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1 ZUSAMMENFASSUNG 1

1 Zusammenfassung

Das Nef Protein trégt als eines der akzessorischen Proteine des HI-Virus zur Patho-
genitdt des Virus bei. Dabei iibernimmt es eine Vielzahl an Funktionen, wie z. B.
die Internalisierung von Rezeptoren der T-Zelle. Zudem ist intaktes Nef fiir die Pro-
gression einer HIV Infektion zu AIDS erforderlich. Diese Funktion ist von der N-
terminalen Myristoylierung des Nef Proteins abhéngig, die eine Voraussetzung fiir
die Membranbindung darstellt.

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem ersten Schritt das native, myristoy-
lierte HIV-1 Nefgpo Protein rekombinant in E.coli hergestellt. Die Myristoylierung
wurde dabei durch die N-Myristoyl-Transferase katalysiert, und der Nachweis der
vollstandigen Myristoylierung wurde durch Massenspektrometrie erbracht.

Die Kinetik der Membranbindung von Nef wurde mittels transienter Fluoreszenz-
spektroskopie untersucht. Durch Entwicklung eines auf FRET basierenden Ansat-
zes in vitro konnte die Assoziation von Nef an Modellmembranen zeitlich aufgelost
werden. Es wurde ein biphasischer Kurvenverlauf beobachtet, der eine schnelle kon-
zentrationsabhiingige (20 bis 100s~!) und eine langsame konzentrationsunabhiingige
(~ 3s7!) Rate beinhaltet. Diese Raten konnten der initialen Assoziation von Nef
an die Membran und einer anschliefsend stattfindenden Isomerisierung des Proteins
zugeordnet werden. Untersuchungen mittels CD-Spektroskopie zeigen, dass bei Mem-
branbindung der a-helikale Anteil zunimmt, sodass die Isomerisierung des Proteins
vermutlich auf die Ausbildung einer N-terminalen amphipathische a-Helix zuriick-
geht.

Die Auswertung der Fluoreszenzamplitude der Bindungskinetik lieferte ein Wert
von 25 Lipiden, die eine Bindungsstelle fiir ein Nef Molekiil bilden. Durch Annahme
einer Folgereaktion der Form

Nef + Vesikel ::1 Nef o Vesikel ::2 Nef;,, ® Vesikel
-1 —2

fiir die Membranbindung von Nef konnte eine auf die Bindungsstelle bezogene Dis-
soziationskonstante (Kjy) von ca. 0,3 uM ermittelt werden. Dieser Ky4-Wert wurde
fiir Modellmembranen erhalten, die 30 % anionische Lipide und einen hydrodynami-
schen Radius von 50 nm aufweisen. Eine Verdnderung der Ladung oder Kriimmung
der Membran fiihrt zu einem verénderten Bindungsverhalten. Die Affinitat von Nef
zu Modellmembranen nimmt mit dem Anteil an anionischen Lipiden exponentiell zu.
Eine Bindung an elektrisch neutrale Membranen konnte tiberraschenderweise nicht
nachgewiesen werden. Durch Variation des Liposomenradius und somit der Kriim-
mung der Membranoberfliche konnte gezeigt werden, dass Nef eine hohere Affinitdt
zu starker gekriimmten Membranen aufweist. Die Rate der Myristininsertion zeigt
eine Abhiingigkeit vom Liposomenradius der Form 1/r?. Demgegeniiber scheint die
Zusammensetzung der Membran eine untergeordnete Rolle zu spielen, da Cholesterol
oder Sphingomyelin die Bindung von Nef nicht signifikant beeinflussen.

Durch Mutationsstudien konnte gezeigt werden, dass N-terminal lokalisierte, basi-
sche und hydrophobe Aminoséduren zu der Membranbindung von Nef beitragen. Eine
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Mutation von vier Argininen zu Alanin fiihrt zu einer um den Faktor 3,8 reduzierten
Affinitdt zu den Modellmembranen. Die Mutation der hydrophoben Aminosiuren
W5, Mg und W3 resultiert in einer um den Faktor 2,5 geringeren Affinitét. Fiir
eine nicht myristoylierte Variante von Nef (G2A) konnte noch eine schwache Mem-
branbindung detektiert werden, wahrend die vollstandige Deletion der N-terminalen
Ankerdoméne (Nefaj_59) die Membranbindung verhindert.

Interessanterweise wird die Gleichgewichtskonstante des ersten Gleichgewichts so-
wohl durch die Kriimmung der Liposomen, als auch durch die Mutation der basischen
Aminoséduren bzw. der Konsensusequenz fiir die Myristoylierung beeinflusst. Daraus
kann geschlossen werden, dass die schnelle erste Phase vermutlich zwei Prozesse um-
fasst, die nicht direkt mit der angewendeten Methode aufgeldst werden konnten.
Somit konnte ein Modell fiir die Membranbindung von Nef entwickelt werden, das
aus drei Stufen besteht. Dabei findet zuerst die Assoziation von Nef an die Lipo-
somen iiber elektrostatische Wechselwirkungen statt, gefolgt von der Insertion des
Myristins und ggf. anderer hydrophober Reste in die Membran. Der dritte Schritt
entspricht dann der Isomerisierung des Proteins.

In einem weiteren Projekt wurde der Einfluss einer artifiziellen Farnesylierung am
C-terminalen Ende von Nef untersucht. Es konnte mittels thermal denaturierender
CD-Spektroskopie gezeigt werden, dass myristoyliertes Nef eine hohere Stabilitét be-
sitzt als die nicht myristoylierte Variante, wiahrend die C-terminale Farnesylierung
das Protein sogar destabilisiert. In vivo wird durch die Farnesylierung die Internali-
sierung des CD4-Rezeptors unterbunden und fithrt somit zu einem Funktionsverlust
von Nef. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Wahl der Lipidierung und die
Orientierung von Nef an der Membran fiir seine Funktion entscheidend ist.

Insgesamt sind also mehrere Determinanten - sowohl auf der Seite der Membran
als auch auf der Seite des Proteins - essentiell, um die Membranbindung und somit
die Funktion von Nef zu gewéhrleisten.
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2 Einleitung

2.1 TUberblick iiber die Pandemie des Humanen Immundefizienz-
Virus

Die durch das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) ausgeloste Immunschwéche-
krankheit AIDS (acquired immune deficiency syndrome) ist trotz inzwischen 25 Jah-
ren Forschung noch immer eine Erkrankung, fiir die eine Heilung nicht moglich ist,
wenngleich seit ihrer Entdeckung die Therapiemdoglichkeiten deutlich verbessert wur-
den. Allerdings hat nur ein Bruchteil der insgesamt 33,2 Millionen HIV-Infizierten
Zugang zu diesen kostenintensiven Therapien. Die Pandemie HIV nahm ihren Anfang
in Kamerun, wo das Virus einen Wirtswechsel vom Schimpansen auf den Menschen
vollzog [1]. Mithilfe statistischer Methoden wurde der Zeitpunkt fiir diese Transmis-
sion auf 1930 geschétzt [2]. Das fritheste HIV-Isolat, das man nachtriglich aus einer
Probe gewinnen konnte, stammt aus dem Jahr 1959, allerdings dauerte es iiber 20
weitere Jahre bis das Virus nachgewiesen werden konnte. Bis dahin hatte sich HIV
vermutlich bereits iiber fiinf Kontinente ausgebreitet, was durch die fast symptom-
freie Inkubationszeit von mehreren Jahren begiinstigt wurde. Die erste Vermutung,
dass das gehaufte Auftreten von PCP (pneumocystis carinii pneumonia), eine Form
der Lungenentziindung, auf einen neuartigen Erreger zuriickzufiihren ist, d&ufferten
Gottlieb et al. 1981 [3]. Die Isolierung des Virus gelang wenig spéiter den Gruppen
um Luc Montagnier [4] und Robert Gallo [5|. Seitdem wurden grofe Fortschritte
im Kampf gegen HIV gemacht. Ein Bluttest wurde bereits 1985 entwickelt [6], und
das erste von der FDA (Food and Drug Administration) zugelassene Medikament,
AZT (Azidothymidin), das die Reverse Transkriptase des Virus inhibiert, wurde 1987
fiir den Einsatz freigegeben. Die hohe Mutationsrate des HIV fiihrte jedoch zu der
schnellen Resistenzentwicklung gegeniiber einzelnen, in Monotherapien verwendeten
Praparaten, und der grofte Fortschritt wurde durch den Einsatz von HAART (high-
ly active anti-retroviral therapy) erzielt. Diese erstmals 1996 eingesetzte Therapie,
bei der eine Kombination aus mehreren antiviralen Praparaten verabreicht wird, er-
hohte die Lebenserwartung fiir einen 25-jahrigen HIV-Infizierten von 7,6 Jahren auf
geschétzte 39 Jahre in den Jahren 2000-2005, wenn keine Koinfektion mit Hepatitis
C vorliegt. Durch diese Therapie wurde die Lebenserwartung eines HIV-Patienten in
Richtung der durchschnittlichen Lebenserwartung eines Nichtinfizierten verschoben,
die bei 51,1 Jahren liegt [7] *. Mit 33,2 Millionen Infizierten und 2,1 Millionen To-
desfillen im Jahre 2007 [8] ist das HI-Virus fiir die grofste Pandemie der Menschheit
verantwortlich und stellt die Forschung immer noch vor die Aufgabe einen Impfstoff
oder eine Therapie, die eine vollstindige Genesung erméglicht, zu entwickeln.

!Diese Statistik wurde in Danemark, einer Industrienation, in denen der Zugang zu antivira-
len Medikamenten gesichert ist, erhoben. Somit sind die Ergebnisse nicht fiir alle Lénder — im
Besonderen nicht fiir die Entwicklungsldnder — giiltig.
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2.2 Organisation des Genoms von HIV

HIV gehort zu der Familie der Retroviren und innerhalb dieser Familie zu der Grup-
pe der Lentiviren, welche sich durch eine lange Inkubationszeit auszeichnen. Das
Genom des Virus ist 9,7 kb grofs und enthélt 9 offene Leserahmen, die fiir insgesamt
15 Proteine kodieren (siehe Abb. 1). An beiden Enden wird das Genom durch LTRs
(long terminal repeats) flankiert, wobei am 5’ LTR der Promotor lokalisiert ist. Die
Mehrzahl der Proteine wird in Form der drei Polyproteine Gag (group-specific anti-
gen), Pol (polymerase) und Env (envelope) gebildet, die anschliefsend proteolytisch in
die einzelnen, funktionalen Proteine gespalten werden. Aus Gag werden die Proteine
MA (matriz), CA (capsid), NC (nucleocapsid) und das Peptid p6 gebildet, von de-
nen die drei Erstgenannten strukturelle Bestandteile des Virus darstellen und p6 fiir
das Verpacken des Virus wichtig ist. Die Spaltprodukte von Pol bilden die Proteine
PR (protease), RT (reverse transcriptase) und IN (integrase), die samtliche Enzyme
des Virus umfassen. Um die Stochiometrie von ca. 20:1 zwischen Strukturproteinen
und Enzymen zu gewéhrleisten, wird das Polyprotein Pol nur als Fusionsprodukt
zwischen Gag und Pol nach einer Leserahmenverschiebung gebildet. [9]. Eine Ver-
schiebung des Gleichgewichts zugunsten einer erhhten Konzentration an Pol fiihrt
zu einer drastischen Reduktion der Virusinfektiositét [10]. Das Polyprotein Env wird
zu den Hiillproteinen gpl120 und gp4l prozessiert. Zuséatzlich zu diesen, den Re-
troviren gemeinen Proteinen, werden noch sechs sogenannte akzessorische Proteine
kodiert, ndmlich Tat, Rev, Vif, Vpu, Vpr und Nef, die keine enzymatische Aktivitdt
aufweisen, aber fiir die Replikation ebenfalls von entscheidender Bedeutung sind. Tat
z. B. erhoht die niedrige basale Transkription des HIV-LTR ca. 100-fach durch Re-
krutierung des humanen pTEFb-Komlexes (positive-transcriptional elongation factor
b) an TAR (trans-activating response element), das am 5’-Ende entstehender vira-
ler Transkripte zu finden ist. Dies fiihrt dann zu einer Phosphorylierung der CTD
(C-terminal domain) der RNA-Polymerse II und ihrer Uberfithrung in den Elonga-
tionszustand. Als weiteres Beispiel vermittelt Rev den Export ungespleifster viraler
mRNA durch Bindung an das RRE (Rev responsive element). Dadurch wird das nor-
malerweise stattfindende Spleiffen der mRNA im Zellkern verhindert und vollstdndige
Transkripte konnen in das Cytosol gelangen.
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Abbildung 1: Organisation des viralen Genoms; entnommen aus Frankel and Young, 1998 [11].

2.3 Das HIV-1 Nef Protein

Das HIV-1 Nef Protein, das aufgrund seiner Position im Genom zuerst als 3’-orf oder
B-ORF bezeichnet wurde, gehort zu den akzessorischen Proteinen des HI-Virus, und
die Deletion des nef-Gens unterbindet nicht dessen Replikation. Die Abkiirzung Nef
leitet sich von "negative factor" ab und spiegelt erste Beobachtungen wieder, die
einen negativen Einfluss auf die Virusreplikation nahelegten. [12, 13, 14, 15]. Al-
lerdings konnten diese Ergebnisse nicht bestdtigt werden und bereits 1991 konnte
anhand von Versuchen mit SIV (simian immunodeficiency virus), ein dem HIV ver-
wandten Virus bei Affen, gezeigt werden, dass Rhesusaffen mit einer Nef-defizienten
Virusvariante deutlich geringere Viruslasten aufweisen [16]. Dies zeigte sich eini-
ge Jahre spéter auch beim Menschen. Untersuchungen einer Gruppe von Langzeit-
iiberlebenden einer australischen Kohorte ergaben eine grosse Deletion im nef-Gen
[17, 18, 19]. Seitdem wurden Nef eine Vielzahl an Funktionen zugeordnet, die eine
Bezeichnung als Pathogenitétsfaktor erlauben.

2.3.1 Biochemische und strukturelle Eigenschaften

Das Nef Protein ist — je nach Variante — ein 25 bis 35 kDa grosses, myristoylier-
tes Protein, dessen Struktur in zwei verschiedene Doménen gegliedert werden kann,
die zuerst durch limitierte Proteolyse identifiziert wurden [20]. Diese Doménen wur-
den durch Losen der dreidimensionalen Struktur bestéitigt. [21, 22, 23, 24|. Den C-
terminalen Bereich bildet die kompakt gefaltete, im Falle von HIV Nefyr4_3 93 Ami-
nosduren umfassende, Kerndoméne, die aus vier a-Helices und fiinf g-Faltbliattern
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besteht. Unterbrochen wird die Kerndoméne von einer ungeordneten Schleife zwi-
schen AS 152 und 184. Die N-terminalen 61 Aminoséuren stellen den zweiten Be-
reich des Proteins dar, und das Fragment 2-57 enthéalt nur zwei kurze a-helicale
Bereiche, die durch NMR-Spektroskopie (nuclear magnetic resonance) identifiziert
wurden [25]. Problematisch fiir die Strukturbestimmung von Nef ist vor allem der
geringe Anteil an Sekundérstruktur im Protein. Aus den separaten Strukturen beider
Bereiche wurde ein Modell (sieche Abb. 2) fiir das gesamte Protein erstellt, um die
Grofenverhéltnisse sichtbar zu machen [26]. Wahrend der myristoylierte N-terminus
vermutlich vor allem der Rekrutierung des Proteins an Membranen dient, finden
sich in der Kerndoméne nahezu alle Sequenzmotive, die fiir eine Modulation der
Transportfunktionen und der Signaltransduktion in der Wirtszelle von Bedeutung
sind. Bezogen auf sémtliche Subtypen von HIV-1 weist Nef einen erstaunlich hohen
durchschnittlichen Konservierungsgrad von 84 % auf. Wahrend jedoch vor allem die
Kerndoméne eine hohe Sequenzkonservierung besitzt, befinden sich in der N- und
C-terminalen Region neben einigen absolut konservierten Motiven, wie die Myri-
stoylierungsstelle oder das Dileuzinmotiv, die weniger konservierten Bereiche. Diese
sind allerdings aufgrund ihrer Oberflachenzugénglichkeit, die eine Basis fiir Interak-
tionen bildet, und ihrer Flexibilitiit, die eine Anderung der Konformation erlaubt,
ebenfalls fir die Funktion von Nef von Bedeutung [29]. Insgesamt wurde fiir das
Modell des Nef Proteins eine Oberfliche von 17.600 A2 errechnet, zu welcher die
Aminoséuren aus den flexiblen Bereichen (55 % aller AS) mit 69 % iiberproportional
beitragen. Bei Darstellung des elektrostatischen Potentials der Oberfliche (Abb. 3)
fallt auf, dass Nef einen Dipolcharakter besitzt. Der positiv geladene N-Terminus
scheint fiir die Memranbindung des Nef Proteins essentiell zu sein [30], und nega-
tive Ladungen in der flexiblen Schleife kénnten dazu dienen, diesen ungeordneten
Bereich einzuleiten und Sekundérstrukturbildung zu vermeiden. Die elektrostatische
Repulsion der Schleife von Membranen kénnte fiir eine korrekte Orientierung von
Nef an Membranen von Bedeutung sein. Neben elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen Nef und seinen Interaktionspartnern, wurden die AS R105 and D123 mit
der Dimerisierung von Nef in Verbindung gebracht, wobei die Dissoziationskonstante
von 0,7mM sehr hohe Konzentrationen von Nef in der Zelle voraussetzten wiirde
[23]. Diese Dimerisierung ist allerdings umstritten und es wurden verschiedene Be-
obachtungen gemacht, die Dimerisierung, Trimerbildung bis hin zu Formation von
hoheren Oligomeren favorisieren 31, 32, 33, 34].

2.3.2 Funktionen des Nef Proteins

Bis heute wurde eine Vielzahl an Funktionen und Interaktionspartnern fiir Nef iden-
tifiziert, die die Bezeichnung von Nef als molekularen Adaptor erlauben (fiir einen
Uberblick siehe: [35, 36]). Die Funktionen, die Nef in der Wirtszelle ausiibt, lassen
sich in zwei Kategorien aufteilen: Modulation von Transportprozessen einerseits, und
Anderung der Signaltransduktionswege andererseits.
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M4, GxxxS

N-Myristoyl-Transferase
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C (55)AW LEA Thioesterase
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Dy74DPXXE

\
c-Raf 1 Kinase
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Adaptor Proteine

Abbildung 2: Sekundirstruktur des Nef-
Proteins mit den fiir die Modulation von Trans-
portprozessen (Orange) bzw. Signaltransdukti-
on (Griin) wichtigen Motiven; In Rot: Sequenz-
motive an den Nef modifiziert werden kann; Die
Abb. wurde mit PyMOL [27] erstellt.

Abbildung 3: Elektrostatische Oberflichen-
darstellung, erstellt mit GRASP [28]; gezeigt ist
die Ladung von 8 (blau) bis -8 (rot) kg7 mit kp
= Boltzmannkonstante, 7' = Temperatur.

2.3.2.1 Transportprozesse Zu den wichtigsten Aufgaben von Nef zdhlt die In-
ternalisierung und Degradierung von Oberfichenrezeptoren infizierter T-Lympho-
zyten. Durch die Internalisierung des CD4-Rezeptors, der den Hauptrezeptor fiir den
Eintritt des Virus in die Zelle stellt [37, 38|, wird sowohl die Superinfektion der Zelle
[39], als auch ein Riickbinden neuer, knospender Viren an die bereits infizierte Zelle
verhindert. Fiir diese Funktion ist ein intaktes Dileuzinmotiv E(jg9)xxxLL in Nef
unabdingbar [40]. Das eigene Dileuzinmotiv des CD4-Rezeptors ist normalerweise
durch die Kinase Lck maskiert [41], und die Internalisierung kann nach Phospho-
rylierung des Dileuzinmotivs erfolgen. Nef stort diese Interaktion, indem es an den
cytoplasmatischen Teil von CD4 bindet und Bestandteile der Clathrin-vermittelten
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Endozytose, die AP(assembly polypeptide)-Komplexe, rekrutiert. Als Folge davon
wird der CD4-Nef-Komplex internalisiert und zur Degradation in den lysosomalen
Weg geleitet.

Auch die Oberflichenkonzentration von MHC-I (major histocompatibility complex
class I) wird durch Nef vermindert [42|. Die Rolle von MHC-I liegt in der Pré-
sentation von Antigenen auf der Oberfldche infizierter Zellen, die dann von CTLs
(cytotoxic T-lymphocytes) erkannt und vernichtet werden. Die Nef-vermittelte Inhi-
bition der Antigenprisentation dient HIV somit dazu, dem Immunsystem des Wirtes
zu entkommen [43]. Bemerkenswert ist die selektive Verminderung von den MHC-I
Allotypen HLA-A/HLA-B, nicht aber von HLA-C/HLA-E [44|. Ein Fehlen beider
Rezeptoren wiirde eine Immunantwort durch NKs (natural killer cells) auslosen.
Dariiber wie die Halbwertszeit von MHC-I Molekiilen an der Plasmamembran re-
duziert wird, gibt es unterschiedliche Meinungen. Wéhrend die Verminderung von
CD4 durch Clathrin-vermittelte Internalisierung geschieht, kann Plasmamembran-
gebundenes MHC-I durch Arf6 vermittelte Endocytose internalisiert werden [45].
Fraglich ist, ob Nef schon den Transport von MHC-I vom TGN (Transgolginetzwerk)
zu der Zellmembran unterbricht. Hierzu wurden unterschiedliche Beobachtungen ge-
macht [45, 46].

Vor kurzem wurde in einer Studie gezeigt, dass HIV-2 und die meisten Nef Varian-
ten in SIV auch CD3~, einen Bestandteil des T-Zell-Rezeptors (TZR) internalisieren,
wodurch eine zu starke Aktivierung des Immunsystems verhindert wird. Das Nef Pro-
tein des HIV-1 hingegen besitzt diese Fahigkeit nicht, wodurch sich vermutlich die
erhohte Pathogenitét des Virus erkldren lasst [47].

2.3.2.2 Signaltransduktion Die Replikation von HIV verlduft nur in aktivier-
ten T-Zellen effizient [48], und das Virus ist in der Lage eine teilweise Aktivierung
der T-Zelle herbeizufiihren. Dies geschieht z.T. durch Nef-vermittelte Modulation
der Signaltransduktion des TZR [49]. In einer gesunden CD4"-T-Zelle werden, nach
Kontakt mit dem antigenprasentierenden MHC-II Rezeptor einer anderen Zelle, ei-
ne Reihe von Phosphorylierungsschritten, sowohl am TZR als auch an cytosolischen
Kinasen durchgefiihrt, die letztendlich iiber verschiedene Signalwege zu einer Aktivie-
rung der Transkriptionsfaktoren AP-1 (Ras-Signalkaskade), NFAT (Ca?*-Signalweg)
und NFxB (DAG-Signalweg) fiithren. Eine Folge davon ist z. B. die Produktion von
IL-2 (Interleukin 2) und seinem Rezeptor, was zu einer weiteren Aktivierung und
Teilung der T-Zelle beitrdgt. Nef greift in diesen Prozess ein, indem es zu einer Er-
hohung z.B. der AP-1 Aktivierung [50, 51|, der NFAT Aktivierung [52] oder zur
erhohten Produktion von IL-2 [53] beitrdgt. In &lteren Studien wurden allerdings
auch widerspriichliche Beobachtungen gemacht [54, 55].

Weiterhin ist bekannt, dass Nef durch Bindung an die SH3 Doméne von Vav,
einem GEF (guanine nucleotide exchange factor) fiir die GTPasen Rac bzw. Cdc42,
diese aktivieren kann |56, 57|. Dies wiederum fiihrt zu einer Aktivierung der Kinase
PAK 2 (p21-activated kinase 2) |58, 59, 60], was nachfolgend sowohl zu einer Umla-
gerung des Zytoskeletts, als auch zu einem Auslésen der JNK/SAPK-Signalkaskade
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fiihrt. Ersteres konnte einen Einfluss auf das Knospen des Virus haben, wohingegen
Letzteres zu einer erhthten Transkription durch den HIV-Promotor fiihrt [60].

Eine verhéltnisméfig neue Erkenntnis ist die Modulation der immunologische Syn-
apse — ein Zell-Zell-Kontakt zwischen Antigen-prisentierenden Zellen (APZs) und
T-Zellen — durch Nef [61]. Der Kontakt zwischen diesen zwei Zellen fiihrt zu ei-
ner lokalen Reorganisation des Zytoskeletts und der zielgerichteten Rekrutierung des
TZRs und vieler Signalproteine an die Kontaktstelle. Die immunologische Synapse
ist von entscheidender Bedeutung fiir eine situationsabhéngige Immunantwort, da je
nach Kontaktdauer, Aktivierungszustand der beteiligten Zellen oder der Signalstérke
unterschiedliche Reaktionen — von der Aktivierung der T-Zelle bis hin zur Vernich-
tung der Zielzelle — ausgelost werden konnen [62]. Nef verhindert das Ausbilden der
immunulogischen Synapse indem es das Recycling bzw. den anschliefsenden Trans-
port des TZRs und der Kinase Lck zur Kontaktstelle verlangsamt. Dies wird durch
ein Zuriickhalten der Proteine in den endozytotischen Kompartimenten vermittelt
[63], was zu einer verringerten, extrazelluliren Stimulation der T-Zelle fiithrt. Da Lck
normalerweise fiir die Internalisierung und Degradation des TZR verantwortlich ist,
kénnte das Zuriickhalten dieses Proteins einen weiteren Beitrag zur Verlangsamung
der Internalisierung des TZR leisten. Zusétzlich inhibiert Nef die Reorganisierung des
Zytoskeletts an der immunologischen Synapse. Das fiir die Ausbildung eines funk-
tionellen Signalkomplexes kritische Protein N-WASP erhélt unter dem Einfluss von
Nef nicht mehr die fiir seine Aktivitdt wichtige Phosphorylierung, was eine Inhibi-
tion der Aktinreorganisation zur Folge hat und letztendlich die Ausbildung einer
immunologischen Synapse verhindert.

Nef erfillt im viralen Lebenszyklus des HIV eine Reihe weiterer Aufgaben, wie
z.B. die Inhibition der Apoptose infizierter Zellen. Die meisten davon sind in den
Ubersichtsarbeiten [35, 64, 65] beschrieben, allerdings sollte erwihnt werden, dass es
iiber einige Funktionen wie z. B. die Bindung von Nef an 3-COP oder auch in Bezug
auf die Aktivierung von T-Zellen unterschiedlich Befunde gibt. Einen Uberblick iiber
die wichtigsten Funktionen von Nef ist in Abb. 4 zu finden.
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Nef function Result Nef domain
MHC I down-regulation Viral escape from CTL lysis 20

62pEEESS

T2pxxp73

MHC II modulation Up-regulation of immature MHC II and down- 163y 1 164
regulation of peptide loaded MHC 11 72pyxpT5

CD4 down-regulation Enhanced HIV-1 replication 163 164

Prevention of superinfection H1% (SIVinac239)

Improved Envelope incorporation into budding virions

CD28 down-regulation Disruption of T cell co-stimulatory signalling 163 1 164, 58y 59
SIVinac239 1965
Apoptosis evasion ASK1 inhibition 72pxxp75 105RR 106
Bad activation 72pxxp73 105RR 106
P53 association Probable 20M
Resting Tcell permissivness | Macrophage stimulation by Nef to release sCD23 and Unknown
sICAM. Mediation of lymphocyte permissivity.
Fas Ligand induction Apoptosis induction in lymphocytes by FasL priming. Likely L0SRR106 ang
FasL up-regulation by Nef, PAK and TcR {-chain. 72pxxp75
Thymopoiesis Interference with Tcell maturation
TcR down regulation Hindered activation of T cell receptors by association Residue 109-134
with {-chain and AP-2
SIVinac239
SH3 kinase domain interaction Association with kinases: Src, Lck, Map, Hek, Fyn TZpyxp7d
affect cell signalling
Calcium signalling Interaction with IP3R to induce Ca-signaling in T cells Unknown
Activation of NFAT T cell activation, induction of favourable viral ITAM (SHIVSbg)
replication environment 72pyypT
XX

Abbildung 4: Uberblick iiber die wichtigsten Funktionen von Nef (Nef function), den sich daraus
ergebenden Anderungen fiir Nef bzw. die Wirtszelle (Result) und die fiir die entsprechende Funktion
essentiellen Aminoséuren in Nef (Nef domain). Entnommen aus Tolstrup et al., 2004 [64].

2.4 Membranbindung von Proteinen

Jede Zelle bildet Membranen um z. B. Kompartimente zu formen, oder um Trans-
port zwischen verschiedenen Kompartimenten zu ermoglichen. Das wohl bekannteste
Modell einer Membran ist das sog. fluid-mosaic Modell von Singer [66], das 1972
vorgeschlagen wurde. Demnach besteht die Membran aus einer fluiden Lipiddop-
pelschicht, in die Proteine eingelagert sind, die die Aufgaben wie z. B. Signaltrans-
duktion oder Transport von Molekiilen iibernehmen. Heute wird den Lipiden eine
wesentlich aktivere Rolle bei diesen Prozessen zugeschrieben. Durch Variation der
Lipide in verschiedenen Zelltypen, zwischen verschiedenen Organellen oder in ein-
zelnen Membranen und durch ihre verschiedenen physikalischen bzw. chemischen
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Eigenschaften, kommt den Lipiden eine entscheidende Rolle bei den oben genannten
Prozessen zu. Neben integralen und transmembranen Proteinen, die stabil in der
Membran verankert sind, existieren Membran-assoziierte Proteine, die sich durch
eine reversible Bindung an die Membran auszeichnen. Im Folgenden sind verschie-
dene Moglichkeiten beschrieben, wie diese Membran-assoziierten Proteine, die auch
als periphere Proteine bezeichnet werden, mit einer Lipiddoppelschicht interagieren
konnen.

2.4.1 DModifikationen und Motive in peripheren Proteinen, die Mem-
branbindung vermitteln

2.4.1.1 Lipidierungen Unter Lipidierung versteht man die kovalente Bindung
einer Fettsiure, eines Isoprenoids oder eines GPI-Ankers an ein Protein. Seltene-
re Modifikationen umfassen z.B. die Lipidierung mit Cholesterol [67] oder die O-
Acylierung eines Serins mit einer einfach ungeséittigten Palmitinsdure [68]. Diese
Modifikationen dienen v.a. der Verankerung des Proteins in der Membran, was durch
eine Wechselwirkung der hydrophoben Lipidierung mit dem ebenfalls hydrophoben
Zentrum der Membran erreicht wird. Im Rahmen dieser Arbeit wird jedoch nur auf
Fettsdurenacylierung bzw. die Isoprenylierung genauer eingegangen. Die Strukturen
der Modifikationen hierzu sind in Abb. 5 zu sehen.

H
N
Myristoylierung W\/\/\/\/\ﬁ'ﬂ ~ Amidbindung an Gly
(0]
Palmitoylierung ” Thioesterbindung an Cys
N X X s~

Farnesylierung Thioetherbindung an Cys

N \ R N s

Geranylgeranylierung Thioetherbindung an Cys

Abbildung 5: Fettsdureacylierung und Isoprenylierung in Proteinen. Gezeigt sind die Strukturen
und die Art der Bindung, iiber die die Lipidierung an die Seitenkette der entsprechende AS gebunden
ist.

Myristoylierung Die N-Myristoylierung ist ein auf Eukaryonten beschréankter Pro-
zess [69], bei dem Myristinsdure, eine Cl4-Fettsiure, auf das Glycing eines Protein-
substrates iibertragen wird [70]. Dieser Prozess wird durch das Enzym N-Myristoyl-
Transferase (NMT) katalysiert, die das Konsensusmotiv MGoxxxS/T erkennt [71],
wobei zuvor das initiale Methionin mittels einer Aminopeptidase abgespalten werden
muss [72]. Die Myristinsédure wird kovalent iiber eine Amidbindung an die Amino-
gruppe des N-terminalen Glycins gebunden. Die Myristoylierung geschieht in der
Regel kotranslational [73| bevor sich das Protein faltet und ist irreversibel, da die
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Amidbindung eine stabile Bindung darstellt. Eine Ausnahme stellt die sog. morbide
Myristoylierung dar, bei der durch Einwirkung einer Caspase ein Myristoylierungs-
motiv freigelegt wird, und die Myristoylierung dann post-translational erfolgen kann
[74]. Da ca. 0,5 % aller Proteine myristoyliert werden |75], ist es nicht verwunderlich,
dass viele verschiedene Proteinklassen diese Modifizierung tragen. Neben Kinasen
wie Src oder GTPasen wie Arf, finden sich aber auch virale Proteine wie z. B. Gag
oder Nef des HI-Virus darunter. Weitere Klassen umfassen Ca?*-bindende Proteine
(z. B. Recoverin) oder das Zytoskelett beeinflussende Proteine wie MARCKS.

Palmitoylierung Bei der Palmitoylierung wird die aus 16 Kohlenstoffatomen be-
stehende Palmitinsdure iiber einen Thioester kovalent an die Seitenkette eines Cy-
steins gebunden. Diese, durch Palmitoyl-Acyltransferasen (PATs) katalysierte Re-
aktion, findet im Gegensatz zu der Myristoylierung post-translational statt und ist
reversibel [70]. Die Deacylierung (siehe 2.4.3.3) wird durch Thioesterasen katalysiert.
Obwohl viele Proteine bekannt sind, die palmitoyliert werden (fiir eine Ubersicht sie-
he: [76]) und auch einige wenige PATSs identifiziert wurden [77], ist es immer noch
nicht méglich Palmitoylierung anhand der Primérstruktur eines Proteins vorherzu-
sagen. Dies spricht eher gegen einen generellen Mechanismus der Palmitoylierung
durch PATs. Eine Alternative wére die Palmitoylierung eines Cysteins in Membran-
nihe, einer Umgebung, die die Bildung eines Thiolations fordert, das dann unter
Verwendung von Acetyl-CoA acyliert werden kann |78, 79].

Einen besondereren Fall stellt die N-Palmitoylierung z.B. bei Sonic hedgehog
(Shh) dar, bei welchem die Palmitoylierung iiber eine Amidbindung erfolgt [80].
Auch eine S-Acylierung mit anderen — auch ungeséttigten — Fettsduren wie z. B.
Oleoylsaure ist moglich.

Isoprenylierung Isoprenylierung ist ebenso wie Palmitoylierung ein posttransla-
tionaler Prozess. Allerdings wird hier eine Isoprenylkette iiber einen Thioether an ein
Cystein des Proteins gebunden. Dies kann entweder eine Farnesylgruppe oder eine
Geranylgeranylgruppe sein, und die die Reaktion katalysierenden Enzyme werden
dementsprechend als Farnesyltransferase bzw. Geranylgeranyltransferase I bezeich-
net. Das Konsensusmotiv ist die sog. CaaX-Box, wobei C einem Cystein entspricht
und a einer aliphatischen Aminosdure. Die Aminosdure an der Position X entschei-
det dartiber, welches Isoprenoid transferiert wird [81]. Nach dem Transfer werden
die drei Aminosduren aaX des Motivs enzymatisch abgespalten und das Cystein car-
boxymethyliert. Dadurch wird die Irreversibilitat dieser Lipidierung gewéhrleistet.
Es wird geschétzt, dass insgesamt ca. 2% aller eukaryontischen Proteine prenyliert
sind [82|. Zuséatzlich zu den oben beschriebenen Méglichkeiten der Prenylierung kann
das Enzym Geranylgeranyltransferase II eine doppelte Prenylierung an zwei Cystei-
nen vornehmen (Konsensussequenz XXCC, XCXC, CCXX(X) oder XCCX), wie sie
in simtlichen Rab-Proteinen zu finden ist.
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2.4.1.2 Membranbindungsdoméinen Eine weitere Moglichkeit der Interakti-
on zwischen Proteinen und Membranen besteht in der Bindung von Doménen ei-
nes Proteins an bestimmte Lipide. Als besonders wichtiges Erkennungsmotiv auf
der Membranoberfliche haben sich die Phosphatidylinositolphosphate (PIP), die in
Abschnitt 2.4.2.2 behandelt werden, herausgestellt. Wie wichtig Membranbindungs-
doménen sind ist bereits daraus ersichtlich, dass z. B. die PH-Domé&ne — noch vor
der SH3-Doméne — die am h&ufigsten, in Eukaryonten vorkommende, Doméne ist
[83]. Auch andere Lipidbindungsdoménen wie C1, C2 oder PX finden sich unter den
héufigsten zehn Proteindoménen. Fiir Wechselwirkungen zwischen Doménen und Li-
piden spielen sowohl unspezifische als auch hochspezifische Interaktionen eine Rolle.
Zum Beispiel weist die ca. 120 Aminoséuren grofe PH-Doméne einen starken dipo-
laren Charakter auf, der fiir die unspezifische Wechselwirkung zwischen positiv ge-
ladenen Aminosduren der Doméne und negativ geladenen Phosphatresten der PIPs
verantwortlich ist. Etwa 10-20 % der PH-Doménen binden allerdings mit einer hohen
Affinitét, stereoselektiv an die phosphorylierte Kopfgruppe eines Phosphatidylinosi-
tolphosphats, was durch ein Signature-Motif und drei SDRs (specificity determining
regions), vermittelt wird. Da die verschiedenen Phosphatidylinositole in den Organel-
len in unterschiedlichen Mengen vorhanden sind, kann so eine gerichtete Lokalisierung
der Proteine erzielt werden. Es gibt auch Doménen, die andere Mechanismen fiir die
Membranbindung anwenden und fiir eine genauere Beschreibung kann auf folgende
Ubersichtsarbeiten verwiesen werden [84, 85].

2.4.1.3 Elektrostatische Ladung und amphipathische Helices Die amphi-
pathische Helix [86] ist ein weit verbreitetes Sekundérstrukturelement in Proteinen
und diese spezielle Helix zeichnet sich durch zwei distinkte Oberflichen aus. Eine
dieser Oberflaichen wird aus iiberwiegend hydrophoben Aminosduren und die ande-
re aus v.a. polaren bzw. geladenen Aminosduren gebildet (siche Abb. 6). Diese Art
von Helix kann zum einen der Membranbindung von Proteinen dienen, zum ande-
ren kann sie aber auch Funktionen wie z. B. Destabilisierung der Membran [87] oder
Autoinhibition iibernehmen [88]. In einigen Proteinen dient sie auferdem der Erken-
nung von physikalischen Eigenschaften der Membran, wie z. B. Ladung (s.u.), oder
lose Packung der Lipide [89]. Die vermittelte Membranbindung ist in der Regel von
schwacher Natur, was eine Regulation dieser erlaubt (siehe 2.4.3). Es sind jedoch
auch Beispiele gegeben, bei denen die Helix ein integrales Membranprotein (z. B.
Prostaglandin Synthase H2) stabil verankert.

Amphipathische Helices konnen unterschiedliche Eigenschaften besitzen und es ist
kein striktes Konsensusmotiv vorhanden, anhand dessen ihre Identifizierung moglich
ist. Es wurden Helices mit einer Lange von 14-52 Aminoséduren gefunden, sie wei-
sen einen unterschiedlichen Gehalt an geladenen bzw. polaren Resten auf und besit-
zen unterschiedliche Anteile an hydrophoben Aminosduren. Einige Gemeinsamkeiten
lassen sich jedoch finden. So sind die Helices generell (bis auf wenige Ausnahmen)
positiv geladen und weisen eine Gibbssche freie Energie fiir den Transfer zwischen
Wasser und Membran nahe null auf. Zuséatzlich kann iiber die Werte fiir die mittlere
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Hydrophobizitat < H > und fiir das hydrophobe Moment < pH > einer Helix deren
Amphiphilitat beurteilt werden. Je hoher das hydrophobe Moment ist, desto hoher
ist der amphipathische Charakter einer helikalen Struktur. Als Beispiel sind in Abb. 6
die 52 Aminosduren der langsten bekannten amphipathischen Helix — die Doméne
M der Phosphocholin Cytidylyltransferase (CCT) — als helikales Rad gezeigt. Die
Helix weist ein < H > von 0,116 und ein < puH > von 0,505 auf, was im Bereich
fiir oberflichensuchende Helices liegt [90], siche Abb. 51; (Fiir die Berechnung siehe:
8.3). Entsprechend dazu ist die Struktur des Fragments Valagy — Seragg, das durch
NMR gelost wurde, in Abb. 7 gezeigt. Es ist zu erkennen, dass das Zentrum der
polaren Oberflache vor allem von negativ geladenen Aminosduren dominiert wird,
wahrend die an der Grenzfliche liegenden Aminoséuren sowohl basischer als auch
azider Natur sind. Interessant ist die Rolle der drei Glutaminséduren an der Lipid-
Wasser-Grenzflache. Durch Protonierung dieser im anionischen Milieu der Membran
wird die elektrostatische Repulsion verhindert und die Hydrophobizitét erhoht. Somit
verhindern diese drei Aminosduren im protonierten Zustand ein Binden des Proteins
an gering anionisch geladene Membranen und dienen als "Ladungssensor". Einen
groferen Beitrag zur Bindung als die Elektrostatik, liefern jedoch die hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben Aminoséduren und den Fettsdureket-
ten der Lipide [91]. Im Falle von CCT penetriert die Helix ca. die Hélfte der einer
einzelnen Lipidschicht, um diese Wechselwirkungen einzugehen [92]. Eine besonders
wichtige Eigenschaft einiger amphipathischer Helices liegt in der Erkennung oder
Induktion von Kriimmung der Membran. Dies wird ausfiihrlich in Kapitel 2.4.2.4
behandelt.

Die amphipathische Helix liefert ein Beispiel dafiir, dass geladene Aminosduren
mit einer definierten Position innerhalb einer Sekundérstruktur fiir die Membranbin-
dung notwendig sein kénnen. Aber auch eine andere Organisation der Aminosduren
ist moglich. Beispiele hierfiir umfassen sowohl Proteine, die eine lineare Anhédufung
positiv geladener Aminoséauren in der Membranbindungsregion aufweisen, wie z. B.
Src (+5) 193], MARCKS (+13) [94] oder K-Ras4B (+6) [95], als auch Proteine bei
denen weiter entfernte Aminoséduren eine positiv geladene Oberflache bilden, wie es
z.B. bei sPLA2 [96] der Fall ist.
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Abbildung 6: Darstellung der 52 Aminosduren  Abbildung 7: Blick entlang der a-Helix eines
der amphipatischen Helix von CCT als helika-  Teils (V267-S288) der membranbindenden Do-
les Rad; Die initiale und letzte Aminosaure, die méane der CCT; Daten der NMR-Struktur von
fiir die Struktur in Abb. 7 verwendet wurden  [97]. Die Abb. wurde mit PyMOL erstellt [27].
sind gekennzeichnet. Die Abb. wurde mit dem

Program Heliquest erstellt 2.

2.4.2 Eigenschaften von Lipiden mit Bedeutung fiir die Membranbin-
dung peripherer Proteine

Membranen wurden als Bestandteil von Zellen bereits sehr frith beschrieben und
seit den ersten Beobachtungen ist schon iiber ein Jahrhundert vergangen [98]. Heute
ist bekannt, dass zellulire Membranen aus einem komplexen Gemisch aus hunderten
verschiedener Lipide aufgebaut sind [99]. Insgesamt wenden eukaryontische Zellen ca.
5 % ihrer Gene auf, um Tausende unterschiedliche Lipide zu synthetisieren [100]. Des-
halb ist es kaum verwunderlich, dass die Zusammensetzung der Membranen streng
kontrolliert wird, um die physikalischen und chemischen Unterschiede zwischen ih-
nen aufrecht zu erhalten und somit eine definierte Umgebung innerhalb der Zelle
zu schaffen. Die unterschiedliche Zusammensetzung spielt eine entscheidende Rolle
bei dem gerichteten Transport in der Zelle, bei Kontrolle der Fluiditat der Mem-
bran, bei Endo- bzw. Exozytose, bei Apoptose sowie bei vielen anderen Prozessen.
Die in Membranen vorhandenen Lipide (siche Abb. 8) kénnen grob in zwei Klassen
eingeteilt werden: Die vor allem strukturgebenden Lipide wie z.B. Phosphatidyl-
cholin oder Cholesterol, die in hoher Konzentration vorkommen einerseits, und die
in geringen Konzentration vorkommenden, aber fiir Signalfunktionen bedeutsamen
Lipide wie z.B. Phosphatidylinositolphosphate oder Phosphatidsdure andererseits.
Es sei an dieser Stelle angemerkt, dass auch strukturgebende Lipide ein Bestandteil
der Signaltransduktion darstellen. Beide Klassen haben jedoch einen Einfluss auf die

http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/
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Assoziation von peripheren Proteinen an die Membran. Einiger dieser Einfliisse sind
im Folgendem beschrieben.
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Abbildung 8: Uberblick {iber die am hiufigsten in Membranen vorkommenden Lipide; R1 und R2
reprasentieren Fettsiduren 1. Phoshatidylglyceride; R3 entspricht der Kopfgruppe, die z. T. in a-d
dargestellt sind. a. Cholin b. Ehanolamin c. Serin d. Inositol; 2. Sphingomyelin 3. Cholesterol 4.
Cerebrosid als Beispiel eines Glykolipids.

2.4.2.1 Oberflaichenladung Ein gut untersuchter Unterschied in der Zusam-
mensetzung der Plasmamembran ist ihre Asymmetrie in Bezug auf ihren Ladungs-
zustand. Wéhrend sie auf der zytosolischen Seite negativ geladene Lipide aufweist,
sind diese auf der extrazelluldren Seite nicht zu finden. Ein Vorhandensein des ne-
gativ geladenen Phosphatidylserins (PS) in der duferen Membranschicht zeigt eine
apoptotische Zelle an. Extrazelluldres PS wird in diesem Fall durch einen Rezeptor in
Phagozyten erkannt, die infolgedessen die apoptotischen Zellen entfernen. Die negati-
ve Ladung in der inneren Membranschicht, die vor allem durch das Phosphatidylserin
und die Phosphatidylinositolphosohate erbracht wird, ist dagegen fiir die Assoziation
vieler zytosolischer Proteine an die Membran essentiell, da elektrostatische Wechsel-
wirkungen zu der Bindungsenergie zwischen Membran und Protein beitragen. Dies
ist notwendig, da die durch alleinige Farnesylierung oder Myristoylierung erreichte
Bindungsenergie nicht ausreicht, um ein Protein stabil an der Membran zu verankern
[101, 70], wobei auch der Umkehrschluss zuléssig ist: Die elektrostatischen Wechsel-
wirkungen alleine reichen auch nicht aus, um Proteine effizient an der Membran zu
lokalisieren, weshalb zusétzlich Motive benétigt werden [102]. Die zusétzliche Bin-
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dungsenergie kann neben den oben erwahnten Lipidierungen auch durch Doménen,
Oligomerisierung oder an der Lipid-Wasser-Grenzflache lokalisierte Aminoséuren er-
bracht werden [103].

Eine neue Erkenntnis ist, dass die unterschiedliche Ladung von Organellen die
Rekrutierung unterschiedlich stark positiv geladener Proteine unterstiitzt. Die am
starksten negativ geladene Plasmamembran bindet die am stérksten positiv gelade-
nen Proteine, wohingegen weniger stark geladene Proteine die mit Phosphatidylserin
angereicherten Membranen von Endosomen und Lysosomen bevorzugen [104].

Insgesamt wurde viel Forschung zur Untersuchung dieser Prozesse betrieben [103]
und der Einfluss der Ladung auf die Proteinbindung wurde sowohl mittels theore-
tischer Modelle, die auf numerischer Losung der Poisson-Boltzmann-Gleichung be-
ruhen, [105, 106] als auch experimentell in vivo [95] und in vitro [94] untersucht.
Die erhaltenen theoretischen Ergebnisse stimmen sehr gut mit den experimentell er-
mittelten Daten iiberein, auch wenn die elektrostatischen Wechselwirkungen in der
Theorie etwas unterschitzt werden [107].

2.4.2.2 Phosphatidylinositolphosphate Fine spezielle Rolle in der Membran-
zusammensetzung fallt den Phosphatidylinositolphosphaten zu, die in geringer Kon-
zentration in der Zelle vorkommen. Bei Betrachtung der in Abb. 8d zu sehenden
Struktur fallt auf, dass die Kopfgruppe dieses Phospholipids sehr viel grofer ist als
die der anderen. Zusétzlich kann der Inositolring phosphoryliert werden, wodurch
sich sieben verschiedene in der Zelle vorkommende Varianten ergeben. Diese struk-
turellen Eigenschaften sind fiir die Rekrutierung von peripheren Proteinen entschei-
dend, wie bereits in Abschnitt 2.4.1.2 erlautert wurde. Das Grundgeriist, aus dem
samtliche PIPs gebildet werden, ist das PI (Phosphatidylinositol), das am ER (En-
doplasmatisches Retikulum) synthetisiert wird und anschliefend zu den Membranen
transportiert wird. Neben der Bindung von Doménen und ihrem Beitrag zu der nega-
tiven Ladung von Membranen, kénnen sie auch als Quelle fiir sekundére Botenstoffe
dienen. Eine Spaltung von PIP(4,5)P2 durch PLC (Phospholipase C) fiihrt zu der
Bildung von DAG (Diacylglycerol) und Ins(1,4,5)P3. DAG wirkt vor allem aktivie-
rend auf Proteinkinase C (PKC), wéhrend Ins(1,4,5)P3 die Kalziumfreisetzung in
der Zelle steigert. Eine weitere Moglichkeit ist die zusétzliche Phosphorylierung von
PIP(4,5)P2 an Position 3 des Inositolsring durch PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase).
Dadurch entsteht der membranstandige sekundére Botenstoff PIP(3,4,5)P3, der wie-
derum spezifisch von Proteinen erkannt wird [108, 109].

Entscheidend fiir die Funktion der PIPs ist jedoch ihre distinkte Lokalisierung
innerhalb der Zelle. Die in Tab. 1 aufgefiihrte, selektive Verteilung erlaubt die Re-
krutierung von bestimmten Proteinen an das richtige Kompartiment. Die organel-
lensperzifische Verteilung wird sowohl durch Kinasen als auch durch Phosphatasen
erzielt.

Generell ist die Affinitdt der Bindung zwischen PIPs und Proteinen schwach,
was weitere Interaktionen zwischen Komponenten der Membran und des Proteins
voraussetzt. Dieser Mechanismus erlaubt eine gesonderte Regulierung der beteiligten
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Bindungsmotive, und bietet somit auch eine Moglichkeit zur Signalintegration [110].

Phosphatidylinositolphosphat  Lokalisierung

PI Endoplasmatisches Retikulum

PI(4,5)Ps Plasmamembran

PI(3,4,5)P3 Plasmamembran

PI(3 4)Ps Plasmamembran, Frithes Endosom
PI(3)P Frithes Endosom

PI(3 5)Ps Spétes Endosom
PI(4)P Golgikomplex, (Plasmamembran)
PI(5)P nicht bestimmt

Tabelle 1: Die verschiedenen durch Phosphorylierung generierten Phosphatidylinositolphosphate
und ihre Lokalisierung innerhalb der Zelle. PI(4)P kommt in geringerer Konzentration auch an
der Plasmamembran vor und dient der Synthese von PI(4,5)P3; PI(3,4)P2 bzw. PI(3,4,5)P3 sind
sekundéare Botenstoffe und werden nur nach externer Stimulation synthetisiert.

2.4.2.3 Membrandoméanen Bereits vor einigen Jahrzehnten wurde beobachtet,
dass Lipide und Proteine nicht zuféllig in der Membran verteilt sind [111]. Solche
Beobachtungen fiihrten zu der Formulierung der Lipid-Raft-Hypothese [112], die der-
zeit immer noch kritisch diskutiert wird [113, 114, 115, 116, 117]. In diesem Modell
stellen Lipid Rafts kleine, kurzlebige Membrandoménen dar, die mit Sphingolipi-
den und Cholesterol angereichert sind und fiir sie spezifische Proteine enthalten.
Untersuchungen unter Verwendung von Modellmembranen, die Cholesterol, POPC
(palmitoyloleoylphosphatidylcholine) und PSM (palmitoylsphingomyelin) enthalten,
bestétigten, dass diese Lipide innerhalb einer Membran in verschiedenen Phasen
vorliegen kénnen:

e 14 (liquid disordered): Lipide und Lipidketten geniefsen vollstdndige Bewegungs-
freiheit in der Membranebene.

lo (liquid ordered): Lipide diffundieren frei in der Membranebene, allerdings
sind die Lipidketten in einer geordneten, gestreckten Konformation.

e s, (solid ordered): auch als Gelphase bezeichnet, in der zusétzlich die laterale
Diffusion der Lipide eingeschrénkt ist.

Diese Phasen konnen je nach Konzentration der beteiligten Lipide auch koexistieren
[118]. Modellmembranen, die solche Lipide enthalten, sind auch in der Lage, Proteine,
die einen GPI-Anker besitzen, zu einem gewissen Prozentsatz lateral zu sequestrie-
ren [119]. Das Ubertragen dieser Ergebnisse auf Zellmembranen in vivo ist allerdings
nicht trivial und zusammenfassend lédsst sich sagen, dass es eine Reihe von Hinweisen
fiir die Existenz von Lipid Rafts gibt [113]. Es ist inzwischen auch gelungen mit-
tels NMR die Existenz der 1,-Phase in natiirlichen Membranen des Influenzavirus



2 EINLEITUNG 19

nachzuweisen, allerdings tritt sie erst unterhalb physiologischer Temperaturen auf
[120].

Proteine die bevorzugt an Lipid Rafts binden, umfassen beispielsweise zweifach
acylierte Kinasen der src-Familie (z. B. Fyn) [121], mit GPI-Anker modifizierte Pro-
teine [122] und andere [115]. Im Gegensatz zu der fritheren Annahme, dass Rafts
unabhéngige Plattformen fiir die Rekrutierung von Proteinen darstellen, entwickelt
sich das Modell dahingehend, dass Proteine auch stabilisierend auf Rafts wirken kon-
nen [113]. Dies konnte z. B. durch Bindung von Proteinen im Grenzbereich zwischen
lo-Phase und der 13-Phase geschehen, wie es fiir ein Modellsystem bereits berichtet
wurde [123].

2.4.2.4 Form der Lipide und Krimmung Die Kriimmung von Membranen
ist essentiell fiir die Funktion aller Zellen und beruht auf einem Zusammenspiel zwi-
schen Proteinen und Lipiden. Schon die Form einer Zelle kann fiir ihre Funktion von
Bedeutung sein, wie es z. B. bei den Erythrozyten der Fall ist, deren bikonkave Form
eine schnellere Aufnahme von Sauerstoff erlaubt und deren Verformbarkeit das Er-
reichen auch kleinster Gefafse garantiert. Aber auch Kompartimente einer Zelle oder
lokale Bereiche von Membranen konnen unterschiedliche Kriimmungen besitzen. Bei-
spiele hierflir umfassen Vesikel, das ER oder den Golgi-Apparat und viele Prozesse
wie z.B. Zellteilung, Endo- bzw. Exocytose, Phagozytose, Zell-Zell-Kontakte und
viele mehr setzen eine bestimmte Membrankriimmung voraus. In Abb. 9 sind die
Faktoren aufgezeigt, die die Kriimmung einer Membran beeinflussen kénnen.
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Abbildung 9: Mechansimen fiir die Generierung von Kriimmung in Membranen. a. Anderung
der Lipidkompsition. b. Einfluss von integralen Membranproteinen, die eine Membran per se oder
nach Oligomerisierung kriimmen. c¢. Anderung der Polymerisation des Zytoskeletts und Ziehen von
Tubuli durch Motorproteine d. Beteiligung von Geriistproteinen e. Insertion einer amphipathischen
Helix in eine Lipidschicht der Membran. Entnommen aus McMahon and Gallop, 2005 [124].

Den ersten die Kriimmung bestimmenden Faktor stellen die Lipide selbst da und
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viele von ihnen weisen eine Struktur auf, die in Kopfgruppe und Lipidschwanz unter-
teilt werden kann. Die Fliche, die die Kopfgruppe im Verhéltnis zur Schwanzgruppe
einnimmt, bestimmt die favorisierte Kriimmung eines Lipids (siehe Tab. 2). Somit

konnen Lipide die Kriimmung einer Membran entweder erlauben oder verhindern
[125].

Beanspruchte Fléche Kriimmung Form Beispiel
Kopfgruppe = Lipidkette 1/Rgp ~ 0 keine zylindrisch PC
Kopfgruppe > Lipidkette 1/Rgp > 0 positiv  konisch, invertiert LPA
Kopfgruppe < Lipidkette 1/Rg < 0 negativ  konisch PA

Tabelle 2: Favorisierte Kriimmung eines Lipids; Ro Spontaner Radius der Kriimmung, PC Phos-
phatidylcholin, LPA Lysophosphatidsdure, PA Phosphatidséure.

Eine aktive Form der Membrankrimmung vermittelt das Zytoskelett. Um Struk-
turen wie z. B. Filopodien zu bilden, kann durch Aktinpolymerisation Kraft auf die
Membran ausgeiibt werden, die zu ihrer Deformation fiihrt. Dies ist bei vielen Pro-
zessen wie Zellmobilitit oder zielgerichtetes Wachstum notwendig [126].

Auch Geritistproteine liefern einen Beitrag, der fiir die Generation stark gekriimm-
ter Membranen wichtig ist. Ein Beispiel hierfiir sind Proteine, die eine BAR-Doméne
enthalten und mit ihrer Hilfe Krimmung stabilisieren kénnen. Durch ihre bananenar-
tige Form favorisiert diese Doméne Membranen mit einer bestimmten Kriimmung fiir
die Bindung, die v.a. durch basische Aminosauren im Interface vermittelt wird [127].
Allerdings wurde kiirzlich gezeigt, dass die F-BAR Doméne auch an flache Membra-
nen binden kann, indem sie seitlich mit einem anderen Interface bindet. Eine Folge
davon ist, dass die Doméne in der Lage ist auch Kriimmung de novo zu erzeugen
[128, 129]. Ein weiteres Beispiel ist die Familie der Dynamine. Diese Proteine stabili-
sieren den "Flaschenhals" eines Vesikels bei der Endozytose durch Oligomerisierung
und Bildung ringférmiger Strukturen. Die anschliefsende Fission des Vesikels wird
ebenfalls, unter GTP-Hydrolyse, vermittelt [130].

Einige Proteine bzw. Doménen, wie z. B. die N-BAR Doméne von Amphiphysin,
besitzen eine amphipathische Helix, die in die Membran insertiert werden kann, um
Kriimmung zu erzeugen. Dabei wirkt die Helix wie ein Keil und bei hoher lokaler
Konzentration wird die Membran gekriimmt. Es wurde aber auch gezeigt, dass am-
phipathische Helices nicht nur dazu dienen kénnen Membrankrimmung zu generie-
ren, sondern auch diese zu erkennen [131]. Solche Helices weisen ein ALPS (ArfGAP1
lipid packing sensor)-Motiv auf, das sich durch polare Reste, v.a. Serin und Threonin,
in der polaren Oberflache der Helix auszeichnet. Positive Ladungen fehlen génzlich

und eine Substitution mit solchen, verhindert die Wahrnehmung von Kriimmung
durch die Helix [131].
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2.4.3 Regulation der Membraninteraktion peripherer Proteine

Die Bindung an Membranen ist ein Prozess, der im Falle der peripheren Proteine
reversibel ist. Die Lokalisierung eines Proteins an Membranen kann unterschiedliche
Folgen, wie die Regulation der katalytischen Aktivitdt von z. B. PKC, haben. Nach
Bindung von PKC an das membranstindige DAG, wird ein Pseudosubstrat entlas-
sen und das Enzym erhélt seine volle Aktivitdat [132]. PKC kann auch als Beispiel
dienen, dass periphere Proteine nach Membranbindung einen Bestandteil von Signal-
transduktionskomplexen bilden [133]. Weiterhin kann die Membranbindung einen
regulierten Zugang zu Substraten fiir z. B. Phospholipasen schaffen [134]. Um die
hierfiir notwendige Reversibilitdt der Membranbindung zu schaffen, greift die Zelle
auf unterschiedliche Mechanismen zuriick, die im Folgenden kurz angefiihrt sind.

Membrane

d C

Abbildung 10: Verschiedene Mechanismen fiir die Regulation der Membranbindung a. Ligan-
denbindung induziert einen Myristinschalter b. Ligandenbindung induziert einen elektrostatischen
Schalter c. Phosphorylierung induziert einen elektrostatischen Schalter d. Bindung eines weite-
ren Proteins an den Isoprenylanker fiihrt zu der Dissoziation von der Membran; entnommen und
verdndert aus Resh, 2006 [70].

2.4.3.1 Elektrostatischer Schalter Als elektrostatischer Schalter wird ein Kon-
trollmechanismus bezeichnet, durch den die elektrostatischen Wechselwirkungen zwi-
schen Protein und Membran entweder gestarkt oder geschwécht werden. Die C2 Do-
méne von verschiedenen Proteinen wie Synaptotagmin I oder PKC/S kénnen ihr elek-
trostatisches Potential durch Binden von Ca?* erhéhen, was ihre Affinitét zu negativ
geladenen Lipiden steigert. Im Falle von cPLAsa wird das elektrostatische Potential
des Proteins neutralisiert, was die Interaktion mit ungeladenen Membranen erméog-

licht [84]. Auch Proteine wie Calmodulin kénnen als Ligand eine Potentialanderung
z.B. bei MARCKS herbeifiihren (siche 2.4.3.4).
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Eine weitere Moglichkeit der Regulation liegt in der Modifikation eines Pro-
teins durch Phosphorylierung von Aminosduren innerhalb des polybasischen Mo-
tivs: Durch ein Erhéhen der negativen Ladung im membranbindenden Bereich wird
die elektrostatische Wechselwirkung vermindert und das Protein dissoziiert von der
Membran. Ein Beispiel hierfiir ist die Phosphorylierung von MARCKS durch PKC
[135]. Da das Protein myristoyliert ist, spricht man in diesem Fall auch von Myristoyl-
elektrostatischem Schalter. Natiirlich ist dies auch fiir farnesylierte Proteine denkbar,
allerdings wurde mit K-Ras bisher nur ein Beispiel dafiir gefunden [136].

2.4.3.2 Myristinschalter Reversible Membranbindung kann auch durch einen
Myristinschalter vermittelt werden. Hierbei liegt der hydrophobe Myristinanker in
einem ebenfalls hydrophoben Bereich des Proteins und wird erst z. B. nach Liganden-
bindung exponiert und somit zur Membranbindung bereitgestellt. Beispiele sind die
GTPase Arfl, bei der dieser Schalter durch GTP-Austausch ausgelost wird [137, 138]
oder die Tyrosinkinase c-Abl, bei der die Myristingruppe an die Kinasedoméne ge-
bunden ist und dort strukturell inhibierend wirkt [139, 140|. Eine andere Funkti-
onsweise ist im Fall des HIV-Gag-Proteins zu beobachten. Dieses myristoylierte Po-
lyprotein wird durch die HIV-Protease gespalten, wodurch unter anderem das N-
terminale, myristoylierte Matrix-Protein freigesetzt wird (vergl. Abb. 1). MA liegt
ebenso wie Gag in einem Monomer / Trimer-Gleichgewicht vor, allerdings stabilisieren
Wechselwirkungen zwischen Doménen den trimeren Zustand von Gag. Durch dessen
Proteolyse entfallen diese, und somit wird das Gleichgewicht bei MA in Richtung des
monomeren Zustands, in dem der Myristoylanker sequestriert ist, verschoben [141].

2.4.3.3 Deacylierung Aufgrund der reversiblen Natur der Thioesterbindung,
wie sie bei der Palmitoylierung vorliegt, kann die Membranbindung eines Proteins
auch geschwécht werden, indem eine Palmitoylgruppe durch Thioesterasen entfernt
wird. Das wohl bekannteste Beispiel hierfiir ist der Acylierungs/Deacylierungszyklus
der kleinen GTPase H-Ras. Nach Depalmitoylierung an der Plasmamembran kann
das Protein, das noch immer eine Farnesylierung aufweist, zwischen Membranen
und Cytosol wechseln. Durch Repalmitoylierung am Golgi-Apparat wird das Protein
dort stabil verankert und anschliefsend wieder dem Transport zur Plasmamembran
zugefithrt. Somit entstehen zwei verschiedene Reservoirs fiir H-Ras: Fines an der
PM und eines am Golgi-Apparat. Da die Aktivitdt von H-Ras am Golgiapparat
langer Bestand hat als an der PM, kénnte eine positive Riickkopplung fiir eine lokale
Aufrechterhaltung der Aktivitat verantwortlich sein [79]. Es wurde allerdings bisher
nur ein Enzym, die APT1 (Acyl-Protein Thioesterase 1), identifiziert, das in der Lage
ist eine Depalmitoylierung von verschiedenen Proteinen zu vermitteln [142; 76].

2.4.3.4 Andere Mechanismen Ein anderer Mechanismus fiir die Regulation
der Membranbindung benétigt zusatzliche Proteine, die sog. GDIs (guanine nucleo-
tide dissociation inhibitors). Diese sind fiir die Extraktion von GTPasen der Rho-
bzw. Rabfamilie aus der Membran notwendig. Im Falle des doppelt geranylierten
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Yptl (ein Hefehomolog zu Rabl) besitzt das zugehorige GDI zwei Bindungsstellen
fiir die beiden Lipidierungen: Eine davon liegt tief vergraben innerhalb des GDIs, die
andere ist eher flach und liegt an der Oberfliche. Im ersten Schritt der Extraktion
wird ein niedrigaffiner Komplex zwischen Yptl und dem GDI geformt. Weitere Inter-
aktionen fithren zu einer Orientierung des GDIs und infolgedessen wird vermutlich
zuerst ein Geranylrest aus der Membran in die besser zugéngliche Tasche tiberfiihrt.
Anschliefsend wird dieser Lipidanker in die tiefere Tasche transferiert und der zweite
Geranylrest kann an die duffere Tasche binden, womit die Extraktion abgeschlossen
ist [143].

Natiirlich bietet auch die Lipidzusammensetzung eine Moglichkeit die Membran-
bindung von Proteinen zu beeinflussen. Dem kann eine Modifikation der bereits in
einer Membranschicht vorhandenen Lipide oder Anderung der Verteilung der Lipi-
de zwischen den beiden Membranschichten zugrunde liegen. Nach der Endocytose
enthalten Vesikel PIPs, das allerdings spezifisch fiir die Plasmamembran ist. Um ei-
ne PIPs-vermittelte Interaktion von Proteinen mit Vesikeln zu vermeiden, muss das
PIP; z.B. durch die Inositol(5)Phosphatase dephosphoryliert werden [110].

Flippasen konnen den eigentlich langsamen, da energetisch ungiinstigen, Flip-Flop
eines Lipids zwischen den Membranschichten bewerkstelligen. Das fiihrt zwar zu einer
Anderung der Lipidzusammensetzung, aber anscheinend ist der ebenfalls entstehende
Flachenunterschied die entscheidende Grofe, um die Kriimmung der Membran bei
der Endozytose zu unterstiitzen [144]. Ein Beispiel fiir eine lokal unterschiedliche
Lipidzusammensetzung wurde mit den Mikrodoménen unter dem Abschnitt 2.4.2.3
behandelt.

Eine letzte hier erwahnte Moglichkeit ist die Freisetzung von zuvor gebundenen Li-
piden. Ein Beispiel hierfiir ist MARCKS: Dieses Protein liegt in einer Konzentration
vergleichbar mit PIP; in der Zelle vor und bindet Membranen iiber einen Myristinan-
ker und ein polybasisches Motif. MARCKS ist dabei in der Lage drei PIPo-Molekiile
zu sequestrieren [145]. Obwohl dies vermutlich durch unspezifische, elektrostatische
Wechselwirkungen des polybasischen Motifs mit PIP, vermittelt wird, ist das eben-
falls negativ geladene PS davon nicht betroffen [146]. Ein Ansteigen der intrazel-
luliren Ca?*-Konzentration fiihrt zu einer Bindung von Ca?*/Calmodulin an das
polybasische Motiv von MARCKS und dessen Dissoziation von der Membran, wo-
bei die drei Molekiile PIP, freigesetzt werden, die dann fiir die Signaltransduktion
zur Verfiigung stehen. Auch die oben beschriebene Phosphorylierung von MARCKS
(siehe 2.4.3.1) fiihrt zu einer Freisetzung des PIP5 [147].

Diese Einleitung hatte zum Ziel, die Komplexitat der Protein-Membran bzw.
Protein-Lipid-Interaktionen darzustellen. In der folgenden Arbeit wurde versucht das
membranassoziierte HIV-1 Nef Protein in Hinblick auf einige dieser Determinanten
zu untersuchen.
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3 Motivation und Zielsetzung

Den Anstofs fiir dieses Projekt — die Analyse der Bindung von HIV-1 Nefgrs an
Modellmembranen — lieferte die Beobachtung, dass Nef sowohl in einer membrange-
bundenen als auch in einer membranungebundenen Form existiert [148, 149]. Die fiir
die Membranbindung essentielle Myristoylierung ist fiir nahezu alle Funktionen von
Nef entscheidend [150|. Deshalb lag das erste Ziel in der rekombinanten Herstellung
der nativen, myristoylierten Form von HIV-1 Nefgpy. Die Loslichkeit des Nef Proteins
vorausgesetzt, sollte sodann mittels eines FRET-basierenden Ansatzes die Membran-
bindung des Proteins an Modellmembranen #n vitro untersucht werden. Im speziellen
sollte dieser Ansatz eine zeitliche Auflésung und Bestimmung kinetischer Parame-
ter der Membranbindung erlauben. Die Anwendung von FRET ist moglich, da Nef
mehrere Tryptophane enthélt und somit eine intrinsische Fluoreszenz aufweist, die
es bei geeigneter Wahl eines FRET-Akzeptors innerhalb der Membran ermdglicht,
die Membranbindung zu verfolgen. Mittels anderer biophysikalischer Methoden wie
SPR sollte dieses System validiert werden.

Da bisher kein die Membranbindung vermittelnder Bindungspartner von Nef be-
kannt ist, und auch die alleinige N-terminale Myristoylierung nicht ausreicht ein
Protein stabil an der Membran zu verankern, sollten weitere Determinanten fiir die
Membranbindung in Nef untersucht werden. Auffillig sind mehrere positiv geladene
Aminoséuren, die elektrostatische Wechselwirkungen mit negativ geladenen Lipiden
eingehen kénnten, wie es auch inzwischen in vivo fiir Nef berichtet wurde [30], sowie
zwei hochkonservierte Tryptophane, innerhalb der N-terminalen Doméne. Eine Dar-
stellung der Aminoséuren K4 — As3 in Form eines helikalen Rades (siehe Abb. 26b)
l&sst vermuten, dass die Ausbildung einer amphipathischen Helix eine Rolle bei der
Membranbindung spielen konnte, was auch durch NMR-spektroskopische Experi-
mente gestiitzt wird [25].

Durch gezielte Mutation sowohl basischer als auch hydrophober Aminosduren
innerhalb der vermuteten amphipathischen Helix sollte der Anteil, den diese Ami-
nosduren an der Membranbindung haben, untersucht werden. Der Einfluss dieser
Mutationen auf die Faltung des Proteins in An- bzw. Abwesenheit von Liposomen
sollte die Hypothese der Ausbildung einer N-terminalen Helix bei Membranbindung
von Nef iiberpriifen. Dies sollte durch CD-Spektroskopie bewerkstelligt werden. Die
Verdanderung der Modellmembranen in ihren Eigenschaften in Bezug auf die Ladung,
die Krimmung und der Zusammensetzung ihrer Lipide sollte Aufschluss iiber die
Praferenz des Nef-Proteins fiir die Bindung an definierte Membranen geben. Ins-
besondere sollte die Fragestellung beantwortet werden, ob die Membranbindung von
Nef genereller Natur ist, die z. B. rein auf elektrostatischen Wechselwirkungen beruht,
oder ob spezifische Lipide wie z. B. Phosphatidylinositolphosphate benétigt werden.

Die Frage, ob die Orientierung von Nef an der Membran eine Rolle fiir seine
Funktionalitdt spielt, sollte durch einen Austausch der N-terminalen Myristoylie-
rung gegen eine C-terminale Farnesylierung adressiert werden. Abschliefend sollte
als Kontrolle und zum Zweck des Nachweis der allgemeinen Anwendung des FRET-
Systems ein weiteres myristoyliertes Protein, Vac8, rekombinant erzeugt werden.
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4 Material

4.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden bei folgenden Firmen geordert:

Baker
Boehringer
Fluka

GE Healthcare
Merck

Qiagen

Roth

Serva,

Sigma-Aldrich

(
(
(
(
(
(
(
(
(

Deventer, Niederlande)
Mannhelm)

Neu-Ulm)

Frelburg)

Darmstadt)

Hilden)

Karlsruhe)

Heidelberg)

Steinheim)

4.2 Bakterienstamme

Stamm

Genotyp

Verwendung

top10

TG1

BL21(DE3)

BL21(DE3) RIL

F~ merA A(mrr-hsdRMS-
merBC)¢80lacZ AM15 AlacXT74
deoR recAl araD139 A(ara-
lew)7697 galU galK rpsL (Strft)
endAl nupG

supE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-
hsdSM)5 (r my) |F~ traD36 pro-
AB lacl1ZAM15]

E.coli B F~ dem ompT (rp mp)
gal A(DE3)

E.coli B F~ ompT hsdS (rg my)
dem+ Tetr gal A (DE3) endA
Hte[argU ileY leuW Cam|

Plasmidamplifikation

Plasmidamplifikation

Proteinexpression

Proteinexpression

4.3 Vektoren

pET30a (Invitrogen, Karlsruhe)
pET23d (Invitrogen, Karlsruhe)
pProEx-HTa  (Invitrogen, Karlsruhe)
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4.4 DNA- und Proteinlangenstandards

LMW-Marker fiir SDS-PAGE (GE Healthcare, Freiburg)
1kb DNA-ladder (Invitrogen, Karlsruhe)

4.5 Enzyme

Enzym Konzentration Hersteller

EcoR 1 20.000 U/ml (NEB, Schwalbach)

Hind 111 20.000 U/ml (NEB, Schwalbach)

Ligase 40.000 U/ml (NEB, Schwalbach)

Neo 1 10.000 U/ml (NEB, Schwalbach)

Nde 1 20.000 U/ml (NEB, Schwalbach)
(

Expand high Fidelity Polymerase

Roche, Mannheim)

4.6 Antikorper

Anti-His (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
Anti-Rabbit  (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)

4.7 Oligodesoxyribonukleotide

Samtliche Primer wurden bei MWG Biotech in Miinchen geordert.

4.8 Lipide

B-DPH-HPC (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL

Cholesterol (Sigma-Aldrich, Steinheim)

DOPC (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL

DOPE (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL

DOPG (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL

DOPS (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL
(

Sphingomyelin  (Sigma-Aldrich, Steinheim)

4.9 Verbrauchsmaterialien

, USA)

, USA)
, USA)
, USA)
, USA)

Dialyseschléuche (Roth, Karlsruhe)
Elektroporationskiivetten  (Invitrogen, Karlsruhe)
HyperfilmTM ECL (GE Healthcare, Freiburg)
PIP-Strips (Echelon, Salt Lake City, UT, USA)
Ultrafiltrationseinheiten (Millipore Amicon, Witten)
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4.10 molekularbiologische Kits

ECL-Western-Blot-Detection-Kit

Plasmid Miniprep Kit

GE Healthcare, Freiburg)

Qiagen, Hilden)

(

Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)
(
(

Plasmid Midiprep Kit

4.11 Laborgerite

Zentrifuge Centrifuge 5415 C
Zentrifuge Sorvall RC 5B
Zentrifuge J2-HS centrifuge

Ultrazentrifuge Optima - TL ultracentrifuge

Vortexer Vortex Genie 2

Heizrithrer RCT basic
Kontaktthermometer ETS D4 fuzzy
Heizblock DRI - BLOCK DB2A

Waage PC 440 Delta Range

Waage BP 110 S

Geltrockner Model 543

Magnetrithrer MR 2000

Photometer 1101 M

Rotor TLA 100.4

Stopped-Flow SX20

Biacore 3000

MS Voyager DE-Pro MALDI

ESI-MS Agilent 1100

Autoklav Varioklav

FPLC Akta prime

FluoroMax-3 Spectrofluorometer
Gelkammer Mini-Protean III Bio-Rad
Fluidizer M-110S

PCR-Gerdt PCR-Express

Schiittler

Brutschrank Heraeus CO2 Auto zero
Gefriergrit (-80°C) Heraeus Herafreeze
Ultraschallbad Sonorex Super RK 103H
Ultraschallgerdt Branson Sonifier W-250
Extruder

Qiagen, Hilden)

(Eppendorf, Hamburg)

(Du Pont Instruments, Bad Homburg)
(Beckman, Fullerton, CA USA)
(Beckman, Fullerton, CA, USA)
(Bender Hobein, Ziirich, Schwelz)
(IKA-Werke, Staufen)

(IKA-Werke, Staufen)

(Techne, Duxford, U.K)

(Mettler, Glessen)

(Sartorius, Gottingen)

(Bio-Rad, Miinchen)

(Heidolph, Schwabach)

(Eppendorf, Hamburg)

(Beckman, Fullerton, CA, USA)
(Applied Photophysics, Surrey, UK)
(GE Healthcare, Freiburg)
(Perseptive Biosystems, Weiterstadt)
(Agilent, Santa Clara, CA, USA)
(H+P Labortechnik, Oberschleissheim)
(GE Healthcare, Freiburg)

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

HORIBA Jobin Yvon Inc., Edison, NJ, USA)

Bio-Rad, Miinchen)

Microfluidics Corp., Newton, U.K.)
Hybaid, Heidelberg)

Brunswick, Niirtingen)

Heraeus, Hanau)

Heraeus Instruments, Hanau)

Bandelin electronic, Berhn)

Branson, Danbury, CT, USA)

Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA)
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4.12 Software

Origin 7.0  (OriginLab, Northampton, MA, USA)

MagTran  (Freeware)

Pymol (DeLano Scientific, Palo Alto, CA, USA)

HeliQuest  (http://heliquest.ipme.cnrs.fr/)

LALIGN (http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN _form.html

NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com /netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html)
(

Expasy http://www.expasy.org)
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5 Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden
5.1.1 Polymerasekettenreaktion

Die PCR (polymerase chain reaction) dient der exponentiellen Amplifikation eines
DNA-Abschnitts mit Hilfe zweier Oligonukleotide, den sog. sense bzw. antisense Pri-
mern. Die Ansétze wurden wie in Tab. 3 beschrieben vorbereitet, und anschliefsend im
Thermocycler mit dem Programm aus Tab. 4 amplifiziert. Die optimale Temperatur

fiir die Anlagerung der Primer wurde iiber das Programm "netprimer"3 ermittelt.
Reagenz Konzentration  Volumen [ul]
dNTP 10mM 1
Primer (sense) 10 pmol 1
Primer (antisense) 10 pmol 1
Puffer 10 x 5
DNA-Matrize 2-100ng 1
Polymerase 10U/l 0,5
Wasser ad 50 ul
Tabelle 3: Pipettierschema fiir einen Standard PCR~Ansatz.
Schritt Temperatur [°C| Zeit [s]
initiale Strangtrennung 96 120
Strangtrennung 94 15
Anlagerung primerspezifisch 50-60°C 30
Elongation 72 45-60 langenspezifisch
finale Elongation 72 420
Ende 4 bis zur weiteren Verwendung

Tabelle 4: Programm zur Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion.

5.1.2 Mutagenese mittels Megaprimer-Methode

Einfithrung von Mutationen in DNA ist im Falle einer Punktmutation durch PCR
mit Megaprimern moglich. Es werden zwei Runden einer PCR und insgesamt vier
Primer bendtigt. Zwei Primer tragen die Mutation, wéhrend die anderen beiden die
Zielsequenz flankieren. Fiir die erste PCR werden zwei Ansétze mit je einem der mu-
tationstragenden und dem entsprechenden flankierenden anderen Primer verwendet.

Shttp://www.premierbiosoft.com/netprimer/
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Die entstehenden Megaprimer werden zuerst durch Agarosegelelektrophorese gerei-
nigt und nachfolgend in der zweiten PCR mit den flankierenden Primern eingesetzt.
Fiir die verwendeten PCR-Bedingungen siehe Kap. 5.1.1 und fiir die Reinigung der
Megaprimer siche Kap. 5.1.3 bzw. 5.1.4

5.1.3 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegeleletrophorese ist eine Standardmethode zur Gréfencharakterisierung
und Reinigung von DNA-Molekiilen. Dabei wandert die negativ geladene DNA durch
Anlegen eines elektrischen Feldes durch ein Agarosegel, wobei grofsere Fragmente
langsamer zur Anode wandern als kleinere.

Die Elektrophorese erfolgte bei typischerweise bei 80-110V und einer Agarose-
konzentration des Gels von entweder 1,2% bei DNA-Fragmenten kleiner als 500 bp
oder 0,8 % bei Fragmenten grofer als 500 bp. Die Proben wurden mit 6x Ladepuffer
verdiinnt und als Laufpuffer diente TBE-Puffer (siche unten). Um die DNA sicht-
bar zu machen waren sowohl im Laufpuffer als auch im Agarosegel selbst 0,01 %
Ethidiumbromid enthalten.

TBE - Puffer 6x Ladepuffer (in TBE - Puffer)
89mM Tris pH (8,9) 10 % Ficoll

89 mM Borsédure 0,025 % Bromphenolblau
0,9mM EDTA 0,025 % Xylencyanol

5.1.4 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA wurde mit dem QIAquick Gel Extraction Kit durchgefiihrt.
Die zu reinigende DNA bleibt unter Hochsalzbedingungen an einer Silica-Membran
gebunden, wihrend Verunreinigungen wie z. B. Primer oder Enzyme abgetrennt wer-
den. Die DNA wurde unter Niedrigsalzbedingungen mit 32 ul von der Membran
eluiert, falls ein Restriktionsverdau folgte. Fiir bereits geschnittene Fragmente betrug
das Elutionsvolumen 50 pul.

5.1.5 Restriktionsverdau

Bei einem Restriktionsverdau wird die Eigenschaft von Restriktionsendonukleasen,
die spezifische Spaltung palindromischer DNA-Sequenzen zu katalysieren, ausgentiitzt.
Je nachdem ob es sich um einen analytischen oder praparativen Restriktionsverdau
handelt, wurden folgende Ansétze verwendet:
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Reagenz Konzentration/Menge Reagenz Konzentration/Menge
DNA ~100ng DNA Gesamtansatz
Enzym(e) je 10U Enzym(e) je20U

Puffer (10 x) 1ul Puffer (10 x) 5ul

Wasser ad 10 pl Wasser ad 50 pul

Tabelle 5: Konzentrations,- bzw. Mengenanga- Tabelle 6: Konzentrations,- bzw. Mengenanga-
ben fiir einen analytischen Restriktionsverdau. ben fiir einen préparativen Restriktionsverdau.

5.1.6 Ligation

Ligation bezeichnet die Verkniipfung des 3°-Hydroxy mit dem 5’-Phosphatendes
zweier DNA-Strange. Als Katalysator fungiert das Enzym Ligase.

Der Standardansatz fiir eine Ligation zwischen einem geschnittenen Vektor und ei-
nem PCR-Fragment ist in Tab. 7 aufgelistet. Der Ansatz wurde fiir 5 h bei Raumtem-
peratur inkubiert, in hitzekompetente TG1 - Zellen transformiert (siehe Kap. 5.1.7)
und auf Agarplatten ausgestrichen. Positive Klone wurden nach einer Miniprépera-
tion mittels Restriktionsverdau und nachfolgender Sequenzierung identifiziert.

Reagenz Volumen [p]]
10 x Ligationspuffer 2
geschnittener Vektor 1
geschnittenes PCR - Fragment 8

T4 Ligase 1

ddWasser ad 20

Tabelle 7: Pipettierschema fiir einen Ligationsansatz.

5.1.7 Préaparation und Transformation kompetenter Zellen

Die Transformation dient dem Einbringen von Fremd-DNA in die F.coli-Zellen.
Durch einen elektrischen oder temperaturbedingten Schock wird die Zellmembran
fiir das Plasmid durchléssig gemacht. Der Vorteil der Elektroporation liegt in der er-
hohten Kompetenz der Zellen, allerdings wird ein Elektroporationsgerit benotigt. Je
nach Aufgabenstellung wurden fiir die Transformation entweder TG1-Zellen (Plas-
midvermehrung) oder E.coli (BL21DE3) (Proteinexpression) verwendet.

5.1.7.1 Hitzekompetente Zellen Zur Herstellung hitzekompetenter Zellen wur-
de eine Ubernachkultur (5ml) angeimpft und davon am néchsten Tag ein Milliliter
auf einen Liter Kultur iibertragen. Die Zellen wurden bei 37°C bis zu einer O Dggg
= 0,5 + 0,05 angezogen. Es folgte eine zwanzigminiitige Inkubation auf Eis und
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Zentrifugation fiir 5 min. bei 4 °C und 8000 rpm. Das Pellet wurde in 10 ml eiskalten
TSS-Puffer resuspendiert und 1,5 ul Glycerin zugefiigt. Die Zellen konnten dann auf
Eis aliquotiert und schockgefroren werden.

Fiir die Transformation wurden entweder der gesamte Ligationsansatz oder 1 ul
einer QIAgen-Minipraparation mit 170 ul kompetenten Zellen gemischt und anschlie-
fend fiir eine Stunde auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock fand bei 42°C fiir 60 Se-
kunden statt. Nach Zugabe von 600 4l LB-Medium wurden die Zellen fiir 1 min.
bei 6000 rpm zentrifugiert und 600 ul Medium wieder abgenommen. Es folgte das
Resuspendieren der Zellen und das Ausstreichen auf Agarplatten.

5.1.7.2 Elektrokompetente Zellen Fiir die Herstellung elektrokompetenter Zel-
len wurden 3 ml LB-Medium mit dem gewiinschten E.coli Stamm angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C geschiittelt. Mit 2ml dieser Kultur wurden 500 ml LB-Medium an-
geimpft und unter Schiitteln bis zu einer ODggg von 0,5-1,0 angezogen. Anschliefend
wurden die Kolben fiir 20 min auf Eis gestellt und fiir 10 min bei 4 °C und 4000 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wurde sodann in 400 ml sterilem, kaltem Glycerin (5 %) ge-
waschen und resuspendiert. Es folgte eine Wiederholung des Zentrifugationsschrittes
und des Waschschrittes, mit dem Unterschied, dass zum Waschen nur 200 ml des
Glycerins verwendet wurden. Nach nochmaliger Zentrifugation wurde das Pellet in
20 ml sterilem und kalten Glycerin (20 %) gewaschen. Es schloss sich ein Zentrifguga-
tionsschritt (20 min, 4 °C, 4000 rpm), und die Resuspendierung des erhaltenen Pellets
in 2,5ml Glycerin (20 %) an. Die Suspension wurde dann in sterile,vorgekiihlte Eppis
zu je 80 ul aliquotiert und sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

Zur Transformation wurden 10 ul des Ligationsansatzes zu 50 ul elektrokompe-
tenter Zellen gegeben und eine Stunde auf Eis inkubiert. Der Elektroschock erfolgte
bei 1,5V fiir ca. 7 Sekunden. Danach wurde wie bei hitzekompetenten Zellen wei-
terverfahren, mit Ausnahme, dass die Zellen nach Zugabe von 600 ul Medium eine
halbe Stunde bei 37 °C inkubiert wurden.

5.1.8 Plasmidisolierung

5.1.8.1 Minipriperation Die Reinigung der DNA erfolgte unter Verwendung
des QIAprep Spin Plasmid Kit und nach dem beiliegenden Protokoll. Die Zellen
werden hierbei durch alkalische Lyse aufgeschlossen und die Plasmid-DNA an eine
Séaule mit Silicamembran gebunden.

Fiir die Elution wurden typischerweise 50 ul TE-Puffer verwendet.

5.1.8.2 Midipriperation Der fiir die Midipraparation verwendete QIAGEN Plas-
mid Midi Kit beruht auf dem selben Prinzip wie der fiir die Minipraparation verwen-
dete Kit. Allerdings erfolgt hierbei die DNA-Bindung an eine Anionenaustauscher-
saule.

Das Elutionsvolumen betrug typischerweise 150 ul TE-Puffer.
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5.1.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA wurde nach dem von Sanger entwickelten Kettenab-
bruchverfahren durchgefiihrt. Dabei werden dem Reaktionsansatz neben Desoxyribo-
nukleotiden auch Didesoxyribonukleotide (ddNTPs) zugefiigt, die bei Einbau durch
die Polymerase wéihrend der Replikation zum Kettenabbruch fithren. Anschlieftend
werden die unterschiedlich langen Fragmente durch Kapillarelektrophorese getrennt.
Da die verschiedenen ddNTPs unterschiedliche Farbstoffe am 3 "-Ende tragen, kann
eine photometrische Detektion zur Identifizierung der entsprechenden Base herange-
zogen werden.

Als erster Schritt wurde eine Sequenzierungs-PCR nach folgendem Schema durch-
gefiihrt:

Reagenz Menge/Volumen
Terminator Reaction mix 4 ul
Sequenzierungspuffer 2 ul

template DNA 150-300 ng
Primer 3,2 pmol

Wasser ad 20 ul

Tabelle 8: Pipettierschema fiir die PCR eines Sequenzierungsansatz.

Schritt T [°C] t [min]
initiale Strangtrennung 90 1
Strangtrennung 90 1
annealing 60 1
Elongation 72 5
finale Elongation 72 1
Ende 4 halten

Tabelle 9: PCR - Programm fiir einen Sequenzierungsansatz.

Nach Abschluss der PCR musste die DNA gereinigt und geféllt werden. Dazu wurden
dem 20 pl-Ansatz der PCR 2 pul einer 125 mM EDTA, 2 ul einer 3 M Natriumacetat
und 50 ul einer 100 % Ethanollosung zugefiigt und durchmischt. Der Ansatz wurde fiir
15 min. bei Raumtemperatur inkubiert und anschliefsend fiir 10 min. bei 10.000 rpm
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 400 pl
70 % Ethanol gewaschen. Es schloss sich ein zweiter identischer Zentrifugationsschritt
an. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet getrocknet. Die DNA wurde
dann durch Kapillarelektrophorese in einem Servicelabor des Max-Planck-Instituts
Dortmund sequenziert.
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5.1.10 photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Basen der Nukleinsduren besitzen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, weshalb
sich die Konzentration an DNA in Losung photometrisch bestimmen ldsst. Eine OD
von 1 bei einer Wellenliange von 260nm entspricht ca. 50 ug/ml doppelstrangiger
DNA, 37 pug/ml einzelstrangiger DNA und 40 pg/ml RNA. Da Proteine eine Absorp-
tion bei 280 nm aufweisen, kann der Koeffizient % als Indiz fiir die Verunreinigung
der DNA mit Protein verwendet werden. Ein Wert von ca. 1,8 zeigt saubere DNA
an.

Zuerst erfolgte der Abgleich des Gerétes gegen Puffer. Die Konzentration der DNA
wurde so gewéhlt, dass die Absorption zwischen 0,1 und 1,0 liegt, da nur hier der
Messbereich des Photometers linear ist.

5.2 Biochemische Methoden
5.2.1 Proteinexpression

Fiir die Proteinexpression wurden Fliissigkulturen von F.coli erstellt. Je nach Grofe
des Ansatzes wurden entsprechende Mengen LB-Medium autoklaviert und in sterile
Kolben oder Reagenzgléser gefiillt. Fiir grofere Menge (>1L) mussten Vorkulturen
iiber Nacht angesetzt werden (2% des Endvolumens), die nach Wachstum iiber Nacht
iibertragen wurden. Bei Expression eines zu myristoylierenden Proteins musste Myri-
stinsdure zuerst in ausreichender Menge gelost werden. Um dies zu erreichen wurden
5mM Myristinsdure zusammen mit 600 uM BSA bei pH 9,0 und einer Temperatur
von 45-50 °C bis zum vollstéandigen Losen geriihrt. Die Proteinexpression wurde bei
27°C, dem Temperaturoptimum der NMT, fiir ca. 4 h durchgefiihrt. Etwa 30 min. vor
der Induktion wurden 10 ml gel6ste Myristinsdure je Liter Kultur zugegeben. Die In-
duktion erfolgte mit 0,3 uM IPTG bei einer ODggg von 0,8-1,2. Nach der Expression
wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir 30 min. bei 5000 g und 4 °C geerntet, der
Uberstand verworfen und die Zellen in PBS-Puffer resuspendiert. Nach einem zwei-
ten, dem ersten identischen, Zentrifugationsschritt wurden die Zellen entweder sofort
weiterverwendet oder in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

5.2.2 Proteinreinigung

5.2.2.1 Zellaufschluss Das Zellpellet einer geernteten Expressionskultur wurde
in dem Waschpuffer fiir die Affinitdtschromatographie (siehe 5.2.2.2) bei 4 °C resus-
pendiert, wobei fiir den Aufschluss der Vac8-Proteine 0,1 % Tween und 1 mM PMSF
zugesetzt wurden. Im Falle der Nef-Proteine wurde auf Zugabe von sémtlichen Zu-
sdtzen verzichtet, da z. B. CHAPS in eine hydrophobe Tasche von Nef bindet. Der
Zellaufschluss erfolgte sodann entweder durch einen Fluidizer oder mittels eines Soni-
cator. Beim Fluidizer geschieht der Aufschluss durch Scherkréfte in einer Scherkam-
mer, wohingegen beim Sonicator Schallwellen den Aufschluss bewerkstelligen. Fiir
kleine Ansétze wurde der Sonicator mit einer Mikrospitze (©» = 3mm) verwendet,
fiir grofere Ansétze wurde der Fluidizer bevorzugt.
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5.2.2.2 Chromatographische Verfahren Chromatographische Verfahren kon-
nen fiir die Trennung von Proteinen herangezogen werden, wobei unterschiedliche
Wechselwirkungen zwischen Protein und Matrix ausgeniitzt werden. Je nach Eigen-
schaft der mobilen und der stationdren Phase wandern Proteinen mit unterschiedli-
cher Geschwindigkeit durch die Sdule, abhéngig von der Starke der Wechselwirkung
mit der stationdren Phase.

Samtliche Proben wurden — falls nétig — durch Dialyse in den entsprechenden
Puffer fiir die jeweilige Chromatographiemethode tiberfithrt. Nach jedem Chroma-
tographieschritt wurden die erhaltenen Proben mittels SDS-PAGE analysiert und
die entsprechenden Fraktionen vereinigt. Fiir den Fall, dass das Protein anschlieffend
nicht einem weiteren Reinigungsschritt unterzogen wurde, wurde zusatzlich die mo-
lekulare Masse mittels ESI-MS ermittelt.

Metallaffinitdtschromatographie Durch Metallaffinitdtschromatographie ist
es moglich ein rekombinantes Protein effektiv von anderen Proteinen und Zellbe-
standteilen zu trennen. Als Matrix dient z. B. NTA (nitrilotriacetic acid), das zwei-
wertige Nickelionen binden kann. Die Nickelionen wiederum kénnen dann mit einem
Histidinanker interagieren. Bei der Klonierung muss hierfiir gewéhrleistet werden,
dass das spatere Protein einen Histidinanker tragt, der die Wechselwirkung mit der
Séulenmatrix erlaubt.

Samtliche Nef-Varianten trugen einen C-terminalen Hexahistidinanker, um die
N-terminale Myristoylierung zu erlauben. Die Sdule wurde vor Benutzung mit 10 cv
(column volume) Waschpuffer (750 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH (8,0), 30 mM Imi-
dazol, 2,5 mM [-Mercaptoethanol) dquilibriert. Nach Auftragen des Proteins auf die
Séule wurde diese so lange gewaschen bis das Chromatogramm wieder eine Absorp-
tion in Hohe der Basislinie aufwies. Die Elution erfolgte mit einem Gradienten des
Elutionspuffers (entspricht Waschpuffer mit 300 mM Imidazol) iiber 10 cv. Nach dem
Lauf wurden 1 cv 6 M Guadinium-Hydrochlorid iiber die Sdule gegeben und zur Lage-
rung mit 5cv 1 mM NaNj gespiilt. Nach jedem fiinften Lauf wurde die Regeneration
der Séule nach dem Protokoll von Qiagen durchgefiihrt.

Der erste Schritt der Reinigung des myristoylierten Vac8 erfolgte ebenfalls nach
diesem Protokoll, allerdings mit Tris-HCI1 pH (7,8) als Puffer.

Ionenaustauschchromatographie (IEC) Beider IEC weist die Sdulenmatrix
entweder positiv (Anionenaustauscher) oder negativ (Kationenaustauscher) geladene
funktionelle Gruppen auf. Die Wechselwirkungen zwischen Protein und Austauscher
sind elektrostatischer Natur und je nach Ladung des Proteins bei gegebenen pH-Wert
verwendet man den entsprechenden Austauscher. Die Elution erfolgt dann entweder
durch ein Erhohen der Ionenstirke oder durch Anderung des pH-Wertes.

Fiir die Reinigung von myristoyliertem Vac8 wurde das Protein durch Dialyse
in einen Puffer mit geringer Salzkonzentration gebracht (30 mM NaCl, 10 mM Tris-
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HCI pH (7,8), 1mM DTE, 10 % Glyzerin). Nach Aquilibrieren der Siule wurde das
Protein auf die Sdule gegeben, die Sdule mit ca. 30 cv Puffer gewaschen und das
Protein anschliefend graduell durch einen Puffer mit hohem Salzgehalt (1 M NaCl,
10 mM Tris-HCI pH (7,8), 1 mM DTE, 10 % Glyzerin) eluiert. Die Fraktionen, die das
Protein enthielten wurden vereinigt und durch Dialyse in den gewiinschten Puffer
tberfiihrt (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH (7,8), 1mM DTE, 10 % Glyzerin).

Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) HIC beruht auf der In-
teraktion hydrophober Proteinbereiche mit dem ebenfalls hydrophoben Sdulenmate-
rial. Durch Zugabe eines chaotropen Salzes wie z. B. (NH,)2SO4 in hoher Konzentra-
tion zu der Proteinlosung kommen die hydrophoben Interaktionen zum Tragen. Fiir
die Chromatographie muss darauf geachtet werden, dass das Protein nicht prézipi-
ziert. Die Elution erfolgt durch ein Verringern der Salzkonzentration. Geeignete Salze,
die die hydrophoben Interaktionen starken, lassen sich aufgrund der Hofmeister-Serie
ermitteln [151].

Myristoyliertes Vac8 wurde in einen Puffer mit einer hohen Konzentration an
Ammoniumsulfat (1M (NH4)2SOy4, 20 Tris-HCI pH (8,0), 1 mM DTE, 1mM EDTA)
gebracht und auf eine Phenylsepharosesiule gegeben. Das Waschen der Saule erfolgte
mit Hilfe des oben genannten Puffers und einem sich anschliefenden linearen Gra-
dienten zu einen Puffer ohne Ammoniumsulfat (20 Tris-HC1 pH (8,0), 1mM DTE,
1mM EDTA). Da die Interaktion zwischen der Matrix und dem Protein — vermut-
lich auch aufgrund der Myristoylierung — sehr stark war, musste flir die Elution
des Proteins dem Puffer zusétzlich Glyzerin zugefiigt werden. Die Elution erfolgte
wiederum iiber einen linearen Gradienten auf einen Puffer mit 50 % Glyzerin (50 %
Glyzerin, 20 Tris-HCI pH (8,0), 1mM DTE, 1mM EDTA).

Grofienausschlusschromatographie Bei der Groéfsenausschlusschromatogra-
phie werden Molekiile ihrem hydrodynamischen Radius entsprechend getrennt, wobei
grofere Molekiile frither eluieren als kleinere. Molekiile, deren Grofe die der Poren
der Gelmatrix {ibersteigt, sind im Ausschlussvolumen zu finden.

Gelfiltration wurde immer dann eingesetzt, wenn die Reinheitsgrad von Nef oder
Vac8 nicht ausreichend war. Das maximale Probenvolumen, das auf die priparative
Séule (S75, Superdex) gegeben wurde, betrug 1ml. Die Séule wurde vor Nutzung
mit 2cv Puffer (750 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 1mM DTE) dquilibriert. Fiir die
Flufrate wurden < 1,5ml/min gewahlt.

5.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die aromatischen Aminosduren Tyrosin und Tryptophan besitzen ein Absorptions-
maximum bei 280 nm, weshalb sich die Konzentration eines Proteins in Losung
photometrisch bestimmen lésst. Die Konzentration ergibt sich nach dem Lambert-
Beer “schen Gesetz:
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E
C:ﬂ (1)

mit ¢ = Konzentration, E = Extinktion, ¢ = Extinktionskoeffizient, d = Schichtdicke

Der theoretische Extinktionskoeffizient des Proteins wurde mittels des Programms
ProtParam? ermittelt. Die Konzentration wurde wie bei jeder photometrischen Mes-
sung zwecks Linearitit so gewahlt, dass die Extinktion zwischen 0,1 und 1 lag. Einen
Hinweis auf eine Verunreinigung der Probe mit Nukleinséduren gibt der Quotient der
Absorptionsmessung bei 280 nm und 260 nm. Der ideale Wert, der keine Kontamina-
tion mit Nukleinsduren anzeigt, liegt bei %28:1,75.

5.2.4 Elektronenspray-Ionisation-Massenspektrometrie (ESI-MS)

ESI-MS kann fiir die Massenbestimmung von Proteinen eingesetzt werden. Dafiir
wird die Analytfliissigkeit liber eine Kapillare, an der ein elektrisches Feld in der
Grofenordnung von einigen keV anliegt, zugegeben. An der Spitze der Kapillare bil-
det sich ein Konus, an welchem sich aufgrund des elektrischen Feldes eine Ladungs-
trennung ereignet. Von diesem Konus geht ein konstanter Fliissigkeitsstrom aus, der
bei steigendem Abstand zur Anode instabil wird und es bilden sich ladungstragen-
de Tropfen. Von diesen Tropfen verdampft Losungsmittel bis die elektrostatische
Abstoftung der Oberflaichenladungen grofier als die Oberflichenspannung ist. Bei Er-
reichen dieses Raleigh Limits zerfallen die Tropfen in viele kleine Tropfen. Aus diesen
Mikrotropfen entstehen die gasérmigen Ionen, die detektiert werden kénnen.

Die Entsalzung der Probe wurde durch eine dem Massenspektrometer vorgeschal-
teten HPLC mit einer C4 - Sdule erzielt. Fiir die Analyse wurden typischerweise
30 ul einer 150-250 uM Proteinlosung verwendet. Zur Analyse der Ionen diente eine
Ionenfalle und die Auswertung erfolgte mittels des Programmes MagTran.

5.2.5 MALDI-TOF

Fiir die massenspektrometrische Bestimmung eines Proteins wird das Protein im er-
sten Schritt mit einer geeigneten Matrix, die bei der verwendeten Laserwellenlénge
absorbiert, kokristallisiert. Durch Beschuss der Probe mit Laserpulsen im Nanosekun-
den-Bereich wird sowohl die Matrix als auch das Analytmolekiil schlagartig desorbiert
und ionisiert. Die gebildeten Ionen werden durch ein elektrisches Potential beschleu-
nigt und durch die Messung der Zeit, die die Ionen fiir eine definierte Flugstrecke im
sog. Flugrohr bendétigen, kann auf ihre Masse zuriickgeschlossen werden.

Fiir die Massenbestimmung wurde ein Voyager DE-Pro MALDI Massenspektro-
meter verwendet. Als Matrix wurde 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsiure (Sinapin-
saure), die eine Absorption bei 266, 337 und 355 nm aufweist, eingesetzt. Im er-
sten Schritt wurde eine geséttigte Losung der Matrix in einem Acetonitril/Wasser-
Gemisch (50:50) mit 0,1 % TFA angesetzt. Uberschiissige Matrix wurde durch Zentri-
fugation in einer Tischzentrifuge entfernt. 1 ] und eine 1:10 bzw. 1:100-Verdiinnung

“http://www.expasy.ch/tools/protparam.html
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des zu analysierenden Proteins wurden 1:1 mit der gelosten Matrix auf einer Me-
tallprobenplatte gemischt. Durch Verdunsten der Loésungsmittel bildeten sich die
Analytkristalle. Die Desorption erfolgte mit einem géngigen Laser wie z. B. Ny oder
Nd:YAGx3, die bei einer Wellenldnge von 337 bzw. 355 nm emittieren.

5.2.6 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Die denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wird angewendet,
um eine Aussage iiber die Reinheit und Zusammensetzung einer Proteinprobe zu er-
halten. Das im Probenpuffer enthaltene, anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat
(SDS) lagert sich dabei in einem Verhéltnis von ca. 1 Molekiil SDS pro 2 Aminoséu-
ren an das Protein an und maskiert dessen Ladung. Die negative Ladung des SDS
ermoglicht die elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach ihrer Masse.

Fiir die Elektrophorese wurden in der Regel 15%ige Polyacrylamidgele verwendet,
die nach Polymerisation mit einem 6%igen Sammelgel iiberschichtet wurden. Die
Proteinproben wurden mit 2x Probenpuffer versetzt, bei 95 °C fiir 2 min. erhitzt und
anschlieflend auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 200 V. Nach
erfolgter Auftrennung wurde das Polyacrylamidgel durch Aufkochen in Férbeldsung
zuerst gefarbt, gefolgt von der Entfarbung des Gels, wodurch der Farbstoff nur an
Proteinen gebunden bleibt.

Losung Trenngel [ml] Sammelgel [ml]
Wasser 2.4 1,35

30% (w/v) Acrylamid 5 0,025
Trenngelpuffer 2,5

Sammelgelpuffer 0,625

10 % SDS 0,1 0,025

10% APS 0,05 0,0125
TEMED 0,005 0,00125

Tabelle 10: Pipettierschema zur Herstellung eines 15%igen Polyacrylamidgels.

Sammelgelpuffer Trenngelpuffer 2x Probenpuffer
0,5M Tris-HCI1 pH (6,8) 1,5M Tris-HCI pH (8,8) 62,5 M Tris-HCI pH (6,8)
0,4% (w/v) SDS 0,4% (w/v) SDS 2% (w/v) SDS

25% (v/v) Glyzerin
0,01% (w/v) Bromphenolblau
10% B-Mercaptoethanol

Tabelle 11: Verwendete Losungen fiir die SDS-PAGE.
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10x Laufpuffer Farbelosung Entfarbelésung

0,25 M Tris-HC1 pH (8,3) 0,1% (w/v) Coomassie R250 5% (w/v) Essigsdure
2M Glyzin 5% (v/v) Essigsiure 10 % Ethanol

1% (w/v) SDS 10% (v/v) Ethanol

Tabelle 12: Verwendete Losungen fiir die SDS-PAGE (Fortsetzung).

5.2.7 Western Blot

Ein Western Blot erlaubt den sensitiven Nachweis eines Proteins unter Verwendung
der SDS-PAGE und nachfolgendem Ubertrag des Proteins auf eine Nitrozellulose-
membran durch ein elektrisches Feld. Die Detektion erfolgt sodann mit Antikérpern.
Zuerst wurde eine SDS-PAGE (siehe 5.2.6) mit den gewiinschten Proben und ei-
nem Marker, der bereits einen Farbstoff enthielt, durchgefiihrt. Das Gel wurde nicht
gefarbt, sondern zusammen mit Whatmanfilterpapier fiir 15 min. in Transferpuffer
eingelegt. Bei konstanter Spannung und einem Strom von 5mA pro cm? Gelfliche
wurde das Protein von dem Gel auf die Nitrozellulosemembran transferiert. Es folgte
dreimaliges Waschen mit PBS-T und Blocken der Membran iiber Nacht mit einer
1:10 Verdiinnung Blockreagenz. Nach dreimaligen Waschen wurde die Membran mit
einem gegen den Histidin-Tag des Protein gerichteten Kaninchen anti-His Antikorper
fiir eine Stunde inkubiert. Es wurde ein Verdiinnung 1:2000 (in PBS-T mit 5 % Ma-
germilchpulver) eingesetzt. Nicht gebundener Antikérper wurde durch dreimaliges
Waschen entfernt. Es folgte die Inkubation der Membran mit einem zweiten, peroxi-
dasegekoppelten, gegen den priméren Antikorper gerichteten, sekundéren Antikorper
fiir 1 h bei RT. Nach weiteren drei Waschschritten wurde der Blot in einem Fotolabor
unter Verwendung eines lichtsensitiven Films ausgewertet.

5.2.8 PIP-Strips

PIP-Strips bestehen aus einer Nitrozellulosemembran, die mit 100 pmol verschiedener
Lipide dotiert ist. Mittels PIP-Strips kann die Bindung von Proteinen an Lipide
abschétzt werden.

Zuerst wird die Membran @.N. bei 4 °C mit 9 ml PBS-T (entspricht PBS + 0,05 %
Tween 20) + 1ml Blocking-Reagenz geblockt. Die Fliissigkeit wird verworfen und
9ml PBS-T + 1ml Blocking-Reagenz + Protein (Endkonzentration 1 pug/ml) zuge-
fligt. Nach dreimaligen Waschen mit PBS-T wird genauso weiter verfahren wie beim
Western Blot (siehe Kap. 5.2.7).

5.2.9 Farnesylierung

Die Farnesylierung einer Nef-Mutante mit entsprechendem Prenylierungsmotiv wur-
de mit Hilfe der FTase (der Ratte entlehnt) erzielt. Dafiir wurde die FTase in einer
Konzentration von 1:1000 im Verhéltnis zu dem zu modifizierenden Protein eingesetzt
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und Farnesylpyrophosphat in zweifachem Uberschuss, ebenfalls im Verhiltnis zum
Protein, zugegeben. Der Puffer fiir die Farnesylierung enthielt 100 mM NaCl, 20 mM
Tris-HCI pH (8,0), 1mM DTE und 100 mM ZnSOy,. Die erfolgreiche Farnesylierung
wurde mittels ESI-MS tiberpriift.

5.2.10 Herstellung von Liposomen

5.2.10.1 LUVs (large unilamellar vesicles) LUVs zeichnen sich durch einen
Durchmesser zwischen 0,1 pm und 1 gm aus und wurden mit Hilfe eines Extruders
préapariert. Sdmtliche Schritte wurden unter Helium- bzw. Argonatmosphére durch-
gefiihrt. Als erstes wurden die errechneten Mengen an in Chloroform gelésten Lipiden
in einen Spitzkolben pipettiert, und das Chloroform unter leichtem, spater stérke-
ren Heliumstrom in einem Rotationsverdampfer fiir insgesamt ca. 45 min evaporiert.
Zu dem gebildeten Lipidfilm wurde das gewiinschte Volumen wissriger Pufferlosung
gegeben und nach ca. 30 min wurde der Kolben fiir weitere 30 min schiittelgeriihrt.
Danach wurde die Liposomenlosung zuerst durch einen Filter mit einem Durchmesser
von 400 nm extrudiert und anschliefend mit einem weiteren Filter () = 100-200 nm)
auf die gewiinschte Grofe gebracht. Die Losungen wurde jeweils 15 Durchgingen
durch einen Filter unterworfen. Liposomen, die einen Anteil eines Farbstoffes ent-
hielten, wurden unter Lichtausschluss préapariert.

5.2.10.2 SUVs (small unilamellar vesicles) Die Herstellung von Liposomen
mit einem Radius kleiner als 0,1 ym, der sog. SUVs, erfolgte entweder nach der oben
erwiahnten Methode fiir LUVs oder durch Ultraschall. Hierfiir wurde die Liposomen-
l6sung wie fiir Herstellung der LUVs préapariert, diese dann allerdings in ein Ultra-
schallbad gegeben, bis die triibe Losung klar wurde. MLVs (multilamellar vesicles)
wurden durch Zentrifugation bei 50.000 g abgetrennt.

5.2.11 Lipidkonzentrationsbestimmung der Liposomen

Die Konzentrationsbestimmung des Gesamtlipidgehalts erfolgte mittels eines Pro-
tokolls von Avanti Polar Lipids®. Dazu wurden 6 Mengen eines Phosphatstandards
(0, 2, 4, 6, 8, 10 ug Phosphor; als Hydrogenphosphat eingesetzt) und Proben der
Liposomen (bis in diesen Bereich verdiinnt) in dickwandige Reagenzgléser pipettiert.
Um das organische Phosphat freizusetzen, wurden 0,45 ml einer 8,9 N Schwefelsdure
zugesetzt und die Proben fiir 25 min auf 215 °C erhitzt, wobei eine Braunfarbung der
Lésung eintritt. Die Proben wurden sodann fiir 5 min. abgekiihlt und 150 ul HoSOy
zugegeben, die Proben dann weitere 30 min bis zu Entfarbung erhitzt. Nach Ab-
kiihlen auf Raumtemperatur wurden 3,9 ml entionisiertes Wasser zugesetzt, und an-
schlieffend 0,5 ml Ammoniummolybdat und 0,5 ml Ascorbinsdure zugegeben, wobei
die Proben jeweils nach Zugabe fiinfmal schiittelgeriihrt wurden. Die Reagenzglédser
wurden mit Metallkappen abgedeckt und fiir 7min auf 100°C erhitzt. Das entstan-

Shttp://www.avantilipids.com/Determinationof TotalPhosphorus.html
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dene Phosphormolybdanblau wurde dann photometrisch bei einer Wellenlange von
820 nm bestimmt.

5.2.12 Kosedimentation mit Liposomen

Die Kosedimentation mit Liposomen dient dazu, die Bindung von z.B. Proteinen
oder Peptiden an Modellmembranen nachzuweisen.

Dazu wurden Liposomen in einer Konzentration von 1 mM préapariert und das
Nef Protein in einer Konzentration von 1 uM zugegeben. Das CD4-Peptid wurde be-
reits bei der Praparation der Liposomen zugefiigt. Dabei wurde den in Chloroform
gelosten Lipiden 22,7 ul einer 9,7 uM Losung des Peptids zugesetzt. Es folgte ein Zen-
trifugationsschritt bei 200.000 g fiir 4h. Der Uberstand wurde abgenommen und das
Pellet in 150 pl des fiir die Vesikelpraparation verwendeten Puffers resuspendiert. Es
wurden 20 il des Uberstandes und 4 pl bzw. 20 pl des Pellets mit SDS-Probepuffer auf
30 pl ergénzt und anschliefsend eine SDS-PAGE durchgefiihrt. Es folgte die Detekti-
on des fluoreszierenden Peptids mittels eines Fluoreszenzscanners und die Detektion
des Proteins mittels Coomassiefarbung.

5.3 Biophysikalische Methoden
5.3.1 Analytische Gelfiltration

Analytische Gelfiltration dient dazu, die Masse z. B. eines Proteins oder Proteinkom-
plexes abzuschétzen. Ebenso wie bei der praparativen Gelfiltration eluieren grofse
Molekiile schneller als kleine Molekiile von einer Sdule, die eine pordse stationire
Phase enthélt. Durch Auftragen eines Standards kann sodann die Masse des Prote-
ins errechnet werden.

Die Analytische Gelfiltration wurde unter Verwendung eines Waters 626 LC Sy-
stems und einer Sdule Superdex 75 oder Superdex 200 durchgefiihrt. Die entspre-
chende Séule wurde vor der Messung in 100 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH (8,0) und
gegebenenfalls mit 2mM DTE &quilibriert. Sdmtliche Proteine wurden zuvor iiber
Nacht gegen den gleichen Puffer dialysiert. Als Flukrate wurden 1,0 ml/min gewéhlt
und alle Experimente wurden bei RT gemessen. Der Standard fiir die Massenbestim-
mung enthielt: Thyroglobulin (670 kDa), bovine-globulin (158 kDa), chicken oval-
bumin (44 kDa), equine myoglobin (17 kDa), und Vitamin B12 (1,35 kDa). Fiir die
Bestimmung des Totvolumens wurde Dextranblau verwendet, das aufgrund seiner
groffen Masse nicht in die Poren der stationdren Phase binden kann. Von dem zu
messenden Protein wurden 90 pl einer Konzentration von 1 mg/ml injiziert.

5.3.2 Dynamische Lichtstreuung

Bei der dynamischen Lichtstreuung (DLS) werden zeitabhéngige Fluktuationen der
Lichtstreuung gemessen, die aufgrund der Brownschen Bewegung von Molekiilen ent-
stehen. Aus der erhaltenen Korrelationsfunktion lasst sich der Diffusionskoeffizient
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errechnen, und iiber die Stokes-Einstein-Gleichung kénnen Riickschliisse auf den hy-
drodynamischen Radius eines Molekiils gezogen werden.

DLS wurde fiir die Grofsenbestimmung praparierter Vesikel verwendet. Die Mes-
sungen wurden in einem DynaProTitan™ von Wyatt Techonolgies durchgefiihrt.
Dazu wurden die Vesikel auf ca. 0.1 mM Gesamtlipid verdiinnt und die Laserintensi-
tat so gewahlt, dass der Photonenzéhler im linearen Bereich arbeitete. Es wurden je
Probe 10 Akkumulationen iiber 10 Sekunden gemessen. Die Auswertung der Grofe
erfolgte mit der dem Gerét zugehorigen Software unter Annahme einer sphérischen
Form der Vesikel und PBS (phosphate buffered saline) als Losungsmittel.

5.3.3 CD-Spektroskopie

CD (circular dichroism) bezeichnet die unterschiedliche Absorption von rechts- bzw.
linkszirkular polarisiertem Licht eines Molekiils. Diese Methode wird vor allem einge-
setzt, um die Sekundarstruktur von Proteinen zu untersuchen, da diese im fernen UV
je nach Art und Ausdehnung der Sekundérstrukturelemente unterschiedliche Spek-
tren liefern. Ein schrittweises Aufheizen der Probe und das dadurch erzielte Entfalten
des Proteins liefert eine Aussage iiber die thermische Stabilitdt eines Proteins.
Samtliche Messungen wurden in einem J-815 CD-Spektrometer der Firma JASCO
durchgefiihrt. Die Nef-Proteine wurden am Tag vor der Messung gegen 5 mM KPi
pH (8,0) dialysiert, die Konzentration dreifach bestimmt und anschliefend auf 6 uM
verdlinnt. Dann erfolgte eine weitere 1:1 Verdiinnung, entweder mit Liposomen, her-
gestellt aus 500 uM der Lipide DOPC (70 %) und DOPG (30 %), oder mit Puffer.
Fiir die Messungen wurden folgende Parameter verwendet: Stickstofffluss: 3 L/min,
Temperatur: 25°C, Datapitch: 0,5 nm, Wellenldnge: 250-190 nm, Integrationszeit:
0,5s, Kiivettenvolumen: 700 ul; Schichtdicke: 2 mm.

Fiir die thermale Denaturierungsmessung wurden die Proteine wieder am Vortag
der Messung gegen 5mM KP; pH (8,0) dialysiert und die Konzentration einfach be-
stimmt. Fiir die Messungen wurden folgende Parameter verwendet: Aufgenommene
Wellenlénge: 222 nm, Temperaturbereich: 4°C - 85°C, Stickstofffluss: 3 L/min, Da-
tapitch: 0,2nm, Integrationszeit: 2s, Bandwidth: 2mm, Kiivettenvolumen: 700 pl,
Schichtdicke: 2mm. Der Scan wurde anschlieffend wieder riickwérts von 85 °C nach
4°C durchgefiihrt.

o_ mdeg
~ Pfadlinge [mm)] - Proteinkonzentration [M] - Anzahl der AS

(2)

Die erhaltene Elliptizitdt wurde dann {iber Gleichung 2 in die mittlere residuale
Elliptizitat umgerechnet. Die Kurvenanpassung erfolgte mit dem Analyseprogramm
von JASCO. Die Herleitung der verwendeten Formel ist in einer Ubersichtsarbeit
von Greenfield zu finden [152].

5.3.4 Fluoreszenzmessungen

Wird ein Molekiil durch Absorption eines Photons in einen angeregten Zustand ver-
setzt, so kann es auf unterschiedliche Weise in den Grundzustand zuriickkehren. Ge-
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schieht dies als Singulett-Singulett-Ubergang (S; — Sp) unter Emission eines Pho-
tons, so spricht man von Fluoreszenz. Die Aminosédure Tryptophan stellt durch ihren
Indolring ein natiirliches Fluorophor dar, und somit besteht die Moglichkeit die int-
rinsische Fluoreszenz eines Proteins zu untersuchen.

Alle Messungen wurden bei 30 °C in einem Fluoreszenzspektrometer durchgefiihrt.
Die Exzitation von Tryptophan erfolgte bei 284 nm und die Emission wurde bei
340nm beobachtet. Untersuchungen des Farbstoffes 5-DPH-HPC erfolgten durch
Anregung bei 340 nm und Beobachtung der Emission bei 460 nm. Die Konzentration
der Proteine betrug 38 uM, die der Vesikel 100-1000 uM Gesamtlipid.

5.3.5 FRET (fluorescence resonance energy transfer)

FRET bezeichnet einen Prozess, bei dem Energie strahlungslos von einem Donorfluo-
rophor auf ein Akzeptorfluorophor iibertragen wird, die rdumliche Ndhe beider Fluo-
rophore vorausgesetzt. Der Radius bei dem 50 % Energieiibertrag fiir ein gegebenes
Donor-Akzeptor-Paar erfolgt, wird als Forsterradius bezeichnet. Der Férsterradius
liegt im Nanometerbereich und betragt z. B. fiir Tryptophan und 1,6-diphenyl- 1,3,5-
hexatrien (DPH) 40 A [153]. Die Effizienz des Energieiibertrages ist durch Gleichung
3 gegeben und hingt von der sechsten Potenz des Abstandes ab.

1
Errer = — 55—
14 (£)°

mit Epgrpr = Effizienz des Energieiibertrages, R = Entfernung der beiden Fluorophore, Ry = Forsterradius.

3)

Es wurde der Forstertransfer zwischen den Tryptophanen in Nef und dem in die
Vesikel intergrierten Farbstoff S-DPH-HPC beobachtet.

5.3.6 Stopped Flow und Kinetik

Die Stopped Flow Technik wird fir Fluoreszenzmessungen schneller Reaktionen im
Sekunden- bis Millisekundenbereich angewendet. Dabei werden die Analytlosungen
zunéchst jeweils in getrennte Spritze gegeben. Durch eine Rampe werden sodann
beide Lésungen simultan in einer Mischkammer zusammengeschossen und nach einer
Totzeit von ca. 1ms die zeitabhingige Anderung der Fluoreszenzintensitiit verfolgt.

Die Messungen erfolgten in einer Stopped Flow-Apparatur (Applied Photophy-
sics). Die eingesetzte Konzentration an Gesamtlipid betrug zischen 5 und 1000 uM,
die des Proteins in der Spritze 0,4 uM. Die Exzitation wurde bei 280 nm gewahlt
und die Emission durch einen 420 nm cut-off Filter beobachtet. Fiir die Auswertung
wurden i.d.R. 7-10 Messungen gemittelt und die erhaltenen Daten wurden mittels
einer biexponentiellen Gleichung (siehe Gleichung 4) angepasst.
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n=2
F(t) = Fmax —+ Z A(i)obse(fk(i)obst) (4)
=1

mit F(t) = Fluoreszenz zum Zeitpunkt t, A(;),5s = Amplitude der i-ten Exponentialfunktion, k(;)ops = be-
obachtete Ratenkonstante der i-ten Exponentialfunktion, t = Zeit, n = Anzahl der Exponentialfunktionen;

fiir eine biexponentielle Funktion gilt n = 2.

Die Bindung von Nef an Vesikel kann durch Gleichung 5 beschrieben werden. Die zwei
Phasen, die durch die biexponentielle Kurvenanpassung erhalten werden, entsprechen
zum einem der Bindung von Nef an Vesikel und zum anderen einer Isomerisierung.

k1 ko
P+V* (1) = PV* (2) = P'V* (3) (5)
k‘fl k?72
mit P = Protein, V* = Bindungsplatz fiir Nef auf einem fluoreszenzmarkierten Vesikel, P’ = Protein in

anderem Zustand

Da die Konzentration an Bindungsplitzen auf den Vesikeln im Uberschuss im Ver-
gleich zu Nef eingesetzt wurde (siche Kap. 25), kann eine Reaktion pseudo-erster

Ordnung vorausgesetzt werden kann. Weiterhin dquilibriert die erste Gleichgewichts-

k
reaktion viel schneller als das Gleichgewicht (2) k:Q (3). Das zweite Gleichgewicht
2

beschreibt eine Isomerisierung des Proteins, die ca. um den Faktor 10 langsamer ab-
lduft. Generell ist k(1)op, durch Gleichung 6 gegeben, die sich aber wegen der oben
erwahnten Voraussetzungen zu Gleichung 7 vereinfachen lésst .

k(l)obs =k_1+ k1 % [V] + kot k o~k 1+ Kk * [V] (6)

k(l)obs ~Rkoy 4k x [V] (7)

Fir die zweite beobachtete Ratenkonstante k(2)ops gilt Gleichung 8, die eine hy-
perbolische Funktion beschreibt. Die Betrachtung als von Gleichgewicht (1) = (2)
unabhéngiges System ist erlaubt, da der Zustand (2) stark bevorzugt ist und somit

der Term figlﬁ[@] anndhernd 1 ergibt.
Kl * V]
kyobs = ka—————= + k_a = ko + k_ 8
(2)ob 21+K1[V] 2 ~ ko 2 (8)

Die erhaltenen Ratenkonstanten kq(gps) und ko(ops) wurden gegen die Konzentrati-
on der oberflichenzugénglichen Lipide aufgetragen. Dafiir wurde die Konzentration
des Gesamtlipids bestimmt (siehe Kap. 5.2.11) und die 1:2 Verdiinnung im Stopped
Flow beriicksichtigt. Da Vesikel aus einer Membrandoppelschicht bestehen, wurde
angenommen, dass ebensoviele Lipide an dem Aufbau der inneren, nicht zugéngli-
chen Membranschicht beteiligt sind. Gleichung 6 entspricht einer Geradengleichung
und eine lineare Regression dieser Daten liefert k,, (Steigung der Geraden) und der
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Schnittpunkt mit der Ordinate liefert k,y¢. Ky ergibt sich dann aus dem Verhaltnis
koft/kon. Aufgrund der Ungenauigkeit dieser Methode wurde bei der Bestimmung
von koyp zusétzlich die Dissoziation untersucht, indem der Komplex aus Nef und
Vesikel mit einem 10-fachen Uberschuss nicht fluoreszenzmarkierter Vesikel zusam-
mengebracht wurden.

PV*+VSP4+V +V S PV 4V 9)

Aufgrund des Uberschusses an unmarkierten Vesikeln liegt das Gleichgewicht dieser
Reaktion auf der rechten Seite und nahezu sdmtliche Nef Molekiile liegen am Ende
im Komplex mit unmarkierten Vesikeln vor.

Um die Anzahl der Lipide zu bestimmen, die eine Bindungsstelle fiir ein Molekiil
Nef bilden, wurde eine Titration durchgefiihrt. Hierzu wurden 0,2 uM myrNef(wt)
gegen verschiedene Konzentrationen von Vesikeln im Stopped Flow gemessen. Dabei
wurden die Konzentrationen so gewéhlt, dass das Verhéltnis von Lipid zu Protein
von sehr gering bis hin zu hohem Uberschuss reichte. Die Vesikel setzten sich aus
66 % DOPC, 30% DOPG und 4% B-DPH-HPC zusammen. Die Kurvenanpassung
der erhaltenen Daten erfolgte nach Gleichung 10 (Herleitung: siche Anhang).

(Foo _FO).
2 [P]
([Po] +n - [Lo] + Ka — v/([Po] + n - [Lo] + Ka)®> =4 - [Po] - - [Lo])  (10)

F=1F+

mit F = Fluoreszenzsignal, Fy = Fluoreszenzintensitiat ohne Ligand, Foc = Fluoreszenzintensitdt bei ma-
ximaler Sattigung mit Ligand, [Py] = Konzentration des Proteins, [Lg] = Konzentration der Lipide, K4 =

Dissoziationskonstante, n = Anzahl der Bindungsstellen.

5.4 Oberflichenplasmonresonanz

In Metallen wie z. B. Gold konnen die Valenzelektronen néherungsweise als Elek-
tronengas aufgefasst werden. Transversale Wellen, die an der Grenzfliche zwischen
Metall und angrenzendem Dielektrikum zu finden sind, werden als Oberflichenplas-
monen bezeichnet. Diese konnen, falls der Wellenvektor des eingestrahlten Licht mit
dem des Oberflichenplasmons iibereinstimmt, optisch angeregt werden. Eine Voraus-
setzung hierfiir ist, dass das einfallende Licht von einem optisch dichteren in ein op-
tisch weniger dichtes Medium iibergeht. Oberhalb eines kritischen Winkels tritt dann
die Totalreflektion des Lichts ein, wobei eine evaneszenten Welle auftritt, die mit den
Oberflachenplasmonen interagieren kann. Bei Anregung eines Oberflichenplasmons
wird die Totalreflektion des Lichts abgeschwécht und es wird ein scharfes Minimum
in der winkelabhéingigen Reflektion beobachtet. Eine Anderung des Brechungsindex
z.B. fiihrt auch zu einer Anderung des SPR. (surface plasmon resonance)-Winkels,
der die Basis fiir das Signal darstellt.
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SPR wurde eingesetzt um Bindung von Nef an Vesikel zu verfolgen. Fiir die Mes-
sungen wurde ein Biacore 3000 mit einem L1-Chip, der mit Vesikeln beladen werden
kann, verwendet. Die Temperatur fiir die Messungen betrug 25°C. Protokolle, die
fiir das Biacore verwendet wurden:

Reagenz Flussrate injiziertes Waschdauer
[12]/min] Vol. 1] (Puffer) [s]

Isopropanol/50 mM NaOH 2:3 50 100 60

3 M Guadiniumhydrochlorid 5 20 60

40 mM Octylglykosid 5 30 420

Tabelle 13: Protokoll fiir die Reinigung des Chips.

Reagenz Flussrate injiziertes Waschdauer
2]/ min] Vol. [p]] (Puffer) [s]

Vesikel (0,8 mM Lipid) 2 15 300

Vesikel (0,8 mM Lipid) 2 15 480

Puffer 100 20 300

10mM NaOH 5 10 120

Tabelle 14: Protokoll fiir die Beladung des Chips mit Vesikeln.

Reagenz Flussrate injiziertes Waschdauer
21/ min]| Vol. [p]] (Puffer) [s]
Protein (0,125-10 uM) 5 35-70 1800

Tabelle 15: Protokoll fiir die Bindungsreihe von Protein an die Vesikel.

Zuerst erfolgte die zweifache Reinigung des Chips, dann wurde der Chip mit Liposo-
men beladen und die Bindungsreihe des Proteins an die Liposomen folgte. Erfolgte
die Messung bei gleichbleibender Vesikelzusammensetzung und es wurde nur die Pro-
teinkonzentration gedndert, wurde der Chip nur einmalig zwischen den Messungen
gereinigt, ansonsten zweifach. Die Auswertung der Messungen erfolgte nur qualitativ
iiber die Anderung der Amplitude, da ein Fit der erhaltenen Daten mit dem vom
Hersteller bereitgestellten Programm nicht moéglich war.
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6 Ergebnisse

Die Untersuchung der Bindung des HIV-1 Nefgpo Proteins an Modellmembranen
bildet den Kern dieser Arbeit. Der erste Abschnitt der Ergebnisse befasst sich mit
der Expression und der Charakterisierung des myristoylierten Nef Proteins, wahrend
der zweite Abschnitt die kinetischen und biophysikalischen Ergebnisse der Protein-
Liposom-Interaktion darstellt. Zum Schluss wird auf die Membranbindung eines ar-
tifiziell farnesylierten Nef Proteins eingegangen, und die Charakterisierung eines wei-
teren myristoylierten Proteins, Vac8, beschrieben.

6.1 Klonierung von HIV-1 Nefgpo

Um die Membranbindung des nativen HIV-1 Nefgpo Proteins zu untersuchen, musste
das Protein in ausreichender Menge und mit hohem Reinheitssgrad gewonnen wer-
den. Zudem musste eine Myristoylierung des Proteins erzielt werden. Hierfiir wurde
E.coli als bakterielles Expressionssystem gewéhlt. Da eine Myristoylierung in E.coli
nicht stattfindet, standen zwei Varianten zur Auswahl, um diese zu erzielen. Zum
einen kann die N-Myristoyl-Transferase (NMT) separat gereinigt werden und an-
schliefsend in einem Ansatz in vitro mit dem zu myristoylierenden Protein — unter
Zugabe des Kosubstrates Myristinsédure — eingesetzt werden |[72]. Zum anderen kann
die Myristoylierung durch Koexpression des Substrats und der NMT in E.coli in vivo
erfolgen. [154, 155|. Auch bei diesem Ansatz muss eine Zugabe von Myristinsdure
erfolgen. Da letztere Variante weniger Reinigungsschritte umfasst, sollte die Myri-
stoylierung von Nef durch Koexpression von Nef und der humanen NMT, die den
Transfer der Myristinsdure katalysiert, bewerkstelligt werden. Hierzu wurden zwei
Plasmide generiert, die die genetische Information von Nef bzw. der NMT enthiel-
ten.

Nef und sdmtliche in Tab. 16 aufgefiihrten Mutanten des Proteins wurden in den
Vektor pET23d subkloniert, der eine Ampicillinresistenz aufweist. Fiir die Reini-
gung des Proteins mittels Metallaffinitdts-Chromatographie enthélt der Vektor einen
C-terminalen Histidinanker. Durch die Wahl geeigneter Restriktionsenzyme wurde
gewahrleistet, dass Nef ein initiales Methionin trégt, damit die N-terminale Myristoy-
lierung erfolgen kann. Das Plasmid der NMT wurde freundlicherweise von Dr. J.I.
Gordon ( Washington University School of Medicine) zur Verfiigung gestellt. Das Gen
wurde in den Vektor pET30a, der eine Kanamycinresistenz trégt, subkloniert. Der
Histidinanker wurde durch die Klonierung entfernt, um eine gemeinsame Reinigung
der NMT mit Nef zu verhindern.
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Bezeichnung Mutationen Beschreibung

myrNef(wt) - Wildtyp von Nefspao

Nef(G2A) Go myristoylierungsdefizientes Nef

meref(R4) 1%177 ng, R21, R22 Mutation basischer AS

myrNef(WMW)  Wg, Mg, W3 Mutation hydrophober AS

myrNef(WR) W5, Mg, Wis, Kombination der Mutationen von
1%177 ng, R217 R22 Nef(R4) und Nef(WMW)

Nef(59) A59 Deletion der N-terminalen 59 AS

Tabelle 16: Bezeichnung der bei den Messungen verwendeten Nef-Konstrukte. Sdmtliche Mutatio-
nen wurden zu Alanin durchgefiihrt. Alle Konstrukte, ausgenommen Nef(G2A) und Nef(59), wurden
myristoyliert. Weiterhin trugen alle hier beschriebenen Varianten die Mutation C210S.

Die Koexpression von Nef mit der NMT in E.coli unter Beigabe von Myristinsdure
fiihrte zu vollstdndig myristoyliertem Nef Protein in hoher Ausbeute. Ein verandertes
Laufverhalten des lipidierten Proteins in der SDS-PAGE, wie es z. B. fiir Arfl nach
Myristoylierung beobachtet wurde [156], war im Fall von Nef nicht zu beobachten.
Allerdings konnte die erwartete Erhchung der molekularen Masse mittels ESI-MS
nachgewiesen werden. Samtliche generierten Mutanten von Nef wiesen ebenfalls eine
vollstdndige Myristoylierung auf. Die Loslichkeit der myristoylierten Proteine wie
auch der nicht myristoylierten Nef Proteine war sehr gut, und die Proteine konnten
auf hohe Konzentrationen von 20 mg/ml gebracht werden. Diese Beobachtung lasst
vermuten, dass der N-terminale Myristinanker nicht solvensexponiert ist, sondern an
das Protein bindet. Ein solcher Myristin-Schalter ist fiir mehrere Proteine bekannt
[70] und auch fiir Nef wurden inzwischen Hinweise fiir einen solchen Schalter gefunden
[34, 157].

6.2 Expression und Reinigung von HIV-1 Nefgps

Die Expression der Proteine erfolgte bei einer Temperatur von 30°C, dem Tempera-
turoptimum der NMT. Vor Induktion wurden 50 uM gel6ster Myristinsaure je Liter
Kultur zugefiigt, um einen Uberschuss an Kosubstrat fiir die NMT zu erzielen. Fiir die
Expression wurden die Plasmide von Nef und der NMT in E.coli BL21(DE3)-Zellen
kotransformiert, wobei die Effizienz der Transformation in elektrokompetente Zellen
deutlich héher war als bei der Verwendung hitzekompetenter Zellen. Bei Nef(G2A)
und Nef(59) wurde von einer Kotransformation mit der NMT abgesehen, da diese
Proteine nicht myristoyliert werden kénnen. Die Reinigung iiber Metallaffinitéts-
Chromatographie (siehe Kap. 5.2.2.2) war in der Regel ausreichend, um einen hohen
Reinheitsgrad zu erzielen. Im Falle einer ungeniigenden Reinheit wurde das Protein
mittels Gelfiltration weiter gereinigt. Es wurden zunéchst nur geringe Mengen der
Proteine isoliert, nach einer Codonoptimierung steigerte sich die Ausbeute des Nef-
Proteins — je nach Konstrukt — jedoch auf bis zu 50mg je Liter Kultur. Bei der
Codonoptimierung wurden in E.coli selten genutzte Codons (z. B. AGG) durch stille
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Mutationen in hiufig genutzte Codons tiberfiihrt [34]. Der Myristoylierungsgrad der
Proteine wurde mittels ESI-MS und MALDI-TOF {iberpriift und beide Methoden
zeigen eine vollstandige Myristoylierung der Proteine auf (siche Abb. 11).
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Abbildung 11: Dekonvoluiertes ESI-Massenspektrum von myrNef(wt) C210S; Die Masse von
25.624 Da stimmt exakt mit der erwarteten Masse iiberein. Im Fenster: Originales, nicht dekon-
voluiertes Spektrum.
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Abbildung 12: SDS-PAGE der in den Versuchen eingesetzten Proteine. Der Reinheitsgrads ist
>95 %.
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6.3 Analyse der Bindung von HIV-1 Nefsp, an Modellmembranen

Eine Voraussetzung dafiir, dass Nef seine Funktionen wie z. B. die Internalisierung
von Oberflachenrezeptoren ausiiben kann, ist seine Membransténdigkeit. Diese wird
durch die Myristoylierung und einem Bereich positiv geladener Aminoséuren ge-
wahrleistet. Somit dienen Nef sowohl elektrostatische als auch hydrophobe Wechsel-
wirkungen fiir die Membranbindung, deren Untersuchung Gegenstand dieser Arbeit
war.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Bindung von HIV-1 Nefgps an Modellmembra-
nen zeitlich aufgelost zu verfolgen. Dafiir sollte ein auf FRET (fluorescence resonance
energy transfer) basierendes System aufgebaut werden, das in dhnlicher Weise be-
reits z.B. von Antonny et al. fiir die Untersuchung der Interaktion von Arf mit
Modellmembranen angewendet wurde [138] und in Abschnitt 6.3.1 nidher beschrie-
ben ist. Durch gezielte Mutation von N-terminalen Aminosduren, die vermutlich fiir
die Membranbindung essentiell sind, sollte der Einfluss dieser Aminosduren und auch
der Myristoylierung auf die Membranbindung geklért werden. Umgekehrt sollte auch
untersucht werden, wie die Zusammensetzung der Liposomen bzw. ihre Kriimmung
die Membranbindung von Nef beeinflusst.

6.3.1 Fluorimetrische Eigenschaften von HIV-1 Nefgps und experimen-
teller Versuchsaufbau fiir die Detektion der Membranbindung

Um die Bindung von Nef an Membranen zu verfolgen, wurde ein System aufgebaut,
dessen Funktionsweise in Abb. 13 schematisch dargestellt ist: Die in Nef intrinsisch
vorhandenen Tryptophane bilden zusammen mit dem in der Modellmembran inkor-
porierten Farbstoff 3-DPH-HPC ein FRET-Paar. Insgesamt besitzt Nef acht Tryp-
tophane, von denen sechs in der Kerndoméne und zwei in der N-terminalen An-
kerdoméne zu finden sind, die nach Exzitation zu dem Forster-Transfer beitragen
konnen. Der Forsterradius fiir diese beiden Fluorophore betrégt ca. 4nm [158] und
somit kann die Anndhrung des Proteins an die Membran iiber FRET — durch Ex-
zitation der Tryptophane bei zeitgleicher Detektion der Emission des 5-DPH-HPC
— beobachtet werden. Die intrinsisch vorhandenen Tryptophane sind von Vorteil, da
Tryptophane die Membranbindung entscheidend beeinflussen kénnen [159]. Durch
Mutation rekombinant eingefiihrte Tryptophane konnten die Ergebnisse also verfal-
schen. Eine Verénderung der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz nach Membranbin-
dung konnte nicht beobachtet werden. Allerdings war dies auch nicht zu erwarten,
da die Umgebungsénderung einzelner Tryptophane wegen der Fluoreszenz der an-
deren Tryptophane nicht detektiert werden kann. Deswegen wurde der bereits oben
erwiahnte, auf FRET basierende Ansatz gewdhlt. FRET bietet im Vergleich zu der
intrinsischen Fluoreszenzmessung den Vorteil der héheren Sensitivitét, und durch die
geringere notwendige Konzentration an Bindungspartnern, ist die Bestimmung héhe-
rer Affinitdten moglich. Der Nachteil dieser Methode ist, dass ein Teil der Lipide mit
einem Farbstoff modifiziert werden muss. Ein zu hoher Hintergrund der Fluoreszenz,
der durch Tryptophane generiert wird, die nicht an dem Forster-Transfer beteiligt
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sind, war nicht zu beobachten. Vermutlich sind aufgrund des Forsterradius von 4 nm
und der geringen Grofte von Nef die meisten Tryptophane bei Membranbindung von
Nef an dem Forstertransfer beteiligt. Zusétzlich ist die Emission von Tryptophan
im Vergleich zu G-DPH-HPC bei der detektierten Wellenldnge von >420nm sehr
gering.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des experimentellen Versuchsaufbau: Aufgrund der spek-
tralen Uberlappung der Emission von Tryptophan und S-DPH-HPC kann die Bindung von Nef
(links) an Modellmembranen (rechts) iiber FRET verfolgt werden. Die dargestellten Lipide repré-
sentieren in dieser Arbeit héufig eingesetzte Lipide fiir die Herstellung von Modellmembranen.

In Abb. 14 sind die Exzitations- und Emissionsspektren beider Fluorophore darge-
stellt. Das Exzitationsmaximum fiir Tryptophan liegt bei 280 nm, das von S-DPH-
HPC bei 360 nm. Fiir die Emission liegen die Maxima bei 340 nm im Falle von Nef
und bei 428 nm fiir den Farbstoff. Die griin schraffierte Flache zeigt die spektrale
Uberlappung der beiden Fluorophore an, die eine Voraussetzung fiir FRET darstellt.
Fiir einen besseren Vergleich wurde die Fluoreszenz auf die gleiche Hohe skaliert.
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Abbildung 14: Spektrale Eigenschaften des verwendeten FRET-Paars. Nef: Exmax = 280 nm,
Empmax = 340nm; -DPH-HPC: Expmax = 360nm, Empyax = 428 nm. Der Bereich der spektralen
Uberlappung ist griin schraffiert dargestellt.

Erste zeitabhingige Experimente wurden in einem Fluoreszenzspektrometer durch-
gefithrt. Hierzu wurden Liposomen der Zusammensetzung DOPC (66 %)/DOPG
(30%)/B-DPH-HPC (4 %) vorgelegt, myristoyliertes Nef unter Riihren zugegeben
und die Emission bei 460 nm beobachtet. Die Exzitation erfolgte bei 280 nm. Nach
Zugabe des Proteins ist eine Zunahme der Emission zu beobachten, was auf das
Auftreten von FRET zuriickzufiihren ist. Allerdings kann ein Grofiteil der Signal-
dnderung zeitlich nicht aufgelost werden (Abb. 15a). Aus diesem Grund musste im
Folgenden eine Methode verwendet werden, die auch die Aufnahme schneller Reak-
tionen erlaubt.

Fiir simtliche Messungen wurden die Grofen der Liposomen mittels dynamischer
Lichtstreuung (DLS) iiberpriift, um einen Unterschied im Bindungsverhalten der Nef
Proteine aufgrund dieser Eigenschaft ausschlieffen zu konnen. Das typische Ergebnis
einer solchen Messung ist in Abb.15b gezeigt.
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Abbildung 15: a. Auf FRET beruhende Fluoreszenzénderung nach Zugabe von myrNef(wt) zu
farbstoffmarkierten Liposomen, aufgenommen in einem Fluoreszenzspektrometer. Im Gegensatz zu
Messungen mit der Stopped Flow Technik ist hier ein zusétzlicher langsamerer Prozess zu sehen, der
vermutlich wegen der hohen Konzentration von 38 uM Nef auftritt. b. Ergebnis der DLS-Messung
von einer typischen Liposomenpraparation. Es wurde ein hydrodynamischer Radius von 43,8 nm
und eine Polydispersitat von 22,5 % erhalten.

Eine Methode, die es erlaubt schnelle Kinetiken im Sekunden- bzw. Millisekunden-
bereich aufzunehmen, ist die Stopped Flow Technik. Durch ein sehr schnelles Durch-
mischen zweier Losungen und Beobachtung der Einstellung des Gleichgewichts bei
Bindung der Komponenten, kann der zeitliche Verlauf einer Reaktion {iber eine An-
derung der Fluoreszenz verfolgt werden. Hierfiir wurden die beiden Spritzen des
Stopped Flow Gerétes entsprechend mit farbstoffmarkierten Liposomen und myr-
Nef(wt) befiillt. Die Exzitation wurde wie zuvor bei einer Wellenldnge von 280 nm
gewéhlt und die Emission durch einen cut off Filter mit einer Wellenlédnge von 420 nm
aufgezeichnet. Im Gegensatz zu den Messungen, die mit dem Fluoreszenzspektrome-
ter durchgefiihrt wurden, ist mit dieser Methode eine zeitliche Auflésung der zuvor
sprunghaft erscheinenden Signaldnderung moglich.

Ein Beispiel fiir ein Bindungsexperiment zwischen myrNef(wt) und Liposomen ist
in Abb. 16 zu sehen. Es ist bereits anhand des Kurvenverlaufes zu erkennen, dass
eine monoexponentielle Kurvenanpassung die erhaltenen Daten nicht gut beschreibt.
Deshalb wurde wurde ein biexponentielles Modell angewendet. Die Abweichung der
Kurvenanpassung von den experimentellen Daten lésst ein leichtes Wellenmuster er-
kennen, wobei die Hohe der Abweichung sehr gering ist. Die erhaltenen Parameter
sind in der Abbildung integriert, und es ist zu erkennen, dass sich die beobachte-
ten Ratenkonstanten kq(ps) und kg(ops) nahezu um den Faktor zehn unterscheiden.
Die folgenden Experimente zeigten, dass kj(ps) von der Konzentration der Liposo-
men abhéngt, wihrend ky(ops) nahezu konstant bleibt und einen Wert von ca. 3s7!
aufweist.
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Abbildung 16: a. Beispiel einer biexponentiellen Kurvenanpassung eines mittels Stopped Flow
aufgezeichneten Datensatzes der Bindung von myrNef(wt) an Liposomen mit einem Anteil von
30 % negativ geladenen Lipiden (DOPG) und 4% B-DPH-HPC. Die erhaltenen Parameter sind
aufgefiihrt. Die gezeigte Kurve ist dem Datensatz aus Abschnitt 6.3.4 entnommen. Der Radius der
Liposomen entsprach 48 nm und die eingesetzte Konzentration an myrNef(wt) in der Spritze lag bei
0,4 uM. Die initiale Konzentration der Lipide betrug 250 uM. b. Residuen der Kurvenanpassung.

Aus der Messung von Nef und einer variablen Konzentrationen an Liposomen im
Stopped Flow Gerat kann bei Auftragung der beobachteten Ratenkonstante gegen die
Konzentration der Liposomen durch lineare Regression sowohl k; (Steigung) als auch
k_1 (Achsenabschnitt) ermittelt werden. Da die Bestimmung von k_; mittels dieser
Methode allerdings stark fehlerbehaftet sein kann, wurden auch separate Dissoziati-
onsexperimente durchgefiihrt. Ein Beispiel fiir ein Dissoziationsexperiment, bei dem
zu dem Komplex aus myrNef(wt) und farbstoffmarkierten Liposomen ein achtfacher
Uberschuss an nicht markierten Liposomen gegeben wurde, ist in Abb. 17 gezeigt.
Auch bei der Dissoziation wurde die Kurvenanpassung mit einem biexponentiellen
Modell durchgefiihrt, und die Residuen wurden iiberpriift (Abb. 17b).
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Abbildung 17: a. Beispiel einer biexponentiellen Kurvenanpassung eines mittels Stopped Flow
aufgezeichneten Datensatzes der Dissoziation von myrNef(wt) von farbstoffmarkierten Liposomen.
Der Datensatz ist ebenso wie in Abb. 16 aus dem Abschnitt 6.3.4 entnommen. Die initiale Konzen-
tration der Lipide fiir die farbstoffmarkierten Liposomen lag bei 125 M und fiir die Verdringung
wurde das achtfache an unmarkierten Liposomen eingesetzt. b. Residuen der Kurvenanpassung.

6.3.2 Bestimmung einer Bindungsstelle fiir Nef auf Liposomen

Um den Ky-Wert der Bindung von Nef an Modellmembranen zu ermitteln, musste
die Anzahl der Lipide bestimmt werden, die notwendig sind, um eine Bindungsstelle
fiir Nef zu bilden. Aus dem Ergebnis ist auch ersichtlich, welche Lipidkonzentration
bendtigt wird, um Experimente mit einem Uberschuss an Bindungsstellen durchzu-
flihren und somit eine Reaktion pseudo-erster Ordnung annehmen zu kénnen.

Die Anzahl der Lipide, die einer Bindungsstelle entsprechen, wurde zunéchst
durch Titration von myrNef(wt) mit Liposomen bestimmt. Dazu wurden Liposo-
men iiber einen grofen Konzentrationsbereich, ausgehend von einer sehr niedrigen
Lipidkonzentration von 5 M bis zu einer Konzentration von 750 M hergestellt und
im Stopped Flow mit 0,4 uM myrNef(wt) gemessen. Diese Konzentrationen entspre-
chen denjenigen, die in den Spritzen des Gerétes vorlagen. Im Folgenden werden
immer die Endkonzentrationen nach Verdiinnung im Stopped Flow Gerédt und un-
ter Beriicksichtigung der Zugénglichkeit der Lipide angegeben (siehe Kap. 5.3.6).
Die Herstellung der Liposomen erfolgte mittels des Extruders unter Verwendung
eines Polycarbonatfilters mit einem Durchmesser von 50 nm und die Lipidkonzentra-
tion wurde iiber einen Phosphatassay bestimmt. Als Zusammensetzung wurde 66 %
DOPC, 30% DOPG und 4% [-DPH-HPC gewihlt. Die erhaltenen Daten wurden
wie bereits beschrieben, einem biexponentiellen Modell angepasst, und die Summe
der Amplituden berechnet. Ein Auftragen der Amplitudensumme gegen die effektive
Konzentration der zugénglichen Lipide lieferte eine ann&hernd hyperbolische Kurve,
die einer Kurvenanpassung nach Gleichung 10 unterzogen wurde (siehe Abb. 18b).
Dies lieferte einen Wert von 25 Lipiden, die ein Molekiil Nef fiir die Bindung benétigt
und einen K4-Wert fiir die Bindung von 0,25 yM. Anhand dieses Experimentes ist
allerdings keine Aussage dariiber moglich, ob Nef mit 25 Lipiden interagiert, oder ob
Nef durch sterische Hinderung den Zugang weiterer Nef Molekiile zu der Membran
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Abbildung 18: a. Assoziationskurven der Titration von myrNef(wt) mit Liposomen unterschied-
licher Konzentration. Die Konzentration an zugénglichen Lipiden lag zwischen 1,3 und 163,7 uM.
b. Auftragung der ermittelten Amplitude gegen die Konzentration an zugénglichen Lipiden und
die entsprechende Kurvenanpassung nach einer quadratischen Gleichung (vergl. Gleichung 10). Die
Konzentration des Proteins (P0) wurde konstant gehalten; die erhaltenen Paramter sind dargestellt
und es ergibt sich ein Wert von 25 Lipiden pro Bindungsplatz fiir ein Molekiil Nef.

6.3.3 Einfluss der Oberflichenladung der Liposomen auf die Membran-
bindung

Die Sequenzkonservierung der N-terminalen Domé&ne von Nef zeigt das Vorhan-
densein mehrerer hochkonservierter, basischer Aminosduren (Abb. 26a). Da die N-
terminale Myristoylierung alleine nicht ausreicht, um eine stabile Membranbindung
zu vermitteln, liegt es nahe, dass die positiv geladenen Aminoséuren die Membran-
bindung unterstiitzen kénnten, und Studien, die in vivo durchgefithrt wurden, zeigen,
dass ebendies der Fall ist [160, 30]. Falls die basischen Aminosduren einen Anteil an
der Bindung von Nef an negativ geladene Membranen haben, sollte auch eine Veréan-
derung der Oberflichenladung der Liposomen die Affinitédt beeinflussen [125]. Dies
sollte im folgenden Experiment tiberpriift werden.

Hierfiir wurden Liposomen mit einem unterschiedlichen Gehalt des negativ gela-
denen Phospholipids DOPG mittels Extruder prapariert, wobei sdmtliche Prépara-
tionen 4 % des farbstoffmarkierten Lipids enthielten. Dabei variierte der Gehalt an
DOPG zwischen 0% und 30 %. Bei Liposomen ohne jegliche Ladung (96 % DOPC
oder 66 % DOPC 30 % DOPE) konnte keine Interaktion zwischen Nef und den Lipo-
somen beobachtet werden. Mit steigendem Gehalt an negativer Ladung konnte jedoch
eine Zunahme der Bindung von Nef an Liposomen gezeigt werden. (Abb. 19a). Eine
Auswertung der Daten nach einem biexponentiellen Modell gestaltete sich schwierig,
da die Qualitat der Daten mit 20 % DOPG schlecht war, und nur wenige Kurven
gemittelt werden konnten. Dies ist auch bei der Auftragung von k1o, gegen die zu-
gingliche Lipidkonzentration zu erkennen: Die lineare Regression liefert eine dhnliche
Steigung fiir die Gerade wie sie auch fiir die Liposomen mit 30 % DOPG erhalten
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wurde (Abb. 19b). Allerdings sollte k; bei einer Reduktion der negativ geladenen
Phospholipide ebenfalls abnehmen. Eine Auswertung von 10 % DOPG ist aufgrund
der niedrigen Fluoreszenz nicht mdoglich. Die Amplitude hdngt nicht linear von dem
Gehalt an negativ geladenen Phospholipden ab und die aus der Amplitude abge-
schitzten K4-Werte (ausgehend von einem Ky-Wert von 0,25 uM fiir 30 % DOPG)
sind 9 uM bzw. 56 M fiir einen Anteil von 20 % bzw 10 % DOPG. Ein in Abb. 20 dar-
gestelltes logarithmisches Auftragen der resultierenden Assoziationskonstanten gegen
die Fraktion azider Lipide, lasst einen linearen Verlauf vermuten, wie er zu erwarten
ist [161]. Allerdings ist die Gerade mit nur drei Punkten unzureichend bestimmt.
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Abbildung 19: a. Vergleich der Assoziationskurven von myrNef(wt) an Liposomen, die einen
unterschiedlichen Anteil an DOPG aufweisen. Die Konzentration an zugénglichen Lipiden betrug:
10 %: 61 M, 20 %: 62 uM, 30 %: 65,5 uM, b. Graphische Darstellung der Werte fiir k(1)ops; Die
Auswertung von k1)eps ist im Fall von 20 % DOPG-Gehalt wegen der schlechten Qualitit der
erhaltenen Daten nicht aussagekriftig; eine Auswertung der Daten mit 10 % DOPG war nicht
moglich.
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Abbildung 20: Logarithmische Darstellung der Assoziationskonstante gegen die Molfraktion azider
Lipide. Die lineare Regression ist eingezeichnet.

6.3.4 Einfluss der Kriimmung der Membran auf die Bindung von Nef

Membranen innerhalb einer Zelle weisen unterschiedlichste Kriimmungen auf und
konnen nahezu planare Strukturen, wie es z. B. bei der Plasmamembran der Fall ist,
bis hin zu stark gekriimmten Strukturen, wie es z. B. bei Vesikeln der Fall ist, bilden.
Es ist ein seit jiingstem untersuchtes Phianomen, dass einige Proteine die Kriimmung
einer Membran "erkennen" und oder auch beeinflussen kénnen (siche Kap. 2.4.2.4).
Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, welchen Einfluss die Grofse und
somit die Kriimmung der Modellmembranen auf die Bindung von HIV-1 Nefgpo hat.

Die Zusammensetzung der Modellmembranen wurde wie im ersten Experiment
gewahlt (siehe Kap. 6.3.2). Die Liposomen wurden mittels des Extruders erzeugt und
anschlieftend ihr hydrodynamischer Radius {iber DLS bestimmt. Die Konzentration
der Lipide wurde iiber die Absorption des Farbstoffes ermittelt.
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Abbildung 21: a. Vergleich der Assoziation von myrNef(wt) an Liposomen mit unterschiedlichen
Radien bei einer Konzentration von 31,3 uM zugénglichen Lipiden und 0,2 M myrNef(wt); die
biexponentielle Kurvenanpassung ist eingezeichnet b. Ergebnis des Dissoziationsexperiments mit
zehnfachem Uberschuss an unmarkierten Liposomen.

Der bekannte biphasische Verlauf fiir die Assoziation von Nef an Membranen ist
auch in diesem Experiment wiederzufinden (Abb.21a). Es ist zu erkennen, dass die
Bindung von Nef an Modellmembranen von deren Kriimmung abhéngt. ki weist fiir
Liposomen mit einem hydrodynamischen Radius von 48 nm den héchsten Wert auf.
Je grofer die Modellmembranen gewéhlt werden, desto geringer ist die zugehorige
Steigung bzw. das entsprechende k; (Abb. 22a). Die Werte reichen von k1 = 6,25
puM~ts~1 fiir Liposomen mit einem Radius von 48 nm bis zu k; = 1,68 uM~1s~! fiir
Liposomen mit einem Radius von 113 nm.
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Abbildung 22: a. ki(s) aufgetragen gegen die Konzentration der Lipide und die entsprechende
lineare Regression fiir die Bestimmung von k1 b. ks aufgetragen gegen die Konzentration der
Lipide.

Auch die Dissoziation weist einen biphasischen Kurvenverlauf auf (Abb. 21b). Die
aus diesen Daten errechnete Ratenkonstante fiir die erste Riickreaktion ist allerdings
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unzureichend bestimmt, weshalb fiir die Berechnung des K -Wertes die aus dem
Ordinatenschnittpunkt erhaltenen Werte verwendet wurden. Die langsamere Raten-
konstante fiir die zweite Riickreaktion wurde jedoch diesem Experiment entnommen.

Radius kl -n k,1 (1) k,1 (2) k,Q kg Kd

[hm|]  [uMTlsTH s [s™'] [s7 s [eM]
48 6,25 10,94 22,67 0,551 2,45 0,32
67 4,00 11,83 18,26 0,437 2,56 0,41
85 2,75 13,38 16,49 0,443 2,56 0,72
113 1,68 13,04 10,93 0,389 2,61 1,01

Tabelle 17: Die aus den Messungen zur Oberflichenkrimmung gewonnenen kinetischen Parame-
ter; k—1 (1) wurde aus dem Schnittpunkt der Geraden mit der Ordinate nach linearer Regression
gewonnen, k_1 (2) durch das Dissoziationsexperiment. Fiir die Berechnungen wurde k—1 (1) verwen-
det. k1 wurde aus der Steigung errechnet, die mit n=25 multipliziert wurde, um die Bindungsplitze
zu beriicksichtigen. ky(ops) wurde als konstant mit 357! angenommen. Daraus ergeben sich nach
Gleichung 11 die Werte fiir K.

Die in Tab.17 aufgelisteten Kj-Werte wurden unter Verwendung des Ergebnisses fiir
den Wert fiir einer Bindungstelle aus Kap. 6.3.2 nach Gleichung 11 berechnet. Es ist
zu erkennen, dass die K4-Werte eine Abhéngigkeit von der Liposomengrofe zeigen.

1 1
K;= = —— — =0,32uM (11)
Ko (L4 IG) — Bl T8 (1 4 200

Berechnung des K j-Wertes fiir die Bindung von Nef an Liposomen mit einem Radius von 48 nm (Herleitung
siehe Anhang 8.2); mit k1, k2, k—1,k_2 = Ratenkonstanten der entsprechenden Hin- bzw. Riickreaktionen,
wobei k; einer apparenten Ratenkonstante zweiter Ordnung entspricht und k2, k_1, k_2 Ratenkonstanten
erster Ordnung entsprechen; n = Anzahl der Lipide, die eine Bindungsstelle formen. k2 ergibt sich aus der
Summe der entsprechenden beobachteten Ratenkonstanten. Mit einem durchschnittlichen Wert fiir ko(ops)

von ca. 3s~1 ergibt sich fiir ko 2,455~ 1.

Der ermittelte Wert fiir die Dissoziationskonstante von 0,32 uM bei einer Liposomen-
grofe von 48 nm stimmt gut mit dem in Kap. 6.3.2 bestimmten Wert von 0,25 pM
iiberein. Die Bindung kann somit durch folgendes Schema dargestellt werden:
6,25-106 M/ ~1s~1 2,455~ 1
P+V* " pyr = Py (12)
10,951 0,55s1

Das Schema stellt die Bindung von myrNef(wt) an Liposomen mit den entsprechenden Ratenkonstanten fiir
die zwei unterschiedlichen Prozesse dar. P bezeichnet das Protein, V* die farbstoffmarkierten Vesikel und P’
das Protein in einer anderen Konformation. Die Zuordnung der Ratenkonstanten fiir die zwei Prozesse wird
in Kap. 48 diskutiert.

Ein Auftragen von K7, also der Assoziationskonstanten des ersten Prozesses, gegen
den Liposomenradius zeigt eine Abhéngigkeit von 1/r2 (Abb. 23). Die Kurvenanpas-
sung, die eine Abhéngigkeit von 1/ annimmt, zeigt eine nur unwesentlich schlechtere
Abweichung von den experimentellen Daten, allerdings besitzt die erhaltene Hyper-
bel einen Schnittpunkt mit der x-Achse, was physikalisch nicht zu erkldren ist. Eine
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Abhiingigkeit der Assoziationskonstanten in der Form 1/r? kann durch die Kriim-
mung einer Kugel (die Liposomen ndherungsweise darstellen) erklart werden, die
dieselbe Abhéngigkeit aufweist [162]. Je kleiner der Radius der Liposomen wird, de-
sto grofker wird der Abstand zwischen den Kopfgruppen der Phospholipide auf der
dufseren, konvexen Membranschicht. Vermutlich resultiert eine erhéhte Kriimmung
der Membran in einer vereinfachten Insertion des hydrophoben Myristinankers in die
Membran.
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Abbildung 23: K zeigt eine Abhiingigkeit von dem Radius der Liposomen in der Form 1/72. Die
Kurvenanpassung erfolgte mittels der Gleichung K1 = A- 71 + B. Im Fenster: Die Kurvenanpassung
wurde mit einer Gleichung der Form K; = A - % + B durchgefiihrt.

6.3.5 Einfluss der Lipizusammensetzung der Liposomen auf die Mem-
branbindung

Im Folgenden sollte untersucht werden, inwieweit die Lipidzusammensetzung der
Liposomen eine Rolle fiir die Membranbindung von Nef spielt, da berichtet wurde,
dass Nef z. B. bevorzugt in Lipid Rafts lokalisiert ist [163, 164].

Dazu wurde als erstes ein Test mittels eines PIP-Strips durchgefiihrt, bei dem
eine hydrophobe Membran mit unterschiedlichen Lipiden dotiert ist, und gebunde-
nes Protein wie bei einem Western Blot iiber Antikérper nachgewiesen werden kann.
PIP-Strips dienen v.a. einer Abschétzung, ob ein Protein eventuell ein bestimmtes
Phosphatidylinositolphosphat bevorzugt bindet. Das Ergebnis ist in Abb. 24b zu
sehen und es fallt auf, dass Nef an alle Phosphatidylinositolphosphate bindet. Phos-
phatidylinisitol, das keine negativ geladene Phosphatgruppe am Inositolring aufweist
und bei einem pH-Wert von 8,0 eine Nettoladung von -1 besitzt, wird nicht gebun-
den. Dies ist auch fiir das einfach negativ geladene Phosphatidylserin der Fall. Ebenso
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kann fiir ungeladene Lipide (PC, PE, LPC) und die Kontrolle keine Bindung detek-
tiert werden. Phosphatidsdure (PA), das aufgrund der pKa-Werte von pKa;=3,0
und pKap=8,0 unter den verwendeten Versuchsbedingungen eine Nettoladung von
ca. -1,5 besitzt, hingegen zeigt eine Bindung. Lysophosphatidsidure (LPA), das sogar
einen niedrigeren pKag-Wert aufweist als PA [165], allerdings mit nur einer Fettséu-
rekette modifiziert ist, wird nicht gebunden. Insgesamt zeigt dieser Versuch, dass Nef
anscheinend negativ geladene Lipide bendtigt, um an Membranen zu binden, wobei
es nebenséchlich ist, welches Lipid die Ladung beisteuert. Die Ausnahme ist LPA,
das trotz seiner negativen Ladung nicht fihig ist, Nef zu rekrutieren. Dies kdnnte
auf eine geschwéchte hydrophobe Interaktion des Myristinankers von Nef mit dem
hydrophoben Bereich der Membran zuriickzufiihren sein, da nur eine Fettsiure fiir
diese Interaktion zur Verfiigung steht.
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Abbildung 24: a. Darstellung verschiedener Lipide, deren Einfluss auf die Membranbindung un-
tersucht wurde. b. PIP-Strip; gebundenes und iiber Antikorper detektiertes myrNef(wt) ist als
Dunkelfdrbung zu erkennen.

Eine weitere Membrankomponente, die unter Verwendung des FRET-Ansatzes un-
tersucht wurde, ist Cholesterol. Dieses Lipid unterscheidet sich in seiner Struktur,
Form und Grofse von den Phospholipiden und verringert z. B. die Fluiditdt von Mem-
branen. Von besonderer Bedeutung ist die Rolle von Cholesterol bei der Bildung von
sog. Mikrodoménen (Kap. 2.4.2.3).

Fiir dieses Experiment wurde die Konzentration an DOPC und DOPG konstant
bei 36 % bzw. 30 % gehalten, um einen Einfluss der Ladung auf die Bindung aus-
zuschliefen und es wurden wiederum 4 % S-DPH-HPC zugesetzt. Die verbleibenden
30 % wurden entweder durch Cholesterol, Sphingomyelin oder einen gleichen Anteil
beider Lipide ergidnzt. Die Konzentration der Lipide wurde {iber einen Phosphatan-
satz bestimmt. Allerdings ist es mit dieser Methode nicht moglich den Gehalt an
Cholesterol zu bestimmen, da dieses Lipid keine Phosphatgruppe aufweist. Deshalb
wurde angenommen, dass der Verlust von Cholesterol dem der Phospholipide ent-
spricht. Die erhaltenen Daten fiir die Assoziation sind in Tab. 18 dargestellt. Die
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Werte fiir k; weisen die gleich Grofenordnung auf, wie sie auch fiir die Bindung
von Nef an Liposomen ohne Cholesterol bzw. Sphingomyelin erhalten wurde. Nur
bei Modellmembranen, die sowohl Sphingomyelin als auch Cholesterol enthalten, ist
eine leicht verringerte Steigung fiir k; zu erkennen. Dies wiirde einer bevorzugten
Lokalisierung von Nef in Mikrodoménen wiedersprechen. Allerdings ist k; von der
Lipidkonzentration abhéngig, die im Falle von Cholesterol, wie bereits erwdhnt, mit
dem verwendeten System nicht bestimmt werden konnte. Die Werte fiir ko konnten
nicht ermittelt werden, da die erhaltenen Daten fiir Sphingomyelin und Cholesterol
bei einer hohen Konzentration an zuganglichen Lipiden monoexponentiell angepasst
werden konnten. Die Dissoziation unterscheidet sich um bis zu einen Faktor 5 im
Fall von 30 % Cholesterol. Da die Dissoziation unabhéngig von der Konzentration
der Lipide ist, kann ein Fehler bei der Annahme der Konzentration nicht der Grund
fiir diese Anderung sein. Allerdings ist die Bestimmung der Dissoziation iiber den
Schnittpunkt der Ordinate stark fehlerbehaftet. Um eine giiltige Aussage zu erhal-
ten, miissten Konzentrationsreihen mit unterschiedlichem Anteil der verschiedenen
Lipide durchgefiihrt werden. Falls die Unterschiede signifikant sind, scheint der Ef-
fekt dieser Lipide aber im Vergleich z. B. zu der Ladung eine untergeordnete Rolle
zu spielen.

Protein ki -n [uM™ts™  kopr [s7Y 1/Ky [pM]
Cholesterol 8,0 2,0 0,25
Sphingomyelin 7,5 5,7 0,76
Cholesterol /Sphingomyelin 5,0 7,0 1,40

Tabelle 18: Vergleich der Werte fiir K1 bei unterschiedlicher Zusammensetzung der Modellmem-
bran.
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Abbildung 25: a. Assoziationskurven von 0,2 uM myrNef(wt) an Liposomen unterschiedlicher
Zusammensetzung. Die Konzentration der jeweils zugéngigen Lipiden ist dargestellt. b. Auftragung
der ersten beobachteten Ratenkonstante gegen die Konzentration an zuginglichen Lipiden und
lineare Kurvenanpassung der Daten.

6.3.6 Einfluss von N-terminalen Mutationen auf die Membranbindung
von HIV-1 Nefgpg

Die wechselseitige Interaktion von myrNef(wt) mit Liposomen sollte als néchstes
von Seiten des Proteins untersucht werden. Wenn die Nettoladung der Liposomen
einen Einfluss auf die Affinitdt von Nef zu Modellmembranen hat, dann sollten ba-
sische Aminosduren innerhalb des Proteins ebenfalls einen Einfluss auf die Mem-
branbindung haben [125]. Dies wurde sowohl fiir Peptide als auch fiir Proteine
gezeigt [166, 161]. Die mit Abstand am hdchsten konservierte Aminoséure in der
N-terminalen Doméne von Nef (abgesehen vom Myristoylierungsmotiv) ist jedoch
W13 und fiir Tryptophan wurde beobachtet, dass es bevorzugt an der Lipid-Wasser-
Grenzschicht lokalisiert ist [167]. Eine Darstellung der N-terminalen Aminoséuren
K4 — A3 in Form eines helikalen Rades zeigt zudem, dass die Ausbildung einer am-
phipathischen Helix moglich sein konnte (Abb. 26b) und ein Beitrag dieser zu der
Membranbindung von Nef wire denkbar. Aufgrund dieser Ausgangssituation wurden
die in Tab. 16 aufgefiihrten Mutationen rekombinant in das Nef Protein eingefiihrt.
Diese umfassen sowohl Mutationen der basischen AS (myrNef(R4)), als auch der hy-
drophoben AS (myrNef(WMW)), sowie eine Kombination aus beiden (myrNef(WR)).
Als Kontrolle wurden zwei Mutanten erzeugt: Zum einem Nef(G2A), das kein Sub-
strat fiir die NMT darstellt und somit nicht myristoyliert werden kann, zum anderen
Nef(59), das N-terminal verkiirzt ist und keine Ankerdoméne aufweist.
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Abbildung 26: a. Sequenzkonservierung der N-terminalen 30 AS von Nef; zusétzlich dargestellt
sind die Sekundérstruktur in diesem Bereich, wie auch die rekombinant erzeugten Mutanten. b.
Darstellung von K4 — Ass als helikales Rad; die Abb. wurde mit dem Programm Heliquest erstellt
(http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/).

Sémtliche Versuche wurden unter den in Kap. 6.3.2 bereits beschriebenen Bedingun-
gen durchgefiihrt. Der Verlust an Lipiden, der durch die Préaparation der Liposomen
entsteht, wurde nicht bestimmt, da nur eine relative Aussage im Vergleich zu myr-
Nef(wt) gezogen werden sollte. Aufserdem wurden die Liposomen mittels Ultraschall
erzeugt.

Abbildung 27 zeigt die erhaltenen Assoziationskurven der verschiedenen Mutan-
ten von Nef bei einer Konzentration von 375 uM eingesetztem Gesamtlipid. Sdmtliche
erhaltenen Daten, mit der Ausnahme von Nef(59), konnten einem biexponentiellen
Modell nach angepasst werden. Der myristoylierte Wildtyp zeigte den gleichen, be-
reits in Abb. 16a zu erkennenden, biphasischen Kurvenverlauf. ky (s ist bei der ein-
gesetzten Lipidkonzentration wiederum um ca. den Faktor zehn geringer als kq(ops),
und ky(ops) zeigt einen linearen Verlauf in Abhéngigkeit von der Konzentration an
Liposomen.
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Abbildung 27: a. Vergleich der FRET-Messung der Mutanten des Nef Proteins bei 375 uM Ge-
samtlipid. b. Grafische Darstellung von k(1y.ss, aufgetragen gegen die Lipidkonzentration. Die li-
neare Regression ist fiir myrNef(wt), myrNef(R4) und myrNef(WMW) dargestellt.

Da k(2)ops keine von der Liposomenkonzentration abhéngige Anderung zeigt, konn-
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te dieser Phase eine Zustandséinderung des Proteins an Liposomen wie z.B. eine
Anderung der Sekundérstruktur zugrunde liegen (Abb.28a).
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Abbildung 28: a. Grafische Darstellung von k(2).ss, aufgetragen gegen die Lipidkonzentration. b.
Vergleich der Amplituden der zwei Phasen bei einer exemplarischen Konzentration; in Blau: A1,
zugehorig zu k(1)ops in Rot: A2, zugehorig zu k(g)ops. Im Kasten: Relative Anteile der Amplituden
an der Gesamtamplitude.

Nicht myristoyliertes Nef(G2A) bindet — wenn auch schwach — ebenfalls an Li-
posomen. Nur Nef(59), das, wie auch myrNef(WMW) und myrNef(WR), noch sechs
Tryptophane enthélt, zeigt keine Bindung und somit miissen verschiedene Aminoséu-
ren innerhalb der N-terminalen Doméne an der Membranbindung von Nef beteiligt
sein. Die Mutante myrNef(R4), die eine geringere elektrostatische Wechselwirkung
mit der Membran eingehen sollte, zeigt eine deutlich verringerte Ratenkonstante kq
im Vergleich zu myrNef(wt), wie aus Abbildung 27b ersichtlich ist. Dies resultiert
auch in einer niedrigeren absoluten Amplitude, die eine geringere Affinitit des Prote-
ins nahelegt. Die Mutation der hydrophoben Aminoséuren resultiert in einer weniger
starken Anderung von kj im Vergleich zu myrNef(wt). Wihrend die Assoziations-
konstante K fiir myrNef(WMW) im Vergleich zum myristoylierten Wildtyp um den
Faktor 2,5 reduziert ist, ist dieser Effekt fiir myrNef(R4) mit einem Faktor von 3,8
deutlicher ausgepréagt (Tab.19). Die Mutanten Nef(G2A) und myrNef(WR) zeigen
keinen Anstieg der beobachteten Ratenkonstante, was eine sehr geringe Affinitdt
vermuten lasst, wie es auch die Amplitude anzeigt.

In Abbildung 28b ist zu erkennen, dass die Fluoreszenzédnderung bei der Bindung
von Nef(G2A) vor allem innerhalb der zweite Phase erzielt wird und die Amplitu-
de der ersten Phase stark reduziert ist. Folglich scheint die Myristoylierung fiir die
erste Phase von Bedeutung zu sein. myrNef(R4), myrNef(WMW) und myrNef(WR)
weisen hingegen eine verringerte Amplitude der zweiten Phase auf und vermutlich
leistet in diesem Fall die Myristoylierung einen hoheren Beitrag zu der Membran-
bindung. Weiterhin kénnte die Isomerisierung des Proteins beeinflusst werden und
dies konnte durch die geringere Ausbildung der oben erwédhnten amphipathischen
Helix erklart werden. Die Darstellung des Verhéltnisses der Amplituden zeigt, dass
Mutationen innerhalb der vermuteten amphipathischen Helix in einer Verschiebung
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von 40 %/60 % A1/A2 zu 60 %/40 % A1/A2 resultieren. Die Verhinderung der My-
ristoylierung dagegen fiihrt zu einem Verhéltnis, zu dem A1l nur ca. 20 % beitragt.

Anzumerken ist, dass die beobachteten kinetischen Parameter fiir myrNef(wt)
nicht vollstdndig mit den anderen Experimenten {ibereinstimmt. Dies diirfte daran
liegen, dass eine andere Methode fiir die Liposomenpréparation gewahlt wurde und
die finale Konzentration der Lipide nicht bestimmt wurde. Da fiir die Messungen aber
identische Liposomen aus derselben Préparation verwendet wurden, ist ein relativer
Vergleich Werte fiir K1 moglich. Aufgrund fehlender Dissoziationsexperimente ist
eine Bestimmung des absoluten K4-Werts nicht moglich.

Protein Ei-n [pM~ts™ kg [s7Y ko [sTY 1/Ky [pM]
myrNef(wt) 395 15,15 2.70 47
myrNef(G2A) - - -
myrNef(WMW) 1,28 15,16 1,40 11,8
myrNef(R4) 0,7 12,61 2,47 18,0
myrNef(WR) - - -
myrNef(59) - - -

Tabelle 19: Vergleich der kinetischen Parameter fiir die verschiedenen, N-terminal Mutationen tra-
genden Nef Proteine. Eine Bestimmung der Dissoziationskonstante K fiir Nef(G2A), myrNef(WR)
und Nef(59) war nicht moglich.

6.4 Analyse des Sekundarstrukturgehaltes mittels CD-Spektrosko-
pie

Bei den bisher beschriebenen Ergebnissen wurde bei der Membranbindung von Nef
immer ein biphasischer Prozess beobachtet, bei dem ky(,1,s) konstant bleibt und so-
mit eine [somerisierung des Proteins nahelegt. Um einen Hinweis darauf zu erhalten,
ob Nef in Anwesenheit von Liposomen eine Anderung der Sekundirstruktur voll-
zieht, wurde CD-Spektroskopie angewendet. Bei kurzen, ungefaltenen Peptiden mit
definierter Sequenz ist es mit dieser Methode z. B. moglich die Faltung einer amphi-
pathischen Helix bei Zugabe von Liposomen zu beobachten [131].

Es wurden CD-Spektren sowohl von myrNef(wt) als auch von allen in Kap. 6.3.6
beschriebenen Mutanten in Anwesenheit und in Abwesenheit von Liposomen unter-
sucht. Zum besseren Vergleich ist in Abb. 29b nochmals ein schematischer Uberblick
iiber die eingesetzten Nef Proteine gezeigt. In Abb. 29a sind die in Puffer (5mM
KP;) aufgenommenen CD-Spektren sdmtlicher Nef Proteine dargestellt. Es fallt auf,
dass der myristoylierte Wildtyp eine andere Faltung besitzt, als z. B. myrNef(WR)
und myrNef(WMW). Das Minimum bei einer Wellenldnge von 222 nm, das bei myr-
Nef(wt) eine Schulter bildet, tritt bei diesen Mutanten nicht auf. Dieses Phéanomen
ist ebenso bei Nef(28) zu beobachten. myrNef(R4) zeigt dagegen eine vergleichs-
weise kleine Signalreduktion bei dieser Wellenlénge. Zudem ist das Signal bei ei-
ner Wellenlange von 208 nm fiir myrNef(WR) und myrNef(WMW) geringer als fiir
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myrNef(wt). Eine Analyse des Sekundéarstrukturgehaltes mit Dichroweb [168, 169]
zeigt, dass Nef(28), myrNef(WR) und myrNef(WMW) per se einen geringeren a-
helikalen Anteil als myrNef(wt) aufweisen (sieche Tab.30). Dies deutet darauf hin,
dass eine oder alle der Aminosduren Ws, M9, W13 an der Ausbildung einer helikalen
Struktur beteiligt sind. Unterstiitzt wird dieses Ergebnis dadurch, dass die Faltung
von Nef(G2A) der des myristoylierten Wildtyps dhnlich ist. In der NMR-Struktur
der Ankerdoméne beginnt die Helix allerdings erst mit der Aminoséure Wis. Eine
Erklarungsmoglichkeit wére, dass die NMR-Struktur auf Nefyp,_43 basiert, das im
Gegensatz zu dem Serin von Nefgps, ein Prolin an Position 14 aufweist, das eine
Ausweitung der Helix in N-terminaler Richtung verhindert (Vergl. Abb. 29b). Der
Einfluss der Mutationen in myrNef(R4) auf die Helizitét ist geringer, aber auch bei
dieser Mutante ist eine geringerer a-helikaler Anteil zu beobachten, der vermutlich
auf eine Storung der a;-Helix am C-terminalen Ende zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 29: a. Vergleich der in 5mM KP; aufgenommenen CD-Spektren sadmtlicher in
Kap. 6.3.6 beschriebener Nef Proteine. Anstelle von Nef59 (Deletion Nefa1—59) wurde Nef28 (Dele-
tion Nefai—28) eingesetzt. Die Ordinate der Spektren wurden iiber Gleichung 2 von mdeg in molare
Elliptizitat iiberfiihrt. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 3 uM. b. Schematische Darstellung
der N-terminalen Doméne von Nef, in der die Nomenklatur der Mutanten und die zugehodrigen
Mutationen gezeigt sind. Zusétzlich ist die Sekundéarstuktur und die Sequenzkonservierung einge-
zeichnet.

Eine prignante Anderung der CD-Spektren in Abhiingigkeit von Liposomen ist fiir
myrNef(wt) und Nef(G2A) zu beobachten. Hierfiir wurden die Proteine mit einer
Liposomenlosung verdiinnt, so dass die finale Proteinkonzentration bei 3 uM und
die finale Liposomenkonzentration bei 250 uM lag. Das Differenzspektrum zeigt eine
Zunahme der Elliptizitdt bei einer Wellenldnge von 208 nm, was auf die Ausbildung
einer a-Helix hindeutet. Erstaunlicherweise ist aber auch eine Abnahme der Ellipti-
zitdt bei 222nm zu beobachten. Somit scheint die Anderung der Sekundérstruktur
nicht ausschliefslich auf der Ausbildung einer a-Helix zu beruhen, da fiir diesen Fall
auch eine Zunahme der Elliptizitat bei 222 nm zu erwarten wire. Es konnte z. B.
sein, dass die N-terminale Doméne in wassriger Umgebung an das Protein gebun-
den ist und es dann in diesem Bereich bei Entfernen des Ankers durch die Bindung
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von Liposomen zu einer Anderung der Sekundérstruktur innerhalb der Kerndomséne
kommt. Bei myrNef(WR) und den anderen Mutanten findet keine solche Anderung
der Sekundérstruktur bei Anwesenheit von Liposomen statt (Abb. 30c). Zu dem CD-
Signal leisten die Liposomen keinen Beitrag, aber der Bereich bei einer Wellenlénge
<190 nm ist aufgrund der zu hohen Absorption, zu der die Liposomen beitragen,

schwierig auszuwerten.
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Abbildung 30: a. CD-Spektren von 3uM myrNef(wt) mit bzw. ohne 250 uM Liposomen
(DOPC/DOPG 70:30). Es ist eine Differenz zwischen den Spektren sowohl bei 208 nm als auch
bei 222 nm zu erkennen. b. CD-Spektren von myrNef(WR), aufgenommen unter denselben Bedin-
gungen wie in a. Die Spektren liegen iibereinander und weisen keine Differenz bei 208 bzw. 222 nm
auf. c. Differenz der CD-Spektren in An- bzw. Abwesenheit von Liposomen fiir sédmtliche unter-

suchten Mutanten von Nef.
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Protein Helix Sheet Turns Unordered Total NRMSD
myrNef(wt) 0.30 0.21 0.18 0.30 0.99 0.015
myrNef(wt)+Lip  0.33 0.19 0.16 0.31 0.99 0.021
Nef(G2A) 0.34 0.17 0.19 0.29 0.99 0.018
meref(R4) 0.24 0.26 0.20 0.31 1.01 0.019
myrNef( WMW) 0.20 0.26 0.19 0.36 1.01 0.022
myrNef(WR) 0.21 0.25 0.17 0.36 0.99 0.025
Nef(28) 0.23 0.24 0.18 0.35 1.00 0.029

Tabelle 20: Der ermittelte Anteil an Sekundérstrukturgehalt von myrNef(wt) und der Mutanten
ist in tabellarischer Form gezeigt. +Lip zeigt an, dass die Messung des Proteins in Anwesenheit von
Liposomen erfolgte. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe von Dichroweb [168, 169]. Die durch das Pro-
gramm erhaltenen Werte fiir regulidre und nichtreguldre a-Helices wurden ebenso wie die Werte fiir
reguldre und nichtreguléare g-Faltblatter summiert. Dargestellt sind nur die Ergebnisse, die den nied-
rigsten NRMSD-Wert aufweisen, die mit dem Programm CDSSTR unter Verwendung des Datensat-
zes 7 bei Dichroweb erzielt wurden. Der NRMSD-Wert ist ein Hinweis auf die Qualitét der von dem
Programm durchgefiihrten Kurvenanpassung und ist definiert als: [ (0ezp — Oeate)?/ 2 (Oeap)?] 2.
Weitere Ergebnisse, die unter Verwendung anderer Analyseprogramme oder Referenzdatensétze
ermittelt wurden, sind im Anhang zu finden (Kap. 8.4).

6.5 Die Interaktion von Nef und CD4 an Modellmembranen

Eine der wichtigsten Funktionen von Nef ist die durch das Protein vermittelte Inter-
nalisierung des CD4-Rezeptors von der Oberflache einer infizierten Zelle. Dies dient
zum einen der Vermeidung einer Superinfektion der Zelle durch mehrere Viren und
zum anderen wird ein Riickbinden knospender Viren auf die Zelle verhindert. Wie die
Internalisierung des Rezeptors allerdings auf molekularer Ebene vermittelt wird, ist
noch weitgehend unbekannt. Grzesiek et al. ermittelten durch NMR-Spektroskopie
einen K, von ca. 500 uM fiir die direkte Bindung von Nef an ein CD4 Peptid [170].
Dagegen zeigten Bentham et al., dass die Internalisierung von CD4 unabhéngig von
der direkten Nef-CD4-Interaktion ist [171]. Weiterhin berichten Lock et al., dass Nef
Adaptorproteine benétigt, um eine Internalisierung zu bewerkstelligen, wobei keine
Bindung zwischen Nef und CD4 stattfindet [172].

Das von Grzesiek et al. fiir die NMR-Spektroskopie verwendete Nef-Protein wies
keine Myristoylierung auf und aufgrund der Unloslichkeit des Komplexes aus cyto-
plasmatischer Doméne von CD4 und Nef wurde auch nur ein 13 AS umfassendes
Peptid von CD4 eingesetzt. Deshalb sollte nun {iberpriift werden, ob die Interaktion
zwischen myristoyliertem Nef und der vollstandigen cytoplasmatischen Doméne von
CD4 durch Liposomen stabilisiert werden kann.

Hierzu wurde zunéchst von Vanessa Laumann mittels Festphasensynthese ein
CD4-Peptid synthetisiert, das in seiner natiirlichen, 39 AS umfassenden cytoplas-
matischen Form, in Abb. 31 schematisch dargestellt ist [173]. Die cytoplasmatische
Doméne von CD4 enthilt bereits zwolf positiv geladene Aminosduren und nur eine
azide Aminoséure. Die Synthese erfolgte beginnend von AS 422. Das an Position 422
vorhandene Cystein wurde durch ein Lysin ersetzt, das an beiden Aminogruppen mit
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einer Palmitoylierung versehen wurde, um eine Membranbindung zu erzielen. Weiter-
hin weist es neben den fiir die Signaltransduktion von CD4 entscheidenden Motiven,
ein mit dem Farbstoff NBD modifiziertes Lysin (Ky453) fiir die Fluoreszenzdetektion
auf. Das erhaltene Peptid war in 49,9 % Wasser, 50 % Acetonitril und 0,1 % TFA
gelost.
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Abbildung 31: Schematische Darstellung der nativen cytoplasmatischen Doméne von CD4; der
transmembrane Bereich ist grau unterlegt. Das synthetisierte Peptid (dargestellt im Kasten) ent-
spricht dem cytosolischen Teil, beginnend von AS 422. Die Synthese wurde von Vanessa Laumann
durchgefiihrt [173]. Um die Membranbindung zu vermitteln, wurde die Mutation Cai22 — K einge-
fithrt, und das Lysin anschlieffend an beiden Aminogruppen palmitoyliert. Das phosphorylierungs-
abhéngige Dileuzinmotiv fiir die Bindung von AP-2 ist in Orange und das Bindungsmotiv fiir Lck
in Griin dargestellt. Positiv geladene AS sind blau dargestellt.

Der erste Schritt lag in der Praparation von CD4-dekorierten Liposomen. Dazu wurde
das Peptid entweder

e direkt in der gewiinschten Konzentration zu einer Stammlésung an Liposomen
gegeben oder

e vor der Préaparation der Liposomen in den Kolben gegeben, das Losungsmittel
(s.0.) entfernt und dann wie in Kap. 5.2.10 beschrieben mit der Préparation
der Liposomen fortgefahren.

Anschlieftend wurde das Fluoreszenzsignal der CD4-dekorierten Liposomen {iber-
priift. Die Exzitation des NBD-modifizierten Peptids erfolgte bei 476 nm und die
erhaltene Emission ist in Abb. 32 zu sehen. Als Maximum der Emission wurden
520 nm bestimmt, und alle nachfolgenden, zeitabhéngigen Experimente wurden bei
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dieser Emissionswellenlénge gemessen. Fiir die Liposomen wurde mittels DLS ein
Radius von 49,3 nm ermittelt.
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Abbildung 32: a. Emissionsspektrum der CD4-NBD*-dekorierten Liposomen; das Maximum
liegt bei 520 nm, fiir die Anregung wurde eine Wellenldnge von 476 nm gewéhlt. b. Koprézipita-
tion der CD4-NBD*-tragenden Liposomen ohne (links) und mit myrNef(wt) (rechts); M=Marker,
vE=Kontrolle vor Anwendung des Extruders, U=Uberstand, P4 bzw. Pag=4 bzw. 20 ul des resus-
pendierten Pellets. myrNef(wt) ist bei ca. 30kDa und das Peptid bei <20kDa zu erkennen.

Die Bindung des Peptids an Liposomen wurde zunachst durch Koprézipitation iiber-
priift. Dazu wurden Liposomen der Komposition DOPC/DOPG 70:30 zusammen
mit dem Peptid pripariert und anschliefend bei 200.000 g zentrifugiert. Der Uber-
stand und das resuspendierte Pellet wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Dieser
Versuch wurde in Anwesenheit und Abwesenheit von myrNef(wt) durchgefiihrt. Dies
diente der Kontrolle, dass Nef nicht im Uberstand, sondern an Liposomen gebunden
im Pellet zu finden ist, wie es auch fiir CD4 zu erwarten war. Wahrend myrNef(wt)
vollstdndig an die Liposomen bindet, ist eine fluoreszierende Bande auch teilweise
im Uberstand zu finden. Aufgrund der doppelten Palmitoylierung und dem hohen
Anteil positiv geladener AS im Peptid wird allerdings angenommen, dass es sich bei
dieser im Uberstand befindlichen Fluoreszenz um eine Verunreinigung mit z. B. nicht
palmitoylierten Peptid handelt.

Um zu sehen, ob eine Anderung der NBD-Fluoreszenz von CD4 auftritt, wenn
Nef zu den CD4-dekorierten Liposomen gegeben wird, wurde eine Titration der Li-
posomen mit myrNef(wt) durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den bisherigen beschrie-
ben FRET Messungen, wurde hier direkt die Fluoreszenz des NBDs beobachtet.
Durch eine Anderung der chemischen Umgebung der Fluorophors kann es zu einer
verdnderten Fluoreszenz kommen. Es wurden 750 ul einer Liposomenlosung (1 mM,;
DOPC/DOPG 70:30) vorgelegt und insgesamt fiinfmal myrNef(wt) zugegeben, so-
dass die Konzentration des Proteins 2, 4, 6, 8, und 10 uM betrug. Es ist zu erkennen,
dass die erste und die zweite Zugabe des Proteins eine rasche Zunahme der Fluores-
zenz bewirkt. Eine weitere Zugabe éndert das Signal jedoch nicht weiter (Abb. 33a).
Dies zeigt eine Anderung der chemischen Umgebung des NBD-Fluorophors durch
die Anwesenheit von Nef an. Eine Erhéhung der Konzentration an CD4-NBD auf
0,2 uM bei zeitgleicher Senkung der Lipidkonzentration auf 250 uM resultiert nach
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der Zugabe von 2,3 uM myrNef(wt) in dem Kurvenverlauf, der in Abb. 33b zu sehen
ist. Dabei wurde festgestellt, dass das Protein-Liposomen-Gemisch nach der Messung
prazipitiert war.

a. b.

2,50x10° 1,6x10°
—— Liposomen mit CD4-NBD* + myrNef(wt

—— Liposomen mit CD4-NBD* + myrNef(wt)

2,25x10° o 1,4x10° o

Fluoreszenz (cps)
Fluoreszenz (cps)

2,00x10° o 1,2x10° o
Al

1,75x10° ' 1,0x10°
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Abbildung 33: a. Fluoreszenzmessung von CD4-dotierten Liposomen, wobei die Liposomen 1 mM
Gesamtlipid und 0,1 uM CD4-Peptid enthalten; die Pfeile zeigen Zugabe von je 2 uM myrNef(wt)
an. b. Wiederholung von a., allerdings mit 250 uM Gesamtlipid, 0,2 uM CD4 und einer einmaligen
Zugabe von 3 uM myrNef(wt).

Als Kontrolle wurden drei Ansétze erstellt, um die Stabilitdt der einzelnen Kompo-
nenten zu tberpriifen:

(1) 250 uM Liposomen + 2,3 pM myrNef(wt)
(2) 250 uM Liposomen + 0,2 uM CD4-NBD
(3) 250 uM Liposomen + 0,2 M CD4-NBD + 2,3 uM myrNef(wt)

Wihrend die Losungen aus Ansatz 1 und Ansatz 2 selbst nach Inkubation bei RT
iiber Nacht keine Indizien fiir eine Prézipitation aufwiesen, war bei Ansatz 3 be-
reits nach kurzer Zeit das Ausfallen des Gemisches zu beobachten. Ansatz 3 wur-
de bei 13.000g zentrifugiert und das Pellet in 200 ul Chloroform aufgenommen.
Diinnschichtchromatographie (DC) mit Chloroform:Methanol (1:1) und anschliefen-
de Farbung mit Phosphomolybdat zeigte, dass die Lipide im Pellet enthalten waren
(Abb.34). Eine Erklarung hierfiir wire die Vernetzung der Liposomen durch die Inter-
aktion von CD4 und Nef. Ein Ausfallen der Komponenten verhindert die Anwendung
von Gleichgewichtsfluoreszenz-Techniken.
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Probe PC PG

Abbildung 34: DC des ausgefallenen Fluoreszenzansatzes (Ansatz 3); Laufmittel Chloro-
form:Methanol 1:1; Farbung der Lipide mit Phosphomolybdat; v.l.n.r.: Probe, DOPC (rein), DOPG
(rein). Es kann davon ausgegangen werden, dass die hohere Bande bei der Probe DOPG entspricht,
da nur DOPC und DOPG in den Liposomen enthalten war. Die Spur in der reines DOPG aufge-
tragen ist, ist iiberladen.

Da sich das Ausfallen des Protein-Liposomen-Gemischs allerdings verhaltnisméfig
langsam vollzieht, und die Fluoreszenzanderung sehr schnell erfolgt, wurde versucht
diesen Sprung mittels Stopped Flow Messungen zeitlich aufzulésen. Dazu wurden
0,1 uM des CD4-Peptids zu Liposomen (250 uM zugéngliche Lipide) gegeben, und
diese CD4-dekorierten Liposomen wurden sodann im Stopped Flow Gerit gegen eine
variable Konzentration von myrNef(wt) gemessen (Abb. 35a). Die erhaltenen Daten
konnten biexponentiell angepasst werden (Abb. 35b).
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Abbildung 35: a. Daten der Stopped Flow Messungen von mit 0,1 uM CD4-NBD dekorierten
Liposomen gegen 0,5 uM - 10 uM myrNef(wt). b. Beispiel fiir eine biexponentelle Kurvenanpas-
sung; es liegt der Datensatz fiir den Kurvenverlauf aus Abb. 35a bei einer Konzentration von 5 uM
myrNef(wt) zugrunde; Die erhaltenen Parameter sind dargestellt.

Ein Auftragen der beiden beobachteten Ratenkonstante k(1)ops und k(g)pps ist in
Abb. 36a dargestellt. Auffillig ist, dass k(z)es eine dhnlichen Wert wie fiir die Nef-
Liposom-Interaktion aufweist. k(1)q, liegt ebenfalls in einem vergleichbaren Bereich,
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auch wenn bei der hier verwendeten Konzentration an zuginglichen Lipiden ein ho-
herer Wert zu erwarten ware. Es muss jedoch auch berticksichtigt werden, dass CD4
bereits Bindungsplétze auf den Liposomen besetzt und somit die effektive Konzentra-
tion an fiir Nef zugénglichen Bindungsstellen geringer ist. Die graphische Darstellung
der Amplitudensumme beider Phasen ist in Abb. 36b zu sehen. Es ist eher ein li-
nearer als ein hyperbolischer Zusammenhang zu erkennen, der sich der Auswertung
nach Gleichung 10 (siehe Kap. 5.3.6) entzieht. Bei einer Konzentration von 10 uM
Nef scheint sich jedoch ein Abflachen der Kurve anzudeuten, was einen K -Wert von
etwas grofser als 10 uM nahelegt.
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Abbildung 36: Die aus den Daten aus Abb. 35a durch biexponentielle Kurvenanpassung bestimm-
ten Raten (a.) und Amplituden (b.).

Aufgrund der Ergebnisse der Titration sollte versucht werden, die Konzentration des
CD4-Peptids, bei einer konstanten Konzentration von myrNef(wt) (10 M), zu erho-
hen. Eine Steigerung der Konzentration in den Bereich des Kj-Wertes war allerdings
nicht moglich, da zum einen das Peptid in einer zu geringen Menge vorlag, und zum
anderen die Membranen vermutlich kaum noch Bindungsstellen fiir Nef aufweisen
wiirden. Aber auch bereits die Erhohung der Peptid-Konzentration um den Faktor
10 und die Verlédngerung der Messzeit auf 200 s zeigt ein Problem auf (Abb. 37). Bei
einer Konzentration von 1 uM CD4 tritt eine starke Abnahme der Fluoreszenz ein,
die vermutlich mit dem Ausfallen des Komplexes korreliert. Dieser Effekt ist auch
bereits bei einer Peptidkonzentration von 0,5 uM in einer weniger stark ausgepragten
Form zu erkennen.
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Abbildung 37: Variation der Konzentration an CD4 von 0,1-1,0 uM und Messung iiber einen
verldngerten Zeitbereich von 200s. Die Konzentration des myristoylierten Nefs lag bei 10 pM.

6.6 Farnesylierung von Nef

In einem weiteren Projekt sollte untersucht werden, ob die Funktionen von Nef un-
abhéngig von der Art der Lipidierung sind, also ob die N-terminale Myristoylierung
gegen eine C-terminale Farnesylierung ausgetauscht werden kann.

Es wurden verschiedene Konstrukte generiert, die anstatt des N-terminalen My-
ristoylierungsmotivs ein C-terminales CaaX-Motiv fiir die Farnesylierung aufwiesen.
Um eine stabile Membranassoziation zu erreichen, wurde ein weiteres Konstrukt
erstellt, das zusétzlich C-terminal positiv geladene Aminoséuren enthielt. Dieses Se-
quenzmotiv wurde dem humanen Racl Protein, einer kleinen GTPase, entlehnt.

6.6.1 Klonierung des farnesylierten Nefs

Fiir biochemische Experimente mit rekombinant erzeugten Proteinen, wurde die Klo-
nierung ausgehend von der codonoptimierten Variante von Nef (siehe Kap. 6.1)
in den Vektor pProEx-HTa vorgenommen. Dieser weist eine Schnittstelle fiir die
TEV-Protease auf, um den Histidin-Tag, der der Reinigung mittels Metallaffinitéts-
Chromatographie dient, zu entfernen. Im Gegensatz zu den myristoylierten Nef Va-
rianten musste darauf geachtet werden, dass der Histidinanker N-terminal lokalisiert
ist, um die C-terminale Farnesylierung zu erméglichen. Es wurden insgesamt drei
Konstrukte generiert, die in Tab. 21 aufgelistet sind. Dabei unterscheiden sich die er-
sten beiden lediglich in der Sequenz der CaaX-Box. Die Sequenz, die effizienter durch
die verwendete FTase farnesyliert wird, sollte dann als Grundlage fiir das dritte Kon-
strukt dienen, das sowohl positive Aminosduren als auch die CaaX-Box enthélt. Vor
Expression des Proteins wurden PCR-generierten Plasmide durch die hausinterne
Sequenzierung iiberpriift.
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Bezeichnung C-terminale Sequenz Beschreibung
Nef(G2A /CIIM) Ca10IIM myristoylierungsdefizient; CaaX-Motiv
Nef(G2A) Cao10AIM myristoylierungsdefizient; CaaX-Motiv

Nef(G2A/KKCIIM) PVKKRKRKCsy;oIIM myristoylierungsdefizient; CaaX-Motiv
mit vorhergehendem C-terminalen, po-
sitiven Ladungscluster

Tabelle 21: Generierte Konstrukte von Nef, die eine C-terminale CaaX-Box fiir eine Farnesylierung
aufweisen.

6.6.2 Expression, Reinigung und Farnesylierung von Nef

Die Plasmide von Nef(G2A/CIIM), Nef(G2A /CAIM) und Nef(G2A/KKCIIM) wur-
den in hitzekompetente BL21(DE3)Zellen transformiert. Die Expression und Rei-
nigung erfolgte wie bereits fiir andere Nef-Varianten beschrieben (siche Kap. 6.1),
allerdings ohne Zugabe von Myristinsdure bei der Expression, da keine Coexpression
der NMT erfolgt. Weiterhin wurde der Histidin-Tag durch Einsatz der TEV-Protease
enzymatisch entfernt. Die Reaktion erfolgte bei 4°C fiir 12h und einem molaren
Verhéltnis von Protease/Protein von 1:200. Nef(G2A /CAIM) und Nef(G2A /CIIM)
erzielte Ausbeuten von ca. 12mg je Liter LB-Mediumkultur.

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
Verhaltnis Tev-Protease/Protein von 1:200.

Das Protein konnte ohne Probleme in dem standardméfig verwendeten Puffer
(100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH (8,0), 1 mM DTE) konzentriert werden. Die Ho-
mogenitéat und Stabilitét war fiir weitere Experimente ausreichend (siche Abb. 38a).
Die anschliefende Farnesylierung verlief allerdings nur bei Nef(G2A/CIIM) erfolg-
reich, woraufhin das Konstrukt Nef(G2A/KKCIIM), wie oben beschrieben erstellt
wurde. Dieses Protein préazipitierte jedoch bereits zu Beginn der Konzentrierung. Ei-
ne Anderung des pH-Wertes durch Verwendung von 20 mM MES pH=[6,0], 20 mM
Tris-HCI pH (7,5) oder 20 mM Bicine pH=9,0 war ebensowenig erfolgreich wie eine
Verénderung der Salzkonzentration (50 mM NaCl, 200 mM NaCl, 500 mM NaCl).

Die Farnesylierung von Nef(G2A/CIIM) wurde in vitro unter Verwendung der
Farnesyltransferase, die freundlicherweise von Alexey Rak (MPI Dortmund) zur Ver-
fiigung gestellt wurde, und Farnesylpyrophoshat als Kosubstrat durchgefiihrt (siehe
5.2.9). Mittels ESI-MS wurde die erwartete Masse fiir das farnesylierte Nef bestétigt
(sieche Abb. 38b).

6.6.3 Biochemische Charakterisierung des farnesylierten Nefs

6.6.3.1 Analytische Gelfiltration Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob
farnesyliertes Nef dhnlich wie myristoyliertes Nef in einer kompakteren Form als nicht
lipidiertes Nef vorliegt und um den Oligomerisierungszustand zu iiberpriifen, wurde
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Abbildung 38: a. SDS-Gel von Nef vor (l.) und nach der Farnesylierung (r.) b. Esi-MS des
farnesylierten Nef vor (1.) und nach Dekonvolution (r.)

zunéchst eine analytische Gelfiltration durchgefiihrt. Bei Verwendung einer S75-Saule
ist im Falle des farnesylierten Nefs ein Teil der Probe im Ausschlussvolumen zu
finden, was eine Aggregation des Proteins nahelegt. Da bei Gebrauch einer S200-Saule
trotz Zugabe von DTE ein Peak bei ca. 400 kDa im Elutionsprofil zu erkennen ist,
scheint die Aggregation unspezifischer Natur zu sein. Auffillig ist weiterhin, dass das
farnesylierte Nef keinen scharfen, definierten Peak, sondern eine breiteren, flacheren
Peak liefert, als das nicht farnesylierte Protein. Der Grund hierfiir kénnte in einer
Interaktion des Farnesylrestes mit der Gelmatrix liegen. Das unfarnesylierte Nef weist
neben dem erwarteten Peak bei ca. 30 kDa, der dem monomeren Zustand des Proteins
entspricht, einen kleinen Peak bei ungefiahr der doppelten Masse auf. Da dieser Peak
jedoch nach Zugabe von DTE nicht mehr zu sehen ist, scheint es sich um eine durch
Disulfidbriicken vermittelte dimerisierte Form von Nef zu handeln. Im Vergleich zu
der myristoylierten Variante, bei der ein scharfer Peak erhalten wird [34], kénnte das
Protein somit in einer weniger kompakten Form vorliegen, in der der Farnesylanker
solvensexponiert ist.
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Abbildung 39: Analytische Gelfiltration des farnesylierten Nefs. Farnesyliertes Nef entspricht
dem roten Kurvenverlauf, nicht farnesyliertes Nef als Kontrolle ist in Blau dargestellt; oben: Gel-
filtrationslauf unter Verwendung einer S75-Saule; unten: Gelfiltrationslauf unter Verwendung einer
S200-Saule und Zusatz von 2mM DTE, um eventuelle Dimerisierung oder Oligomerisierung zu
unterbinden.

6.6.3.2 Sekundéirstruktur und thermische Stabilitdt Der mogliche Ein-
fluss der unterschiedlichen Lipidierungen auf die thermische Stabilitdt des Prote-
ins sollte mittels CD-Spektroskopie untersucht werden. Als Vergleich wurden myr-
Nef(wt) und Nef(G2A) eingesetzt. Abb. 40 zeigt die CD-Spektren der verwendeten
Proteine. Die Konzentration der Proteine wurde so gewéhlt, dass ein maximales Si-
gnal bei der Wellenldnge von 222 nm, erzielt wurde. Bei dieser Wellenldnge wurde die
Temperaturdenaturierung der Proteine beobachtet. Aufgrund der hohen Absorption
ist es nicht moglich die Spektren unterhalb einer Wellenldnge von 200 nm auszuwer-
ten. Es ist jedoch an dem Kurvenverlauf zu erkennen, dass die Proteine eine ver-
gleichbare Faltung, die sowohl a-Helices als auch (-Faltblattstrukturen beinhaltet,
besitzen.
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Abbildung 40: CD-Spektren des farnesylierten, myristoylierten und nicht myristoylierten Nef. Der
dhnliche Kurvenverlauf zeigt an, dass die Proteine eine vergleichbare Faltung aufweisen.

Die temperaturinduzierte Denaturierung (siehe Abb. 41) liefert im Falle von myr-
Nef(wt) und Nef(G2A) einen hierfiir typischen Kurvenverlauf mit einer Schmelztem-
peratur von 64,8 °C bzw. 61,3 °C. Dies zeigt eine hohere Stabilitdt der myristoylierten
Form im Vergleich zu der myristoylierungsdefizienten Variante an. Die farnesylier-
ten Form hingegen zeigt einen anderen Verlauf: Das Protein schmilzt eher langsam,
als schlagartig bei einer definierten Temperatur. Dies deutet auf eine geringere Sta-
bilitdt des Proteins in seiner cytosolischen Form hin. Weiterhin konnte die in der
analytischen Gelfiltration zu sehende Aggregation und eine daraus resultierende In-
homogenitit des farnesylierten Nefs fiir den atypischen Verlauf der Schmelzkurve
verantwortlich sein. Samtliche Proteinen waren nach der Messung prazipitiert und
eine Rickfaltung durch Abkiihlung war nicht moéglich. Die Parameter der Kurven-
anpassung sind in Tabelle 22 aufgelistet.
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Abbildung 41: Schmelzkurven der Proteine zwischen 4°C und 85°C, die Kurvenanpassung —
soweit moglich — ist in Rot dargestellt. Die Schmelztemperatur betriagt 64,8 °C fiir das myristoy-
lierte bzw. 61.3 °C fiir das nicht myristoylierte Nef. Eine Bestimmung der Schmelztemperatur fiir
farnesyliertes Nef ist nicht moglich.

myrNef(wt) Nef(G2A)
(1) 4-85 [°C] 4-85 [°C]
(2) y=0,102x - 11,38 y = 0,122x - 13,479
(3) vy =0,02Ix - 15,22 y = 0,0053x - 15,4224
(4) 0,255 0,252
(5) Tm = 64,68 £ 0.084 [°C] Tm = 61,31 £+ 0,074 [°C]
(6) dH = -508075 + 22560,2 [J/mol]  dH = -507047 + 21432,1  [J/mol]|
(7) dS = -1503,95 + 66,78  [J/mol/K| dS — -1516,03 £ 64,08  [J/mol/K]

Tabelle 22: Die erhaltenen Parameter der Kurvenanpassung; (1) Bereich der Denaturierung; (2/3)
Regressionsgeraden der stabilen Bereiche nach und vor Denaturierung; (4) Residuale Abweichung
der Kurvenanpassung (5-7) Schmelzpunkt und thermodynamischen Parameter.

6.6.4 Membranbindung des farnesylierten Nef Proteins

Die Frage, wie die Farnesylierung von Nef im Vergleich zu der Myristoylierung die
Membranbindung des Proteins beeinflusst, sollte mittels Oberflichenplasmonreso-
nanz beantwortet werden. Farnesyliertes Nef wurde mit den Kontrollen myrNef(wt),
Nef(G2A) und Nef(59) gemessen, wobei die Konzentration der Proteine jeweils 1 uM
betrug. Die Liposomen setzten sich aus 70 % DOPC und 30 % DOPG zusammen.
Die bereits in Kap. 6.3.6 beschriebenen Ergebnisse fiir myrNef(wt), Nef(G2A) und
Nef(59) konnten reproduziert werden: Das myristoylierte Protein bindet in hohem
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Mafse an die verwendeten Liposomen, wohingegen Nef(G2A) eine deutlich schwéche-
re und Nef(59) keine Membranbindung aufweist. Farnesyliertes Nef bindet in etwas
geringerem Ausmafs an die Liposomen als myristoyliertes Nef. Die beobachtete Disso-
ziation des farnesylierten Nef Proteins zeigt nicht wie erwartet einen exponentiellen
Verlauf und verhindert eine kinetische Auswertung der Membranbindung. Das selbe
Ergebnis wurde bei Konzentrationen der Proteine von 2 uM bzw. 5 uM beobachtet.
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Abbildung 42: SPR-Messung des farnesylierten Nef. Die Proteine wurden in einer Konzentration
von 1 uM eingesetzt.

6.6.5 Lokalisation und CD4-Internalisierung des farnesyliertes Nef

Die Auswirkung der Farnesylierung sollte auch in vivo tiberpriift werden. Hierzu wur-
de untersucht inwieweit die subzelluldre Lokalisation der verschiedenen Nef-Varianten
und die Fahigkeit CD4 zu internalisieren beeinflusst wird. Es wurden verschiedene
Mutanten generiert, die ein Farnesylierungsmotiv oder zusétzlich ein polybasisches
Motiv trugen (Tab. 23). Diese Experimente wurden von Matthew Bentham und Jo-
hann Lok (Labor Mark Harris, University of Leeds) durchgefiihrt.
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Bezeichnung Myristoylierung  Farnesylierung polybas. Motiv

myrNef(wt) + - -
Nef(G2A)
Nef(CIIM) i
Nef(G2A/CIIM) -
Nef(+ CIIM) i
Nef(G2A/+CIIM) -

+4+++

+
+

Tabelle 23: Die fiir Experimente in vivo verwendeten Nef Proteine. Die jeweiligen vorhandenen
Motive sind mit + gekennzeichnet. Das C-terminal eingefiigte polybasische Motiv wurde der kleinen
GTPase Racl entlehnt.

myrNef(wt) Nef(G2A) Nef(CIIM)

Nef(G2A/ClIM) Nef(+ClIM) Nef(G2A/+CIIM)

Abbildung 43: Konfokale Mikroskopie von HeLa-Zellen, die mit den unterschiedlichen Nef Kon-
strukten transfiziert wurden. Die fixierten und permeabilisierten Zellen wurden zuerst mit einem
monoklonalen Nef Antikérper und anschlieffend mit einem sekundéren Antikorper inkubiert, der mit
dem Fluorophor Alexa-Fluor594 konjugiert ist. Die Zellkerne wurden mittels Hoechst blau geférbt.

Wie bereits bekannt, ist der Wildtyp von Nef sowohl im Zytoplasma als auch an
der Plasmamembran lokalisiert, wahrend die myristoylierungsdefiziente Variante aus-
schlieflich im Zytoplasma zu finden ist (Abb. 43). Die zusétzliche Farnesylierung des
myristoylierten Wildtyps zeigt keinen Unterschied, wiahrend die Farnesylierung der
myristoylierungsdefiziente Variante zu einer punktférmigen Férbung innerhalb des
Zytoplasmas fiihrt. Somit fithrt die Farnesylierung nicht zu einer stabilen Veranke-
rung des Proteins an die Membran. Erstaunlicherweise wird durch diese Lipidierung
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aber die Internalisierung von CD4 verhindert (Tab. 24). Dies ist vermutlich auf eine
andere Orientierung von Nef an der Membran zuriickzufiihren. Die Anwesenheit des
polybasischen Motivs fiihrt in jedem Fall zu einer Rekrutierung des Proteins an die
Plasmamembran. Da kein Unterschied zwischen Nef(+CIIM) und Nef(G2A /+CIIM)
zu erkennen ist, scheint die Farnesylierung zusammen mit dem polybasischen Motiv
ein stabiles Membranbindungsmotiv zu formen. Diese Mutanten sind ebenfalls nicht
fahig CD4 zu internalisieren.

Protein Fraktion  Fraktion SD (+/-) Subzellulire  CD4
Zytosol Membran Lokalisation Internali-
(%) (%) sierung
Nef Wildtyp* 76 24 1,46 (n=7) Cyto/PM +4+
Nef(G2A)* 86 14 1,97 (n=5) Cyto +/-
Nef(IIM) 36 64 1,24 (n=3) Cyto/PM +/-
Nef(G2A/IIM) 71 29 1,78 (n=3) Cyto/PM -
Nef(+1IM) 34 66 0,94 (n=3) PM -
Nef(G2A/+IIM) 37 63 2,45 (n=3) PM -

Tabelle 24: Ergebnis der subzelluldren Fraktionierung, die wie in Bentham et al. beschrieben [30]
durchgefiihrt wurde. Ebenfalls dargestellt ist die Fahigkeit der Nef Proteine CD4 zu internalisieren.

6.7 Expression und Reinigung des myristoylierten Vac8 Proteins

Fiir eine Analyse der allgemeinen Anwendungsméglichkeit der auf FRET basie-
renden Messung der Membranbindung, sollte Vac8 als ein weiteres myristoyliertes
Protein rekombinant hergestellt werden. Dieses 578 AS umfassende Protein ist fiir
die Vererbung von Vacuolen in Hefe kritisch, und nach Strukturvorhersagen be-
steht das Protein v.a. aus a-Helices. Diese Helices formen vermutlich mindestens
elf Armadillo(Arm)-Repeats. Arm-Repeats weisen ein wenig striktes Konsensusmo-
tiv von ungefdhr 42 Aminosduren auf und werden aus je drei a-Helices gebildet.
Durch Interaktion benachbarter Arm-Repeats entsteht eine rechtshéndige Superhe-
lix von Helices, die eine Basis fiir Protein-Protein-Interaktionen bildet [174]. Fiir die
Assoziation an die Vakuole wird Vac8 sowohl myristoyliert als auch palmitoyliert
[175], wobei die Palmitoylierung an drei C-terminalen Cysteinen erfolgen kann [176].

449 500 537

1MGSCCSC]...] 578
Vac8 (fl) 1]

Arm1 Am2 Arm3 Am4 Am5 Arm6 Arm7 Arm8 Arm9 Am10 Arm11

Abbildung 44: Vorhergesagte Doménenstruktur von Vac8; Die elf vorhergesagten Armadillo-
Repeats sind eingezeichnet (Arm1-11), ebenso wie die ersten sieben AS, die sowohl das Myristoy-
lierungsmotiv M;)GxxxS als auch drei Cysteine fiir die Palmitoylierung enthalten. Die C-terminal
verkiirzten Konstrukte sind duch die Nummer der letzten im jeweiligen Konstrukt vorkommenden
AS dargestellt (449, 500, 537).
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Aufgrund der Strukturvorhersage wurden verschiedene Konstrukte generiert, die in
Tab. 25 aufgefiihrt sind. Die Konstrukte sind auch graphisch zusammen mit der ver-
muteten Doménenarchitektur in Abb. 44 dargestellt. Die Klonierung erfolgte wie im
Fall von Nef in den Vektor pET23d und die Sequenzierung zeigte eine unerwiinschte
Mutation des Prolins 19 zu Serin. Da das Prolin aber auferhalb der vorhergesag-
ten Arm-Repeats lag, wurde die Mutation hingenommen. Die Myristoylierung und
Expression wurde wie schon fiir Nef beschrieben durchgefiihrt (siehe Kap. 6.2).

Bezeichnung Beschreibung Expression

myrVac8(449) AS 1-449; Arm10 und der restliche nicht 16slich
C-Terminus sind entfernt

myrVac8(500) AS 1-500; Konstrukt, dass direkt nach nicht 16slich
Arm11 endet

myrVac8(537) AS 1-537; C-terminaler, vermutlich unge-  16slich, starke Verunreini-
falteter Bereich ist entfernt gung bzw. Abbau

myrVac8(fl) AS 1-578; Vac8 in gesamter Linge 16slich, starke Verunreini-

gung bzw. Abbau

myrVac8(M194L)  AS 1-537; entspricht dem Konstrukt bedingt 16slich, kaum Ver-
myrVac8(537) mit Mutation MqgsL unreinigung

myrVac8(AA) AS 1-537; entspricht dem Konstrukt wenig 16slich, kaum Verun-
myrVac8(537) mit Mutation MigsL, C4A,  reinigung
CsA, C7K

myrVac8(GG) AS 1-537; entspricht dem Konstrukt gut 16slich in 10 % Glycerin,
myrVac8(537) mit Mutation MigsL, C4G, kaum Verunreinigung
CsG, C7S

Tabelle 25: Auflistung der erstellten Konstrukte von Vac8; Samtliche Proteine sind myristoyliert
und enthalten die Mutationen C4S, C5S, C7S, P19S. Ausnahmen hiervon sind myrVac8(AA)und
myrVac8(GG), siehe Tab.

Von den ersten vier exprimierten Konstrukten waren nur myrVac8(537) und myr-
Vac8(fl) 16slich. SDS-PAGE zeigte neben der erwarteten Bande bei 64 kDa zusétz-
lich eine starke Verunreinigung bei ca. 45kDa (Abb. 45a). Eine weitere Reinigung
mittels Gelfiltration (Séulen: S75, S200) oder Q-Sepharose waren nicht erfolgreich.
Nur unter Verwendung einer Phenylsepharoseséule konnte eine weitere Reinigung
bewerkstelligt werden (siehe Abb 45¢). Allerdings prézipitierte das Protein nahe der
fiir diesen Reinigungsschritt notwendigen Konzentration an (NH4)2SO,4 von 1 M.
Um zu iiberpriifen, ob es sich bei der Verunreinigung um ein verkiirztes Fragment
von Vac8 oder ein anderes Protein handelt, wurde ein Western-Blot mit einem gegen
den C-terminalen Histidin-Tag von Vac8 gerichteten Antikorper durchgefiihrt. Dieser
detektierte sowohl die Bande bei 64 kDa, als auch die Bande bei 45 kDa (Abb. 45b).
Deshalb lag es nahe, dass die Verunreinigung ein N-terminal verkiirztes Fragment
von Vac8 darstellt. Dies ist im Einklang mit der Beobachtung, dass sich die Proteine
durch HIC trennen lassen, da das verkiirzte Fragment keine Myristoylierung und so-
mit vermutlich eine geringere Hydrophobizitit aufweisen wiirde. Massenbestimmung
mittels ESI-MS identifizierte eine Masse, die dem 385 Aminosduren umfassenden
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Fragment Mig4-Hs7g entsprechen konnte.
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Abbildung 45: a. SDS-PAGE der Fraktionen von myrVac8(fl) nach Metallaffinitéts-

Chromatographie b. Westernblot von myrVac8(fl) c. SDS-PAGE der Fraktionen von myrVac8(fl)
nach Reinigung mittels einer Phenylsepharosesaule.

Die Ergebnisse der Massenbstimmung lieffen vermuten, dass das Codon des Methion-
ins 194 an Position einen Start fiir die Translation in F.coli darstellt. Eine Mutation
dieses Restes zu Leuzin verhinderte die Expression des verkiirzten Fragments (siche

Abb. 46a).
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Abbildung 46: a. myrVac8(M194L) nach Metallaffinitdts-Chromatographie. b. Durch einen Anio-
nenaustauscher abgetrennte DNA oder RNA c. myrVac8(GG) nach Reinigung nach Metallaffinitéts-
Chromatographie und Anionenaustauscher d. CD-Spektrum von myrVac(GG); Das Protein ist ge-
faltet und weist einen hohen a-helikalen Anteil auf.

Protein Helix1l  Helix2

Strand1

Strand?2

Turns

Unordered Total

NRMSD

myrVac8(GG) 0,32 0,22

0,05

0,05

0,17

0,18

0,99 0,011

Tabelle 26: Mittels Dichroweb ermittelter Sekundérstrukturgehalt von myrVac8(GG)1-537. Die

Berechnung wurde wie fiir Abb. 30 beschrieben durchgefiihrt.

Da das Verhiltnis von 2328 bei der Konzentrationsbestimmung des Proteins einen
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Wert von 1,8 lieferte, war eine Verunreinigung der Probe mit DNA oder RNA zu ver-
muten. Unter Verwendung eines Anionenaustauscher wurde diese Verunreinigung ab-
getrennt und ein Agarosegel mit Ethidiumbromidfarbung bestéitigte die Vermutung,
dass es sich bei der Verunreinigung um eine Nukleinsdure handelt (Abb. 46b). Nach
Abtrennung der Nukleinsédure stellte sich myrVac8(GQG) als stabilste Variante heraus.
Das schliefilich erhaltene Protein konnte in einem Puffer, der 10 % Glycerin enthielt,
bis auf eine Konzentration von 12 mg/ml gebracht werden. Durch CD-Spektroskopie
wurde die Faltung des Proteins bestétigt (Abb. 46d). Der berechnete Sekundérstruk-
turgehalt zeigt, dass das Protein, wie es fiir Armadillorepeats zu erwarten ist, nahezu
vollstéandig a-helikal vorliegt (Tab. 26).

Es wurde begonnen mit dem Protein einige Kristallisationsansitze zu erstellen,
die bislang allerdings keinen Erfolg brachten.
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7 Diskussion

7.1 Die Membranbindung von HIV-1 Nefgp,

In dieser Studie wurde die Membranbindung von HIV-1 Nefgps mit molekularen, bio-
chemischen und biophysikalischen Methoden untersucht. Um zu verstehen, welcher
Mechanismus der Membranbindung zugrunde liegt, wurden sowohl die Eigenschaften
des Proteins als auch der Membran veréndert. Die fiir Nef unter Verwendung des in
Kap. 6.3.1 beschriebenen FRET-Ansatzes erhaltenen Daten wiesen alle einen biex-
ponentiellen Kurvenverlauf auf, was auf ein Vorhandensein zweier Prozesse bei der
Membranbindung schliefsen ldsst. Nalefski et al. konnten bei der Untersuchung der
Membranbindung von PKC SII mit einem dhnlichen System ebenfalls zwei Prozesse
beobachten, wobei sie einen Prozess der Membranbindung und den anderen einer
unimolekularen Transition zuordneten [177].

Um den Kg4-Wert fiir die Bindung von Nef an Membranen abschétzen zu kénnen,
wurde zunéchst die Anzahl der Lipide bestimmt, die eine Bindungsstelle fiir Nef
formen. Es ist zu beachten dass der Begriff Bindungsstelle in diesem Fall nicht als
absolut zu betrachten ist. Vermutlich handelt es sich eher um einen Bereich an Lipid-
molekiilen, je nachdem ob Nef sterisch ungehindert an die Membran binden kann,
oder sich benachbarte Nef-Molekiile aufgrund einer dichten Packung beeinflussen.
Durch Anderung der Konformation von Nef kénnten dann eventuell mehr Molekiile
Nef pro Fliache an die Membran binden.

Das Ergebnis von ca. 25 Lipiden fiir eine Bindungsstelle stimmt gut mit in der
Literatur beschrieben Werten fiir Proteine &hnlicher Gréfenordnung iiberein. So wur-
den z. B. fiir Arfl, ein Protein mit einer molekularen Masse von 21 kDa, 20-25 Lipide
ermittelt, um einen Bindungsplatz zu formen [138| und fiir Cytochrom c, das ca.
eine Masse von 12kDa aufweist, 11-13 Lipide [178]. Ausgehend von einer Fléiche
von 0,7 nm? mit der ein Molekiil DOPC zu der Oberfliche eines Liposoms beitrigt
[179], wiirde ein Nef Molekiil ca. eine Fliche von 17,5nm? fiir sich beanspruchen.
Nimmt man fiir Nef eine sphéarische Geometrie mit einem Radius von 2nm an, wiir-
de dies einer Projektionsfliche von App = 7r? = 12, 5nm? und somit einer dichten
Packung des Proteins auf der Oberfliche der Membran entsprechen. In Abb. 47 sind
die Strukturen der beschriebenen Proteine fiir einen Gréfenvergleich gezeigt. Es fallt
auf, dass Nef deutlich grofier im Vergleich zu den anderen Protein ist. Es muss jedoch
beachtet werden, dass es sich nur um ein Modell handelt, das aus zwei verschiede-
nen NMR-Strukturen generiert wurde. Ein Binden der N-Terminalen Doméne an die
Kernstruktur wiirde in einem deutlich kompakteren Protein resultieren, das in seinen
Dimensionen mit Arfl vergleichbar sein konnte [34, 157]. Der durch dieses Experi-
ment ebenfalls erhaltene Ky-Wert von 0,25 uM fiir die Membranbindung von Nef
stimmt gut mit dem durch durch die Gleichgewichtskonstanten ermittelten Kg-Wert
von 0,32 uM {iberein.
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a. Cytochrom c

Abbildung 47: Beispiele einiger membranbindender Proteine, von denen die Anzahl der Lipide pro
Bindungsflache bestimmt wurde. a. NMR-Struktur von Cytochrom c in seiner reduzierten Form,
PDB-ID: 1J3S, to be published Jeng, W.-Y b. NMR-Struktur von Arfl; die ersten 17 AS wurden
fiir die Strukturbestimmung entfernt, PDB-ID: 1U81, Seidel et al., 2004 [180] c. Modell von Nef,
das sich aus zwei NMR-Strukturen zusammensetzt. Die Myristoylierung ist in violett dargestellt.
PDB-ID: 1QA5/2NEF, Geyer et al., 2001 [26].

Viele membranassoziierte Proteine besitzen Ansammlungen basischer Aminosiuren,
die hdufig im Zusammenspiel mit einem Myristinanker, wie es z. B. bei Src der Fall
ist [93], oder einer Prenylierung [181], wie es z. B. bei K-Ras der Fall ist, die Mem-
branbindung unterstiitzen. Mittels Mutationen innerhalb der N-terminalen Anker-
doméne konnte der Einfluss sowohl basischer als auch hydrophober Aminoséuren
auf die Membranbindung gezeigt werden. Der Beitrag der basischen Aminosiduren
fallt allerdings im Vergleich zu Src, dessen Membranbindungseigenschaften bereits
gut untersucht wurden, gering aus. Sigal et al. [93| bestimmten einen Ky-Wert von
0,6 uM fiir die Bindung von c¢-Src an Liposomen, die einen Anteil von 33 % azider
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Lipide aufwiesen®.

Die Mutation von Ks5/Kg bzw. fiinf basischen Aminosauren in Src (vergl. Tab. 27)
zu Asparagin fithrte zu Dissoziationskonstanten von 20 uM, bzw. 100 uM, was eine
Reduktion der Affinitdt um {iber zwei bzw. drei Grofsenordnungen bedeutet. Bei Nef
wurde durch Mutation von vier Argininen zu Alanin nur eine Reduktion um einen
Faktor 3,8 erzielt. Die Grund hierfiir konnte darin liegen, dass bei der verwende-
ten Variante myrNef(R4) nur ein Teil der basischen Aminoséduren mutiert wurden.
Insbesondere besitzt Nef neben dem fiir die Myristoylierung forderlichen K7 noch
ein Arginin und ein Lysin an Position 4 bzw. 8. Da die Mutation von vergleichba-
ren Aminosduren in Src bereits in einer Reduktion der Affinitdt um einen Faktor
30 resultiert, ist davon auszugehen, dass die in Nef verbliebenen positiv geladenen
AS ausreichen, um einen vergleichbar drastischen Effekt auf die Affinitdt der Mem-
branbindung zu verhindern. Somit kénnte das basische Bindungsmotiv in Nef alle
in Tab. 27 hervorgehobenen Aminoséuren umfassen. Weiterhin kénnte es eine Rolle
spielen, dass die Mutationen in Src zu Asparagin durchgefiihrt wurden. Diese Ami-
nosdure ist im Vergleich zu den in Nef eingefiihrten Alaninen, das als Seitenkette nur
eine Methylgruppe besitzt, grofser und ist zudem polar.

Protein  N-terminale Sequenz

Nef(wt) myr-GGKWSKRSMGGWSAIRERMRRAEPR
¢-Sre myr-GSSKSKPKDPSQRRRSLEPPDSTHH

Tabelle 27: Vergleich der N-terminalen Aminoséduren von Nefsrz und c-Src. Basische Aminoséuren
sind blau dargestellt und Reste, die in dieser Studie bzw. in einer Studie von Sigal et al. [93] mutiert
wurden sind unterstrichen. Eine Mutation von K7 ist nur unter Vorbehalt moglich, da es sich bei
dieser Aminosdure um ein Bestandteil des erweiterten Konsensusmotiv fiir die Myristoylierung
handelt [182].

Neben basischen Aminoséuren kénnen auch hydrophobe Aminoséuren zu der Mem-
branbindung von Proteinen beitragen. Vor allem Tryptophan und Tyrosin haben eine
spezifische Affinitét fiir die Lipid-Wasser-Grenzschicht [183, 184|. Untersucht wurde
die Rolle hydrophober AS z.B. bei PLAy [159]. Dieses Protein nutzt sowohl basische
als auch hydrophobe AS fiir die Membranbindung. Bereits die Mutation eines einzel-
nen Tryptophans kann zu einer Abnahme der Affinitat zu DHPG (dihezanoylphos-
phatidylglycerol) um einen Faktor von 7,4 fithren”. Bei Nef bewirkt die Mutation der
drei Aminosduren W5, M9 und Wiz nur eine Reduktion der Affinitdt um den Fak-
tor 2,5. Allerdings berichten Sumandea et al., dass die hydrophoben Aminoséduren

5Der in dieser Verdffentlichung ermittelte K4-Wert bezieht sich auf die Konzentration zugingli-
cher Lipide und nicht auf die Konzentration an Bindungsplétzen.

"Der Faktor 7,4 beriicksichtigt die Anzahl der Lipide pro Bindungsplatz, die PLA3 benétigt. Diese
sind allerdings mit 48 fiir den Wildtyp und 130 fiir die Mutante Ws1 A sehr unterschiedlich [159].
Bei Annahme einer konstanten Zahl an Lipidmolekiilen pro Bindungsplatz fiir die unterschiedlichen
Mutanten, wie sie fiir Nef getroffen wurde, ergibt sich lediglich ein Faktor von 2,7.
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besonders wichtig fiir die Assoziation dieser Variante der PLAs an neutrale Liposo-
men sind [159]. Da Nef nicht an neutrale Vesikel bindet, wiirde dies erklaren, warum
der Einfluss der hydrophoben Reste bei Nef geringer ausfillt. Die elektrostatischen
Wechselwirkungen sind fiir die Assoziation an negativ geladene Modellmembranen
von grofserer Bedeutung.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass drei verschiedene Motive einen Bei-
trag zu der Membranbindung von Nef leisten:

(1) Myristoylierung
(2) basische Aminosauren

(3) hydrophobe Aminoséuren

Wie der Einfluss der basischen Aminosduren auf die Membranbindung bereits ver-
muten lasst, konnte gezeigt werden, dass die Oberflichenladung der Liposomen die
Membranbindung von Nef ebenfalls stark beeinflusst. Die Affinitdt von Nef zu Mo-
dellmembranen nimmt in dem untersuchten Bereich von 10-30 % azider Lipide ex-
ponentiell zu, wie es zu erwarten war (McLaughlin et al., 2005 [161]| supplement).
Erstaunlicherweise bindet Nef nicht an Liposomen mit neutraler Ladung, obwohl der
apparente K;-Wert fiir die Bindung einer Myristoylgruppe an Phospholipidvesikel
auf 1074 M bestimmt wurde. Dieser Wert wurde von Peitzsch et al. durch Bindungs-
studien kleiner hydrophiler Peptide an elektrisch neutrale Membranen erhalten [101].
Angemerkt sei, dass diese Affinitét im zelluldren Kontext zu schwach ist, um eine
stabile Membranbindung zu vermitteln. Da die in der vorliegenden Arbeit eingesetz-
ten Konzentrationen von Nef im mikromolaren Bereich lagen, konnte die Affinitdt
fiir neutrale Membranen zu gering sein, um eine Bindung nachzuweisen. FEine weitere
Moglichkeit wire die Présenz eines "Schalters", der zwischen zwei Konformationen
des Proteins wechselt, in denen der Myristinanker entweder exponiert oder an das
Protein gebunden ist. Dadurch wiirde sich die Affinitdt von Nef zu Membranen re-
duzieren. Die elektrostatische Interaktion zwischen Nef und der Membran koénnte
die zusétzliche freie Bindungsenergie bereitstellen, um diesen Effekt aufzuheben. Bei
Arfl z.B. ist der Austausch von GDP zu GTP Voraussetzung fiir ein Herausklap-
pen des Lipidankers [138] und mehrere Arten von Myristinschaltern wurden bereits
gefunden [70]. Indizien, die ein Binden des eigenen N-Terminus in Nef nahelegen,
unterstiitzen diese Hypothese [34, 157].

In dieser Arbeit wurde ein starker Einfluss der Krimmung auf die schnelle Pha-
se der Assoziation von Nef an Membranen nachgewiesen. Die Gleichgewichtskon-
stante der ersten Phase zeigt eine Abhéngigkeit vom Radius der Liposomen in der
Form 1/r?, die eine einfachere Insertion des Lipidankers nahelegt. Dies kann dadurch
erklart werden, dass die Kriimmung der Membran zu eine Spreizen Lipide in der
auferen Membranschicht fiihrt. Dies konnte z. B. auch auf die Seitenketten von Ami-
noséduren zutreffen. Da die Ratenkonstanten der zweiten Phase keinen Unterschied
aufweisen, scheint die Formation der Helix nicht von der Kriimmung der Membran
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abhéngig zu sein. Dies ist nicht selbstverstédndlich, und es wurden bereits Beispiele
gefunden, bei denen amphipathische Helices z. B. durch ein ALPS-Motiv Kriimmung
erkennen konnen [131] (siehe Kap. 2.4.2.4). Auch die Induktion von Kriimmung der
Membran durch ein Protein ist moglich. Die kleine GTPase Sarl kann z. B. in ihrer
aktiven Form Tubulierung von Modellmembranen bewirken [91]. Hierfiir ist eine N-
terminale, amphipathische Helix essentiell. Da Nef eine erhohte Affinitdt zu stérker
gekrimmten Membranen aufweist, ist es auch moglich, dass Nef eine Kriimmung der
Membranen bewirkt, was aber untersucht werden miisste. Aufgrund der Rolle von
Nef bei der Clathrin-vermittelten Endozytose von CD4, wére es denkbar, dass Nef
entweder bevorzugt in Bereichen der Invagination bindet, oder nach Bindung des
CD4 Molekiils selbst an der Generation von Kriimmung fiir die Ausbildung einer
solchen Invagination beteiligt ist.

Im Gegensatz zu der Oberflichenladung und der Kriimmung, scheint die Kom-
position der Modellmembranen in den hier durchgefiihrten Experimenten eine un-
tergeordnete Rolle fiir die Membranbindung von Nef zu spielen. Es konnte mittels
PIP-Strips bestédtigt werden, dass Nef negativ geladene Membranen binden kann,
wobei nicht entscheidend ist, ob die Ladung durch z.B. Phosphatidylinositolphos-
phate oder andere Lipide beigesteuert wird. Auch ein Unterschied zwischen den an
unterschiedlichen Positionen phosphorylierten Phosphatidylinositolphosphate konn-
te nicht festgestellt werden. Weiterhin bindet Nef nicht an Lipide, die mit nur einem
Fettsaurerest modifiziert sind, was an einer Schwéchung der hydrophoben Interak-
tionen zwischen dem Lipidanker und der Membran liegen kénnte. PIP-Strips stellen
allerdings kein gutes Membranmodell dar, da sie zum einen keiner Lipiddoppelschicht
entsprechen und zum anderen die Lipide kovalent an eine hydrophobe Membran ge-
bunden sind. Dies verhindert eine laterale Diffusion der Lipide und somit die Fluiditét
der Membran. Fiir die Untersuchung der Zusammensetzung der Modellmembran in
Bezug auf Cholesterol und Sphingomyelin wurde die bereits zuvor eingesetzte Stop-
ped Flow Technik eingesetzt. Hierzu wurden 30 % DOPC durch jeweils eines der
Lipide ersetzt, wobei kein nennenswerten Einfluss auf die erste Gleichgewichtskon-
stante zu beobachten war. Eine Zusammensetzung der Liposomen, die 15 % beider
Lipide enthalt, resultiert allerdings in einem um den Faktor 5,6 niedrigeren Wert
von K. Dies wiirde Ergebnissen widersprechen, die zeigen das Nef bevorzugt in lipid
rafts lokalisiert ist [163, 164]. Allerdings konnte kein Kj-Wert ermittelt werden, da
sich die erhaltenen Assoziationskurven bei hoheren Konzentrationen monoexponen-
tiell anpassen liefen. Dies konnte zum einen daran liegen, dass die Messdauer fiir
eine bessere Auflésung der ersten Phase verkiirzt wurde und die zweite Phase somit
unterbestimmt ist. Zum anderen wurde bei der Assoziation von Melittin an Membra-
nen, die Cholesterol enthalten ebenfalls nur ein monoexponentieller Kurvenverlauf
beobachtet [185]. Dagegen zeigt Melittin an POPC oder POPC/POPG-Membranen
unterschiedlicher Zusammensetzung eine biexponentielle Assoziation. Die Autoren
vermuten, dass die [,-Phase in Liposomen, die Cholesterol enthalten, eine tiefere In-
sertion der Helix in die Membran verhindert. Allerdings ist hier beobachtet Effekt fiir
Nef nur bei erhéhter Konzentration der Liposomen und einer verkiirzten Messdauer
zu beobachten, weshalb ersterer Fall anzunehmen ist.
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7.2 Modell fiir die Membranbindung von Nef

Fiir den biphasischen Kurvenverlauf der Stopped Flow Messungen, der zwei Prozesse
bei der Assoziation von Nef an Membranen zeigt, sind generell zwei verschiedene Mo-
delle denkbar. Zum einen kann zuerst die Interaktion des Proteins mit der Membran
und anschliefsend eine Isomerisierung des Proteins erfolgen, zum anderen kann der
umgekehrte Fall auftreten. Diese beiden Moglichkeiten sind in Gleichung 13 und 14
dargestellt.

k k
P+V == PV =PV (13)
k_1 k_2

Modell, bei dem die Isomerisierung des Proteins nach der Membranbindung erfolgt.

k k
P+Ve=P +V=PV (14)

k1 k_o

Modell, bei dem die Isomerisierung des Proteins vor der Membranbindung erfolgt.

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse kénnen durch das in Abbildung 48 darge-
stellte Modell, das Gleichung 13 entspricht, zusammengefasst werden. Dieser Riick-
schluss kann aufgrund der Mutationsstudien gezogen werden, da die Mutation ba-
sischer Aminoséuren den ersten Prozess beeinflussen (Kap.6.3.6). Demnach erfolgt
die Membranbindung von Nef in zwei Schritten: Zuerst findet die initiale Assoziation
von Nef an die Membran iiber eine Interaktion basischer Aminoséuren mit nega-
tiv geladenen Lipiden statt. Anschliefsend erfolgt eine Isomerisierung des Proteins,
die vermutlich die Ausbildung einer N-terminalen a-Helix, wie auch weitgreifendere
Sekundérstrukturdnderungen umfasst. Auch ein Eindringen der a-Helix in die Mem-
bran koénnte stattfinden. Es wurde z. B. fiir Melittin gefunden, dass die zweite Phase
(Ratenkonstante im Bereich von 1s~!) mit einer tieferen Insertion der Helix und
einer Erhohung des a-helikalen Anteils verbunden ist [185].

Es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass die beobachtete schnelle Phase selbst nochmal
in zwei Prozesse unterteilt werden kann, die nicht direkt mit den angewendeten Tech-
niken aufgeschliisselt werden konnten. Bei diesen beiden Prozessen handelt es sich
einerseits um die bereits erwahnte elektrostatische Interaktion, andererseits um die
Insertion des Myristinankers in die Membran. Diese Vermutung kann aus der Mu-
tationsstudie geschlossen werden, da sowohl die Verhinderung der Myristoylierung,
als auch die Mutation basischer Aminosduren die beobachtete Ratenkonstante der
erste Phase beeinflussen. Auch die Ergebnisse der Kriimmung unterstiitzen dieses
Ergebnis. Da k; eine Abhéngigkeit von der Kriimmung der Liposomen aufweist, die
elektrostatische Interaktion aber unabhéngig von der Kriimmung sein sollte, liegt es
nahe, dass diese Abhéngigkeit auf eine vereinfachte Insertion des Myristins in die
Membran zuriickzufiihren ist. Somit ldsst sich k1 als Produkt der Gleichgewichts-
konstanten der elektrostatischen Interaktion K.; und der Rate fir die Insertion des
Lipidankers k;,s schreiben:

kl = Kel : kins (15)
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Unter Beriicksichtigung dieser Gleichung ergibt sich dann das Modell in Abbil-
dung 48.
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Abbildung 48: Modell fiir die Bindung von HIV-1 Nefspz an Lipidmembranen. Die Membran-
bindung erfolgt demnach in drei Schritten: Der erste Schritt wird durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen zwischen den negativ geladenen Lipiden und dem Protein vermittelt. Der zweite Schritt
stellt die Insertion des Myristins und gegebenenfalls weiterer Aminosiuren in die Lipidmembran dar.
Der dritte Schritt entspricht einer Isomerisierung des Proteins, bei dem vermutlich die Ausbildung
einer a-helikalen Struktur beteiligt ist.

7.3 Die Interaktion von Nef und CD4 an Modellmembranen

Die Internalisierung von CD4 ist eine der wichtigsten Funktionen von Nef, die phéno-
menologisch auch intensiv erforscht wurde [29, 65, 36]. Die molekularen Mechanismen
dieser Interaktion, wie z. B. die Frage in welchen Ausmaf die einzelnen Aminoséuren
zu der Bindung beitragen, sind allerdings immer noch nicht geklart. Auch tber die
Affinitat gibt es unterschiedliche Berichte. Ein Problem stellt die Unloslichkeit des
Komplexes aus CD4 und Nef dar. Die Prazipitation des Komplexes konnte durch
ein Exponieren der flexiblen Schleife von Nef, die ein Dileuzinmotiv enthélt, nach
Binden von CD4 zustande kommen. Im zelluldren Kontext wiirde das Dileuzinmotiv
des Nef Proteins von AP-2 gebunden werden, und die anschliefende Internalisierung
durch Clathrin-vermittelte Endocytose erfolgen. Ein freiliegendes, hydrophobes Di-
leuzinmotiv konnte die Préazipitation zur Folge haben. Der von Grzesiek et al. durch
NMR erhaltene K4-Wert von 0,5mM fiir die Interaktion zwischen Nef und CD4 ist
zu niedrig, um von biologischer Relevanz zu sein. Das eingesetzte Peptid umfasste
jedoch auch nur einen Teil der cytoplasmatischen Doméne des CD4-Rezeptors [170].
Preusser et al. erhielten unter Verwendung von Gleichgewichtsfluoreszenzmessungen
einen Kg-Wert von 0,87 uM, wobei anscheinend keine Préazipitation des CD4-Nef-
Komplexes auftrat, wie es zu erwarten wére [186]. Dieses Experiment konnte im
Rahmen dieser Arbeit auch nicht reproduziert werden. Da Nef zumindest CHAPS
bindet (personliche Mitteilung S. Breuer) und vermutlich auch seinen eigenen My-
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ristinanker, konnte bei dieser Studie auch die Bindung des Fluorophors an Nef fiir
Fluoreszenzénderungen verantwortlich sein. Die Stabilisierung der beteiligen Kom-
ponenten durch eine SH3-Doméne (bei zeitgleicher Mutation des PxxP-Motivs in
Nef) und einen GST-Anker fithrte Breuer zu einem Wert von 1,2 uM fiir die Disso-
ziationskonstante [187].

Der Versuch die Interaktion der beiden Bindungspartner an Modellmembranen
nachzustellen und dadurch einen stabilisierten Zustand des Komplexes zu generieren,
war in der vorliegenden Arbeit nur bedingt erfolgreich. Auch bei diesem System fiihr-
te die Interaktion zu einer Préazipitation sdmtlicher beteiligter Komponenten nach
einigen Minuten. Es konnte neben dem bereits oben beschriebenen Mechanismus fiir
die Prézipitation auch eine Quervernetzung der Liposomen durch die Nef-CD4 In-
teraktion stattfinden. Die Verwendung der Stopped Flow Technik erlaubte es jedoch
eine schnelle Fluoreszenzédnderung aufzulosen. Diese Fluoreszenzénderung kénnte die
Bindung von Nef an CD4 darstellen, wobei die Dissoziationskonstante nach einer
ersten Abschétzung hoher als 10 uM liegen wiirde. Somit wére die Affinitdt im Ver-
gleich zu den Ergebnissen der oben erwihnten Verdffentlichungen um mindestens
den Faktor 10 geringer. Zudem sind die beobachteten Ratenkonstanten denen der
zuvor bestimmten Ratenkonstanten fiir die Nef-Liposom-Interaktion sehr dhnlich.
Dies deutet darauf hin, dass eventuell nicht die Bindung von Nef an CD4, sondern
von Nef an die Membran beobachtet wurde. Ein weiteres Indiz dafiir ist eine sich
andeutende Séttigung der Amplitude bei Erreichen eines Verhéltnisses von Nef zu
Bindundungsplédtzen von 1:1. Sollte die beobachtete schnelle Phase tatséchlich der
Bindung von Nef an die Membranen wiederspiegeln, so konnte der Prozess der Nef-
CD4-Interaktion mit einer langsameren Rate verkniipft sein. Die dazu erhaltenen
Daten miissen allerdings mindestens mit einer exponentiellen Kurve vierten Grades
angepasst werden und eine Zuordnung der erhaltenen Raten zu distinkten Prozessen
ist nicht moglich. Aufserdem verhindert die Prézipitation des Nef-CD4-Komplexes
eine Erh6hung der CD4-Konzentration. Eine Mdéglichkeit wire das Dileuzinmotiv in
Nef zu mutieren oder den Komplex aus Nef und CD4 durch eine weitere Komponente
wie z. B. AP-2, den natiirlichen Bindungspartner von Nef, zu stabilisieren.

Wenn die schnelle Fluoreszenzénderung allerdings doch die Interaktion von Nef
und CD4 anzeigt, miisste das Experiment mit einer erhohten Konzentration des
CD4-Peptids wiederholt werden, um eine Konzentration in die Ndhe des Kgz-Wertes
einzustellen. Es treten dann aber neben der Verfiigharkeit des Peptids weitere Schwie-
rigkeiten auf, wie z. B. die benétigte erhohte Kapazitéat der Liposomen, eine stérkere
Neutralisation der negativ geladenen Lipide durch das stark positiv geladen CDA4,
sowie ein beschleunigtes Ausfallen des Komplexes.

7.4 Artifizielle Farnesylierung von Nef

In dieser vergleichenden Studie zwischen zwei unterschiedlichen Lipidierungen von
Nef sollten vor allem zwei Fragen beantwortet werden. Erstens: Dient die Myristoylie-
rung nur dazu, Nef an der Membran zu verankern, oder spielt auch die Orientierung
von Nef an der Membran eine Rolle? Zweitens: Ist die dynamische Interaktion von Nef
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mit Membranen entscheidend fiir die Funktion, also ist es wichtig dass das Gleichge-
wicht zwischen cytosolischer Form und membrangebundener Form in vivo auf Seiten
der cytosolischen Form liegt? Um diese Fragen zu beantworten wurde unmyristoy-
liertes Nef C-terminal mit einem kiinstlichen Farnesylierungsmotiv versehen.

Die rekombinante Expression des Proteins und die anschliefende C-terminale Far-
nesylierung war erfolgreich, allerdings zeigte die Anwendung von CD-Spektroskopie
unter thermal denaturierenden Bedingungen eine deutlich verringerte Stabilitdt des
Proteins. Das Einbringen mehrerer basischer Aminosduren am C-Terminus fithrte
sogar zu einer Prézipitation des Proteins. Dagegen fiihrt die Myristoylierung des
Proteins zu einer deutlich stabileren Konformation des Proteins als die Farnesylie-
rung. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der von Breuer et al. gemachten
Beaobachtung, dass myristoyliertes Nef in der analytischen Gelfiltration kompakter
erscheint als nicht myristoyliertes Nef [34]. Dies konnte z. B. darauf hinweisen, dass
Nef einen Myristinschalter besitzt, und das Myristin in einen nicht membranassozi-
iertem Zustand an das Protein gebunden ist. Die Farnesylierung kann dann entweder
aufgrund des anders geformten Isoprenoids und einer daraus z. B. resultierenden ste-
rischen Einschrankung (sieche Abb.49), oder aufgrund der geringeren Flexibilitat des
C-Terminus diese Bindungsstelle nicht besetzen.

Abbildung 49: Vergleich der Farnesylgruppe (oben) und der Myristoylgruppe (unten). Bei der
Myristoylierung ist die Peptidbindung und das C,-Atom des Glycins, bei der Farnesylierung der
Thioether eingezeichnet.

Da die Farnesylierung ebenso wie die Myristoylierung ein vergleichsweise schwaches
Membranbindungsmotiv darstellt, sollte diese Modifikation keinen drastischen Ein-
fluss auf die Membranbindung haben. Farnesyliertes Nef weist zusétzlich zu dem
hydrophoben Membrananker auch N-terminal lokalisierte, basische Aminosduren auf
und kann kann somit an Membranen mit einer negativen Oberflichenladung bin-
den. Die Membranbindung ist im Vergleich zu myristoyliertem Nef allerdings etwas
reduziert. Dies konnte an einer geringeren Synergie zwischen den beiden Membran-
bindungsmotiven, die an den unterschiedlichen Termini des Proteins lokalisiert sind,
liegen.

In vivo durchgefiihrte Experimente zeigen ein dhnliches Bild. Hier ist die Mem-
branbindung des farnysylierten, unmyristoylierten Nefs im Vergleich zum Wildtyp
jedoch leicht erhoht. Diesem Unterschied zu den Experimenten in vitro kdnnen viele
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Ursachen, wie z. B. eine unterschiedliche Zusammensetzung der Membran, eine er-
hohte Stabilitdt des farnesylierten Nefs in vivo oder anderes, zugrunde liegen. Die
doppelte Lipidierung von Nef mit einem Myristin- und einem Farnesylanker, wie auch
das Einfiigen der basischen AS am C-Terminus, resultiert in einer deutlich erhéhten
Membranbindung von Nef. Interessanterweise verlieren die Mutanten, die eine héhe-
re Affinitdt zu Membranen aufweisen ihre Fahigkeit CD4 zu internalisieren. Hierfiir
sind zwei Erkldrungen denkbar. Zum einen kénnte die Dissoziation von Nef von der
Membran nétig sein, um die Internalisierung zu bewerkstelligen. Zum anderen kénn-
te aber auch die korrekte Orientierung von Nef an der Membran wichtig sein, um die
Interaktion zwischen CD4 und Nef zu gewéhrleisten. Die letztere Erklarung ist al-
lerdings wahrscheinlicher, da eine N-terminal palmitoylierte Variante von Nef in der
Lage ist CD4 zu internalisieren [188]. Zusétzlich erfolgt die Internalisierung von CD4
iiber Clathrin vermittelte Endozytose [36], die keine Dissoziation der Frachtproteine
von der Plasmamembran voraussetzt.

7.5 Darstellung der Struktur von Nef an einer Membran

Der zentrale Bestandteil dieser Arbeit ist in Abb. 50 dargestellt. Hier ist die Struktur
von myristoyliertem Nef im Grofenverhiltnis zu einer DOPC-Membran® dargestellt.
Die in dieser Arbeit mutierten Motive sind farblich hervorgehoben und entsprechen
der Myristoylierung, sowie den basischen und hydrophoben Aminoséuren.

8Die DOPC-Membran wurde von Heller et al. mittels molekulardynamischer Simulation berech-
net [189]. Zu beachten ist, dass Nef nicht an Liposomen mit neutraler Ladung bindet.
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Abbildung 50: Modell der N-terminalen Ankerdoméne von Nef, wie sie in Losung mittels NMR-
Spektroskopie bestimmt wurde [26]. Die Membran entspricht einer DOPC-Lipiddoppelschicht, deren
Struktur durch molekulardynamische Simulationen erhalten wurde [189]. Fiir die entsprechende
Grofe sind zwei Datensétze der Membran nebeneinander gezeigt. Weiterhin dargestellt sind das
in dieser Arbeit innerhalb des Nef Proteins mutierte Myristoylierungsmotiv (griin), die mutierten
hydrophoben Aminosduren (gelb) und die mutierten basischen Aminosiuren (blau).
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8 Anhang

8.1 Herleitung der Formel fiir die Berechnung einer Bindungsstelle

fir Nef

Variable Beschreibung

Ky Dissoziationskonstante

[P] Konzentration des freien Proteins

[L] Konzentration des freien Liganden

[Po] initiale Konzentration des Proteins

[Lo] initiale Konzentration des Liganden

[PL] Konzentration des Komplexes aus Protein und Ligand
« Fraktion durch Liganden gebundenes Protein

n Bindungstellen

Tabelle 28: In der folgenden Herleitung verwendete Variablen.

Die Dissoziationskonstante ergibt sich aus dem Massenwirkungsgesetz:

_ [P

Ra="1p1

Die initiale Konzentrationen des Proteins bzw. des Liganden sind gegeben durch:

[Po] = [PL] + [P]
[Lo] = [PL] + [L]

Gleichung 17 und 18 nach [P] bzw. [L] auflésen und einsetzten in 16:

(o] = [PL)) - ([Lo] — [PL])

Ka= [PL]

umformen:

0= [Po] - [Lo] — [Ro] - [PL] — [Lo] - [PL] ~ Ka - [PL] + [PL]?
0= [Po] - [Lo] — ([Po] + [Lo] + Ka) - [PL]) + [PL]?

Anwenden der Losungsformel fiir quadratische Gleichungen:

[Po] + [Lo] + Ka — /([Po] + [Lo] + Ka)? — 4 - [Po] - [Lo]

[PL) =

Der Bindungsgrad ist gegeben durch:

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)
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Fiir Fluoreszenztitration gilt:
kR -F
a= Ty I (24)
Einsetzen von Gleichung 23 in 22:
_ [Po] + [Lo] + Ka — /([Po] + [Lo] + Ka)* — 4 - [Ro] - [Lo]
= (25)
2- [P]
Einsetzen von Gleichung 24 in 25:
p gy g (P Lol 4 K= ORI+ Lo+ Kal? — AL Lal) - (Foe = F) o
2 [P
Erweitern des Models um Bindungstellen n:
P p 4 (Pol+ [Lon+ Ka — V([Po] + [Loln + Ka)? — 4 [Ro] - [Lo[n) - (Foo — F) (27)

2 [Po]
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8.2 Herleitung der Formel fiir die Berechnung des K;-Wertes fiir
die Folgereaktion

Variable Beschreibung

Ky Dissoziationskonstante

[P] Konzentration des Proteins

V] Konzentration der Bindungsplétze fiir das Protein
[K1] Gleichgewichtskonstante des ersten Gleichgewichts
[K2] Gleichgewichtskonstante des zweiten Gleichgewichts
[PV] Konzentration des Komplexes aus P und V

[P'V] Konzentration des Komplexes aus P’ und V

Tabelle 29: In der folgenden Herleitung verwendete Variablen. P’ zeigt an, dass das Protein in
einem veradnderten Zustand vorliegt.

Fiir die Bindung von Nef wird folgendes Reaktionsschema vorausgesetzt:

k k.
P+V =PV =PV (28)

k_1q k_o

Die Gleichgewichtskonstante der Reaktion ergibt sich dann nach:

_ [PV]+[P'V]
Keq,ges == [P] [V] (29)
[Pv] | [P'V]
P PV (30)
mit K; = W und Ko = [PIV] ergibt sich:
_ (P'V] [PV]
Keg,ges = K1 + PIv] [PV (31)
_ (Pv] [P'V]
~ Rt ] Y] (32
=Ki+ K- K> (33)
=K - (1+K2) (34)
Daraus folgt: .
Ki= i &) (35)
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8.3 Kalkulation der Hydrophobizitdt und des hydrophoben Mo-
mentes einer amphipathischen Helix

Um die Amphiphilie einer Helix zu erkennen, werden Werte fiir die mittlere Hydrophobizitat < H >
und fiir das mittlere hydrophobe Moment der Helix errechnet.

H und puH wurden mittels des Programs Heliquest ermittelt (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr). Die
berechneten Werte basieren auf dem Artikel von [90].

N
1
H>=—>"H,
< H > anl (36)

Hydrophobizitat einer Helix mit < H >=mittlere Hydrophobizitat, N=Anzahl der AS, n=nte AS, H,,=Hydrophobizitéit
der nten AS.

2
+

N 2
Z anos(né):| > (37)

=1

1 N
< pH >= N< |: Z Hy sin(nd)

n=1

hydrophobes Moment einer Helix mit < pH >=hydrophobes Moment, N=Anzahl der AS, H,,=Hydrophobizitat
der nten AS, nd=Winkel zwischen den Seitenketten entlang des Peptidriickgrats = 100° fiir a-Helix.

08—

“-\_\\&
\._\\
0.6 N
~.
) .
Surf:
. Surface .
04 P LAY .
., * .

- .- .. .. } . . \\
0.2 . " AR AN
* : . .-"o . . * Membrane b
Globular o ¢, o e L
* :. L. 3 )
-0.5 -0.3 0.1 0 0.1 0.3 0.5 0.7

<HD

Abbildung 51: Grafische Darstellung des hydrophoben Moments von 64 a-helikalen Bereichen aus
26 verschiedenen Proteinen. Entnommen aus Eisenberg et al., 1982 [90].
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8.4 Auflistung der Auswertung samtlicher CD-spektroskopischen

Messungen
15 —— myrNef(WMW) + Puffer
—— myrNef(WMW) + Liposomen
10 -
B 59
L5}
©
E
a 0
(&)
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-10 4
-15 T T T T T T T T
180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
Wellenlange (nm)
25 —— Nef(G2A) + Puffer
—— Nef(G2A) + Liposomen
20 -
15
P 104
°
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o
0
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-10 -
-15

Abbildung 52: CD-Spektren sdmtlicher Mutanten von Nef in An-
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und Abwesenheit von Liposo-
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myrNef(wt)+P o oyg OBr Ba Turns Unordered Total NRMSD
SELCON3 0.148 0.126 0.136 0.085 0.199 0.276 0.97 0.074
CONTIN-LL 0.151 0.114 0.121 0.075 0.167 0.372 1 0.061
CDSSTR(7) 0.17 0.13 0.13 0.08 0.18 0.3 0.99 0.015
CDSSTR(4) 0.16 0.12 0.12 0.09 0.2 0.3 0.99 0.017
myrNef(wt)+L

SELCON3 0.147 0.124 0.124 0.084 0.213 0.274 0.965 0.155
CONTIN-LL 0.159 0.123 0.112 0.071 0.169 0.367 1.001  0.073
CDSSTR(7) 0.19 0.14 0.12 0.07 0.16 0.31 0.99 0.021
CDSSTR(4) 0.17 0.13 0.15 0.09 0.19 0.27 1 0.022
myrNef(WR)+P

SELCON3 0.105 0.093 0.267 0.118 0.152 0.27 1.005 0.191
CONTIN-LL 0.125 0.109 0.134 0.078 0.172 0.382 1 0.088
CDSSTR(?) 0.11 0.1 0.16 0.09 0.17 0.36 0.99 0.025
CDSSTR(4) 0.07 0.09 0.2 0.1 0.22 0.31 0.99 0.022
Nef(28)+P

SELCON3 0.105 0.11 0.257 0.123 0.173 0.251 1.019 0.164
CONTIN-LL 0.133 0.111 0.125 0.076 0.173 0.382 1 0.062
CDSSTR(7) 0.12 0.11 0.15 0.09 0.18 0.35 1 0.029
CDSSTR(4) 0.07 0.09 0.2 0.1 0.23 0.3 0.99 0.032
myrNef(R4)+P

SELCON3 0.137 0.118 0.123 0.086 0.219 0.277 0.96 0.178
CONTIN-LL 0.162 0.136 0.164 0.095 0.199 0.244 1 0.061
CDSSTR(7) 0.13 0.11 0.16 0.1 0.2 0.31 1.01 0.019
CDSSTR(4) 0.15 0.12 0.13 0.09 0.2 0.29 0.98 0.02
Nef(G2A)+P

SELCON3 0.162 0.136 0.102 0.081 0.223 0.294 0.997 0.207
CONTIN-LL 0.166 0.119 0.094 0.068 0.164 0.39 1.001 0.033
CDSSTR(7) 0.19 0.15 0.09 0.08 0.19 0.29 0.99 0.018
CDSSTR(4) 0.18 0.13 0.11 0.08 0.2 0.29 0.99 0.02
myrNef(WMW)+P

SELCON3 0.097 0.088 0.263 0.113 0.162 0.268 0.991 0.164
CONTIN-LL 0.121 0.104 0.14 0.079 0.168 0.388 1 0.085
CDSSTR(7) 0.1 0.1 0.17 0.09 0.19 0.36 1.01 0.022
CDSSTR(4) 0.07 0.09 0.22 0.11 0.22 0.29 1 0.023

Tabelle 30: Egebnisse der Kurvenanpassung CD-spektroskopischer Daten unter Verwendung von
Dichroweb. Es wurden verschiedene Algorithmen angewendet, von denen CDSSTR die besten Er-
gebnisse lieferte. CDSSTR wurde sodann mit zwei verschiedenen Datensétzen von Proteinen ange-
wendet, wobei sich Datensatz 7 die etwas besseren Ergebnisse lieferte. o, aq, G- und (4 bezeichnen
reguldre und nichtregulire Formen der a-Helix bzw. des (-Faltblatts [190]. Fiir Referenzen und
weitere Informationen siehe http://www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/home.html und [169, 168|.
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A
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Amp
APS
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DNA
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DOPE
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dNTP
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G
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HIV
IPTG
kb
kDa
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Ni-NTA
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PAGE
PBS
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Angstréom (107'm)

acquired immune deficiency syndrome
Ampicillin

Ammoniumperoxodisulfat

Aminosaure
2-(3-(diphenylhexatrienyl)propanoyl)-1-hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
Basenpaar

bovine serum albumin

Cytosin bzw. Cystein

Cluster of differentiation

Dalton

Desoxyribonukleinséure (desozyribonucleic acid)
1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine
1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine
1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)] (Sodium Salt)
1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-L-Serine| (Sodium Salt)
Desoxynukleosidtriphosphat
1,4-Dimercapto-2,3-butanediol

Escheria coli

ethylenedinitrilotetraacetic acid
Endoplasmatisches Retikulum
Elektrospray-lonisation-Massenspektrometrie
flourescence resonance energy transfer

Guanin

Hydrophobe Interaktionschromatographie
Humanes Immundefizienz-Virus
Isopropyl-b-thiogalactopyranosid

Kilobase

Kilodalton

Luria Bertani

Large unilamellar vesicle

Lysophosphatidséure

Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization - Time of Flight
multiple cloning site

Massenspektroskopie
7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole

negative factor

N-myristoyl-Transferase

Nukleotid

nickel-nitrilotriacetic acid

Optische Dichte gemessen bei x nm
Phosphatidsaure
Polyacrylamidgelelektrophorese

phosphate buffered saline

Phosphatidylcholin

pneumocystis carinit pneumonia

Polymerase chain reaction
Phosphatidylethanolamin

Phosphatidylglycerol
Phosphatidylinositolphosphat



PKC
PLC
PMSF
PS

rpm

RT

SDS
SUV
TEMED
Tween 20
U

Uuv

Proteinkinase C

Phospholipase C
Phenylmethylsulfonylfluorid
Phosphatidylserin

revolutions per minute
Raumtemperatur

sodium dodecyl sulfate

small unilamellar vesicle
N,N,N’N’-Tetramethyl ethylenediamine
polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate
Units

Ultraviolett
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