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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das akzessorische HIV Protein Nef iibernimmt eine Schliisselfunktion im viralen
Replikationszyklus, indem es das Virus vor der Entdeckung durch das Immunsy-
stem schiitzt und die infizierte Zelle zu einer héheren Syntheseleistung aktiviert. Die
Interaktion mit zelluldren Proteinen der Signal- und Proteintransport-Maschinerie
stellt dabei die Grundlage des Wirkmechanismus von Nef dar. Durch kurze hoch-
konservierte Aminosiuresequenzen auf Nef werden zelluldre Proteine gebunden und
deren Funktion moduliert. Diese Aminosiduresequenzen oder Motive sind fiir die
Funktion von Nef von wesentlicher Bedeutung.

Lange galt das Nef Protein als unrelevant fiir die Pathogenese von HIV. Doch die
Studien der letzten Jahre &ndern diese Bild und weisen auf eine erhebliche Betei-
ligung an entscheidenden Funktionen von HIV hin. Trotz dieser Erkenntnisse sind
bisher nur wenige Versuche unternommen worden einen Inhibitor gegen HIV Nef zu
entwickeln.

In der vorliegenden Arbeit wird das Konzept zu Entwicklung eines neuartigen In-
hibitors zur Inaktivierung von HIV-1 Nef vorgestellt und charakterisiert. Ein Fusi-
onsprotein aus zwei verschiedenen Doménen wurde konzipiert, das wichtige Signal-
und Proteintransport-Motive auf Nef blockiert und so Nef-Zellprotein-Interaktion
verhindert. Verwendet werden die Nef-bindenden Doménen der Hamatopoetischen
Zell Kinase, des CD4 Proteins und die des Adaptorproteins 2. Insgesamt wurden
drei Inhibitorklassen entwickelt und iiber ihre Affinitdt zu Nef schrittweise selektio-
niert. Die Inhibitorklasse 3, ein Fusionsprotein aus CD4 und SH3 Doméne, zeigte
die besten Resultate. Es erwies sich, dafl die Inhibitoren der Inhibitorklasse 3 mit
einer hoheren Affinitdt an Nef binden, als bisher gezeigte natiirliche Interaktions-
partner. Die Wirkung dieser Inhibitoren wurde anschlielend in wvivo iiberpriift. Die
in vitro bestimmte hohe Affinitét fiihrt auch in eukaryotischen Zellen zu einer Bin-
dung zwischen Nef und Inhibitor. Dadurch kann die Nef-vermittelte Internalisierung
von Oberflichenmolekiilen wie MHCI, CD4 oder CCR5 verhindert werden. In Ge-
genwart des Inhibitors kultivierte Viren stellten sich als weniger infektits heraus als
Wildtyp Viren. Hier wurde mit dem Inhibitor ein Molekiil geschaffen, was wesentli-
che Funktionen von Nef unterdriickt. Zusammenfassend ergibt sich fiir den Inhibitor
das Bild eines Molekiils, das zusétzlich zur medizinischen Relevanz eine Bedeutung
in Struktur-Funktions Studien erlangt.

Die bisher nur wenig verstandene Interaktion zwischen Nef und CD4 konnte durch
isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) und Kernmagnetresonanz(NMR)-Experi-
mente weitercharakterisiert werden. Es ergab sich eine Dissoziationskonstante (Kg)
von 1.2 uM fiir die Interaktion zwischen der cytoplasmatischen CD4 Doméne und
Nef. Die Bedeutung der Aminoséduren Tryptophan 61 und Leuzin 62 in Nef wurde
durch Mutation im ITC und NMR Spektroskopie gezeigt. Bei der Bindung 6ffnen
sie eine Tasche auf der Kerndoméne von Nef, in die die cytoplasmatische Doméne
des CD4 Proteins bindet. Neben der bekannten Bindungstelle in Nef sind auch im
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N-terminalen Anker von Nef Aminosduren an der Bindung zu CD4 beteiligt.

Die Co-Expression von Nef und N-Myristoyltransferase in F.coli ertffnete die Moglich-
keit, Studien mit myristoyliertem Nef durchzufithren. Das myristoylierte Nef Protein
konnte isoliert werden und zeigte eine hohe Stabilitdt und ordentliche Faltung in
Losung.

Im Western Blot, analytischer Gelfiltration und Ultrazentrifugation ergaben sich
wichtige Hinweise auf eine Myristoylierungs-abhéngige Konformation von Nef. Das
myristoylierte Nef erscheint kleiner und kompakter als das nicht-myristoylierte Nef.
Zudem konnte gezeigt werden, dafl myristoyliertes Nef vornehmlich monomer vor-
kommt, wéhrend nicht-myristoyliertes Nef Zustédnde in einem Gleichgewicht aus Mo-
nomeren, Dimeren und Trimeren annimmt.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Nef Protein

1.1.1 Historie des Nef Proteins

Das akzessorische Nef Protein des Humanen Imundefizienz Virus (HIV) ist ein
24-35 kDa grofles Protein, das essentiell fiir die Pathogenese von HIV-1, HIV-2 und
SIV ist. Sein Gen ist am 3’ Ende des HIV-Genoms lokalisiert, weswegen es in den
Anféngen der Erforschung F(3’orf) Protein genannt wurde [93, 7]. Zuné#chst war
noch nicht viel iiber dieses Protein bekannt und es konnte keine Relevanz fiir die
Pathogenese von HIV festgestellt werden [194, 132]. Wie iiberhaupt die Rolle aller
akzessorischen Proteine lange Zeit unterschétzt wurde [9, 208]. Letztendlich fiihrte
dies zu der heutigen Bezeichnung als Negativ Faktor (Nef).

Erst 1991 konnten Kestler et al. feststellen, dafl ein defektes nef~-Gen sich negativ auf
die Viruslast und das pathogene Potential von SIV auswirkt [111]. Es folgten zahl-
reiche Studien, die die zentrale Rolle des Nef Proteins im viralen Replikationszyklus
von HIV und SIV dokumentierten [90, 51, 6, 183]. Insbesondere die 1995 durch-
gefiihrte Studie an einer Gruppe von sogenannten Langzeitiiberlebenden, Menschen
die HIV-positiv sind jedoch keine Anzeichen des erworbenen Immunschwiche Syn-
droms (AIDS) entwickeln, erregte Aufmerksambkeit [115, 54]. Fast alle Patienten die-
ser Gruppe zeigten keine Symptome oder eine verlangsamte Progression von AIDS.
Verantwortlich dafiir waren Mutationen im nef-Gen, die die Produktion des funktio-
nalen Nef Proteins verhinderten. Diese Entdeckung attestierte dem Nef Protein eine
besondere Bedeutung und initierte die bis heute andauernde intensive Erforschung
des Proteins, welche auch Grundlage dieser Arbeit ist.

1.1.2 Das nef~Gen und sein Expressionsprodukt

Das Gen des Nef Proteins liegt mit seinem ORF (Open Reading Frame) 3’ nach
dem env-Gen (envelope) kodiert und wird in groferer Menge in der frithen Phase
der HIV-Replikation gebildet. Der kodierende Bereich iiberlappt dabei z.T. die U3
Region des anschlieBenden 3’ LTR (Long Terminal Repeats). Das Nef Protein wird
direkt bei der Translation modifiziert und durch die N-Myristoyltransferase (NMT)
am N-terminalen Glyzin mit einem Myristoylanker lipidiert, weswegen es vor al-
lem an Membranen lokalisiert ist. Die N-terminale Myristoylierung stellt mit der
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Kopplung einer C14 Fettsdure die schwéchste Form der Membranverankerung dar,
was sich mit der Beobachtung deckt, dafl nur ca. 60% des Nef Proteins Membran-
gebunden vorliegen [147, 109, 64]. Der Rest befindet sich in der cytosolischen Frak-
tion [147, 64].

Nef kommt an der Plasmamembran assoziiert mit speziellen Membranformulierun-
gen wie den Lipid Rafts vor [214]. Lipid Rafts sind Detergenz-unlosliche Mikro-
doménen, die sich vor allem aus Sphingolipiden und Cholesterol zusammensetzen.
Man vermutet ihre Beteiligung bei dem Zusammenbau von Virusbestandteilen (Virus-
Assembly) zu funktionellen bzw. strukturellen Einheiten an der Plasmamembran und
der Signaltransduktion. Der gerichtete Transport von Nef zu diesen Lipid Rafts wird
moglicherweise iiber die Bindung an das virale Vorlauferprotein Gag-Pol gewahrlei-
stet [47]. Zudem wird eine Assoziation mit dem Cholesterol-Synthese-Pathway ver-
mutet [213].

Im Virion kommt Nef nur in einer N-terminal verkiirzten Form vor. An Position
Wy verfiigt Nef iiber eine Schnittstelle der virale Protease, die Nef in ein 19 kDa
Fragment verkiirzt [200]. Die Funktion dieser verkiirzten Nef Form ist jedoch noch
umstritten und bisher konnte zwischen verkiirztem Nef und Wildtyp Nef kein Un-
terschied in Bezug auf Infektiositét der Virionen festgestellt werden [156, 40].

Nef iibernimmt eine Reihe von Funktionen, die nach der heutigen Vorstellung syn-
ergistisch zu der Pathogenitidt von HIV beitragen. Es erfiillt seine Funktion im Ge-
gensatz zu anderen Virusproteinen nicht iiber einen enzymatischen Mechanismus,
wie z.B. die reverse Transkriptase, sondern interagiert mit zelluldren Proteinen und
moduliert deren Aktivitdt. So wirkt Nef auf Prozesse der Signaltransduktion, Zellak-
tivierung und Endocytose ein, partizipiert an der Biosynthese von Viruspartikeln in
der Zelle (Virusreplikation) und schiitzt das Virus vor der humoralen und zelluldren
Immunantwort. Die Mechanismen, derer sich das Nef Protein dabei bedient, sind
weitestgehend voneinander unabhingig.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind eine ganze Reihe von Bindungspartnern des Nef in
der Zelle identifiziert worden und die Anzahl scheint zu steigen. Vor allem umfangrei-
che Two-Hybrid-Screens haben eine Reihe von Bindungspartnern identifiziert, deren
Relevanz in der Zelle jedoch zum Teil strittig ist [22]. Das CD1d Protein, ein Prote-
in, das Antigen aus endocytotischen Kompartimenten prisentiert, der Dock2-Elmol
Komplex, ein Aktivator der kleinen GTPase Rac, welcher indirekt die Chemota-
xis verhindert und die T-Zell-Aktivierung fordert, und das Protein Eed, welches
zusammen mit Lck einen Kinasekomplex ausbildet, sind hierbei die neusten Identi-
fikationen [103, 39, 204].

Die Nef Sequenz ist unter den HIV-1 Allelen relativ konserviert, wihrend sich HIV-2
und SIV allein durch zusétzliche 30-50 Aminosduren von HIV-1 Nef unterscheidet.
Das am besten charakterisierte Isolat ist der artifizielle Stamm HIV-1 NL4-3, der
bislang Gegenstand zahlreicher Studien war. NL4-3 stellt einen HIV-Stamm dar, der
aus den beiden Isolaten NY5 und LAV AIDS RV zusammengesetzt ist und Grundlage
der damals beginnenden HIV-Forschung war [1, 23, 18]. Die intensive Nutzung von
NL4-3 begriindet die nach ihm ausgerichtete Nomenklatur vieler HIV-Proteine, auch
von Nef. In dieser Arbeit wurde mit dem Isolat Subtyp B SF2 (ARV2/SF2 ISOLATE
Taxonomy ID: 11685) gearbeitet. Gegeniiber HIVNp4.3 hat der SF2 Stamm den
Vorteil, daff er nicht kiinstlich ist und demnach insbesondere in in vivo Studien die
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volle Wildtyp-Aktivitit zeigt [135].

Obwohl die NL4-3-Nomenklatur die weitaus verbreitete Nomenklatur darstellt, wird
hier die SF2-Nomenklatur benutzt, um eine Einheitlichkeit in der Arbeit zu errei-
chen.

1.2 Die Struktur des HIV-1 Nef Proteins

Nefgpo ist 4 Aminosduren ldnger als Nefyrs.s und unterscheidet sich in 30 Ami-
nosduren. Eine Sequenzanalyse von 186 verschiedenen Nef Allelen veranschaulicht
mit ca. 84% Sequenzidentitit einen hohen Grad an Konservierung, der sich be-
sonders in wichtigen, funktionellen Bereichen fiir die Proteininteraktion manifestiert
[84]. In Abb. 1.1 ist ein Modell der Struktur von Nef dargestellt, das sich aus den un-
abhéngig entstandenen NMR, Datensétzen der Strukturlosung zweier Nef Konstruk-
te, myristoyliertes Nefny4.3 (1-57) und Nefgpig (56-206, A 159-172), zusammensetzt
[83, 84, 91]. Die ersten Kristallstrukturen wurden 1996 und 1997 mit Nefyy 4.3 54-205
im Komplex mit der Hck SH3 Doméne und Nefy a1 58-206 im Komplex mit der Fyn
SH3 Doméne gelost [13, 125].

a) b)
NMT
ﬁt{ Myristayl Va
x %_ M, GxxxS
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§_Mzo/
(9 W )
¥

e SH3 (Vav, Hck, usw.)

R
HIV-Protease ¢ /
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Abbildung 1.1: a) Modell der Struktur des myristoylierten HIV-1 Nefnrs-3 Proteins
[84]. Die Sekundérstrukturelemente unterteilen sich in a-Helices (rot) und S-Faltblitter(griin), die
hauptséchlich die Kerndoméne bilden. N-terminal und C-terminal besteht Nef aus flexiblen Be-
reichen, der N-terminalen Ankerdoméne und der C-terminalen flexiblen Schleife. b) Die Signal-
und Proteintransportmotive in der Nef Struktur und ihre zelluldren und viralen Bin-
dungspartner. Proteintransportmotive sind in blau, Signalmotive in rot und Modifikationsmotive
in schwarz hervorgehoben. Die Nomenklatur erfolgt nach Nefsrs.
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Nach den Daten aus der NMR, Spektroskopie erscheinen fast 50% des Proteins als
unstrukturiert und flexibel. Fiir das Protein wurde eine Oberfliiche von 17 600 A2
berechnet, wobei nur 93 Aminosiuren aus den strukturierten Bereichen 31% der
Oberflache bilden, wihrend die restlichen 69% durch unstrukturierte Bereiche ent-
stehen [84].

Das globulédre a— (3 Protein unterteilt sich in eine flexible N-terminale Ankerdoméne
(AS 1-60) mit zwei helikalen Bereichen, einer aus vier a-Helices und fiinf antipar-
allelen (-Faltbldttern bestehenden Kerndoméne (AS 61-210, A152-184) und der C-
terminalen flexiblen Schleife (AS 152-184). Desweiteren weisen die strukturellen Da-
ten aus dem Komplex von Nef und SH3 Doméne auf eine Konformation hin, die eine
weitere Helix im Bereich AS 61-84 des N-Terminus ausbildet. Diese Helix wird als
Poly-Prolin-Helix Typ II (PPII) bezeichnet, welche durch die Interaktion mit SH3
Doménen oder auch WW Doménen bekannt geworden ist [209].

Neben der strukturellen Ubersicht sind in einer zweiten Darstellung in Abb. 1.1b be-
sondere Aminosduren auf der Oberfldche von Nef hervorgehoben. Dies sind Sequenz-
motive, iiber die Nef mit Proteinen der Wirtszelle interagiert. Sie umfassen z.T. nur
wenige Aminoséduren und sind oftmals hoch-konserviert, was deren Wichtigkeit fiir
die ,,Aktivitit® des Nef Proteins unterstreicht. Aus den Interaktionspartnern und
deren Modulierung ergibt sich eine Einteilung in Signalmotive und Proteintrans-
portmotive, auf die in Kapitel 1.3 noch Bezug genommen wird.

Zusitzlich sind Motive identifiziert worden, die fiir die Myristoylierung (M; GxxxS),
proteolytische Prozessierung Cs0AW |LEA oder Dimerisierung (Rigg,D127) verant-
wortlich sind [73, 130]. Auch eine Phosphorylierung des Proteins an Position Threo-
nin 15 durch die Protein Kinase C wurde beobachtet. Aber ebenso wie bei der
proteolytischen Prozessierung ist deren Bedeutung unklar und fiir wichtige Funktio-
nen z.T. unerheblich [77, 27].

In vivo und in vitro wurde eine Tendenz zur Dimerbildung erkennbar, deren funk-
tionale Bedeutung jedoch umstritten ist [130, 14, 34, 55]. Z.T. konnten auch hoher
oligomere Strukturen identifiziert werden [55, 75]. Aus NMR Experimenten unter re-
duzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen wurde gefolgert, dal die Bindung
nicht durch Disulfidbriicken gebildet wird, also keine kovalenten Bindungsmechanis-
men eine Rolle spielen [91].

1.3 Die Funktion des Nef Proteins

Nef erfiillt eine Vielzahl von Funktionen, die sich im wesentlichen in Signaltrans-
duktions- und Proteintransport-Prozesse einteilen lassen. Grundlegende Vorausset-
zung fiir alle diese Funktionen ist die Lokalisation von Nef an Membranen durch
die N-terminale Myristoylierung [96, 81]. Das Myristoylierungsmotiv ist iiber alle
Nef-Allele hinweg hoch-konserviert und Mutationsstudien zeigen, dafl sich dessen
Deletion signifikant auf die Funktionen von Nef auswirkt [158].

Proteintransport: Der Transport von Proteinen in der Zelle wird auch als
,» Trafficking® bezeichnet und durch eine Vielzahl an Proteinen wie den Adaptor-
proteinen, Clathrinen oder COP I und II gesteuert. Es konnte gezeigt werden,
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dafl Nef mit entscheidenden Proteinen der Endocytosemaschinerie wie AP1, 2 und
3, B-Cop oder auch der Untereinheit H der vakuloaren Membran-ATPase inter-
agiert und dadurch den Transport zur und von der Plasmamembran beeinflufit
[49, 105, 89, 107, 21, 104, 85]. Insbesondere die effektive Prisenz von Oberfléichenre-
zeptoren wie CD4 oder auch MHCI wird hierdurch gestort, deren Bedeutung fiir das
Virus in der Superinfektion und Antigenprésentation liegt (siehe Seite 15). Jedoch
auch viele weitere in Tab. 1.1 aufgefiihrte Oberflichenrezeptoren werden durch Nef
moduliert.

Signaltransduktion Exocytoseweg Endocytoseweg
o on . Lipid Raft o 1. Clathrin Coated Pits
TR : !
) TS B e, g S
=D K77
: + ) > \5\}\‘ f ‘_'\.
)+ S
/ ac/Cdc
/ o+
+ / +
/ )
y + . . + ﬁ}\‘j\ 2. early Endosomen
o / 3. Vesikel-vermittelter Export
Reorganisation des leoskeletts : + T
‘w‘ MHCE ;
| )}i jﬁ
Yecg
+
Signalkaskade INK sy - nEl >
~ MHCE - o4
Z; Recycling
[ == 2. Trans Golgi Netzwerk
\“ 3. late Endosomen / Lysosomen
*

MHC]

1. Endoplasmatisches Retikulum

Aktivierung der Transkription

SNy

Abbildung 1.2: Modell der Nef Funktionen. Die Funktionen von Nef unterteilen sich sche-
matisch in die Modulation von Signaltransduktions- und Proteintransport-Prozesse. Signaltrans-
duktion: Nef interagiert mit den Proteinen der TCR-Signalkaskade und induziert dadurch die
Transkription viraler und zelluldrer Proteine. Hierdurch wird die Zelle aktiviert und die virale Re-
plikation gefordert. Proteintransport: Nef beinfluit Endocytose- und Exocytosewege der T-Zelle
durch die Verlinkung von Oberflichenrezeptoren mit regulatorischen Proteinen. Hierdurch wer-
den Oberflachenrezeptoren wie CD4 internalisiert oder das Recycling bzw. der Export von MHCI
gestort. Damit schiitzt Nef das Virus vor der Immunantwort und verhindert die Superinfektion
durch weitere Viren.

Die Internalisierung des CD4 Glykoproteins erfolgt iiber einen Clathrin-abhéngigen
Endocytoseweg, der durch Nef induziert wird [88, 26]. Hierbei bindet Nef sowohl
an die cytoplasmatische Doméne von CD4 als auch an Komponenten der Endo-
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cytosemaschinerie wie die Adaptorproteine. Das hoch-konservierte Dileuzin-Motiv
E164xxxLL, welches in einer zentralen Position in der C-terminalen flexiblen Schlei-
fe von Nef (siche Abb. 1.1) présentiert wird, spielt dabei eine entscheidende Rolle
(88, 48, 33].

Durch die Ausbildung dieses terndren Komplexes wird anschlieBend die Dekorie-
rung mit Clathrinen und die Invagination der Plasmamembran induziert. Durch
eine Prozessierung zu Lysosomen erfolgt der spétere Abbau des Proteins.

Die Internalisierung von MHCI unterscheidet sich grundlegend von der des CD4 Pro-
teins. MHCI wird nicht durch einen Clathrin-abhéngigen Endocytoseweg abgebaut
sondern nach dem heutigen Modell versteht man die Internalisierung von MHCI eher
als eine Nef-vermittelte Unterbrechung des MHCI Transports zur Plasmamembran
[202, 26, 110, 171]. MHCI wird ausgehend von dem Endoplasmatischen Retikulum,
wo es durch ein Antigen stabilisiert wird, via Golgi Netzwerk zur Membran gelei-
tet. Uber das EgsEEE-Motiv bindet Nef an Phosphofurin Acidic Cluster Sorting
Protein-1 (PACS-1), ein Protein, das den Golgi-Endosomen-Transport kontrolliert.
Es folgt anschlieffend die Aktivierung der kleinen GTPase Arf6 und die dadurch in-
duzierte Storung des vesikularen Transports von MHCI. Neben dem EggEEE-Motiv
sind zusétzlich das PrgxxP-Motiv und ein Rest in der Ankerdoméne My involviert
[26, 88, 19].

Die Gruppe der durch Nef betroffenen Oberflichenrezeptoren ist sehr heterogen und
die Zuordnung der Internalisierungsmechanismen gestaltet sich schwierig. Allem An-
schein nach stehen fiir die Internalisierung von Oberflichenrezeptoren unterschiedli-
che Motive zur Verfiigung. Wiahrend die Internalisierung von CD4, CD71 und CD74
durch das Dileuzin-Motiv erfolgt, wird die von MHCI, CCR5 und CD8 durch das
PxxP-Motiv kontrolliert. CD1d wiederum weist zu beiden Internalisierungswegen,
dem von CD4 und dem von MHCI, Parallelen auf und demnach spielen hier beide
Motive, Dileuzin-Motiv und PxxP-Motiv, eine Rolle [39].

Tabelle 1.1: Die von Nef internalisierten Oberflichenrezeptoren.

Name Funktion Nef-Motiv Referenz
CDla,d  Antigen-Présentation PxxP; EEEE; ExxxLL [39]
CD3 Co-Rezeptor des TZR-Komplexes ? [190]
CD4 Co-Rezeptor MHCII, Rezeptor fiir HIV ~ ExxxLL [88, 48, 33]
CD8 Co-Rezeptor MHC I PxxP [186]
CD28 Rezeptor CD80 ? [191]
CD40L  Rezeptor CD40 ? [192, 166]
CD71 Transferrinrezeptor ExxxLL [165]
CD74 MHC-Klasse II invariante Kette ? [178]
CD80 Co-Stimulator ? [38]
CD86 Co-Stimulator ? [38]
MHCI Antigen-Prisentation EEEE; PxxP; M20 [26, 88]
MHCII  Antigen-Prisentation EEEE; PxxP; ExxxLL  [178, 189
CXCR4  Chemokinrezeptor, Co-Rezeptor HIV ? [100]
CCR5 Chemokinrezeptor, Co-Rezeptor HIV PxxP [142]
HFE ? ? [60]

DC-Sign  Adhésionsmolekiil ? [182]
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Signaltransduktion: Die Beteiligung an der Signaltransduktion innerhalb der
Zelle ist die zweite wichtige Funktion, die Nef im HIV-Replikationszyklus {iber-
nimmt. Es interagiert mit Proteinen der Signaltransduktion und aktiviert oder in-
hibiert dadurch nachgeschaltete Signal-Kaskaden in der T-Zelle [20, 179, 198]. Der
hauptséchlich davon betroffene Signalweg ist der des T-Zell-Rezeptorkomplexes (TZR),
der nach exogener Stimulation die T-Zelle aktiviert. Nef beeinflu3t diesen Signalweg,
indem es die C-terminale SH3 Doméne des Guanin Nukleotid Austauschfaktors Vav
iiber sein PxxP-Motiv bindet und anschlieend die kleinen GTPasen Racl und Cdc42
aktiviert [66].

Diese sind wiederum fiir die Aktivierung von Nef-assoziierten Kinases wie PAK1/2
wichtig, die eine Umlagerung des Cytoskeletts hervorrufen und eine Signaltrans-
duktionskaskade namens JNK/SAPK induzieren [50, 168, 65]. Die Umlagerung des
Cytoskeletts ist ein phinotypisches Zeichen fiir den Ubergang der Zelle in einen
aktiven Zustand, der die Grundlage fiir eine optimale Virusreplikation bietet. Die
angeschaltete JNK/SAPK Kaskade wirkt sich auf den HIV Promotor LTR aus und
steigert damit die Transkriptionsleistung der HIV Gene [5].

Desweiteren reguliert Nef die Transkriptionsfaktoren Nuclear Factor of activated
T-Cells (NFAT) und Nuclear Factor k B (NF-xB), die auch die Expression des
wichtigen Zytokins Interleukin-2 (IL-2) kontrollieren [68]. Exogenes IL-2 induziert
die klonale Expansion der T-Zellen und steigert damit die Biosyntheseleistung der
T-Zellen. Die Motive RiggR und PxxP auf Nef und die Assoziation an Lipid Rafts
stellen eine essentielle Grundlage fiir die Signaltransduktions-Funktion von Nef dar
[139, 116]. Mehrere Studien konnten zeigen, dafl Nef in Lipid Rafts akkumuliert und
dort die Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptor-Komplexes direkt beeinfluit [68].

Neben Vav wurden zahlreiche andere Kinasen der Src Kinasen Familie identifiziert,
deren SH3 Doménen an das PxxP-Motiv auf Nef binden [174, 13, 45, 19]. So wurde
auch die erste Kristallstruktur im Komplex mit einer SH3 Doméne der Kinase Hck
gelost [125]. Die bekannten Bindungspartner der Signaltransduktion sind in Tabelle
1.2 aufgefiihrt.

Tabelle 1.2: Die von Nef modulierten Signalproteine.

Name Funktion Nef-Motiv Referenz
PAK 2 Kinase RR [139, 149, 195]
Vav GEF PxxP [66]
Hck Kinase PxxP [174]
Fyn Kinase PxxP [13]
Lyn Kinase PxxP [174]
Lck Kinase PxxP; M20 [45, 19]
Dock2-Elmol  Aktivator von Rac PxxP [103]
Eed Kinase-Komplex mit Lek 7 [204]
NF-AT Transkriptionsfaktor ? [69, 71]
NF-xB Transkriptionsfaktor ? [69]
TCR( T-Zell-Rezeptorkomplex 7 [207]
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Immunmodulation: Viele der oben beschriebenen Prozesse tragen gemeinsam
zu einem Schutz vor einer antiviralen Reaktion des Immunsystems bei. MHCI, MH-
CII oder auch CDla und d gehoren zu einer Gruppe von Proteinen, die Antigen
auf der Oberfliche der Zelle prisentieren und damit die humorale oder zelluldre
Immunantwort induzieren. MHCI présentiert dabei cytosolisches Antigen, wihrend
MHCII und CDla und d vesikulédres Antigen présentieren. Durch die Internalisie-
rung dieser Immunrezeptoren kann Nef vor allem die Antigenpriisentation gegeniiber
CD8-T-Killerzellen und natiirlichen Killerzellen verhindern, die einer aufkommen-
den Virédmie initial entgegen wirken [11]. Die Kontrolle des programmierten Zell-
todes (Apoptose) ist ein zweiter wichtiger Mechanismus von Nef, um HIV vor der
zelluldren Immunantwort zu schiitzen. Nef induziert die Expression von beiden ent-
scheidenden Signalen Fas (CD95) und Fas Ligand (CD95L) [207, 210]. Dies 16st
zum einen die Apoptose von cytotoxischen T-Zellen aus, die mit der infizierten Zelle
interagieren und zum anderen wird die Apoptose der infizierten Zelle selbst unter-
bunden [152, 57]. Grundlage hierfiir ist die Bindung von Nef an eine Kinase des
Apoptose-Signal-Weges, der Apoptosis Signal Regulating Kinase (ASK1) [79].

Die humorale Immunantwort wird durch die Expression von Zytokinen wie Interleu-
kin 4 (IL-4) und 10 (IL-10) sowie auch durch den CD40-Liganden (CD40L) reguliert.
Durch ihre Expression und Sezernierung wird der Isotypenswitch, der Wechsel der
Immunglobulinklasse von IgM auf IgG, IgA oder IgE, induziert. Im Gegensatz zur
Immunglobulinklasse IgM sind die Immunglobuline IgG, IgA oder IgE weitaus spe-
zifischer in ihrer antiviralen Wirkung und Affinitét. Nef verhindert diesen effizienten
Mechanismus des Immunsystems durch die Suppression der Transkriptionsfaktoren
NF-£B und Signal Transducer and Activator of Transcription 6 (STAT6) sowie der
Expression des Suppressor of Cytokine Signaling (SOCS), welche die Expression der
Zytokine und des CD40 Liganden regulieren [146, 166].

Ein weiterer Prozess in der Immunantwort, der durch Nef beeinflufit wird, ist der Si-
gnalweg des kostimulierenden Rezeptors CD28, der durch die Liganden B7.1 (CD80)
oder B7.2 (CD86) aktiviert wird. Dieses Signal wirkt sich synergistisch mit dem
TZR-Komplex-Signal auf die klonale Expansion der T-Zellen aus. Unter der klonalen
Expansion versteht man die Proliferation von Antigen-spezifischen T-Lymphozyten
und die Ausbildung der Effektorfunktionen. Die Internalisierung der Chemokinre-
zeptoren CCR5 oder CXCRA4 spielt nicht nur fiir die unten beschriebene Virdmie eine
Rolle, sondern verhindert auch die Partizipierung der infizierten T-Zelle an chemo-
taktisch induzierten Migrationen zu inflammatorischen Zentren (Entziindungsher-
de) [191, 100]. Die erst kiirzlich entdeckte Komplexbildung aus Dock2-Elmol und
Nef unterstiitzt diesen Effekt ebenfalls durch Beeinflussung des Chemokin-Rezeptor-
Signalweges [103].
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Progression der Virusreplikation und Virdmie: Der Pathogenesefaktor Nef
interagiert an verschiedenen Punkten des viralen Replikationszyklus. Auf der einen
Seite schiitzt es das Virus vor der antiviralen, zelluliren und humoralen Immunant-
wort und auf der anderen Seite aktiviert es die Zelle zu einer hoheren Biosynthese-
leistung. Neben diesen Funktionen iibernimmt Nef jedoch weitere Aufgaben, die der
Progression der Virusinfektion dienen.

Spina et al. (1994) konnte in vivo zeigen, dafl ein Defekt im nef-Gen dazu fiihrt, dafl
die Replikationsrate und Viruslast von HIV zuriickgehen [183]. Generell 148t sich die
Infektiositdt der Virionen durch eine Deletion des nef-Gens vermindern [41]. Eine
quantitative Analyse der Virionen von Welker et al. (1996) konnte zeigen, daf§ Nef
nicht nur bei dem Virus-Assembly beteiligt, sondern selbst mit 5 - 10 Molekiilen in
den Virionen enthalten ist [200]. Man vermutet einen Zusammenhang mit der Inkor-
poration von Nef-assoziierten Kinasen (NAK), die im Virion Strukturproteine wie
das Matrixprotein phosphorylieren. Deren Phosphorylierung ist fiir die Entstehung
von infektidsen Virionen wichtig [72, 53].

Der positive Effekt von Nef auf die Freisetzung der Virionen konnte von Benson
et al. (1993) veranschaulicht werden [24, 129]. Hierbei spielt vor allem die Inter-
nalisierung des CD4 Rezeptors eine Rolle. Ca. 83% der CD4- und 26% der CCR5-
Oberflichenpopulation werden durch Nef internalisiert [142]. Beide Rezeptoren sind
fiir die Interaktion zwischen T-Zelle und HI-Virion von Bedeutung.

Als initialer Schritt der Virusinfektion einer Zelle interagiert das virale Glykopro-
tein 120 (gp120) mit dem CD4 Protein der T-Zelle. Begleitend ist die Présenz des
Co-Rezeptors CCR5 oder CXCRA fiir die erfolgreiche Bindung des Virions an die
Zelle wichtig.

Durch die Internalisierung der Rezeptoren verhindert Nef einen Prozef}; den man
,ouperinfektion nennt. Darunter versteht man die Penetrierung oder Infektion ei-
ner Wirtszelle durch mehr als eine Viruskopie. Die Superinfektion ist eine Proze8,
der sich negativ auf die Virusreplikation auswirkt. Er kann den vorzeitigen Zelltod
auslosen und damit die Virusreplikation gefahrden [28, 120]. HIV wie auch andere
Viren, z.B. Hepatitis B Viren, verhindern die Superinfektion durch eine schnelle In-
ternalisierung der Bindungsrezeptoren in der frithen Phase der Replikation.

2002 entdeckten Sol-Foulon et al. eine Nef-vermittelte Hochregulierung der DC-Sign
Expression [182]. DC-Sign wird vorwiegend auf dendritischen Zellen exprimiert und
gehort zur Familie der Typ C-Lektine, einem Adhésionsmolekiil, das die Bindung an
T-Zellen und Antigenprisentation fordert. Zudem spielen die Lektine eine wichtige
Rolle bei der Migration der Lymphozyten in lymphatische Gewebe. Nef verhindert
die Endocytose von DC-Sign und erhéht dadurch die Affinitéit der dendritischen Zelle
zu T-Zellen. Nef steigert durch die Modulation der DC-Sign-Expression die Trans-
missionsrate von HIV. Die durch die dendritische Zelle gebundenen T-Zellen stehen
neu entstandenen Virionen direkt nach Verlassen der dendritischen Zelle als Repli-
kationssystem zur Verfiigung. FEin weiterer vermuteter Effekt ist die wahrscheinliche
Migration von HIV-infizierten dendritischen Zellen in periphere lymphatische Ge-
webe, wo es zu Sekundérinfektion von weiteren Zellen kommt [184]. Nef unterstiitzt
dadurch die Ausbreitung der HIV-Infektion im Koérper.
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Nicht alle der hier beschriebenen Funktionen von Nef sind im ausreichenden Mafle
verstanden und insbesondere durch die enorme Vielfalt der Funktionen werden viele
von ihnen kontrovers diskutiert. Zusammenfassend ergibt sich fiir Nef das Bild eines
Pathogenesefaktors mit einem sehr komplexen Funktionsmechanismus, der fiir die
HIV-Replikation von entscheidender Bedeutung ist.

1.4 Der derzeitige Stand der HIV-Therapie

Derzeit geht von der HIV-Pandemie fiir 40.3 Millionen eine direkte und fiir 6 Milli-
arden Menschen eine indirekte Bedrohung aus (Quelle: WHO/UNAIDS, Stand De-
zember 2005). Mehr als 25 Millionen Menschen starben seit 1981 an den Folgen
von AIDS. Dem steht eine Kombinationstherapie, die als Highly Active Antiretrovi-
ral Therapy (HAART) bezeichnet wird, entgegen, die zum heutigen Zeitpunkt aber
nur fiir einen geringen Prozentsatz der Betroffenen verfiigbar ist. HAART ist eine
Medikation, die sich aus der Kombination von bis zu fiinf antiviralen Mitteln zu-
sammensetzt.

Obwohl fast jeder einzelne Schritt im viralen Replikationszyklus ein potentielles Ziel
einer Therapie darstellt, wurden bis heute iiberwiegend die beiden Enzyme Reverse
Transkriptase und die virale Protease inhibitorisch durch Nukleosidanaloga, Nicht-
Nukleosidanaloga und Proteasehemmer attackiert. Einen neuen Ansatz stellte der im
Mai 2003 auf dem Markt erschiene Fusionsinhibitor T-20 (Enfuvirtid, Fuzeon®) dar.
Der erste Prototyp eines neuen ,Entry-Inhibitors® ist ein 36 Aminosduren grofies
synthetisch hergestelltes Peptid, das subkutan oder intravenos appliziert (ca. 100
mg/Tag) wird [113]. Es bindet an eine Intermediérstruktur des HIV-Proteins gp41,
die bei der Fusion von HIV mit der Zielzelle entsteht und verhindert damit den
initialen Fusionsschritt zwischen HIV- und Zellmembran. In der ersten Studie wur-
de T-20 den HIV-Patienten als Monotherapie intravenos verabreicht. Die Wirkung
auf die Viruslast war dosisabhéngig und lag in der hochsten Dosis von 2 x 100 mg
taglich im Median bei knapp 2 Logstufen [113]. Trotzdem wurde auch hier relativ
schnell deutlich, dal T-20 als Monotherapeutikum nicht effizient sein wiirde [119].
Rimsky et al. (1998) konnten im gleichen Jahr der ersten Studien die Entwicklung
von Fluchtmutanten unter einer T-20 Therapie beobachten [169]. Trotzdem verweist
dieser neue Ansatz in der HIV-Therapie auf das hohe Potential von anderen viralen
, Targets”, sogenannten Zielproteinen von Medikationen, und stellt mitunter auch
eine Motivation fiir die in dieser Arbeit vorgestellte Studie dar.

In Tabelle 1.3 sind die neuartigen Entwicklungen und Produkte auf dem Gebiet der
HIV-Therapie der letzten drei Jahre (2003-2006) zusammengefaft.
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Tabelle 1.3: Zusammenfassung der HIV-Medikament-Entwicklungen 2003-2006.
EI = Entry-Inhibitor; II = Integrase-Inhibitor; PI = Protease-Inhibitor; NNRI = Nicht-
Nukleosidische RT-Inhibitoren; NRI = Nukleosidische RT-Inhibitoren API = akzessorische
Protein Inhibitoren

Inhibitor Bezeichnung Target Firma/Referenz

EI Pro-542 gp120-CD4 Inter. Progenics

EI BMS-488043 gp120-CD4 Inter. BMS

EI TNX 355 gpl120-CCR5 gpl20-CXCR4 In- Tanox Bio-

ter. Sys.

EI T-649 gp120-CD4 Inter. [56]

EI FP-21399 gp120-CD4 Inter. Lexigen

EI Sch-350634 CCR5-Ant. /gp120-CCRS5 Int. Schering-
Plough

El UK 427,857 CCR5-Ant. /gp120-CCRS5 Inter.  Pfizer

El 873,140 CCRb5-Ant./gp120-CCRS5 Inter.  GSK

EI TAK-2 CCRb5-Ant./gp120-CCR5 Inter.  Takeda

EI Pro-140 CCR5-Ant./ gp120-CCR5 Inter.  Progenics

EI AMD 070 CXCR4-Ant./ gp120-CXCR4 In-  [163]

ter.

I S-1368 Integrase/DNA-Integ. Shionogi/GSK

I L-870812 Integrase/DNA-Integ. Merck

I L-870810 Integrase/DNA-Integ. Merck

I V-165 Integrase/DNA-Integ. Rega Insti-
tut (Belgien)

PI Tipranavir Protease Boehringer

PI TMC 114 Protease Virco/Tibotec

PI GW640385X Protease GlaxoSmithKline

PI AG-001859 Protease Pfizer

PI SM-309515 Protease Sumitomo
Pharmac.

NNRI Etravirin Reverse Transkriptase Tibotec

NNRI Capravirine Reverse Transkriptase Pfizer

NNRI Calanolide A Reverse Transkriptase Sarawak
MediChem
Pharmac.

NNRI GW5634 Reverse Transkriptase [37]

NRI Elvucitabin Reverse Transkriptase Achillion
Pharmac.

NRI Reverset Reverse Transkriptase Pharmasset

NRI SPD-754 Reverse Transkriptase Shire  Bio-
chem

NRI Racivir Reverse Transkriptase Pharmasset

NRI Alovudin, FLT Reverse Transkriptase Boehringer
Ingelheim

NRI Stampidin Reverse Transkriptase Parker
Hughes
Institute

NRI DAPD(Amdoxovir) Reverse Transkriptase Gilead

NRI GS 7340 Reverse Transkriptase Gilead

API CNI-1493 REV Heinrich
Pette Inst.

- Trimba Inhibitor Capsid-Protein Dana  Far-
ber, NIAID

- Interleukin-2 Immuntherapie Chiron
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Die aufgefiihrten Entwicklungen oder Verbesserungen von Medikamenten gegen HIV
zeigen die Bemiihungen, mit der die HIV-Therapie in den letzten Jahren vorange-
trieben wurde (Quelle: www.aidsinfonyc.org; www.retroconference.org). Besonders
auffillig ist dabei die Intensitéit, mit der sich nun auf neue Targets unter den viralen
Proteine konzentriert wird. Neben der Weiterentwicklung von T-20 wurden zahlrei-
che Ansitze zur Inhibition von anderen Co-Rezeptorinteraktionen wie CXCR4 oder
CCRS5 vorgestellt. Auch die Integrase zdhlt nun zu den enzymatischen Targets von
Inhibitoren.

Neben diesen Entwicklungen gibt es erste Ansétze zur Verwendung von immunsti-
mulierenden Medikamenten wie IL-2 oder IL-7, welche in Kombination mit HAART
eingesetzt werden, um auch persistierende Viren zu bekdmpfen [128, 150, 197]. Zu-
dem tragen Studien wie die Entdeckung der Vif-APOBE3G Interaktion oder von
dem antiviralen Protein TRIM 5-a zum tieferen Versténdnis von Zell-eigenen anti-
viralen Mechanismen bei und unterstreichen die Bedeutung der akzessorischen Pro-
teine als potentielle Targets [212, 138, 187, 63].
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Wie in Kapitel 1.3 dargestellt, nimmt Nef eine zentrale Stellung im Replikationszy-
klus von HIV ein. Damit bietet es sich als potentielles Ziel einer Inhibitorentwicklung
an. Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines gegen HIV-1 Nef gerichteten In-
hibitors. Neben dem inhibitorischen Profil fiir eine medizinische Applikation sollen
zudem weiterfithrende Erkenntnisse iiber Funktion und Struktur des Nef Proteins er-
arbeitet werden. Im Vordergrund steht die Studie der Inhibitor-Nef-Interaktion mit
Methoden der modernen Biochemie und Virologie. Die genaue Skizzierung der Ziele
im einzelnen sowie das zu erarbeitende Programm befinden sich im Kapitel 1.5.4.
Im folgenden sollen zunéchst die bisher unternommenen Ansétze und das hier zu-
grunde liegende Konzept zur Entwicklung eines Inhibitors gegen Nef dargestellt wer-
den.

1.5.1 Die Entwicklung von Nef Inhibitoren

Obwohl die Relevanz von Nef fiir die Pathogenese von HIV spétestens seit der Studie
von Kirchhoff et al. (1995) deutlich wurde, ist die Entwicklung eines Nef-Inhibitors
eher zogerlich verfolgt worden [115].

e 2001 wurde in einer Studie eine Substanz Ikarugamycin (IKA), ein natiirliches
Antibiotikum aus Streptomyces phaeochromogenes Subspezies ikaruganensis,
getestet, das die CD4-Internalisierung durch Nef verhindert. Zuvor ist die
Substanz durch die inhibitorische Wirkung auf den Endocytoseweg des Low-
Density Lipoproteins (LDL) in Makrophagen bekannt geworden. Durch die
Zugabe von IKA konnte in Nef-exprimierenden Monozyten eine ca. zehnfach
hohere CD4-Expressionsrate erzielt werden [134].

e 2004 wurde ein von Guanidin-Alkaloid-Analoga abgeleiteter Inhibitor in wvitro
erprobt und zeigte eine inhibitorische Wirkung auf die Interaktion zwischen
Nef und der Kinase Lck. Die toxischen Eigenschaften der Analoga Batzellidin
und Crambebescidin machten eine Weiterentwicklung zum Medikament jedoch
unmoglich [153].

e Zudem wurde ein Ansatz der Inhibition mit Hilfe der siRNA-Technik (small
interfering RNA) verfolgt, der teilweise erfolgreich verlief. Die Transkription
des nef-Gens konnte durch die siRNA in vitro und im Mausmodell weitest-
gehend inhibiert und die HIV-Transkription gestért werden [154]. Eine wenig
spater veroffentlichte Studie iiber die Anwendung in Zellkultur berichtete je-
doch gegenteilig {iber die schnelle Entstehung von Resistenzen gegeniiber den
siRNAs [52].
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e 2005 wurde ein Inhibitor gegen das Bienengift Mellitin in Zellkultur gegen exo-
genes Nef erprobt und verhinderte die Nef-induzierte Apoptose. Als Grundlage
dieser Ansatzes diente die Beobachtung einer gewissen Ahnlichkeit zwischen
dem Bienengift und dem N-terminalem Anker von Nef [17].

e Im selben Jahr wurde ein weiterer Nef-Signaltransduktionsweg iiber einen mo-
noklonalen Antikorper inhibiert und damit indirekt Nef als Target fokussiert
[38].

e Aus einem Statusbericht der neusten HIV-Therapieansétze aus dem Frithjahr
2006 von Rob Camp (Antiretroviral Project Director) geht hervor, daf derzeit
eine siRNA der Firma CombiMatrix in der Testphase steht.

1.5.2 Das Prinzip des Inhibitors

Fiir die Entwicklung eines Inhibitors sind die Erkenntnisse iiber die Funktionsweise
des Zielproteins eine wichtige Grundlage. Hieraus ergeben sich Zielstrukturen wie
z.B. das aktive Zentrum eins Enzyms, das durch einen Inhibitor blockiert werden
kann oder Intermediérstrukturen einer Konformationséinderungen wie es bei der Ent-
wicklung des Inhibitors T-20 der Fall war.

Wie bereits in Kapitel 1.3 dargestellt wurde, verfiigt das Nef Protein iiber keine
enzymatische Aktivitdt, sondern moduliert zelluldre Prozesse iiber seine Motive.
Die Interaktion der Motive mit den Proteinen der Wirtszelle stellt daher eine Art
Schliisselmechanismus in der Funktion von Nef dar und dient als Ansatzpunkt des
hier entwickelten Inhibitors. Das erarbeitete Konzept basiert auf der Stérung der In-
teraktion zwischen Zellprotein und Nef durch die Blockierung der Bindungsmotive.
Theoretisch betrachtet soll durch die Blockierung einzelner wichtiger Motive die Nef
Funktion soweit gestort werden, daf} zelluldre Signalkaskaden und Proteintransport-
Prozesse nicht mehr betroffen sind. So kénnte durch die synergistische Entkopplung
weniger zentraler Interaktionen die gesamte Funktion von Nef gestort werden.

Das Blockieren der Motive soll dabei durch das Besetzen der Motive mit spezifischen
Bindungsdoménen erfolgen, die von den natiirlichen Bindungsdoménen aus der Zelle
abgeleitet sind.

Der Aufbau des Inhibitors

Der Inhibitor besteht aus mehreren Bestandteilen mit verschiedenen Funktionen.
Ein wesentlicher Bestandteil sind die Nef-bindenden Doménen, die zusammen mit
funktionalen Motiven zu einem Protein fusioniert werden. Der Inhibitor ist also ein
Fusionsprotein mit einer Mehrdoménenarchitektur.

In Abb. 1.3 wurde der Aufbau schematisch dargestellt. Insgesamt werden hier drei
Inhibitorklassen unterschieden, die sich aus den verschiedenen Kombinationen der
Doménen ergeben. Die Inhibitoren der Imhibitorklasse 1 bestehen aus der SH3
Doméne, welche das PxxP-Motiv auf Nef bindet. Ausgehend von diesem Inhibitor
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werden die beiden weiteren Inhibitorklassen entwickelt. Die SH3 Doméne dient dabei
als Basisbaustein oder ,,Leadcompound®, der durch seine héhere Affinitéit moglicher-
weise zuerst Nef bindet und dadurch die Interaktion einer zweiten Doméne im Inhibi-
tor erleichtert. Die Inhibitorklasse 2 stellt eine Kombination aus der SH3 Doméne
und einer Doméne des Adaptorprotein 2 Komplexes dar. Verbunden werden beide
Doménen iiber einen kurzen flexiblen Linker, der gréfitenteils aus neutralen Glyzinen
besteht. Durch die Doméne des Adaptorprotein 2 Komplexes soll das Dileuzin-Motiv
in der flexiblen Schleife von Nef gebunden werden.

Inhibitorklasse 3 setzt sich aus der SH3 Doméne und der cytoplasmatischen CD4
Domaéne zusammen. Beide Doménen werden ebenfalls iiber einen kurzen Linker ver-
bunden. Im Gegensatz zu den beiden anderen Doméne bindet die CD4 Doméne nicht
an ein einziges Motiv sondern an einen grofleren Bereich auf Nef.
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Abbildung 1.3: a) Aufbau der drei Inhibitorklassen. Von links nach rechts sind die Inhi-
bitorklassen 1, 2 und 3 schematisch im Komplex mit Nef an der Plasmamembran dargestellt. Die
Inhibitoren sind iiber eine Lipidierung in der Plasmamembran der Zelle verankert und binden dort
iiber die Doménen SH3, CD4 und AP2 das Nef Protein. Durch ein Ubiquitinylierungsmotiv wird
der Abbau des Nef-Inhibitor-Proteinkomplex initiert.

Neben den Bindungsdoménen ist der Membrananker ein weiterer wichtiger Bestand-
teil des Inhibitors. N-terminal oder C-terminal wurden in die Sequenz des Inhibitors
Motive eingefiigt, die in vivo die Lipidierung mit bestimmten Fettsduren verursa-
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chen. Diese Membrananker lokalisieren den Inhibitor an Membranen. Das Nef Pro-
tein wird iiber eine Myristoylierung ebenfalls in der Membran verankert. Durch eine
dhnliche Membranverankerung soll erreicht werden, dafl sich der Inhibitor und Nef
an den gleichen Positionen in der Zelle aufhalten und dadurch leichter interagieren
konnen. Wahlweise wurde eine Myristoylierung, Palmitoylierung oder Prenylierung
eingefiihrt.

In einem zusétzlichen Ansatz wurde versucht den Inhibitor-Nef-Komplex zum Pro-
teasomen oder Lysosomen zu dirigieren. Dies konnte den proteolytische Abbau des
Komplexes induzieren. Hierfiir wurde ein Ubiquitinylierungsmotiv in die C-terminale
Sequenz des Inhibitors eingefiigt.

Die drei Inhibitorklassen reprisentieren die Kombinationen aus drei wichtigen Nef-
Bindungsdoménen. Sie interagieren mit drei hoch-konservierten Signal- und Protein-
transportmotiven und sollen dadurch die Nef Funktionen inhibieren. Die Kombina-
tion der Doménen soll nicht nur gleichzeitig zwei Funktionen simultan inhibieren,
sondern auch die Spezifitit des Fusionsproteins fiir Nef verbessern. Zudem wird
durch Mutationstudien versucht, die Affinitét der einzelnen Doménen zu verbessern
und die Grofle der Doménen auf die wesentlichen Reste zu beschrinken. Potenti-
ell stehen aufgrund der vielen Bindungsmotive in Nef diverse andere Doménen und
Motive zur Verfiigung. Hier beschrinkt sich die Auswahl auf drei Doménen, deren
Interaktionen mit Nef durch zahlreiche Studien besser charakterisiert sind.
Tabellen 1.1 und 1.2 zeigen prinzipiell eine Reihe von moglichen Inhibitordomé&nen,
jedoch sind nicht alle soweit untersucht worden, als daf sie sich so einfach einsetzten
lieflen.

1.5.3 Die Domianen des Inhibitors

Im folgenden sind die Informationen zur Struktur und Funktionsbeziehung zwischen
den drei Doménen und Nef zusammengefafit.

Abb. 1.4 veranschaulicht zunichst die strukturellen Daten der Doménen, wihrend
in Abb. 1.5 die Signal- und Proteintransportmotive auf Nef dargestellt sind.
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Abbildung 1.4: a) Die Doméinen der Inhibitorklassen. Struktur der SH3 Doméne
(pdb ID: 1BU1), der cytoplasmatischen CD4 Domiéne (pdb ID: 1Q68) und des Adaptorpoteins
2 (pdb ID: 1GWS5) [13, 114, 46]. Mit Ausnahme des Adaptorproteins (nicht bekannt) sind in der
Struktur jeweils die kritischen Aminosiuren farblich hervorgehoben, die fiir die Interaktion mit
Nef eine Rolle spielen. Die Grofle und Art der Sekundérstrukturelemente der Doménen sind sehr
heterogen.
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Abbildung 1.5: a) Die Bindungsstellen der Inhibitor-Dominen auf Nef. Die Signal-
und Proteintransportmotive sind in der Struktur farblich hervorgehoben. SH3 und CD4 Doméne
binden nahe der Kerndomine von Nef an das PxxP-Motiv und eine hydrophobe Tasche (kein kon-
tinuierliches Motiv sondern eher eine Bindungsstelle). Das Dileuzin-Motiv, an das eine Doméne des
Adaptorprotein 2 Komplexes bindet, liegt in der C-terminalen flexiblen Schleife exponiert.

Die SH3 Domine Die Src Homology-3 (SH3) Domine ist ein ca. 7 kDa groflies
Protein, das eine stabile, iberwiegend aus [-Faltblattern bestehende Konformati-
on annimmt. Die orthogonalen S-Faltblétter sind iiber drei Schleifen verbunden,
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die man in RT-Schleife, nSrc-Schleife und distale Schleife unterscheidet. Neben der
G-Faltblattstruktur wurde ein kleiner helikaler Bereich nahe dem C-Terminus be-
schrieben. Die SH3 Struktur im Komplex mit Nef unterscheidet sich kaum von der
hoch-konservierten SH3 Topologie anderer NMR, oder Kristallographie-technischer
Untersuchungen der SH3 Doméne alleine [13, 144, 148]. Die SH3 Doméne interagiert
mit dem PxxP-Motiv in der Prolin-reichen Helix Typ II auf Nef. Die Interaktion
gehort zu den wenigen auch strukturell untersuchten Interaktionen zwischen einem
Zellprotein und Nef. Neben dem PxxP-Motiv sind auf Nef weitere Reste beteiligt,
die jedoch im Gegensatz zum PxxP-Motiv eine untergeordnete Rolle spielen. Die
Strukturdaten zeigen die Ausbildung einer hydrophoben Tasche zwischen a-Helix
1 und 2, wo insbesondere das Phenylalanien 94, Tryptophan 117 und Leuzin 91
fiir die Bindung zur SH3 Doméne von Bedeutung sind [13, 125, 124]. In diesem
Zusammenhang wird auch die Ursache fiir die hohe Affinitdt zu einer besonderen
SH3 Doméne, der Hdmatopoetischen Zell Kinase SH3 Doméne (Hck-SH3), disku-
tiert. Arold et al. (1998) konnten zeigen, daff von allen Kinasen der Src Familie die
SH3 Doméne der Hck die hochste Affinitét zu Nef besitzt. Die RT-Schleife der SH3
Doméne spielt dabei eine wichtige Rolle [15]. Die vergleichende Studie zeigt, daf in
der RT-Schleife die Mutation zu Isoleuzin 96 und Histidin 97 die Affinitét um den
Faktor 10 (Unterschied zwischen Fyn und Hck) erhoht. Deutlich wird die Relevanz
durch eine Mutationsstudie nach Hiipakka et al. (1999) [97]. Hier wurden zuféllige
Mutationen in die RT-Schleife der Hck-SH3 Doméne eingefiihrt und mit Hilfe der
Phage-Display-Technik selektiert. Die Mutation der Wildtyp-Sequenz Egq ATHHE zu
VSWSPD (RRT.A1) oder YSPFSW (RRT.B6) hatte besonders signifikante Auswir-
kungen auf die Affinitét zu Nef. Durch die Mutationen wurde die Affinitdt um den
Faktor 35 erhoht. Statt einer Dissoziationskonstante (K4) von ca. 250 nM wurde
fiir beide Mutanten eine Dissoziationskonstante von ca. 7 nM bestimmt. Aus diesen
Erkenntnissen heraus wurden fiir die Entwicklung des Inhibitors beide Mutanten
verwendet, um die Affinitdt der SH3 Doméne fiir Nef zu erhthen.

Die cytoplasmatische CD4 Domine Das Glykoprotein CD4 besteht aus vier
extrazelluldren Immunglobulin-dhnlichen Untereinheiten, einer transmembranen He-
lix und der cytoplasmatischen Doméne. Von dem Protein ist hier nur der 37 Ami-
nosduren grofie cytoplasmatische Teil nach einer Struktur von Kim et al. (2003)
dargestellt [114]. Im NMR Spektrum zeigte sich die Doméne grofitenteils ungefaltet
und bildet nur im Komplex mit Lck iiber die Koordination eines Zinkatoms einen
helikalen Bereich aus. Wie auch Nef verfiigt CD4 iiber ein Dileuzin-Motiv ,SxxxxLL
in der cytoplasmatischen Doméne, iiber das es internalisiert wird. Dieses Motiv ist
jedoch phosphorylierungsabhéngig und wird im Zusammenhang mit der Bindung
an Nef kontrovers diskutiert. 1994 erhielten Aiken et al. wichtige Hinweise auf die
direkte Interaktion zwischen dem Dileuzin-Motiv und Nef [3]. Die Beteiligung des
Serins ist dabei unklar. Eine Phosphorylierung ist fiir die CD4 Internalisierung durch
Nef nicht notwendig und sogar eher stérend [77, 108]. Im Gegensatz dazu vermuten
Bentham et al. (2003) keine direkte Interaktion zwischen dem Dileuzin-Motiv und
Nef [25]. Sie unterstiitzen eine Hypothese, wonach das Dileuzin-Motiv von CD4 so-
wie auch das Dileuzin-Motiv von Nef durch Adaptorproteine erkannt werden und
die Internalisierung von CD4 hervorrufen. Die eigentliche Bindung zwischen Nef und
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CD4 findet hiernach iiber andere Reste statt. Die Kinase Lck spielt bei der Internali-
sierung von CD4 durch Nef keine Rolle [87]. Nach Goldsmith et al. (1995) dissoziiert
die Kinase Lck initial vor der Bindung an Nef ab [86].

Die Interaktion zwischen CD4 und Nef ist bisher nur unzureichend untersucht wor-
den. Insbesondere auf molekularer Ebene fehlen hier wichtige Details iiber den Me-
chanismus der Bindung.

1996 konnten Grzesiek et al. wesentlich zu dessen Aufklarung beitragen, indem sie
mittels NMR Spektroskopie auf Nef die Bindungsstelle fiir CD4 identifizierten [92].
Erste Studien des Komplexes stellten sich zunéchst als schwierig heraus, da der Kom-
plex aus der CD4 Doméne und Nef eher unloslich war, aber schliellich gelang es mit
einem verkiirzten 13 Aminoséuren langem Peptid (My32SQIKRLLSEKKT) der CD4
Doméne und Nefpig A 2-39, A 159-173 eine Struktur zu 16sen. Die Bindung des
Peptids zeigte Verschiebungen im Bereich der Kerndoméne (Nefgpo:Gog,G100,L101,
Ri10 und Lj14) und im flexiblem N-Terminus (Nefgpo:Wg1, Lga und Eg3). Aus der
Studie konnte eine schwache Dissoziationskonstante von 0.5 - 1 mM fiir die Nef-CD4
Bindung ermittelt werden. Eine Struktur zwischen der ganzen cytoplasmatischen
Domaéne und Nef wurde bisher aufgrund der Loslichkeitsproblematik nicht unter-
sucht. Im Gegensatz zum PxxP-Motiv oder dem Dileuzin-Motiv deutet sich fiir die
kritischen Aminoséduren der CD4-Interaktion eher eine Bindungsstellen-Struktur an.
Wenn man in diesem Zusammenhang von einem Motiv reden will, so liegt es nahe
von einem WL-Motiv zu reden, da gezeigt werden konnte, dafl die Mutation dieser
Aminoséuren die CD4-Internalisierung aufhebt [137].

Adaptorprotein Das Adaptorprotein 2 ist das wohl am besten charakterisier-
te Protein der vier Adaptorproteine AP1, AP2, AP3 und AP4. Die Struktur der
200 kDa grofien Kerndoméne des Adaptorproteins 2 (AP2) wurde 2002 von Collins
et al. gelost. Es besteht aus den beiden grofien a-helikalen Untereinheiten o und (8
sowie den beiden kleineren Untereinheiten p und o [46]. Die groflen Untereinheiten
werden auch als Adaptine bezeichnet.

Die 100 - 130 kDa groflen Untereinheiten o und 3 bestehen aus einer a-a-super-
helikalen Faltung. Insgesamt 28 bis 29 a-Helices unterteilen sich in kleinere Ein-
heiten, so genannte HEAT-Repeats. Dies sind Faltungsmotive aus zwei aufeinander
folgenden Helices, die in vielen eukaryotischen Proteinen vorkommen [11].
Zusammen bilden beide Untereinheiten oder Adaptine ein Dimer, welches die beiden
kleineren Untereinheiten einschliefft Die Faltung der kleinen Untereinheiten enthélt
neben helikalen Anteilen auch G-Faltblidtter. Alle zusammen bilden eine sehr kom-
pakte Struktur.

AP2 ist ein Protein, das Proteintransportmotive im cytoplasmatischen Teil von
Oberflachenrezeptoren erkennt, bindet und die Internalisierung via Clathrin-Coated
Pits induziert. Im Zusammenhang mit diesem Protein wurde die Bindung des Pro-
teintransportmotivs Yxx¢ (Y Tyrosin, x beliebige AS, ¢ hydrophobe AS) auf der
Untereinheit 4 identifiziert [46, 155, 151]. AP2 ist fiir die Nef-vermittelte Internalisie-
rung von Oberflichenrezeptoren essentiell [89]. Man vermutet, dafl Nef wie eine Art
,Linker*“ den Kontakt zwischen Oberflichenrezeptor und Adaptorprotein vermittelt
und damit die Kaskade der Endocytose auslost. Neben AP2 zdhlen noch drei weitere
Proteine AP1, AP3 und AP4 zu den Adaptorproteinen der Zelle, die potentiell im
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Zusammenhang mit der Nef Bindung diskutiert werden [89, 105]. Bis heute ist nicht
ganz klar welches dieser Proteine an Nef bindet oder ob méglicherweise alle Proteine
involviert sind. Doch neuste Daten deuten eher auf AP2 hin [107].

Wie bereits erwdhnt, kommt dem Dileuzin-Motiv auf Nef dabei eine besondere Be-
deutung zu [88]. Im Gegensatz zum Yxx¢-Motiv wurde die Interaktion fiir das
Dileuzin-Motiv mit einem Adaptorprotein noch nicht gezeigt. Bisher wurde vermu-
tet, dal es ebenfalls auf p-Untereinheit binden kénnte, jedoch sprechen viele neue
Veroffentlichungen eher dagegen [170, 155]. Crosslinking-Versuche indizieren, dafl
das Motiv wahrscheinlicher auf der S-Untereinheit bindet [167]. Auch die Ahnlichkeit
zwischen der Sekundérstruktur der S-Untereinheit und der regulatorischen Unterein-
heit H der Vaculoar ATPase weisen auf eine dhnliches Bindungsmuster hin [82]. Co-
leman schlégt einen kooperativen Bindungsmechanismus von p- und (-Untereinheit
vor [44].

Fiir das Fusionsprotein (Inhibitor-2) wird hier die S-Untereinheit verwendet, die im
folgenden als #-Adaptin bezeichnet wird.

1.5.4 Das Arbeitsprogramm

1. Zunéchst soll mit Hilfe molekularbiologischer Methoden eine Fusionsprotein
hergestellt werden, das eine hoch-affine Bindung zu Nef aufweist. Nach dem
oben aufgestellten Konzept wird zunéchst die SH3 Doméne alleine getestet
und anschliefend mit der CD4 Doméne oder einer Untereinheit des Adap-
torproteins kombiniert. Die Affinitdt zu Nef wird durch kalorimetrische oder
spektroskopische Methoden (ITC, SPR, Gleichgewichts-Fluoreszenztitration)
bestimmt.

2. Parallel zu den in vitro Daten werden die Inhbititoren in vivo getestet. Zur
Verfiigung stehen die Methoden der Fluoreszenzmikroskopie, Durchfluicyto-
metrie (FACS) und Immunprizipitation. Zudem werden HIV spezifische Versu-
che wie Infektions-Assays in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr.
Oliver Fackler an der Universitit Heidelberg durchgefiihrt. Hierdurch sollen
die in vitro erzielten Ergebnisse bestéitigt und erste Aussagen iiber Wirkung,
Spezifitat und Toxizitdt getroffen werden.

3. Neben der Charakterisierung des Inhibitors hinsichtlich einer Medikamenten-
entwicklung sollen weiterfithrende Erkenntnisse iiber die Interaktionen der ein-
zelnen Doménen und Nef erortert werden. Mit der NMR Spektroskopie oder
auch der Kristallisation stehen Methoden zur Verfiigung, die neue Informatio-
nen iiber die Struktur-Funktions-Beziehung des Nef Proteins ergeben. Insbe-
sondere die Interaktion der cytoplasmatischen CD4 Domiéne mit Nef ist von
Interesse, sowie auch die Identifikation des Dileuzin-Motivs auf Adaptorprote-
in 2.

4. In der Arbeitsgruppe wurde die Moglichkeit etabliert, myristoyliertes Nef durch
Co-Expression mit der N-Myristoyltransferase herzustellen [80, 122]. Mit Hilfe
von biochemischen Methoden wie der analytischen Gelfiltration, analytischen
Ultrazentrifugation und NMR Spektroskopie soll myristoyliertes Nef Protein
untersucht werden.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 DMaterialien

2.1.1 Chemikalien

Es wurden Chemikalien der folgenden Firmen verwendet:
e Aldrich (Steinheim)
e Boehringer Mannheim (Mannheim)
e Fluka (Neu-Ulm)
e Baker (Deventer, Niederlande)
e Merck (Darmstadt)
e Amersham Biosciences (Freiburg)
e Qiagen (Hilden)
e Roth (Karlsruhe)
e Serva (Heidelberg)

e Sigma (Miinchen)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

e PVDF-Membran (Amersham Biosciences, Freiburg)

Hyperfilm™ ECL (Amersham Biosciences, Freiburg)

Sensor Chip CM 5 Research Grade (BIAcore AB, Uppsala, Schweden)

Dialyseschléduche (Roth, Karlsruhe)

Elektroporationskiivetten (Invitrogen, Karlsruhe)

Zellkulturflaschen (Becton Dickinson, Plymouth, U.K.)
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Ultrafiltrationseinheiten (Millipore Amicon, Witten)

NMR Rérchen (Wilmad, Buena, USA und Shigemi Co., LTD Tokyo Japan)

2.1.3 Siulenmaterialien

Ni-NTA Superflow (Qiagen, Hilden)
GSH 4 Fast Flow (Amersham Biosciences, Freiburg)

S75 Hi Load™ Superdex™ S75 16/60 prep grade (Amersham Biosciences,
Freiburg)

PD 10 Saulen (Amersham Biosciences, Freiburg)
Q-Sepharose (Amersham Biosciences, Freiburg)

Superdex S75 (10/30) (Amersham Biosciences, Freiburg)

2.1.4 Farbstoffe

1,5-IAEDans (Molecular Probes, Eugene, OR)
Gal-X (Bio Vectra™™)

CPRG (Roche, Mannheim)

2.1.5 Reagenziensitze ,,Kits*

QIAprep Plasmid Miniprep Kit (Qiagen, Hilden)

QIAprep Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)

QIAprep Plasmid Midiprep Kit (Qiagen, Hilden)
ECL-Western-Blot-Detection-Kit (Amersham Biosciences, Freiburg)

GST-Capture Kit (BIAcore AB, Uppsala, Schweden)

2.1.6 DNA-Konstrukte
Marker

DNA LMW-Marker (Invitrogen, Karlsruhe)
40000, 10000, 8144, 6108, 5090, 4072, 3054, 2036, 1636, 1018, 517/506 Bp

Oligonukleotide

Primer (MWG Biotech, Miinchen)
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Vektoren

e pProEx-HTa (Invitrogen, Karlsruhe)

e pET-23d (Novagen, Darmstadt)

o pGEX-4T1 Tev-Site modifiziert (Amersham Biosciences, Freiburg)
e pGEX-2T Tev-Site modifiziert (Amersham Biosciences, Freiburg)
e pET-30a (Novagen, Darmstadt)

e pET-Duet (Novagen, Darmstadt)

e pRSF-Duet (Novagen, Darmstadt)

e pACT-2 (Clontech, Mountain View, USA)

e pAS2-1 (Clontech, Mountain View, USA)

e pEF-HA (Dr. Geyer, MPI Dortmund)

2.1.7 Enzyme, Proteine und Antikorper

Enzyme

e Restriktionsendonukleasen (New England Biolabs, Schwalbach)

DNase I (New England Biolabs, Schwalbach)

Expand high Fidelity PCR System Polymerase (Roche, Mannheim)

T4-DNA-Ligase (New England Biolabs, Schwalbach)

Trypsin (Roche, Mannheim)

Elastase (Sigma, Miinchen)

e Tev-Protease (MPI-Dortmund)
Peptide

e Nefynrs3 Peptid; GENTSLLHP (BIOSYNTHAN GmbH, Berlin)

e CD4 LLAA Peptid; SAKQTAAQ (BIOSYNTHAN GmbH, Berlin)
Antikorper

e polyklonaler Kaninchen-a-His-Antikoérper (Santa Cruz Biotechnology Inc., San-
ta Cruz , USA)

e monoklonaler Maus-a-Nef-Antikorper (Dr. Marc Harris, Universitit Leeds,
U.K.)
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Peroxidase-markierter a-Maus-Antikorper (Amersham Biosciences, Freiburg)
a-Kaninchen-Antikérper (Amersham Biosciences, Freiburg)

HA-probe(F-7)mouse monoclonal IgG2a (Santa Cruz Biotechnology Inc., San-
ta Cruz, USA)

AlexaFluor568 g c-murine IgG (H+L) (Molecular Probes, Oregon, USA)
APC a-human CD4 (Becton Dickinson, Plymouth, U.K.)
APC a-human CCR5 (Becton Dickinson, Plymouth, U.K.)

monoclonal mouse a-human HLA-ABCAntigen/RPE clone W6/32 (DakoCy-
tomation)

a-GST-Antikorper (BIAcore AB, Uppsala, Schweden)

Marker

Proteinstandard fiir SDS-Page (Amersham Biosciences, Freiburg)
97,000 Da Phosphorylase b, 66,000 Da Albumin, 45,000 Da Ovalbumin, 30,000
Da Carbonic Anhydrase, 20,100 Da Trypsin Inhibitor, 14,400 Da Lactalbumin

Proteinstandard fiir analytische Gelfiltration (Amersham Biosciences, Frei-
burg)

2,000,000 Da Blue Dextran 2000, 67,000 Da Bovine Serum Albumin, 43,000
Da Ovalalbumin, 25,000 Da Chymotrypsinogen A, 13,700 Da Ribonuclease A

Proteinstandard fiir analytische Gelfiltration (Bio-Rad, Miinchen)
670,000 Da Thyroglobulin, 158,000 Da Bovine gamma-Globulin, 44,000 Da
Chicken Ovalalbumin, 17,000 Da Equine Myoglobulin , (1350 Da Vitamin B12)

2.1.8 Gerite

Akta™prime (Amersham Biosciences, Freiburg)

Microfluidizer M-110S (Microfluidics Corp., Newton, U.K.)
GenePulsers (Bio-Rad, Miinchen)

Schiittler (Brunswick, Niirtingen)

PCR-Express (Hybaid, Heidelberg)

VP-ITC (Microcal, Northampton, U.K.)

FluoroMax-3 Spectrofluorometer (SPEX Instruments, Edison, U.K.)
BlAcore™ (BIAcore AB, Uppsala, Schweden)

Varian Inova 600 Spektrometer (NMR) (Varian Inc., USA)
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e Voyager-DE pro MALDI Massenspektrometer (Perseptive Biosystems, Weiter-
stadt)

e ESI-Massenspektrometer Agilent 1100 (Hewlett Packard,Texas, USA)
e Photometer (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)

e Zentrifuge 5810 R (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)

e FACSCalibur (Becton Dickinson, Plymouth, U.K.)

e konfokales Mikroskop LSM (Zeiss, Gottingen)

e Semi-Dry Trans-Blot Apparatur (Biometra, Goéttingen)

e HPLC (High Performance Liquid Chromatography) 600S Controller, 2487 Du-
al A\ Absorbance Detector, Waters 717plus Autosampler (Waters, Milford,
USA)

e XLA analytischen Ultrazentrifuge (Coulter Beckman, Palo alto)

2.1.9 Puffer und Loésungen
e Die Zusammensetzung der einzelnen Puffer wird im jeweiligen Methodenteil
oder Experimentteil aufgefiihrt.
2.1.10 Materialien fiir die eukaryotische und prokaryotische Zell-
biologie

Medien und Zusitze eukaryotische Zellkultur:

e fotales Kélberserum, FCS (Sigma, Miinchen)

e Rockewell Park Memorial Institute Medium 1640, RPMI 1640 (GibcoBRL,
Egenstein)

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (GibcoBRL, Egenstein)

e Glutamin (GibcoBRL, Egenstein)
Medien und Zusitze prokaryotische Zellkultur:

e LB-Medium: je Liter 10 g Pepton(140)-Hydrolysat, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl
ad 1000 ml, pH 7.2

e Minimalmedium: je Liter 0.5 g NaCl, 1.3 ml Spurenelementelésung, 1 g Zi-
tronensduremonohydrat, 36 mg Eisencitrat, 4.02 g KHoPOy, 5.96 g KosHPOy,
1ml Zink-EDTA Loésung, 2 ml MgSO4 1 g S'NH,CI, 25 ml 20% Glukoselsung
oder 2 bis 3 g '3C-Glukose

e Spurenelementelosung: 2.5 g/1 Borsédure, 2.0 g/1 CoCls - 6 HoO, 1.1 g/1 CuCl,
-2 HQO, 9.8 g/l MDC12 -2 HQO, 2.9 g/l NaQMOO4 -2 HQO



2 - Material und Methoden 35

e Zink-EDTA Losung 5 mg/ml EDTA, 8.4 mg/ml Zn(Ac)s

e Myristinsdure-Losung: Eine Losung aus 5 mM Myristinsdure und 0.6 mM BSA
(Fraktion V) wird langsam auf 50°C erhitzt und mit NaOH auf pH 9 eingestellt.

Antibiotika
e Penicillin (GibcoBRL, Egenstein)
e Streptomycin (GibcoBRL, Egenstein)
e Ampicillin (Serva, Heidelberg)

e Kanamycin (Serva, Heidelberg)

2.1.11 Mikroorganismen und Zelllinien

prokaryotische Zelllinien

e E.coli-Stamm BL21 (DE3) (Novagen, Darmstadt) [188]
Genotyp: F- ompT hsdSg (rz; my) gal dem rne 131 (DE3)

e E.coli-Stamm TG1 (Zymo Research CA) [35]
Genotyp: lac-pro, thi-1, supE, hsdD5, [F’ traD36, proAB+, laclQ, lacZ.M15]

eukaryotische Zelllinien

e AH109 = Hefezelllinie (Clontech)

e CHO-++ = Chinese Hamster Ovarien Zellen; exprimieren stabil die Rezepto-
ren hCD4 und hCCR5

e HelLa = Humane Zervix Karzinom Zelllinie

e TZM Zellen = HeLa Zellen; exprimieren stabil die Rezeptoren hCD4, hCCR5
und hCXCR4. Enthalten die Gene fiir f-Galaktosidase (E.coli) und Firefly-
Luciferase, die unter der transkriptionellen Kontrolle des HIV-1 LTR stehen
[199].

e 293T = Humane embryonale Nierenfibroblasten Zelllinie [157]
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2.2 Methoden

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 PCR-Mutagenese

Zur Generierung der Punktmutationen wurde die Mega-Primer Methode verwen-
det. In zwei getrennten Ansétzen werden dafiir zunédchst zwei grofie Oligonukleotide
(Mega-Primer) durch PCR (PCR 1) amplifiziert. Der erste Ansatz enthélt die Am-
plifikation der DNA-Sequenz bis zur Punktmutation, wihrend der zweite Ansatz
aus dem Bereich ab der Punktmutation bis zum Ende der DNA-Matrize besteht.
Reverse-Primer des ersten Ansatzes und Forward-Primer des zweiten Ansatzes bein-
halten die geénderte Basensequenz. In einer zweiten PCR (PCR 2) wird die DNA
der beide Ansitze zusammen amplifiziert. Als Primer werden der Forward-Primer
des ersten Ansatzes und der Reverse-Primer des zweiten Ansatzes verwendet. Die
beiden Mega-Primer hybridisieren iiber den Bereich der Punktmutation und kénnen
so in der PCR komplementiert und amplifiziert werden.

Der 50 pl Ansatz der PCR 1 enthélt 38 ul HoO, 5 ul zehnfach Expand-High-Fidelity-
Puffer, 10 bis 50 ng Template DNA, 4 pl 2.5 mM dNTPs, jeweils 1 ul 10 pmol/ul
des jeweiligen Oligonukleotid-Primers und 0.6 ul Expand-High-Fidelity-Polymerase.
Der 50 pl Ansatz der PCR 2 enthilt 35 ul HoO, 5 ul zehnfach Expand-High-Fidelity-
Puffer, 2 ul Mega-Primer 1 (Ansatz 1) und 2 pul Mega-Primer 2 (Ansatz 2), 4 ul 2.5
mM dNTPs, jeweils 1 ul 10 pmol/ul des jeweiligen Oligonukleotid-Primers und 0.6 pl
Expand-High-Fidelity-Polymerase.

Die PCR-Reaktion erfolgt mit den Schritten: initialer Schritt 95°C (2 min) (Hold
Step); 25 Zyklen a 95°C (15 s), 55°C (30 s), 72°C (45 s); 72°C (7 min); 16°C (Hold
Step)

2.3.2 Restriktion von Plasmid-DNA

Die Spaltung von doppelstriangiger DNA wurde unter den vom Hersteller angege-
benen Puffer- und Temperaturbedingungen durchgefiihrt. Anschliefend wurden die
Restriktionsanséitze mittels Agarose-Gelelektrophorese gereinigt.

2.3.3 Isolierung von DNA-Fragmenten

Die Isolierung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese und
die Verwendung von Gelelutions-Kits der Firma Qiagen. Entsprechend der Grofle
der Fragmente wurden Agarosekonzentrationen von 1% bis 2% in TBE-Puffer (89
mM Tris pH 8.9, 89 mM Borsédure, 0.9 mM EDTA und 0.006% Ethidiumbromid)
verwendet. Die Proben wurden vor dem Auftragen mit DNA-Probenpuffer (10% Fi-
coll, 0.025% Bromphenolblau und 0.025% Xylencyanol in TBE-Puffer) versetzt. Als
Groflenstandard diente der DNA LMW-Marker der Firma Invitrogen. Die Elektro-
phorese erfolgte bei 110 Volt.
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2.3.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von Plasmid-DNA erfolgt durch Inkubation von DNA-Fragment und li-
nearisiertem Vektor bei RT fiir mehrere Stunden. Der 20 ul Ligations-Ansatz enthélt
6 ul HoO, 2 pl zehnfach Ligation-Puffer (T4-DNA-Ligasepuffer, New England Biol-
abs), 1 pl linearisierter Vektor (0.05 mg/ml DNA ), 10 pul DNA-Fragment (ca.
0.01 mg/ml DNA) 1 ul T4-DNA-Ligase.

2.3.5 Transformation von Bakterien

Die Transformation in E.coli erfolgte durch die Hitzeschock-Methode oder Elektropo-
ration. TG1 Zellen, hitzekompetente BL21(DE3) oder elektrokompetente BL21(DE3)
wurden auf Eis aufgetaut. Anschliefend wurden ca. 50 bis 100 ul dieser Bakterien-
suspension mit 20 ul Ligationsansatz oder 1 ul Mini-Prep-DNA vermischt und 30
bis 60 min auf Eis inkubiert.

Hitzeschock: Der Hitzeschock erfolgte bei 42°C fiir 1 min. AnschlieBend wurde
die Bakteriensuspension noch mal 5 min auf Eis inkubiert, mit 300 bis 500 ul LB-
Medium versetzt und 30 bis 45 min bei 37°C inkubiert. Die Bakteriensuspension
wurde zur Selektion transformierter Bakterien auf LB-Platten mit dem Plasmid-
entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C inkubiert.

Elektroporation: Der Elektroschock erfolgte in einer Elektroporationskiivette
mit einem Elektrodenabstand von 2 mm bei einen Puls von 1.5 kV, 25 uF und einer
Zeitkonstanten von 10 s durch einen GenePulser (Bio-Rad, Miinchen). AnschlieBend
wurde die Bakteriensuspension mit 300 bis 500 ul LB-Medium versetzt und 30 bis
45 min bei 37°C inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde zur Selektion transfor-
mierter Bakterien auf LB-Platten mit dem Plasmid-entsprechenden Antibiotikum
ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.3.6 Die Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte durch die Verwendung der Mini-, Midi-
und Maxi-Prep-Kits der Firma Qiagen nach entsprechenden Protokollen. Die Iso-
lierung beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse mit anschlieBender Féllung
der Proteine durch Kalium-Dodecylsulfat und Auftrennung durch Ionenaustausch-
Chromatographie. Die isolierte DNA wurde in HoO oder TE Puffer (Quiagen) auf-
genommen. Die Konzentration der DNA wurde durch Messung der Extinktion bei
260 nm bestimmt.

2.3.7 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA erfolgte nach der Kettenabbruch-Methode durch Zy-
klussequenzierung mit fluoreszens-markierten Didesoxynukleotiden nach Sanger et
al. (1977) [177]. Hierzu wurde folgender PCR-~Ansatz pipettiert: 40 pl Terminator
Reaction Mix (Applied Biosystems, ABI), 2 ul Sequenzierpuffer, 10 ul HyO, 3.3 ng
Primer und 0.2 pug DNA-Probe. Folgender PCR-Zyklus wird 25 mal durchlaufen:
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96°C (15 s), 55°C (10 s), 60°C (4 min) Anschliefend werden die Reaktionsprodukte
mit Ethanol gefillt und das Pellet nach einmaligem Waschen mit 70% Ethanol an der
Luft getrocknet. Die Gelelektrophorese und die Erstellung des Sequenzierungsprofils
erfolgte in der zentralen Einrichtung fiir Biotechnologie im MPI.

2.3.8 Glycerindauerkulturen

Die Glycerindauerkultur wurde durch das Vermischen von 800 ul Bakteriensuspen-
sion ODgoonm = 0.6 mit 1200 ul 50% Glycerin und anschlieBendem Schockfrieren
bei -80°C hergestellt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Zellanzucht und Proteinsynthese im Expressionssystem FE.col:

Die Anzucht von E.coli erfolgt in LB-Medium in Reagenzglidsern oder Erlenmeyer-
Kolben der Grofle 5 bis 5 000 ml bei 20 bis 37°C und 150 bis 200 rpm. Fiir die
Markierung mit den Isotopen °N (Cambridge Isotope Labaratories, Inc. Andover,
USA) oder 3C wurde ein spezielles Minimalmedien verwendet.

Die Kultivierung erfolgte in Gegenwart der Selektions-Antibiotika Ampicillin 100
mg/ml oder Kanamycin 35 mg/ml. Bei einer ODgggpm, = 0.6 bis 0.8 wurden 0.2 bis
0.5 mM IPTG (Isopropyl-1-Thio-D-Galactopyranosid) hinzugegeben und die Ex-
pression der rekombinanten Proteine induziert. Zur Expression von myristoyliertem
Nef wurden 20 Minuten vor der Induktion pro Liter Kultur 10 ml eine Losung aus
5 mM Myristinsdure und 0.6 mM BSA pH 9.0 zugegeben.

2.4.2 Zellaufschluss

Zur Isolierung des rekombinanten Proteins wurden die Zellen durch einen Mikroflui-
dizer mechanisch aufgeschlossen. Hierfiir erfolgte zunichst die Resuspendierung der
Zellen im Lysepuffer (je nach Reinigungsprotokoll). Anschliefflend wurden die Zel-
len unter Hochdruck (1000 bar) im Mikrofluidizer behandelt. Durch Zentrifugieren
(30 000 g, 45 min) wurden die Membranfraktion von cytosolischer Fraktion getrennt.

2.4.3 Isolierung des rekombinanten Proteins

Nef: Das Nef Protein wurde im Vektor pProEx-HTa (Invitrogen) oder pET-23d
(Novagen) wahlweise mit einem N-terminalen oder C-terminalen Hexahistidin-tag
(His-tag) exprimiert. Die Isolierung erfolgte durch Ni?*-Affinitiits-Chromatographie
an einer Akta™ Prime (Amersham Biosciences). Nach dem AufschlieBen der Zellen
in Lysepuffer (20 mM Tris/HCI pH 8.0, 300 mM NaCl, 30 mM Imidazol, 0.5 mM
B-Mercaptoethanol) wurde die Membranfraktion von der Cytosolfraktion durch Zen-
trifugation getrennt (30 000 g, 45 min).

AnschlieBend wurde eine pre-dquilibrierte 10 ml Ni?*-Affinit#its-Sdule (Qiagen) mit
dem Uberstand beladen und mit 10 Siulenvolumen Lysepuffer gewaschen. Die Elu-
tion erfolgte mit einem Gradienten von 30 bis 250 mM Imidazol. Das Protein wur-
de auf seine Reinheit hin im SDS-Gel iiberpriift und gegebenenfalls durch Aus-
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schluBchromatographie iiber eine S75 Hi Load™ Superdex™ S75 16/60 prep grade
(Amersham Biosciences) S#ule weiter gereinigt. Zur Vorbereitung der Versuche wur-
de die Probe konzentriert und der jeweilige Puffer oder der Lagerungspuffer (5 mM
Tris/HCI pH 8.0) per Dialyse (15kDa Dialysemembran, Roth) eingestellt.

Inhibitor: Die Inhibitoren wurden im pGEX-4T1 Tev (Amersham Biosciences)
oder pGEX-2T Tev (Amersham Biosciences) exprimiert. Die Isolierung erfolgte iiber
GST-Affinitits-Chromatographie an einer Akta™ Prime (Amersham Biosciences).
Nach dem Aufschliefen der Zellen in Lysepuffer (20 mM Tris/HCI pH 8.0, 500 mM
NaCl, 2 mM GSH, 1 mM EDTA, 0.5 mM DTE) wurde die Membranfraktion von
der Cytosolfraktion durch Zentrifugation getrennt (30 000 g, 45 min).

Anschlielend wurde eine pre-dquilibrierte 5 ml GSH 4 Fast Flow Affinitats-Séule
(Amersham Biosciences) mit dem Uberstand beladen und mit 10 Siulenvolumen
Lysepuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit einem Gradienten von 2 bis 10 mM
GSH. Das Protein wurde auf seine Reinheit hin iiberpriift und gegebenenfalls durch
AusschluBchromatographie iiber eine S75 Hi Load™ Superdex™ 875 16/60 prep
grade (Amersham Biosciences) S#ule weiter gereinigt. Zur Vorbereitung der Ver-
suche wurde die Probe konzentriert und der jeweilige Puffer per Dialyse (3.5 oder
15kDa Dialysemembran, Roth) eingestellt.

Fiir die Fluoreszenzexperimente wurde der Inhibitor CD4-SQS-A1 im Vektor pProEx-
HTa (Invitrogen) mit einem N-terminalen His-tag exprimiert und iiber die oben be-
schriebene Ni?*-Affinitits-Chromatographie isoliert. Der Lysepuffer bestand aus 20
mM Tris/HC1 pH 8.5, 200 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 1 mM S-Mercaptoethanol
und 0.05% Tween. Zur Vorbereitung der Versuche wurde die Probe nur bis ca. 0.06
mM konzentriert und der jeweilige Puffer per Dialyse (3.5 bis 7 kDa Dialysemem-
bran, Roth) eingestellt.

Die Aktivitdt von Proteasen wurde initial im Aufschlu-Schritt per Mikrofluidizer
durch die Zugabe von 1 mM Phenylmethylsulfonyl Fluoride und eine konstante
Arbeitstemperatur von 4°C inhibiert.

Vor den Experimenten 3.6.3 und 3.5.5 wurde der GST-tag oder His-tag von Inhibitor
und Nef jeweils enzymatisch abgetrennt. Die enzymatische Reaktion erfolgte durch
die Tev-Protease fiir eine Dauer von 12 h bei 4°C in 50 mM Tris pH 8.0, 150 mM
NaCl, 0.5 mM EDTA und einem molaren Verhéltnis Tev-Protease/Protein von 1:200.

B-Adaptin: Das Fragment des $2-Adaptins wurde im Vektor pProEx-HTa (Invi-
trogen) exprimiert und zunsichst wie oben beschrieben per Ni?*-Affinit#ts-Chrom-
atographie und Ausschluichromatographie isoliert. Zusétzlich wurde der Reinheits-
grad durch eine Ionenaustauschchromatographie erhcht. Im Laufpuffer (50 mM
Tris/HCI pH 8.0, 2 mM DTE, 1 mM EDTA, 0.1% NP40) wurde das Protein auf
eine 30 ml Q-Sepharose Anionenaustauscher-Sdule (Amersham Biosciences) gege-
ben und durch einen Salzgradienten von 0 bis 1 M NaCl eluiert.
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2.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Der Reinheitsgrad der rekombinanten Proteine wurde in der SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese iiberpriift [118]. Hierzu wurden 15% und 18%ige SDS-Gele herge-
stellt, die aus einem Sammelgel (675 pl HoO, 250 ul 30% Acrylamid/Bisacrylamid,
312.5 pl Tris/HCI pH 6.8, 12.5 ul 10% SDS, 0.6 pl TEMED und 6.3 ul APS) und
einem Trenngel (z.B. 15% 1.2 ml HyO, 2.5 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid, 1.25
ml Tris/HCI pH 8.8, 50 ul 10% SDS, 2.5 ul TEMED und 25 ul APS) bestehen.
Zur Analyse wurden ca. 5 bis 10 pg Protein im SDS-Probenpuffer (0.06 M Tris/HCl
pH 8.5, 2% SDS 25% Glycerin, 20% [-Mercaptoethanol, 0.051% Bromphenolblau)
5 min lang bei 95°C erhitzt. Die denaturierte Probe wurde anschlieBend im Gel
bei 200 V fiir 40 min im Laufpuffer (0.5 M Tris, 200 mM Glycerin und 0.1% SDS)
elekrophoretisch aufgetrennt. Der verwendete Molekulargewichtsmarker der Firma
Amersham Biosciences deckt einen Bereich von 14 bis 100 kDa ab. Geféarbt wurde
mit einer Coomassie Losung ( 0.1% Coomassie R 250, 40% Ethanol, 10% Essigséure)
und Entférbelésung (10% Ethanol, 5% Essigsdure).

2.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration (Bradford und ODqg,,)

Die Proteinkonzentrationen wurden im Bradford-Assay oder per optische Dichte bei
einer Wellenlénge von 280 nm bestimmt [31].

Bradford-Assay: 1 ul Proteinprobe werden in 199 ul HoO pippetiert und mit
800 pl Bradford-Reagenz (BioRad) vermischt. Nach 5 bis 10 min kann der Farbum-
schlag bei einer Wellenldnge von 595 nm beobachtet werden. Aus der gemessenen Ab-
sorption wird die Proteinkonzentration berechnet. Hierfiir wird eine BSA-Standard-
Eichgerade aufgenommen und die gemessene Absorption gegen die Proteinkonzen-
tration aufgetragen. Die Ausgleichsgerade ergibt einen linearen Zusammenhang, der
zur Berechnung der unbekannten Probe dient.

ODogonm: 5 pl Proteinprobe werden mit 595 pl 6 M Guanidin Hydrochlorid, 20
mM NaP; pH 6.5 gemischt und die optische Dichte bei einer Wellenlénge von 280
nm bestimmt. Mittels des Extinktionskoeffizienten erfolgt dann die Berechnung der
Proteinkonzentration. Der Extinktionskoeffizient wurde mit Hilfe des Servers Expa-
sy Protparam tool (http://us.expasy.org/) berechnet

_ Absorption - 100

C MW (2.1)
€
C = Konzentration (g 17!)
€ = Extinktionskoeffizient (mol=! cm~1)

MW

Molekulargewicht (g mol~! 171)
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2.4.6 Western Blot

Durch den Western Blot wurden in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ge-
trennte Proteine spezifisch angefirbt. Der Nachweis erfolgte iiber Protein-spezifische
monoklonale Antikoérper. Nach der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde das
SDS-Polyacrylamidgel und PVDF-Transfermembran (Amersham Biosciences) fiir 15
min in Transferpuffer ( 3.03 g/l Tris, 11.2 g/l Glyzin, 10% MeOH) dquilibriert. Der
Transfer erfolgte elekrophoretisch fiir 30 min bei 144 V Semi-Dry Trans-Blot Appa-
ratur (Biometra) zwischen dquilibrierten Whatman-Filtern.

Nach dem Transfer wurde die Membran dreimal fiir 20 min in PBST (9 g/l NaCl,
0.272 g/1 KHyPOy, 1.78 NagHPO, - 2H,0, 0.05% Tween) gewaschen und iibernacht
bei 4°C mit 5% Magermilchpulver in PBST geblockt, das heifit Nitrocellulosefliche
mit unspezifischem Protein abgeséittigt. Anschliefflend erfolgten drei weitere Wasch-
schritte und die Inkubation fiir eine Dauer von 1 h mit dem ersten Antikorper.
Fiir den hier durchgefithrten Western Blot wurden 10 ml polyklonaler Kaninchen-a-
His-Antikorper (Santa Cruz Biotechnology Inc.) 1:2000 in 5% Magermilchpulver in
PBST verdiinnt oder 10 ml monoklonaler Maus-a-Nef-Antikérper (Dr. Mark Harris,
Universitiat Leeds) 1:2500 in 5% Magermilchpulver in PBST verdiinnt verwendet.
Durch drei Waschschritte in 5% Magermilchpulver in PBST wurde iiberschiissiger er-
ster Antikorper von dem Blot entfernt und anschliefend mit dem zweiten Antikérper
fiir 1 h inkubiert. Der zweite Antikorper ist ein Peroxidase-markierter a-Maus-
Antikorper (Amersham Biosciences) oder Peroxidase-markierter a-Kaninchen-Anti-
korper (Amersham Biosciences), der in einer Verdiinnung 1:4000 in 10 ml 5% Ma-
germilchpulver in PBST eingesetzt wird. Nach dem Waschschritt erfolgt die De-
tektion der Protein-Banden mit dem ECL-Western-Blot-Detection-Kit (Amersham
Biosciences). Die Peroxidase induzierte Chemilumineszenz kann durch einen aufge-
legten Rontgenfilm (Hyperfilm™ ECL, Amersham Biosciences) visualisiert werden.

2.4.7 Die Markierung mit 1,5-IAEDans

Fiir die Gleichgewichts-Fluoreszenztitration wurde Protein an einer spezifischen Ami-
noséure, Cystein, mit dem Fluorophor 1.5-IAEDans (5-((((2-Iodoacetyl)amino)-
ethyl)amino)naphtalen-1-sulfonsidure (Molecular Probes) markiert. Dieses Flurophor
ist ein Umgebungs-sensitives Fluorophor und hat ein Exzitationsmaximum bei 336
nm und eine Emissionsmaximum bei 490 nm [101]. 50 ¢M Protein wurden zunéchst
mit einem zehnfachen Uberschuf an TCEP oder DTE 30 min lang vermischt und da-
durch die Thiolgruppe des Cysteins reduziert. AnschlieBend wurde das Antioxidanz
per Ausschlufichromatographie entfernt und die Proteinlésung iibernacht bei 4°C mit
einem zehnfachen Uberschuf an 1,5-TAEDans in 20 mM Tris /JHCI1 pH 7.5, 100 mM
NaCl inkubiert. Uberschiissiges 1,5-IAEDans wurden durch Ausschluichromatogra-
phie entfernt und die Vollsténdigkeit der Markierung durch MALDI oder ESI iiber-
priift. Die Markierung erfolgte unter anaeroben Bedingungen (Argon-Schutzgas).
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2.5 Biophysikalische Methoden

2.5.1 Isothermale Titrationskalorimetrie

Durch die isothermale Titrationskalorimetrie ist es moglich, das thermodynamische
Profil einer Bindung zwischen Protein und Ligand zu erfassen [203]. Treten ein Pro-
tein und Ligand in Wechselwirkungen, so geht dies in der Regel mit einem mef3barem
energetischen Prozef} einher. Die Mefigrofe ist dabei die Warmeéinderung, die bei der
Bindung zwischen Ligand und Protein entsteht. Gemessen wird diese Warmeénde-
rung in einer Mefzelle relativ zu einer Referenzzelle, die nur mit Puffer gefiillt ist.
Das System aus Mefizelle und Referenzzelle ist von einem isolierenden Mantel um-
geben und wird thermisch stabil gehalten (isotherm).

Waéhrend der Messung wird die Mefizelle mit einem Heizstrom iiber ein Feedback-
system konstant auf einer Temperatur gehalten. Wird bei der Bindung zwischen
Protein und Ligand Warme frei, so manifestiert sich dies in einer niedrigeren Heiz-
leistung, die notig ist, um die Zelle konstant auf der vorgegebenen Temperatur zu
halten. Relativ zur Referenzzelle wird so die Warmeénderung indirekt detektiert.

In einem kalorimetrischen Experiment wird das Protein mit dem Liganden iiber eine
Spritze schrittweise titriert. Die Warmeénderungen, die bei einer Injektion des Ligan-
den in die Mefizelle entstehen werden detektiert und das Integral der Warmeténung
gegen das molare Verhéltnis Ligand (Injektant)/Protein (Molare Ratio) augetragen.
Eine einfache Titration folgt einem sigmoidiale Kurvenverlauf, aus dem wie in Ka-
pitel 5.1.2 beschrieben die charakteristischen Parameter der Bindung AG, AH, AS,
Stochiometrie und Ky bestimmt werden konnen.

Die freien Enthalpie AG wird durch die Gibbs-Funktion beschrieben.

AG = AH —TAS (2.2)

Die Beitréige der Warmeéanderung AH und der Entropie AS zur freien Enthalpie AG
konnen dabei sehr unterschiedlich sein. Die Warmeénderung A H setzt sich vor allem
aus den nicht-kovalenten Wechselwirkungen zwischen Protein, Ligand und Lésungs-
mittel zusammen. Neben den bekannten Wechselwirkungen (Wasserstoffbriicken, hy-
drophoben Wechselwirkungen, ionischen Wechselwirkungen, Van-der-Waals Krifte)
zwischen Ligand und Protein spielt auch das Aufbrechen der Solvathiille eine ent-
scheidene Rolle [70, 159].

Aussagen iiber die Zusammensetzung von AS hingegen sind eher schwierig. Zum
einen erhoht das Auflésen der Hydrathiille in der Bindungsstelle die Entropie. Auf
der anderen Seite werden durch die Komplexbildung dem System freie Partikel ent-
zogen und deren Freiheitsgrade erheblich eingeschrinkt. Frei bewegliche Seitenketten
oder ganze Doménen werden durch eine Bindung beeinflut und kénnen sich durch
eine negative Entropieinderung duBern [159, 106]. Allgemein spricht man von einer
Konformationsentropie und Solvatisierungsentropie.

Die ITC-Experimente wurden hier mit einem VP-ITC der Firma Microcal durch-
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gefiihrt. Das Volumen der Mefizelle betrug 1.419 ml und das der Spritze 250 ul.
Die Titration erfolgte durch ca. 40 Injektionen von je 8 ul im Abstand von 3 min
bei einer konstanten Temperatur von 25°C oder 15°C. Vor der Messung wurden
Proben und Puffer sterilfiltriert und vollstdndig entgast. Vor dem Experiment wur-
den beide Proben per Dialyse oder Gelfiltration in den gleichen Puffer tiberfiihrt.
Fiir die Interaktionen zwischen Nef und Inhibitor wurde die Zelle mit Nef und die
Spritze mit Inhibitor befiillt. Durch Kontrollmessungen wurden Verdiinnungseffekte
beriicksichtigt und korrigiert. Die Auswertung erfolgte durch die VP-ITC Software
Origin 7.0.

2.5.2 NMR Spektroskopie

Die Magnetresonanz Spektroskopie oder auch NMR Spektroskopie (Nuclear Ma-
gnetic Resonanz) ist eine Methode, die strukturelle Informationen iiber ein Protein
liefert. Diese umfassen die Struktur und Proteinfaltung, wie auch dynamische Pro-
zesse, Konformationsdnderungen und Wechselwirkungen mit anderen Molekiilen.

Grundlage der Methode sind magnetisch aktive Atomkerne von 'H, 3C, °N, und
31P. Die magnetischen Eigenschaften entstehen durch einen Kernspin oder Eigendreh-

impuls j, der einen magnetischen Dipol oder magnetisches Moment ﬁ erzeugt. Die-
ser Spin wird zum vereinfachten Versténdnis oft als Rotation eines Atomkerns um
seine Achse gesehen. Die Frequenz dieser Bewegung wird als Lamor-Frequenz oder
Resonanzfrequenz beschrieben.

Diese Frequenz ist von Kern zu Kern verschieden und ist von dem gyromagneti-
schen Verhéltnis v und der Stérke des &uleren magnetischen Feldes abhingig. Das
gyromagnetische Verhéltnis ist fiir jeden Kern charakteristisch und der Proportio-
nalitétsfaktor des Spin/Drehmoment Verhéltnisses.

= J=~ /I + 1) (2.3)

E = Drehmoment
J = Drehimpuls

v = gyromagnetischen Verhiltnis

h = Planck-sches Wirkungsquantum

I = Kernspin Quantenzahl

Wird ein dufleres Magnetfeld angelegt, so koppelt das magnetische Moment des
Kerns an dieses und richtet sich mit seiner Komponente in zwei energetischen Zu-
stéanden parallel (energetisch niedrig) oder antiparallel (energetisch hoch) dazu aus.
Durch Einstrahlung eines kurzen Radiowellenpulses kénnen Ubergéinge (Ausrich-
tung in xy-Richtung, Quermagnetisierung) zwischen diesen beiden energetischen
Zustanden erzeugt werden, deren Relaxation in den Grundzustand gemessen wird.
Ermittelt werden hier die Unterschiede in den Resonanzfrequenzen.

Die Resonanzfrequenzen hingen nicht nur von den Eigenschaften des Kerns ab,
sondern auch von seiner chemischen Umgebung. Die rdumliche Verteilung der Elek-
tronen und die Art der chemischen Bindungen in der unmittelbaren Ndhe zum Kern
dndern die Resonanzfrequenz [164]. Diese Anderung wird als chemische Verschie-
bung relativ zu einem Referenzsignal (Tetramethylsilan) in ppm (parts per million)
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angegeben.

Mit Hilfe der heteronuklearen NMR Spektroskopie lassen sich die Resonanzfrequen-
zen eines Proteins den einzelnen Aminoséuren zuweisen (Assignment). Dies geschieht
in einer Reihe von verschiedenen NMR Experimenten und setzt die vollstédndige
Isotopen-Markierung des Proteins mit N und '3C voraus.

Hier wurde nun die Interaktion zwischen zwei Proteinen im 'H-'N HSQC-Spektrum
(Heteronuclear Single Quantum Coherence) untersucht. Im HSQS-Experiment wird
nicht direkt der N Kern angeregt sondern das 'H Proton, welches ein wesentlich
hoheres gyromagnetisches Verhiltnis hat und seine Magnetisierung auf den >N Kern
iibertragen kann. In diesem 2D Spektrum wird also die Protonenfrequenz und die
Stickstofffrequenz iiber eine kovalente Bindung zu einem zweidimensionalen Spek-
trum verkniipft. Die Signale eines 'H/N HSQC-Spektrums repriisentieren iiber-
wiegend die Amidprotonen des Proteinriickgrats und die der Seitenketten von As-
paragin, Glutamin, Histidin und Tryptophan.

Hier wurden 'N-markierte Proteine bei einer Konzentration von 0.4 mM und ei-
ner Temperatur von 25°C im NMR Spektrometer (Varian Inc., USA) mit einer
Feldstérke von 600 MHz oder in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
S. Grzesieck an der Universitidt Basel an einem 800 MHz Spektrometer (Bruker)
durchgefiihrt. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit der Software des Herstel-
lers Bruker.

2.5.3 Gleichgewichts-Fluoreszenztitration

Die Gleichgewichts-Fluoreszenztitration ist eine Methode zur Bestimmung der Dis-
soziationskonstanten Ky. Gemessen wird die Fluoreszenzéinderung eines Fluorophor-
markierten Proteins bei Titration mit einem Liganden. Voraussetzung ist, daf} ein
Protein selektiv an einer Position mit einem Fluorophor markiert werden kann und
die Bindung des Liganden eine Anderung des Fluoreszenzsignals hervorruft. Die
Anderung des Fluoreszenzsignals erfolgt durch eine Anderung der chemischen Um-
gebung des Fluorophors; z.B. durch Konformationséinderung des Proteins. Gemes-
sen wurde die Fluoreszenz in einer 1 ml Quartzkiivette unter konstanter Temperatur
von 25 °C und konstanter Durchmischung in einem FluoroMax-3 Spectrofluorometer
(SPEX Instruments). Die Titration erfolgte durch schrittweises Zugeben einer hoher
konzentrierten Ligandenldsung. Die Fluoreszenzénderung wurde um die Volumen-
zunahme Kkorrigiert.

F, - V4
Fkorrigiert = gemeis/sen Gesamt (24)
Anfang
Die korrigierte Fluoreszenzédnderung wurde gegen die molare Ligandenkonzentration
aufgetragen und wie in Kapitel 5.1.1 mit Hilfe der Software Origin 7.0 ausgewertet.

2.5.4 Oberflaichen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie

Die Oberflachen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie (SPR) ist eine Methode zur Be-
stimmung der Dissoziationskonstanten Kg4. Primér wird jedoch zunéchst die Asso-
ziationsrate ko, und Dissoziationsrate k.g bestimmt. Gemessen wird die Verdnde-
rung des Brechungsindexes eines Sensorchips iiber ein optisches System. Auf die-
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sem Gold-beschichteten Sensorchip wird ein GST-Fusionsprotein iiber einen a-GST-
Antikérper immobilisiert. Uber ein kontinuierliches FluBsystem wird der Ligand hin-
zugegeben. Bindet der Ligand das immobilisierte Protein, so fithrt dies zu einer Mas-
senzunahme der Schicht auf dem Sensorchip und damit zu einer Verdnderung des
Brechungsindexes dieser Schicht.

Von unten wird der Chip mit polarisiertem Licht bestrahlt, das im Winkel der To-
talreflektion auf den Chip einfillt. Ein Teil des Lichts dringt jedoch als sogenann-
te evaneszente Welle in die Goldschicht ein. Es kommt zu einem Phinomen, was
man Oberflichenplasmonresonanz nennt. Bei einem bestimmten Einfallswinkel in
Abhéngigkeit von der optischen Dichte der Matrix (Goldschicht + Proteinschicht
des Chips) induziert die evaneszente Welle Elektronenschwingungen des Elektro-
nengases (Plasmon) der Goldschicht in Richtung der Grenzfliche.

Das im Winkel der Totalreflektion ausfallende Licht wird iiber einen Detektor aufge-
nommen, der dieses Phéinomen in Form eines Intensitdtsminimum bzw. SPR-Winkel
(Surface Plasmon Resonance) des Lichts detektieren kann. Dies bedeutet, dafl die
Bindung zwischen Ligand und Protein die optische Dichte der Matrix verindert und
damit den SPR-Winkel beeinfluf3t. Wiedergegeben wird dieser Winkel als Resonance
Units (RU) [180]. Gemessen wurden jeweils 4 bis 5 Verdiinnungen eines Liganden
auf einem Sensorchip, der mit 0.4 mg/ml Protein beladen wurde. In einem separaten
Experiment wurde mit einer 1 M Guanidiniumhydrochlorid Losung die Dissoziation
bestimmt. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit der BIAevaluation Software
Version 2.1 (BIAcore AB, Uppsala, Schweden) unter den in Kapitel 5.1.3 beschrie-
benen Gesichtspunkten.

2.5.5 Analytische Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration (GroéfSenausschluichromatographie) ist eine Methode
zur Bestimmung der Grofle eines Proteins. Im Prinzip erfolgt eine Trennung von
Proteinen nach den unterschiedlichen Stokes’schen Radien und nicht nach der Mas-
se. Die Trennung wird dabei iiber eine Matrix (Superdex S75 (10/30), Amersham
Biosciences) mit bestimmter Porengréfie in einer HPLC (Waters, Milford) erreicht
und das Elutionsvolumen iiber eine Detektion der Optischen Dichte bei 280 nm be-
stimmt. Bei einer Laufgeschwindigkeit von 1 ml/min durchlaufen kleine Proteine
einen ldngeren Weg durch die Poren, als grofie Proteine, die an den Poren vorbei
durch das Gelbett flielen. Wird ein Proteinstandard mitanalysiert, so 148t sich das
Elutuionsvolumen des zu analysierenden Proteins mit den Werten des Standards
korrelieren und die Proteinmasse bestimmen. Siehe Kapitel 5.1.4

2.5.6 Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation ist eine Methode mit der Aussagen iiber den
Oligomerisierundzustand eines Proteins getroffen werden kénnen. Hierfiir wird iiber
Zentrifugation ein Gleichgewicht zwischen Sedimentation und Diffusion eingestellt
und mit Kenntnis der theoretischen Molekulargewichts der Oligomerisierungszu-
stand eines Proteins berechnet. Die analytische Ultrazentrifugation bzw. Sediment-
ation-Diffusion-Gleichgewichtszentrifugation erfolgte in Zusammenarbeit mit der Ar-
beitsgruppe von Prof. Dr. Urbanke an der Medizinischen Hochschule von Hannover.
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Eine Probe mit einer Konzentration von 9 uM wurde bei 5000 rpm in einem An-Ti
Rotor in einer XLA analytischen Ultrazentrifuge (Coulter Beckman), die mit einer
Scanner Optik ausgeriistet ist, bei 20°C untersucht. Die Auswertung erfolgte mit
Hilfe der Sofware SEDFIT [123].

2.5.7 Massenspektrometrie

Durch die Methoden der Matrix-unterstiitzten Laserdesorptions/Ionisations-Massen-
spektrometrie (MALDI-MS) oder Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie
(ESI-MS) kann die Masse eines Proteins ermittelt werden. Die beiden Verfahren
unterscheiden sich durch ihr Ionisationsprinzip. Im Vergleich zum MALDI ist das
Ionisationsverfahren des ESIs weitaus schonender.

MALDI-TOF-MS: Hier erfolgt die Ionisation der Probe iiber eine Matrix, in
die das Protein der Probe eingebettet wird. Matrix und Probe werden auf einer
Metallplatte vermischt und co-kristallisieren nach Verdunsten des Losungsmittels.
Anschliefend wird das Matrix-Protein-Gemisch einem Laserimpuls (1- 10 ns, 337nm,
Ny-Laser oder 255nm Nd:YAG-Laser) ausgesetzt, der von der Matrix absorbiert wird
und zur Desorbtion und Ionisation des Gemisches fiihrt. Die auftretenden Protein-
molekiil-Ionen werden anschliefend in einem elektronischen Feld im Hochvakuum
beschleunigt und durch Flugzeit-Analyse (TOF= Time of Flight) das m/z Verhéltnis
kalkuliert. Als Matrix wurde Sinapinische Saure (3.5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsiure)
in Acetonitril/ Wasser und 0.1% Trifluoressigséure (TFA) verwendet. Die Proteinpro-
ben wurden in Verdiinnungen 1:1 mit der Matrix vermischt. Die Auswertung erfolgte
durch die Voyager Software.

ESI-MS: Diese Methode ist im Gegensatz zum MALDI-MS sensitiver, jedoch auch
gegeniiber Salzen in der Probe empfindlicher. Daher wurde die Probe vor der Mes-
sung durch Aceton gefillt und mit Ethanol gewaschen oder per Gelfiltration ent-
salzt. Die Ionisation erfolgt hier {iber das Einspriihen der Probe in eine Kammer
mit hohem elektrischem Potential. Die entstehende Dispersion der Fliissigkeit fiihrt
zu vielen kleinen geladenen Tropfchen, in denen nach Verdunsten des Losungsmittels
protonierte Proteine in der Gasphase entstehen. Die Analyse erfolgt mit Hilfe der
Ionenfalle.

2.6 Zellbiologische Methoden

2.6.1 Hefe-Zwei-Hybrid-System

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System ist eine Methode, um die relative Affinitéit zwischen
zwei Proteinen zu bestimmen. Im Gegensatz zu den in vitro Methoden wird die
Interaktion nicht direkt sondern iiber ein in vivo Reportersystem gemessen. Dieses
Reportersystem ist die Transkriptionskontrolle des Gens der §-Galaktosidase. Die
Transkription wird durch den Transkriptionsfaktor GAL4 gesteuert, welcher aus den
beiden Doménen DNA-Bindungsdoméne und Transkriptions-Aktivator-Doméne be-
steht. Nur als Fusionsprotein mit beiden Doménen wird die Transkription aktiviert
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und das Enzym (3-Galaktosidase gebildet. Fiir das Hefe-Zwei-Hybrid-System werden
die Gene der beiden Doménen getrennt und in Fusion mit den beiden Genen der
zu analysierenden Proteine exprimiert. Binden die beiden Proteine in der Zelle, so
erfolgt die Transkription des Enzyms. Die Affinitdt der Bindung und Folge fiir die
Transkriptionsrate kann durch die Enzymaktivitit ausgedriickt werden.

Nef wurde in den Vektor pAS2-1 (Clontech) und das Fragment des [1-Adaptins
in den Vektor pACT2 (Clontech) kloniert. Es erfolgte die selektive Expression im
Hefestamm AH109 im Singledropout Medium -Leuzin -Trp (6.7 g/l Hefeextrakt
ohne Aminoséuren, 20 g/l Agar, 100 ml zehnfach Aminosdure-Stammlosung (200
mg/ml L-Adenin, L-Arginin, L-Histidin, Methionin, Uracil, 300 mg/ml Isoleuzin,
L-Lysin und L-Tyrosin, 2000 mg/ml L-Threonin, 1500 mg/ml L-Valin, 500 mg/ml
L-Phenylalanin)) bei 30°C und 150 rpm. Sobald die transformierten Zellen eine op-
tische Dichte ODggonm = 0.5 - 0.8 erreichten, wurden aus 3 ml Zellkultur die cytoso-
lische Enzymfraktion durch Aufbrechen der Zellmembran per Einfrieren in fliissigen
Stickstoff und die G-Galaktoseaktivitéit im Fliissigkultur-Assay durch den Farbstoff
Chlorophenol Red-/3-D-Galactopyranosid (CPRG) bestimmt. Die Durchfiithrung der
Hefe-Transformation, ihre Kultivierung und der Liquid-Culture-Assay erfolgten nach
dem Protokoll von Clontech (Yeast Protocols Handbook 2001). Der Farbumschlag
des Farbstoffs wurde bei einer optischen Dichte der Wellenlédnge 578 nm verfolgt und
die S-Galaktosidaseeinheiten berechnet:

1000 - ODsrsm
Gall = 25
pGa #-0.1-5- ODgoorm (2.5)

t = Zeit nach der Zugabe des Farbstoffes CPRG (min)
O Dgoonan,. = MaB fiir die Zelldichte
O D578 = Maf fiir die durch (-Galaktosidase umgesetzte Menge an CPRG

2.6.2 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Das Einschleusen von DNA in eukaryotische Zellen erfolgte durch Liposomen-vermit-
telte Transfektion mit Lipofectamine 2000. In der Regel wurden in 6 Well-Platten
2.5-10° und in 24-Well-Platten 1-10° Zellen transfiziert. Die Zellen wurden nach
Transfektion bei 37°C in RPMI oder DMEM 10% FCS, 50 U/ml Penicillin, 50 pug/ml
Strepomycin und 2 mM Glutamin 5% COy 24 h lang inkubiert bevor sie weiter
verwendet wurden.

2.6.3 Immunfluoreszenz

Fiir die Immunfluoreszenz wurden 1-10° HeLa Zellen auf Glasplittchen (Coverslips)
in 24 Well-Platten ausgesit und mit 1 ug DNA in Gegenwart von 0.5 ul Lipofectami-
ne 2000 nach Angaben der Herstellers transfiziert. Anschlieffend wurden die Zellen
mit 3% Paraformaldehyd 10 min lang bei RT fixiert. Nach Waschen mit PBS (9 g/1
NaCl, 0.272 g/1 KHyPOy, 1.78 NagHPO, - 2H50) werden die Zellen durch 0.1% Tri-
ton X-100 10 min lang bei RT permeabilisiert. Es erfolgen zwei weitere PBS Wasch-
schritte und die Blockierung der Zellen durch 1% BSA, PBS. Fiir 30 min wird der
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erste in einer 1:200 Verdiinnung Antikérper a-HA-Antikérper (HA-probe(F-7)mouse
monoclonal IgG2a, Santa Cruz Biotechnology Inc.) in 1% BSA, PBS inkubiert und
anschlieBend nicht-gebundener Antikérper durch dreimaliges Waschen mit PBS ab-
getrennt. Durch den zweiten fluoreszenzmarkierten Antikoérper (AlexaFluor568 g an-
ti murine IgG (H+L), Molecular Probes) in einer 1:2000 Verdiinnung erfolgt schlief3-
lich die Markierung des ersten Antikorpers. Nach einem finalen Waschschritt wurden
die Zellen in einem konfokalen Mikroskop (Zeiss LSM) untersucht.

2.6.4 Durchflucytometrie (FACS)

Fiir die Durchflucytometrie wurden 5-10° TZM Zellen oder CHO++ Zellen in 6
Well-Platten ausgesidt und mit 6 pug DNA in Gegenwart von 12 ul Lipofectamine
2000 nach Angaben der Herstellers transfiziert. Nach Transfektion werden die Zellen
mit PBS gewaschen und 30 min lang mit dem Antikorper inkubiert. Nach zweimali-
gen Waschen mit FACS Puffer (3% FCS, 0.05% NaNj3 in PBS), werden die Zellen auf
im selbigen Puffer aufgenommen und im Fluoreszenz Aktivated Cell Sorter (FACS-
Calibur, Becton Dickinson) gemessen. Selektiert (,Gegated*) wurden 5000 Zellen;
lebend sowie auch GFP-transfiziert. Es wurden die Antikérper a-CD4-APC (APC
a-human CD4, Becton Dickinson) in der Verdiinnung 1:20, a-CCR5-APC (APC
a-human CCR5, Becton Dickinson) in der Verdiinnung 1:20 und der a-MHCI (mo-
noclonal mouse a-human HLA-ABCAntigen/RPE clone W6/32, DakoCytomation)
in der Verdiinnung 1:50 verwendet.

2.6.5 Infektiositits-Assay (Blue Cell Assay)

Um die Infektiositdt von Virionen zu testen wurde ein Blue Cell Assay durchgefiihrt.
Der Assay basiert auf speziellen TZM-HeLa Zellen, in denen das Reportergen -
Galaktosidase direkt mit einem viralen Promotor gekoppelt ist und durch virale
Transkriptionsfaktoren aktiviert werden kann. Sind die Viren infektios, so wird in
den infizierten Zellen das 3-gal-Gen transkribiert und das Enzym [-Galaktosidase
gebildet. Durch die enzymatische Reaktion mit dem Farbstoff X-Gal kénnen infi-
zierte Zellen identifiziert werden. Die Anzahl der infizierten Zellen gibt das Infekti-
onspotential der Viren wieder.

Zunichst wurden 3 pg DNA provirale DNA und 3 pug DNA Inhibitor DNA in
2.10° 293 T-Zellen mit 12 ul Lipofectamine 2000 co-transfiziert und Virionen ge-
neriert. Die Virionen wurden aus dem Zellkulturiiberstand per Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation in 20% Saccharose isoliert und der Virionen-Gehalt per p24 ELI-
SA ermittelt.

Zur Vorbereitung des eigentlichen Blue Cell Assays wurden 10* TZM Zellen in einer
Vertiefung einer 96-Well-Platte ausgesit und bei 37°C unter COz-Atmosphére kul-
tiviert. 24 h spéter wurden diese Zellen mit einer 1 ng p24CA entsprechenden Menge
des Virusstocks infiziert und drei weitere Tage kultiviert. Anschlieend wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und mit einem 1:1 Gemisch eiskaltem Methanol/Aceton 5
min lang fixiert. Es folgte die Farbung der Zellen durch die Zugabe von 100 ul einer
X-Gal Losung pro Ansatz. Die relative Infektiositdt in Prozent wird als Quotient
der Anzahl der Zellen und Nanogramm Virionen ausgedriickt.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Klonierung, Expression und Isolierung der Proteine

Im folgenden wird die Préparation der rekombinanten Proteine beschrieben, die
im Laufe des experimentellen Teils von Bedeutung sind. Alle zur Protein-Expression
verwendeten Plasmide wurden mit Hilfe der im Methodenteil Kapitel 2.3 beschriebe-
nen gentechnischen Methoden hergestellt und in der MPI-internen Sequenzierungs-
Einrichtung sequenziert. Die hier beschriebenen Proteine wurden im FE.coli Stamm
K12 BL21(DE3) exprimiert und mit massenspektrometrischen Methoden wie MALDI-
TOF-MS oder ESI-MS auf ihre korrekte Masse hin iiberpriift. Die Protein-Kon-
zentration wurde per UV-Methode oder Bradford-Assay bestimmt. Der Extink-
tionskoeffizient, Molekulargewicht, pl, Aminosiure-Zusammensetzung und Atom-
Zusammensetzung wurde mit Hilfe des Servers Expasy Protparam tool (http://us.ex-
pasy.org/) berechnet.

Im folgenden befindet sich jeweils eine in in vivo und in vitro unterteilte Beschrei-
bung der Klonierung und Expression der Proteine, eine Ubersicht der in der vorlie-
genden Arbeit verwendeten Mutanten und eine Veranschaulichung der Proteinqua-
litat.

3.1.1 Klonierung, Expression und Isolierung der Nefsgr, Mutanten

Klonierung und Expression der Nef Mutanten

Das nef-Gen basiert auf der genomischen Grundlage des HIV-1 Isolats SF2 CG (Gen
Accession Code K02007) ARV-2/SF2 [176]. Das Gen wurde mit Hilfe des Graphi-
cal Codon Usage Analyzer (http://gcua.schoedl.de/) auf selten in E.coli benutzte
Codons hin untersucht. Insgesamt wurden 13 seltene Codons vom Typ AGA, AGG
oder CTA identifiziert und 10 von 13 Codons anschlieend gegen hiufig verwendete
Codons ausgetauscht. Hierdurch konnte die Expression des Nef Proteins erheblich
verbessert werden. Fiir weitere Information siche Breuer et al. (2006) [34].
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in wvitro : Zur in vitro-Applikation wurde das Codon-optimierte nef-Gen in den
Expressionsvektor pProEx-HTa kloniert und in E.coli BL21(DE3) transformiert. Die
Kultivierung erfolgte bei 30°C und ca. 120 rpm in LB Medium. Die Bakterienkul-
tur wurde bei einer ODggop= 0.8 - 1.2 mit 0.5 mM IPTG induziert und iiber einen
Zeitraum von 5 Stunden zur Proteinexpression kultiviert. Das Protein wurde an-
schlieBend, wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben, iiber Ni?T-Affinitéits-Chromatographie
isoliert und fiir das jeweilige Experiment (siehe experimenteller Abschnitt) pripa-
riert. Aus einem Kulturvolumen von einem Liter konnte ca. 100 mg Protein isoliert
werden. Der His-tag der Konstrukte pProEx-HTa Nef (45-210), pProEx-HTa Nef
(59-210) und pProEx-HTa Nef (85-210) wurde fiir die analytische Gelfiltration (sie-
he Kapitel 3.6.3) und NMR-Experimente (siehe Kapitel 3.5.5) enzymatisch durch die
Tev-Protease abgetrennt und das Protein von nicht verdautem Protein und His-tag
isoliert. Alle anderen Konstrukte wurden mit dem N-terminalen His-tag im Experi-
ment eingesetzt.

Zur Untersuchung von myristoyliertem Nef (siehe Kapitel 3.6) wurde das Nef Protein
zusammen mit der humanen N-Myristoyltransferase (NMT) in E.coli co-exprimiert.
Das nef-Gen wurde hierfiir in den Expressionsvektor pET23d mit einem C-terminalen
His-tag kloniert und zusammen mit dem pET30a hNMT Plasmid in BL21(DE3) Zel-
len transformiert.

Das Motiv MGxxxS(K/R) (x steht fiir eine beliebige Aminoséure) induziert durch
die NMT eine Myristoylierung. Hierbei wird die unverzweigte Myristinsdure (C14-
Fettséure) amidisch an die Aminogruppe des N-terminalen Glycins gebunden ist.
Die Kultivierung erfolgte bei 30°C in LB Medium. Die Bakterienkultur wurde bei
einer ODgponm= 0.8 - 1.2 mit 0.5 mM IPTG induziert. 20 Minuten vor der Induktion
wurde pro Liter Kultur 10 ml einer Losung, aus 5 mM Myristinsdure und 0.6 mM
BSA pH 9.0 bestehend, zugegeben. Zur Proteinexpression wurden die Zellen bei ca.
120 rpm und 30°C 5 Stunden lang kultiviert.

Das Protein wurde anschlieBend, wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben, iiber Ni?t-Af-
finitéts-Chromatographie isoliert und fiir das jeweiligen Experiment (siehe experi-
menteller Abschnitt) prépariert. Aus einem Liter Kultur wurden ca. 40 mg Protein
isoliert. Die Myristoylierung wurde mit Hilfe von ESI-MS nachgewiesen (siehe Breuer
et al. (2006) [34]). Die Co-Expression von Nef und NMT fiihrt zu einer vollstdndigen
Myristoylierung des gesamten Nef Proteins.

in vivo : Nef wurde zur Visualisierung in eukaryotischen Zellen mit einem C-termi-
nalem griin-fluoreszierendem Protein (GFP) aus Aequorea victoria konstruiert. Als
eukaryotischer Expressionsvektor wurde der Vektor N1-eGFP verwendet.

Zur Applikation im Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde das nef~-Gen in den Hefe-Expres-
sions-Vektor pAS2-1 kloniert. Dieser Vektor ist komplementéir zum Vektor pACT2
und fiithrt zur Expression eines Fusionproteins aus Nef und der GAL4BD (DNA
Binding Domain).
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Vektor Aufbau Name Mutation
a) 1
Hisg- [ ] Nef (1-210) CyroA KggR
28 210
Hisg- ] Nef (28-210) CoroA
45 210
Hisg: I ] Nef (45-210) CoroP g, TgA
s 210
Hisg- [ ] Nef (59-210) Cy1oA, CsgM
ProEx-HTa ! i 20
P Hisg- L 1 Nef (C50) C1oh S5iC. CoS
c
1 il 210
I ] Nef (C71) Cy10A, Gy1C, CgeS
[
1 85 210
I ] Nef (C85) Cy10A Tg4C. CgeS
[
. 7 210
Hisg- I ] Nef (AxxA) CarA, ProoxPXR/
AxxAXA X
' s 76 210
Hisg- 1 Nef Doppelmutante Cy10A, C5)AWL/AAAA
AAAR Aok PgXXPXR/AXXAXA
2 210
b) g 1-Hisg myr Nef Ch10A,
PET 23 d
1 210
e I-Hiss Nef (G2A) Cproh, GyA
(o 2 210
) N1-eGFP L .—- Nef GFP
0 210
pAS2 -—| 1 Nef BD
Legende
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Abbildung 3.1: a) Ubersicht der in vitro verwendeten Nef Mutanten. b) Ubersicht der
myristoylierten in vitro verwendeten Nef Mutanten. c) Ubersicht der in vivo verwen-
deten Nef Mutanten. Von links nach rechts sind die Expressionsvektoren, der Aufbau der Nef
Mutante, die in dieser Arbeit verwendete Bezeichnung und die Mutationen aller in vitro und in vivo
Konstrukte aufgefiihrt. d) Darstellung des Reinheitsgrades der in E.coli exprimierten Nef
Mutanten. In einem 15% SDS-Gel wurden je 5 ug des Proteins aufgetragen. Der erreichte Rein-
heitsgrad des Proteins liegt bei 95%. Die im SDS-Gel und MALDI-TOF-MS bestimmten Massen
entsprechen den kalkulierten Massen (siehe auch Tabelle 5.1).
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3.1.2 Klonierung, Expression und Isolierung der Inhibitoren
Klonierung, Expression und Isolierung des Inhibitorklasse 1

Grundlage der Klonierung der Inhibitorklasse 1 ist die SH3 Doméne der humanen
Tyrosinkinase Hck Klon lambda-a2/1a(Hemopoietic cell kinase)(Gen Accession Co-
de M16591). Hieraus konnte das Gen fiir die SH3 Doméne amplifiziert und durch
Mutagenese die beiden Mutanten mit den Anderungen in der RT-Schleife nach den
Daten von Hiipakka et al. (1999) generiert werden [97].

in vitro : Als Expressionsvektor wurde der pGEX-4T1 Tev Vektor mit Tev-Site
verwendet. Nach der Klonierung und Transformation in BL21(DE3) Zellen erfolg-
te die Kultivierung bei 30°C in LB Medium. Die Bakterienkultur wurde bei einer
ODggo= 0.8 - 1.2 mit 0.5 mM IPTG induziert und iiber einen Zeitraum von 5 Stun-
den zur Proteinexpression kultiviert. Das Protein wurde anschliefend, wie in Ka-
pitel 2.4.3 beschrieben, iiber GST-Affinitdts-Chromatographie isoliert und fiir das
jeweiligen Experiment (siche experimenteller Abschnitt) prapariert. Aus einem Liter
Kultur wurden ca. 200 mg Fusionsprotein isoliert.

Der GST-tag wurde fiir die ITC-Messung in Kapitel 3.2.1 (siche Abb. 3.6 ) enzy-
matisch durch die Tev-Protease abgetrennt und das Protein von nicht verdautem
Protein und GST-tag isoliert. Die SH3 Mutante ohne GST-tag wird durch ein ,,*“
gekennzeichnet.

in vivo : Die SH3 Doméne wurde zur Visualisierung in eukaryotischen Zellen mit
einem N-terminalen HA-tag (HA= H&magglutinin-Epitop) konstruiert. Mit einem
fluoreszenzmarkiertem a-HA-Antikorper konnte die Doméne in der Zelle lokalisiert
werden. Als eukaryotischer Expressionsvektor wurde der Vektor pEF-HA verwendet.

Alle in vivo Konstrukte sind mit einem Motiv fiir einen C-terminalen Lipidanker
generiert worden. Der C-Terminus (KLRKLNPPDESGPGCMSCKCVLS) enthilt
ein aus der GTPase Ras stammendes Motiv, die sogenannte CaaX-Box (C steht
fiir Cystein, wihrend a fiir eine aliphatische Aminosiure und X fiir eine beliebige
Aminoséure steht), am C-Terminus wird das Protein in den eukaryotischen Zellen
prenyliert. In diesem Falle wird durch die Position X ein Serin kodiert, was eine
Veresterung der Thiol-Gruppe des Cysteins mit einer Farnesylrestes (C15-Fettséure)
durch die Farnesylproteintransferase induziert.
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Vektor Aufbau
a)
Hck-SH3(A1)
81 143
GST-
EAIHHE
PGEX-4T1 Tev GST- I—
VSWSPD
GST- I—
YSPFSW
81 143 Jr\].h
EAIHHE
pEF-Ha Y- —
VSWSPD

[ W
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SH3(wt)
SH3(A1)

SH3(B6)

SH3(wt)-farne
SH3(A1)-farne

SH3(B6)-farne

Mutation

Eg,AIHHE/VSWSPD

Eg,AIHHE/YSPFSW

Eg,AIHHE/VSWSPD

Eg,AIHHE/YSPFSW

Abbildung 3.2: a) Ubersicht der in vitro verwendeten SH3 Mutanten (Inhibitorklas-
se 1). b) Ubersicht der in vivo verwendeten SH3 Mutanten. Von links nach rechts sind
die Expressionsvektoren, der Aufbau der SH3 Mutante, die in dieser Arbeit verwendete Bezeich-
nung und die Mutationen aller in vitro und in vivo Konstrukte aufgefiihrt. ¢) Darstellung des
Reinheitsgrades der in E.coli exprimierten SH3 Mutanten In einem 15% SDS-Gel wurden
je 2.5 ug des Proteins aufgetragen. Der erreichte Reinheitsgrad des Proteins liegt bei 95%. Die
im SDS-Gel und MALDI-TOF-MS bestimmten Massen entsprechen den kalkulierten Massen (siehe

auch Tabelle 5.1).
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Klonierung, Expression und Isolierung des $-Adaptins aus dem Adaptor-
Protein 1 & 2 Komplex

Grundlage der Klonierung des (-Adaptins aus den Adaptor-Protein Komplexen war
das Adaptor-Protein 1 aus der norwegischen Ratte (Gen Accession Code M77245)
und das humane Adaptor-Protein 2 (Gen Accession Code M34175). Hieraus konnte
das Gen fiir die f1-Adaptin und 52-Adaptin amplifiziert und durch Mutagenese die
Fragmente fiir das Hefe-Zwei-Hybrid-System und I'TC-Experiment generiert werden.

in wvitro : Zur Expression wurde das Gen des 32-Adaptins in den pProEx-HTa
Vektor kloniert und in BL21(DE3) Zellen transformiert. Die Kultivierung erfolgte
bei 25°C in LB Medium. Die Bakterienkultur wurde bei einer ODggo= 0.8 - 1.2 mit
0.25 mM IPTG induziert und iiber einen Zeitraum von 10 Stunden zur Proteinex-
pression kultiviert. Das Protein wurde anschlieend, wie in Kapitel 2.4.3 beschrie-
ben, iiber Ni?T-Affinitdts-Chromatographie, Gelfiltration und Anionenaustauscher-
Chromatographie isoliert und fiir das jeweilige Experiment (siche experimenteller
Abschnitt) prépariert. Aus einer Kultur mit einem Volumen von einem Liter konn-
ten 40 mg Protein isoliert werden.

in vivo : Zur Applikation im Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde das Gen des (1-
Adaptins in den Hefe-Expressions-Vektor pACT2 kloniert. Dieser Vektor ist kom-
plementéir zum Vektor pAS2-1 und fithrt zur Expression eines Fusionproteins aus
B1-Adaptin und der GAL4-AD (Aktivatordoméne).
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Vektor Aufbau Name Mutation
struktureller Uberblick der HEAT-Repeats von 31-Adaptin 532

13
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13 14

1-Adaptin
45 192
[AD ————— B 11
"7 2717
[AD ———— B1-2
17 361
(A ———— B 1-3
pACT2 193 361
[0 —— n1-4
278 499
[AD ———— B 15
352 499
[AD ———y n16
423 576
[AD|——— R 17
Legende
(2-Adaptin
279 510
PProEx-HTa His ;- I —— A2 (279-510)
o?®
&
N2
| |
-
60 kDa - -
45kDa - ,
30 kDa - -
—
20kDa - -
14KkDa - -

Abbildung 3.3: a) Ubersicht der im Hefe-Zwei-Hybrid-System verwendeten
($1-Adaptin Konstrukte. b) Aufbau der in vitro verwendeten 32-Adaptin Mutante. Von
links nach rechts sind die Expressionsvektoren, der Aufbau der 3-Adaptin Mutanten, die in dieser
Arbeit verwendete Bezeichnung und die Mutationen aller in vitro und in vivo Konstrukte aufgefiihrt.
c) Darstellung des Reinheitsgrades der in E.coli exprimierten $2-Adaptin Mutante In
einem 15% SDS-Gel wurden je 5 ug des Proteins aufgetragen. Der erreichte Reinheitsgrad des Pro-
teins liegt bei 95%. Die im SDS-Gel und MALDI-TOF-MS bestimmten Massen entsprechen den
kalkulierten Massen (siehe auch Tabelle 5.1).
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Klonierung, Expression und Isolierung der Inhibitorklasse 2

Die Inhibitoren der Inhibitorklasse 2 bestehen aus dem F2-Adaptin und der SH3
Doméne RT-Schleife A1 (im folgenden nur noch durch Al abgekiirzt). Beide Proteine
sind iiber einen kurzen flexiblen Linker, iiberwiegend aus Glycinen bestehend, mit
einander verbunden.

in vitro : Zur Expression wurden beide Gene in den pGEX-4T1 Vektor kloniert
und in BL21(DE3) Zellen zur Expression transformiert. Die Expression erfolgte bei
25°C in LB Medium. Die Bakterienkultur wurde bei einer ODgggp= 0.8 - 1.0 mit 0.5
mM IPTG induziert und {iber einen Zeitraum von 10 Stunden zur Proteinexpres-
sion kultiviert. Das Protein wurde anschlieffend, wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben,
iiber GST-Affinitéts-Chromatographie und Gelfiltration isoliert und fiir das jeweilige
Experiment (siche experimenteller Abschnitt) prépariert.

in vivo Wie schon fiir die SH3 Doméne wurde hier der eukaryotische Expressions-
vektor Vektor pEF-HA verwendet, der die Visualisierung per fluoreszenzmarkierten
Antikorper erlaubt. Die Lokalisation an der Membran wurde durch ein C-terminales
Farnesylierungsmotiv CaaX aus Ras oder ein N-terminales Myristoylierungs- und
Palmitoylierungsmotiv (MGCxxxS) gewéhrleistet.
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Vektor Aufbau Name Mutation
B2-Adaptin Hek-SH3(A1)
279 510 81 143 1
GST- I — B2(279-510)-A1 Eg,AIHHE/VSWSPD
GGGTS VSWSPD
PGEX-4T1 TEV 352 510 81 143 ’
GST- I — B2(352-510)-A1 Eg,AIHHE/VSWSPD
TSG,SG;  VSWSPD
279 510 81 143
[} s e (2(279-510)-At-fame  Eq AIHHE/VSWSPD!
GGGTS VSWSPD
352 510 81 143
m————#h B2(352-510)-A1-farne Eg,AIHHE/VSWSPD!
TSG,SG,  VSWSPD
pEF-Ha
Y e NUN mpp2A279-5101A1 Eq,AIHHE/VSWSPD'
GGGTS VSWSPD
352 510 81 143
E'—__-Iiﬂ mp-p2(352-510)-A1 E g, AIHHE/VSWSPD'
TSG,SG,  VSWSPD
Legende
1=Mutation auf SH3 ~ =JIFM = Hamagglutinin-Epitop o= i Mot Yy = Myristoyli itoyli Motif MGCxxxS

Abbildung 3.4: a) Ubersicht der in vitro verwendeten Inhibitorklasse 2 Konstrukte.
b) Ubersicht der in vivo verwendeten Inhibitorklasse 2 Konstrukte. Von links nach rechts
sind die Expressionsvektoren, der Aufbau des Inhibitors, die in dieser Arbeit verwendete Bezeich-
nung und die Mutationen aller in vitro und in vivo Konstrukte aufgefiihrt. ¢) Exemplarische
Darstellung der Fraktionen aus der Isolierung des in FE.coli exprimierten Inhibitors
£82(279-510)-A1. In einem 15% SDS-Cel wurden je 10 pl der Uberstand-, Pellet-, und Eluatfrak-
tion aufgetragen. Der Inhibitor 32(279-510)-A1 befindet sich in der unlgslichen Pelletfraktion.
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Klonierung, Expression und Isolierung der Inhibitorklasse 3

Der Inhibitor der Inhibitorklasse 3 besteht aus der SH3(A1) Doméne und der cyto-
plasmatischen CD4 Domaéne.

Grundlage der Klonierung der cytoplasmatischen Doméne von CD4 war das huma-
ne CD4 (Gen Accession Code M12807). Der cytoplasmatische Abschnitt von AS
422-458 wurde amplifiziert und zusammen mit dem Gen der SH3(A1l) Doméne in
den pGEX-4T1 Tev Vektor oder pProEx-HTa kloniert. Verbunden sind die beiden
Fragmente iiber einen 5 Aminosiuren langen Linker (GGGTS).

in vitro : Die Expression erfolgte in BL21(DE3) Zellen bei 30°C in LB Medium.
Die Bakterienkultur wurde bei einer ODgyp= 0.8 - 1.0 mit 0.5 mM IPTG indu-
ziert und fiir einen Zeitraum von 10 Stunden zur Proteinexpression kultiviert. Das
Protein wurde anschliefend, wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben, iiber GST-Affinitdts-
Chromatographie und Gelfiltration isoliert und fiir das jeweilige Experiment (siehe
experimenteller Abschnitt) prépariert. Die Ausbeute pro Liter Kultur betrug ca. 50
mg Protein. Zur Anwendung im Fluoreszenzexperiment wurde das Gen des Inhibi-
tors in den pProEx-HTa Vektor kloniert und dort, wie in Kapitel 2.4 beschrieben,
exprimiert und isoliert. Die Isolierung der im pProEx-HTa Vektor exprimierten Mu-
tanten stellte sich als schwierig heraus. Unabhéngig von der Einstellung der Puffer-
bedingungen (Puffer, pH-Wert, Antioxidantien und Salz) konnte eine Konzentration
von 0.06 mM nicht {iberschritten werde. Eine Konzentrierung iiber diesen Wert hin-
aus fithrt zur Aggregation des Proteins. Pro Liter Kultur konnten ca. 10 mg Protein
isoliert werden.

in vivo Alle in vivo verwendeten Inhibitoren der Inhibitorklasse 3 wurden in den
eukaryotischen Zellen durch ein N-terminales Myristoylierungs- und Palmitoylie-
rungsmotiv (MGCxxxS) co-translational mit einem C14- und C16-Lipidanker mo-
difiziert. Die Lokalisierung in den Zellen wurde durch den C-terminalen HA-tag
moglich.
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Vektor Aufbau Name Mutation
cytoplasm. Domane von CD4 Hek-SH3(A1)
22 P 1
a) GST- I — CD4-A1 Eq AIHHE/VSWSPD'
Goots  VaWsPD
2 oo 1
GST- I — CD4-SQS-A1 Eq AIHHE/VSWSPD' , C,,,QC/SQS?
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GEX-4T1 Te P s ™
P v GST- I — CD4-LLAA-A1 Eg AIHHE/VSWSPD' |, L,35L/AA2
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2 e s
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P e ow 1
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2 P 1
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VSWSPD Goots
ot w2 450
b) mp-A1-CD4 Eq4AIHHE/VSWSPD'
Vanseo seots
PEF-Ha = = H = mp-CD4-A1 Eq AIHHE/VSWSPD'
oots  VawWsPD
2 s 155 _
mp-CD4-A1-Ubi Eg‘,AIHHE/VSWSF'D1 , C-terminaler Anhang = KERLL

GGGTS  VSWSPD
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Abbildung 3.5: a) Ubersicht der in vitro verwendeten Inhibitorklasse 3 Konstrukte.
b) Ubersicht der in vivo verwendeten Inhibitorklasse 3 Konstrukte. Von links nach rechts
sind die Expressionsvektoren, der Aufbau des Inhibitors, die in dieser Arbeit verwendete Bezeich-
nung und die Mutationen aller in vitro und in vivo Konstrukte aufgefithrt. ¢) Darstellung des
Reinheitsgrades der in E.coli exprimierten Inhibitorklasse 3 Konstrukte In einem 15%
SDS-Gel wurden je 5 ug des Proteins aufgetragen. Der erreichte Reinheitsgrad des Proteins liegt mit
Ausnahme von A1-CD4-SQS bei 95% . Die im SDS-Gel und MALDI-TOF-MS bestimmten Massen
entsprechen den kalkulierten Massen (siehe auch Tabelle 5.1).
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3.2 Charakterisierung der Interaktion zwischen den In-
hibitoren der Inhibitorklassen 1, 2 und 3 und Nefsgo
in vitro

Die Charakterisierung der Interaktion zwischen Nef und Inhibtor stellt einen wesent-
lichen Bestandteil der Inhibitor-Entwicklung dar. Dies umfafit zum einen die Inter-
aktion zwischen Nef und den einzelnen Bestandteilen (SH3 Doméne, -Adaptin und
cytoplasmatische CD4 Doméne) und zum anderen die Charakterisierung der Inter-
aktion zwischen Nef und Kombinationen der Untereinheiten als Fusionsproteine.
Hier wird zunéchst mittels isothermaler Titrationskalorimetrie (ITC), Oberflichen-
Plasmon-Resonanz Spektroskopie und Gleichgewichts-Fluoreszenztitration die Affi-
nitét zwischen Nef und Inhibitor bestimmt. Spéter werden basierend auf den Er-
kenntnissen in vivo Experimente durchgefiihrt.

Ein wesentlicher Teil der Charakterisierung wurde hier mittels der isothermaler Ti-
trationskalorimetrie durchgefiihrt. Diese Methode bietet die Moglichkeit der direk-
ten Bestimmung nicht nur der Bindungskonstanten, K3 und K, sondern auch der
Enthalpie (AH), Entropie (AS) und Stoéchiometrie (n) einer Bindung mit nur einer
Messung. Es ist also moglich das thermodynamische Profil einer Bindung zu erfassen.

Durch die Auswertung dieser Parameter wird es moglich den Inhibitor so zu gestal-
ten, daf} er klein, effizient und spezifisch fiir Nef ist.

Dies beinhaltet die Bestimmung und Erhéhung der Affinitét zu Nef, die Identifikation
der kritischen Aminoséuren in der Bindungsstelle und Reduktion auf diese und die
Bestimmung der optimalen Konformation des Inhibitors.

3.2.1 Charakterisierung der Interaktion zwischen den Inhibitoren
der Inhibitorklasse 1 (SH3 Doméine) und Nefgpo

Die Bindung zwischen Nef und der SH3 Doméine stellt die wohl am besten verstande-
ne Interaktion unter den Nef-Wirtszellprotein-Interaktionen dar. Die SH3 Doméne
ist daher im Inhibitor eine Art Basis-Baustein, auf den aufbauend der Inhibitor in
seinen verschiedenen Varianten konzipiert wurde. Arold et al. (1998) konnten fest-
stellen, dafl aus der Tyrosinkinasen-Familie die SH3 Doméne der Himatopoetischen
Zell Kinase die hochste Affinitdt fir das Nef Protein aufweist [15]. In Anlehnung
an die Arbeit von Hiipakka et al. (1999) wurden hier &hnliche Mutanten in der
RT-Schleife verwendet, die dort eine erhohte Affinitét zu Nef zeigten [97]. Diese Mu-
tanten beschrianken sich auf die 6 Aminosiuren EgsATHHE in der RT-Schleife, die
zu VosSWSPD (RRT.A1) oder Yo4sSPFSW (RRT.B6) mutiert wurden. Bezeichnet
werden sie, wie in Kapitel 3.2 dargestellt, mit SH3(wt), SH3(A1) und SH3(B6).

Die bisher veroffentlichten Daten beschreiben die Interaktion zwischen Nefny 4.3 oder
Nefr, a1 und der SH3 Doméne. Hier wird zunéchst kalorimetrisch die Interaktion zwi-
schen Nefgpo und der humanen Hck-SH3 Doméne untersucht. Fiir diese Messungen



3 - Ergebnisse 61

wurde der GST-tag der SH3 Doménen enzymatisch abgetrennt, um eine hohere
Vergleichbarkeit mit den Daten aus den Verdffentlichungen zu erreichen. Die SH3

Doméne ohne GST-tag wird durch ein ,,**“ gekennzeichnet.
a) b)
T T T T T 105 T T T
o
1500 nM
g -2 106
X
o 180 nM
j= —
5 =
E | v 10 480M
© L = SHI(w)
£ #: ® SH3'(A1) T
- Z‘ ' A SH3'(B6) 1044
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molares Verhaltnis

Abbildung 3.6: Kalorimetrische Analyse der Interaktion zwischen Inhibitorklasse 1
und Nefspz. a) ITC-Experiment der Bindung der Hck-SH3" Mutanten wt, A1l und
B6 an Nef (45-210). Zu einer Konzentration von 50 uM Nef (45-210) wurde eine zehnfach héher
konzentrierte SH3-Losung im ITC bei 25°C in 10 mM Tris/HCI pH 8.0 und 100 mM NaCl zutitriert.
b) Vergleich der im ITC-Experiment ermittelten Dissoziationskonstanten. Die Mutation
in der RT-Schleife fiihrt zu einer erhchten Affinitdt der SH3 Doméne fiir Nef.

Tabelle 3.1: Tabellarische Zusammenfassung der thermodynamischen Parameter
der Interaktion zwischen Nefsgs und Hck-SH3 Mutanten. Alle im ITC-Experiment
bestimmten kalorimetrischen Daten wurden, wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben, ausgewertet.

Kg AG AH AS T AS n

(nM) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol/deg) | (kcal/mol)
SH3*(wt) | 1500 | -7.931 -4.503 0.0115 3.428 0.97
SH3*(A1) 180 -9.169 -8.161 0.0035 1.008 0.99
SH3*(B6) 47 -9.924 -7.985 0.0067 1.939 0.95

In Tabelle 3.1 sind die Daten aus der Anpassung (Gleichung 5.20) an die im ITC
ermittelten Daten zusammengefafit. Hieraus lassen sich nun folgende Aussagen iiber
das Bindungsprofil der Interaktion zwischen den SH3 Mutanten und Nef treffen.

SH3 und Nef binden in einer 1 : 1 Stochiometrie aneinander, was bedeutet, dafl pro
Molekiil Nef nur ein Molekiil SH3 komplexiert wird. Wie in Tabelle 3.1 zu sehen, setzt
sich die Energie der Bindungen iiberwiegend aus grofien, giinstigen Enthalpiednde-
rungen (d.h. negativen) und Entropiednderungen (d.h. positiven) zusammen. Die
aus den ITC-Daten ermittelte Dissoziationskonstante (K4) der Bindung zwischen
der SH3(wt) Doméne und Nef liegt bei 1.5 uM. Durch die Mutationen in der RT-
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Schleife, SH3(A1) und SH3(B6), wird die Affinitét um den Faktor 8 und Faktor 30
im Vergleich zum Wildtyp gesteigert. Damit wird der Bereich der K4-Werte aus
dem mikromolaren in den nanomolaren Bereich optimiert. Die in der Literatur [15]
ermittelten Daten fiir Nefp a1 konnten hier fiir Nefgpa(wt) bestétigt werden. Glei-
ches gilt fiir die von Hiipakka et al. (1999) in einem eigenen kompetetiven 96-Well-
Platten-Bindungs-Assay (fiir ndhere Information siehe [97]) aufgestellten Daten fiir
die Bindung der Mutanten RRT.A1 und RRT.B6 an Nefxr43 [97].

Obwohl die SH3(B6) Mutante eine hohere Affinitéit zu Nef zeigt als die SH3(A1)
Mutante, wird im folgenden fiir das Fusionsprotein der Inhibitorklassen 2 und 3
die SH3(A1) Mutante als Basis-Baustein verwendet. Zugrunde liegt hier die Uberle-
geung, daf} die erzielte Spezifitdt des Inhibitors fiir Nef nicht alleine durch die SH3
Doméne erreicht werden soll. Hier ist zu vermuten, dafl durch die SH3 Doméne nicht
nur das PxxP-Motiv auf Nef erkannt wird, sondern auch die PxxP-Motive anderer
zelluldrer Proteine. Um moglichst wenig Interaktion zwischen Inhibitor und Nicht-
Targetprotein zu haben, wird daher zunéchst die SH3(A1) Mutante verwendet, bis
geklart ist, ob die Mutation in der RT-Schleife generell die Affinitét fiir PxxP-Motive
erhoht oder ob dies nur fiir Nef zutrifft.

Desweiteren wird die Affinitdt zwischen Nef und Inhibitor weiterhin mit der iso-
thermalen Titrationskalorimetrie bestimmt. Um im Mef3bereich dieser Methode eine
Verbesserung der Affinitéit festzustellen, sollte die Dissoziationskonstante zwischen
1072 - 1072 M liegen. Da die Dissoziationskonstante der SH3(B6) Mutante bereits
bei 50 nM liegt, konnte das Fusionsprotein mit einer Affinitét binden, die auflerhalb
dieser Methode liegt. Daher wird zunéchst das Protein SH3(A1) als aufbauender
Bestandteil der weiteren Fusionsproteine verwendet.

3.2.2 Charakterisierung der Interaktion zwischen Inhibitorklasse 2
und Nefsps

Die Inhibitoren der Inhibitorklasse 2 sind als Fusionsprotein aus der SH3(A1) Doméne
und dem (-Adaptin konzipiert. Das B-Adaptin ist die grofle S-Untereinheit des Ad-
aptorprotein Komplexes und bindet vermutlich Dileuzin-Motive, wie es auch in der
C-terminalen flexiblen Schleife auf Nef vorkommt [167]. Zusétzlich zur SH3 Doméne
soll es im Inhibitor die Affinitdt zu Nef erh6hen, indem das C-terminale Dileuzin-
Motiv auf Nef gebunden wird.

Zunichst wurde versucht, denjenigen Bereich des G-Adaptins einzugrenzen, der an
das Dileuzin-Motiv bindet. Hierfiir wurden jeweils Fragmente in einer Gréfle von 4
HEAT-Repeats in Hefezellen exprimiert und im Hefe-Zwei-Hybrid-System auf die
Bindung an Nef untersucht. Die Affinitét wurde im Fliissigkultur- Assay bestimmt
und in B-Galaktoseeinheiten ausgedriickt.
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Struktureller Uberblick der B1-Fragmente Hefe-Zwei-Hybrid-System-Fliissigkultur-Assay

Struktureller Uberblick der HEAT-Repeats
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Abbildung 3.7: Analyse der Interaktion zwischen 1-Adaptin und Nefsr2 im Hefe-
Zwei-Hybrid-System-Fliissigkultur- Assay. Die Gene der §1-Fragmente und Nefspe wurden in
die Vektoren des Hefe-Zwei-Hybrid-System kloniert und in AH109 Hefezellen transfiziert und 12 h
kultiviert. Anschliefend wurde die Zellen lysiert und die Aktivitit der 8-Galaktosidase durch den
Farbumschlag des Farbstoffs CPRG photometrisch bestimmt. Das Fragment (51-6, das die HEAT-
Repeats 10 bis 13 umfafit, zeigte die hochste Aktivitat der S-Galaktosidase.

Das Fragment 1-6 von Aminosdure 352 bis 499 zeigt die hochste Affinitéit im Hefe-
Zwei-Hybrid-System. Zusammen mit der ebenfalls hoheren Affinitdt des Fragments
(1-5 ergibt sich ein Bindungsbereich von Nef auf dem $1-Adaptin von Aminoséure
278 bis 500. Alle anderen Fragmente zeigten eine schwichere Bindung. Das Fragment
(1-2 konnte nicht exprimiert werden und wurde durch das Fragment (31-3 ersetzt,
das den Bereich von (31-2 mit abdeckte.

Aus diesen Ergebnissen in Verbindung mit den strukturellen Daten nach Collins
et al. (2003) wurde nun ein Fragment des $-Adaptins (52 (279-510)) ausgewéhlt,
das aus den Aminosduren von 279 bis 510 besteht [46]. In diesem Fall wurde dieses
(#2-Adaptin aus AP2 verwendet, da hierfiir strukturelle Daten vorliegen [46].

In einer kalorimetrischen Messung wurde anschliefend die Bindung zwischen (-2
(279-510) an Peptiden mit Dileuzin-Motiven erprobt.
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Abbildung 3.8: Kalorimetrische Analyse der Interaktion zwischen (2-Adaptin und
Peptiden mit Dileuzin-Motiven aus Nef und CD4. a) ITC-Experiment der Bindung des
Dileuzin-Motivs aus Nefnrs-s (GENTSLLHP) und 32 (279-510) b) ITC-Experiment
der Bindung der LLAA Mutante aus CD4 (SAKQTAAQ) an 32 (279-510). Eine 50 uM
Peptid-Lsg. wurden mit einer zehnfach hoher konzentrierten 82 (279-510)-Lsg. im ITC bei 25°C
in 50 mM Tris/HCI pH 8.0, 150 mM NaCl , 2 mM EDTA titriert. 32 (279-510) bindet mit einer
Dissoziationskonstante von 2.9 M an das Peptid mit dem Dileuzin-Motiv. Ein Peptid mit einer
Mutation von LL zu AA aus der cytoplasmatischen Doméne von CD4 bindet hingegen nicht.

Tabelle 3.2: Tabellarische Zusammenfassung der thermodynamischen Parameter
der Interaktion zwischen ($2-Adaptin und Peptiden mit Dileuzin-Motiven aus
Nefspz und CD4. Alle im ITC-Experiment bestimmten kalorimetrischen Daten wurden,
wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben, ausgewertet.

Kq| AG AH AS TAS | o
(uM) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol/deg) | (kcal/mol)
Nef Peptid 2.9 -7.338 -1.028 0.0219 6.310 0.7
CD4 LLAA Peptid - - - - - -

Die kalorimetrischen Daten der Interaktion zwischen dem Peptid mit einem Dileuzin-
Motiv aus Nef (GENTSLLHP) und dem Fragment 32 (279-510) des $2-Adaptins
sind in Tabelle 3.2 zusammengefafit. Ein Peptid mit dem Dileuzin-Motiv binden mit
einem K4-Wert im mikromolaren Bereich an 2 (279-510).

Die Enthalpieinderung ist dabei verhéltnisméfig klein. Ein grofler Teil der Energie
der Bindung wird durch eine giinstige Entropieinderung hervorgerufen. In einer
weiteren Messung wurde ein Peptid untersucht, welches dem Dileuzinmotiv aus der
cytoplasmatischen Doméne von CD4 entspricht. Allerdings wurden hier nun die
beiden Leuzine des Dileuzinmotivs zu Alanin (SAKQTAAQ) mutiert. Dieses Peptid
zeigte in der isothermalen Titrationskalorimetrie keine Bindung an das Fragment
des (52-Adaptins.
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Die Stochiometrie der Bindung liegt bei 0.69. Bisher existieren keine Daten iiber die
Anzahl der Bindungstellen fiir ein Dileuzinmotiv auf $2-Adaptin. Die Stéchiometrie
wiirde darauf hindeuten, da§ durch ein 42 (279-510) Fragment mehr als ein Petid
gebunden wird. Hier wird jedoch vermutet, daf nicht das gesamte Protein 52 (279-
510) in einem gefaltetem, ,aktiven“ Zustand vorliegt und daher die Stéchiometrie
nicht auf einen 1 : 1 Komplex hindeutet. Das (#2-Adaptin befindet sich normaler-
weise in einem Komplex mit drei weiteren Untereinheiten (siehe Abb. 1.4). Sehr
wahrscheinlich tragen die Untereinheiten untereinander zur Stabilitdt der Struktur
bei. Da hier nur ein kleines Fragment einer Untereinheit verwendet wurde, kénn-
te teilweise die Faltung davon beeinfluit werden. Eine Proteolyse durch Proteasen
wurde nicht beobachtet (siche Abb. 3.3)

Zusammenfassend ergibt sich hier eine Bestédtigung der Interaktion zwischen dem
Dileuzin-Motiv von Nef und dem zuvor im Hefe-Zwei-Hybrid-System bestimmten
Bereich auf dem (-Adaptin.

Mit Hilfe dieser Daten wurde anschlielend die Inhibitorklasse 2 entwickelt. Fiir das
B-Adaptin wurden zwei Doménengrenzen 279-510 oder 352-510 gewihlt und mit
der SH3(A1) Doméne kombiniert. In E.coli wurden beide Varianten exprimiert. Das
Protein wurde in der unloslichen Membranfraktion identifiziert. Eine Isolierung fiir
die in vitro Verwendung gelang nicht (siche Abb. 3.4). Vermutlich destabilisert die
Fusion beider Doménen das Fusionsprotein soweit, dafl das S-Adaptin in den E.col
Zellen zur Aggregation tendiert.
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3.2.3 Charakterisierung der Interaktion zwischen Inhibitorklasse 3
und Nefsps

Die Inhibitoren der Inhibitorklasse 3 sind ein Fusionsprotein aus der SH3(A1) Doméne
und der cytoplasmatischen CD4 Doméne. Nachdem es mit dem (G-Adaptin nicht
moglich war, einen stabilen Inhibitor zu produzieren, wurde nun eine weitere Doméne
als Baustein einer weiteren Inhibitorklasse gesucht. Wie schon in Abb. 1.4 gezeigt
wurde und im Kapitel 3.5 ndher erlautert wird, ist die CD4 Doméne wesentlich
kleiner und unstrukturierter als das g-Adaptin. In der Arbeitsgruppe durchgefiihrte
Experimente mit einem synthetisch hergestellten Peptid der CD4 Doméne [122] und
Daten aus Veroffentlichungen [92] zeigten, dafl bei der Interaktion zwischen dieser
Doméne und Nef Prézipitate entstehen. Die Fusion der CD4 Doméne mit der SH3
Doméne und der Glutathion-S-Transferase (GST) im Inhibitor wirkte jedoch stabi-
lisierend auf die Ausbildung des Komplexes mit Nef und erlaubte nun die Messung
der Interaktion im ITC ohne die Entstehung von Prazipitaten.

Zunichst ist in Abb. 3.9 exemplarisch ein kompletter Datensatz einer I'TC-Messung
zwischen Nef und einem Inhibitor der Inhibitorklasse 3 dargestellt.
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Abbildung 3.9: Beispiel einer kalorimetrische Analyse der Interaktion zwischen einem
Inhibitor der Inhibitorklasse 3 und Nefsr2. Oberes Feld: Auftragung der Wiarmeénde-
rung bei Titration von Nef durch den Inhibitor gegen die Zeit. Die Injektion eines kleinen
Volumens (8 ul) des Liganden (Injektant) fithrt zu einer Wirmeénderung, die iiber die Zeit auf-
genommen wird. Die Fliche eines Peaks reprisentiert die gesamte Warme#nderung, die durch die
kleine Menge an Ligand induziert wird. Unteres Feld: Auftragung der Wirmeéinderung ge-
gen das molare Verhiltnis Injektant zu Protein in der Zelle. Die blauen Werte stellen die
um die Kontrolle korrigierten Messdaten der Bindung zwischen Nef (1-210) und CD4-12G-A1 dar.
Die schwarze Kurve ist eine Anpassung der Gleichung 5.20 unter der Annahme einer Bindungsstelle.
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Eine 40 uM Losung Nef (1-210) (Zelle) wurde mit einer 400 M Losung Inhibitor
CD4-12G-A1 (Spritze) in 8 pl Schritten bei einer konstanten Temperatur von 15°C
in 20 mM Tris/HCI pH 8.0, 100 mM NaCl und 0.5 mM Mercaptoethanol titriert. Bei
jedem Titrationsschritt verursacht die Interaktion zwischen Nef und Inhibitor eine
Wirmeénderung, die iiber die Zeit aufgenommen wird (siehe Abb. 3.9 oben). Die
Fléche eines Peaks représentiert die gesamte entwickelte Wérme, die bei der Inter-
aktion wihrend eines Injektionsschrittes entsteht. Aus der Integration dieser Fldache
wird die Bindungsethalpie AH eines Schrittes berechnet und in der Auftragung AH
gegen molares Verhéltnis Injektant/Protein in der Zelle dargestellt (sieche Abb. 3.9
unten). Durch Angleichen der Gleichung 5.20 kénnen nun die thermodynamischen
Parameter wie AH und AS, die Assoziationskonstante K, und die Stéchiometrie
ermittelt werden, was dann, wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben, zur Berechnung von
K4 und AG dient.

Abb. 3.9 beinhaltet nun zwei Messungen; das Bindungsexperiment der Interaktion
zwischen Inhibitor und Nef und das Kontrollexperiment der Injektion von Inhibitor
in Puffer. Wie in Kapitel 2.5.1 erwahnt, werden zur Kontrolle die Verdiinnungsef-
fekte, die bei Titration auftreten, aufgenommen.

Die Injektion von Puffer in die mit Nef Protein gefiillte Zelle zeigt keine Anderung
(nicht dargestellt) der Wérme. Die Injektion des Inhibitors in die Puffer gefiillte
Zelle hingegen zeigt eine endotherme Warmeédnderung, die durch die Eigenschaften
des Glutathion-S-Transferase-Fusionsproteins Inhibitor erklirt werden konnen.

Die N-terminale Glutathion-S-Transferase verbessert die Loslichkeitseigenschaften
des Inhibitors in dem Konzentrationsbereich, der fiir die ITC-Messung nétig ist.
Daher wird der Inhibitor fiir die in vitro Anwendung als GST-Fusionsprotein ex-
primiert. Die Glutathion-S-Transferase tendiert in hoheren Konzentrationen zur Di-
merbildung, die sich bei der Titration in die Mefizelle durch Verdiinnen auflésen, was
sich in einem endothermen Signal manifestiert [74]. Die detektierten Werte ergeben
zusammen eine Dissoziationskurve. In Abb. 3.9 wird deutlich, daf} sich dieser Effekt
nur auf die ersten 5 bis 8 Titrationssschritte beschriankt und durch einfach Sub-
traktion einer Kontrollmessung korrigieren 1&8t. Der korrigierte Datensatz 148t sich
dann, wie oben beschrieben, problemlos auswerten. Eine Interaktion zwischen Nef
und Glutathion-S-Transferase wurde in einem Kontrollexperiment ebenfalls iiber-
priift. Eine Bindung zwischen der Glutathion-S-Transferase und Nef konnte nicht
festgestellt werden (nicht dargestellt).

Zunichst wurde vergleichend untersucht, wie sich die zusétzliche Bindungsdoméne
im Inhibitor auf die Affinitét zu Nef auswirkt. Da der Inhibitor mit GST-tag l16slicher
ist, wurde er nicht enzymatisch abgetrennt. Ebenso wurden die SH3 Doménen mit
dem GST-tag eingesetzt, um eine hohere Vergleichbarkeit zu erreichen. Im ITC-
Experiment konnten nun die Bindungsdaten der Interaktionen ermittelt werden und
sind in Tabelle 3.3 zusammengefafit. Wie schon zuvor in Kapitel 3.2.1 gezeigt, erhcht
sich die Affinitdt der SH3 Mutanten zu Nef durch die Mutation in der RT-Schleife;
allerdings weniger stark als zuvor beobachtet. Eventuell schrankt hier der GST-tag
die Wirkung der Mutation ein.

Der Inhibitor wurde hier in zwei Varianten eingesetzt. Einmal wurde die CD4 Doméne
N-terminal vor die SH3 Doméne (CD4-A1) gesetzt, in der zweiten Variante folgt sie
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C-terminal der SH3 Doméne (A1-CD4). Wie in Abb. 3.10 und Tabelle 3.3 zu sehen
ist, hat dieses deutlich Auswirkungen auf die Affinitdt zu Nef. Wihrend die Affi-
nitét bei CD4-A1 gerade mal um den Faktor 1 - 2 erhdht wird, geschieht dieses bei
A1-CD4 um den Faktor 6. Die Bindung wird dabei vorwiegend durch eine giinstige
Enthalpiesinderung getrieben. Die Anderung der Entropie ist eher ungiinstig. Fiir
die Interaktion zwischen Nef und A1-CD4 wurde eine Dissoziationskonstante von
26 nM festgestellt.

a) b)
T T T T T 105
0 - e g
(=
T
R o
21 "y } 10°¢
1
= _,./if’ I 244 M
° 4 e | b .
= ;‘ = 140 M
IS VL = 107 84 nM
£ 64 \'/‘s‘j = x
= %
= ! = SH3W) 26 1M
g 5 4 ® SH3(A1)
ﬂgﬁ_ﬁ\;ﬂ?ﬁ N o CD4-A1 108
I8 o A1-CD4
10 /! 4
o S
12 10

T T
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 SH3(wt) SH3(A1) CD4-A1 A1-CD4

molares Verhaltnis

Abbildung 3.10: Kalorimetrische Analyse der Interaktion zwischen den Inhibitoren
der Inhibitorklassen 1 und 3 und Nefsr2. a) ITC-Experiment der Bindung der Inhibito-
ren SH3(wt), SH3(A1), CD4-A1 und A1-CD4 an Nef. Eine 40 uM Nef (1-210)-Lsg. wurde
mit einer zehnfach héher konzentrierten Liganden-Lésung im ITC bei 15°C in 10 mM Tris/HCI
pH 8.0, 100 mM NaCl und 0.5 mM g-Mercaptoethanol titriert. b) Vergleich der im ITC-
Experiment ermittelten Dissoziationskonstanten. Die Verwendung der Mutante SH3(A1)
in Kombination mit der cytoplasmatischen Doméne von CD4 fithrt zu einer hochaffinen Bindung
an Nef. Fiir den Inhibitor A1-CD4 wird die hochste Affinitit (Kq = 26nM) detektiert.

Tabelle 3.3: Tabellarische Zusammenfassung der thermodynamischen Parameter
der Interaktion zwischen Inhibitorklasse 3 und Nefgge. Alle im ITC-Experiment
bestimmten kalorimetrischen Daten wurden, wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben, ausgewertet.

Kq AG AH AS T AS n

(nM) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol/deg) | (kcal/mol)
SH3(wt) 244 -8.706 -4.240 0.0155 4.466 1.08
SH3(A1) | 140 -9.035 -8.897 0.00048 0.138 1.07
CD4-A1 84 -9.327 -8.506 0.00285 0.821 1.09
A1-CD4 26 | -10.011 -11.400 -0.00482 -1.388 0.97

Auch die Bindung zwischen Inhibitorklasse 3 und Nef erfolgt in einer 1:1 Stochio-
metrie.

In einem zusétzlichen Experiment wurde die Grofle des Nef-Inhibitor-Komplexes
mittels der analytischen Gelfiltration untersucht. Es wurde eine Gréfle von ca. 35
kDa ermittelt, was im Rahmen der Mefigenauigkeit der kalkulierten Masse von 39
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kDa entspricht. Zum Vergleich wurde das Nef Protein alleine in der analytischen
Gelfiltration untersucht. Den Erwartungen entsprechend eluiert es aufgrund seiner
geringeren Grofle spéter als der Komplex. Es wurde eine Grofle von 23 kDa be-
stimmt. Hier wird deutlich, dafl die Bindungsdoménen des Fusionsproteins beide an
ein Nef-Molekiil binden und nicht in ,trans“ an ein zweites Molekiil.
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Abbildung 3.11: Analyse des Nef-Inhibitor Komplexes mittels der analytischen Gel-
filtration. 90 pl einer 1 mg/ml Lsg. Nef (1-210) und Komplex aus Nef (1-210) und A1-CD4-SQS
wurden auf einer Superdex S75 (10/30) mit einer Laufgeschwindigkeit von 1 ml/min photometrisch
(OD2gonm ) in 20 mM Tris pH 8.0, 50 mM NaCl untersucht. Die Bestimmung der globuléiren Gréfie
erfolge, wie in Kapitel 5.1.4 beschrieben, anhand eines Protein-Standards (Amersham Biosciences).
Der Komplex hat demnach eine Gréfie von 34.9 kDa und Nef (1-210) 22.6 kDa.

Die Anordnung der Doménen in der Inhibitorklasse 3

Im ITC-Experiment zeigt der Inhibitor A1-CD4 eine hdhere Affinitdt zu Nef als der
Inhibitor CD4-A1. Dies deutet darauf hin, dafl die Reihenfolge einer N-terminalen
SH3(A1l) Doméne und einer C-terminalen CD4 Doméne die optimale Anordnung
darstellt. In dem anschliefenden Experiment wurde iiberpriift, ob das Verlangern
des Linkers von 5 auf 12 Aminoséuren zwischen CD4 und SH3 Doméne die Affinitat
erhoht. Wiirde die Hypothese der optimalen Anordnung stimmen, so kénnte die
Flexibilitdt und Lénge eines erweiterten Linkers ebenfalls die Nef-CD4-Interaktion
im Inhibitor CD4-A1 verbessern.
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Abbildung 3.12: Kalorimetrische Analyse der Interaktion zwischen CD4-12G-A1 und
Nefsro. a) ITC-Experiment der Bindung des Inhibitors CD4-12G-A1 und CD4-A1 an
Nef. Eine 40 uM Nef (1-210)-Lsg. wurde mit einer zehnfach hoher konzentrierten Liganden-Losung
im ITC bei 15°C in 10 mM Tris/HCI pH 8.0, 100 mM NaCl und 0.5 mM S-Mercaptoethanol
titriert. b) Vergleich der im ITC-Experiment ermittelten Dissoziationskonstanten. Die
Verlangerung des Linkers zwischen SH3 Doméne und CD4 Doméne steigert die Affinitdt zu Nef

(siehe auch Tabelle 5.2).

Abb. 3.12 deutet darauf hin, dafi sich die Affinitdt erhéhen l4fit, indem der Lin-
ker verlingert wird. Allem Anschein nach wirken sich die zusétzlichen Aminoséur-
enldngen positiv auf die Interaktion zwischen Nef und CD4 aus. Die erzielte Erhchung
der Affinitdt ist jedoch nur sehr gering, was vermuten 1af3t, daf3 der Linker entweder
nicht lang genug ist oder auch die notwendige Flexibilitdt nicht erreicht wird.
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Die Bestitigung der Interaktion zwischen Inhibitorklasse 3 und Nefgps in
der Gleichgewichts-Fluoreszenztitration und Oberflichen-Plasmon-Resonanz
Spektroskopie

Gleichgewichts-Fluoreszenztitration: Um durch eine zweite Methode die im
ITC bestimmten K4-Werte zu bestéitigen, wurde der Versuch unternommen das Nef
Protein selektiv mit einem Fluoreszenzfarbstoff zu markieren. So wire eine Mes-
sung der Interaktion zwischen Nef und verschiedenen Inhibitor-Konstrukten in der
Gleichgewichts-Fluoreszenztitration moglich und stiinde als weiteres Messsystem ne-
ben der I'TC zur Verfiigung.

Das Nef Protein wurde hierfiir an verschiedenen Positionen nahe den Bindungsstel-
len von CD4 und SH3 selektiv mit dem Farbstoff 1,5-IAEDans, einem Farbstoff der
selektiv an die Thiogruppe von Cysteinen bindet, markiert. Hierfiir wurde an den
entsprechenden Stellen ein Cystein durch Mutation eingefiigt, wéhrend alle iibrigen
frei zugénglichen Cysteine auf die gleiche Art und Weise entfernt wurden.

In Abb. 3.13a sind diese Positionen in der Nef-Struktur dargestellt. Alle Positionen
befinden sich im N-Terminus von Nef nahe den Bindungsstellen von CD4 und SH3.
Die Proteine wurden, wie in Kapitel 2.4.7 beschrieben, markiert, im MALDI-TOF-
MS iiberpriift und deren Emissionspektren vor und nach Zugabe von His-CD4-SQS-
A1l gemessen. Das 1,5-IAEDans ist ein Umgebungs-sensitiver Fluoreszenz-Farbstoff.
Andert die Interaktion zwischen Inhibitor und Nef die chemische Umgebung des
Fluorophors, so sollte sich dies in einer Anderung des Emissionsspektrums zeigen.
Abb. 3.13b und Tabelle 3.4 zeigen, daf} sich leider nur die Amplitude des Maximums
bei einer Wellenléinge von ca. 490 nm &ndert, nicht aber die Wellenldnge des Ma-
ximums. Diese Amplitudenéinderung wird hier durch die Volumenénderung hervor-
gerufen. Fiir eine Gleichgewichts-Fluoreszenztitrations-Messung ist eine Anderung
von mindestens 10% wiinschenswert. Nach der in Kapitel 2.5.3 beschriebenen Be-
rechnung der um die Volumenénderung korrigierten Fluoreszenzénderung ergeben
sich jedoch nur Werte zwischen 2 und 5 %.
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Abbildung 3.13: Analyse der Interaktion zwischen dem Inhibitor CD4-SQS-A1 und
fluoreszenzmarkiertem Nefsrz mittels der Gleichgewichts-Fluoreszenztitration. a) Dar-
stellung der Positionen der fluoreszenzmarkiertem Aminosduren in der Struktur des
Nef Proteins. Die fluoreszenzmarkierten Aminosduren sind in rot dargestellt. Die griinen Ami-
nosduren stellen die Bindungsstellen fiir CD4 und SH3 dar. b) Emissionsspektren der Dansyl-
markierten Nef Mutanten vor und nach Zugabe von His-CD4-SQS-A1. Jeweils 1 ml einer
1 uM Dansyl-markierten Nef Losung wurde mit einer Exzitationswellenlénge von 337 nm vor und
nach Zugabe von 2 pM His-CD4-SQS-A1 gemessen.
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Tabelle 3.4: Tabellarische Zusammenfassung der Fluoreszenzinderung der In-
teraktion zwischen CD4-SQS-A1l und Dansyl-markiertem Nef(C50), Nef(C59)
(eigentlich Nef(1-210)), Nef(C71) und Nef(C85).

Fluoreszenzinderung in %
Nef(C50) 2
Nef(C59) 3.3
Nef(CT71) 5
Nef(C85) 4.3

Aus diesen Erkenntnissen resultierend wurde davon abgesehen weitere Positionen im
Nef Protein zu markieren. Stattdessen konnte die K3-Werte exemplarisch fiir den
Inhibitor CD4-SQS-A1 anndhernd in SPR und Gleichgewichts-Fluoreszenztitrations
Experimenten bestéitigt werden. Zur Anwendung im Fluoreszenz-Experiment wurde
der Inhibitor mit dem Fluoreszenzfarbstoff 1,5-IAEDans an Position 455 in der CD4
Doméne markiert. Da der Farbstoff selektiv an die Thiogruppe der Aminosiure
Cystein bindet, eignete sich nur der Inhibitor His-CD4-SQS-A1 mit der Mutation des
C145QC/SQS und einem N-terminalen His-tag um das Cystein 455 zu markieren. Die
Markierung wurde, wie in Kapitel 2.4.7 beschrieben, durchgefiihrt und im MALDI-
TOF-MS iiberpriift.
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Abbildung 3.14: Analyse der Interaktion zwischen Inhibitor CD4-SQS-A1 und
Nefsr2 in der Gleichgewichts-Fluoreszenztitration. a) Emissionsspektrum von Dansyl-
markiertem His-CD4-SQS-A1 vor und nach Zugabe von Nef (1-210). 1 ml einer 0.1 pM
Dansyl-markierte His-CD4-SQS-A1 Lsg. wurde mit einer Exzitationswellelinge von 337 nm vor
und nach Zugabe von 2 pM Nef (1-210) gemessen. b) Gleichgewichts-Fluoreszenztitration
von Dansyl-markiertem His-CD4-SQS-A1 mit Nef (1-210). Eine 1 yM Dansyl-markierte
His-CD4-SQS-A1 Lsg. wurde mit Nef (1-210) in 20 mM Tris/HCl ph 7.0, 50 mM NaCl titriert.
Exzitationswellenlinge = 337 nM und Emissionswellenlinge = 490 nM. Durch Anpassung der qua-
dratischen Gleichung 5.9 wurde eine Dissoziationskonstante von 37 nM bestimmt.

In Abb. 3.14 ist nun die Gleichgewichts-Fluoreszenztitration von Dansyl-markiertem
His-CD4-SQS-A1 durch Nef (1-210) dargestellt. Zunéchst zeigt sich im Emissions-
spektrum bei einer Exzitation mit Licht der Wellenldnge 337 nm, daf§ sich das Spek-
trum nach Zugabe der doppelten Menge Nef (1-210) nicht nur in der Amplitude um
ca. 10% erhoht, sondern in einen kurzwelligeren Bereich verschiebt. Die Anderung
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wurde um die Volumenénderung, wie in Kapitel 2.5.3 beschrieben, korrigiert.
Diese Anderung erlaubt nun die Messung der Fluoreszenzsignales bei schrittwei-
ser Séttigung von Dansyl-markiertem His-CD4-SQS-A1 durch Nef (1-210) wie es in
Abb. 3.14b dargestellt ist. Durch Anpassen der Gleichung 5.9 ergibt sich eine Disso-
ziationskonstante von 37 nM fiir die Interaktion zwischen Nef (1-210) und Dansyl-
markiertem His-CD4-SQS-A1.
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Oberflichen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie (SPR): Wie im Gleich-
gewichts-Fluoreszenztitration Experiment konnte in der SPR nur die weniger Cystein-
reiche Inhibitor Mutante CD4-SQS-A1 verwendet werden. Wie in Kapitel 2.5.4
erwahnt, basiert das Experiment auf der Fixierung des einen Proteins an einen
Tragerchip tiber a-GST-Antikorper. Hohere Mengen Antioxidantien wie DTE, TCEP
oder (-Mercaptoethanol zerstoren die Disulfid-verbriickten leichten und schweren
Ketten des Antikorpers und destabilisieren damit das Protein auf dem Chip.
CD4-SQS-A1 verfiigt nur iiber ein freies Cystein und hat demnach nur die Moglich-
keit Dimer-Komplexe zu bilden. Daher konnte hier auf die Zugabe von Antioxidan-
tien verzichtet werden. Im SPR-Experiment wurden der CM5-Chip mit (0.4 mg/ml)
CD4-SQS-A1 beladen und mit 4 verschiedenen Konzentrationen (400 - 1000 nM)
Nef (1-210) in 10 mM HEPES pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.005% IGEPAL im BIAcore-
1000 analysiert. Die Daten wurden anschlielend durch Anpassen der Gleichung 5.23
analysiert und, wie in Kapitel 5.1.3 beschrieben, ausgewertet.

Fiir die Interaktion zwischen Nef (1-210) und CD4-SQS-A1 wurde im SPR eine Dis-
soziationskonstante von 28 nM bestimmt.

a) b)

500 -
Nef 400 nM
. Nef 600 nM
400 B Nef 800 nM
- Nef 1000 nM

300

kobs (1/s)

200 o

Resonanz Units

100 o

T T T T T 1 T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 400 500 600 700 800 900 1000

Zeit (s) Konzentration (nM)

Abbildung 3.15: Analyse der Interaktion zwischen Inhibitor CD4-SQS-A1 und
Nefsrz in der Oberflichen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie. a) Auftragung der Re-
sonanzinderung gegen die Zeit. b) Auftragung der k.,s gegen die Konzentration Nef
(1-210) Ein CM5-Sensorchip wurde mit einer 0.4 mg/ml Lsg. CD4-SQS-A1 beladen und mit 4 Kon-
zentrationen 400 - 1000 nM Nef (1-210) in 10 mM HEPES pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.005% IGEPAL
im BIAcore-1000 analysiert. Der Inhibitor CD4-SQS-A1 bindet mit einer Dissoziationskonstanten
von 28 nM an Nef (1-210).

Tabelle 3.5: Vergleich der in der ITC, SPR und Gleichgewichts-
Fluoreszenztitration ermittelten Dissoziationskonstanten der Interaktion
zwischen CD4-SQS-A1 und Nef.

Methode Kq (nM)
ITC 87
SPR 28
Gleichgew.-Fluoreszenztitration 37
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In beiden Bindungs-Experimenten, Gleichgewichts-Fluoreszenztitration und SPR,
konnte eine hohere Affinitdt zwischen dem Inhibitor und Nef festgestellt werden als
im ITC-Experiment. Der Unterschied ist angesichts der unterschiedlichen Methodik
mit einem Faktor 2 bis 3 eher gering.

Zusammenfassung der Charakterisierung der Interaktion zwischen Inhibitor-3
und Nefgpo

In den oben aufgefithrten Daten wurde das Design eines hoch-affinen gegen Nef ge-
richteten Inhibitors vorgestellt. Zusammenfassend werden hier nun die Beitrége der
einzelnen Bausteine, CD4 und SH3 Doméine, zur hohen Affinitit in einer Abbildung
dargestellt (sieche Abb. 3.16) .

CD4 und SH3 Doméne binden an zwei separaten Stellen auf Nef, was auch in Ka-
pitel 3.5 durch gezielte Mutation der Bindungsmotive deutlich wird [86]. In Abb.
3.16 zeigt sich, dal die CD4 Doméne mit K4-Werten im mikromolaren Bereich an
Nef bindet (CD4% Daten stammen aus Kapitel 3.5.2), wihrend die SH3 Doméne
mit der Mutation in der RT-Schleife A1 bereits in nanomolaren Konzentrationen
interagiert. In Kombination entsteht eine Affinitit zwischen Nef und dem Inhibitor
mit K4-Werten im unteren nanomolaren Bereich. Damit wurde ein Fusionsprotein
geschaffen, das von allen Interaktionspartnern bisher die hochste gemessene Affinitét
zu Nef aufweist.

Die Analyse der thermodynamischen Daten ist in Abb. 3.16¢c-d dargestellt. Die Auf-
tragung der Ky gegen AG zeigt gemifl Gleichung 5.14 einen exponentiellen Zu-
sammenhang. Kleine Anderung der AG-Werte haben eine groe Anderung des Kg-
Wertes zur Folge. Die geringe Anderung der Ky wiederum erklirt sich durch die
Betrachtung der beiden thermodynamischen Parameter AH und AS.

Aus der Auftragung TAS gegen AH ergibt sich ein linearer Zusammenhang. In dem
Mafe, wie sich die Enthalpie giinstig entwickelt, nimmt die Entropie ab. Wiirden
sich beide Parameter absolut gleich entwickeln, wiirde die Steigung bei 1 liegen. Die
Anderung des AG Wertes wire dann gleich 0. Die Steigung der linearen Gleichung
von 0.74 jedoch zeigt, daf sich die beiden Parameter nicht absolut gleich entwickeln
und dadurch kompensieren. Die Enthalpiefinderung ist demnach die treibende Kraft
der Bindung des Inhibitors. Die Kompensation der giinstigen Enthalpieinderung
durch eine ungiinstige Entropieiinderung wird als ein thermodynamisches Phdnomen
beschrieben, welches man als Enthalpie-Entropie-Kompensation bezeichnet [133].
Dieses Phdnomen wird héufig bei Wechselwirkungen zwischen Liganden und Pro-
tein beobachtet und in Zusammenhang mit ,extrathermodynamischen* Ursachen,
Ursachen, die sich nicht durch die Gesetze der Thermodynamik beschreiben lassen,
kontrovers diskutiert.

Insbesondere bei Mutationsstudien konnte das Phénomen héufig beobachtet werden
[62]. Die Untersuchung solcher Phénomene in Hinsicht auf , extrathermodynamische®
Ursachen gilt jedoch als umstritten und deren Aussagekraft bleibt unklar [181]. Da-
her wurde von einer Untersuchung unter diesen Gesichtspunkten hier abgesehen.
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Abbildung 3.16: Uberblick der Einzelbeitrige an der Interaktion zwischen dem Inhi-
bitor der Inhibtorklasse 3 und Nefsr2. a) Vergleich der ITC-Daten von CD4% (siehe
Kapitel 3.5.2), SH3(A1l) und A1l-CD4. b) Vergleich der im ITC-Experiment ermit-
telten Dissoziationskonstanten. ¢) Auftragung von AG gegen Kq4. d) Auftragung von
AH gegen T AS. e) Vergleich von AH gegen T AS. Die thermodynamischen Daten zeigen
unterschiedliche Beitrige der einzelnen Doménen zur Affinitdt zwischen dem Inhibitor und Nef. Ins-
gesamt ergibt die Kombination aus beiden Doménen ein Fusionsprotein mit einer hohen Affinitét
(K4 = 26 nM). Fiir die Anderung der Relation TAS zu AH ergibt sich eine lineare Korrelation.
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3.3 Charakterisierung der Interaktion zwischen den In-
hibitorklassen und Nef in vivo

Parallel zur in vitro Analyse wurden die Inhibitoren der Inhibitorklassen 1, 2 und 3
im eukaryotischen Zellsystem getestet. In verschiedenen Zellinien wurden die Inhi-
bitorkonstrukte zusammen mit Nef transfiziert und mit mikroskopischen Methoden
oder in der Durchflucytometrie untersucht. Im Fokus standen hier vor allem die
Untersuchung der Inhibitoren hinsichtlich der Stabilitdt in den Zellen und die Lo-
kalisation in Anwesenheit oder Abwesenheit von Nef. Nef wurde in den Zellen als
Fusionsprotein mit dem griinfluoreszierenden Protein (GFP) exprimiert und iiber
die Fluoreszenz nachgewiesen. Die Inhibitoren wurden hingegen indirekt iiber einen
fluoreszenzmarkierten Antikorper detektiert. Dazu wurden wahlweise am N- oder C-
Terminus des Inhibitors ein HA-tag (Hemagglutinin-Epitop) exprimiert (siehe Ka-
pitel 3.1), der durch den Antikérper gebunden wird. Bis auf die Inhibitorklasse 2
zeigten alle Inhibitoren eine gute Expressionsrate und keine Anzeichen von Toxizitét
in HeLa und CD4- und CCR5-positiven CHO (CHO++) Zellen. Aufgrund der ge-
ringen Expression wurde von einer in vivo Analyse der Inhibitorklasse 2 abgesehen.
Die Inhibitoren wurden jeweils zur Kontrolle auch einzeln transfiziert und beobach-
tet. Fiir alle Inhibitoren gilt, daf} eine deutliche Interferenz mit dem Phénotyp der
Wildtyp-Zellen nicht auftrat.

In dem folgenden Abschnitt wird nun insbesondere die in vivo Analyse des Inhibi-
tors A1-CD4 dargestellt. Aus Kapitel 3.2.3 geht hervor, dafl dieser Inhibitor in wvitro
die besten Ergebnisse zeigte.

3.3.1 Die Lokalisation von Inhibitor A1-CD4 und Nef in der Zelle

Zunichst wurden zur Kontrolle der Inhibitor A1-CD4 und Nef jeweils separat in He-
La Zellen transfiziert und durch konfokale Mikroskopie untersucht. Abb. 3.17 links
zeigt eine reprasentative konfokalmikroskopische Aufnahme von drei HeLa Zellen
unter Fluoreszenzlicht, die mit dem Inhibitor mp-A1-CD4 transfiziert wurden. Die
Visualisierung erfolgte durch den fluoreszenzmarkierten a-HA-Antikorper, wie in
Kapitel 2.6.3 beschrieben. In allen drei Zellen liegt der Inhibitor {iberwiegend an
Membranen vor. Neben der Plasmamembran scheinen auch cytosolische, punktar-
tige Strukturen und perinukledre Bereiche betroffen zu sein. Dies sind vermutlich
Vesikel oder auch Akkumulationen des Inhibitors.

Die Verteilung von Nef ist nur teilweise dhnlich zu der des Inhibitors. Neben der
Plasmamembran kénnen ebenfalls kleinere vesikuldre Strukturen und Membranen
im perinukledren Bereich nachgewiesen werden, die mit Nef besetzt sind. Abb. 3.17
rechts zeigt diese Verteilung deutlich. Eine genaue Beschreibung der Kompartimente
durch Marker (z.B. Endosomen-Marker) war nicht erfolgreich.
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mp-A1-CD4 Nef-GFP

Abbildung 3.17: Lokalisation von Nef und Inhibitor A1-CD4 in der eukaryotischen
Zelle. Links: Konfokalmikroskopische Aufnahmen des Inhibitors mp-A1-CD4-HA unter Fluores-
zenzlicht in HeLa Zellen. Die Verteilung des Inhibitors zeigt eine Lokalisation an Membranen im
perinukledrem Bereich und der Plasmamembran. Rechts:Konfokalmikroskopische Aufnahmen von
Nef-GFP unter Fluoreszenzlicht in HeLa Zellen. Nef ist tiberwiegend an der Plasmamembran, in
vesikuldren Strukturen im Cytoplasma und im perinukleirem Membranraum lokalisiert.

3.3.2 Die Assoziation von Inhibitor A1-CD4 und Nef in der Zelle

Durch Co-Transfektion von Inhibitor und Nef in HelLa Zellen wurde der gegenseitige
Einflu} auf die Lokalisation untersucht. Abb. 3.18 zeigt drei konfokalmikroskopische
Aufnahmen unter Fluoreszenzlicht einer HeLa Zelle. Die linke und mittlere Aufnah-
me reprasentieren die beiden unterschiedlichen Fluoreszenzkanile, die linke fiir die
Wellenldnge von GFP und die mittlere fiir die des Antikérper-Fluorophors. Durch
distinkte Exzitationswellenldngen lassen sich Inhibitor und Nef Protein getrennt
voneinander in einer Zelle zeigen. Die rechte Abbildung zeigt die Uberlagerung der
Fluoreszenzsignale. Die gelb gefirbten Bereiche verdeutlichen die Positionen, wo Nef
und Inhibitor zusammen vorliegen. Dies deutet auf eine in vivo Bindung zwischen
Inhibitor und Nef hin.
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Nef A1-CD4 Uberlagerung A1-CD4 & Nef

Abbildung 3.18: Co-Lokalisation von Nef und Inhibitor A1-CD4 in der eukaryoti-
schen Zelle. Links: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Nef-GFP unter Fluoreszenzlicht in
HeLa Zellen nach Co-Transfektion mit dem Inhibitor. Mitte: Konfokalmikroskopische Aufnahmen
des Inhibitors mp-A1-CD4 unter Fluoreszenzlicht in HeLa Zellen nach Co-Transfektion mit Nef.
Rechts: Uberlagerung der Fluoreszenzsignale der linken und mittleren Aufnahme. Es zeigt sich an
einigen Stellen eine additive Fiarbung (gelb), wo Nef-GFP und mp-A1-CD4 in der Zelle gebunden
vorkommen.

3.4 Charakterisierung der Inhibitor-Wirkung auf Nef
in vivo

3.4.1 Inhibition der Nef-vermittelten Internalisierung von CD4, CCR5
und MHCI

Die Internalisierung der Oberflachenrezeptoren CD4, MHCI und CCRS5 von der Plas-
mamembran gehort zu den wichtigen Funktionen des Nef Proteins [88, 26, 142]. Z.T.
ist die Bezeichnung , Internalisierung® nicht ganz zutreffend, da sich die Reduktion
der Protein-Oberflachendichte wie im Falle von CD4 nicht nur aus einem endocytoti-
schen Mechanismus sondern auch aus einer Unterbindung von Recycling-Prozessen
ergibt. Trotzdem wird der Einfachheit halber einheitlich der Begriff , Internalisie-
rung® fiir die Reduktion der Oberflichendichte verwendet.

Anhand der DurchfluBcytometrie ist es moglich diese Nef Funktion zu beobachten.
Nach Markieren der Oberflichenrezeptoren mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern
konnen sie im FACS quantifiziert werden. Dadurch werden Aussagen iiber die Nef-
vermittelte Internalisierung von MHCI, CD4 und CCRS5 moglich. Diese Versuche
wurden in Zusammenarbeit mit Simone Giese der Arbeitsgruppe von Dr. Oliver
Fackler an der Universitidt Heidelberg durchgefiihrt.

Abb. 3.19, 3.20 und 3.21 zeigen die Quantifizierung dieser Oberflachenrezeptoren in
Gegenwart von Nef und in Gegenwart des Inhibitors.
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Abbildung 3.19: Die Wirkung des Inhibitors auf die Nef-vermittelte CD4-
Internalisierung. Im Durchflucytometer wurde die Expression von CD4 in Gegenwart von Nef
und Inhibitor auf CD4- und CCR5-positiven CHO Zellen untersucht. Der Inhibitor mp-A1-CD4 stort
die Nef Funktion. In Gegenwart von mp-A1-CD4 wird die Nef-vermittelte CD4-Internalisierung
erfolgreich inhibiert. Die Werte stellen das Mittel aus unabhéngigen Dreifachbestimmungen mit
Standardabweichung dar.
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Abbildung 3.20: Die Wirkung des Inhibitors auf die Nef-vermittelte CCR5-
Internalisierung. Im Durchflulcytometer wurde die Expression von CCR5 in Gegenwart von Nef
und Inhibitor auf CD4- und CCR5-positiven CHO Zellen untersucht. Der Inhibitor mp-A1-CD4 stort
die Nef Funktion. In Gegenwart von mp-A1-CD4 wird die Nef-vermittelte CCR5-Internalisierung
groBtenteils inhibiert.
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Abbildung 3.21: Die Wirkung des Inhibitors auf die Nef-vermittelte MHCI-
Internalisierung. Im Durchflulicytometer wurde die Expression von MHCI in Gegenwart von Nef
und Inhibitor auf MHCI-positiven CHO Zellen untersucht. Der Inhibitor mp-A1-CD4 stort die Nef
Funktion. In Gegenwart von mp-A1-CD4 wird die Nef-vermittelte MHCI-Internalisierung inhibiert.

Die Gegenwart des Inhibitors mp-A1-CD4 wirkt sich signifikant auf die Proteint-
ransport-Funktionen von Nef aus. Wie in Abb. 3.19 deutlich wird, verhindert der
Inhibitor die CD4-Internalisierung durch Nef. Wird Nef alleine transfiziert, so redu-
ziert es die Oberflichenxpression von CD4 um ca. 70%. Wird Nef mit mp-A1-CD4
co-exprimiert, so kann der Effekt aufgehoben werden und zudem nimmt die Ober-
flichendichte an CD4 zu. Diese Steigerung lafit sich bis jetzt nicht erklédren. Sie
liegt allerdings im Fehlerbereich des Experiments. Ahnlich verhilt es sich bei der
Wirkung des Inhibitors auf die Oberflichenexpression von CCR5. Nef reduziert die
Oberflichendichte des Co-Rezeptors CCR5 um ca. 50%. In Gegenwart von mp-Al-
CD4 sinkt diese Aktivitdt auf ca. 10%.

In Abb. 3.21 ist der Effekt von Nef auf die Oberflichendichte von MHCI veranschau-
licht. Wie schon zuvor inhibiert mp-A1-CD4 die Nef-Funktion und erh&lt damit
die Oberflichendichte an MHCI auf den Zellen. Abb. 3.19-3.21 sind Auswertungen
aus unabhéngigen Dreifachbestimmungen. In Kontrollversuchen mit Oberflichenre-
zeptoren, die nicht durch Nef internalisiert werden, wurde eine Beeinflussung des
Zelltransports durch den Inhibitor nicht beobachtet. Die Versuche zeigen, daf§ die
Présenz des Inhibitors die Funktion von Nef im Bereich des Proteintransports signi-
fikant storen kann.

3.4.2 Proteasomentargeting des Nef-Inhibitor-Komplex durch das
Ubiquitinylierungsmotiv

Durch ein zusétzliches Ubiquitinylierungsmotiv, das aus NF-xB abgeleitet wurde,
sollte der Versuch unternommen werden, den Nef-Inhibitor-Komplex von der Mem-
bran weg zum proteolytischen Abbau im Lysosomen oder am Proteasomen zu diri-
gieren. Hierfiir wurde C-terminal das Motiv in die Sequenz des Inhibitors eingefiigt.
Dadurch, dafl die Entwicklung dieses Inhibitors zeitlich parallel zu den Versuchen
aus Kapitel 3.2.3 durchgefithrt wurde, entstand der Inhibitor noch in der Reihen-
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folge der Doménen CD4-A1l. Der Inhibitor mp-CD4-A1-Ubi wurde in Zellen auf
Co-Lokalisation und Wirkung auf CD4-Expression hin in Gegenwart von Nef gete-
stet.

Im Vergleich mit mp-A1-CD4 konnte jedoch kein deutlicher Unterschied festgestellt
werden. Der Versuch den Nef-Inhibitor-Komplex am Proteasomen zu lokalisieren
war nicht erfolgreich.

3.4.3 Inhibition der Infektiositit von HIV

Das Nef Protein ist fiir die Steigerung der Infektiositét von HI-Viren wichtig [41, 183].
Daher wurde der Inhibitor auch hier hinsichtlich seiner Wirkung tiberpriift. Wildtyp
und Anef Viren wurden in Gegenwart des Inhibitors produziert. Dies erfolgte durch
die Co-Transfektion von proviraler DNA und dem Gen des Inhibitors in 293T-Zellen.
Die aus diesem Replikationszyklus entstandenen Virionen wurden anschlieflend ge-
erntet und TZM-Zellen mit der 1 ng p24CA entsprechenden Menge des Virusstocks
infiziert. Die TZM-Zellen tragen ein entsprechendes Reportergen-System, das auf
einem (-Laktamase induzierten Farbumschlag basiert, der sich quantifizieren 1a8t.
Hieraus 148t sich die Infektiositéit der eingesetzten Virionen ermitteln.

300 T T

250 [ HIvV
I [ HIV Anef

200 -
150 -

100 -

il Hﬂm i

Kontrolle mp-A1-CD4 A1-CD4-farne

relative Infektiositat (%)

Abbildung 3.22: Die Wirkung des Inhibitors auf die Nef-vermittelte Infektiositét
der Viruspartikel. Im Infektionsassay wurden die Inhibitoren mp-A1-CD4 und ein farnesylierter
Inhibitor A1-CD4-farne getestet. Durch Co-Transfektion von proviraler DNA und Inhibitor wur-
de ein Virusstock hergestellt, mit dem TZM-Zellen infiziert wurden. Aus dem Farbumschlag der
[-Galaktosidasefirbung der Zellen wurde die relative Infektiositdt berechnet. Gezeigt wurde der
Mittelwert der Dreifachbestimmung und Standardabweichung fiir je 3 unabhingige Ansitze.

Abb. 3.22 zeigt die Auswertung dieses Infektions-Assays. Neben dem Inhibitor mp-
A1-CD4 wurde ein zweiter Inhibitor erprobt, der statt des N-terminalen Myristoyl-
Palmitoyl-Membranankers einen C-terminalen Farnesyl-Membrananker trégt. Beide
Inhibitoren, mp-A1-CD4 und A1-CD4-farne, hemmen die Nef-vermittelte Infektio-
sitdt der Wildtyp Virionen vergleichbar gut. Die Kontrolle zeigt die normale Infek-
tiositét durch Nef und den Einflul der Deletion des nef-Gens, die die Infektiositéit
der Virionen reduziert. In Gegenwart des Inhibitors wird die Infektiositdt der Wild-
typ Virionen auf ein dhnliches Niveau reduziert. Dies indiziert eine starke Stérung
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der Nef Funktion, die mafigeblich durch den Inhibitor verursacht wird. Interessanter-
weise scheint der farnesylierte Inhibitor eine etwas stérkere inhibitorische Wirkung
zu haben.

Zusammen mit den zuvor gezeigten Effekten des Inhibitors auf die Proteintransport-
Funktion von Nef ergibt sich hier nun das Bild eines Molekiils, das gezielt Nef Funk-
tionen in vivo inhibieren kann.

3.5 Charakterisierung der Nefgpo-CD4 Interaktion

Die Interaktion zwischen Nef und CD4 stellt fiir das HI-Virus einen wichtigen Me-
chanismus dar. Zu Beginn der HIV-Infektion einer Zelle interagiert das Virus mit
dem CD4 Glykoprotein und den Co-Rezeptor CCR5 oder CXCRA4. Diese Interakti-
on ermoglicht den anschlieBenden Eintritt in die Zelle. Nach der Infektion der Zelle
ist dessen Préasenz auf der Zelloberfliche jedoch eher nachteilig fiir das Virus. Su-
perinfektion und die Interaktion mit anderen Zellen des Immunsystems behindern
dessen Replikationszyklus. Nef iibernimmt daher die Funktion das CD4-Protein zu
internalisieren.

Wie bereits erwéihnt, zidhlt diese Nef Funktion zu den sehr friih entdeckten Funktio-
nen von Nef. Trotzdem ist dessen Charakterisierung bis heute jedoch nur teilweise
gelungen und wird noch immer kontrovers diskutiert. Bisherige Bindungsstudien
zeigen, dal der Komplex aus der cytoplasmatischen CD4 Doméne und Nef in vitro
instabil ist und prézipitiert. Eine Analyse der Interaktion in Bindungs-Assays wie
ITC, SPR oder Gleichgewichts-Fluoreszenztitration ist somit schwierig. Grzesiek et
al. (1996) war es nur mit einem Teil der CD4 Doméne von Aminoséure 432 bis
Aminosdure 444 moglich im NMR-Spektrum eine Bindung an Nefgpig zu zeigen
[92]. Hier wurde eine Affinitét mit einer Dissoziationskonstanten von 0.5 - 1 mM
festgestellt, was einer sehr schwachen Interaktion entspricht.

Der in Kapitel 3.2.3 entwickelte Inhibitor der Inhibitorklasse 3 stellen nun ein stabiles
und 16sliches Fusionsprotein aus CD4 Doméne und SH3 Doméne dar, das auch im
Komplex mit Nef in wvitro nicht préazipitiert. Die prézipitierende Wirkung der Nef-
CD4 Interaktion kommt hier weit weniger zum Tragen. Damit ist nun erstmalig die
Moglichkeit gegeben, die Nef-CD4 Interaktion genauer zu studieren.
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3.5.1 Die Rolle von CQC und Dileuzin-Motiv auf CD4

Wie in Abb. 1.4 bereits gezeigt, besteht die cytoplasmatische CD4 Doméne aus 37
AS (422 - 458), die in das Cytoplasma der T-Zelle hineinragen. In Abb. 3.23 ist die
cytoplasmatische Doméne nochmal dargestellt. Das diese Doméne derjenige Teil des
CD4-Proteins ist, der fiir die Internalisierung von CD4 verantwortlich ist, konnte
bereits Aiken et al. (1994) und Anderson et al. (1994) zeigen [3, 10]. Hierbei wird
dem Dileuzin-Motiv (,SxxxxLL) als Internalisierungsmotiv auf CD4 eine besondere
Bedeutung beigemessen. Durch Mutagenese wurden diese Reste zu Alanin mutiert
und die Inhibitor Mutante A1-CD4-LLAA entwickelt und im ITC-Experiment auf
ihre Affinitdt hin zu Nef getestet.
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Abbildung 3.23: Ubersicht iiber die Aminosiuresequenz und Struktur der cytoplas-
matischen CD4 Domaéne. In Griin sind die potentiellen Bindungsstellen fiir Nef, die Aminoséduren
Leuzin 438 und 439, sowie in Rot die beiden Cysteine 445 und 447, dargestellt.

Bei weiterer Betrachtung der in Abb.3.23 dargestellten Aminoséduresequenz kann
spekuliert werden, dafl zwei Cysteine an Position 445 und 447 neben dem Dileuzin-
Motiv eventuell auch an der Bindung an Nef beteiligt sind. Diese Cysteine binden
normalerweise iiber einen intermolekularen Zinkfinger die Tyrosinkinase Lck und
wirken bei der Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptorkomplexes mit [114]. Auch
hier wurden die Reste mutiert, in diesem Fall zu Serin, um mdoglichst den Charakter
der Struktur aufrechtzuerhalten, und in der ITC kalorimetrisch auf die Affinitit zu
Nef getestet.

Die dritte Mutante des Inhibitors, die hier untersucht wurde, ist eine Verkiirzung
der CD4 Doméne A1-CD4-short (A1-CD4-sh). Die CD4 Doméne wurde C-terminal
um 14 Aminosiduren verkiirzt. Damit sollte untersucht werden konnen, ob weitere
Reste C-terminal vom Dileuzin-Motiv zur Affinitét zu Nef beitragen. Sollte der C-
terminale Teil der CD4 Domaéne keine Rolle fiir die Nef-CD4 Interaktion spielen, so
wiirde dies die Moglichkeit ertffnen, den Inhibitor weiter zu verkleinern.
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Abbildung 3.24: Kalorimetrische Analyse der Interaktion zwischen Inhibitor A1-CD4-
SQS, A1-CD4-LLAA und A1-CD4-sh und Nefsrz. a) Die ITC-Experimente. Eine 4 M
Nef (1-210)-Lsg. wurde mit einer zehnfach héher konzentrierten Liganden-Lsg. im ITC bei 15°C in
10 mM Tris/HCI pH 8.0, 100 mM NaCl und 0.5 mM g-Mercaptoethanol titriert. b) Vergleich der
im ITC ermittelten Dissoziationskonstanten. Im Gegensatz zur Mutation der Cysteine und
Verkiirzung des C-Terminus wirkt sich die Mutation des Dileuzin-Motivs deutlich auf die Affinitdt
zu Nef aus.

Tabelle 3.6: Tabellarische Zusammenfassung der thermodynamischen Parameter
der Interaktion zwischen Nefspz und Inhibitor A1-CD4-SQS, A1-CD4-LLAA
und A1-CD4-sh. Alle im ITC-Experiment bestimmten kalorimetrischen Daten wurden,
wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben, ausgewertet.

AG

AH

Kg AS T AS n

(nM) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol/deg) | (kcal/mol)
A1-CD4-SQS 27 -9.978 -11.500 -0.0053 -1.521 1.03
A1-CD4-sh 41 -9.737 -7.035 0.00938 2.702 0.98
A1-CD4-LLAA 96 -9.253 -6.910 0.00815 2.348 1.1

In Abb. 3.24 sind die Daten der ITC-Messungen dargestellt und in Tabelle 3.6 zusam-
mengefafit. Die Mutation der Cysteine zu Serin hat keine Auswirkung auf die Affi-
nitéit zwischen dem Inhibitor A1-CD4-SQS und Nef. Die Verkiirzung des C-Terminus
von CD4 wirkt sich nicht signifikant auf die Affinitét zwischen Nef und Inhibitor aus,
jedoch wird eine kleine Abnahme der Affinitidt ermittelt.

Die Mutation des Dileuzin-Motivs hingegen fiihrt zu einem Affinitétsverlust. Statt
25 nM liegt die Dissoziationskonstante nur noch bei 96 nM. Das 148t vermuten, dafl
das Dileuzin-Motiv aus CD4 direkt an der Bindung an Nef beteiligt ist und nicht
nur indirekt bei der Internalisierung von CD4 eine Rolle spielt. Diese Vermutung
konnte im folgenden Abschnitt nochmals in der einzelnen Interaktion zwischen Nef
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und CD4 bestétigt werden.

3.5.2 Bestimmung der Dissoziationskonstante der Interaktion zwi-
schen Nefgps(AxxA) und der CD4 Doméne des Inhibitors

Bisher wurden bei der Interaktion zwischen Nef und dem Inhibitor die Beitrige
beider Doménen, CD4 und SH3, in der Summe als Fusionsprotein betrachtet. Die
Nef-SH3 Interaktion ist weitgehend charakterisiert, doch die der CD4 Doméne nicht.
Es stellt sich nun die Frage, ob sich die Nef-CD4 Interaktion n&her untersuchen 148t,
wenn die Nef-SH3 Interaktion unterbunden wird. Wirkt die SH3 Doméne auch ohne
Bindung an Nef stabilisierend auf die Nef-CD4 Interaktion?

Durch Mutation des PxxP-Motivs auf Nef zu Alanin (eigentlich PxxPxR zu AxxA-
xA) wurden die SH3 Bindungsstelle auf Nef mutiert. Wie in Abb. 3.25 zu sehen,
bindet die SH3(A1l) Doméne nicht an Nef(AxxA). In dem anschlieBenden ITC-
Experiment wurde die Interaktion zwischen Nef(AxxA) und dem Inhibitor A1-CD4
gemessen. Durch Anpassung der Gleichung 5.20 an die Titrationsdaten konnte eine
Dissoziationskonstante von 1.2 uM bestimmt werden. Dieser Wert weist im Ge-
gensatz zu dem in der Literatur fiir das CD4-Peptid beschriebenen Wert auf eine
Bindung mit K4-Werten im unteren mikromolaren Bereich hin [92].
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Abbildung 3.25: Kalorimetrische Analyse der Interaktion zwischen Inhibitor A1-CD4,
A1-CD4-LLAA und SH3(A1l) Domine und Nefsr2(AxxA). Zu einer Konzentration von
0.04 mM Nef(AxxA) wurde eine zehnfach hoher konzentrierten Liganden-Losung im ITC bei 25°C
in 10 mM Tris/HCI pH 8.0, 100 mM NaCl und 0.5 mM S-Mercaptoethanol zutitriert. Der Inhibitor
A1-CD4 bindet mit einer Dissoziationskonstanten von 1.2 pM an Nef(AxxA). Die Mutante Al-
CD4-LLAA und die SH3(A1) Doméne zeigen keine Bindung an Nef(AxxA).
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Tabelle 3.7: Tabellarische Zusammenfassung der thermodynamischen Parame-
ter der Interaktion zwischen Inhibitor A1-CD4, A1-CD4-LLAA und SH3(A1l)
Domine und Nefgpa(AxxA). Alle im ITC-Experiment bestimmten kalorimetrischen Da-
ten wurden, wie in Kapitel 5.1.2 beschrieben, ausgewertet.

Kq AG AH AS T AS n

(M) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol/deg) | (kcal/mol)
A1-CD4 1.2 -8.091 -4.096 0.0134 3.995 0.85
A1-CD4-LLAA - - - - - -
SH3(AL) ) R - - - -

3.5.3 Die Rolle des N-Terminus von Nefgps fiir die Nef-CD4 Inter-
aktion

Die Struktur des N-Terminus von Nef wurde erstmalig 1999 mit Hilfe der NMR-
Spektroskopie gelost [83]. 1997 konnten Grzesiek et al. in einem NMR-Titrations-
Experiment auf Nef die Bindungsstelle von CD4 lokalisieren, wie es auch in Abb. 1.5
dargestellt und beschrieben wurde. Die fiir die Interaktion kritischen Reste be-
finden sich einerseits auf der Kerndomé#ne von Nef in einer Art Bindungstasche
(Nefspo:Gog,G100,L101, R110 und Lij4) und zudem in dem flexiblen N-Terminus
(Nefspo:We1, Lgz und Egs). Die Daten in der Verdffentlichung von Grzesiek et al.
(1997) wurden mit einem verkiirztem Nef ohne flexible N- und C-terminale Schleifen
(Nefpmio A 2-39, A 159-173) aufgenommen. Folglich ist es nicht auszuschlielen, dafl
N-terminal von Aminoséure 39 noch weitere Aminosiduren an der Bindung zu CD4
beteiligt sind.

Hier wurde nun mit Hilfe des Inhibitorproteins untersucht, ob der N-Terminus eine
Rolle bei der CD4-Bindung spielt. Durch Mutagenese wurden N-terminal verkiirzte
Nef Mutanten generiert und mit dem Nef Wildtyp verglichen. Als vergleichender
Parameter wurde hier die Affinitdt zum Inhibitor mittels I'TC ermittelt.

Die strukturellen Daten der Nef-SH3 Interaktion zusammen mit der Studie von
Arold et al. (1998) lassen keinen Einflufl der Nef-Linge auf die Affinitét, die durch
die SH3-Bindung hervorgerufen wird, vermuten [15, 125, 13]. Demnach befinden sich
keine kritischen Reste im N-Terminus von Nef, die mit der SH3 Doméne interagieren.
In der von Arold et al. (1998) durchgefiihrten Studie wurden lediglich geringe Un-
terschiede zwischen Nef(A1-57) und unverkiirztem Nef beschrieben [15]. Hier wird
vermutet, dafl der flexible N-Terminus von Nef durch die Bindung der SH3 Doméne
etwas weniger flexibel wird.
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Abbildung 3.26: Kalorimetrische Charakterisierung der CD4-Bindungsstelle auf Nef
durch Analyse der Bindung zwischen N-terminal verkiirzten Nef Mutanten und Inhi-
bitor A1-CD4-sh. a) ITC-Experiment der Bindung zwischen Inhibitor A1-CD4-sh und
Nef (1-210), Nef (28-210), Nef (45-210) und Nef (59-210). Eine 40 uM Nef-Lsg. wurde mit
einer zehnfach hoher konzentrierten Liganden-Lsg. im ITC bei 15°C in 10 mM Tris/HCI pH 8.0,
100 mM NaCl und 0.5 mM S-Mercaptoethanol titriert. b) Vergleich der im ITC-Experiment
ermittelten Dissoziationskonstanten der Nef-Varianten. ¢) Auftragung von AG gegen
Kq. d) Auftragung von AH gegen T AS. e) Vergleich von AH gegen T AS. f) Struk-
turelle Darstellung der Nef Mutanten. Die Verkiirzungen im N-Terminus von Nef verringern
die Affinitdt zum Inhibitor.
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Tabelle 3.8: Tabellarische Zusammenfassung der thermodynamischen Parameter
der Interaktion zwischen den verkiirzten Nefsgps Mutanten und dem Inhibitor
A1-CD4-sh. Alle im ITC-Experiment bestimmten kalorimetrischen Daten wurden, wie in
Kapitel 5.1.2 beschrieben, ausgewertet.

Kg AG AH AS T AS n
(nM) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol/deg) | (kcal/mol)
Nef (1-210) 41 -9.737 -7.035 0.00938 2.702 0.98
Nef (28-210) 50 -9.612 -12.220 -0.00905 -2.607 1.00
Nef (45-210) 96 -9.272 -16.130 -0.0238 -6.857 1.06
Nef (59-210) | 148 -9.099 -13.810 -0.0151 -4.472 0.98

In Abb. 3.26 sind die ITC-Daten dargestellt und in Tabelle 3.8 zusammengefaft.
Aus dem Vergleich der ermittelten Dissoziationskonstanten wird ersichtlich, dafl der
N-Terminus eine Rolle fiir die Affinitéit zwischen Nef und CD4 spielt. Je weiter der
N-Terminus verkiirzt wird, desto mehr nimmt die Affinitét zum Inhibitor ab. Signi-
fikant wird der Effekt ab Aminoséure 28. Nef (45-210) und Nef (59-210) zeigen eine
zweifach bis dreifach geringere Affinitdt zum Inhibitor als Nef (1-210). Der Verlust
an Affinitét erkldrt sich aus dem Verlust an freier Enthalpie bei Verkiirzung des N-
Terminus. Die Anderung der AG-Werte ist nur gering, was sich jedoch durch den ex-
ponentiellen Zusammenhang deutlich auf die Kq-Werte auswirkt (siehe Abb. 3.26¢).
Aus der Auftragung T AS gegen AH wird deutlich, da8 sich ein linearer Zusammen-
hang ergibt, der eine Enthalpie-Entropie-Kompensation erkennen 148t (siehe Kapitel
3.2.3). Hier ist es vor allem der Entropieverlust, der die energetisch ungiinstige Ent-
wicklung ausmacht (Steigung = 1.05). Das Fehlen von strukturellen Informationen
iiber die Nef-CD4 Interaktion macht eine Interpretation der Daten schwierig. Aller-
dings konnte der Entropieverlust ein Indiz dafiir sein, daf3 die Solvathiille der CD4
Doméne, die sonst durch die Interaktion mit Nef teilweise aufgelost wird, beste-
hen bleibt, sodafl freiwerdende HoO Molekiile nicht zum Entropiegewinn beitragen
konnen. Generell lassen sich Aussagen iiber die Ursachen der Entropieinderung nicht
eindeutig treffen [159]. Insbesondere bei negativen Werten ist eine Interpretation
nicht einfach (siehe Material und Methoden Kapitel 2.5.1). Ein positiver Wert, wie
er bei der Interaktion von Nef (1-210) und Inhibitor auftritt, ist jedoch ein deutlicher
Hinweis auf eine Desolvatisierung [106].
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3.5.4 Die Rolle von Wg; und Lg; (,, WL-Motiv®) auf Nefsp, fiir die
Nef-CD4 Interaktion

Die Aminosduren Tryptophan 61 und Leuzin 62 in Nef wurden oft mutiert, um die
Interaktion zwischen CD4 und Nef zu deletieren [81]. Mangasarian et al. (1999) konn-
ten beobachten, dafl die Mutation die CD4 Internalisierung in 2937T-Zellen hemmt
[137]. Nach heutiger Vorstellung bindet die cytoplasmatische CD4 Doméne nicht di-
rekt an diese Aminosiuren sondern in die hydrophobe Tasche auf der Kerndoméne
von Nef. Es ist anzunehmen, dafl das hydrophobe Tryptophan 61 des ,, WL-Motivs“
in Wechselwirkung mit der hydrophoben Umgebung der Bindungstasche steht und
durch die cytoplasmatische CD4 Doméne aus dieser Bindungstasche verdrangt wird.
Im Kapitel 3.5.2 wurde die Interaktion zwischen CD4 und Nef mittels isothermaler
Titrationskalorimetrie analysiert. Hier wird nun untersucht welche Auswirkungen
die Mutation der beiden Aminosduren auf diese Bindung hat. Wie in Kapitel 3.5.2
wird zudem das SH3-Bindungsmotiv PxxP mutiert und eine Doppelmutante Nef
CAWL/AAAA & PxxPxR/AxxAxA generiert.
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Abbildung 3.27: Kalorimetrische Analyse der Interaktion zwischen Inhibitor CD4-A1
und der Doppelmutante Nef CAWL/AAAA & PxxPxR/AxxAxA. Eine 50 uM Lésung
der Nef Doppelmutante wurde mit einer zehnfach héher konzentrierten Liganden-Lésung im ITC
bei 25°C in 10 mM Tris/HCI pH 8.0, 100 mM NaCl und 0.5 mM (3-Mercaptoethanol titriert. Zum
Vergleich wurde ein ITC-Experiment der Interaktion zwischen A1-CD4 und Nef (1-210) dargestellt.
Die Mutation des WL-Motivs auf Nef in Kombination mit der Mutation des PxxP-Motivs verhindert
die Bindung des Inhibitors A1-CD4 an Nef vollsténdig.

Abb. 3.27 zeigt die Interaktion zwischen dem Inhibitor CD4-A1 und der Nef Doppel-
mutante im Vergleich mit der Bindung des Nef Wildtyps (Nef (1-210)). Die Titration
der Doppelmutante durch CD4-A1 fithrt zu keiner thermodynamischen Bindungs-
kurve. Nach Abzug der Pufferkontrolle, CD4-A1 wurde in 10 mM Tris/HCI pH 8.0,
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100 mM NaCl und 0.5 mM (-Mercaptoethanol titriert, zeigt sich keine signifikan-
te exotherme Abweichung von der Basislinie. Die anfangliche endotherme Reaktion
ergibt sich aus den statistisch normalen Abweichungen der Proteinkonzentrations-
bestimmung zwischen der Pufferkontrolle und der Messung (siehe Kapitel 2.5.1).
Die Mutation des ,, WL-Motivs® auf Nef fiihrt zu einer Deletion der Bindung zwi-
schen Nef und CD4. Das 1at vermuten, dafl dieses Motiv an der Bindung zu CD4
beteiligt ist und eine wesentliche Rolle bei der Bindung spielt.



3 - Ergebnisse 93

3.5.5 Strukturelle Analyse der Nefsgs-CD4 Interaktion

Bisher wurde die Interaktion zwischen Nef und CD4 durch eine Bindungsanalyse
charakterisiert und die Beteiligung von einzelnen Aminosduren untersucht. Diese
Daten sollen in dem nun folgenden Teil durch eine strukturelle Studie ergénzt wer-
den. Hierfiir wurde Nef (45-210) mit stabilen °N Isotopen, wie in Kapitel 2.4.1
beschrieben, markiert und mit Hilfe der heteronuklearen 2D-Spektroskopie unter-
sucht. Die Betrachtung der NMR-Spektren von Nef Varianten verschiedener Lénge
deutete darauf hin, daf} sich der flexible N-Terminus negativ auf die Signalauflésung
auswirkt. Daher wurde die strukturelle Untersuchung der CD4-Bindung an Nef mit
N-terminal verkiirztem Nef (45-210) durchgefiihrt. Die Konzentration der Probe
wurde auf 0.4 mM eingestellt, da &hnlich wie bei Grzesiek et al. (1997), Nef bei
einer Konzentration von ca. 1 mM Nef zur Aggregation tendiert [91].
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Abbildung 3.28: 'H/'""’N HSQC-Spektrum von Nef (45-210) und Nef (45-210)-
SH3(A1) Komplex. 250 ul einer 0.4 mM Lsg. 'N-markiertes Nef (45-210) wurden im 5 mM
Tris/HCl Puffer pH 8.0 und 8% D20 bei 25°C und einer Feldstidrke von 600 MHz vor (blau) und
nach (orange) Zugabe der SH3(A1l) Doméne (0.8 mM) untersucht. Die Bindung der SH3 Doméne
induziert die Verschiebung von Resonanzsignalen der Aminoséduren auf Nef (45-210).
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Zunichst wurde ein 'H/®N HSQC-Spektrum von ungebundenem Nef (45-210) auf-
genommen. Anschliefend wurde die SH3(A1) Doméne zutitriert und das Experiment
wiederholt. Ubereinander gelagert sind die HSQC-Spektren in Abb. 3.28 dargestellt.

Das Spektrum in blau ist das Grundspektrum der > N-markierten Nef (45-210) Probe
ohne Zugabe eines Liganden. Die Auflésung und Verteilung der Peaks weist auf
ein Protein hin, das aus strukturierten Bereichen und Aminosduren in ,,Random
coil“ Position (Bereich 120 ppm N und 8.2 £ 0.3 ppm 'H) besteht, wie es fiir
Nef typisch ist. Sie spiegeln unter anderem die gefalteten Bereiche der Kerndoméne
und die flexiblen Bereiche der beiden Schleifen (44-74 und 152-184) wieder. Die
Auflosung zeigt ungefihr 80% der erwarteten Resonanzsignale. Aus der Zuordnung
der Resonanzsignale durch Grzesiek et al. (1997) fiir Nefgpio lassen sich hier einige
der Peaks den Aminosduren von Nefgpe zuordnen [91].

Die Bindung der SH3 Doméne an Nef induziert die Verschiebung von ca. 20 Peaks.
Eine genaue Analyse der beteiligten Aminoséduren befindet sich in den Verdtffentli-
chungen von Lee et al. (1996) und Arold et al. (1997) [125, 13]. Im Prinzip verschie-
ben sich hier die Peaks der Aminoséduren aus dem Bereich der Prolin-reichen Region
(75-81) und Bereiche, die die Konformation der Poly-Prolin-Helix Typ II stabilisie-
ren. Z.B. baut sich eine wichtige Bindung zwischen Isoleuzin 96 in der RT-Schleife
der SH3 Doméne und einer hydrophoben Tasche aus Leuzin 91, Phenylalanin 94 und
Tryptophan 117 bestehend auf Nef aus.

Das 'H/'N HSQC-Spektrum der Nef-SH3 Interaktion ist hier nun ein wichtiger Be-
standteil, um zwischen den SH3 und CD4 bedingten Verschiebungen unterscheiden
zu kénnen.

In einem zweiten Experiment wurde das > N-markierte Nef (45-210) nun mit einem
nicht-markierten Inhibitor A1-CD4 (ohne GST-tag) titriert. Hierfiir erfolgte die Ti-
tration der 0.4 mM Probe in den Schritten 1 : 0.25, 1 : 0.5, 1 : 0.75 und 1 : 1.
Abb. 3.29 zeigt drei Titrationspunkte und das Grundspektrum in der Auftragung
des 'H/N HSQC-Spektrums. Wie zu erwarten, induziert die Zugabe des Inhibitors
die Verschiebung und Intensitéitséinderung der Resonanzsignale, die im Vergleich mit
Abb. 3.28 auf die Nef-SH3 Interaktion schlieflen lassen. Neben diesen Verschiebungen
zeichnen sich jedoch auch Anderungen bei Resonanzsignalen ab, die nicht durch die
SH3 Domaéne induziert werden. Hier nimmt vor allem die Intensitét vieler Signale
ab, was auf eine Austauschverbreiterung hinweist.

Besonders auffillig ist die Verinderung des Resonanzsignals der Seitenkette von
Tryptophan 61. Das Grundspektrum in blau veranschaulicht zwei Zustdnde des
Tryptophans, eine Tief- und eine Hochfeldpopulation (siehe roter und blauer Pfeil).
Dies entspricht den beiden moglichen Zustidnden dieser Aminosdure. In ungebun-
dener Form steht das Tryptophan 61 mit einer hydrophoben Tasche auf der Kern-
doméne von Nef im Austausch [91]. Das hat zur Folge, dafl zwei Signalpopulationen
entstehen, die den Zustand von Tryptophan 61 auflerhalb der Tasche und innerhalb
der Tasche représentieren [92]. Durch die CD4 Doméne des Inhibitors wird nun das
Tryptophan aus dieser Tasche verdringt. Ersichtlich wird dies durch die Anderung
der Signalintensitdt der Tief- und Hochfeldpopulation der Tryptophan 61 Seiten-
kette. Ausgehend von einem Verhiltnis Tief- zu Hochfeldpopulation von 60 : 40
induziert die Zugabe des Inhibitors die Verschiebung des Verhéaltnis zu ca. 80 : 20.
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Abbildung 3.29: a) 'H/'>N HSQC-Spektrum von 0.4 mM Nef (45-210) und 0.1 mM
A1-CD4. b) 'H/N HSQC-Spektrum von 0.4 mM Nef (45-210) und 0.3 mM A1-CD4.
c) 'H/"N HSQC-Spektrum von 0.4 mM Nef (45-210) und 0.4 mM A1-CD4. 250 ul einer
0.4 mM Lsg. *N-markiertes Nef (45-210) wurden im 5 mM Tris/HC1 Puffer pH 8.0 und 8% D20
mit A1-CD4 titriert. Das Grundspektrum von Nef (45-210) ist jeweils in blau hinter dem Spektrum
des Titrationsschrittes aufgetragen. Neben der Verschiebung von Resten, die der Bindung zwischen
SH3 und Nef zugerechnet werden, verschieben sich auch Reste auf Nef (45-210), die von der CD4

Bindung betroffen sind.
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Abb. 3.29 zeigt, daf} die Intensitidt der Hochfeldpopulation deutlich abnimmt. Diese
Beobachtung ist ein weiteres Indiz fiir die Bindung der CD4 Doméne im Nef-Inhibitor
Komplex und unterstreicht die Bedeutung des Tryptophan 61 fiir die Bindung des
CD4 Proteins.

Interessanterweise ergibt die Titration von »N-markiertem Nef mit dem Inhibitor
in der urspriinglichen Reihenfolge CD4-A1, wie sie schon in Kapitel 3.2.3 erprobt
wurde, ein Spektrum, welches auf ein aggregiertes Protein schlieflen 148t. Bei schritt-
weiser Titration veschwinden ca. 70% der Peaks und nur die Signale aus dem ,,ran-
dom coil“ Bereich bleiben erhalten. Wahrscheinlich aggregiert die nichtgebundene
CD4 Doméine und verbindet Nef zu grofieren Oligomeren, die im NMR-Experiment
aulerhalb des Auflosungsbereichs liegen.

Da die Auflésung der HSQC-Spektren hier keine Identifikation von anderen Resten
aus der hydrophoben Tasche und deren Beteiligung an der CD4 Interaktion zulaft,
wurde der Versuch unternommen, die Auflésung des Spektrums zu verbessern. Wie
beobachtet werden konnte, verbessern Detergenzien die Loslichkeitseigenschaften des
Nef Proteins. In einem weiteren NMR-Experiment wurde 'N-markiertes Nef mit
dem Detergenz CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]propanesulfonate)
titriert. Dieses Detergenz eignet sich vor allem durch die Méglichkeit, es in hoheren
Konzentrationen einsetzen zu kénnen, ohne dafl es Mizellen bildet (CMC 8-10 mM).

Abb. 3.30 zeigt das 'H/N HSQC-Spektrum von '’N-markiertem Nef(45-210) in
Gegenwart von CHAPS. Die Zugabe von CHAPS verbessert die Loslichkeit des Nef
Proteins, was zudem eine hohere Auflosung des NMR-Spektrums verursacht. Im
Vergleich zu dem bisher aufgenommenen Grundspektrum (in blau) nimmt die In-
tensitét von vielen Resonanzsignalen zu und erlaubt somit die Beobachtung weiterer
Aminosduren von Nef in der NMR-Spektroskopie. Zusétzlich zu der Verbesserung
der Auflosung verursacht CHAPS die Verschiebung von Resonanzsignalen. Hiervon
betroffen sind insbesondere die Resonanzsignale der Aminosduren Tryptophan 61
und Tryptophan 117. Ahnlich wie zuvor fiir die Bindung des Inhibitors A1-CD4
beobachtet, verschiebt die Zugabe von CHAPS das Verhéltnis der Hochfeld- und
Tieffeldpopulation von Tryptophan 61. Zusammen mit der Verschiebung des Re-
sonanzsignales von Tryptophan 117 deutet dies darauf hin, dal CHAPS schon in
dquimolaren Konzentrationen mit der hydrophoben Tasche von Nef in Wechselwir-
kung tritt.
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Abbildung 3.30: a) 'H/**N HSQC-Spektrum von 0.4 mM Nef (45-210) und 0.1 mM
CHAPS. b) 'H/'">’N HSQC-Spektrum von 0.4 mM Nef (45-210) und 0.4 mM CHAPS.
c) 'H/"”N HSQC-Spektrum von 0.4 mM Nef (45-210) und 1.0 mM CHAPS. 250 ul
einer 0.4 mM Lsg. '®N-markiertes Nef (45-210) wurden im 5 mM Tris/HCl Puffer pH 8.0 und 8%
D20 mit dem Detergenz CHAPS titriert. Das Grundspektrum von Nef (45-210) ist jeweils in blau
hinter dem Spektrum des Titrationsschrittes aufgetragen. Die Zugabe von CHAPS verbessert die
Loslichkeitseigenschaften des Nef Proteins und dadurch die Auflésung des NMR-Spektrums. Zudem
induziert es die Verschiebung der Resonanzfrequenzen des Tryptophan 61 und von Resten innerhalb
der hyrophoben Tasche (Trypophan 117).
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3.6 Charakterisierung des myristoylierten Nefgps

Die Myristoylierung des Nef Proteins ist eine wichtige co-translationale Modifikation
des Proteins. Nahezu alle Funktionen des Nef Proteins erfordern dessen Myristoy-
lierung, obwohl nur annihernd 60% des gesamten Nef Proteins an der Membran
vorliegen [147, 64, 96].

Die Myristoylierung wird durch das hochkonservierte N-terminale Myristoylierungs-
motiv MGxxxS(K/R) induziert. Durch die N-Myristoyltransferase (NMT) wird die
kurze unverzweigte Cl4-Fettsiure nach Abspaltung des N-terminalen Methionins
amidisch an die Aminogruppe des Glycins gebunden. Die Myristoylierung stellt un-
ter den Lipidierungen die schwichste Membranverankerung dar, die jedoch durch
die Beteiligung anderer geladener und hydrophober Aminosduren im N-Terminus
ergénzt wird [80].

Durch die Co-Expression von Nef und NMT war es nun moglich, myristoyliertes Nef
(myrNef) zu produzieren und zu untersuchen (siehe Breuer et al. (2006) [34]) .

3.6.1 Kalorimetrische Analyse der Interaktion zwischen myristoy-
liertem Nefsps und nicht-myristoyliertem Nefsgps und zelluldren
Bindungspartnern

Zunéchst wurde hierfiir myristoyliertes Nef (myrNef) und nicht-myristoyliertes Nef
(Nef(G2A)) durch Co-Expression mit der N-Myristoyltransferase, wie in Kapitel
3.1.1 beschrieben, exprimiert und isoliert. Die Myristoylierung wurde durch MALDI-
TOF-MS und ESI-MS bestétigt. Das myrNef unterschied sich von Nef(G2A) und
anderen Nef Mutanten trotz der hydrophoben Lipidierung nicht in seiner Loslichkeit.
Hier konnten die gleichen Bedingungen (Puffer, pH Wert, Salzgehalt usw.) gewéhlt
werden wie fiir das nicht-myristoylierte Protein.

In der ITC wurde zunéchst der Einflu} der Myristoylierung auf die Bindung von
zelluldren Bindungspartnern wie SH3 und CD4 in Form des Inhibitors untersucht.
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Abbildung 3.31: Kalorimetrische Analyse der Interaktion zwischen Inhibitor A1-CD4
und SH3 Domiine und myrNef. a) ITC-Experiment der Bindung des Inhibitors Al-
CD4 an myrNef und Nef(G2A). Eine 40 uM myrNef-Lsg. oder Nef(1-210)-Lsg. (statt Nef
(G2A)) wurde mit einer zehnfach hoher konzentrierten Liganden-Losung im ITC bei 25°C in 10
mM Tris/HCI pH 8.0, 100 mM NaCl und 0.5 mM S-Mercaptoethanol titriert. b) ITC-Experiment
der Bindung der SH3(wt) Domine an myrNef und Nef(G2A). Eine 40 uM myrNef-Lsg.
oder Nef (G2A)-Lsg. wurde mit einer zehnfach héher konzentrierten Liganden-Lésung im ITC bei
25°C in 10 mM Tris/HCl pH 8.0, 100 mM NaCl und 0.5 mM S-Mercaptoethanol titriert. Das
myrNef und das Nef(G2A) unterscheiden sich nicht in der Affinitéit zur SH3 Doméne. Die Affinitéit
zum Inhibitor A1-CD4 wird durch die Myristoylierung beeinfluf3t.

Tabelle 3.9: Tabellarische Zusammenfassung der thermodynamischen Parameter
der Interaktion zwischen myrNef und nicht-myrNef mit dem Inhibitor A1-CD4.
Alle im ITC-Experiment bestimmten kalorimetrischen Daten wurden, wie in Kapitel 5.1.2

beschrieben, ausgewertet.

Kg AG AH AS T AS n

(nM) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol/deg) | (kcal/mol)
Nef(1-210) 26 | -10.011 -11.400 -0.00482 -1.3888 | 1.09
myrNef 52 | -9.919 -6.789 0.0105 3.1305 | 1.01

Tabelle 3.10: Tabellarische Zusammenfassung des thermodynamischen Parame-
ter der Interaktion zwischen myrNef und Nef(G2A) mit der SH3(wt) Domaéne.
Alle im ITC-Experiment bestimmten kalorimetrischen Daten wurden, wie in Kapitel 5.1.2

beschrieben, ausgewertet.

Kg AG AH AS TAS n

(nM) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol/deg) | (kcal/mol)
Nef(G2A) | 188 | -9.004 -9.089 -0.00028 -0.0847 | 0.9
myrNef 150 | -9.312 -9.589 -0.00093 -0.2761 | 0.87
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Die Daten der ITC-Experimente zeigen, dafl sich die Myristoylierung nicht auf die
Bindung zwischen der SH3(wt) Doméne und Nef auswirkt. Die bestimmten kalori-
metrischen Daten unterscheiden sich nicht wesentlich voneinander. Anders ist es bei
der Bindung zwischen Inhibitor A1-CD4 und Nef. Hier wirkt sich die Myristoylie-
rung abschwéchend auf die Affinitdt aus.

Auch die Zusammensetzung der freien Energie der Bindung AG unterscheidet sich
vom myrNef zum Nef(G2A). Wihrend die Entropiedinderung bei dem Nef(G2A)
eher ungiinstig ist, also mit einer Abnahme der Freiheitsgrade einhergeht, ist sie bei
dem myrNef positiv und trégt wesentlich zum Wert des AGs bei. Der beobachtete
Effekt ist jedoch nicht besonders signifikant, daher sind weitere Schluffolgerungen
nur schwierig zu treffen.

3.6.2 Die Analyse von myrNefsp, mittels Western Blot

Die Ergebnisse aus der isothermalen Titrationskalorimetrie weisen auf Unterschiede
zwischen myrNef und Nef(G2A) hin. Insbesondere die Bindung der CD4 Doméine im
Inhibitor scheint durch die Myristoylierung beeinflufit zu werden. Aus den Daten in
Kapitel 3.5.3 geht hervor, dafl der N-Terminus von Nef eine Rolle fiir die Nef-CD4
Interaktion spielt, daher liegt die Vermutung nahe, daf§ die Myristoylierung Unter-
schiede im N-Terminus von Nef verursacht. Hier wurde nun mit Hilfe des Western
Blots untersucht, ob der N-Terminus von myrNef und Nef(G2A) unterschiedlich
zugénglich ist. Der verwendete Antikorper stammt aus der Arbeitsgruppe von Mark
Harris an der Universitéit Leeds und ist ein monoklonaler Antikorper, der gegen ein
spezifisches Epitop auf dem N-Terminus von Nef gerichtet ist. Weitere Angaben zum
Epitop liegen aus urheberrechtlichen Griinden nicht vor.

Wie in Kapitel 2.4.6 beschrieben, wurden 8 pg des myrNef und Nef(G2A) Proteins
im SDS-Gel analysiert und im Western Blot auf die Bindung zum a-Nef-Antikérper
getestet. Zur Kontrolle wurde ein zweiter Western Blot mit einem gegen den C-
terminalen His-tag des Nef Proteins gerichteten Antikérper durchgefiihrt.
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Abbildung 3.32: Vergleich von myrNef und Nef(G2A) im Western Blot. a) Darstellung
von myrNef und Nef(G2A)im 15% SDS Gel. b) Nachweis von myrNef und Nef(G2A)
durch einen gegen den N-Terminus von Nef gerichteten Antikérper im Western Blot.
c¢) Nachweis von myrNef und Nef(G2A) durch einen gegen den C-terminalen His-
tag von Nef gerichteten Antikérper im Western Blot. Im SDS-Gel wurden jeweils 8 ug
des myrNef und Nef(G2A) Proteins aufgetragen und im Western Blot durch monoklonale a-Nef-
Antikérper oder a-His-Antikérper nachgewiesen. MyrNef wird im Gegensatz zu Nef(G2A) durch
den a-Nef-Antikérper nicht oder nur schwach detektiert, wahrend bei dem Nachweis mit a-His-
Antikorpern keine Unterschiede auftreten.

Abb. 3.32a zeigt zunichst, dafl sich das Laufverhalten des myrNefs nicht von dem
des Nef(G2A) im 15%-igem Polyacrylamidgel unterscheidet. Beide Banden befinden
sich nach dem Marker auf einer Hohe der 35 kDa Marke. Die Untersuchung mit
dem a-Nef-Antikorper hingegen weist auf ein unterschiedliches Bindungsverhalten
hin. Das Nef(G2A) wird wesentlich besser durch den Antikérper gebunden und fiihrt
dadurch zu einem stéarkeren Signal im Western Blot als das myrNef. Daraus ergibt
sich, dal das N-terminale Epitop auf dem myrNef schlechter zugénglich ist als auf
dem Nef(G2A). Nicht betroffen von der Myristoylierung ist hingegen der C-terminale
Bereich von Nef. Der a-His-tag-Antikérper bindet beide Proteinformen gleich gut
(sieche Abb. 3.32c).

Die Empfindlichkeit gegeniiber dem enzymatischen Abbau durch Proteasen ist hin-
gegen unterschiedlich. Der a-His-tag-Antikoérper detektiert bei der myristoylierten
Nef Form wesentlich mehr Banden zwischen 20 und 35 kDa, als bei der nicht-
myristoylierten Nef.

3.6.3 Die Analyse von myrNefsr, mittels analytischer Gelfiltration
und analytischer Ultrazentrifugation

Durch die vorausgegangen Untersuchungen ist anzunehmen, dafi sich myrNef und
Nef(G2A) strukturell unterscheiden und unterschiedliche Bindungsoberflichen ha-
ben. Nach einer Veréffentlichung von Arold et al. (2001) wird ein Modell vorgeschla-
gen, in dem die Myristinsidure mit der hydrophoben Tasche auf der Kern-Doméne
von Nef in Wechselwirkung tritt, die auch als CD4 Bindungsstelle dient [16]. Diese



102 Ergebnisse - 3

Konformation wiirde bedeuten, dafl der lange flexible N-Terminus sich zuriickfaltet
und die gesamte Ausdehnung des Proteins sich verringert.

Hier wurde nun myrNef und Nef(G2A) mit Hilfe der analytischen Gelfiltration un-
tersucht. Auf einer Superdex S75 (10/30) Sdule wurde die Retentionszeit von myr-
Nef mit Nef(G2A) und einer verkiirzten Nef-Variante, Nef (45-210), detektiert und
verglichen. Dieses Experiment wurde unter verschiedenen Pufferbedingungen und
Temperaturen mehrmals durchgefiihrt. Anhand eines Protein-Standards (Amersham
Biosciences) konnte die globulidre Groe der Proteine bestimmt werden.
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Abbildung 3.33: Die analytische Gelfiltration von von myrNef und Nef(G2A). 90 pl
einer 1 mg/ml Lsg. myrNef, Nef(G2A) oder Nef (45-210) wurden auf einer Superdex S75(10/30)
mit einer Laufgeschwindigkeit von 0.5 ml/min photometrisch (OD2sonm) in 20 mM KP; Puffer pH
7.6, 50 mM NaCl untersucht. Die Bestimmung der globuldren Grofle erfolge, wie in Kapitel 5.1.4
beschrieben, anhand eines Protein-Standards (Amersham Biosciences). MyrNef eluiert bei einer
globuldren Grofie von 33.3 kDa, Nef(G2A) bei 35.7 kDa. Die verkiirzte Nef-Variante liegt bei 31.6
kDa.

Abb. 3.33 zeigt die Daten der analytischen Gelfiltration von myrNef, Nef(G2A)
und Nef (45-210). MyrNef eluiert bei einer Retentionszeit von 21.64 min, was einer
Grofe von 33.3 kDa entspricht. Es ist damit ca. 2.5 kDa kleiner als das Nef(G2A),
welches nach 21.07 min eluiert. Die berechnete Grofle liegt bei 35.7 kDa. Eine Nef-
Variante, der ein grofier Teil des N-Terminus fehlt, Nef (45-210), eluiert hingegen
noch spéter bei 22.07 min und entspricht damit einer Grofie von 31.6 kDa. Die
Differenz der durch die analytische Gelfiltration bestimmten Gréflen von Nef(G2A)
und Nef (45-210) korreliert mit dem theoretischen Grofilenunterschied von 4.7 kDa
(Nef 1-45 = 4.7 kDa). Die Daten der analytischen Gelfiltration zeigen, daf sich
myrNef und Nef(G2A) in ihrer Grofie unterscheiden. Zudem konnte gezeigt werden,
daf} sich eine Deletion des N-Terminus auf die Grofle des Nef Proteins auswirkt.
Daher ist anzunehmen, dafl die Myristoylierung zu einer Konformationsdnderung
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von Nef fiihrt, die vor allem den N-Terminus von Nef betrifft.

Neben den bestimmten Groéfenunterschied zwischen myrNef und Nef(G2A) geben
die Daten zudem Auskunft iiber das Monomer/Oligomer-Verhalten der Proteine.
Die Daten der analytischen Gelfiltration zeigen, dafl beide Proteine, myrNef und
Nef(G2A), in einer homogenen Monomer-Fraktion von der Sdule eluieren. Im Gegen-
satz dazu werden fiir die verkiirzte Nef-Variante, Nef(45-210), neben der Monomer-
Fraktion eine weitere Fraktion (ca. 19.5 min) detektiert, die einer grofieren Masse
entspricht, die auf Dimere oder Trimere hindeutet.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Urbanke an der medizini-
schen Hochschule Hannover wurden das myrNef und Nef(G2A), in der analytischen
Ultrazentrifugation untersucht. Hier bestétigt sich, dafl myrNef iiberwiegend Mono-
mer und nur ca. 8% in einem oligomeren Zustand vorkommmen. Fiir das Nef(G2A)
hingegen konnten drei Spezies bestimmt werden, welche wahrscheinlich monomeren,
dimeren und trimeren Strukturen entsprechen. Zusammengenommen zeigt sich, dafl
die Myristoylierung von Nef dessen monomeren Zustand begiinstigt, wahrend die
nicht-myristoylierte Nef-Form zu Oligomeren tendiert.
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Abbildung 3.34: Die analytische Ultrazentrifugation von myrNef und Nef(G2A).
a) Sedimentationskurve von myrNef . b) Sedimentationskurve von (G2A). c¢) Auf-
tragung der differentiellen Sedimentationskoeffizenten-Verteilung. 9 uM Nef(G2A) oder
myrNef wurden in der analytischen Ultrazentrifuge bei 5000 rpm , 20°C in 20 mM Tris/HCl pH
8.0 sedimentiert. Photometrisch erfolgte alle 11 Minuten eine Detektion der optischen Dichte bei
280nm. Die Auswertung wurde mit dem Program SEDFIT durchgefiihrt. Das myrNef existiert nur
in einer monomeren Form bei 2.3 S, wihrend Nef(G2A) sich in Monomere (2.3 S), Dimere (3.7 S)
und Trimere (5.1 S) unterteilt.
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Die Entwicklung eines Inhibitors gegen Nef in einem
medizinischen Kontext

Die bisherigen Bemiihungen zur Entwicklung eines Inhibitors gegen Nef konzentrier-
ten sich iiberwiegend auf Ansétze der Entwicklung von chemischen Komponenten
oder siRNAs ohne die Beriicksichtigung der besonderen funktionellen Eigenschaften
des Nef Proteins [153, 134, 17, 154]. Der Ansatz eines , Drugdesigns“ im herkommli-
chen Sinne mit der gerichteten Entwicklung einer Inhibitorstruktur wurde bis jetzt
noch nicht beschrieben. Ein enzymatisches aktives Zentrum, das sich im klassischen
Sinne als Ziel einer Inhibitorentwicklung anbieten wiirde, existiert bei Nef nicht. Ein
Hindernis auf dem Weg zu einem Inhibitor stellt mit Sicherheit die Tatsache dar,
daf} Nef ein sehr flexibles Protein ist, dessen Funktionen bis heute immer noch nicht
vollsténdig charakterisiert sind und die Anzahl an moglichen Bindungspartnern und
Funktionen stetig steigt. Nef partizipiert an einer Vielzahl von zelluldren Prozessen
und beeinflufit fast uniiberschaubar gleichzeitig Signaltransduktion, Proteintrans-
port und den viralen Replikationszyklus mit Hilfe seiner Motive.

Der hier entwickelte Ansatz konzentriert sich auf die Inhibition weniger hoch-konser-
vierter funktionaler Bereiche auf Nef. Hier wurde nur mit den Methoden der moder-
nen Biophysik, Biochemie und molekularen Biologie ein Inhibitor entwickelt, der das
Nef Protein mit einer hohen Affinitét bindet und dessen Funktionen hemmt. Durch
zwei Nef-bindende Doménen wurde ein Fusionsprotein generiert, dessen Doménen-
Kombination in vivo nicht existiert. Zunéachst wurden drei unterschiedliche Inhibi-
torklassen generiert und getestet. Letztendlich zeigte jedoch die Doménen-Kombi-
nation der Inhibitorklasse 3 das grofite Potential fiir einen Nef-Inhibitor. Der In-
hibitor der Klasse 3 zeigte eine hohe Affinitét zu Nef, wie sie bisher fiir keinen
anderen Bindungspartner von Nef bestimmt werden konnte. Hierdurch ergab sich
die Moglichkeit, dal durch die hohe Affinitét eventuell auch eine hohe Spezifitit
fiir Nef entsteht. In eukaryotischen Zellen zeigten sich keine Anzeichen von Toxi-
zitét oder extremen phénotypischen Verinderungen der Zellen. Schliellich konnte
die Wirksamkeit des Inhibitors durch mehrere in vivo Experimente veranschaulicht
werden.
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Zunichst war es moglich die Nef-vermittelte Reduktion der Oberflichendichte von
CD4 und CCR5 zu inhibieren. Damit wurde erreicht, dal eine wichtige Funktion
von Nef gestort wird. Innerhalb des Replikationszyklus von HIV spielt die Kontrolle
der Expression und des Transports von CD4 eine wichtige Rolle. Durch mehrere
Proteine wird diese Kontrolle ausgeiibt. Neben Nef interagieren z.B. auch das ak-
zessorische Protein Vpu oder das Hiillprotein gp160 mit intrazellulirem CD4 und
verhindern dessen Expression an der Zelloberfliche [30, 29]. Dadurch wird neben der
Superinfektion durch weitere Viren vor allem der Zusammenbau des Virus an der
Membran und das Abknospen (,,Budding“) der Viren erleichtert [30, 42, 121].

Die Vielfalt der viralen Mechanismen zur Kontrolle der CD4 Expression bestétigt
dessen Bedeutung fiir das Virus. Die inhibitorische Wirkung des hier entwickelten
Inhibitors auf die Nef-vermittelte Expressionskontrolle kénnte demnach die HIV Re-
plikation mafigeblich storen.

Desweiteren konnte gezeigt werden, dafl auch die Reduktion der Nef-vermittelten
MHCI Oberflichenexpression durch den Inhibitor gehemmt wird. MHCI spielt eine
wichtige Rolle bei der Priasentation von viralem Antigen und induziert die zellulére
Immunantwort [196]. Die Nef-vermittelte Kontrolle der MHCI Oberflichenexpres-
sion dient also vor allem dem Schutz vor dem Immunsystem [202, 26, 110, 171].
Durch den Inhibitor kénnte moglicherweise HIV Antigen mittels MHCI présentiert
und cytotoxische T-Zellen aktiviert werden.

In einem Infektiositits-Assay konnte schliefllich der direkte Effekt des Inhibitors auf
den Replikationszyklus von HIV demonstriert werden. Nef steigert die Infektiositét
von Viruspartikeln [183, 41]. Durch die Gegenwart des Inhibitors konnte diese Funk-
tion signifikant gehemmt werden.

Zusammenfassend konnte hier ein hoch-affines Fusionsprotein generiert werden, das
wesentliche Funktion von Nef erfolgreich inhibiert. Mit einer Gréfle von 100 Ami-
noséuren ist der Inhibitor bisher jedoch noch auflerhalb der Gréflenordnung anderer
Peptid-Inhibitoren. Hiermit ergibt sich zudem die Frage, wie eine spétere Applika-
tion aussehen konnte. Die Aufnahme des Inhibitormolekiils in Zellen wére durch
seine Grofle bedingt schwierig. Einem kleineren Peptid ist es leichter moglich die
Zellmembran zu passieren, daher stellt die Reduktion der Inhibitorgréfie den ersten
Schritt in Richtung dieser Problemlosung dar. Andere Mdoglichkeiten einer Applika-
tion wire die Nutzung der Liposomentechnik [117] oder das Anh#ngen von CPPs,
,»Cell Penetration Peptides“ [215], kleine positiv geladene, amphipathische Peptide
z.B. abgeleitet von dem HIV-Tat Protein oder dem Drosophila Antennapedia Prote-
in, die die Zellmembranpassage erméoglichen.

Wiirde sich die Inhibitorgréfie nicht weiter limitieren lassen, so wire die Gentherapie
ebenfalls eine Option fiir ein gréfleres Protein. Der heutige Stand der Technik zeigt,
daf} es prinzipiell moéglich ist Menschen damit kurativ zu behandeln.

In speziellen Fall einer Therapie gegen HIV bietet sich insbesondere die Nutzung
des lentiviralen Vektorsystems, eines HIV abgeleiteten Vektors, an. Die Therapie
mit einem lentiviralen Vektor birgt in sich das Potential eines ,site specific drug
delivery“ Mechanismus, da man sie so konzipieren kénnte, dafi sie nur bestimmte
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» Targetzellen® penetrieren [143, 216, 61, 145]. Zudem ist es ein besonderes Merk-
mal dieser Vektoren, daf} sie die DNA in das Genom integrieren und daf} sie auch
nicht-teilende Zellen (dies im Gegensatz zu retroviral abgeleiteten Vektoren) pene-
trieren. Die Genehmigung eines Gentherapie-Versuchs mit einem lentiviralen Vektor
erhielt erstmals die Universitéit von Pennsylvania in Zusammenarbeit mit der Fir-
ma, VIRxSYS (Gaithersburg, Maryland, USA). Sie konstruierten den HIV-basierten
Vektor VRX496 mit einem env-Gen von HIV und therapierten damit Patienten auf
Basis eines siRNA Mechanismus [136]. Die Behandlung zeigte bislang eine gute Ver-
traglichkeit und positive Auswirkungen auf den Verlauf der HI-Virémie.

Ausblick: In der Fortentwicklung des Inhibitors miifite vor allem die Spezifitit
des Inhibitors fiir Nef sichergestellt werden. Durch Immunoprézipitation wére es
moglich andere zelluldre Bindungspartner des Inhibitors zu identifizieren. Insbeson-
dere das weitverbreitete PxxP-Motiv als Target des Inhibitors birgt das Risiko von
unspezifischen Interaktionen. Durch Mutationsstudien, wie es schon fiir die SH3
Doméne durchgefiihrt wurde, kénnte die Spezifitét fiir Nef optimiert werden [97].
Auch die Bestimmung der Struktur des Nef-Inhibitor Komplexes kénnte hier wich-
tig sein. Desweiteren wire eine umfassendere Untersuchung der durch den Inhibitor
gehemmten Funktionen von Nef wiinschenswert. Insbesondere die Untersuchung im
Kontext eines Immunsystems z.B. mit SIV Nef oder im SCID Mausmodell wére in-
teressant [102]. Hier wiirde die MHCI Expression auf den HIV-infizierten Zellen im
Fokus der Untersuchung stehen. Auch miifite gezeigt werden, daf} die inhibitorische
Wirkung sich nicht nur auf die Allele SF2 beschrénkt, sondern sich ein moglichst
breites Anwendungspektrum fiir diverse HIV Allelen ergibt.
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4.2 Die Entwicklung eines Inhibitors gegen Nef im Kon-
text der Grundlagenforschung

4.2.1 Die biochemische Untersuchung der Interaktion zwischen dem
Nef Protein und der SH3 Doméne bzw. Inhibitorklasse 1

Die SH3 Doméne wurde hier als Grundbaustein der drei Inhibitorklassen konzipiert
und zunéchst die Interaktion dieser Doméne mit Nefgpy erprobt. Die SH3 Doménen
konnten fiir die in vitro Applikation als losliches, stabiles Protein generiert werden. In
Anlehnung an die Versffentlichung von Hiipakka et al. (1999) wurden zwei Mutanten
der RT Schleife generiert und untersucht [97]. Im Vergleich mit der SH3(wt) Doméne
wurde durch die Mutationen in der RT Schleife die Affinitit zu Nefgpy erhoht. Die
Mutante SH3(B6) zeigte die hochste Affinitdt und konnte eine Steigerung um den
Faktor 30 induzieren. Die Mutante SH3(A1) steigerte die Afinitdt um den Faktor
8. Im Gegensatz zu dem in der Veroffentlichung eingesetzten kompetetiven 96-Well-
Platten-Bindungsassay konnte hier mit der isothermalen Titrationskalorimetrie die
Interaktion zwischen Nef und den SH3 Mutanten untersucht werden [97]. Die ermit-
telten Dissoziationskonstanten sind etwas schwécher als die in der Veroffentlichung
von Hiipakka et al. (1999), jedoch wurden hier auch keine Loslichkeitsprobleme be-
obachtet und zudem eine andere Allele von Nef verwendet. Die kalorimetrischen
Parameter sind mit denen von Arold et al. (1998) vergleichbar. Hier wurde die In-
teraktion zwischen Nefp,a1(Al —57) und Hck-SH3(wt) untersucht und ebenfalls eine
Dissoziationskonstante von 1.5 uM ermittelt [15]. Interessanterweise wird bei der
Interaktion zwischen unverkiirztem Nef und der SH3(wt) Domine ebenfalls eine
erhohte Affinitat festgestellt, obwohl bisher keine Beteiligung von Aminoséuren im
N-Terminus von Nef an der Bindung zu der SH3 Doméne beobachtet werden konn-
te. Hier wird vermutet, dafl das unverkiirzte Nef eine geordnetere Struktur annimmt
als das N-terminal verkiirzte Nef. Durch die Bindung der SH3(wt) Doméne kommt
es dann bei der verkiirzten Nef Variante zu einem hoheren Entropieverlust durch
Einschrinkung der Freiheitsgrade des N-Terminus als bei unverkiirztem Nef. Dies
konnte ein Ursache fiir die unterschiedlichen Ky-Werte sein. Durch die Mutation
des PxxP-Motivs zu AxxA in Nef konnte gezeigt werden, daf§ die Bindung der SH3
Doméne komplett aufgehoben werden kann. Hier wird also vermutet, daf3 andere
Aminosduren im N-Terminus von Nef keine wesentliche Rolle bei der Nef-SH3 Inter-
aktion spielen. Auch die Interaktion zwischen dem Phenylalanin 94 in Nef und der
SH3 Domine, wie sie von Lee et al. (1996) beobachtet wurde, reicht nicht aus, um
eine Bindung zwischen Nef und SH3 Doméne aufzubauen [125].

Die Ergebnisse zeigen die Eignung der SH3 Doméne als ,,Leadcompound® fiir die
Entwicklung eines Inhibitors. Hier wurde zunéchst nur die SH3(A1l) Doméne wei-
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terverwendet. Prinzipiell stellt die SH3(B6) Doméne durch die hohere Affinitét die
fiir Nef spezifischere SH3 Doméne dar und kénnte den inhibitorischen Effekt auf
die Nef Funktion im Bereich der Signaltransduktion verbessern. Bisher wurde je-
doch noch nicht untersucht, ob die Mutationen nur die Affinitit zu Nef verbessern
oder ob auch andere Interaktionspartner der SH3 Doméne stérker gebunden werden.

4.2.2 Die biochemische Untersuchung der Interaktion zwischen dem
Nef Protein und der Inhibitorklasse 2

Fir die Entwicklung der zweiten Inhibitorklasse wurde ein Bindungspartner des
Dileuzin-Motivs in der C-terminalen flexiblen Schleife von Nef gesucht. Hierfiir wur-
de die Interaktion zwischen dem [1-Adaptin und §2-Adaptin und Nef untersucht.
Eine erfolgreiche Entwicklung dieser Inhibitorklasse gelang nicht. Obwohl das Frag-
ment des 52-Adaptins (52(279-510) in E.coli exprimiert und isoliert werden konn-
te, war das Expressionsprodukt der Fusion aus diesem Fragment und der SH3(A1)
Doméne instabil. Auch in der eukaryotischen Zellkultur konnten die Inhibitoren der
Inhibitorklasse 2 nur schwierig exprimiert und untersucht werden. In beiden Ver-
suchsreihen schien das Fusionsprotein zu aggregieren. Warum die Kombination aus
beiden Doménen zu einem eher unloslichen Expressionsprodukt fiihrte, konnte nicht
geklart werden.

Trotzdem konnten parallel zur Entwicklung der Inhibitorklasse 2 aktuelle Fragestel-
lungen in bezug auf die Nef-Adaptorprotein Interaktion erdrtert werden. Neben AP2
werden vor allem die strukturell verwandten Proteine AP1 und AP3 als Interakti-
onspartner von Nef diskutiert [105, 107]. Die Daten wurden bisher auf der Basis von
Hefe-Zwei-Hybrid-Assays oder Beobachtungen in Zellkultur mit Deletionsmutanten
ermittelt. Durch die hier durchgefiihrten in vitro Experimente wird indiziert, dafl
Nef die §-Untereinheit von AP1 und AP2 bindet. Die 8-Untereinheit kommt auf
allen vier Adaptorproteinen vor und damit deutet sich an, daf§ Nef potentiell in der
Lage ist, alle vier Adaptorproteine zu binden.

Die Rolle der Adaptorproteine im Endocytoseweg ist bis zum jetzigen Zeitpunkt
nicht vollig verstanden. Wahrend AP2 direkt an der Plasmamembran mit dem Re-
zeptor interagiert und die Ausbildung von Clathrin-Coated Pits induziert, ist AP3
eher bei der Vesikelbildung der Endosomen beteiligt [127]. Fiir AP4 wird eine Betei-
ligung bei der lysosomalen Prozessierung der Proteine angenommen [2]. AP1 iiber-
nimmt nach neuesten Veroffentlichungen nicht nur eine Rolle beim Vesikeltransport
vom TGN zum Endosomen sondern auch beim Riicktransport vom Endosomen zum
TGN [67, 141]. Nef reguliert iiber die Bindung zum Adaptorprotein die Internalisie-
rung von Oberflichenrezeptoren. Uber eine Interaktion mit allen vier Adaptorpro-
teinen iiber eine Untereinheit wiirde es die Sortierung der internalisierten Proteine
an mehreren Stellen auf dem Endocytoseweg simultan beeinflussen. Dadurch kénnte
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der Recyclingweg eines einmal internalisierten Proteins unterbunden und die lyso-
somale Degradation induziert werden.

Eine entscheidende Rolle bei dieser Interaktion spielt das Dileuzin-Motiv auf Nef.
Das Dileuzin-Motiv ist neben dem Tyrosin-basierten Motiv (Yxx¢) ein zweites wich-
tiges Proteintransport- oder Sorting-Motiv, welches an verschiedenen Stellen inner-
halb des Proteintransports eine wichtige Rolle spielt [126, 94]. Es kommt in verschie-
denen Varianten auf einigen Rezeptoren wie dem Mannose-46-Phosphat Rezeptor
(ERxxxLL), dem Mannose-6-Phosphat Rezeptorder (DxxLL), der invarianten Kette
des MHCIIs (DDxxxLI) oder CD3-y (SDxxxLL) vor. Statt des zweiten Leuzins wird
das Dileuzin-Motiv auch 6fters durch eine hydrophobe Aminoséure wie ein Isoleuzin
abweichend von der Bezeichnung variiert [58]. Zudem ist eine saure Aminosédure 4
bis 5 Aminoséduren proximal des Leuzins wichtig fiir die Funktionalitéit des Motives
[99]. Eine von Coleman et al. (2006) durchgefithrte Studie charakterisierte dieses
Motiv auf Nef durch Punktmutationen und zeigte die Bedeutung fiir die Funktion
von Nef [43].

Wo dieses Dileuzin-Motiv auf dem Adaptorprotein bindet, ist jedoch bis heute
umstritten. Rodinov & Bakke (1998) und Bremnes et al. (1998) vermuten durch
Westernblot-Assays und Phagendisplay-Assays eine Bindung an die kleine u-Unter-
einheit der Adaptorproteine [170, 32]. Diese Untereinheit bindet ebenfalls das Yxx¢-
Motiv.

Hier wurde erstmalig in vitro im ITC-Experiment und Hefe-Zwei-Hybrid-System-
Assay gezeigt, dafl das Dileuzin-Motiv von Nef auf der S-Untereinheit bindet. Dies
steht in Ubereinstimmung mit fritheren Ergebnissen von Rapoport et al. (1998) und
Jin et al. (2005) [167, 107].

Interessanterweise unterscheiden sich hier die Nef Proteine von HIV-2 und SIV von
denen des HIV-1. SIV und HIV-2 Nef verfiigen iiber ein zusétzliches Yxx¢-Motiv
im N-terminalen Anker und regulieren hieriiber die Internalisierung von CDA4. Fiir
diese beiden Allelen erscheint die Interaktion zwischen der p-Untereinheit und Nef
eindeutig [160].

Ausblick: Collins et al. (2002) waren als erste in der Lage den heterotetrameren
Komplex aus allen vier Untereinheiten in F.coli zu produzieren. Ihnen gelang es, die
Kristallstruktur von AP2 zu I16sen und wichtige Erkenntnisse iiber die Untereinhei-
ten zu gewinnen. Durch die Struktur wurde die Bindung des Yxx¢ Motivs auf p2
veranschaulicht und die dadurch induzierte Konformationséinderungen zur Bindung
von Membranen vorgeschlagen [46, 155, 151]. Die hier ermittelten Daten deuten
eine Bindung zwischen Dileuzin-Motiv und der [-Untereinheit an. Ausgehend von
den bereits durchgefiihrten Experimenten wiirde eine Untersuchung der Interaktion
zwischen dem gesamten AP2 Komplex und Nef im ITC oder mit anderen biophysi-
kalischen Methoden Sinn machen.



110 Diskussion - 4

Begonnen wurde bereits mit der Generierung des AP2 Komplexes im pET Duet Sy-
stem. Hier wurden die Gene aller 4 Untereinheiten in die beiden Expressionsvektoren
pET-Duet und pRSF-Duet kloniert und mit der Co-Expression in F.coli begonnen.
Die strukturelle Untersuchung eines AP2-Nef Komplexes mit Hilfe der Kristallogra-
phie wiirde Aufschluf} iiber den Bindungsmechanismus des Dileuzin-Motivs geben,
was nicht nur im Interesse der Nef-bezogenen Wissenschaft stiinde, sondern generell
zum weiteren Versténdnis des Proteintransports beitragen konnte. Die Daten der
bereits gelosten Struktur von AP2 wiren dabei hilfreich.

Zudem wire es mit dem myrNef moglich, die Bindung an AP2 an kiinstlichen Mem-
branen zu studieren. Es wurde fiir AP2 gezeigt, dafl es an bestimmte Lipidkompo-
sitionen bindet. Insbesondere die a-Untereinheit und die p-Untereinheit sind dabei
beteiligt [76, 172]. Honing et al. (2005) beobachteten, daff die Bindung an das Yxx¢
Motiv oder Dileuzin-Motiv abhingig von der gleichzeitigen Bindung von PtdIns
4.5P9 (Phosphatidylinositol 4.5 Biphosphat) ist [98].

4.2.3 Die biochemische Untersuchung der Interaktion zwischen dem
Nef Protein und der Inhibitorklasse 3

Fiir die Inhibitorklasse 3 wurde die SH3 Doméne mit der cytoplasmatischen CD4
Doméine fusioniert. Diese Inhibitorklasse zeigte in der hier durchgefiihrten Studie die
besten Ergebnisse zur Inhibition von Nefgpo. Als GST Fusionsprotein konnten die
Inhibitoren der Inhibitorklasse 3 als stabiles, 16sliches Protein in F.coli exprimiert
werden. Die fiir den Nef-CD4 Komplex beschrieben Loslichkeitsprobleme wurden
hier nicht beobachtet. Allem Anschein nach wirkt sich die Fusion mit den stabilen
Proteinen positiv auf die Loslichkeit des Komplexes aus. In der isothermalen Ti-
trationskalorimetrie konnte gezeigt werden, dafl beide Doménen, SH3 Doméne und
CD4 Domine, parallel an das Nef Protein binden. Durch die Kombination beider
Doménen wurde ein Bindungsspartner fiir Nef geschaffen, der die bisher hochste
gemessene Affinitdt aller bekannter Nef Bindungspartner hat. Prinzipiell wére es
mit diesem Inhibitorprotein mdglich, andere, weniger affine Bindungspartner zu ver-
driangen.

Die in der isothermalen Titrationskalorimetrie bestimmten K4-Werte wurden fiir
den Inhibitor CD4-SQS-A1 exemplarisch bestétigt. Hierfiir wurde der Inhibitor mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und die Affinitdt zu Nef in der Gleichgewichts-
Fluoreszenztitration oder mit Hilfe der Oberflichen-Plasmon-Resonanz Spektro-
skopie untersucht. Zwischen den Ergebnissen der ITC und den Ergebnissen von
Gleichgewichts-Fluoreszenztitration und Oberflichen-Plasmon-Resonanz Spektrosko-
pie liegt ein Unterschied von Faktor 2 bis 3 vor (siehe Tabelle 3.5). Dieser geringe
Unterschied der Kg4-Werte ist nicht unbedingt ungewo6hnlich und liegt innerhalb
der Fehlergrenzen [112]. In der SPR wird wie in der ITC ein GST-Fusionsprotein
verwendet. Jedoch wird dieses auf der Oberfliche immobilisiert, wiahrend in der
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Gleichgewichts-Fluoreszenztitration ein Protein mit einem His-tag verwendet wird,
was zusétzlich noch eine chemische Modifikation in Form des Fluoreszenzlabels auf-
weist. Diese Abweichungen kénnten schon Anderungen um den Faktor 2 zwischen
den Werten der einzelnen Methoden hervorrufen. Trotzdem ist die Divergenz zwi-
schen den Werten der ITC und Gleichgewichts-Fluoreszenztitration und SPR nur
geringfiigig, sodafl die im ITC bestimmten Werte als bestétigt gelten. Zudem ist
anzunehmen, dafl die Affinitdt der Inhibitoren generell etwas hoher ist, da eine Dis-
soziationskonstante von ca. 20 nM sicherlich am unteren Limit des fiir die isothermale
Titrationskalorimetrie empfohlenen (verldfilichen) Mefibereiches befindet.

Ein Vergleich aller Inhibitoren der Inhibitorklasse 3 untereinander gelang nur mit
der isothermalen Titrationskalorimetrie. Fiir die Gleichgewichts-Fluoreszenztitration
wurde versucht das Nef Protein an verschiedenen Positionen nahe der Bindungsstelle
von SH3 und CD4 Doméne mit einem Fluoreszenzfarbstoff zu markieren. Obwohl
Nef iiber acht Tryptophane verfiigt, war die Nutzung der intrinsischen Fluoreszenz
nicht moglich, da hier die Zugabe des Inhibitors keine Anderung des Fluoreszenzsi-
gnales zeigte. Das Nef Protein konnte selektiv mit dem Umgebungs-sensitiven Farb-
stoff 1,5-IAEDans markiert werden. Die Titration mit einem Inhibitor der Inhibitor-
klasse 3 induzierte jedoch keine Fluoreszenzénderung, die die Durchfithrung eines
Gleichgewichts-Fluoreszenztitration Experimentes ermdoglichte. Ursache hierfiir ist
wahrscheinlich, dafl die Bindung des Inhibitors die chemische Umgebung des Fluo-
rophors nicht #dndert. Dies kénnte zum einen dadurch begriindet werden, dafi die
entsprechende Position des Labels nicht nah genug an der Bindungsstelle von SH3
und CD4 Doméne ist, oder dafl das Fluoreszenzlabel die Bindung des Inhibitors
nicht erlaubt. Fiir letzteres wurde vermutet, dafl der Farbstoff moglicherweise in
die hydrophobe Tasche auf der Kerndoméne von Nef bindet. Die Ringstruktur des
Farbstoffes zeigt gewisse Ahnlichkeiten zu der Struktur des Tryptophans 61 aus Nef,
welches in die hydrophobe Tasche des gleichen Nef Proteins bindet.
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Abbildung 4.1: Vergleich von Tryptophan, 1,5-TAEDans und CHAPS. Alle drei Molekiile
haben einen strukturell dhnlichen Bereich in Form einer aromatischen Ringstruktur.

Die Interaktion mit 1,5-TAEDans wird nur vermutet. Es konnte jedoch gezeigt wer-
den, dal andere hydrophobe Molekiile mit einer Ringstruktur, die ebenfalls ein ge-
wisse Ahnlichkeit zu Tryptophan zeigen, in diese Tasche binden. Wie Abb. 3.30 in
Kapitel 3.5.5 veranschaulicht, bindet auch das Detergenz CHAPS in die hydrophobe
Tasche auf Nef.

Der Versuch, alle Inhibitoren in der Oberflichen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie
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zu untersuchen, wurde dadurch eingeschréankt, daf} fiir die Loslichkeit der Inhibi-
toren der Inhibitorklasse 3 Antioxidantien notig sind. Die cytoplasmatische CD4
Doméne verfiigt iiber mehrere Cysteine, die iiber Disulfidverbriickung kovalente
Bindungen ausbilden konnen. Dadurch besteht die Moglichkeit, Aggregation aus-
zulosen. In der Oberflichen-Plasmon-Resonanz Spektroskopie ist die Verwendung
von Antioxidantien jedoch nur bedingt moglich, da dadurch die Disulfidbriicken des
a-GST-Antikorpers destabilisiert werden.

Aus den ITC-Daten geht hervor, dafi die Reihenfolge einer N-terminalen SH3(A1)
Doméne und einer C-terminalen CD4 Doméne zu der hochsten Affinitdt zwischen
dem Fusionsprotein und Nef fiihrt. Dieses deutet darauf hin, daf§ nur in dieser An-
ordnung beide Doménen gleichzeitig an das Nef Protein binden kénnen. Ahnliches
zeigen die Daten der NMR-Spektroskopie. Hier wurde 'N-markiertes Nef im Kom-
plex mit dem Inhibitor CD4-A1 oder A1-CD4 untersucht. Nur der Inhibitor A1-CD4
induziert eine Verschiebung von Resonanzsignalen, die auf eine Bindung der CD4
Doméne an Nef hinweisen. Der Inhibitor CD4-A1 hingegen konnte keine chemischen
Verschiebungen im Bereich der CD4 Bindungsstelle induzieren. Vielmehr zeigte sich
hier die Tendenz zur Aggregation.

Nach Betrachtung der Strukturdaten (Daten nach Lee et al. (1996) [125]) wurde
in Abb. 4.2 ein mogliches Bindungsmodell zwischen Nef und dem Inhibitor erstellt.
Abb. 4.2 b zeigt den N- und C-Terminus der SH3 Doméne. Die beiden Enden weisen
jeweils in entgegengesetzte Richtungen. Wird die CD4 Doméne N-terminal vor die
SH3 Doméne gesetzt (Abb. 4.2 d), so befindet sich durch den kurzen Linker limitiert
und die Vorgabe der N-terminalen Richtung (siehe Pfeil N) die CD4 Doméne auf der
der CD4 Bindungsstelle abgewandten Seite von Nef. Die Ausbildung einer optimalen
Bindungsoberflache zwischen Nef und CD4 (siehe griin markierter Bereich) konnte
hier behindert bzw. verhindert werden.

Wird die CD4 Doméne C-terminal an die SH3 Doméne angehingt so weist der
C-Terminus (siehe Pfeil C) der SH3 Doméne bereits in die Richtung der CD4 Bin-
dungsstelle von Nef und erlaubt so eine Bindung (Abb. 4.2 ¢). Unklar ist wie flexibel
N- und C-Terminus der SH3 sind, sodaf3 nicht sicher ist wieweit die Richtung der bei-
den Termini eine Rolle spielt. Dennoch sind sie auflerhalb der festen §-Faf3-Struktur
der SH3 nur wenige Aminosiuren lang und kénnten demnach relativ unflexibel sein.
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Abbildung 4.2: Strukturelle Modelle des Nef-Inhibitor Komplexes. a) Ubersicht der
Struktur von Nef mit dem in ¢) und d) vergrofierten Ausschnitt. b) Der N- und C-Terminus der
SH3 Domine. ¢) Der Nef-A1-CD4 Komplex. d) Nef-CD4-A1-Komplex. Die Reihenfolge, in der
das CD4 entweder vor oder hinter die SH3 Doméne gehéngt wird, &ndert die Situation an Nef.
N-Terminus und C-Terminus der SH3 Domiéne weisen in gegensitzliche Richtungen (siehe roter
Pfeil). In einer modellhaften Vorstellung erlaubt nur die Konformation des Nef-A1-CD4 Komplexes
die optimale Nef-CD4-Interaktion. (Grundlage der Abbildung ist das Modell der Nefyr4-3 Struktur
nach Geyer et al. (2001) und die Komplexstruktur nach Lee et al. (1996) [81, 125]).

Der Inhibitor A1-CD4 wurde schliellich in vivo untersucht. Hier stellte sich die Fra-
ge, inwiefern die beiden Doménen im Inhibitor ihre Aufgabe erfiillen und die Bin-
dung von zelluldren Proteinen an Nef verhindern. Durch die CD4 und SH3 Doméne
sollten das PxxP-Motiv und die putative CD4 Bindungsstelle auf Nef blockiert wer-
den. Alle Interaktionen mit diesen Motiven oder Motiven in diesem Bereich sollten
durch die beiden Domé&nen verhindert werden. In eukaryotischen Zellen konnte ge-
zeigt werden, dafl durch den Inhibitor A1-CD4 die Nef-vermittelte Reduktion der
Oberflachendichte von CD4, CCR5 und MHCI inhibiert wird. Dieses deutet darauf
hin, da8 beide Doménen im Inhibitor die Proteintransportfunktion von Nef storen.
Fiir die Reduktion der MHCI und CCR5 Oberflichenexpression ist das PxxP-Motiv
verantwortlich [142, 26]. Die Reduktion der Oberflichendichte von CD4 ist hingegen
von dem Dileuzin-Motiv in der C-terminalen Schleife und einer putativen CD4 Bin-



114 Diskussion - 4

dungsstelle in der Kerndoméne von Nef abhéngig [88, 92, 48, 33]. Es werden durch
den Inhibitor also unterschiedliche Proteintransportwege von Nef gehemmt.

Uber das PxxP-Motiv interagiert Nef zudem mit wichtigen Proteinen der zelluliren
Signaltransduktion [66, 139, 116]. Durch die Blockierung des PxxP-Motivs sollte es
moglich sein, die Interaktion von Nef mit diesen Proteinen zu unterbinden. In vivo
wurde der Versuch unternommen im Kinase-Assay zu zeigen, dafl Pak Kinasen in
eukaryotischen Zellen durch Nef in Gegenwart des Inhibitors nicht mehr aktiviert
werden. Die vollstdndige Inhibierung dieser Signaltransduktionsfunktion von Nef
konnte bisher nicht beobachtet werden. Dies kann bedeuten, dafl die SH3 Doméne
des Inhibitors das PxxP-Motiv nicht effektiv blockiert und andere Proteine iiber
ihre SH3 Doméne mit Nef interagieren kénnen, oder daf§ das Inhibieren der Nef-SH3
Interaktion alleine nicht ausreicht, um die Nef-vermittelte Signaltransduktion zu un-
terbinden. Eine genauere Charakterisierung der Interaktion zwischen den Doménen
des Inhibitors und Nef z.B. durch Bestimmung der Assoziations- (ko) und Dissozia-
tionsraten (k,ys) der einzelnen Doménen konnte hier weitere Riickschliisse erlauben.

In Kapitel 3.4.2 wurde versucht mit einem Ubiquitinylierungsmotiv den Nef-Inhibitor
Komplex zum Proteasomen zu dirigieren. Im Vergleich mit dem Inhibitor ohne dieses
Motiv konnte kein wesentlicher Einflufl auf dessen Wirksamkeit festgestellt werden.
Es wurde zusétzlich versucht, die Lokalisation des Komplexes mit dem Proteaso-
men in der Zelle zu beobachten, was auf den Abbau des Nef-Inhibitor Komplexes
hindeuten wiirde. Bisher konnten in dieser Hinsicht jedoch noch keine eindeutigen
Aussagen getroffen werden.

Zusammenfassend konnte mit der Studie der Inhibitorklasse 3 gezeigt werden, dafl
es moglich ist, durch das Blockieren von hoch-konservierten Motiven die hieriiber
vermittelten Funktionen eines Proteins zu stéren. Durch die Kombination zweier
Doménen konnte ein Fusionsprotein generiert werden, das mit einer hoheren Affi-
nitdt an Nef bindet als die beiden Doménen einzeln. Die Blockierung der Motive
induzierte eine effektive Storung von mehreren Nef Funktionen in vivo. Dies konnte
insbesondere fiir die Proteintransportfunktion von Nef gezeigt werden.

Ausblick: Mit der Studie der Inhibitorklasse 3 6ffnen sich diverse Wege der Wei-
terentwicklung und Verbesserung des Inhibitors. Zusétzlich bietet dieses Molekiil
den Anreiz fiir Studien zur Aufklirung von Struktur-Funktions-Beziehungen des
Nef Proteins. Zunichst konnte durch die Mutante der SH3 Doméne SH3(B6) die
Affinitat des Inhibitors fiir Nef weiter erhoht werden. Diese SH3 Doméne hatte von
allen drei untersuchten SH3 Doménen die hochste Affinitét zu Nefgpo (siehe Kapitel
3.2.1). Generell stellt die Erhshung der Affinitét einen Ansatzpunkt fiir weiterfiithren-
de Arbeiten dar. Durch eine hohere Affinitét konnte die Spezifitdt und Wirksamkeit
des Inhibitors optimiert werden. Die Mutationen der RT-Schleife der SH3 Doménen
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veranschaulichen das Potential von Mutationsstudien, die die Bestimmung der Nef-
Bindungsstellen des Inhibitors betreffen. Durch zuféllige Mutationen kann der Ver-
such unternommen werden, die Affinitit anderer Doménen wie der CD4 Doméne zu
erhohen. Hilfreich in diesem Zusammenhang wire jedoch vor allem die Bestimmung
der Nef-Inhibitor Komplexstruktur, um darauf basierend gezielte Verdnderungen an
der Struktur des Inhibitors vorzunehmen. In Kapitel 3.5.5 wurde bereits begonnen
den Komplex aus Inhibitor A1-CD4 und Nef mit Hilfe der NMR-Spektroskopie zu
untersuchen. Durch eine vollstdndige Zuordnung der chemischen Verschiebungen von
Nef wire es moglich, die Bindungsstellen des Inhibitors genau zu identifizieren. Hier
stellt die Komplexgrofle von ca. 39 kDa einen kritischen Faktor dar. Die Losung
von Strukturen mit Hilfe der NMR-Spektroskopie beschrinkt sich bisher auf Pro-
teine, die nicht viel grofer als 30 kDa sind [131]. Es konnte gezeigt werden, daf
mit Nef(45-210) erste gute Ergebnisse erzielt wurden. Die N-terminale Verkiirzung
des Nef Proteins wire demnach eine Moglichkeit das Problem zu 16sen. Zusétzlich
konnte festgestellt werden, dafl das Detergenz CHAPS die Auflésung von Nef in der
NMR-Spektroskopie verbessert. Dies stellt ebenfalls einen Ansatzpunkt fiir folgende
Arbeiten dar.

Parallel zu diesen Experimenten wurde begonnen, den Komplex aus Inhibitorklas-
se 3 und Nef zu kristallisieren. Hierfiir wurde das Gen des Inhibitors und das des
Nef Proteins in E.coli Zellen co-transfiziert und gemeinsam exprimiert. Uber den
Affinitéts-tag des Nef Proteins konnte der Komplex isoliert werden und wurde mit
Hilfe von kristallographischen Methoden versucht zu kristallisieren. Diese Versuche
waren bisher ohne Erfolg und dauern derzeit noch an.

Viele Strukturdaten stellen den Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von Inhibitoren
dar und selbst fiir das Nef Protein wurde bereits ein Inhibitor untersucht, in dem
die strukturelle Ahnlichkeit zwischen dem N-Terminus von Nef und dem Bienengift
Mellitin der Ausgangspunkt der Studie war [17]. Auch in den kiirzlich erschienenen
Studien von Ternois et al. (2005) und Sticht et al. (2005) konnte die Losung des Kom-
plexes aus Peptid-Inhibitor und HIV-1 Capsid Protein wesentlich zum Versténdnis
des Bindungsmechanismus beitragen [193, 185]. Die Strukurdaten bieten also die
Moglichkeit wichtige Informationen iiber die Bindungseigenschaften des Inhibitors
zu erhalten. Daraus resultierend ist die Anpassung des Inhibitors an die Bindungs-
stellen in Nef mdoglich, was dann die Affinitidt des Inhibitors zu Nef erhchen kénnte
und dessen Wirksamkeit verbessert. Auch lieBe sich hierdurch die Grofle des Inhi-
bitors auf die wesentlichen Aminosiduren begrenzen, was, wie bereits erwihnt, die
medizinische Applikation vereinfachen kénnte.

Die Bestimmung der Assoziations- und Dissoziationsraten der einzelnen Doménen
des Inhibitors kénnte zusétzliche Informationen iiber den Bindungsmechanismus er-
geben. Hier konnte sich herausstellen, wie sich die Doménen am Nef Protein verhal-
ten. Z.B. konnte die Frage geklédrt werden, ob beide Domé&nen gleichzeitig binden
oder ob zunéchst die eine Doméne bindet und anschlieBend die zweite folgt. Hier
wurde bereits begonnen Inhibitoren der Inhibitorklasse 3 zu entwickeln, die jeweils
an einer der Doménen eine Fluorophor besitzen.
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Bisher wurden hier neben der SH3 Doméne nur zwei weitere Doménen erprobt. Der
Ansatz, das Dileuzin-Motiv in der C-terminalen Schleife von Nef mit dem (3-Adaptin
der Inhibitorklasse 2 zu blockieren, gelang nicht. Die VHS Domine (VPS-27, Hrs
und STAM) der GGA Proteine (Golgi-lokalisierte y-Adaptin homologe ARF Bin-
dungsdoméne) bindet an ein sogenanntes , acidic-cluster dileuzin-motif* [59]. Mogli-
cherweise konnte diese 18 kDa grole Doméne gegen das $-Adaptin in der Inhibi-
torklasse 2 ausgetauscht werden und das Dileuzin-Motiv von Nef binden. Prinzipiell
stehen auch andere Doménen zur Verfiigung, die das Dileuzin-Motiv in Nef bin-
den konnten. Hierzu zdhlt auch die regulatorische Untereinheit H der vakuloaren
Membran-ATPase [82, 85]. Zudem wire es moglich Antikérper gegen ein Dileuzin-
Motiv zu entwickeln und nur die Epitop bindenden Bereiche der Fab Fragmente zu
verwenden [211]. Anstelle der SH3 Doméne kénnte auch die Prolin-bindende WW
Doméne eingesetzt werden [209].

Durch die in vivo Daten konnte die Wirksamkeit des Inhibitors veranschaulicht
werden. Eine Ausweitung der Versuche konnte ein genauere Lokalisation des Nef-
Inhibitor Komplexes umfassen. Eventuell wire es moglich, weitere Aussagen iiber
den Inhibitionsmechanismus zu treffen. Z.B. wire es interessant zu beobachten, wo
der Inhibitor das Nef Protein bindet, und wo Nef nicht durch den Inhibitor er-
reicht werden kann. In diesem Zusammenhang kénnte auch der Einflul von ande-
ren Membranankern getestet werden, womit mdoglicherweise auch die inhibitorische
Wirkung des Inhibitors auf die Signaltransduktionsfunktion von Nef verbessert wird.
Die Signaltransduktionsfunktion von Nef ist von dessen Assoziation mit Membranen
abhingig [139, 116]. Eine Verdnderung des Membranankers durch z.B. GPI Linker
konnte die Wirkung des Inhibitors verbessern [95].

Zusétzlich wiirden sich hier in vitro Experimente anbieten, in denen die Bindung
des Inhibitors an myrNef an kiinstlichen kleinen Vesikeln untersucht wiirde. Durch
verschiedene Lipidkompositionen kénnten unterschiedliche Membrantypen simuliert
werden und mit Hilfe von Methoden wie der Stopped-Flow Technik die Bindungs-
kinetik zwischen Inhibitor und myrNef beobachtet werden.

4.2.4 Die biochemische Untersuchung der Interaktion zwischen dem
Nef Protein und der cytoplasmatischen CD4 Doméne

Die Charakterisierung der CD4-Nef Interaktion ist trotz intensiver Bemiithungen
bisher nur teilweise gelungen [4, 4, 161, 92]. In dieser Arbeit konnte nun erstmalig die
Interaktion zwischen Nef und der CD4-Doméne in voller Lange beobachtet werden.
Als Technik wurde die isothermale Titrationskalorimetrie und NMR-Spektroskopie
benutzt.

Die Untersuchung der Nef-CD4 Interaktion wurde bisher durch die Tatsache er-
schwert, dal in Losung der Komplex aus Nef und CD4 prézipitiert. Wie bereits
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erwihnt, verbesserte die Fusion mit der SH3 Doméne und dem GST-tag die Loslich-
keitseigenschaften des Nef-CD4 Komplexes erheblich. Fiir die Anwendung im ITC-
Experiment konnte eine Konzentration von bis zu 0.5 mM eingestellt werden, ohne
dafl Prézipitate auftraten. Durch Deletion des SH3 Bindungsmotives PxxP auf Nef
wurde dann eine Messung der CD4-Nef Interaktion moglich. Im Gegensatz zu den
Daten von Grzesiek et al. (1996) (Kgq = 0.5 - 1 mM) findet hier eine Bindung mit ei-
nem K4-Wert im unteren mikromolaren Bereich statt [92]. Die Dissoziationskonstan-
te von 1.2 uM entspricht einer eher mittelstarken Bindung, die jedoch physiologisch
realistisch ist. Eine K3 von 1 mM wére hingegen zu schwach, um eine funktional
wichtige Bindung zu beschreiben.

Eine Studie von Preusser et al. (2001) zeigte vergleichbare Ergebnisse in einem
Gleichgewichts-Fluoreszenztitrations Experiment mit einem CD4 Peptid [161]. Hier
wurde trotz der Loslichkeitsprobleme eine Dissoziationskonstante von 0.87 uM er-
mittelt.

Das Dileuzin-Motiv auf CD4 spielt eine entscheidende Rolle fiir die Nef-vermittelte
Reduzierung der Oberflichendichte von CD4 [3]. Z.T. erscheint die genaue Funkti-
on des Motivs in bezug auf die Nef-CD4 Interaktion jedoch nicht ganz eindeutig.
Bentham et al. (2003) sehen in dem Dileuzin-Motiv auf CD4 ein zusétzliches Inter-
nalisierungssignal im Nef-CD4 Komplex, welches zusétzlich zum Dileuzin-Motiv auf
Nef Adaptorprotein 2 Komplexe bindet [25]. Hier soll durch das Dileuzin-Motiv von
CD4 also die Rekrutierung von Adaptorproteinen unterstiitzt und die Internalisie-
rung erleichtert werden. Gegensétzlich konnten Grzesiek et al. (1996) und Preusser
et al. (2001) im NMR-Spektrum einen direkten Einflul des Dileuzin-Motivs von CD4
auf die Bindung an Nef sehen.

Die in dieser Arbeit in Kapitel 3.5 ermittelten Daten unterstiitzen letzteres Mo-
dell. Die Mutation der Aminosiuren Leuzin 438 und 439 in der CD4 Doméne des
Inhibitors A1-CD4-LLAA zeigte in der isothermalen Titrationskalorimetrie einen si-
gnifikanten Effekt auf die Affinitét zu Nef(AxxA). Im Gegensatz zum Inhibitor mit
der Wildtyp CD4 Doméne konnte keine Bindung festgestellt werden (siehe Abb.
3.25).

Diese Daten unterstiitzen die Vorstellung, dal Nef die cytoplasmatische Doméne von
CD4 bindet und durch sein eigenes Dileuzin-Motiv Proteine der Endocytosemaschi-
nerie rekrutiert (siche auch Abb. 4.3).

Neben dem Dileuzin-Motiv wurde untersucht, ob die Bindungsstelle der Tyrosin-
kinase Lck auf CD4 eine Rolle fiir die Interaktion zwischen Nef und CD4 spielt. Die
Cysteine an Position 445 und 447 binden normalerweise {iber einen intermolekularen
Zinkfinger an die Tyrosinkinase [114]. Durch die Untersuchung des Inhibitors A1l-
CD4-SQS in Kapitel 3.5.1 konnte in vitro keine Relevanz der Aminoséuren fiir die
Affinitét zwischen CD4 und Nef festgestellt werden. Allerdings wurde nicht iiber-
priift, ob die Zugabe von Zink dazu fiihrt, dafl sich ein intermolekularer Zinkfinger
ausbildet. Salghetti et al. (1995) konnten in vivo ebenfalls keine Auswirkungen einer
Mutation der Reste CQC/AQA auf die Internalisierung von CD4 beobachten [175].
Wenn eine Interaktion iiber ein gebundenes Zink Atom stattfindet, dann ist es sehr
wahrscheinlich, daB sie keine grofle Bedeutung hat.
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Der Inhibitor A1-CD4-sh enthélt eine C-terminal verkiirzte Form der CD4 Doméne.
In der isothermalen Titrationskalorimetrie konnte festgestellt werden, dafl der C-
Terminus ab Aminoséure 444 nur unwesentlich an der Bindung zu Nef beteiligt ist.
Dies ist in Ubereinstimmung mit anderen Mutationsstudien [161, 3, 10, 173, 175].
Zudem wurde in Studien von Willbold et al. (1996) und Wray et al. (1996) gezeigt,
daB die grofitenteils ungefaltete cytoplasmatische CD4 Doméne von Aminoséure 428
bis zu Aminosiure 442 eine kleine a-Helix bildet [205, 201]. Die Fihigkeit von Nef
CD4 zu binden und zu internaliseren ist von der Integritéit dieser Helix abhéngig
[162, 87]. Moglicherweise 1afit sich die Interaktionsfliche zwischen Nef und CD4 im
wesentlichen auf diese Helix reduzieren.

Preusser et al. (2001) deuten in ihrer Studie an, dafl der N-Terminus von Nef even-
tuell zur Affinitét zu CD4 beitriagt [161]. Im Gegensatz zu der Studie von Grzesiek
et al. (1996) wurde dort mit unverkiirztem Nef gemessen und eine wesentlich hohere
Affinitét bestimmt [92]. Hier wurden nun N-terminale Verkiirzungen von Nef auf ihre
Affinitat zu CD4 hin getestet und es konnte gezeigt werden, dafl der N-Terminus eine
Rolle fiir die Nef-CD4 Interaktion spielt. Die Verkiirzung des N-Terminus verringert
die Affinitdt zwischen Nef und Inhibitor. Diese Daten stimmen mit der Beobachtung
von Casatelli et al. (2003) tiberein, dafl Mutationen im N-Terminus wie z.B. L41Q
die Nef-vermittelte CD4-Internalisierung in vivo reduzieren [36].

In Kapitel 3.5.5 wurde schliefflich die Bindung des Inhibitors an Nef mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dafl die CD4 Doméne
in eine hydrophobe Tasche der Kerndoméne von Nef bindet. Die Bindung an die-
sen Bereich wurde bereits von Grzesiek et al. (1996) beschrieben [92]. Die Autoren
vermuteten, dal Tryptophan 61 in diese Tasche bindet und eventuell durch CD4 ver-
dréngt wird. Dies konnte hier bestéitigt werden. Tryptophan 61 existiert hier in zwei
Zusténden, die jeweils einem gebundenem und einem freien Zustand entsprechen.
Dies deutet darauf hin, daf} sich das Tryptophan 61 mit der hydrophoben Tasche
in einem dynamischen Austausch befindet. Durch die langsame Titration mit dem
Inhibitor konnte ein Zustand erreicht werden, in dem das Tryptophan vollstdndig
aus der Tasche verdriangt wird. Eine Aussage dariiber zu treffen inwiefern durch die
unverkiirzte CD4 Doméne weitere Resonanzsignale verschoben werden, die nicht von
Grzesiek et al. (1996) beschrieben werden konnten, ist noch nicht moglich, da hierfir
die benétigten NMR-Daten einer °N / 13C-markierten Nefgpe Probe noch nicht vor-
liegen. Zudem muf hierfiir die Auflésung des Spektrums weiter optimiert werden.

Die Bedeutung des Tryptophans 61 konnte zusétzlich durch ein ITC-Experiment
veranschaulicht werden. Hier zeigte die Mutation der Aminosduren CAWL/AAAA,
daf} die Bindung zwischen CD4 und Nef vollstdndig unterbunden wird. Die Integritét
des Nef Proteins wurde allerdings nicht iiberpriift, weswegen nicht ausgeschlossen
werden kann, dal die Mutation des Tryptophans 61 zu Alanin auch strukturelle
Auswirkungen haben koénnte. Leuzin 62 zdhlt ebenfalls zur CD4 Bindungsstelle,
wihrend das Cysteins 59 eher eine untergeordnete Rolle bei der CD4 Bindung spielt.
Aiken et al. (1996) konnten durch die Mutation C59A beobachten, daf die CD4
Internalisierung durch Nef um lediglich 28% reduziert wird [4].
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Ausblick: Bisher konnten nicht alle Aminoséuren, die an der Bindung zwischen
Nef und CD4 beteiligt sind, identifiziert werden. Die Daten aus Kapitel 3.5.3 und
von Preusser et al. (2001) deuten auf eine Beteiligung des N-Terminus von Nef hin,
der bisher nicht berticksichtigt wurde. Durch eine Fortentwicklung der bisherigen
Experimente mit unverkiirztem Nef kénnte es moglich sein, diese Interaktion zu cha-
rakterisieren. Auch der minimale Effekt der erhohten Affinitéit durch die unverkiirzte
CD4 Doméne konnte hier charakterisiert werden.

Durch eine Isotopen-Markierung des Inhibitors wére es wiederum moglich, die struk-
turellen Verdnderungen der CD4 Doméne zu verfolgen. Hier kénnte sich z.B. die
Rolle der a-Helix (Aminosdure 428-442) genauer charakterisieren lassen oder die
Bedeutung des Dileuzin-Motivs manifestieren [205, 201].

Neben dem Dileuzin-Motiv der CD4 Doméne koénnte durch die aus der NMR-
Spektroskopie gewonnenen Erkenntnisse auch weiter Versuche zur Untersuchung des
Dileuzin-Motivs von Nef durchgefiithrt werden. Nach einem von Arold et al. (2001)
vorgeschlagenen Modell befindet sich das Dileuzin-Motiv von Nef iiberwiegend in der
Struktur der Kerndoméne auf Nef verborgen (siehe Abb. 4.3 ¢ halb-offene Konfor-
mation). Darunter stellt man sich eine Art Zuriickfalten der C-terminalen flexiblen
Schleife vor, wobei das Dileuzin-Motiv ExxxLL in die Tasche bindet, wo auch das
Dileuzin-Motiv von CD4 SxxxxLL bindet (siche Abb. 4.3a und b).

Nach Bindung an CD4 wird das Dileuzin-Motiv von Nef durch CD4 verdréngt und
durch die flexible Schleife im Cytoplasma présentiert, wo es durch AP2 gebunden
werden kann (sieche Abb. 4.3c¢ offene Konformation) [16]. Die beiden Motive un-
terscheiden sich vor allem durch das Serin des CD4 Motivs, welches phosphoryliert
werden kann. Da jedoch die CD4-Internalisierung phosphorylierungs-unabhéngig ist,
kann spekuliert werden, dafl beide einen &dhnlichen Bereich auf Nef binden [77].
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CD4  SxxxxLL

Nef ExxxLL

b)

N-Term. Anker

Kern Doméne

membrangebundenes Nef
“halb-offene” Konformation

C-term. Schleife

membrangebundenes Nef
“offene” Konformation

cytosolisches Nef
“geschlossene” Konformation

Abbildung 4.3: Modell der Bindung zwischen CD4 und Nef. a) Ausschnitt aus der
Struktur der Kerndoméine von Nef. Tryptophan 61 tritt mit der hydrophoben Tasche der
Kerndoméne in Wechselwirkung, die auch durch das Dileuzin-Motiv von CD4 gebunden wird. Zudem
wird vermutet, dafl das eigene Dileuzin-Motiv von Nef ebenfalls in diese Bindungstasche binden
kann. b) Das Modell der dynamischen Nef Konformationen nach Arold et al. (2001)
[16]. Nef existiert in einer geschlossenen, cytosolischen Konformation, in der der N-term. Anker
und die flexible C-term. Schleife zuriick auf die Kerndoméne von Nef falten. An der Membran nimmt
Nef eine halb-offene Konformation an, in der es iiberwiegend Signaltransduktionsfunktionen ausiibt.
Durch Ausklappen der flexiblen Schleife geht Nef in eine offene Konformation iiber und wirkt durch
sein Dileuzin-Motiv auf den Proteintransport ein.
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Durch die Titration des N-markierten Nef Proteins mit dem Inhibitor konnte ge-
zeigt werden, daf sich die Intensitdt der Resonanzsignale des Tryptophans 61 si-
gnifikant verschieben. Die Bedeutung des Dileuzin-Motivs fiir die Bindung des Nef
Proteins wurde bereits erldutert. Hier wére es zunichst interessant zu sehen, wie
sich die beiden Resonanzsignale des Tryptophans 61 verdndern, wenn das Dileuzin-
Motiv in der flexiblen Schleife von Nef mutiert wird. Zusétzlich kénnte untersucht
werden, ob ein Nef Protein mit der Mutation des Dileuzin-Motivs ein Peptid mit
dem Dileuzin-Motiv von Nef bindet. Es stellt sich die Frage, ob die beiden Dileuzin-
Motive die gleichen Aminosduren in der hydrophoben Tasche binden. Wenn sich
eine Bindung nachweisen liele, so wiirde dieses das Modell von Arold et al. (2001)
unterstiitzen.

In einem zusétzlichen I'TC Experiment kénnte versucht werden zu zeigen, daf} dieses
Dileuzin-Motiv-Peptid durch ein Peptid mit dem Dileuzin-Motiv der CD4 Doméne
verdringt werden kann.

Das CD4 Protein ist iiber eine transmembrane Helix in der Membran verankert.
In Zusammenhang mit der Untersuchung des myristoylierten Nef Proteins wiirde
es sich anbieten die Interaktion zwischen CD4 und myrNef an der Membran zu
untersuchen. In ersten Versuchen konnte gezeigt werden, dafl sich ein Fragment aus
der cytoplasmatische Doméne und der transmembranen Helix von CD4 mit Hilfe
von N-Dodecyl-3-D-maltosid (DDM) losen 148t.

4.2.5 Die biochemische Untersuchung des myristoylierten Nef Pro-
teins

Die N-terminale Myristoylierung ist eine wichtige posttranslationale Verdnderung
des Proteins, die dessen Assoziation mit Membranen ermdoglicht [96, 81].

In einigen Studien deutete sich bereits an, daf§ sich die Konformation von myri-
stoyliertem Nef (myrNef) und nicht-myristoyliertem Nef (Nef(G2A)) unterscheidet.
Durch Circulardichroismus ermittelte Daten finden Dennis et al. (2005) mehr helikale
Bereiche im myristoyliertem Nef als im nicht-myristoyliertem Nef [55]. Die im NMR-
Experiment (DOSY) bestimmten Wasser zugéngliche Fléche von Nef entspricht nicht
der theoretischen Fldche, wenn N-Terminus und die C-terminale flexible Schleife voll-
kommen frei zugénglich sind [14, 16]. Hier wurde nun myrNef und Nef(G2A) mit
Hilfe der analytischen Gelfiltration untersucht. Es konnte beobachtet werden, dafl
myrNef in der analytischen Gelfiltration kleiner erscheint als Nef(G2A). Im Ver-
gleich mit einer Nef Variante, Nef(45-210), der ein grofier Teil des N-Terminus fehlt,
ist myrNef allerdings immer noch grofier. Die Myristoylierung beinflufit anschei-
nend die Grofle des Proteins und es kann in Anlehnung an das Modell von Arold
et al. (2001) spekuliert werden, da der N-Terminus der Ankerdoméne auf die Nef
Kerndoméne zuriickfaltet (siehe Abb. 4.3 ¢ geschlossene Konformation). Die Funk-
tion dieser Myristoylierungs-abhéngigen Konformation ist spekulativ. Fiir die kleine
GTPase Arfl konnte gezeigt werden, dafl die Myristoylierung ebenfalls Einflufl auf
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die Konformation des lipidierten Proteins hat. Man spricht im Falle von Arfl von
einem , Myristoylation switch“, was bedeutet, dafl durch den Nukleotidaustausch
oder die Bindung von Kalcium das Protein aktiviert wird und die Myristinséure,
die sonst innerhalb der Struktur verborgen liegt, ausklappt und zugénglich wird
[8, 140, 12]. Ein #hnlicher Schaltermechanismus wurde fiir Nef bisher nicht identi-
fiziert. Hier konnte nur gezeigt werden, dafl die Myristoylierung die Zugénglichkeit
des N-Terminus von Nef beeinfluit. Im Western Blot wurde beobachtet, dal myrNef
wesentlich schlechter durch einen Antikérper nachgewiesen werden kann, der gegen
den N-Terminus von Nef gerichtet ist. Das I'TC Experiment der Interaktion zwischen
dem Inhibitor und myrNef zeigt, daBl myrNef etwas schlechter an die CD4 Doméne
des Inhibitors bindet. Hier kann spekuliert werden, ob es Funktions-abhéngige Kon-
formationen gibt, die die Bindung von entsprechenden Proteinen jeweils erlaubt.
Nach dem Modell von Arold et al. (2000) entspricht die halb-offene Konformation
einer Signaling-Konformation und die offene Konformation einer Trafficking- oder
Porteintransport-Konformation (siehe Abb. 4.3).

Das Nef Protein tendiert zur Oligomerisierung. In einer Studie von Arold et al. (2000)
wurden mit einem nicht-myristoyliertem Nefpar(A1-57,A206) die Konzentrations-
abhéngige Ausbildung von Dimeren und Trimeren beobachtet [14]. In einer kiirzlich
erschienenen Studie von Dennis et al. (2005) werden sogar fiir ein myrNef (Nefgpio)
grofe Oligomere aus 16 Nef-Molekiilen bestehend beschrieben [55]. Die Daten der
analytischen Gelfiltration lassen solche oligomeren Strukturen fiir das myrNef und
Nef(G2A) nicht erkennen. Beide Proteine, myrNef und Nef(G2A), eluieren in einer
homogenen Monomer-Fraktion von der Sdule. Die verkiirzte Nef-Variante, Nef(45-
210), zeigt jedoch dhnlich wie in der Verdffentlichung [14], dafl neben der Monomer-
Fraktion eine weitere Fraktion (ca. 19.5 min) eluiert, die einer groferen Masse ent-
spricht, die auf Dimere oder Trimere hindeutet. In einer weiteren Untersuchung
in der analytischen Ultrazentrifugation wird der monomere Zustand des myrNef
bestétigt. Lediglich 8% liegen als Oligomer vor. Fiir das nicht-myristoylierte Nef
hingegen konnen wie fiir Nef(45-210) drei Populationen identifiziert werden, die Mo-
nomeren, Dimeren und Trimeren entsprechen. Zusammenfassend zeigt sich, dafl die
Myristoylierung die monomere Form begiinstigt, wihrend das nicht-myristoylierte
Nef zu Oligomeren tendiert. Die funktionale Relevanz dieser Oligomerisierung ist
bisher nicht ganz verstanden. Eventuell kann hier ein Artefakt vermutet werden.
Viele Proteine kommen in ihrer aktiven Form als Dimere vor. Hierunter befinden
sich auch Bindungspartner von Nef wie z.B. CD4 oder auch TZR ¢ [206, 78]. Es
kann spekuliert werden, dafl durch die Dimerisierung von Nef Nef-assoziierte Prote-
ine in rdumliche N&he gebracht werden und dadurch deren Aktivierung erfolgt (z.B.
Kinasen und T-Zellrezeptorkomplex) [14].

Ausblick: Die hier ermittelten Daten deuten auf eine Konformation des Nef Pro-
teins hin, die von dessen Bindung an die Membran abhéingig ist. Die Bestimmung
der Struktur von myrNef mit Hilfe der NMR-Spektroskopie konnte hier wichtige
Informationen liefern und die Bedeutung der Myristoyierung fiir die Nef Funktion
aufkliren. Es wurde bereits begonnen N /!3C-markiertes Nef zu generieren und die
Strukturlésung in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. S. Grze-
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siek an der Universitit Basel mit Hochstfeld NMR-Geréten durchzufithren. Hierbei
stellt vor allem die Strukturlésung in Gegenwart von Lipiden eine Herausforderung
dar. Zusétzlich kénnte die Interaktion zwischen dem myristoyliertem N-Terminus
von Nef und der Nef Kerndoméne in der isothermalen Titrationskalorimetrie un-
tersucht werden. Die Myristinsdure 1d8t sich nur mit Hilfe von BSA (siehe 2.2) in
Losung bringen. In einer Studie von Geyer et al. (1999) war es jedoch mdglich, einen
myristoylierten N-Terminus von Nef zu generieren, der léslich war [83]. Eventuell
ist es moglich, eine Bindungskonstante zwischen dem myristoylierten N-Terminus
und Nef(G2A) oder Nef(45-210) mit Hilfe der isothermalen Titrationskalorimetrie
zu bestimmen.
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Kapitel 5

Anhang

5.1 Grundlagen der Auswertung von Gleichgewichts-
Fluoreszenztitration, isothermalen Titrationskalori-
metrie, Oberflichen-Plasmon-Resonanz Spektrosko-
pie und analytischer Gelfiltration

5.1.1 Ermittlung der Dissoziationskonstanten aus Gleichgewichts-
Fluoreszenztitrationen

Fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstanten wird eine Gleichgewichts-Fluores-
zenztitrationen durchgefiithrt. Dabei variiert man die Ligandenkonzentration und
mifit die Fluoreszenz des Fluorophor-markierten Proteins. Wie in Kapitel 2.5.3 dar-
gestellt kann man die die Dissoziationskonstante aus der Reaktion der Fluorophor-
fluoreszenz auf die Ligandenkonzentrationsdnderung ermitteln.

Die Dissoziationskonstante (K3) kann durch Angleichen der mittels Fluoreszenz-
titration erhaltenen Bindungskurve an folgende quadratische Gleichung ermittelt
werden:

2
[P]0+[I2/]O+Kd + \/<[P]o+[1;]0+Kd)> — [Plo - [Lo

F:F0+(Fma;r_F0) [L]O

(5.1)

F = Fluoreszenzintensitét

Fy = Grundfluoreszenz des vorgelegten Liganden

Firae = maximale Fluoreszenzintensitit bei Sattigung

[Pl = Gesamtkonzentration des Proteins (M)

[Llp = Gesamtkonzentration des fluoreszierenden Liganden (M)
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Gleichung 5.9 leitet sich wie folgt her:
Die Gleichgewichtsreaktion der Bindung eines Liganden L an ein Protein P be-
schreibt:

kon
P+L = PL (5.2)

kogf

Die Dissoziationskonstante K ist der Quotient der dissoziierten und dem assoziier-
ten Protein (P)/Liganden (L)-Komplex:

[P]- L]
Ky = 5.3
1= (5.3
Nach der Massenerhaltung gilt:

Lo = L)+ [PL]  wnd  [Plo=[P]+[PL] (5.4)

[Plo,[Llo = Gesamtkonzentration an Protein bzw. Ligand

[P], [L] = Konzentration an freiem Protein bzw. Ligand

[PL] = Konzentration des Protein-Ligand-Komplex

Aus Massenwirkungsgesetz Gleichung 5.3 und Massenerhaltung Gleichung 5.4 ergibt
sich folgende Beziehung:

(5.5)

Auflésen der Gleichung nach [PL] ergibt zwei Losungen:

2
[PL]_[P]oﬂgmfcdi\/([Pw[g]omd) I
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Physikalisch sinnvoll ist hierbei jedoch nur die Losung mit dem negativen Vorzeichen
vor dem Wurzelterm. Bei der Fluoreszenztitration ist die Messgréfe die Anderung
der Fluoreszenzemission des fluoreszierenden Liganden. Die Anderung ist proportio-
nal zum Bindungsgrad, der durch das Verhiltnis von [PL] zu [L]y gegeben ist.

Die Proportionalitéitskonstante ist dabei die maximale Fluoreszenzianderung AF,,qz,
die unter Sattigungsbedingungen zu beobachten ist.

(5.7)

AF partielle Fluoreszenzénderung des Titrationsschritts
AF.. = maximale Fluoreszenzénderung bei Sattigung

Die gemessene Gesamtfluoreszenz F in jedem Titrationsschritt setzt sich zusammen
aus der Grundfluoreszenz Fy des freien fluoreszierenden Liganden und der Fluo-
reszenzzunahme AF' durch die Zugabe des Proteins. Zusammen mit Gleichung 5.7
ergibt sich:

F:F0+(Fmaac_F0)'— (58)

Somit ergibt sich fiir die Gesamtfluoreszenz durch Einsetzen von Gleichung 5.6 der
bereits oben erwihnte Zusammenhang zur Bestimmung von Kgy:

2
[P]0+[I2/]O+Kd + \/<[P]o+[1;]0+Kd)> —[Plo - [Lo

[Lo

F:F0+(Fmaac_F0)' (5'9)

F = Fluoreszenzintensitét

Fy = Grundfluoreszenz des vorgelegten Liganden

F.: = maximale Fluoreszenzintensitit bei Sattigung
Gesamtkonzentration des Proteins (M)

—_
[en]
I

o = Gesamtkonzentration des fluoreszierenden Liganden (M)
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5.1.2 Ermittlung der Dissoziationskonstanten aus der isothermalen
Titrationskalorimetrie

Wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben ist die Grundlage der Datenanalyse der isother-
malen Titrationskalorimetrie die Auftragung der Wiarmeénderung gegen das Molare
Verhiltnis Ligand in der Spritze zu Protein in der Zelle.
Die Dissoziationskonstante (K4) kann durch Angleichen der mittels ITC erhaltenen
Bindungskurve an folgende Gleichung ermittelt werden:

_n-[Plo-AH - V° [Lo 1 B [Lo 1 2 4L
@= 2 <1+n~[P]o - Ka-[Plo \/( 1P n-Ka-[P]o) - [Plo
(5.10)

Q = Wairmemenge (J)

n = Anzahl der Bindungsstellen des Proteins

[Pl = Gesamtkonzentration des vorgelegten Reaktionspartners (M)
[L]p = Gesamtkonzentration des zugegebenen Reaktionspartners (M)
AH® = molare Bindungsenthalpie (.J * mol~1')

%% = Volumen der Messzelle (1)

K, = Assoziationskonstante ( M 1)

Die Werte fiir AHY, n und K, werden iterativ an die Daten der kalorimetrischen
Messung angepaft.

Anschlielend berechnet man die Dissoziationskonstante Ky, AG und AS wie im
Folgenden beschrieben:

Ausgangspunkt ist die Gleichgewichtsreaktion der Bindung eines Liganden L an ein
Protein P, die sich durch eine Dissoziationskonstante Ky oder eine Assoziationskon-
stante K, beschreiben lafit:

Die Assoziationskonstante ergibt sich aus dem Zusammenhang:

e (e
M= T m P (5:11)

Die Dissoziationskonstante Ky ist der Kehrwert der Assoziationskonstanten K,:

Kq = (5.12)

1
K,
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Eine wichtige Gleichung der Thermodynamik ist die Gibbs-Funktion, die die Zusam-
mensetzung der freie Bindungsenthalpie AG aus den beiden energetischen Kompo-
nenten Enthalpie AH und Entropie AS beschreibt:

AG = AH —TAS (5.13)

Bei den Groflen AG, AH und AS handelt es sich immer um Standardgréfien un-
ter Gleichgewichtsbedingungen, gekennzeichnet durch den Index 0 (AG®, AH? und
AS%). Der besseren Ubersicht wegen werden aber die Indizes im folgenden wegge-
lassen.

Unter thermodynamischen Gesichtspunkten 148t sich eine Beziehung zwischen Ky
oder K, und der Freien Enthalpie wie folgt aufstellen:

AG = —RTInK, = RTInK4 (5.14)

AG = freie Enthalpie (J mol™!)

K, = Assoziationskonstante (M~1)

K4 = Dissoziationskonstante (M)

T = absolute Temperatur (K)

R = Gaskonstante (8.315 J mol~! K1)

Fiir ein ,,Single Site Binding Model“, also der Annahme, dafl das Protein in der Zel-
le nur einen Typ von Ligandenbinundgsplatz mit der gleichen Affinitét besitzt, 148t

sich der Bindungsgrad © in Zusammenhang mit der Assoziationskonstante bringen:

Fiir den Bindungsgrad © gilt:

(5.15)

Die Auflosung dieser Gleichung nach [PL] und Einsetzen in Gleichung 5.11 ergibt
schliellich:

K, = (5.16)

(1-0)-[L]
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Fiir den Liganden L kann eine Massenbilanz unter Beriicksichtigung der Zahl der
aktiven Ligandenbindungsstellen n des Proteins aufgestellt werden:

[Llo=[L]+n-[PL]=[L]+n-0©-[P] (5.17)

Auflosung der Gleichung 5.16 und 5.17 nach [L] und Gleichsetzen fiihrt zu einer
quadratischen Gleichung in © :

0_@2—6(1+ FL]O T ) (5.18)

Die bei der Bindung gemessene Wiarme Q ist proportional zur Stoffmenge des Makro-
molekiils ([P]o * V') in der MeBzelle, wobei die Proportionalititsfaktoren die molare
bindungsenthalpie AHj der Bindungsgrad © und die Anzahl der Ligandenbindugs-
stellen n sind:

Durch Auflésen der quadratischen Gleichung 5.18 nach dem Bindungsgrad © und
Einsetzen in Gleichung 5.19 ergibt sich letztendlich Gleichung 5.20:

_n-[Plo-AH"-V° [Lo 1 B [Lo 1 > 4L
@= 2 (1+n~[P]o+n~Ka~[P]o \/(1+n~[P]o+n-Ka-[P]o) n~[P]o)

(5.20)

Q = Wairmemenge (J)

n = Anzahl der Bindungsstellen des Proteins

[Pl = Gesamtkonzentration des vorgelegten Reaktionspartners (M)
[L]o = Gesamtkonzentration des zugegebenen Reaktionspartners (M)
AH® = molare Bindungsenthalpie (.J * mol~1)

%% = Volumen der Messzelle (1)

K, = Assoziationskonstante ( M 1)
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5.1.3 Ermittlung der Dissoziationskonstanten aus der Oberflichen-
Plasmon-Resonanz Spektroskopie

Es wird angenommen, daf3 die Assoziationskinetik der Interaktion zwischen Ligand
und Protein einer Kinetik pseudo-erster-Ordnung entspricht und zudem eine 1:1
Bindung vorliegt. Demnach 148t sich mit folgender Glweichung die K4 berechnen.

Die Rate der Komplexbildung aus Protein und Ligand setzt sich aus der Assoziati-
onsrate und Dissoziationsrate zusammen.

kobs = %;L] = kon * [L] + kog g (5.21)
kon = Assoziationsrate (M ~'s7!)
koff = Dissoziationsrate (s71)
kos = die beobachtete Assoziationsrate
[L] = Ligandenkonzentration

Geméfl dem Massenwirkungsgesetz entspricht die Dissoziationskonstante der Ratio
aus Dissoziationsrate und Assoziationsrate.

k
Kq = =21 (5.22)
kOTL
kon = Assoziationsrate (M~'s7!)
kosf = Dissoziationsrate (s~1)
K4 = Dissoziationskonstante (M)

Die Assoziation des Ligand-Protein-Komplexes folgt einer Funktion der Zeit. Die hier
beobachten Kinetiken der Nef-Inhibitor-Bindung zeigen einen einfach-exponentiellen
Zusammenhang.

R(t) = Req[]_ — exp(_kobs(t))] (523)

R(t)= biosensor Response zum Zeitpunk t
R., = biosensor Response zum Zeitpunk der Sattigung (maximale Response)
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Eops verhdlt sich linear zur Liganden-Konzentration [L].
Bei der Ausgleichgeraden entspricht £, der Steigung und k, ¢y dem y-Achsenabschnitt.

Es empfiehlt sich k,fy durch ein seperates Dissoziationsexperiment zu bestimmen,
da die Genauigkeit bei der Bestimmung tiber den y-Achsenabschnitt nicht optimal
ist.

5.1.4 Ermittlung der Molekularmasse aus der analytischen Gelfil-
tration

Die Kalibrierung der Gelfiltrationssidule mit einem Protein-Standard bietet die Méglich-
keit die Masse eines Proteins zu bestimmen.

Hierfiir wird das Elutionsvolumen der Proteine des Standards aufgenommen und
durch folgende Gleichung der jeweilige K 4y-Wert ermittelt:

Ve — Vo
Kpyy = —— 5.24
W= (521)
V. = Elutionsvolumen
Vo = Aussschluflvolumen
Vr = Totalvolumen

Die Auftragung der K4y -Werte gegen den Logarithmus der Molekularmasse zeigt
einen linearen Zusammenhang. Aus der Geradengleichung der Ausgleichgeraden
kann nun die Molekularmasse eines Proteins unbekannter Gréfle nach Bestimmung
des Elutionsvolumens berechnet werden.



132

Anhang -

5.2 Zuséatzliche Ergebnis-Tabellen

5.2.1 Die Molekularmassen der verwendeten Proteine

Tabelle 5.1: Die kalkulierten Molekularmassen (MW) der verwendeten Proteine.
Alle Molekularmassen wurden mit Hilfe des Servers Expasy Protparam tool

(http://us.expasy.org/) berechnet.

Protein MW (kDa) | MW (kDa) MW (kDa)
mit tag ohne tag im MALDI-TOF-MS bestimmt

Nef(1-210) 97.004 (His) 94.126 96.983 (mit tag)
Nef(28-210) 24.094(His) 21.126 94.232 (mit tag)
Nef(45-210) 92.102 (His) 19.134 21.940 (mit tag)
Nef(59-210) 20.995 (His) 18.027 20.931 (mit tag)
Nef(C71) 27.124 (His) 24.156 97.142 (mit tag)
Nef(C85) 27.084 (His) 24.116 ;
Nef(50) 27.004 (His) 24.126 26.969 (mit tag)
myrNef 95.609 (His) ; 26.641 (mit tag)
Nef(G2A) 25.575 (His) - 25.563 (mit tag)
SH3(wt) 34.637 (GST) 7.556 7.722 (ohne tag)
SH3(A1) 34.592 (GST) 7.511 7.481 (ohne tag)
SH3(B6) 34.688 7.607 7.473 (ohne tag)
CD4-A1 39.372(GST) 11.968 39.203 (mit tag)
CD4-SQS-A1 | 15.032(His) 12.064 15.037 (mit tag)
CD4-SQS-A1 | 39.152 (GST) | 12.064 ;
CD4-LLAA-A1 | 39.099 (GST) | 11.695 ;
CD4-12G-A1 39.613 (GST) 12.209 39.641 (mit tag)
CD4-sh-A1 37.742 (GST) | 10.338 37.950 (mit tag)
A1-CD4 39.372(GST) 11.968 39.303 (mit tag)
A1-CD4-SQS 15.032(His) 12.064 -
A1-CD4-sh 37.742 (GST) 10.338 37.802 (mit tag)
A1-CD4-LLAA | 39.099 (GST) | 11.695 ;
32(279-510) 29.390 (His) 26.422 99.240 (mit tag)
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5.2.2 Ubersicht der mit Hilfe der isothermalen Titrationskalorime-
trie ermittelten Daten

Tabelle 5.2: Ubersicht der mit Hilfe der isothermalen Titrationskalorimetrie be-
stimmten thermodynamischen Parameter der in dieser Arbeit beschriebenen

Interaktionen.
Interaktion Kq AG AH AS T AS n
(nM) | (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol/deg) | (kcal/mol)

Nef(45-210) & SH3*(wt) 1500 | -7.931 -4.503 0.0115 3.428 | 0.97
Nef(45-210) & SH3*(A1) 180 | -9.169 -8.161 0.0035 1.008 | 0.99
Nef(45-210) & SH3*(B6) 47 | -9.924 -7.985 0.0067 1.939 | 0.95
£32(279-510) & Nef Peptid 2900 | -7.338 -1.028 0.0219 6.310 0.69
Nef(1-210) & SH3(wt) 244 | -8.706 -4.240 0.0155 4.466 1.08
Nef(1-210) & SH3(A1) 140 | -9.035 -8.897 0.0005 0.138 1.07
Nef(1-210) & CD4-A1l 84 | -9.327 -8.506 0.0028 0.821 1.09
Nef(1-210) & A1-CD4 26 | -10.011 | -11.400 -0.0048 -1.388 | 0.97
Nef(1-210) & CD4-12G-A1 62 | -9.508 -8.223 0.0044 1.285 1.06
Nef(1-210) & CD4-SQS-A1 87 | -9.304 -8.8636 0.00232 0.668 1.12
Nef(1-210) & A1-CD4-SQS 27 | -9.978 -11.500 -0.0053 -1.521 | 1.03
Nef(1-210) & A1-CD4-sh 41 | -9.737 -7.035 0.0094 2.702 0.98
Nef(1-210) & A1-CD4-LLAA 96 | -9.253 -6.910 0.0082 2.348 1.1
Nef(AxxA) & A1-CD4 1200 | -8.091 -4.096 0.0134 3.995 | 0.85
Nef(28-210) & A1-CD4-sh 50 | -9.612 -12.220 -0.0091 -2.607 | 1.00
Nef(45-210) & A1-CD4-sh 96 | -9.272 -16.130 -0.0238 -6.857 | 1.06
Nef(59-210) & A1-CD4-sh 148 | -9.099 -13.810 -0.0151 -4.472 | 0.98
myrNef & A1-CD4 52 | -9.919 -6.789 0.0105 3.1305 | 1.01
Nef(G2A) & SH3(wt) 188 | -9.004 -9.089 -0.0003 -0.0847 | 0.9
myrNef & SH3(wt) 150 | -9.312 -9.589 -0.0009 -0.2761 | 0.87
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5.3 Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
AS
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DNA
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RNA
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GSH
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kDa
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