 
Vergleich graue und schwarze Säule). Somit war in diesen Viren nach Freisetzung ins 
Medium bereits überwiegend matures p24 vorhanden. Dahingegen führte eine 
Nachprozessierung bei den Virusmutanten csM1, csM4 und csM7 zu einem 
deutlichen Anstieg des Capsidantigengehalts im ELISA. In diesen Partikeln wird 
offensichtlich der vollständige Umsatz des p24 Proteins aus dem Gag-Vorläufer 
verhindert. Im Fall von csM4 scheint allerdings in dem der Abbildung zugrunde 
liegenden Experiment die Nachprozessierung mit PR nicht funktioniert zu haben 
(schwarze Säule). 

 

Abbildung C.23: Analyse des Gesamtcapsidantigens in Kulturüberständen von H1299 
Zellen nach transienter Transfektion mit HX10 und den p6*cs-Provirusmutanten. H1299 
Zellen wurden, wie in B.3.2 beschrieben, mit HX10 bzw. HX/p6*csM1-csM7 transfiziert. 
Virushaltige Kulturüberstände wurden 48 h post transfectionem geerntet und die jeweils 
enthaltene Menge an Capsidantigen, wie in B.4.1 beschrieben, im p24-ELISA quantifiziert 
(weiße Säule). Zur Abtrennung nicht-partikulären Capsidantigens wurden die Viren durch ein 
20%iges Saccharosekissen aufkonzentriert. Sodann wurde die Hälfte der Partikelpräparation, 
wie in B.2.3.3 beschrieben, mit rekombinanter PR nachprozessiert (schwarze Säule) und 
zusammen mit unbehandelten Partikeln (graue Säule) in den p24-ELISA eingesetzt. Die 
gezeigten Daten sind Mittelwerte aus zwei unabhängigen Transfektionen, die mit zwei 
unterschiedlichen DNA-Präparationen durchgeführt wurden. Die Standardabweichung vom 
Mittelwert ist für das Gesamtcapsidantigen im Überstand angegeben. 

Bei Titration der infektiösen Kulturüberstände auf Magi Zellen lieferten Überstände 
aus Transfektionen von H1299 Zellen mit HX10 und den p6*-Mutanten csM2, csM5 
und csM6 in etwa gleiche Mengen blauer Zellen pro 100 ng Capsidantigen 
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(Abbildung C.24). Im Gegensatz dazu war der infektiöse Titer bei der Mutante csM1 
im Vergleich zum Wildtyp um die Hälfte reduziert, während bei der Mutante csM3 
die doppelte Menge infizierter Zellen pro 100 ng Capsidantigen gezählt wurde. Dies 
zeigt, dass ins Kulturmedium abgegebene csM1-Viren deutlich weniger infektiös sind 
als Wildtyp-Viren, was bereits aus der Replikationskinetik in Lymphozyten hervorging 
(Abbildung C.22). Dagegen scheint im Falle der csM3-Variante eine höhere 
Infektiosität vorzuliegen. Zwar wurden weniger csM3-Viren als Wildtyp-Viren ins 
Kulturmedium abgegeben (Abbildung C.23), diese führten aber im Magi-Assay zu 
deutlich höheren Infektionsraten (Abbildung C.24). In der Replikationskinetik verhielt 
sich diese Mutante allerdings ähnlich wie der Wildtyp (Abbildung C.22 A und B, 
jeweils grünes Dreieck). In Übereinstimmung mit den Replikationsdaten in T-
Lymphozyten war die Infektiosität der p6*-Mutanten csM4 und csM7 im Vergleich 
zum Wildtyp stark reduziert. 

 

Abbildung C.24: Infektiosität der Virusmutanten auf Magi Zellen im Vergleich zum 
Wildtyp. H1299 Zellen wurden, wie in B.3.2 beschrieben, mit HX10 und den p6*cs-
Provirusmutanten transfiziert. Virushaltige Kulturüberstände wurden 48 h post transfectionem 
geerntet und wie in B.3.3 beschrieben, in seriellen Verdünnungen in Duplikaten auf Magi 
Zellen gegeben. 48 h post infectionem wurden die Indikatorzellen fixiert und die angefärbten 
Zellkerne unter dem Mikroskop ausgezählt. Nach Berücksichtigung des jeweiligen 
Verdünnungsfaktors wurde die Anzahl blauer Zellen der Parallelansätze gemittelt und auf die 
vorher im ELISA quantifizierte Menge an Capsidantigen in den Kulturüberständen (Abbildung 
C.23) bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte aus zwei unabhängigen Experimenten, die mit 
zwei unterschiedlichen DNA-Präparationen durchgeführt wurden. Die Standardabweichung 
vom Mittelwert ist angegeben. 

C.5.5 Zusammenfassung: 

Im Laufe der viralen Replikation wird das „transframe“ Protein p6* aus dem Gag-Pol-
Vorläufer durch die HIV-1 PR herausgespalten. Während die C-terminale 
Prozessierung von p6* für eine vollständige Aktivierung der PR und die Entstehung 
infektiöser Viren absolut essentiell ist, wird die Bedeutung der N-terminalen und 
internen Spaltung von p6* weiterhin konträr diskutiert. Um die biologische Funktion 
der PR-vermittelten Prozessierung von p6* bei der Virusreifung zu untersuchen, 
wurden rekombinante Proviren mit Mutationen in den drei PR-Spaltstellen von p6* 
hergestellt. Dabei sollten gezielte Aminosäureaustausche in den PR-
Erkennungssequenzen die natürliche Kinetik der Spaltungen verändern, ohne jedoch 
funktionelle Bereiche des überlappenden gag-Leserahmens zu zerstören.  
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Um veränderte Spaltkinetiken in vitro zu charakterisieren, wurden die modifizierten 
Spaltstellen in Form synthetischer Decapeptide zunächst durch rekombinante PR 
gespalten. Dabei zeigte sich, dass die Mutationen zwar die ursprünglichen N-
terminalen und internen Spaltstellen zerstört hatten, aber stattdessen alternative 
Erkennungssequenzen von der PR genutzt wurden. Im Falle der N-terminalen 
Spaltstelle führte dies zu einer drastischen Erhöhung der Hydrolyserate im Vergleich 
zur Wildtyp-Sequenz. Im Gegensatz dazu wurde die Hydrolyserate der internen 
Spaltstelle durch die Modifikationen stark reduziert, was auch in einem 
Spaltexperiment mit Volllänge-p6* Varianten bestätigt wurde. Modifikationen der C-
terminalen Spaltstelle lieferten hingegen unterschiedliche Resultate. So wurden nur 
zwei der vier Peptide von der PR hydrolysiert, wobei die Prozessierung im Vergleich 
zur Wildtyp-Sequenz verlangsamt ablief. 

Daraufhin wurde ein spektrophotometrischer PR-Aktivitätstest etabliert, um den 
Einfluss dieser C-teminalen p6*-Modifikationen auf die Aktivität maturer HIV-1 PR zu 
untersuchen. In diesem Test bewirkten die Austausche der C-terminalen „halfsite“ in 
den Varianten p6*csM5 und p6*csM6 sogar eine stärkere konzentrationsabhängige 
Inhibition der PR als das Wildtyp-Protein. 

Da sich Mutationen der N-terminalen und internen PR-Spaltstellen mit den cis-aktiven 
Elementen für den Leserastersprung überlagerten, wurde die Funktionalität des 
Leserastersprungs in einem „frameshift“-Luciferasereporterassay überprüft. Dabei 
zeigte sich, dass keine der eingeführten Mutationen zu einer signifikanten 
Veränderung des Leserastersprungs führte. 

Schließlich wurden Replikationsstudien mit den rekombinanten Proviren in 
verschiedenen Zellkultursystemen durchgeführt, um den Einfluss der Mutationen auf 
die Expression und Stabilität viraler Proteine als auch auf die Maturation und 
Infektiosität von freigesetzten Viruspartikeln zu analysieren. Dabei konnten wir keine 
Auswirkung von Modifikationen der internen PR-Spaltstelle von p6* auf die 
Infektiosität der resultierenden Viruspartikel feststellen. Allerdings bleibt unklar, ob 
diese Mutation im viralen Kontext tatsächlich zu einer Veränderung der Spaltkinetik 
als auch der Lokalisation der Spaltstelle führte.  

Wie bereits von anderen Arbeitsgruppen gezeigt, lieferten Mutationen in der C-
terminalen „halfsite“ von p6*, die eine N-terminale Freisetzung der PR verhinderten, 
ausschließlich nicht-infektiöse Viren. Dahingegen zeigten Mutanten mit C-terminalen 
p6*-Modifikationen, die eine Prozessierung durch die PR erlaubten, unveränderte 
Prozessierungsmuster viraler Proteine und verhielten sich in Infektionsstudien wie der 
Wildtyp. Somit scheint die Beschaffenheit der vier C-terminalen Aminosäurereste nach 
Freisetzung durch die PR keine wesentliche Rolle mehr für eine weitere Regulation zu 
spielen. Lediglich die Mutante mit der N-terminalen Modifikation zeigte trotz 
unveränderter „frameshift“-Raten eine verlangsamte Replikation in permissiven 
Lymphozyten und wies ein ungewöhnliches p7-Prozessierungsmuster auf. Dies lässt 
vermuten, dass die eingeführte Mutation zu einer Verlangsamung der Prozessierung 
zwischen p7 und p1 führt, was in einer verminderten Infektiosität dieser Viren 
resultiert. Inwieweit die drastische Veränderung der Spaltkinetik am N-Terminus von 
p6* zu diesem Phänotyp beiträgt, bleibt zu klären. 
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C.6 Herstellung von synthetischen HI-viralen Genen zur 
Untersuchung des Einflusses von p6* auf die Protease-Aktivität in 
Zellkultur 

C.6.1 Gesamtkonzept 

In unserer Arbeitsgruppe durchgeführte Experimente haben erstmals eindeutig 
gezeigt, dass das „transframe“-Protein p6* in der Lage ist, in vitro die Aktivität der 
viralen PR zu inhibieren. Trotz umfassender Charakterisierungsmöglichkeiten von p6*-
Modifikationen bleibt im komplexen viralen Kontext die Frage nach der direkten 
Interaktion zwischen p6* und der PR unbeantwortet. Daher scheint die Etablierung 
eines reduktionistischen Zellkultursystems sinnvoll, in dem der Einfluss von p6* auf die 
PR-Aktivität unabhängig von potentiell modulierenden viralen Komponenten 
betrachtet werden kann. Zu diesem Zweck sollten zunächst verschiedene 
Plasmidkonstrukte hergestellt werden, die auf der Basis synthetischer Gene eine 
effiziente Expression der zu untersuchenden PR- und p6*-Proteine in Säugerzellen 
erlauben. Anschließend sollten Nachweisverfahren etabliert werden, die eine 
quantitative Bestimmung der PR-Aktivität und Zytotoxizität in Zellkultur zulassen. Mit 
Hilfe dieser Testsysteme soll dann in transienten Kotransfektionsexperimenten der 
modulierende Einfluss von p6* auf die PR untersucht werden. Desweiteren sollten 
Expressionskonstrukte generiert werden, mit deren Hilfe der Einfluss von p6* auf die 
PR auch in virusinfizierten Zellen studiert werden kann. Zum effizienten „targeting“ 
von p6* an die virale PR sollten Konstrukte, die für verschiedene Vpr-Fusionsproteine 
kodieren, hergestellt werden, da Vpr während der Replikation an p6Gag bindet und 
auf diese Weise verschiedene Liganden in die Viruspartikel und somit in die räumliche 
Nähe der PR dirigieren kann (Selig et al., 1999; Wu et al., 1995).  

C.6.2  Herstellung von synthetischen Genen zur Rev-unabhängigen Expression von 
p6*- und Protease-Proteinen in Säugerzellen 

C.6.2.1 Ausgangsüberlegungen 

Da die HI-virale PR und p6* im pol-Leserahmen kodiert werden (Abbildung A.3), ist 
deren Expression im viralen Replikationszyklus an die Anwesenheit des 
posttranskriptionellen Aktivators Rev geknüpft (Feinberg et al., 1986; Sodroski et al., 
1986). In Abwesenheit von Rev führen sogenannte „cis reacting sequences“ (CRS) in 
den einfach- und ungespleißten RNAs zur Destabilisierung und Degradation dieser 
Transkripte im Zellkern. Dieser negative Effekt der CRS-Sequenzen kann durch die 
Wirkung des Rev-Proteins überkommen werden, indem es an das „rev responsive 
element“ (RRE) innerhalb einfach und ungespleißter RNAs bindet und so deren Export 
aus dem Zellkern ermöglicht (Hadzopoulou et al., 1989). Statt des Einbringens eines 
RRE-Systems besteht auch die Möglichkeit, durch das Modifizieren der Gene die 
Wirkung von CRS-Sequenzen auf DNA-Ebene auszuschalten und so eine Rev-
unabhängige Expression zu erreichen (Schneider et al., 1997). Zusätzlich erhöht allein 
die Anpassung viraler Gensequenzen an die Kodonverwendung in Säugerzellen in der 
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Regel die Fremdproteinausbeuten. Inhibierende CRS-Sequenzen wurden bisher 
sowohl im gag-Leserahmen (Schwartz et al., 1992) als auch in pol (Cochrane et al., 
1991; Maldarelli et al., 1991; Olsen et al., 1992; Luukkonen et al., 1995) und env 
(Rosen et al.,1988; Keller et al., 1993; Nasioulas et al., 1994) lokalisiert. Auch in der 
PR-kodierenden Region wurden CRS-Sequenzen identifiziert, die in beiden 
Orientierungen des Leserahmens aktiv sind (Huffman et al., 1997). Über die 
Anwesenheit von CRS-Sequenzen in der p6*-kodierenden Region ist bisher nichts 
bekannt. Allerdings blieben alle bisher durchgeführten Versuche die p6*-Wildtyp-
Sequenz in Abwesenheit von Rev/RRE in Säugerzellen zu exprimieren, erfolglos (C. 
Paulus, persönliche Mitteilung). Basierend auf diesen Überlegungen wurden zunächst 
synthetische Gene hergestellt, die eine gute, Rev-unabhängige Expression 
verschiedener p6*- und PR-Proteine in Säugerzellen ermöglichen sollten. 

C.6.2.2 Herstellung der synthetischen HI-viralen Gene 

Ausgehend von den p6*-, PR- und Vpr-kodierenden Sequenzen des HIV-1 Isolats 
BH10 wurden mit Hilfe des GCG-Programms unterschiedliche Varianten der Proteine 
auf DNA-Ebene entworfen. Da die HIV-1 PR und p6* normalerweise als 
Fusionsvorläufer exprimiert werden und deren Gensequenzen somit keine natürlichen 
Start- und Stoppkodons enthalten, wurde den Konstrukten das Startkodon ATG vor 
die kodierende Sequenz gesetzt, um eine von anderen Genprodukten unabhängige 
Expression zu ermöglichen. Ebenso wurden für einen effizienten Translationsstopp die 
Stoppkodons TAA und TAG als Doppelstopp-Signale an die kodierenden Sequenzen 
angefügt. Ferner wurde die Sequenzumgebung des Initiationskodons unter Beachtung 
der Kozak-Sequenz optimiert. Schließlich wurden die gesamten Sequenzen an die 
Kodonverwendung von Säugerzellen adaptiert. Dabei führte die Modifizierung der 
Wildtyp-Sequenzen zu einer Erhöhung des GC-Gehalts. So wurde dieser im Falle der 
PR von 38,7% auf 65%, bei p6* von 51,5% auf 66,7% und bei Vpr von 44,3% auf 
65% erhöht.  

Für umfassende Studien in Zellkultur wurden auf diese Weise drei unterschiedliche 
Varianten der PR entworfen: Eine Wildtyp HIV-1 PR (synPR, A in C.25), eine 
funktionsdefekte PR (syn PR—-, B in C.25), bei der Asp25 im aktiven Zentrum durch Asn 
ersetzt wurde und ein kovalentes PR-Dimer (synPR-PR, C in C.25), bei dem zwei PR-
Monomere über einen flexiblen Linker in N→C - N→C-Orientierung fusioniert sind.  

Ebenso wurden zwei verschiedene p6*-Proteine auf DNA-Ebene entworfen. Im ersten 
Fall wird p6* in Analogie zu synPR direkt unter Kontrolle einer CMV-
Promotor/Enhancer-Einheit exprimiert (synp6*, D in C.25). Im zweiten Fall sollte das 
synthetische p6*-Gen an EGFP fusioniert werden (EGFP-synp6*, E in C.25). Zum einen 
vermag der EGFP-Fusionspartner das kleine p6*-Protein vor Degradation zu schützen 
und zum anderen erlaubt der Fusionsanteil einen distinkten Nachweis von 
gekoppelten Proteinen durch Immunfluoreszenz oder Western Blot-Analyse mit GFP-
spezifischen Antikörpern. Um dem p6*-Anteil des EGFP-Fusionskonstruktes freie 
Faltung und uneingeschränkte Wechselwirkung mit einem potentiellen 
Reaktionspartner zu ermöglichen, wurde am 5‘-Ende der p6*-Sequenz eine 
Linkersequenz angebracht.  
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Um p6* nach Kotransfektion mit proviraler DNA effizient in reifende Viruspartikel 
einzuschleusen, sollte ein Vpr-p6* Expressionskonstrukt hergestellt werden. Da Vpr 
einen Zellzyklus-Arrest in der G2-Phase induziert (Zhou et al., 1998) und auf diesem 
Weg Apoptose einleitet (Stewart et al., 1997), wurde für Zellkulturstudien eine C-
terminal verkürzte Vpr-Variante (78 statt 96 Aminosäuren) als Vorlage für die 
Herstellung eines synthetischen Gens verwendet, da gezeigt werden konnte, dass 
durch Austausch eines Arginins im C-Terminus des Proteins dessen Fähigkeit zum 
Zellzyklus-Arrest verlorengeht, ohne die Verpackung in Viruspartikel zu 
beeinträchtigen (Di Marzio et al., 1995). Dabei wurde zunächst ein kodonadaptiertes 
synVpr-Gen (F in C.24) für die Rev-unabhängige Expression in Zellkultur generiert. 
Zusätzlich wurde eine Variante des synVpr-Gens ohne Stoppkodon entworfen 
(synVpr(pre), nicht gezeigt), an die das synp6*-Gen (synVpr-synp6*, G in C.25) sowie 
als Kontrollen die Gene für die funktionsdefiziente PR (synVpr-synPR—-, H in C.24) und 
für EGFP (synVpr-EGFP, I in C.25) fusioniert wurden. Um eine uneingeschränkte 
Faltung der Proteine zu gewährleisten, wurde das synVpr-Gen am 3‘-Ende mit einem 
flexiblen Linker ausgestattet. 

 

Abbildung C.25: Synthetische Gene für die Rev-unabhängige Expression in Säugerzellen. 
Die Konstruktion aller synthetischen Gene erfolgte, wie in B.1.3.4 beschrieben, durch 
sukzessive Verlängerung von geeigneten Oligonukleotiden in aufeinanderfolgenden PCR-
Reaktionen. Startkodons sind dunkelgrau und Stoppkodons hellgrau gekennzeichnet. Die 
Linkersequenz ist durch eine Verbindungslinie dargestellt. Mit Ausnahme des EGFP-synp6* 
Gens (E), das unter Kontrolle des SV40-Promotors exprimiert wird, stehen alle Gene unter 
Kontrolle einer CMV-Promotor/Enhancer-Einheit. 

C.6.3 Etablierung eines Protease-Aktivitätstests in Zellkultur 

C.6.3.1 Expression der Protease-Varianten in Zellkultur  

Als Voraussetzung für die Etablierung eines PR-Aktivitätstests in Zellkultur wurde 
zunächst die Rev-unabhängige Expression der synthetischen PR-Gene durch transiente 
Transfektion von H1299 Zellen mit den entsprechenden Konstrukten überprüft. Dazu 
wurden die Zellen mit ansteigenden Mengen der Konstrukte pcDNA3/synPR, 
pcDNA3/synPR— und pcDNA3/synPR-PR transfiziert und nach 48 h mit einem PR-
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spezifischen Antiserum im Western Blot analysiert. Dabei konnte in Zellen, welche 
mit dem Expressionskonstrukt für die funktionelle PR transfiziert worden waren, auch 
bei hohen Plasmidkonzentrationen keine PR-Expression nachgewiesen werden (nicht 
gezeigt). Im Gegensatz dazu war in Zellen, die mit synPR— transfiziert worden waren 
(Abbildung C.26, A), ab einer Plasmidmenge von 2 µg ein Protein von ca. 11-kDa 
nachweisbar, was dem errechneten Molekulargewicht der HIV-1 PR entspricht. Eine 
nachweisbare Expression der funktionellen PR als auch des PR-Dimers konnte 
schließlich nur in Anwesenheit des PR-Inhibitors Saquinavir (Ro 31-8959) erzielt 
werden (Abbildung C.26, B). Dies legt nahe, dass die pcDNA3/synPR und synPR-PR 
Konstrukte funktionell sind und ein fehlender Nachweis dieser aktiven PR-Varianten in 
Abwesenheit eines Inhibitors vermutlich auf deren zellschädigende Wirkung 
zurückzuführen ist. Da die Dimerbande jedoch deutlich schwächer ausgeprägt war als 
die der funktionellen PR (Abbildung C.26 B, Spuren 2 und 3), scheint die eingesetzte 
Saquinavir-Konzentration von 1 µM nicht ausreichend gewesen zu sein, um die 
verstärkte zytotoxische Wirkung des kovalenten PR-Dimers vollständig zu inhibieren. 

Abbildung C.26: Expression von funktioneller PR, funktionsdefizienter PR und PR-Dimer in 
Säugerzellen. H1299 Zellen wurden, wie unter B.3.2 beschrieben, mit den Konstrukten 
pcDNA3/synPR— (Spuren 1 bis 5 in A), pcDNA3/synPR (Spur 3 in B) und pcDNA3/synPR-PR 
(Spuren 1 und 2 in B) transfiziert und 48 h nach Transfektion geerntet. Je 100 µg der 
Zelllysate wurden über ein 15%iges SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli, 1970) aufgetrennt und 
im Western Blot mit dem PR-spezifischen Antiserum ARP 413 durch Detektion über 
Chemilumineszenz nachgewiesen. A: konzentrationsabhängige Expression der 
funktionsdefizienten PR (Spur 1: 0,5 µg, Spur 2: 1 µg, Spur 3: 2 µg, Spur 4: 4 µg, Spur 5: 8 µg 
pcDNA3/synPR—). B: Inhibitorabhängige Expression von funktioneller PR und PR-Dimer (Spur 
1: 10 µg pcDNA3/synPR-PR, Spur 2: wie Spur 1 + 1 µM Ro 31-8959, Spur 3: 10 µg 
pcDNA3/synPR + 1 µM Ro 31-8959). Die Positionen der Markerproteine sind links 
angegeben. Relevante PR-Banden sind durch Pfeile markiert. 

C.6.3.2 Quantifizierung der Protease-vermittelten Zytotoxizität durch Kotransfektion 
eines Reporterplasmids 

Nachdem die Expression der verschiedenen PR-Varianten nachgewiesen worden war, 
sollte ein möglichst quantitatives Nachweisverfahren etabliert werden, mit dessen 
Hilfe der modulierende Einfluss von p6* auf die HIV-1 PR in Zellkultur untersucht 
werden kann. Da die Aktivität der PR offensichtlich einen stark zellschädigenden 
Effekt auf transfizierte Zellen hat, sollte sich dies auch in der verminderten Expression 
eines kotransfizierten Reporterplasmids äußern. Um dies zu überprüfen, wurden 
H1299 Zellen mit dem Luciferase-Reporterplasmid pGL2-Control und verschiedenen 
PR-Expressionskonstrukten in An- und Abwesenheit von Saquinavir transfiziert und die 
Luciferaseaktivität 48 h später aus den Zelllysaten quantifiziert. Erwartungsgemäß war 
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die Luciferaseaktivität in mit pcDNA3/synPR transfizierten Zellen bei Abwesenheit 
von Inhibitor etwa um den Faktor 10 niedriger (Säule 2 in C.27) als in Transfektanten, 
die nur das Reporterkonstrukt erhalten hatten (Säule 1 in C.27). Dahingegen war die 
Luciferaseaktivität in vergleichbaren Zellen, die in Gegenwart von Saquinavir kultiviert 
worden waren, deutlich höher (Säule 3 in C.27) und erreichte in etwa den Wert von 
Zellen, die mit dem Konstrukt für funktionsdefiziente PR (Säule 4 in C.27) 
kotransfiziert worden waren. Insgesamt war die Luciferaseaktivität in allen PR-
exprimierenden Zellen niedriger als in Zellen, die nur das Reporterkonstrukt erhalten 
hatten. Dies ist vermutlich auf eine verminderte Expression des Luciferasegens bei 
Kotransfektion mehrerer Expressionsplasmide zurückzuführen. Mit dem 
beschriebenen Verfahren kann also die zytotoxische Wirkung der PR in 
eukaryontischen Zellen quantitativ erfasst werden und es scheint somit geeignet, um 
den potentiell regulierenden Einfluss von p6* zu untersuchen. 

Abbildung C.27: Luciferaseaktivität in PR-
exprimierenden Zellen. H1299 Zellen 
wurden, wie unter B.3.2 beschrieben, mit 
je 3 µg pGL2-Control und je 5 µg der 
Konstrukte pcDNA3 (Säule 1), pcDNA3/ 
synPR (Säule 2), pcDNA3/synPR + 1 µM 
Saquinavir (Säule 3), pcDNA3/synPR— 
(Säule 4) und pcDNA/synPR— + 1 µM 
Saquinavir (Säule 5) kotransfiziert. Die 
Luciferase-aktivität wurde 48 h nach 
Transfektion aus den Zelllysaten 
quantifiziert. Messwerte sind in RLU 
(„relative light units“) angegeben. Die 
dargestellten Daten sind repräsentativ für 
zwei unabhängige Experimente, die mit 
unterschiedlichen Plasmid-Präparationen 
durchgeführt wurden. 

C.6.3.3 Nachweis der Protease-Aktivität durch Spaltung eines natürlichen Substrats 

Eine andere Möglichkeit, die Aktivität der HIV-1 PR in Zellkultur nachzuweisen, 
besteht in der Kotransfektion eines Rev-unabhängigen Gag-Expressionsplasmids und 
dem Nachweis von Gag-Spaltprodukten im Western Blot. Hierzu wurden H1299 
Zellen mit pcDNA3/syngag (Graf et al., 2000) und verschiedenen PR-
Expressionskonstrukten in An- und Abwesenheit von Saquinavir transfiziert. Die 
Zelllysate wurden anschließend im Western Blot mit einem Gemisch aus PR- und CA-
spezifischen Antiseren analysiert. In Anwesenheit funktioneller PR ohne Zusatz von 
Saquinavir wurde das 24--kDa CA-Protein detektiert, was auf eine fast vollständige 
Prozessierung des 55-kDa Gag-Vorläufers durch die PR schließen lässt (Abbildung 
C.28, Spur 2). Der Nachweis funktioneller PR war wiederum nur in Anwesenheit von 
Saquinavir möglich, wobei die Prozessierung von Gag aufgrund der inhibierten PR-
Aktivität in diesen Zellen unvollständig war (Abbildung C.28, Spur 3). Bei der 41-kDa 
Bande handelt es sich vermutlich um das Prozessierungsintermediat MA-CA-p2. In 
Zellen, die die funktionsdefiziente PR-Form exprimierten, waren erwartungsgemäß 
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keinerlei Gag-Spaltprodukte nachweisbar (Abbildung C.28, Spur 4). Somit scheint 
dieses System geeignet, um den Einfluss von p6* auf die PR-vermittelte Spaltung eines 
natürlichen Substrats in vivo zu untersuchen. 
 

Abbildung C.28: PR-Aktivitätsnachweis durch 
Spaltung des Gag-Vorläufers. H1299 Zellen 
wurden, wie in B.3.2 beschrieben, mit je 5 µg 
des Gag-Expressionsplasmids pcDNA3/synGag 
sowie mit je 5 µg der Konstrukte pcDNA3 (Spur 
1), pcDNA3/synPR (Spur 2), pcDNA3/synPR + 
1µM Saquinavir (Spur 3) und pcDNA3/synPR— 
(Spur 4) kotransfiziert. 48 h post transfectionem 
wurden je 100 µg der Zelllysate über ein 
16%iges SDS-Polyacrylamidgel (Schägger & von 

Jagow, 1987) aufgetrennt und im Western Blot mit dem PR-spezifischen Antiserum ARP 413 
sowie mit dem CA-spezifischen Antikörper 13/5 analysiert. PR- und CA spezifische Banden 
wurden durch Detektion über Chemilumineszenz nachgewiesen und sind durch Pfeile 
markiert. Die Positionen der Markerproteine sind links angegeben. 

C.6.4  Rev-unabhängige Expression der Vpr-Fusionsproteine in Säugerzellen 

Um den Einfluss von p6* bzw. transdominant negativen Fusionsproteinen auf die PR-
Aktivität zu studieren, wurden die p6*- und Vpr-Fusionsproteine zunächst in 
Säugerzellen überexprimiert und mit verschiedenen Antiseren, die gegen die 
jeweiligen Fusionsdomänen gerichtet waren, im Western Blot nachgewiesen. 
Abbildung C. 29 A zeigt eine Western Blot-Analyse der Zelllysate 48 h nach 
Transfektion mit den Vpr- und p6*-Fusionsproteinen, wobei erstmals eine Rev-
unabhängige Expression für Vpr (Spur 2 in C.29 A), sowie für die Vpr-Fusionsproteine 
Vpr-p6* (Spur 3 in C.29 A), Vpr-PR— (Spur 4 in C.29 A) und Vpr-EGFP (Spur 5 in C.29 
A) mit einem Vpr-spezifischen Antikörper nachgewiesen werden konnte. 

Abbildung C.29: Expression der Vpr- und p6*-Fusionsproteine in Säugerzellen. H1299 
Zellen wurden, wie unter B.3.2 beschrieben, mit den Konstrukten pcDNA3 (Spur 1 in A), 
pcDNA3/synVpr (Spur 2 in A), pcDNA3/synVpr-synp6* (Spur 3 in A und Spur 1 in B), 
pcDNA3/synVpr-synPR— (Spur 4 in A) und pcDNA3/synVpr-EGFP (Spur 5 in A) sowie mit 
pEGFP-synp6* (Spur 2 in B) transfiziert und 48 h nach Transfektion geerntet. Je 100 µg der 
Zelllysate wurden über ein 15%iges SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli, 1970) aufgetrennt und 
im Western Blot mit einem Vpr- (A), einem p6*- (Spur 1 in B) oder einem GFP-spezifischen 
Antiserum (Spur 2 in B) durch Detektion über Chemilumineszenz nachgewiesen. Die 
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Positionen der Markerproteine sind links angegeben. Relevante Vpr- und p6*-Banden sind 
durch Pfeile markiert. 

Des Weiteren konnte die Expression von Vpr-PR— auch mit einem PR-spezifischen 
Antikörper (nicht gezeigt) und die Expression von Vpr-p6* mit einem polyklonalen 
p6*-spezifischen Antikörper (Spur 1 in C.29 B) verifiziert werden. Die Expression des 
Fusionsproteins EGFP-p6* wurde mit einem GFP-spezifischen Antikörper 
nachgewiesen (Spur 2 in C.29 B). Überraschender Weise war es nicht möglich, das 
p6*-Protein nach Transfektion von H1299 Zellen mit dem Konstrukt pcDNA3/synp6* 
in Zelllysaten zu detektieren (nicht gezeigt). Möglicherweise ist dies auf Degradation 
des kleinen, unabhängig exprimierten p6*-Proteins durch zelluläre Proteasen 
zurückzuführen. Dahingegen scheint in den Proteinen Vpr-p6* und EGFP-p6* der 
jeweilige Fusionspartner das labile p6* weitgehend zu stabilisieren. Allerdings waren 
nach Überexpression der Fusionsproteine Vpr-p6* und EGFP-p6* stets auch geringe 
Mengen Vpr (Spur 3 in C.29 A) bzw. EGFP (Spur 2 in C.29 B) in den Zelllysaten 
vorhanden, was auch hier auf einen partiellen Abbau des p6*-Anteils hindeutet.  

Abbildung C.30: Fluoreszenz-
analyse der Expression von 
EGFP-Fusionsproteinen in 
H1299 Zellen. Die Zellen 
wurden, wie in B.3.2 beschrie-
ben, mit 5 µg der Konstrukte 
pEGFP-C1 (A), pcDNA3/synVpr-
EGFP (B) und pEGFP-synp6* (C) 
transfiziert. 48 h nach Trans-
fektion wurden die Zellen, wie 
unter B.4.4 beschrieben, für die 
Fluoreszenzmikroskopie präpa-
riert. In den Teilabbildungen b, e 
und h wurde zur Verdeutlichung 
die GFP-Fluoreszenz aus den 
Abbildungen a, d und g mit der 
unspezifischen Dapi-Färbung der 
Zellkerne überlagert. Die 
Teilabbildungen c, f und i zeigen 
jeweils andere Ausschnitte.  

 
 

Schließlich ermöglichte der autofluoreszierende EGFP-Anteil einen Nachweis der 
Fusionsproteine EGFP-p6* und Vpr-EGFP über Fluoreszenzmikroskopie der 
transfizierten Zellen. Abbildung C.30 zeigt fluoreszierende H1299 Zellen 48 h nach 
Transfektion mit den Konstrukten pEGFP-C1 (C.30 A), pcDNA3/synVpr-EGFP (C.30 B) 
und pEGFP-synp6* (C.30 C). Während EGFP aufgrund passiver Diffusion in den 
Zellkern eine gleichmäßige zelluläre Verteilung aufwies (a-c in C.29 A), schien sich 
EGFP-p6* verstärkt um den Zellkern anzureichern (g-i in C.30 C). Dahingegen befand 
sich Vpr-EGFP überwiegend im Zellkern (d-f in C.30 B). Dies stimmt mit früheren 
Beobachtungen überein, dass Vpr in Abwesenheit anderer viraler Proteine 
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hauptsächlich im Nukleus akkumuliert (Lu et al., 1993; Di Marzio et al., 1995; 
Fouchier et al., 1998). Mit Hilfe der Immunfluoreszenz kann also nicht nur die 
Expression der EGFP-Fusionsproteine, sondern auch deren intrazelluläre Lokalisierung 
nachgewiesen werden. 

In einem weiteren Ansatz wurden die Vpr-Fusionsproteine konzentrationsabhängig 
exprimiert, um im Hinblick auf spätere Kotransfektionsexperimente inhibitorische 
Effekte der transdominant negativen Proteine regulieren zu können. Zudem sollten 
etwaige zytotoxische Auswirkungen dieser Proteine auf die transfizierten Säugerzellen 
ausgeschlossen werden. Hierfür wurden H1299 Zellen mit steigenden Mengen der 
entsprechenden Konstrukte in 6-Napfschalen transfiziert. Achtundvierzig h nach 
Transfektion wurden die Zelllysate im Western Blot mit einem Vpr-spezifischen 
Antikörper analysiert. 

Abbildung C.31: Konzentrationsabhängige Expression von Vpr und Vpr-Fusionsproteinen in 
Säugerzellen. H1299 Zellen wurden, wie unter B.3.2 beschrieben, mit steigenden Mengen 
der Konstrukte pcDNA3/synVpr (A), pcDNA3/synVpr-synp6* (B), pcDNA3/synVpr-synPR— (C) 
und pcDNA3/synVpr-EGFP (D) transfiziert und nach 48 h geerntet. (Spur 1: 1 µg, Spur 2: 2 
µg, Spur 3: 4 µg, Spur 4: 8 µg Plasmid). Je 100 µg der Zelllysate wurden über ein 15%iges 
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Laemmli, 1970) und im Western Blot mit einem Vpr-
spezifischen Antiserum durch Detektion über Chemilumineszenz nachgewiesen. Die 
Positionen der Markerproteine sind links angegeben. Relevante Banden sind durch Pfeile 
markiert. 

Wie in Abbildung C.31 gezeigt, konnte für Vpr (A in C.31), Vpr-p6*(B in C.31), Vpr-
PR— (C in C.31) sowie für Vpr-EGFP (D in C.31) eine von der transfizierten 
Plasmidmenge abhängige Expression nachgewiesen werden. Dabei waren die Vpr-
Varianten erst ab einer Plasmidmenge von > 1 µg deutlich im Western Blot 
detektierbar (vgl. jeweils Spuren 1 und 2 in C.31 A-D). Allerdings konnte bei 
Plasmidmengen > 8 µg im 6-Napfschalenformat keine signifikante Steigerung der 
Proteinexpression mehr erzielt werden (Daten nicht gezeigt). Ferner zeigten Zellen, 
die mit jeweils 15 µg pcDNA3/synVpr-EGFP oder pEGFP-C1 transfiziert worden 
waren, deutliche zytopathische Effekte (Daten nicht gezeigt). Da sich Zellen, die die 
entsprechende Menge pcDNA3/synVpr erhalten hatten, diesbezüglich unauffällig 
verhielten, kann die zytotoxische Wirkung des Fusionskonstrukts auf den EGFP-Anteil 
zurückgeführt werden. Tatsächlich wurde kürzlich beschrieben, dass die 
Überexpression von EGFP in Säugerzellen Apoptose induziert (Liu et al., 1999). Somit 
war eine Titration der Vpr-Fusionsproteine sinnvoll, damit diese zwar in 
ausreichenden, aber auch für die Zellen verträglichen Mengen gebildet wurden. Für 
Transfektionen im Petrischalenformat erwiesen sich Plasmidmengen zwischen 20 und 
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30 µg als optimal für eine effiziente, nicht-toxische Expression der entsprechenden 
Genprodukte. 

C.6.5  Kotransfektionsanalysen 

Nachdem verschiedene Nachweisverfahren für die Expression und Funktionalität der 
PR-, p6*- und Vpr-Proteine in Zellkultur etabliert waren, sollte das inhibitorische 
Potential der transdominant negativen synthetischen Gene in Bezug auf die 
Expression und Reifung viraler Proteine in Kotransfektionsexperimenten untersucht 
werden.  

C.6.5.1 Verpackung von Vpr-Fusionsproteinen in Viruspartikel 

Um zunächst das „targeting“ von überexprimierten Vpr-Varianten in Viruspartikel zu 
überprüfen, wurden H1299 Zellen parallel mit den jeweiligen Vpr-
Expressionskonstrukten und dem Provirus HX10 kotransfiziert. Sechzig h nach 
Transfektion wurden die Viren aus den Kulturüberständen durch ein 20%iges 
Saccharosekissen aufkonzentriert und gereinigt. Anschließend wurden die 
aufgeschlossenen Partikel im Western Blot mit einem Vpr-spezifischen Antikörper 
analysiert. Abbildung C.32 zeigt, dass sowohl Vpr (Abbildung C.32, Spur 3) als auch 
die transdominant negativen Varianten Vpr-p6* (Abbildung C.32, Spur 5) und Vpr-PR— 
(Abbildung C.32, Spuren 4) effizient in neu synthetisierte HI-Viruspartikel verpackt 
wurden. Im Vergleich dazu konnten die geringen Mengen an viruseigenem Vpr in 
Wildtyp-Partikeln im Western Blot nicht detektiert werden (Abbildung C.32, Spur 2). 
Diese Ergebnisse bestätigen auch die Befunde anderer Arbeitsgruppen, die zeigen 
konnten, dass in trans exprimierte Vpr-Spezies in weitaus effizienterem Maße in HI-
virale Partikel verpackt werden als in cis exprimiertes Vpr (Singh et al., 2000; Singh et 
al., 2001). 

Abbildung C.32: Nachweis der 
Verpackung von Vpr, Vpr-p6* und Vpr-
PR— in Viruspartikel. H1299 Zellen 
wurden im Petrischalenformat, wie in 
B.3.2 beschrieben, mit pcDNA3 (Spur 1) 
bzw. je 10 µg HX10 und 25 µg der 
Konstrukte pcDNA3.1 (Spur 2), 

pcDNA3/synVpr (Spur 3), pcDNA3/synVpr-synp6* (Spur 5) und pcDNA3/synVpr-synPR— 
(Spur 4) kotransfiziert. Sechzig h post transfectionem wurden Viruspartikel aus filtrierten 
Kulturüberständen durch ein 20%iges Saccharosekissen aufkonzentriert. Nach Auftrennung 
der viralen Proteine über ein 15%iges SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli, 1970) erfolgte der 
Nachweis der Vpr-Spezies im Western Blot mit einem Vpr-spezifischen Antikörper durch 
Detektion über Chemilumineszenz. Die Positionen der Markerproteine sind links angegeben. 
Relevante Vpr-Banden sind durch Pfeile markiert. 
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C.6.5.2 Einfluss der synthetischen Gene auf die Expression und Reifung viraler 
Proteine 

Um inhibitorische Effekte der transdominant negativen Gene auf die Expression und 
Reifung viraler Proteine zu charakterisieren, wurden H1299 Zellen mit dem 
infektiösen Provirusklon HX10 in Ab- oder Anwesenheit von Saquinavir (+) und den 
synthetischen Genen kotransfiziert. 60 h nach Transfektion wurde das Capsidprotein 
in den zellfreien Kulturüberständen quantifiziert und die gewonnenen Viruspartikel im 
Western Blot mit einem CA-spezifischen Antikörper analysiert. Wie aus Abbildung 
C.33 hervorgeht, hatte die Kotransfektion des Kontrollkonstruktes synVpr keinerlei 
Einfluss auf die Freisetzung oder Reifung von Viruspartikeln (vgl. 1 und 3 in C.33 A 
und B). Im Gegensatz dazu wurden aus Zellen, die mit synVpr-synp6* (4 in C.33 A), 
synVpr-synPR— (5 in C.33 A), synPR— (6 in C.33 A) oder EGFP-synp6* (7 in C.33 A) 
kotransfiziert worden waren, deutlich weniger Virionen freigesetzt, und 
Kulturüberstände lieferten ähnliche p24-Titer wie nach Inkubation mit Saquinavir (2 in 
C.33 A). Allerdings enthielten alle Viruspartikel bereits matures Capsidprotein, woraus 
abgeleitet werden kann, dass sich die beobachteten inhibitorischen Effekte bereits 
intrazellulär ereignen und die transdominant negativen Genprodukte vermutlich durch 
Bindung an virale Komponenten zu einer verminderten Virusfreisetzung führen. Diese 
Vermutung wird dadurch unterstützt, dass die nachweislich in Partikel verpackten 
Fusionsproteine Vpr-PR— (5 in C.33) und Vpr-p6* (4 in C.33) keine bessere 
inhibitorische Wirkung erzielen konnten als die intrazellulär lokalisierten Varianten 
PR— (6 in C.33) und EGFP-p6* (7 in C.33). Da die Kotransfektion des 
Kontrollkonstruktes synVpr keinen Einfluss auf die Virusproduktion hatte, ist davon 
auszugehen, dass das inhibitorische Potential der Vpr-Varianten auf den jeweiligen 
Fusionspartner zurückzuführen ist. Generell zeigten Konstrukte, die eine 
transdominant negative PR exprimieren, eine bessere inhibitorische Wirkung als p6*-
Varianten.  

Abbildung C.33: Einfluss der 
transdominant negativen syn-
thetischen Gene auf die 
Freisetzung und Reifung von 
Partikeln nach Kotransfektion 
mit HX10. H1299 Zellen 
wurden im Petrischalenformat, 
wie in B.3.2 beschrieben, mit 
10 µg HX10 und 25 µg 
pcDNA3 (1) bzw. pcDNA3/ 
synVpr (3), pcDNA3/synVpr-
synp6* (4), pcDNA3/ synVpr-
synPR— (5), pcDNA3/syn PR— 
(6) oder pEGFP-synp6* (7) in 
Anwesenheit (2, +) oder 
Abwesenheit von Saquinavir 
kotransfiziert. 60 h nach 
Transfektion wurde, wie in 
B.4.1 beschrieben, das 
Capsidprotein in zellfreien 
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Kulturüberständen quantifiziert (A). Viruspartikel aus den filtrierten Kulturüberständen wurden 
durch ein 20%iges Saccharosekissen aufkonzentriert. Nach Auftrennung der viralen Proteine 
über ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli, 1970) erfolgte der Nachweis der CA-
Spezies im Western Blot mit einem CA-spezifischen Antikörper durch Detektion über 
Chemilumineszenz (B). Die in Teilabbildung A dargestellten Daten sind repräsentativ für zwei 
unabhängige Experimente, die mit unterschiedlichen Plasmid-Präparationen durchgeführt 
wurden Die Standardabweichung vom Mittelwert ist jeweils angegeben. Die Positionen der 
Markerproteine sind links dargestellt. Relevante CA-Banden sind durch Pfeile markiert. 

C.6.6 Zusammenfassung 

Wie im Laufe dieses Kapitels gezeigt, wurde mit Hilfe der synthetischen, HI-viralen 
Gene die Grundlage für verschiedene Testsysteme zur intrazellulären Immunisierung 
geschaffen. So konnten mit Ausnahme des synthetischen Gens für p6* alle zu diesem 
Zweck hergestellten Konstrukte Rev-unabhängig, in effizientem Maße in Säugerzellen 
exprimiert werden. Überdies wurde ein PR-Aktivitätstest etabliert, mit dessen Hilfe 
nicht nur der Einfluss von p6* auf die HIV-1 PR sondern auch Effekte anderer PR-
Inhibitoren in einem reduktionistischen Zellkultursystem untersucht werden können. 
Weiter stellt die Expression von Vpr-Fusionskonstrukten eine gute Möglichkeit dar, 
inhibitorische Proteine in großen Mengen in Viruspartikel einzuschleusen. Zudem 
können alle synthetischen Gene konzentrationsabhängig exprimiert werden, was für 
eine Feinabstimmung der inhibitorischen Wirkung in Zellkultur von Bedeutung ist. So 
konnten wir in bisher durchgeführten Kotransfektionsanalysen einen negativ 
modulierenden Effekt der synthetischen Genprodukte auf die Freisetzung von 
Viruspartikeln nachweisen. Ziel weiterer Studien sollte es demnach sein, die Wirkung 
der transdominant negativen Gene in Zellkultur zu optimieren und deren 
Inhibitionsmechanismus aufzuklären. Insgesamt bieten die synthetisch hergestellten, 
transdominant negativen HI-viralen Gene die Möglichkeit zur Betrachtung definierter 
viraler Zusammenhänge und stellen ein ideales Testsystem für die Entwicklung 
antiviraler, gentherapeutisch wirksamer Substanzen dar. 
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3����!"��!"� ,*���� ��	�� ��1F���� 
���	����� ���� -��&��&�������� �B�B� #��� ������	�
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� 2��;� ��	�
*&�������	��	� ����C�����"��	� 	�!"�� ����	���	� �	�� �����	� 2���;� ���� ����	�������
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��*"���	�E���!"��	
�������	��E��������	����	���.����!"�	
� �	���	�	��%�)����������	��	�
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G�	��	� �������#����!"��� ��������� ,��� �	� + ����.����������	� 	�!"��,����	� ,����	'�
���������"��"�����
����������C�������������	�����������	�5�	��/������#�����	����	��
����-����	����������J��	#� ��	����	���� ���'������ ����������� ��!"�������	�0���&	����	�
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��		�!"� #�����	� ������ ����	� �	� "���	�	� C.��"�#.��	� ��	�� �����	�������
%���������	���	����
� ���� ��� �������!"� #�� + ����.������	� ������ ��� #,��� &��� ����� 3����
���#1����� �&����� 28'9':'6;'� ������� ���"����	� ,��� �	� #,��� ����!"����	�	� D�����	��	�
��"������ �������#���&��'� ��&��� ��		��	� ,��� ������	�� ��	� )�J��	#�	��.��	�
����!"���F�	
� ����� ��� ��!"� ��� ����������	��������� ����	� "�	����
� ���� ���!"� ��	��
%�������	�,�������	�����1��,����	'�����+ ������	�,�������(	����������������!�G6�����	�
���G����
���.� ������ ����#����'� )!"���F��!"� ����&� ��	�� ,������� + �����	� E����
	��.���
���� ��	��� �K����#����!"�	� 
	�������
� ����� ������ ����	� ����	��!"���!"� ��	�	� ���� �K�
������	� &�������	��	� ���#�������	��������� ���,����	'� + �"��	�� �	� + ����.������	�
	�&�	�����������	��K�������	�	�!"�%����������69������������2�K��6���;����"�	��	�
,���	
� ��		��	� �	� !�G6�����	� #����#��!"�� �K�)��#���� ����������� ,����	'� ����� ����
,�"��!"��	��!"� ������� #��*!�#��*"��	
� ����� ���� ��	���*"���� G������	
� ,��� �	��	���
��,�"	�
���	�	�
��	�������������!"��	��6�#���B�����"���28'6'?'6;
�������!"��	������?M�
�������	� ���� �K��6� )����������� &���	���� �	�� ��������!"� ���� -.����.������� �������
)�����	��&���	������'����	�!"��*����������!"�&������������	�	��	
�!�'�������E�	���
�&��"��&� ���� ������	� <8�������	�� ��� ��	�	� �K��6����������� "�	���	'� C������
����*���	� ,��� *&��� ���	�	� �6����#����!"�	� 
	���1����
� ��� ����� #�� *&����*��	'�
��"�	����	� ��		��	� ,��� ���� ��	��� ������#����!"�	� 
	���1����� #����	
� ����� ����
)�����	��#,��!"�	��6��	�������	��������G������	��	&���	�������&���&�'�
	�!"��	�	��
���!"����	�����#1������B������#�	����	��K����
��������(	��������������������������	��	�
����	�������#��&���	���!"����	'������&�����	���!"�	������ 	�����!"�	��	���	�B�"V��
�	�� G ����&�����	� 2?>>?;
� ���� #����	� ��		��	
� ����� ��	�� �����	������� )�����	��
#,��!"�	� �K� �	�� �6� #��� 0	����"�	�� ��	� ����	� ���� �����	������� (	������������ �*"��'�
��"�	����	� �!"��	�	� G������	�	
� ���� ������ )�����	�� &��!"���	���	
� ���	��

��,����	�� �������� ����������	��	�����	�#��"�&�	'�=���	��!"���!"� �������������� ������
)���������	�����	�	����!",�	�����������������	��	�)!"�����&����������������"���	����
���
�������������������G1���!"����� �*��)�J��	#��������	�	�����	�����'� 	�����*�#�	��
�*�� ������ -.���"���� ������	� ����!"����	�� )�����	
� ���� #����	� ��		��	
� ����� ������
)�����������&���	�����"��������	�)���	����������	�	��	��%��	"�&�����������	��	�-(��6�
�����	��	�&�������	�����2��.�	������'
�677�@�G����	�������'
�677�@�E���.������'
�?>>>@�
8W�V������'
� ?>>6@����&��������'
� ?>>?@�B�"V�������'
� ?>>?;'�
���������+ ������1		�	�
(	"�&���������#������
� �������� G������	�	� �	� ���� �%
� ���� ���� 
��������� ���� 0	#.���
"���&���#�	
� ���!"� ��	�� &��� #�� �>��!"� ����#��	����� -.����.��� ���� ������#�����	�
)����������� �����	������ ,����	� 2������� ��� ����� ?>>?;'� 
������	��� ���� ������ 	��� ���� 8�
�����	���� �K�-��&��&������ ��	� )���	����������	�	� &�������	
� ��� ���� <������	����
3�������������	��6�������	������
���������	�)��	����"�!"��	������������'�

����+ ������	���		�����#�����,����	
����������)�����	�������69��������������	�����

	,���	"���� ���� ����	�	� �%<
� �&"�	���� ���� 2)"�	�� 4� 0��!���	������	�	
� 677:@�
)"�	�� ��� ��'
� 677K;'� )����� ��		� 	�!"�� ��	#��!"� ������!"�����	� ,����	
� ����� ����
G������	� ����6�������	���������E�	��	������%<
� �	���	��69����������� �	�����������
�	�������!"�����)�����	��#,��!"�	��K��	���6����#1�����,���'���&�����		���!"�����
G������	� ����#,��� ����!"����	�	�0&�	�	� ����������E�	��	�� ���,����	'�D�����	�	�
�1		��� ���� ��	���������	� ���� %<
�0&�	�� ����	� ������/�� )���	������������ �	��
������ �"�� E�	�������� ����	���	'� D��� �	����	� �1		��� ��!"� ���� G������	� ����
������	�&�	�� ���� ���� 5�	��������	� ���� �69������������ ���,����	'� E�����
G1���!"�����	� ��	�� I���!"� �	� 
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������	�%���������	�&��!"���&�	� ��	�
� ��������%���������)��!������������6�	�!"�	�!"��
��	��������������'���		�!"���		��	�	������ 	�����!"�	��	�#����	
��������������!"�
#,��� ��	���������� �����	�%����� �	� �6� ����	������ �*�� ���� (	������������ �	�� %����	�� ����
������	���������� ��	�� �	��&�������)��&��������	������ ��	����!"�	�%<
�������� ��	��
%�����������	�2-���������'
�?>>?;'�������%�������	���������	��� �	��	������!�G6�G���	���
�	����	����'��

+ �"��	�����������0	����"�	������!�'�������(	����������� �	�!�G6�����	�������&��� ���
�
��&�� ��� ���	�� ��	���!"��	��� 0������	�� �*�� ���� #����#��!"�	� �K����#����!"�	�
(	���������������G����������,�!"��	�#,��!"�	�6��� �	��?>����� �	������	���������	'�
)������ ���� !�G6�G������	� �����!"��!"� ���� ��	� �	�� &��&��!"������ D����1��	�� ���� <�
�����	���	� )����������� ��	� ���� &�,����� "�&�	� �	�� �����!"� �	����� )���������	�����
&���	������	
�����1		��������!"�&��������	���������	����(	�����������������������
�������������� "�	���	'� 
������	��� ���� ���� <������	���� �����	����	�� ���� <8�������	��
���!"�����8
�%����	�������	������G����������,�!"������#��!"���F�	'�
�!"���	��8�
�����	���� 0�,������	�� ���!"� �%�����	�	� ���� �	,�"��!"��	��!"
� ��� ,��� ������
(	����������� 	�!"������ ��	����%����#����!"�	� 
	���1����� 	�!",����	� ��		��	'� 0�	��
,������� G1���!"����� ,���� ���� 0	����"�	�� #����#��!"��� �	�	��	����������	�
� ,�		�
���!"����������� ����!"��&�	�� ���� C����������� ��� �?� ������	�� ���� 	��� ��	���*"���	�
-����	����������J��	#� �K� 8������	��� �����	����� ,���'� ����� &���&�� �������	���
�	#�#,�����	
� ��� ���� �?� C�����"��	� ���!"� ������ �	� ���#�	� 
&���	��	�
�����	�	��������	���)��������	��	������.������	��Y69�����������	�,*���'��

)!"���F��!"� ������� ��!"� �	�� ���� B����
� �	,��,���� ��	�� N	����	�� ���� )������	����� ���

��	������	�����	�����#���
��&����	������!�G6��"�	��.���&�������'�)����		��	�,���
#,���	�!",����	
������������G������	����	�	�0�	���������������������	�����
��������	��
���� �%� "��
� I���!"� &���&�	� ��,����� 
��,����	��	� ���� ���� -.����.������	� �	��
)�������"�	������ �	� ���� ���&����	'� 8"�	� �	�� G ����&������ 2?>>6;� "����	� �	�
D���������������	� ���� �����������.������	�	� &��&�!"���
� ����� ���� E��!�����	�� ����
�	���	�	� �	�� 8������	���	� )����������� ��	� ���� ��	�	� ���&���	� <8������%�����������
�������� �	�� ������� ���������
� ����� ���� )����������� ��� 
��	������	��� ��	� ���� 	�!"��
��	����	�������'�+ �		�����������!"��!"�	��������	���	��)�������������	�������	��#��,���
�
,*������	��8������	��������
��	������	������	������<8������	�������������������
���������� ���������#�'� D�� �"	��!"�	� 0���&	����	� ����	���	� ������� �	�� G ����&������
2?>>A;� ���� ��	������ ���	
� ���	���������	� ��������������	��������	'� ��		�!"� �!"��	��
������ )����������� ��� ���
� ��	� E������	�� #�� ���	
� ��� ���� �&�	��� "������ ��	�
)���	����������	�	� �	� �%��	"�&�����������	��	� ����������	��	� &�������	� ���� ,��� ����
)�����������<8��6�28W�V������'
�?>>6;'� ��������B�����#��&��	�,����	
��*���������8�
�����	��� �����	������<8�)��#���� �	� �����	�+ ����.������	�	�!"��,����	�,����	'������
�*������������	���	�!"�������������	
������!"����������������	��������
��	������	�����
������	� <8�������	� �	����!"������ �	�� ��� ������ ��	��� "�"�	� 
���1��	�� &��� ����

�����		�	���������<8�)��#����*&���)�)��
�0�&�����'�
�F������&�����������
	�����
������������������������������������	��	�<8������	���	�����,��9P������������	�
<8�������	�
� ,��"��&� ����	� ��������	� ��	�� &���	����� "�"�� )�	���������� ����
���,�	������	�
	������������������#�'�
��������	���*	��	�,������,�"��&��"���	�!"��
�1���!"
������� �����	������<8�)��#���� �	�����	� 	�!"#�,����	'���"�	����	�,����	�
&������� ��"�� ��*"� �������� ���� -(������	�	� ��������
� ����	� )�J��	#� ����
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(��%�"��	�������������	��	�
�&����"�&�	�,��� �����!"�
����!"���#������G������	�	�
���� %��"�	������ �	��E������	������ )�����	��	� �	� �	�� ������� ��� ������	� 5�	��/��
���#������	'� 3���#� ���� ���������	� 
	��.��� ��	� 3����������	� �	� ��������	�����!"�	����
���	
� 3����.�����	� ��		��	� ,��� �������	�&���	���� �"�	��.��	� 	�!"�� �	� I����� B����
��	������� �	�����������	'� ���� ������ ��	�� G�����	���� ���� ���	������	���	� �%�
)�������������	�����,���	�!"���1���!"
��"	������!"#������
����������%<
�0����	��������
���� )������	����� ��� 8�3����	��� ���� <8�������	�� ���� ���� �������������� #��
&���	������	'�+ �"��	��,������B��������8������	���	�G����������	�	���	�������	�������
O&����	������	������0���&	���������������������/������	��	��	��D����������	��.��	�
�����������	
�&���&�	��	����������0���������	�����	����	��	������	���	�	�)�����������&���
���� ����������	�� ���&����	� �� �&,�"�� ��!"� ���� �	�����!"�	��� G������	� ���!"����
���	�����	�� ���� ���� )�����	�� ��	��� ��������&������� ���,�����'� 
������	��� ,����� ����
)�����	��������	
���	����������%����!"���*"��
�,�"��	������������
���	���������������
����#������	� �%� ����������� ,���'� ��� ���� �%����������� I���!"� ��	�� �	�����
)�&��������#������� &����#�� ���� ���� ������� 0	#.�
� &���&�� �	�������
� �&� ���� �	���	��
)����������� ��	� ���� ��� ������/�	� ������	� 5�	��/�����!"������� G������	� *&��"�����
#����1���,����'�
�F������,�������!"������	�&��
������&�������	�D����1��	�� ��	��
�����	������ )����������� �	� ���� �������!"&��� ����#��	�� ��	��#�� ,���� �	�� ����
���#�������	�����������������	&���	���!"������&�����	���		'��

+ �		����!"� �	����� G������	��	��.��	� ���	�	� %*!��!"����� ���� ���� )������	����� ���

��	������	��� ��	� ���� #������	
� �1		�	� ,��� ��		�!"� 
������	� *&��� ����
���#�������	�����"�	��������	��	���	����	��8������	������%�)�����������������	'��������
!�G9���	��!�G��G������	�	�����#���	������#1�����	�<������	���	�B������#�	�������%�
���	��,������	�
��,����	��	���������%����	������ ������	����������������	��#�����	
�
,����� ��������!"�����%��"�	����������)���������	����� 	�!"�� ����	����'���� �	������	�
�����	�	�	�&�	�����������	�66������%���!"�����	���G�	��	���	���!�'�6K������%�
�����������	�!"��,����	�,����	���		��	
��!"��	������8������	����)�������������	�����
������
������!"��!"������	�!"����� �	���	�	�".����.������#��,����	
��&,�"�� �*������8�
�����	����)����������� ���������������/������	����	��,���	���!"�"1"����-.����.�������
���������� ,����'� 0�	� �������!"&����� 
&����� ���� )���������	����� ����&� ��!"� ��!"� ����
���#�������	��������	� ���� �����%����������	'� 
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F Anhang 

F.1 Oligonukleotide 

Sämtliche Oligonukleotidsequenzen sind in 5‘→3‘-Orientierung angegeben. Alle angegebenen 
Bindungspositionen der Oligonukleotide beziehen sich auf die unten aufgeführten Sequenzen. 

Oligonukleotide für die Herstellung der Provirusmutanten (B.1.3.1): 

(A) Oligonukleotide für die Herstellung von pHX/p6*csM1 
1a 
AGACAGGCTAATTTTTTTGGGAAGATCTGGCCTTCC 

1b 
GGAAGGCCAGATCTTCCCAAAAAAATTAGCCTGTCT 

(B) Oligonukleotide für die Herstellung von pHX/p6*csM2: 
2a 
GCTAATTTTTTAGGGAAGATCTGGCCGTCCTACAAG 

2b 
CTTGTAGGACGGCCAGATCTTCCCTAAAAAATTAGC 

(C) Oligonukleotide für die Herstellung von pHX/p6*csM3: 
3a  
CAAGGGACGGCCAGGGAATTTTCTTCAGAGC 

3b  
GCTCTGAAGAAAATTCCCTGGCCGTCCCTTG 

(D) Oligonukleotide für die Herstellung von pHX/p6*csM4, p6*csM5, p6*csM6: 
0a 
GGAACTGTACCCTTTAACCTCCCTCAGATCACTCTTTGG 

0b 
CCAAAGAGTGATCTGAGGGAGGTTAAAGGGTACAGTTCC 

(E) zusätzliche Oligonukleotide für die Herstellung von pHX/p6*csM4: 
4a 
GGAACTGTACCCTCTCACCTCCCTCAGATCACTCTTTGG 

4b 
CCAAAGAGTGATCTGAGGGAGGTGAGAGGGTACAGTTCC 

(F) zusätzliche Oligonukleotide für die Herstellung von pHX/p6*csM5: 
5a 
GGAACTGTACCCATTGACCTCCCTCAGATCACTCTTTGG 

5b 
CCAAAGAGTGATCTGAGGGAGGTCAATGGGTACAGTTCC 

(G) zusätzliche Oligonukleotide für die Herstellung von pHX/p6*csM6: 
6a 
GGAACTGTACCCTTTGACTTCCCTCAGATCACTCTTTGG 

6b 
CCAAAGAGTGATCTGAGGGAAGTCAAAGGGTACAGTTCC 

Oligonukleotide für die Herstellung der „frameshift“-Reporterplasmide (B.1.3.2): 

(A) Oligonukleotide für die Herstellung von pGL-fswt: 
luc1: 
GTCAGAAGCTTACCATGGGTCGACAGGCTAATTTTTTAGGGAAG 
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luc2 
GGGAAGTTGAAGGATCCTTCCCTGGCCTTCCCTTGTAGG 

luc3 
CTTTTTGGCGTC TTCGAGCTCAGGGAAGTTGAAGGATCCTTCCC 

luc4 
CGCCGGGCCTTTCTTTATGTTTTTGGCGTCTTCGAGCTCAGGG 

luc5 
GCTAGTCTAGAGGATAGAATGGCGCCGGGCCTTTCTTTATGTTTTTGG 

(B) Oligonukleotide für die Herstellung von pGL-fs∆: 
fs∆∆∆∆a 
GGGTCGACAGGCTAATGGTAGGGAAGATCTGGCC 

fs∆∆∆∆b 
GGCCAGATCTTCCCTACCATTAGCCTGTCGACCC 

(C) Oligonukleotide für die Herstellung von pGL-fs0: 
fs-0a 
GGCTAATTTTTTAGGGAAGATCGATCTGGCCTTCCTACAAGGG 

fs-0b 
CCCTTGTAGGAAGGCCAGATC GATCTTCCCTAAAAAATTAGCC 

(D) Oligonukleotide für die Herstellung von pGL-fs1: 
fs-1a 
AGACAGGCTAATTTTTTTGGGAAGATCTGGCCTTCC 

fs-1b 
GGAAGGCCAGATCTTCCCAAAAAAATTAGCCTGTCT 

(E) Oligonukleotide für die Herstellung von pGL-fs2: 
fs-2a 
GCTAATTTTTTAGGGAAGATCTGGCCGTCCTACAAG 

fs-2b 
CTTGTAGGACGGCCAGATCTTCCCTAAAAAATTAGC 

(F) Oligonukleotide für die Herstellung von pGL-fs3: 
fs-3a 
CCTACAAGGGACGGCCAGGGAAGGATCC 

fs-3b 
GGATCCTTCCCTGGCCGTCCCTTGTAGG 

(G) Oligonukleotide für die Herstellung von pGL-fsHX: 
fs-HXa 
CCCGGGAGGTACCGAGCTCTTACGCG 

fs-HXb 
GGCTCTGGTCTGCTCTGAAGAAAATTCCCTGGCCTTCCCTTGTAGGAAGGCC 

fs-HXc 
TTTTCTTCAGAGCAGACCAGAGCCGAAGACGCCAAAAACATAAAGAAAGGCCCG 

fs-HXd 
GCCCATATCGTTTCATAGCTTCTGCC 

Oligonukleotide für die Herstellung der GST-Expressionsplasmide (B.1.3.3): 

(A) Oligonukleotide für die Herstellung von pGEX-p6*M2: 
GEX-2a 
GGATCCTTTTTTAGGGAAGATCTGGCCGTCCTACAAG 

GEX-2b 
CTTGTAGGACGGCCAGATCTTCCCTAAAAAAGGATCC 

(B) Oligonukleotide für die Herstellung von pGEX-p6*M3: 
siehe Oligonukleotide für die Herstellung von pHX/p6*csM3 (3a und 3b) 
(C) Oligonukleotide für die Herstellung von pGEX-p6*M6: 
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GEX-6a 
GGAACTGTACCCTTTGACTTCTAAGAATTCTAGACTCC 

GEX-6b 
GGAGTCTAGAATTCTTAGAAGTCAAAGGGTACAGTTCC 

(D) Zusätzliche Oligonukleotide für die Herstellung von pGEX-p6*M5: 
GEX-5a 
GGAACTGTACCCATTGACCTCTAAGAATTCTAGACTCC 

GEX-5b 
GGAGTCTAGAATTCTTAG AGGTCAATGGGTACAGTTCC 

Oligonukleotide für die Herstellung der synthetischen HIV-1 Gene (B.1.3.4): 

(A) Oligonukleotide für die Herstellung des synp6*-Gens: 
Nr. 1 (vorwärts, Position in synp6*-Sequenz: nt 70-129) 
GCGAGCAGACCAGGGCCAACAGCCCCACCATCAGCAGCGAGCAGACCAGGGCCAACAGCC 

Nr. 2 (rückwärts, Position in synp6*-Sequenz: nt 167-108) 
GTTGTCCCTGCCCCACACCTGCAGCTCCCTCCTGGTGGGGCTGTTGGCCCTGGTCTGCTC 

Nr. 3 (vorwärts, Position in synp6*-Sequenz: nt 30-89) 
GACCTGGCCTTCCTGCAGGGCAAGGCCAGGGAGTTCAGCAGCGAGCAGACCAGGGCCAAC 

Nr. 4 (rückwärts, Position in synp6*-Sequenz: nt 206-147) 
GGTGCCCTGCCTGTCGGCGCCGGCCTCGCTGGGGCTGTTGTTGTCCCTGCCCCACACCTG 

Nr. 5 (vorwärts, Position in synp6*-Sequenz: nt 1-49) 
GCTACGGATTCGCCATGTTCTTCAGGGAGGACCTGGCCTTCCTGCAGGG 

Nr. 6 (rückwärts, Position in synp6*-Sequenz: nt 238-186) 
CCGAGGAATTCCTATTAGAAGTTGAAGCTCACGGTGCCCTGCCTGTCGGCGCC 

(B) zusätzliches Oligonukleotid für die Herstellung des EGFP-synp6*-Gens: 
Nr. 7 (vorwärts, Position in synp6*-Sequenz: nt 1-58) 
GCTACAGATCTGGCGGCGGCGGCGGCTTCTTCAGGGAGGACCTGGCCTTCCTGCAGGG 

(C) Oligonukleotide für die Herstellung des synPR-Gens: 
Nr. 11 (vorwärts, Position in synPR-Sequenz: nt 117-176) 
GAGGAGATGAGCCTGCCCGGCAGGTGGAAGCCCAAGATGATCGGCGGCATCGGCGGCTTC 

Nr. 12 (rückwärts, Position in synPR-Sequenz: nt 217-158) 
CAGATCTCGATCAGGATCTGGTCGTACTGCCTCACCTTGATGAAGCCGCCGATGCCGCCG 

Nr. 13 (vorwärts, Position in synPR-Sequenz: nt 77-136) 
GGAGGCCCTGCTGGACACCGGCGCCGACGACACCGTGCTGGAGGAGATGAGCCTGCCCGG 

Nr. 14 (rückwärts, Position in synPR-Sequenz: nt 258-198) 
GTGTGGGGCCCACCAGCACGGTGCCGATGGCCTTGTGGCCGCAGATCTCGATCAGGATCTG 

Nr. 15 (vorwärts, Position in synPR-Sequenz: nt 36-96) 
CAGAGGCCCCTGGTGACCATCAAGATCGGCGGCCAGCTGAAGGAGGCCCTGCTGGACACCG 

Nr. 16 (rückwärts, Position in synPR-Sequenz: nt 298-239) 
CCGATCTGGGTCAGCAGGTTCCTGCCGATGATGTTCACGGGtGTGGGGCCCACCAGCACG 

Nr. 17 (vorwärts, Position in synPR-Sequenz: nt 1-56) 
GACGTGGATTCGCCATGCCCCAGATCACCCTGTGGCAGAGGCCCCTGGTGACCATC 

Nr. 18 (rückwärts, Position in synPR-Sequenz: nt 331-278) 
GTCACGAATTCCTATTAGAAGTTCAGGGTGCAGCCGATCTGGGTCAGCAGGTTC 

(D) zusätzliche Oligonukleotide für die Herstellung des synPR--Gens: 
Nr. 19 (vorwärts, Position in synPR--Sequenz: nt 77-136) 
GGAGGCCCTGCTGAACACCGGCGCCGACGACACCGTGCTGGAGGAGATGAGCCTGCCCGG 

Nr. 20 (rückwärts, Position in synPR--Sequenz: nt 36-96) 
CAGAGGCCCCTGGTGACCATCAAGATCGGCGGCCAGCTGAAGGAGGCCCTGCTGAACACCG 

(E) zusätzliche Oligonukleotide für die Herstellung des synPR-PR-Gens: 
Nr. 21 (vorwärts, Position in synPR-PR-Sequenz: nt 321-362) 
GACGTGCTAGCGGAGGAGCCCCCCAGATCACCCTGTGGCAGAGGCCC 
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Nr. 22 (rückwärts, Position in synPR-PR-Sequenz: nt 639-584) 
GTCACGAATTCGCTAGCTCCGGCGAAGTTCAGGGTGCAGCCGATCTGGGTCAGCAG 

(F) Oligonukleotide für die Herstellung des synVpr(pre)-Gens: 
Nr. 25 (vorwärts, Position in synVpr(pre)-Sequenz: nt 90-152) 
CTGAAGAACGAGGCCGTGAGGCACTTCCCCAGGATCTGGCTGCACGGCCTGGGCCAGCACATC 

Nr. 26 (rückwärts, Position in synVpr(pre)-Sequenz: nt 197-134) 
GATGATGGCCTCCACGCCGGCCCAGGTGTCGCCGTAGGTCTCGTAGATGTGCTGGCCCAGGCCG 

Nr. 27 (vorwärts, Position in synVpr(pre)-Sequenz: nt 47-109) 
GAGGGAGCCCCACAACGAGTGGACCCTGGAGCTGCTGGAGGAGCTGAAGAACGAGGCCGTGAG 

Nr. 28 (rückwärts, Position in synVpr(pre)-Sequenz: nt 240-178) 
CCCAGTTCTGGAAGTGGATGAACAGCAGCTGCTGCAGGATCCTGATGATGGCCTCCACGCCGG 

Nr. 29 (vorwärts, Position in synVpr(pre)-Sequenz: nt 1-65) 
CTGACAGATCTGCCATGGAGCAGGCGCCCGAGGACCAGGGACCCCAGAGGGAGCCCCACAACGAG 

Nr. 30 (rückwärts, Position in synVpr(pre)-Sequenz: nt 274-221) 
CAGTCCTCGAGGCCGCCGCCGCCGCCGGTGCTCACCCAGTTCTGGAAGTGGATG 

(G) zusätzliches Oligonukleotid für die Herstellung des synVpr-Gens: 
Nr. 31 (rückwärts, Position in synVpr(pre)-Sequenz: nt 280-221) 
CAGTCCTCGAGCTATTAGCCGCCGCCGCCGCCGGTGCTCACCCAGTTCTGGAAGTGGATG 

(H) Oligonukleotide für die Fusion des synp6*-Gens an synVpr(pre): 
Nr. 9 (vorwärts, Position in synp6*: nt 1-43) 
GCTACCTCGAGTTCTTCAGGGAGGACCTGGCCTTCCTGCAGGG 

Nr. 10 (rückwärts, Position in synp6*: nt 238-186) 
CTCGACTCGAGCTATTAGAAGTTGAAGCTCACGGTGCCCTGCCTGTCGGCGCC 

(I) Oligonukleotide für die Fusion des synPR- Gens an synVpr(pre): 
Nr. 23 (vorwärts, Position in synPR-: nt 1-50) 
GACGTCTCGAGCCCCAGATCACCCTGTGGCAGAGGCCCCTGGTGACCATC 

Nr. 24 (rückwärts, Position in synPR-: nt 331-278) 
GTCAGCTCGAGCTATTAGAAGTTCAGGGTGCAGCCGATCTGGGTCAGCAGGTTC 

(J) Oligonukleotide für die Fusion des EGFP-Gens an synVpr(pre): 
Nr. 32 (vorwärts, Position in EGFP: nt 1-30) 
GACGTCTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACC 

Nr. 33 (rückwärts, Position in EGFP: nt 1-723) 
GTCACCTCGAGCTATTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG 

Oligonukleotide für die Sequenzierung von Fremdgenen: 

(A) pPCR ScriptTMAmp: 
-21M13 (vorwärts) 
ACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG 

(B) pcDNA3.1 (+): 
T7 (vorwärts) 
GAATTGTAATACGACTCACTATAG 

Sp6 (rückwärts) 
GATTTAGGTGACACTATAGAATAC 

(C) pEGFP-C1: 
282 (vorwärts) 
CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTC 

(D) pGL2 und fs-Reporterkonstrukte 
GL-f (vorwärts, Position in pGLfswt: nt 177-196) 
CGGCCTCTGAGCTATTCCAG 

GL-r (rückwärts, Position in pGLfswt: nt 1459-1481) 
GGGCGTATCTCTTCATAGCC 
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(E) pGEX-KG-p6* 
GEX-f (vorwärts, Position in GST: 42 nt vor p6*-Start) 
CTATGCCACAAAGCTCTTAACG 

(F) pHX10 und plin8/Gag∆Pst 
S1 (vorwärts, Position in pHX10: nt 433-414) 
GCACCAGGCCAGATGAGAGAACC 

S2 (vorwärts, Position in pHX10: nt 1795-1815) 
GCATTGGGACCAGCGGCTACAC 

S3 (vorwärts, Position in pHX10: nt 2109-2127) 
CTACAAGGGAAGGCCAGGG 

S4 (rückwärts, Position in pHX10: nt 2270-2256) 
GGATACAGTTCCTTGTCTATCGGC 

S5 (rückwärts, Position in pHX10: nt 2657-2637) 
CCATTGTTTAACTTTTGGGCC 

F.2 Sequenzen synthetischer HIV-1 Gene 

Tabelle F.1: Matrix für die Herstellung der synthetischen Gene 
Aminosäure Triplett Relative Häufigkeit Aminosäure Triplett Relative Häufigkeit 

G GGG 1,0 Stopp TGA 1,0 
G GGA 3,0 Stopp TAG 0,0 
G GGT 1,0 Stopp TAA 0,0 
G GGC 39,0 Y TAT 1,0 
E GAG 42,0 Y TAC 9,0 
E GAA 2,0 L TTG 0,0 
D GAT 1,0 L TTA 0,0 
D GAC 13,0 F TTT 0,0 
V GTG 25,0 F TTC 13,0 
V GTA 0,0 S TCG 0,0 
V GTT 1,0 S TCA 0,0 
V GTC 0,0 S TCT 0,0 
A GCG 2,0 S TCC 2,0 
A GCA 0,0 R CGG 0,0 
A GCT 0,0 R CGA 0,0 
A GCC 40,0 R CGT 0,0 
R AGG 29,0 R CGC 3,0 
R AGA 0,0 Q CAG 35,0 
S AGT 0,0 Q CAA 0,0 
S AGC 31,0 H CAT 0,0 
K AAA 1,0 H CAC 10,0 
N AAT 0,0 L CTG 37,0 
N AAC 23,0 L CTA 0,0 

M/ Start ATG 17,0 L CTT 0,0 
I ATA 0,0 L CTC 2,0 
I ATC 25,0 P CCG 0,0 
T ACG 0,0 P CCA 0,0 
T ACA 0,0 P CCT 0,0 
T ACT 0,0 P CCC 37,0 
T ACC 34,0 C TGC 10,0 
W TGG  C TGT 0,0 

Die Sequenzen der synthetischen Gene sind entsprechend dem finalen PCR-Produkt angegeben. 
Start- und Stoppkodons sind fettgedruckt und Restriktionsschnittstellen unterstrichen. Linker sind 
grau schraffiert und die Kozak-Sequenz kursiv dargestellt. Punktmutationen sind eingerahmt und 
terminale Überhänge sind durch graue Kleinbuchstaben gekennzeichnet.. 

synPR 
1 gacgtGGATT CGCCATGCCC CAGATCACCC TGTGGCAGAG GCCCCTGGTG
51 ACCATCAAGA TCGGCGGCCA GCTGAAGGAG GCCCTGCTGG ACACCGGCGC
101 CGACGACACC GTGCTGGAGG AGATGAGCCT GCCCGGCAGG TGGAAGCCCA
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151 AGATGATCGG CGGCATCGGC GGCTTCATCA AGGTGAGGCA GTACGACCAG
201 ATCCTGATCG AGATCTGCGG CCACAAGGCC ATCGGCACCG TGCTGGTGGG
251 CCCCACCCCC GTGAACATCA TCGGCAGGAA CCTGCTGACC CAGATCGGCT
301 GCACCCTGAA CTTCTAATAG GAATTCgtga c

synPR-

1 gacgtGGATT CGCCATGCCC CAGATCACCC TGTGGCAGAG GCCCCTGGTG
51 ACCATCAAGA TCGGCGGCCA GCTGAAGGAG GCCCTGCTGA ACACCGGCGC
101 CGACGACACC GTGCTGGAGG AGATGAGCCT GCCCGGCAGG TGGAAGCCCA
151 AGATGATCGG CGGCATCGGC GGCTTCATCA AGGTGAGGCA GTACGACCAG
201 ATCCTGATCG AGATCTGCGG CCACAAGGCC ATCGGCACCG TGCTGGTGGG
251 CCCCACCCCC GTGAACATCA TCGGCAGGAA CCTGCTGACC CAGATCGGCT
301 GCACCCTGAA CTTCTAATAG GAATTCgtga c

synPR-PR
1 gacgtGGATT CGCCATGCCC CAGATCACCC TGTGGCAGAG GCCCCTGGTG
51 ACCATCAAGA TCGGCGGCCA GCTGAAGGAG GCCCTGCTGG ACACCGGCGC
101 CGACGACACC GTGCTGGAGG AGATGAGCCT GCCCGGCAGG TGGAAGCCCA
151 AGATGATCGG CGGCATCGGC GGCTTCATCA AGGTGAGGCA GTACGACCAG
201 ATCCTGATCG AGATCTGCGG CCACAAGGCC ATCGGCACCG TGCTGGTGGG
251 CCCCACCCCC GTGAACATCA TCGGCAGGAA CCTGCTGACC CAGATCGGCT
301 GCACCCTGAA CTTCGCCGGA GCTAGCGGAG GAGCCCCCCA GATCACCCTG
351 TGGCAGAGGC CCCTGGTGAC CATCAAGATC GGCGGCCAGC TGAAGGAGGC
401 CCTGCTGGAC ACCGGCGCCG ACGACACCGT GCTGGAGGAG ATGAGCCTGC
451 CCGGCAGGTG GAAGCCCAAG ATGATCGGCG GCATCGGCGG CTTCATCAAG
501 GTGAGGCAGT ACGACCAGAT CCTGATCGAG ATCTGCGGCC ACAAGGCCAT
551 CGGCACCGTG CTGGTGGGCC CCACCCCCGT GAACATCATC GGCAGGAACC
601 TGCTGACCCA GATCGGCTGC ACCCTGAACT TCTAATAGGA ATTCgtgac

synp6*
1 gctacGGATT CGCCATGTTC TTCAGGGAGG ACCTGGCCTT CCTGCAGGGC
51 AAGGCCAGGG AGTTCAGCAG CGAGCAGACC AGGGCCAACA GCCCCACCAT
101 CAGCAGCGAG CAGACCAGGG CCAACAGCCC CACCAGGAGG GAGCTGCAGG
151 TGTGGGGCAG GGACAACAAC AGCCCCAGCG AGGCCGGCGC CGACAGGCAG
201 GGCACCGTGA GCTTCAACTT CTAATAGGAA TTCctcgg

(EGFP-) synp6*
1 gctacAGATC TGGCGGCGGC GGCGGCTTCT TCAGGGAGGA CCTGGCCTTC
51 CTGCAGGGCA AGGCCAGGGA GTTCAGCAGC GAGCAGACCA GGGCCAACAG
101 CCCCACCATC AGCAGCGAGC AGACCAGGGC CAACAGCCCC ACCAGGAGGG
151 AGCTGCAGGT GTGGGGCAGG GACAACAACA GCCCCAGCGA GGCCGGCGCC
201 GACAGGCAGG GCACCGTGAG CTTCAACTTC TAATAGGAAT TCctcgg

synVpr
1 ctgacAGATC TGCCATGGAG CAGGCGCCCG AGGACCAGGG ACCCCAGAGG
51 GAGCCCCACA ACGAGTGGAC CCTGGAGCTG CTGGAGGAGC TGAAGAACGA
101 GGCCGTGAGG CACTTCCCCA GGATCTGGCT GCACGGCCTG GGCCAGCACA
151 TCTACGAGAC CTACGGCGAC ACCTGGGCCG GCGTGGAGGC CATCATCAGG
201 ATCCTGCAGC AGCTGCTGTT CATCCACTTC CAGAACTGGG TGAGCACCGG
251 CGGCGGCGGC GGCTAATAGC TCGAGgactg

synVpr(pre)
1 ctgacAGATC TGCCATGGAG CAGGCGCCCG AGGACCAGGG ACCCCAGAGG
51 GAGCCCCACA ACGAGTGGAC CCTGGAGCTG CTGGAGGAGC TGAAGAACGA
101 GGCCGTGAGG CACTTCCCCA GGATCTGGCT GCACGGCCTG GGCCAGCACA
151 TCTACGAGAC CTACGGCGAC ACCTGGGCCG GCGTGGAGGC CATCATCAGG
201 ATCCTGCAGC AGCTGCTGTT CATCCACTTC CAGAACTGGG TGAGCACCGG
251 CGGCGGCGGC GGCCTCGAGg actg

synVpr-synp6*
1 ctgacAGATC TGCCATGGAG CAGGCGCCCG AGGACCAGGG ACCCCAGAGG
51 GAGCCCCACA ACGAGTGGAC CCTGGAGCTG CTGGAGGAGC TGAAGAACGA
101 GGCCGTGAGG CACTTCCCCA GGATCTGGCT GCACGGCCTG GGCCAGCACA
151 TCTACGAGAC CTACGGCGAC ACCTGGGCCG GCGTGGAGGC CATCATCAGG
201 ATCCTGCAGC AGCTGCTGTT CATCCACTTC CAGAACTGGG TGAGCACCGG
251 CGGCGGCGGC GGCCTCGAGT TCTTCAGGGA GGACCTGGCC TTCCTGCAGG
301 GCAAGGCCAG GGAGTTCAGC AGCGAGCAGA CCAGGGCCAA CAGCCCCACC
351 ATCAGCAGCG AGCAGACCAG GGCCAACAGC CCCACCAGGA GGGAGCTGCA
401 GGTGTGGGGC AGGGACAACA ACAGCCCCAG CGAGGCCGGC GCCGACAGGC



Anhang 
 

 

139

451 AGGGCACCGT GAGCTTCAAC TTCTAATAGG AATTCctcgg

synVpr-synPR-

1 ctgacAGATC TGCCATGGAG CAGGCGCCCG AGGACCAGGG ACCCCAGAGG
51 GAGCCCCACA ACGAGTGGAC CCTGGAGCTG CTGGAGGAGC TGAAGAACGA
101 GGCCGTGAGG CACTTCCCCA GGATCTGGCT GCACGGCCTG GGCCAGCACA
151 TCTACGAGAC CTACGGCGAC ACCTGGGCCG GCGTGGAGGC CATCATCAGG
201 ATCCTGCAGC AGCTGCTGTT CATCCACTTC CAGAACTGGG TGAGCACCGG
251 CGGCGGCGGC GGCCTCGAGC CCCAGATCAC CCTGTGGCAG AGGCCCCTGG
301 TGACCATCAA GATCGGCGGC CAGCTGAAGG AGGCCCTGCT GAACACCGGC
351 GCCGACGACA CCGTGCTGGA GGAGATGAGC CTGCCCGGCA GGTGGAAGCC
401 CAAGATGATC GGCGGCATCG GCGGCTTCAT CAAGGTGAGG CAGTACGACC
451 AGATCCTGAT CGAGATCTGC GGCCACAAGG CCATCGGCAC CGTGCTGGTG.
501 GGCCCCACCC CCGTGAACAT CATCGGCAGG AACCTGCTGA CCCAGATCGG
551 CTGCACCCTG AACTTCTAAT AGCTCGAGct gac

synVpr-EGFP
1 ctgacAGATC TGCCATGGAG CAGGCGCCCG AGGACCAGGG ACCCCAGAGG
51 GAGCCCCACA ACGAGTGGAC CCTGGAGCTG CTGGAGGAGC TGAAGAACGA
101 GGCCGTGAGG CACTTCCCCA GGATCTGGCT GCACGGCCTG GGCCAGCACA
151 TCTACGAGAC CTACGGCGAC ACCTGGGCCG GCGTGGAGGC CATCATCAGG
201 ATCCTGCAGC AGCTGCTGTT CATCCACTTC CAGAACTGGG TGAGCACCGG
251 CGGCGGCGGC GGCCTCGAGA TGGTGAGCAA GGGCGAGGAG CTGTTCACCG
301 GGGTGGTGCC CATCCTGGTC GAGCTGGACG GCGACGTAAA CGGCCACAAG
351 TTCAGCGTGT CCGGCGAGGG CGAGGGCGAT GCCACCTACG GCAAGCTGAC
401 CCTGAAGTTC ATCTGCACCA CCGGCAAGCT GCCCGTGCCC TGGCCCACCC
451 TCGTGACCAC CCTGACCTAC GGCGTGCAGT GCTTCAGCCG CTACCCCGAC
501 CACATGAAGC AGCACGACTT CTTCAAGTCC GCCATGCCCG AAGGCTACGT
551 CCAGGAGCGC ACCATCTTCT TCAAGGACGA CGGCAACTAC AAGACCCGCG
501 CCGAGGTGAA GTTCGAGGGC GACACCCTGG TGAACCGCAT CGAGCTGAAG
651 GGCATCGACT TCAAGGAGGA CGGCAACATC CTGGGGCACA AGCTGGAGTA
701 CAACTACAAC AGCCACAACG TCTATATCAT GGCCGACAAG CAGAAGAACG
751 GCATCAAGGT GAACTTCAAG ATCCGCCACA ACATCGAGGA CGGCAGCGTG
801 CAGCTCGCCG ACCACTACCA GCAGAACACC CCCATCGGCG ACGGCCCCGT
851 GCTGCTGCCC GACAACCACT ACCTGAGCAC CCAGTCCGCC CTGAGCAAAG
901 ACCCCAACGA GAAGCGCGAT CACATGGTCC TGCTGGAGTT CGTGACCGCC
951 GCCGGGATCA CTCTCGGCAT GGACGAGCTG TACAAGTAAT AGCTCGAGgt
1001 gac

F.3 Sequenzen eukaryontischer Expressionsplasmide 

pHX10 
1 TGGAAGGGCT AATTCACTCC CAACGAAGAC AAGATATCCT TGATCTGTGG

51 ATCTACCACA CACAAGGCTA CTTCCCTGAT TAGCAGAACT ACACACCAGG
101 GCCAGGGATC AGATATCCAC TGACCTTTGG ATGGTGCTAC AAGCTAGTAC
151 CAGTTGAGCC AGAGAAGTTA GAAGAAGCCA ACAAAGGAGA GAACACCAGC
201 TTGTTACACC CTGTGAGCCT GCATGGAATG GATGACCCGG AGAGAGAAGT
251 GTTAGAGTGG AGGTTTGACA GCCGCCTAGC ATTTCATCAC ATGGCCCGAG
301 AGCTGCATCC GGAGTACTTC AAGAACTGCT GACATCGAGC TTGCTACAAG
351 GGACTTTCCG CTGGGGACTT TCCAGGGAGG CGTGGCCTGG GCGGGACTGG
401 GGAGTGGCGA GCCCTCAGAT CCTGCATATA AGCAGCTGCT TTTTGCCTGT
451 ACTGGGTCTC TCTGGTTAGA CCAGATCTGA GCCTGGGAGC TCTCTGGCTA
501 ACTAGGGAAC CCACTGCTTA AGCCTCAATA AAGCTTGCCT TGAGTGCTTC
551 AAGTAGTGTG TGCCCGTCTG TTGTGTGACT CTGGTAACTA GAGATCCCTC
601 AGACCCTTTT AGTCAGTGTG GAAAATCTCT AGCAGTGGCG CCCGAACAGG
651 GACCTGAAAG CGAAAGGGAA ACCAGAGGAG CTCTCTCGAC GCAGGACTCG
701 GCTTGCTGAA GCGCGCACGG CAAGAGGCGA GGGGCGGCGA CTGGTGAGTA
751 CGCCAAAAAT TTTGACTAGC GGAGGCTAGA AGGAGAGAGA TGGGTGCGAG
801 AGCGTCAGTA TTAAGCGGGG GAGAATTAGA TCGATGGGAA AAAATTCGGT
851 TAAGGCCAGG GGGAAAGAAA AAATATAAAT TAAAACATAT AGTATGGGCA
901 AGCAGGGAGC TAGAACGATT CGCAGTTAAT CCTGGCCTGT TAGAAACATC
951 AGAAGGCTGT AGACAAATAC TGGGACAGCT ACAACCATCC CTTCAGACAG
1001 GATCAGAAGA ACTTAGATCA TTATATAATA CAGTAGCAAC CCTCTATTGT
1051 GTGCATCAAA GGATAGAGAT AAAAGACACC AAGGAAGCTT TAGACAAGAT
1101 AGAGGAAGAG CAAAACAAAA GTAAGAAAAA AGCACAGCAA GCAGCAGCTG
1151 ACACAGGACA CAGCAGTCAG GTCAGCCAAA ATTACCCTAT AGTGCAGAAC
1201 ATCCAGGGGC AAATGGTACA TCAGGCCATA TCACCTAGAA CTTTAAATGC
1251 ATGGGTAAAA GTAGTAGAAG AGAAGGCTTT CAGCCCAGAA GTAATACCCA
1301 TGTTTTCAGC ATTATCAGAA GGAGCCACCC CACAAGATTT AAACACCATG
1351 CTAAACACAG TGGGGGGACA TCAAGCAGCC ATGCAAATGT TAAAAGAGAC
1401 CATCAATGAG GAAGCTGCAG AATGGGATAG AGTACATCCA GTGCATGCAG
1451 GGCCTATTGC ACCAGGCCAG ATGAGAGAAC CAAGGGGAAG TGACATAGCA
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1501 GGAACTACTA GTACCCTTCA GGAACAAATA GGATGGATGA CAAATAATCC
1551 ACCTATCCCA GTAGGAGAAA TTTATAAAAG ATGGATAATC CTGGGATTAA
1601 ATAAAATAGT AAGAATGTAT AGCCCTACCA GCATTCTGGA CATAAGACAA
1651 GGACCAAAAG AACCTTTTAG AGACTATGTA GACCGGTTCT ATAAAACTCT
1701 AAGAGCCGAG CAAGCTTCAC AGGAGGTAAA AAATTGGATG ACAGAAACCT
1751 TGTTGGTCCA AAATGCGAAC CCAGATTGTA AGACTATTTT AAAAGCATTG
1801 GGACCAGCGG CTACACTAGA AGAAATGATG ACAGCATGTC AGGGAGTAGG
1851 AGGACCCGGC CATAAGGCAA GAGTTTTGGC TGAAGCAATG AGCCAAGTAA
1901 CAAATACAGC TACCATAATG ATGCAGAGAG GCAATTTTAG GAACCAAAGA
1951 AAGATGGTTA AGTGTTTCAA TTGTGGCAAA GAAGGGCACA CAGCCAGAAA
2001 TTGCAGGGCC CCTAGGAAAA AGGGCTGTTG GAAATGTGGA AAGGAAGGAC
2051 ACCAAATGAA AGATTGTACT GAGAGACAGG CTAATTTTTT AGGGAAGATC
2101 TGGCCTTCCT ACAAGGGAAG GCCAGGGAAT TTTCTTCAGA GCAGACCAGA
2151 GCCAACAGCC CCACCATTTC TTCAGAGCAG ACCAGAGCCA ACAGCCCCAC
2201 CAGAAGAGAG CTTCAGGTCT GGGGTAGAGA CAACAACTCC CCCTCAGAAG
2251 CAGGAGCCGA TAGACAAGGA ACTGTATCCT TTAACTTCCC TCAGATCACT
2301 CTTTGGCAAC GACCCCTCGT CACAATAAAG ATAGGGGGGC AACTAAAGGA
2351 AGCTCTATTA GATACAGGAG CAGATGATAC AGTATTAGAA GAAATGAGTT
2401 TGCCAGGAAG ATGGAAACCA AAAATGATAG GGGGAATTGG AGGTTTTATC
2451 AAAGTAAGAC AGTATGATCA GATACTCATA GAAATCTGTG GACATAAAGC
2501 TATAGGTACA GTATTAGTAG GACCTACACC TGTCAACATA ATTGGAAGAA
2551 ATCTGTTGAC TCAGATTGGT TGCACTTTAA ATTTTCCCAT TAGCCCTATT
2601 GAGACTGTAC CAGTAAAATT AAAGCCAGGA ATGGATGGCC CAAAAGTTAA
2651 ACAATGGCCA TTGACAGAAG AAAAAATAAA AGCATTAGTA GAAATTTGTA
2701 CAGAAATGGA AAAGGAAGGG AAAATTTCAA AAATTGGGCC TGAGAATCCA
2751 TACAATACTC CAGTATTTGC CATAAAGAAA AAAGACAGTA CTAAATGGAG
2801 AAAATTAGTA GATTTCAGAG AACTTAATAA GAGAACTCAA GACTTCTGGG
2851 AAGTTCAATT AGGAATACCA CATCCCGCAG GGTTAAAAAA GAAAAAATCA
2901 GTAACAGTAC TGGATGTGGG TGATGCATAT TTTTCAGTTC CCTTAGATGA
2951 AGACTTCAGG AAGTATACTG CATTTACCAT ACCTAGTATA AACAATGAGA
3001 CACCAGGGAT TAGATATCAG TACAATGTGC TTCCACAGGG ATGGAAAGGA
3051 TCACCAGCAA TATTCCAAAG TAGCATGACA AAAATCTTAG AGCCTTTTAA
3101 AAAACAAAAT CCAGACATAG TTATCTATCA ATACATGGAT GATTTGTATG
3151 TAGGATCTGA CTTAGAAATA GGGCAGCATA GAACAAAAAT AGAGGAGCTG
3201 AGACAACATC TGTTGAGGTG GGGACTTACC ACACCAGACA AAAAACATCA
3251 GAAAGAACCT CCATTCCTTT GGATGGGTTA TGAACTCCAT CCTGATAAAT
3301 GGACAGTACA GCCTATAGTG CTGCCAGAAA AAGACAGCTG GACTGTCAAT
3351 GACATACAGA AGTTAGTGGG GAAATTGAAT TGGGCAAGTC AGATTTACCC
3401 AGGGATTAAA GTAAGGCAAT TATGTAAACT CCTTAGAGGA ACCAAAGCAC
3451 TAACAGAAGT AATACCACTA ACAGAAGAAG CAGAGCTAGA ACTGGCAGAA
3501 AACAGAGAGA TTCTAAAAGA ACCAGTACAT GGAGTGTATT ATGACCCATC
3551 AAAAGACTTA ATAGCAGAAA TACAGAAGCA GGGGCAAGGC CAATGGACAT
3601 ATCAAATTTA TCAAGAGCCA TTTAAAAATC TGAAAACAGG AAAATATGCA
3651 AGAATGAGGG GTGCCCACAC TAATGATGTA AAACAATTAA CAGAGGCAGT
3701 GCAAAAAATA ACCACAGAAA GCATAGTAAT ATGGGGAAAG ACTCCTAAAT
3751 TTAAACTACC CATACAAAAG GAAACATGGG AAACATGGTG GACAGAGTAT
3801 TGGCAAGCCA CCTGGATTCC TGAGTGGGAG TTTGTTAATA CCCCTCCTTT
3851 AGTGAAATTA TGGTACCAGT TAGAGAAAGA ACCCATAGTA GGAGCAGAAA
3901 CCTTCTATGT AGATGGGGCA GCTAACAGGG AGACTAAATT AGGAAAAGCA
3951 GGATATGTTA CTAACAAAGG AAGACAAAAG GTTGTCCCCC TAACTAACAC
4001 AACAAATCAG AAAACTGAGT TACAAGCAAT TTATCTAGCT TTGCAGGATT
4051 CAGGATTAGA AGTAAACATA GTAACAGACT CACAATATGC ATTAGGAATC
4101 ATTCAAGCAC AACCAGATAA AAGTGAATCA GAGTTAGTCA ATCAAATAAT
4151 AGAGCAGTTA ATAAAAAAGG AAAAGGTCTA TCTGGCATGG GTACCAGCAC
4201 ACAAAGGAAT TGGAGGAAAT GAACAAGTAG ATAAATTAGT CAGTGCTGGA
4251 ATCAGGAAAA TACTATTTTT AGATGGAATA GATAAGGCCC AAGATGAACA
4301 TGAGAAATAT CACAGTAATT GGAGAGCAAT GGCTAGTGAT TTTAACCTGC
4351 CACCTGTAGT AGCAAAAGAA ATAGTAGCCA GCTGTGATAA ATGTCAGCTA
4401 AAAGGAGAAG CCATGCATGG ACAAGTAGAC TGTAGTCCAG GAATATGGCA
4451 ACTAGATTGT ACACATTTAG AAGGAAAAGT TATCCTGGTA GCAGTTCATG
4501 TAGCCAGTGG ATATATAGAA GCAGAAGTTA TTCCAGCAGA AACAGGGCAG
4551 GAAACAGCAT ATTTTCTTTT AAAATTAGCA GGAAGATGGC CAGTAAAAAC
4601 AATACATACA GACAATGGCA GCAATTTCAC CAGTGCTACG GTTAAGGCCG
4651 CCTGTTGGTG GGCGGGAATC AAGCAGGAAT TTGGAATTCC CTACAATCCC
4701 CAAAGTCAAG GAGTAGTAGA ATCTATGAAT AAAGAATTAA AGAAAATTAT
4751 AGGACAGGTA AGAGATCAGG CTGAACATCT TAAGACAGCA GTACAAATGG
4801 CAGTATTCAT CCACAATTTT AAAAGAAAAG GGGGGATTGG GGGGTACAGT
4851 GCAGGGGAAA GAATAGTAGA CATAATAGCA ACAGACATAC AAACTAAAGA
4901 ATTACAAAAA CAAATTACAA AAATTCAAAA TTTTCGGGTT TATTACAGGG
4951 ACAGCAGAAA TCCACTTTGG AAAGGACCAG CAAAGCTCCT CTGGAAAGGT
5001 GAAGGGGCAG TAGTAATACA AGATAATAGT GACATAAAAG TAGTGCCAAG
5051 AAGAAAAGCA AAGATCATTA GGGATTATGG AAAACAGATG GCAGGTGATG
5101 ATTGTGTGGC AAGTAGACAG GATGAGGATT AGAACATGGA AAAGTTTAGT
5151 AAAACACCAT ATGTATGTTT CAGGGAAAGC TAGGGGATGG TTTTATAGAC
5201 ATCACTATGA AAGCCCTCAT CCAAGAATAA GTTCAGAAGT ACACATCCCA
5251 CTAGGGGATG CTAGATTGGT AATAACAACA TATTGGGGTC TGCATACAGG
5301 AGAAAGAGAC TGGCATTTGG GTCAGGGAGT CTCCATAGAA TGGAGGAAAA
5351 AGAGATATAG CACACAAGTA GACCCTGAAC TAGCAGACCA ACTAATTCAT
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5401 CTGTATTACT TTGACTGTTT TTCAGACTCT GCTATAAGAA AGGCCTTATT
5451 AGGACACATA GTTAGCCCTA GGTGTGAATA TCAAGCAGGA CATAACAAGG
5501 TAGGATCTCT ACAATACTTG GCACTAGCAG CATTAATAAC ACCAAAAAAG
5551 ATAAAGCCAC CTTTGCCTAG TGTTACGAAA CTGACAGAGG ATAGATGGAA
5601 CAAGCCCCAG AAGACCAAGG GCCACAGAGG GAGCCACACA ATGAATGGAC
5651 ACTAGAGCTT TTAGAGGAGC TTAAGAATGA AGCTGTTAGA CATTTTCCTA
5701 GGATTTGGCT CCATGGCTTA GGGCAACATA TCTATGAAAC TTATGGGGAT
5751 ACTTGGGCAG GAGTGGAAGC CATAATAAGA ATTCTGCAAC AACTGCTGTT
5801 TATCCATTTT CAGAATTGGG TGTCGACATA GCAGAATAGG CGTTACTCGA
5851 CAGAGGAGAG CAAGAAATGG AGCCAGTAGA TCCTAGACTA GAGCCCTGGA
5901 AGCATCCAGG AAGTCAGCCT AAAACTGCTT GTACCAATTG CTATTGTAAA
5951 AAGTGTTGCT TTCATTGCCA AGTTTGTTTC ATAACAAAAG CCTTAGGCAT
6001 CTCCTATGGC AGGAAGAAGC GGAGACAGCG ACGAAGACCT CCTCAAGGCA
6051 GTCAGACTCA TCAAGTTTCT CTATCAAAGC AGTAAGTAGT ACATGTAATG
6101 CAACCTATAC AAATAGCAAT AGTAGCATTA GTAGTAGCAA TAATAATAGC
6151 AATAGTTGTG TGGTCCATAG TAATCATAGA ATATAGGAAA ATATTAAGAC
6201 AAAGAAAAAT AGACAGGTTA ATTGATAGAC TAATAGAAAG AGCAGAAGAC
6251 AGTGGCAATG AGAGTGAAGG AGAAATATCA GCACTTGTGG AGATGGGGGT
6301 GGAGATGGGG CACCATGCTC CTTGGGATGT TGATGATCTG TAGTGCTACA
6351 GAAAAATTGT GGGTCACAGT CTATTATGGG GTACCTGTGT GGAAGGAAGC
6401 AACCACCACT CTATTTTGTG CATCAGATGC TAAAGCATAT GATACAGAGG
6451 TACATAATGT TTGGGCCACA CATGCCTGTG TACCCACAGA CCCCAACCCA
6501 CAAGAAGTAG TATTGGTAAA TGTGACAGAA AATTTTAACA TGTGGAAAAA
6551 TGACATGGTA GAACAGATGC ATGAGGATAT AATCAGTTTA TGGGATCAAA
6601 GCCTAAAGCC ATGTGTAAAA TTAACCCCAC TCTGTGTTAG TTTAAAGTGC
6651 ACTGATTTGA AGAATGATAC TAATACCAAT AGTAGTAGCG GGAGAATGAT
6701 AATGGAGAAA GGAGAGATAA AAAACTGCTC TTTCAATATC AGCACAAGCA
6751 TAAGAGGTAA GGTGCAGAAA GAATATGCAT TTTTTTATAA ACTTGATATA
6801 ATACCAATAG ATAATGATAC TACCAGCTAT ACGTTGACAA GTTGTAACAC
6851 CTCAGTCATT ACACAGGCCT GTCCAAAGGT ATCCTTTGAG CCAATTCCCA
6901 TACATTATTG TGCCCCGGCT GGTTTTGCGA TTCTAAAATG TAATAATAAG
6951 ACGTTCAATG GAACAGGACC ATGTACAAAT GTCAGCACAG TACAATGTAC
7001 ACATGGAATT AGGCCAGTAG TATCAACTCA ACTGCTGTTA AATGGCAGTC
7051 TGGCAGAAGA AGAGGTAGTA ATTAGATCTG CCAATTTCAC AGACAATGCT
7101 AAAACCATAA TAGTACAGCT GAACCAATCT GTAGAAATTA ATTGTACAAG
7151 ACCCAACAAC AATACAAGAA AAAGTATCCG TATCCAGAGA GGACCAGGGA
7201 GAGCATTTGT TACAATAGGA AAAATAGGAA ATATGAGACA AGCACATTGT
7251 AACATTAGTA GAGCAAAATG GAATAACACT TTAAAACAGA TAGATAGCAA
7301 ATTAAGAGAA CAATTTGGAA ATAATAAAAC AATAATCTTT AAGCAGTCCT
7351 CAGGAGGGGA CCCAGAAATT GTAACGCACA GTTTTAATTG TGGAGGGGAA
7401 TTTTTCTACT GTAATTCAAC ACAACTGTTT AATAGTACTT GGTTTAATAG
7451 TACTTGGAGT ACTAAAGGGT CAAATAACAC TGAAGGAAGT GACACAATCA
7501 CCCTCCCATG CAGAATAAAA CAAATTATAA ACATGTGGCA GGAAGTAGGA
7551 AAAGCAATGT ATGCCCCTCC CATCAGTGGA CAAATTAGAT GTTCATCAAA
7601 TATTACAGGG CTGCTATTAA CAAGAGATGG TGGTAATAGC AACAATGAGT
7651 CCGAGATCTT CAGACCTGGA GGAGGAGATA TGAGGGACAA TTGGAGAAGT
7701 GAATTATATA AATATAAAGT AGTAAAAATT GAACCATTAG GAGTAGCACC
7751 CACCAAGGCA AAGAGAAGAG TGGTGCAGAG AGAAAAAAGA GCAGTGGGAA
7801 TAGGAGCTTT GTTCCTTGGG TTCTTGGGAG CAGCAGGAAG CACTATGGGC
7851 GCAGCGTCAA TGACGCTGAC GGTACAGGCC AGACAATTAT TGTCTGGTAT
7901 AGTGCAGCAG CAGAACAATT TGCTGAGGGC TATTGAGGCG CAACAGCATC
7951 TGTTGCAACT CACAGTCTGG GGCATCAAGC AGCTCCAGGC AAGAATCCTG
8001 GCTGTGGAAA GATACCTAAA GGATCAACAG CTCCTGGGGA TTTGGGGTTG
8051 CTCTGGAAAA CTCATTTGCA CCACTGCTGT GCCTTGGAAT GCTAGTTGGA
8101 GTAATAAATC TCTGGAACAG ATTTGGAATA ACATGACCTG GATGGAGTGG
8151 GACAGAGAAA TTAACAATTA CACAAGCTTA ATACACTCCT TAATTGAAGA
8201 ATCGCAAAAC CAGCAAGAAA AGAATGAACA AGAATTATTG GAATTAGATA
8251 AATGGGCAAG TTTGTGGAAT TGGTTTAACA TAACAAATTG GCTGTGGTAT
8301 ATAAAATTAT TCATAATGAT AGTAGGAGGC TTGGTAGGTT TAAGAATAGT
8351 TTTTGCTGTA CTTTCTGTAG TGAATAGAGT TAGGCAGGGA TATTCACCAT
8401 TATCGTTTCA GACCCACCTC CCAATCCCGA GGGGACCCGA CAGGCCCGAA
8451 GGAATAGAAG AAGAAGGTGG AGAGAGAGAC AGAGACAGAT CCATTCGATT
8501 AGTGAACGGA TCCTTAGCAC TTATCTGGGA CGATCTGCGG AGCCTGTGCC
8551 TCTTCAGCTA CCACCGCTTG AGAGACTTAC TCTTGATTGT AACGAGGATT
8601 GTGGAACTTC TGGGACGCAG GGGGTGGGAA GCCCTCAAAT ATTGGTGGAA
8651 TCTCCTACAG TATTGGAGTC AGGAGCTAAA GAATAGTGCT GTTAGCTTGC
8701 TCAATGCCAC AGCTATAGCA GTAGCTGAGG GGACAGATAG GGTTATAGAA
8751 GTAGTACAAG GAGCTTATAG AGCTATTCGC CACATACCTA GAAGAATAAG
8801 ACAGGGCTTG GAAAGGATTT TGCTATAAGA TGGGTGGCAA GTGGTCAAAA
8851 AGTAGTGTGG TTGGATGGCC TGCTGTAAGG GAAAGAATGA GACGAGCTGA
8901 GCCAGCAGCA GATGGGGTGG GAGCAGCATC TCGAGACCTG GAAAAACATG
8951 GAGCAATCAC AAGTAGCAAT ACAGCAGCTA CCAATGCTGC TTGTGCCTGG
9001 CTAGAAGCAC AAGAGGAGGA GGAGGTGGGT TTTCCAGTCA CACCTCAGGT
9051 ACCTTTAAGA CCAATGACTT ACAAGGCAGC TGTAGATCTT AGCCACTTTT
9101 TAAAAGAAAA GGGGGGACTG GAAGGGCTAA TTCACTCCCA AAGAAGACAA
9151 GATATCCTTG ATCTGTGGAT CTACCACACA CAAGGCTACT TCCCTGATTA
9201 GCAGAACTAC ACACCAGGGC CAGGGGTCAG ATATCCACTG ACCTTTGGAT
9251 GGTGCTACAA GCTAGTACCA GTTGAGCCAG ATAAGATAGA AGAGGCCAAT
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9301 AAAGGAGAGA ACACCAGCTT GTTACACCCT GTGAGCCTGC ATGGGATGGA
9351 TGACCCGGAG AGAGAAGTGT TAGAGTGGAG GTTTGACAGC CGCCTAGCAT
9401 TTCATCACGT GGCCCGAGAG CTGCATCCGG AGTACTTCAA GAACTGCTGA
9451 CATCGAGCTT GCTACAAGGG ACTTTCCGCT GGGGACTTTC CAGGGAGGCG
9501 TGGCCTGGGC GGGACTGGGG AGTGGCGAGC CCTCAGATCC TGCATATAAG
9551 CAGCTGCTTT TTGCCTGTAC TGGGTCTCTC TGGTTAGACC AGATCTGAGC
9601 CTGGGAGCTC TCTGGCTAAC TAGGGAACCC ACTGCTTAAG CCTCAATAAA
9651 GCTTGCCTTG AGTGCTTCAA GTAGTGTGTG CCCGTCTGTT GTGTGACTCT
9701 GGTAACTAGA GATCCCTCAG ACCCTTTTAG TCAGTGTGGA AAATCTCTAG
9751 CA

 pGL-fswt 

1 CCCGGGAGGT ACCGAGCTCT TACGCGTGCT AGCTCGAGAT CTGCATCTCA
51 ATTAGTCAGC AACCATAGTC CCGCCCCTAA CTCCGCCCAT CCCGCCCCTA
101 ACTCCGCCCA GTTCCGCCCA TTCTCCGCCC CATGGCTGAC TAATTTTTTT
151 TATTTATGCA GAGGCCGAGG CCGCCTCGGC CTCTGAGCTA TTCCAGAAGT
201 AGTGAGGAGG CTTTTTTGGA GGCCTAGGCT TTTGCAAAAA GCTTACCATG
251 GGTCGACAGG CTAATTTTTT AGGGAAGATC TGGCCTTCCT ACAAGGGAAG
301 GCCAGGGAAG GATCCTTCAA CTTCCCTGAG CTCGAAGACG CCAAAAACAT
351 AAAGAAAGGC CCGGCGCCAT TCTATCCTCT AGAGGATGGA ACCGCTGGAG
401 AGCAACTGCA TAAGGCTATG AAGAGATACG CCCTGGTTCC TGGAACAATT
451 GCTTTTACAG ATGCACATAT CGAGGTGAAC ATCACGTACG CGGAATACTT
501 CGAAATGTCC GTTCGGTTGG CAGAAGCTAT GAAACGATAT GGGCTGAATA
551 CAAATCACAG AATCGTCGTA TGCAGTGAAA ACTCTCTTCA ATTCTTTATG
601 CCGGTGTTGG GCGCGTTATT TATCGGAGTT GCAGTTGCGC CCGCGAACGA
651 CATTTATAAT GAACGTGAAT TGCTCAACAG TATGAACATT TCGCAGCCTA
701 CCGTAGTGTT TGTTTCCAAA AAGGGGTTGC AAAAAATTTT GAACGTGCAA
751 AAAAAATTAC CAATAATCCA GAAAATTATT ATCATGGATT CTAAAACGGA
801 TTACCAGGGA TTTCAGTCGA TGTACACGTT CGTCACATCT CATCTACCTC
851 CCGGTTTTAA TGAATACGAT TTTGTACCAG AGTCCTTTGA TCGTGACAAA
901 ACAATTGCAC TGATAATGAA TTCCTCTGGA TCTACTGGGT TACCTAAGGG
951 TGTGGCCCTT CCGCATAGAA CTGCCTGCGT CAGATTCTCG CATGCCAGAG
1001 ATCCTATTTT TGGCAATCAA ATCATTCCGG ATACTGCGAT TTTAAGTGTT
1051 GTTCCATTCC ATCACGGTTT TGGAATGTTT ACTACACTCG GATATTTGAT
1101 ATGTGGATTT CGAGTCGTCT TAATGTATAG ATTTGAAGAA GAGCTGTTTT
1151 TACGATCCCT TCAGGATTAC AAAATTCAAA GTGCGTTGCT AGTACCAACC
1201 CTATTTTCAT TCTTCGCCAA AAGCACTCTG ATTGACAAAT ACGATTTATC
1251 TAATTTACAC GAAATTGCTT CTGGGGGCGC ACCTCTTTCG AAAGAAGTCG
1301 GGGAAGCGGT TGCAAAACGC TTCCATCTTC CAGGGATACG ACAAGGATAT
1351 GGGCTCACTG AGACTACATC AGCTATTCTG ATTACACCCG AGGGGGATGA
1401 TAAACCGGGC GCGGTCGGTA AAGTTGTTCC ATTTTTTGAA GCGAAGGTTG
1451 TGGATCTGGA TACCGGGAAA ACGCTGGGCG TTAATCAGAG AGGCGAATTA
1501 TGTGTCAGAG GACCTATGAT TATGTCCGGT TATGTAAACA ATCCGGAAGC
1551 GACCAACGCC TTGATTGACA AGGATGGATG GCTACATTCT GGAGACATAG
1601 CTTACTGGGA CGAAGACGAA CACTTCTTCA TAGTTGACCG CTTGAAGTCT
1651 TTAATTAAAT ACAAAGGATA TCAGGTGGCC CCCGCTGAAT TGGAATCGAT
1701 ATTGTTACAA CACCCCAACA TCTTCGACGC GGGCGTGGCA GGTCTTCCCG
1751 ACGATGACGC CGGTGAACTT CCCGCCGCCG TTGTTGTTTT GGAGCACGGA
1801 AAGACGATGA CGGAAAAAGA GATCGTGGAT TACGTCGCCA GTCAAGTAAC
1851 AACCGCGAAA AAGTTGCGCG GAGGAGTTGT GTTTGTGGAC GAAGTACCGA
1901 AAGGTCTTAC CGGAAAACTC GACGCAAGAA AAATCAGAGA GATCCTCATA
1951 AAGGCCAAGA AGGGCGGAAA GTCCAAATTG TAAAATGTAA CTGTATTCAG
2001 CGATGACGAA ATTCTTAGCT ATTGTAATAC TGCGATGAGT GGCAGGGCGG
2051 GGCGTAATTT TTTTAAGGCA GTTATTGGTG CCCTTAAACG CCTGGTGCTA
2101 CGCCTGAATA AGTGATAATA AGCGGATGAA TGGCAGAAAT TCGCCGGATC
2151 TTTGTGAAGG AACCTTACTT CTGTGGTGTG ACATAATTGG ACAAACTACC
2201 TACAGAGATT TAAAGCTCTA AGGTAAATAT AAAATTTTTA AGTGTATAAT
2251 GTGTTAAACT ACTGATTCTA ATTGTTTGTG TATTTTAGAT TCCAACCTAT
2301 GGAACTGATG AATGGGAGCA GTGGTGGAAT GCCTTTAATG AGGAAAACCT
2351 GTTTTGCTCA GAAGAAATGC CATCTAGTGA TGATGAGGCT ACTGCTGACT
2401 CTCAACATTC TACTCCTCCA AAAAAGAAGA GAAAGGTAGA AGACCCCAAG
2451 GACTTTCCTT CAGAATTGCT AAGTTTTTTG AGTCATGCTG TGTTTAGTAA
2501 TAGAACTCTT GCTTGCTTTG CTATTTACAC CACAAAGGAA AAAGCTGCAC
2551 TGCTATACAA GAAAATTATG GAAAAATATT CTGTAACCTT TATAAGTAGG
2601 CATAACAGTT ATAATCATAA CATACTGTTT TTTCTTACTC CACACAGGCA
2651 TAGAGTGTCT GCTATTAATA ACTATGCTCA AAAATTGTGT ACCTTTAGCT
2701 TTTTAATTTG TAAAGGGGTT AATAAGGAAT ATTTGATGTA TAGTGCCTTG
2751 ACTAGAGATC ATAATCAGCC ATACCACATT TGTAGAGGTT TTACTTGCTT
2801 TAAAAAACCT CCCACACCTC CCCCTGAACC TGAAACATAA AATGAATGCA
2851 ATTGTTGTTG TTAACTTGTT TATTGCAGCT TATAATGGTT ACAAATAAAG
2901 CAATAGCATC ACAAATTTCA CAAATAAAGC ATTTTTTTCA CTGCATTCTA
2951 GTTGTGGTTT GTCCAAACTC ATCAATGTAT CTTATCATGT CTGGATCTGA
3001 ACCATGGAGC GGAGAATGGG CGGAACTGGG CGGAGTTAGG GGCGGGATGG
3051 GCGGAGTTAG GGGCGGGACT ATGGTTGCTG ACTAATTGAG ATGCATGCTT
3101 TGCATACTTC TGCCTGCTGG GGAGCCTGGG GACTTTCCAC ACCTGGTTGC
3151 TGACTAATTG AGATGCATGC TTTGCATACT TCTGCCTGCT GGGGAGCCTG
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3201 GGGACTTTCC ACACCCTAAC TGACACACAT TCCACAGCAG ATCCTCTAGG
3251 GATCCGTCGA CCGATGCCCT TGAGAGCCTT CAACCCAGTC AGCTCCTTCC
3301 GGTGGGCGCG GGGCATGACT ATCGTCGCCG CACTTATGAC TGTCTTCTTT
3351 ATCATGCAAC TCGTAGGACA GGTGCCGGCA GCGCTCTTCC GCTTCCTCGC
3401 TCACTGACTC GCTGCGCTCG GTCGTTCGGC TGCGGCGAGC GGTATCAGCT
3451 CACTCAAAGG CGGTAATACG GTTATCCACA GAATCAGGGG ATAACGCAGG
3501 AAAGAACATG TGAGCAAAAG GCCAGCAAAA GGCCAGGAAC CGTAAAAAGG
3551 CCGCGTTGCT GGCGTTTTTC CATAGGCTCC GCCCCCCTGA CGAGCATCAC
3601 AAAAATCGAC GCTCAAGTCA GAGGTGGCGA AACCCGACAG GACTATAAAG
3651 ATACCAGGCG TTTCCCCCTG GAAGCTCCCT CGTGCGCTCT CCTGTTCCGA
3701 CCCTGCCGCT TACCGGATAC CTGTCCGCCT TTCTCCCTTC GGGAAGCGTG
3751 GCGCTTTCTC AATGCTCACG CTGTAGGTAT CTCAGTTCGG TGTAGGTCGT
3801 TCGCTCCAAG CTGGGCTGTG TGCACGAACC CCCCGTTCAG CCCGACCGCT
3851 GCGCCTTATC CGGTAACTAT CGTCTTGAGT CCAACCCGGT AAGACACGAC
3901 TTATCGCCAC TGGCAGCAGC CACTGGTAAC AGGATTAGCA GAGCGAGGTA
3951 TGTAGGCGGT GCTACAGAGT TCTTGAAGTG GTGGCCTAAC TACGGCTACA
4001 CTAGAAGGAC AGTATTTGGT ATCTGCGCTC TGCTGAAGCC AGTTACCTTC
4051 GGAAAAAGAG TTGGTAGCTC TTGATCCGGC AAACAAACCA CCGCTGGTAG
4101 CGGTGGTTTT TTTGTTTGCA AGCAGCAGAT TACGCGCAGA AAAAAAGGAT
4151 CTCAAGAAGA TCCTTTGATC TTTTCTACGG GGTCTGACGC TCAGTGGAAC
4201 GAAAACTCAC GTTAAGGGAT TTTGGTCATG AGATTATCAA AAAGGATCTT
4251 CACCTAGATC CTTTTAAATT AAAAATGAAG TTTTAAATCA ATCTAAAGTA
4301 TATATGAGTA AACTTGGTCT GACAGTTACC AATGCTTAAT CAGTGAGGCA
4351 CCTATCTCAG CGATCTGTCT ATTTCGTTCA TCCATAGTTG CCTGACTCCC
4401 CGTCGTGTAG ATAACTACGA TACGGGAGGG CTTACCATCT GGCCCCAGTG
4451 CTGCAATGAT ACCGCGAGAC CCACGCTCAC CGGCTCCAGA TTTATCAGCA
4501 ATAAACCAGC CAGCCGGAAG GGCCGAGCGC AGAAGTGGTC CTGCAACTTT
4551 ATCCGCCTCC ATCCAGTCTA TTAATTGTTG CCGGGAAGCT AGAGTAAGTA
4601 GTTCGCCAGT TAATAGTTTG CGCAACGTTG TTGCCATTGC TACAGGCATC
4651 GTGGTGTCAC GCTCGTCGTT TGGTATGGCT TCATTCAGCT CCGGTTCCCA
4701 ACGATCAAGG CGAGTTACAT GATCCCCCAT GTTGTGCAAA AAAGCGGTTA
4751 GCTCCTTCGG TCCTCCGATC GTTGTCAGAA GTAAGTTGGC CGCAGTGTTA
4801 TCACTCATGG TTATGGCAGC ACTGCATAAT TCTCTTACTG TCATGCCATC
4851 CGTAAGATGC TTTTCTGTGA CTGGTGAGTA CTCAACCAAG TCATTCTGAG
4901 AATAGTGTAT GCGGCGACCG AGTTGCTCTT GCCCGGCGTC AATACGGGAT
4951 AATACCGCGC CACATAGCAG AACTTTAAAA GTGCTCATCA TTGGAAAACG
5001 TTCTTCGGGG CGAAAACTCT CAAGGATCTT ACCGCTGTTG AGATCCAGTT
5051 CGATGTAACC CACTCGTGCA CCCAACTGAT CTTCAGCATC TTTTACTTTC
5101 ACCAGCGTTT CTGGGTGAGC AAAAACAGGA AGGCAAAATG CCGCAAAAAA
5151 GGGAATAAGG GCGACACGGA AATGTTGAAT ACTCATACTC TTCCTTTTTC
5201 AATATTATTG AAGCATTTAT CAGGGTTATT GTCTCATGAG CGGATACATA
5251 TTTGAATGTA TTTAGAAAAA TAAACAAATA GGGGTTCCGC GCACATTTCC
5301 CCGAAAAGTG CCACCTGACG CGCCCTGTAG CGGCGCATTA AGCGCGGCGG
5351 GTGTGGTGGT TACGCGCAGC GTGACCGCTA CACTTGCCAG CGCCCTAGCG
5401 CCCGCTCCTT TCGCTTTCTT CCCTTCCTTT CTCGCCACGT TCGCCGGCTT
5451 TCCCCGTCAA GCTCTAAATC GGGGGCTCCC TTTAGGGTTC CGATTTAGTG
5501 CTTTACGGCA CCTCGACCCC AAAAAACTTG ATTAGGGTGA TGGTTCACGT
5551 AGTGGGCCAT CGCCCTGATA GACGGTTTTT CGCCCTTTGA CGTTGGAGTC
5601 CACGTTCTTT AATAGTGGAC TCTTGTTCCA AACTGGAACA ACACTCAACC
5651 CTATCTCGGT CTATTCTTTT GATTTATAAG GGATTTTGCC GATTTCGGCC
5701 TATTGGTTAA AAAATGAGCT GATTTAACAA AAATTTAACG CGAATTTTAA
5751 CAAAATATTA ACGTTTACAA TTTCCCATTC GCCATTCAGG CTGCGCAACT
5801 GTTGGGAAGG GCGATCGGTG CGGGCCTCTT CGCTATTACG CCAGCCCAAG
5851 CTACCATGAT AAGTAAGTAA TATTAAGGTA CGTGGAGGTT TTACTTGCTT
5901 TAAAAAACCT CCCACACCTC CCCCTGAACC TGAAACATAA AATGAATGCA
5951 ATTGTTGTTG TTAACTTGTT TATTGCAGCT TATAATGGTT ACAAATAAAG
6001 CAATAGCATC ACAAATTTCA CAAATAAAGC ATTTTTTTCA CTGCATTCTA
6051 GTTGTGGTTT GTCCAAACTC ATCAATGTAT CTTATGGTAC TGTAACTGAG
6101 CTAACATAA

Die eingefügte Sequenz mit dem frameshift-Signal (fettgedruckt) von BH10 ist grau schattiert. 
Der Übergang zur Luciferasesequenz ist durch einen Pfeil markiert. Für die Klonierung 
verwendete Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen. 
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