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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das retrovirale, akzessorische HIV-Protein Nef interagiert innerhalb der infizierten Wirtszelle
mit verschiedenen zellularen Proteinen und verandert die Zelle so, dass eine effiziente
Replikation und Verbreitung des Virus moglich wird. Das Nef Protein wird ausschlieflich
durch die Primaten-Retroviren HIV-1, HIV-2 und SIV exprimiert und vermittelt Interaktionen
innerhalb von Signaltransduktionswegen und der Rezeptorinternalisierungs-Maschinerie
ohne dabei eine eigene katalytische Funktion auszulben. Dadurch kommt es zu deutlichen
Steigerungen der viralen Replikation, der Virusinfektiositat und zur Beeinflussung des
Immunsystems. Mit diesen Eigenschaften ist Nef fur das Virus ein wichtiger und essenzieller
Pathogenitatsfaktor.

Es gibt eine Vielzahl an postulierten Funktionen von Nef, deren genaue
Mechanismen bis heute nicht ganzlich verstanden wund deren intrazellulare
Interaktionspartner zum Teil unbekannt sind. In vielen verdéffentlichen Mutationsstudien
konnten unterschiedliche Aminosaurereste und Sequenzmotive identifiziert werden, die flr
Nef funktionell wichtig sind und deren Fehlen mit einer verminderten Viruspathogenitat
einhergeht. In Kombination mit der gestiegenen Anzahl gut aufgelOster kristallografisch
erzeugter Nef-Strukturen wurden verschiedene Doméanen identifiziert, die fir
unterschiedliche Funktionen von Nef essenziell sind und die als Ziel fiir kleine oder grofie
molekulare Inhibitoren dienen kénnten.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Ansatzpunkte gewahlt, um
Nef zu inhibieren und diese Inhibition biochemisch und strukturbiologisch zu
charakterisieren. Zum einen wurde innerhalb eines europaischen Konsortiums ein kleines
Molekul als Leitstruktur gefunden, das nach NMR-spektroskopischen Daten in eine
hydrophobe Tasche von Nef bindet und damit die Bindung des CD4- und CD3-Rezeptors
inhibieren sowie die Membranbindung von Nef beeinflussen kdnnte. Durch Titrationsreihen
mittels Kernspinresonanz-Spektroskopie wurden neben dieser Leitstruktur weitere Derivate
uberpruft, die ebenso mit Nef interagieren. Die durch isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)
ermittelten Affinitaten liegen im mittleren bis hohen mikromolaren Bereich, so dass diese
Leitstruktur als Ausgangsmolekul fur weitere Wirkstoffentwicklungen dienen kdnnte.

AuRerdem konnte mit sdAb19 erstmals ein Einzeldomanen-Antikdrper charakterisiert
werden, der in der Lage ist viele Funktionen von Nef zu inhibieren. Dieser Antikérper wurde
2011 von Arbeitsgruppen in Paris und Marseille durch Immunisierungsstudien in einem Lama
generiert und inhibiert verschiedene Funktionen von Nef wie die Nef-vermittelte Endozytose
von CD4 und die Erhéhung der Virusinfektiositat. Im Zuge dieser Arbeit konnte der Komplex
zwischen sdAb19 und Nef in vitro geformt sowie fUr diese Interaktion eine Affinitat von etwa
40 nM ermittelt werden. Auferdem ist die gleichzeitige Bindung von sdAb19 und einer
modifizierten SH3-Domane der Hck-Tyrosinkinase (SH3gs) auf Nef mdglich, wodurch ein
trimerer Komplex mit einer 1:1:1 Stéchiometrie geformt werden konnte. Dieser Komplex
wurde kristallisiert und die Komplexstruktur mit einer Auflésung von 2,1 A geldst. Der
Einzeldomanen-Antikérper sdAb19 interagiert mit seinen variablen, Antigen-erkennenden
Schleifen spezifisch mit Aminosaurereste am C-Terminus von Nef. Dadurch ist der
Antikérper in der Lage die Bindung verschiedenster Interaktionspartner von Nef innerhalb
von Signaltransduktionswegen und der Rezeptorinternalisierungs-Maschinerie zu verhindern.
In Hinblick auf eine zukinftige Struktur- und Liganden-basierte Wirkstoffentwicklung zur
Herstellung kleinerer molekularer Inhibitoren, die sich auf die Bindungsflache zwischen
sdAb19 und Nef stitzt, konnten fir ein Hochdurchsatz-Screening bereits mehrere sdAb19-
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Zusammenfassung

Mutanten generiert werden, die im Vergleich zum Wildtyp eine 25-fach bzw. 100-fach
verminderte Affinitdt zu Nef besitzen. Basierend auf der Strategie der Protein-Stabilisierung
durch die Interaktion mit sdAb19 konnte aulRerdem erstmals die Struktur eines Nef Proteins
aus dem Gorilla abstammenden HIV-1 Subtyps P kristallografisch gelost werden.

In Kooperation mit Prof. Serge Benichou (Institut Cochin, Paris) und Prof. Kalle
Saksela (Universitat Helsinki) wurde im weiteren Verlauf der Arbeit ein kombinatorischer
Inhibitor namens Neffin generiert, der aus den Untereinheiten sdAb19 und der modifizierten
SH3gs-Domane besteht und als Fusionsprotein weit bessere inhibitorische Fahigkeiten als
sdAb19 besitzt. Im Gegensatz zu sdAb19, ist Neffin auch in der Lage die Nef-vermittelte
Runterregulierung von MHC-I zu inhibieren. In dieser Arbeit konnte anhand der gelosten
Nef-sdAb19-SH3gs Komplexstruktur und durch biochemische Experimente gezeigt werden,
dass ein stochiometrischer 2:2 Komplex zwischen Nef und Neffin ausgebildet wird, wodurch
so die verstarkten inhibitorischen Fahigkeiten von Neffin erklart werden kénnen. Mit einer
sehr hohen Affinitat von bis zu 1,6 nM werden dabei zwei Nef-Moleklle im Zentrum eines
sehr stabilen Komplexes von méglichen Interaktionspartnern abgeschirmt, indem sie von
zwei Neffin-Molekilen umschlossen werden. Dadurch verliert HIV-1 Nef unter anderem die
Fahigkeit zur vermittelten Internalisierung von MHC-I.

Zusammenfassend wird in dieser Arbeit gezeigt, dass Funktionen von Nef sowohl mit
kleinen molekularen Molekilen als auch mit grof3en generierten Molekilen inhibiert werden
kénnen. Damit stehen verschiedene Strategien zur Inhibition von Nef zur Verfugung.
Wahrend die generierten kleinen Inhibitoren mit einer Masse von weniger als 400 Dalton als
injizierbares Medikament infrage kommen, kdonnten sdAb19 und Neffin gentherapeutisch
oder in einer zukunftigen Wirkstoffentwicklung eingesetzt werden.



Einleitung

2  Einleitung
21 Entdeckung von HIV-1 als AIDS verursachendes Pathogen

Es sind gerade einmal 30 Jahre vergangen, seit die ersten Falle von AIDS (Acquired
immunodeficiency syndrome) in den USA bekannt wurden und HIV als AIDS verursachendes
Pathogen identifiziert wurde. Anfang der 80er Jahre hauften sich dort Falle einer plétzlich
auftretenden Immunschwachekrankheit. Die ersten Berichte der neuen, unbekannten
Krankheit erschienen 1981. In einer Studie wurden beispielsweise bei 26 homosexuellen
Mannern Kaposi-Sarkome diagnostiziert, von denen 8 innerhalb von 24 Monaten nach der
Diagnose verstarben (Friedmann-Kien et al., 1981). Charakteristisch fur das neue
Krankheitsbild waren opportunistische Infektionen mit Viren, Myobakterien, Pilzen oder
Protozoen sowie das Auftreten der sehr seltenen Kaposi-Sarkome.

1983 waren inzwischen mehr als 800 Falle von AIDS in Nordamerika sowie Uber 24
in Kanada bekannt (Gilmore et al., 1983). Durch die unspezifischen Symptome bei AIDS-
Patienten konnte zu diesem Zeitpunkt keine diagnostischen Ursachen angefiihrt werden.
Doch noch im gleichen Jahr wurde der pathogenen Erreger von AIDS als ein Retrovirus
identifiziert und zunachst in die Familie des humanen T-Zell-Leukdmie-Virus (HTLV)
eingeordnet (Barresinoussi et al., 1983). Erst 1986 wurde durch das International Committee
on Taxonomy of Viruses der Name auf HIV-1 festgelegt, der die Bezeichnungen HTLVIII und
Lymphadenopathie-assoziiertes Virus (LAV) ersetzte (Brown, 1986).

Bis heute wurden vier unterschiedliche Untergruppen von HIV-1 identifiziert, die mit
M, N, O und P bezeichnet werden. M (mayor group) ist die erste entdeckte und heute
weltweit die am haufigsten vorkommende Variante von HIV-1. Die Gruppe O (outlier) wurde
erst 1990 gefunden und ist weit weniger weit verbreitet als M (De Leys et al., 1990; Gurtler et
al., 1994). Die Gruppe N (new), die im Jahre 1998 identifiziert wurde, ist wiederum weniger
verbreitet als O (Simon et al., 1998). Erst kirzlich kam es in zwei Fallen zur Diagnose einer
weiteren HIV-Variante bei einer Kamerunerin in Paris (Plantier et al., 2009) und bei einer
weiteren Person in Kamerun (Vallari et al., 2011), die der alphabetischen Reihenfolge
entsprechend mit dem Kirzel P versehen wurde. Dieser Subtyp soll vom Simianen
Immundefizienz-Virus (SIV) aus dem Gorilla abstammen (Abbildung 1). Es ist nicht
auszuschlieen, dass auch zukilinftig noch weitere HIV-Varianten gefunden werden.

Abbildung 1: Entstehungswege

HIV-1 Gruppe P der heute bekannten Gruppen
/HIV-1 GruppeO (Mensch) von HIV-1 und HIV-2. Das
Simiane Immundefizienz-Virus

( Go?‘ln\;f;; ”"’H]VGiugfjp';"e N (SIV) aus Schimpansen (SIVcy,) ist
wahrscheinlich rekombinant aus

/ H'VHfVAZBH den Vorgangern SIVim, SIVgen,

SIVms und  SlV,o, entstanden.

SIchv Moglicherweise ist das Virus

P (Schlmpanse) Ubergesprungen, weil diese

. gelegentlich  andere  Primaten

/ jagen. SIVg,, wurde dann spéter

® ® @® auf Menschen und Gorilla
Sivgsn/mus/mon SIVrem Sivsmm Ubertragen wodurch die HIV-1

(GroBe Weinasen- (Rotkopfmangabe) (RuBmangabe) Gruppen M, N, O und P sowie
meerkatze) SIVgr entstanden. HIV-2 stammt

wahrenddessen vom SIVg,, ab.
) (Abgew. aus Sauter et al., 2010;
i< Sauter et al., 2011).

“
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2.2 Entstehung und pandemische Verbreitung von HIV

Neben HIV-1 gibt es in Gebieten Westafrikas, mit der grof3ten Verbreitung in Guinea-Bissau
und dem Senegal, ein Virus namens HIV-2 (de Silva et al., 2008) (Abbildungen 1 und 2).
Dieses Virus ist ndher mit dem in Affen vorkommenden SIV verwandt als mit HIV-1, wobei
aber beide ihren Ursprung im SIV haben (Chakrabarti et al., 1987; Guyader et al., 1987). SIV
wurde in verschiedenen Primaten der subsaharischen Region gefunden, ohne dass sie in
ihrem Wirt AIDS-ahnliche Symptome verursachten. Genetische Analysen mehrerer SIV-
Stamme auf einer Insel in Westafrika zeigen, dass SIV schon weit langer als 32.000 Jahre in
verschiedenen Affenarten vorkommt. Denn auf der Insel Bioko im Golf von Guinea
(Abbildung 2), die seit der Eiszeit vor etwa 10.000-12.000 Jahren vom Festland getrennt ist,
wurden SlV-Varianten gefunden, die sich so stark von denen vom Festland unterscheiden,
dass das Virus vorher entstanden sein muss (Worobey et al., 2010).

Das bedeutet, dass Uber einen sehr groRen Zeitraum hinweg zwischen SIV und
seinem Wirt eine Anpassung stattfinden konnte was fiir HIV im Menschen zeitlich noch nicht
mdglich war. Denn wahrend eine HIV-Infektion beim Menschen zu AIDS fihrt, wurde friih
nach der Entdeckung von SIV festgestellt, dass dieses Virus in vielen Affen endemisch co-
existiert ohne einen tddlichen Krankheitsverlauf zu verursachen (Cichutek and Norley, 1993).
Die Ubertragung des HIV-2 Subtyp A Vorlaufers auf den Menschen wird auf das Jahr 1940
+16 Jahre geschétzt, etwa ein Jahrzehnt nach der Ubertragung von HIV-1 (Abbildung 2)
(Korber et al.,, 2000; Lemey et al., 2003; Salemi et al., 2001). Hierbei erfolgte die
Ubertragung von HIV-1 vom Schimpansen (Pan troglodytes troglodytes) und HIV-2 durch
den RulBmangaben (Cercocebus atys) auf den Menschen (Chen et al., 1997; Gao et al.,
1999). Das alteste nachgewiesene HI-Virus stammt aus der Gruppe M und wurde
nachtraglich in der Blutprobe eines Mannes aus dem Kongo von 1959 gefunden (Nahmias et
al., 1986; Zhu et al., 1998).

Durch Gensequenzanalysen von Proben der dltesten bekannten AIDS Patienten auf
Haiti, scheint der Subtyp B von HIV-1 um das Jahr 1966 (1962-1970) von Afrika nach Haiti
gekommen zu sein und hat sich dann nach ein paar Jahren in weitere Lander wie der USA
und dann Uber die ganze Welt ausgebreitet. (Gilbert et al., 2007). Zeitgleich breitete sich
HIV-1 in ganz Afrika aus, bis auf etwa 24 Millionen infizierte Menschen im Jahr 2011
(Abbildung 2). Heute leben weltweit etwa 34 Millionen Menschen mit dem HI-Virus, wobei es
jahrlich 2,5 Millionen Neuinfektionen gibt und jedes Jahr etwa 1,7 Millionen Menschen an
AIDS sterben.
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Abbildung 2: Schema des zeitlichen Verlaufs der Pandemie von HIV. Es wird angenommen, dass
HIV-1 (blaue Pfeile) und HIV-2 (violette Pfeile) durch mehrere Artengrenzen (bergreifenden
Ubertragungen des SIV in Westafrika und Kamerun (rote Hexagone) entstanden ist (Wertheim and
Worobey, 2009). Der Zeitpunkt wird dabei fir HIV-1 auf 1932 und HIV-2 auf 1940 geschatzt (Lemey et
al., 2003; Salemi et al., 2001). Die erste nachgewiesene HIV-1 Infektion geht auf das Jahr 1959 im
Kongo zurtick. Von dort aus verbreitete sich das Virus in Afrika und kam um 1966 durch eine infizierte
Person nach Haiti und anschlieRend gegen 1969 in die USA (Gilbert et al., 2007). Dort wurde erst
1981 und damit 12 Jahre spéater erstmals AIDS diagnostiziert (*1981). Im weiteren Verlauf verbreitete
sich HIV-1 immer schneller mit ersten Infizierten und Toten 1983 in Brasilien (Amato Neto et al., 1983)
und Australien (Gold et al., 1994). Darauf folgten 1984 die ersten Falle in Europa (Sevilla (Spanien))
(Auhuber et al., 1984; Gazengel et al., 1984; Noguerol et al., 1984) und in Israel (Marilus et al., 1984)
sowie die ersten entdeckten Infektionen in Asien wie 1985 in Hongkong (Chan and Ng, 1985), 1986 in
Indien (Simoes et al., 1987) und Japan (Toki et al., 1986), 1987 in Taiwan (Lin et al., 1987) und
Russland und 1988 in China. Gerade die Erstinfektionen der letzten beiden Lander sind
symptomatisch fir die Geschwindigkeit der HIV-Verbreitung. In Russland hat ein Mann, der sich im
Ostafrika infiziert hat, 5 von 22 mannliche Sexualpartner infiziert, die daraufhin 3 weitere Frauen direkt
und 5 andere durch Bluttransfusionen infizierten (Pokrovskii et al., 1987). In China erfolgt letzteres
durch importierte HIV-verunreinigte Blutprodukte (Zheng, 1988). Deshalb ist vor allem die
Globalisierung der Grund fur die schnelle Verbreitung der Pandemie. Dargestellt ist die
Ianderspezifische Anzahl infizierter Menschen im Jahre 2008.

2.3 Charakterisierung von Nef im 3'- offen Leserahmen von HIV

Kurz nach der Entdeckung von HIV-1 als Erreger von AIDS haben verschiedene
Forschungsgruppen das Virus aus dem Blut von Infizierten isoliert sowie das Virus im Labor
in Zellkultur hergestellt (Popovic et al., 1984). Neben den bereits bei anderen Retroviren
bekannten Genen flr gag, pol und env (Allan et al., 1985a; Robey et al., 1985), hat man friih
Gene fir mindestens drei weitere Proteine gefunden: die Genprodukte des 23 kDa sor (Kan
et al., 1986; Lee et al., 1986; Sodroski et al., 1986), des 14 kDa tatlll (Goh et al., 1986) und
des 3' orf-Leserahmens (Allan et al., 1985b) (Abbildung 3). Frih war klar, dass das
Genprodukt von tatlll (heute tat) wichtig fur das virale Wachstum und die Erhéhung der
Transkriptionsrate ist (Arya and Gallo, 1986; Dayton et al., 1986; Fisher et al., 1986;
Sodroski et al., 1985) und das von sor (heute Vif = viral infectivity factor) die Infektiositat der
Viren erhoht (Strebel et al., 1987).
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Bei der ersten Charakterisierung des Genprodukts von 3' orf wurde ein Protein mit 206
Aminosauren und einer Masse von 27 kDa erhalten, dass N-terminal myristoyliert ist und
mdglicherweise durch die Protein Kinase C (PKC) am N-Terminus phosphoryliert wird. Nach
rekombinanter Expression und Reinigung konnte es in den ersten Versuchen GTP binden
und zeigte GTPase- und Autophosphorylierungs-Aktivitdten sowie die Runterregulierung von
CD4 in CD4-Zelllinien. Desweiteren wurde 3'orf auch in HIV-2 und SIV gefunden (Guy et al.,
1987). Auch wenn die GTPase Aktivitdt nach heutigem Stand nicht zutrifft und die
Phosphorylierung nicht bewiesen ist, wurden doch viele Funktionen dieses Proteins bereits
frih beschrieben.

Darauffolgend wurde 3'orf in Nef (negative factor) umbenannt, weil es scheinbar als
negativer Regulator fungierte. Denn in Zellkultur wurde die Replikation von HIV-1 mit Nef im
Vergleich zu ohne Nef um den Faktor 30-50 reduziert, so dass davon ausgegangen wurde,
dass Nef als Repressor die Transkription an den LTR (long terminal repeats) inhibiert
(Ahmad and Venkatesan, 1988; Niederman et al., 1989). Dass letzteres nicht zutrifft und Nef
kein transkriptionaler Repressor ist, wurde in Studien in den darauf folgenden Jahren
gezeigt. Nef ist weder ein transkriptionaler Inhibitor noch ein negativer viraler Faktor
(Hammes et al., 1989) und hat keinen direkten Einfluss auf die LTR-Aktivitat (Bachelerie et
al., 1990). Spater konnte auch gezeigt werden, dass Nef keine Guaninnukleotide direkt
bindet, kein GTP hydrolysiert und auch keine Autophosphorylierung aufweist (Backer et al.,
1991). Vielmehr wurde erkannt, dass anstatt der Funktion als negativer Regulator, Nef ein
wichtiger Faktor bei der Entstehung von AIDS ist.

Anfang der 90er Jahre wurde beobachtet, dass einige Menschen nach einer HIV-
Infektion keine AIDS &ahnliche Symptome entwickelten (Langzeitiberlebende oder Long-
Term Non-Progressor (LTNP)). Wahrend diese flir mehr als 10 Jahre ohne Behandlung
asymptomatisch blieben (Sampalis et al., 1993), entwickelten andere in sehr kurzer Zeit nach
der HIV Infektion AIDS und starben nach nur 7 Monaten (Walsh and Calabrese, 1992).
Nachdem in Experimenten mit Rhesus Affen herausgefunden wurde, dass Affen die mit
SlVhac2z9-Mutanten mit einem deletierten Nef Protein infiziert wurden keine AIDS Symptome
entwickelten (Kestler et al., 1991), wurden ahnliche Beobachtungen in zwei anderen Studien
kurze Zeit spater auch bei HIV infizierten Menschen gemacht. Hierbei wurde bei den
untersuchten HIV-positiven Personen, die kein AIDS entwickelten, ebenfalls Deletionen im
nef-Gen festgestellt (Deacon et al., 1995; Kirchhoff et al., 1995), so dass die Ausbildung von
AIDS von der Anwesenheit eines funktionellen Nef Proteins abhangig war.

In einem anderen Fall wurde in 10 LTNPs 12 bis 15 Jahre nach der HIV Infektion
gezeigt, dass die meisten nef-Sequenzen (91,1%) einen vollstandigen und intakten offenen
Leserahmen enthielten. Daher sind die Deletionen und Veranderungen in der Sequenz von
Nef wahrscheinlich nicht die Haupterklarung fiir den asymptomatischen Krankheitsverlauf
von LTNP nach einer HIV-Infektion, tragt aber dazu bei (Huang et al., 1995). Nef ist
scheinbar nicht essenziell fir die Entwicklung von AIDS, beschleunigt diese aber sehr stark
und hat somit als Pathogenitatsfaktor eine ausschlaggebende Rolle in der effizienten
Virusreplikation und Pathogenese.
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Abbildung 3: Originale Genkarten des Genoms von HIV-1 von Arya, S. K. and R. C. Gallo von
1986 und Gallo, R., F. Wongstaal, et al. von 1988 sowie Kirchhoff, F. von 2009. Mitte der 80er
Jahre wurde das AlDS-ausldsenden Virus, aufgrund der Ahnlichkeiten zu HTLV | und Il (A), als HTLV
Il klassifiziert (B) (Barresinoussi et al., 1983). Es konnten die typischen Strukturprotein-kodierenden
Sequenzen gag und env sowie der Enzyme pol und die LTR-Elemente identifiziert werden. Hinzu
kamen weitere Gene fir sor (heute vif = viral infectivity factor) und tat (Trans-Activator of
Transcription). Einem zu der Zeit unbekannten Protein in einem offenen Leserahmen am 3' Ende
konnte erst keine Funktion zugeordnet werden und wurde zunachst 3' orf (B), aber spater dann Nef
(Negative Factor) genannt (C und D) (Ahmad and Venkatesan, 1988; Arya and Gallo, 1986; Brown,
1986). Nach Identifizierung von HIV-1 kamen noch die Proteine vif (Viral infectivity factor), vpr (Viral
Protein R) und rev (Regulator of Virion Expression) hinzu (Cohen et al., 1990a; Cohen et al., 1990b;
Feinberg et al., 1986). Kurze Zeit spater wurde mit vpu (Viral Protein U) das letzte Protein identifiziert,
dass am 3'Ende mit env Uberlappt (D) (Gallo et al., 1988; Kirchhoff, 2009; Matsuda et al., 1988;
Strebel et al., 1988).

24 Die Diversitat verschiedener Nef Allele

Da es sich bei Nef um ein retrovirales Protein handelt, sind die existierenden Nef Proteine
nicht zwingend identisch, sondern es gibt viele verschiedene Allele, die nach den HIV
Isolaten benannt sind aus denen sie stammen. Denn die Mutationsrate von HIV ist etwa eine
Million Mal hoher als die einer eukaryotischen DNA-Replikation. Der Grund dafiir ist die hohe
Fehlerrate von durchschnittlich 10 bis 10~ pro Base durch die Reversen Transkriptase beim
Umschreiben des viralen RNA Genoms in doppelstrandige DNA, im Vergleich zu 10™"° bis
10 durch die zelluldare DNA Polymerase (Nowak, 1990). Da eine infizierte Zelle in seiner
verbleibenden durchschnittlichen Lebensspanne von 2,2 Tagen taglich etwa 10,3 x 10° neue
Viren produziert (Perelson et al., 1996), entstehen durch die hohen Mutationsraten sehr
schnell verschiedene HIV- und damit Nef-Varianten, so dass es seit Beginn der Epidemie
Anfang der 90er Jahre verschiedene HIV-1 und Nef Isolate gibt.

In wissenschaftlichen Laboren wird heute hauptsachlich mit sechs Nef Allelen
gearbeitet. Zum einen mit dem im Labor funktionalen NL4-3 Allel (Nefy4.3) (Srivastava et al.,
1991) sowie mit Nef av.1 (abgel. v. Lymphadenopathie-assoziiertes Virus) und Nef_, (Chang
et al., 1993b; Folks et al., 1985). Ein weiteres Allel ist Nefgy19, was im originalen HIV-1 Isolat

7



Einleitung

in der Nef-Sequenz ein Stop-Codon enthalt, was zu einem 122 Aminosaure grofen
verkirzten Peptid fuhrt (Ratner et al., 1985). Dieses Stop-Codon wurde im Nefgyqo Allel
kiinstlich entfernt (Kaminchik et al., 1990). Das Nefyaz Protein hingegen ist ein natdrlich
vorkommendes Nef Allel (Mariani and Skowronski, 1993), genauso wie Nefsg,, das aus
einem HIV-1 Isolat von 1984 aus San Francisco stammt, welches zu der Zeit noch ARV hiel3
(AIDS-associated retroviruses) (Levy et al., 1984; Sanchezpescador et al., 1985). In der
vorliegenden Arbeit wurde, wenn nicht ausdriicklich anders beschrieben, mit dem HIV-1
Nefseo Allel gearbeitet.

2.5 Die Struktur von Nef

Das Nef Protein hat eine Masse von 27-35 kDa und besteht im Prinzip aus vier Regionen:
einem flexiblen N-Terminus (1-59), einer anschlieRenden Region (60-82) mit dem
hochkonservierten PxxP-Motiv (73-82), einer kompakten Kerndomane (83-210, A152-184)
sowie einer C-terminalen flexiblen Schleife (152-184) (Abbildung 5 und 6). Die Aminosauren-
Nummerierung bezieht sich hierbei auf die HIV-1 Nefse, Allele, die u.a. durch Studien
unseres Labors bisher am besten charakterisiert ist. Dabei macht die Kerndomane, obwohl
sie etwa die Halfte aller Aminosduren enthalt, bei der Oberflachenexposition nur etwa ein
Drittel der Gesamtoberflache des Proteins aus. Dies ist durch die vielen ungefalteten und
flexiblen Bereiche wie z.B. der Ankerdomane und der C-terminalen flexiblen Schleife zu
erkldren, was in einem reprasentativen Modell fiir eine Gesamtoberflache von etwa 17600 A?
sorgt (Geyer and Peterlin, 2001).

Nef besteht im Zentrum aus antiparallelen B-Strangen, die von mehreren a-Helices
umgeben sind (Abbildung 5 und 6) (Horenkamp et al., 2011). Wie jedes myristoylierte Protein
beginnt auch Nef mit der Konsensussequenz MGxxx(S/T), wobei das initiale Methionin
wahrend der Translation entfernt und die Myristinsaure in Form von Myristin-CoA co-
translational von der N-Myristoyl Transferase (NMT) mit dem Glycin via Amidbindung
kovalent verknulpft wird. Diese Proteinmodifikation mittels einer Fettgruppe von nur 14
Kohlenstoffen ist die kirzest mdgliche und ist zudem nicht reversibel (Curtain et al., 1998;
Resh, 1999; Rudnick et al., 1993). Wie wichtig die Myristoylierung flir die Funktion von Nef
ist zeigt sich darin, dass das Motiv in verschiedenen Nef Allelen hoch konserviert ist (in
O'Neill, Kuo et al. 2006: G, in 1635 von 1643 und S/Ts in 1631 von 1643 Allelen) und dass
die Mutationen des Glycins zu einem Alanin viele Funktionen von Nef inhibiert (Geyer et al.,
2001; O'Neill et al., 2006). Zudem befinden sich viele positiv geladene Arginine und Lysine
und aromatische Tryptophane und Tyrosine im N-Terminus, die die Bindung an die negativ
geladenen Phosphatgruppen der Plasmamembran unterstitzen (Killian and von Heijne,
2000; Wimley and White, 1996). Durch die Mutation des fir die kovalente Bindung der
Myristinsaure essenziellen Glycins zu Alanin (G2A) wird die Membranbindung von Nef
unterbunden (Abbildung 4).
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Durchlicht Fluoreszenzmikroskopie
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Abbildung 4: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HelLa-Zellen mit exprimierten
myristoyliertem Nef und der Myristylierungs-defizienten Nef G2A-Mutante. Es wurde myrNef; 5o
und Nefi,10 (G2A) mit C-terminalem EGFP-Fusionsprotein mittels Transfektion zusammen mit Ras-
RFP in HelLa-Zellen exprimiert. Mittels lichtmikroskopischer Aufnahmen (A und D) sind die Hela-
Zellen im Ganzen und durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen im Wellenlangenbereich von
Ras-RFP (C und F) deren Membransysteme zu Erkennen. Durch Aufnahmen im Wellenlangenbereich
von GFP (B und E), kann die Lokalisation der Nef-EGFP Fusionsproteine ermittelt werden. Wahrend
myrNef;10-EGFP an der Plasmamembran und am TGN lokalisiert ist (B), befindet sich das
Myristylierung-defiziente Nef;_»1o (G2A)-EGFP Uberall im Zytosol der Zelle (E). Die Aufnahmen wurden
mit freundlicher Unterstlitzung von Dr. Franziska Tesche am MPI Dortmund durchgefihrt.

Im weiteren Verlauf des N-Terminus von Nef folgt ein Cluster basischer Aminosauren (R17-
R22), der sich zu einer amphipatischen a-Helix (a,) faltet, die ebenso die Membranbindung
unterstitzt (Abbildung 5 und 6). AulRerdem ist diese Helix in die Interaktion mit dem Nef-
assoziierenden Kinase Komplex (NAKC) involviert, mit Beteiligung der Src-Tyrosinkinase Lck
(siehe dazu Abschnitt 2.6.6) (Baur et al., 1997). Zudem ist das Methionin 20, zusammen mit
weiteren Resten im N-Terminus wichtig fur die Rekrutierung von MHC-I (HLA-A2) und AP1
zur Internalisierung von MHC-I (Mangasarian et al., 1999; Williams et al., 2005; Wonderlich
et al.,, 2007). MHC-I und die p1-Untereinheit von AP1 interagieren dabei koordinativ mit
mehreren Bereichen des N-Terminus und der Kerndoméne von Nef (siehe dazu Abschnitt
2.6.5) (Jia et al., 2012).

Auf die N-terminale Helix a4 folgt die a,-Helix (R35-G41) und die as-Helix (W61-V70;
pdb:3REA), die wiederum am letzteren Ende der N-terminalen Ankerdomane in ein sauren
Cluster von vier Glutamaten (E66-E69) mindet (Breuer et al., 2011; Gerlach et al., 2010;
Geyer et al., 1999; Piguet et al., 1999). Dieses Cluster soll an der Interaktion mit PACS-1
und PACS-2 (Phosphofurin acidic cluster sorting protein) beteiligt sein, was wiederum
Einfluss auf die Regulation des Haupthistokompatibilitditskomplexes | (MHC-I) haben kénnte
(Dikeakos et al., 2012; Piguet et al., 2000). Die N-terminale Ankerdomane soll auflerdem mit
dem Tumorsupressor Protein p53 sowie mit Aktin interagieren (Fackler et al., 1997;
Greenway et al., 2002).
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Auf das saure Cluster folgt die flr die Bindung an SH3-Domanen wichtige links-gangige
PP-lI-Helix (P73-P82) mit drei hochkonservierten PxxP-Motiven (siehe dazu Abschnitt 2.6.6).
Beide sind verbunden durch eine gleichermallen konservierte VGF Region (V70-F72), die
aus den Aminosauren Valin, Glycin und Phenylalanin besteht. Sie bildet zusammen mit dem
sauren Cluster und dem PxxP-Motiv eine grol’e amphipatische Oberflache (Meuwissen et
al., 2012).
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Abbildung 5: Sequenzielle Uberlagerung von Nefsr, und Nefy 43 mit Darstellung der
Sekundarstrukturelemente. Es ist die Uberlagerung der Aminosédurensequenzen der weltweit am
meisten verwendeten Nef Allelen SF2 und NL4-3 mit ihren konservierten Sekundarstruktur-Elementen
nach den pdb-Eintrdgen 1QA5 (Geyer et al., 1999), 3REA (Breuer et al., 2011) und 3RBB
(Horenkamp et al., 2011) von Nefsg, dargestellt. Die Regionen mit der Ankerdomane (1-82) mit
flexiblen N-terminus (1-59) und anschlieBender PxxP-Schleife (73-82), sowie der Kerndoméne
(83-210, A152-184) und die C-terminale flexible Schleife (152-184) sind zur Verdeutlichung farblich
hinterlegt. Die a-Helices sind als gelbe Saulen und die B-Stréange als griine Pfeile dargestellt.

An die Ankerdomane und der PxxP-Schleife schlief3t sich die Kerndomane von Nef an, die
aus den a-Helices 4 und 5 und den B-Strangen 1-5 aufgebaut ist (Abbildung 5 und 6). Die
ay-Helix (Y85-K98) schlielt direkt an die PxxP-Helix an und liegt um etwa 45° verdreht
antiparallel der as-Helix (Q108-Q122) gegeniber, verbunden durch eine 9 Aminosauren
lange Schleife (G99-S107) mit kurzem B;-Strang. Die Helices a, und as, zusammen mit der
sie verbindenden Schleife, bilden eine grof’e und stark konservierte hydrophobe Tasche
(Horenkamp et al.,, 2011). Diese Tasche wird durch die Reste der Aminosauren
Phenylalanin 94 und Tryptophan 117 in eine proximale RT-Schleifen-Erkennungsdomane
und in eine distale Sortierungsmotiv-Erkennungsdomane unterteilt, indem diese beiden
Aminosauren durch ihre aromatischen Reste eine Barriere bilden (LUIf et al., 2011).

In die proximale hydrophobe Tasche binden Reste von Aminosauren der RT-Schleife
von SH3-Doméanen (W92ua1 und F934ee), Wahrend in den distalen Bereich CD4 mit
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dessen Sortierungsmotiv bindet (siehe dazu Abschnitt 2.6.3), genauso wie CD3 bei SIV Nef
(siehe dazu Abschnitt 2.6.4) (Breuer et al., 2011; Grzesiek et al., 1996b; Horenkamp et al.,
2011; Kim et al., 2010). Zwei konservierte Arginine in der as-Helix (R109 und R110) scheinen
aulerdem eine Funktion bei der Aktivierung der p21-aktivierenden Kinase 2 (Pak2) zu haben
(Abbildung 6) (Sawai et al., 1995).

Nach der Helix as folgt eine 25 Aminosauren umfassende Schleife (G123-F147), in
der sich ein unvollkommendes B-Faltblatt aus den B,- und B;-Strangen befindet. Am Anfang
der Schleife sind die drei konservierten Aminosduren Phenylalanin 125, Prolin 126 und
Aspartat 127 an Dimerisierungsprozessen von Nef und damit an der Bindung an die
Thioesterase beteiligt (Cohen et al., 2000; Liu et al., 2000). Zusatzlich zu diesen Resten,
sollen auch sechs weitere Reste der Helix as flir die konzentrationsabhangige
Oligomerisierung von Nef verantwortlich sein (Nefy.4.3: R105, D108, 1109, L112, Y115, H116)
(Arold et al., 2000).

Anschlieend verlauft die Peptidkette aus der Kerndoméane heraus in die C-terminale
flexible Schleife, in dem sich das Dileucinmotiv EigxxxLL in einer kleinen 3ip-Helix ag
(N+1gsSLL) befindet (Abbildung 5 und 6). Dieser etwa 33 Aminosauren groRe C-terminale
flexible  Schleife  bildet ein aulergewothnliches symmetrisches Sequenzmotiv
VEXExXXEEx8LLXS8EDXEXEV, dessen beiden Enden zu einem antiparallelen 3-Faltblatt aus 4
und Bs in der Kerndomane konvergieren (Horenkamp et al., 2011). Die gegenseitige
AbstoRung der negativen Reste beglnstigt die Bildung und Flexibilitdt der Schleife und
unterstitzt die Exposition des Dileucinmotivs an der negativ geladenen Plasmamembran,
was fir die Interaktion mit AP2 essenziell ist.

Nach der flexiblen Schleife befinden sich mit den Helices a7 (S191-A194), ag (M198-
L202), und ag (P204-Y206) noch kleinere Sekundarelemente (Horenkamp et al., 2011).
Interessant ist im C-Terminus das konservierte und stark auf der Oberflache exponierte
Phenylalanin 195. Es gilt als Schlusselrest fur die Interaktion mit aktiven Pak2 und dem GTP-
Austauschfaktor (Guanosine triphosphate Exchange Factor) Vav1, denn allein durch dessen
Mutation, beispielsweise zu einem Leucin, ist Nef zu keiner Pak2 Assoziation mehr fahig.
(Agopian et al.,, 2006; Agopian et al., 2007; Rauch et al.,, 2008). Nefy4s; F191Y
(komplementar zu F195 in Nefggp) hingegen ist noch in der Lage Pak2 zu aktivieren. Das
Phenylalanin liegt an der Oberflache von Nef und sein Benzolring frei in Lésung und damit
gut zuganglich fur Interaktionspartner (Abbildung 6) (O'Neill et al., 2006).
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Abbildung 6: Uberblick iiber die Struktur und Bindungsinteraktionen von Nef.
(A) Oberfachendarstellung von Nef;,1o unter Verwendung des N-Terminus 1-57 der Struktur 1QA5
(Geyer et al., 1999), der Reste 57-72 der Struktur 3REA (Breuer et al., 2011) und der Reste 72-208
der Struktur 3RBB (Horenkamp et al., 2011), farblich angelehnt an Abbildung 5. Das Protein I&sst sich
in die vier Bereiche der flexiblen Ankerdomane mit flexiblen N-Terminus, der PxxP-Helix, der
Kerndomane und der C-terminalen flexiblen Schleife unterteilen. (B) Darstellung der Tertiarstruktur
von Nefsg, im Schleifenmodell (schwarz), der mit Nef interagierenden Proteine (griin) und deren
postulierte Motive auf Nef (grau). Positiv geladene Aminosaurereste sind blau und negativ geladene
rot dargestellt. Die gegenseitige Absto3ung der negativen Reste in der C-terminalen flexiblen Schleife
ist schematisch dargestellt.

2.6 Nef und seine Interaktionspartner

Anhand des in Abbildung 6 dargestellten Modells einer Volllangen-Struktur von Nef ist zu
erkennen, dass es viele beschriebene Motive besitzt mit ebenso vielen Interaktionspartnern,
durch die Nef verschiedene zellulare Vorgange beeinflussen kann. Im Folgenden wird aber
nur auf einige dieser Interaktionspartner von Nef wie CD4, CD3, MHC-I, und der SH3-
Doméane der Tyrosinkinase Hck sowie deren zelluldren Wechselwirkungen mit Nef
detaillierter eingegangen. Denn diese spielen in dieser Arbeit eine Rolle als Ziele flr die hier
entwickelten und charakterisierten Nef-Inhibitoren.
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2.6.1 Der Oberflachenrezeptor CD4 (cluster of differentiation antigen 4)

Das membranstandige Glykoprotein CD4 (friher T4/Leu3a/91D6 (Bernard and Boumsell,
1984)) ist ein Oberflachenrezeptor, der sich auf T-Zellen, Monozyten, Makrophagen und
dentritischen Zellen befindet (Bierer et al., 1989). Die Funktion ist die Verstarkung der durch
MHC-II-Molekile Antigen-vermittelten Aktivierung des T-Zell-Rezeptors (TCR) von T-Zellen
(Anderson et al., 1987; Emmrich et al., 1987; Owens et al., 1987). Der CD4-Rezeptor
fungiert hierbei als Corezeptor des TCR und erhoéht die Aktivitat der CD4 assoziierten Src-
Tyrosinkinase Lck, was zur Phosphorylierung der zeta Untereinheit (CD3 ¢) des TCR flhrt
(Barber et al., 1989; Bowers et al., 1997; Veillette et al., 1988; Veillette et al., 1989).
Daraufhin bindet die zytosolische Tyrosinkinase ZAP-70 an CD3 C, die daraufhin aktiviert
wird und das Signal intrazellular weiterleitet (Abbildung 7) (Chan et al., 1991; Chan et al.,
1992).

Das bedeutet, dass CD4 eine wichtige Rolle in der Antigen-vermittelten Aktivierung
der T-Zelle einnimmt. Aul3erdem ist CD4 der Hauptrezeptor von HIV zur Bindung und
Infizierung seiner Wirtszelle, in dem es mit seinem Glykoprotein 120 (gp120) an CD4 sowie
an den Corezeptoren CXCR4 (friher LESTR) und CCRS5 (friiher auch CC-CKR5) bindet
(Bleul et al., 1996; Dragic et al., 1996; Feng et al., 1996; McClure et al., 1987; McDougal et
al., 1986; Sattentau and Weiss, 1988).

SNID1 SNiD2
— L L
= ITAM1} ITAM2
== | e

(3) \Signalweiterleitung

Abbildung 7: Schema der Funktion von CD4 bei der Aktivierung des T-Zell-Rezeptors. (1) Die
Erkennung und Bindung eines an einem MHC-II-Rezeptor gebundenen Antigens erfolgt durch die a-
und B-Untereinheit des T-Zell-Rezeptors sowie durch den Corezeptor CD4. (2) Es folgt die
Aktivierung der Tyrosinkinase Lck, die Tyrosine innerhalb der CD3 ( Untereinheit des TCR
phosphoryliert. (3) Daraufhin bindet eine weitere Tyrosinkinase ZAP-70, die so aktiviert wird und
zusammen mit Lck das Signal in die Zelle weiterleitet (Love and Hayes, 2010).
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2.6.2 Die Funktionsweise der Endozytose von CD4

In Zellkultur konnte gezeigt werden, dass CD4-Molekule standig einen Prozess der
Endozytose und des Recyclings durchlaufen. Etwa 1,5-2% der CD4-Rezeptoren auf der
Oberflache werden pro Minute internalisiert, wobei das steady state-Level zwischen
Endozytose und Recycling nach 30-60 min erreicht wird (Marsh et al., 1990).

Damit CD4 internalisiert werden kann, muss es zunachst von Lck dissoziieren, denn
Lck inhibiert die Endozytose von CD4 indem der Eintritt in umhdllte Vesikel (coated vesicles)
verhindert wird (Pelchen-Matthews et al., 1992). Diese umhdillten Vesikel sind kurz vor der
Rezeptor-vermittelten Endozytose Plasmamembran-assoziiert (Goldstein et al., 1985). Sie
bestehen hauptsachlich aus dem Proteinkomplex Clathrin, dass mit seinen schweren und
leichten Ketten Triskelions bildet und damit abgeschnirte Membranvesikel wie einen Kafig
umschlieBen (Crowther et al., 1976; Kirchhausen and Harrison, 1981; Pearse, 1975; Unanue
et al., 1981; Ungewickell and Branton, 1981).

Aulerdem beinhalten diese der Plasmamembran entsprungenen Vesikel den
Adaptorproteinkomplex 2 (AP2). Dieser ist zusammen mit Cathrin die wichtigste Komponente
der Vesikelhullen. Bei der Entstehung der Vesikel generieren Clathrin und AP2 scharf
gekrimmte Hdullen, wobei die Bindung von AP2 an membrangebundene Proteine die
Membran deformieren, bevor Dynamin und Auxilin das Vesikel letztendlich abschniren
(Ehrlich et al., 2004; Lee et al., 2006; Massol et al., 2006). Wichtig fir die Endozytose von
CD4 durch Clathrin und AP2 sind zum einen ein Paar von Leucinen in seiner
zytoplasmatischen Domane sowie die Phosphorylierung eines benachbarten Serin (Shin et
al., 1990; Shin et al., 1991). Solche zwei direkt benachbarte Leucine werden auch als
Dileucinmotiv  bezeichnet und spielen eine wichtige Rolle in verschiedenen
Proteinsortierungs-Prozessen (Bonifacino and Traub, 2003). Fir die Endozytose von CD4
sind das Dileucinmotiv und die Serin-Phosphorylierung essenziell, weil nur so die Bindung an
AP2 mdglich ist (Pitcher et al., 1999).

AP2 ist ein heterotetramerer Proteinkomplex, der aus den zwei grof3en
Untereinheiten a und B2 (beide = 100 kDa), einer mittleren p2 (= 50 kDa) und der kleinen 62
(= 20 kDa) besteht, die zusammen den Kern-Komplex bilden (Abbildung 8). Die C-terminalen
Domanen der a und pB2-Untereinheit bilden globuldre Anhangsel (appendages oder ears),
die mittels flexibler Verbindungsdomanen (hinges), von bis zu 6 nm Lange, mit der
Kerndomane verknlpft sind (Collins et al., 2002; Hirst and Robinson, 1998; Keen, 1990;
Kirchhausen, 1993).

Zur Endozytose von CD4 interagiert AP2 mittels eines Clathrin-Box Motivs in der p2-
hinge Region (ter Haar et al., 2000) und den appendage-Regionen mit Clathrin (Owen et al.,
2000), bindet mit der a-Untereinheit an die Plasmamembran (Chang et al., 1993a; Gaidarov
and Keen, 1999) und mit Bereichen der a und c2-Untereinheiten die Konsensussequenz
[DE]IXXXL[LI] von CD4 (Abbildung 8) (Doray et al., 2007). Diese Bindung konnte in der
Struktur von AP2 mit einem bindenden CD4-Peptids (RM(phosphoS)QIKRLLSE) 2008 gelost
werden. In der Struktur bindet das Peptid an die a-Untereinheit nahe der Bindestelle fir
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PtdIns(4,5)P2) sowie mit dem Dileucin in eine
hydrophobe Tasche der 02-Untereinheit (Kelly et al., 2008). AP2 ist dadurch mit den a- und
B-Untereinheiten zur Membran hin orientiert, wodurch die Bindung an die Membran, an CD4
und an beteiligte Proteine der Internalisierungmaschinerie erméglicht wird (Abbildung 8).
Daraufhin wird ein kleiner Teil der CD4-Moleklle internalisiert, in frthe Endosomen
transportiert und recycelt zur Zelloberflache zuriickgebracht (Oldridge and Marsh, 1998).
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau von AP2 und dessen Membranassoziation. Im Zytoplasma
hat AP2 (a, B2, p2, 02) eine geschlossene Konformation, so dass die Cargo Bindestellen nicht
erreichbar sind. (links, PDB ID: 2VGL, 1B9K, 1E42). Nach der Bindung an die Membran mittels vier
PtdIns(4,5)P, Bindestellen auf a, B2 und py2 kommt es durch Konformationsanderungen und der
Phosphorylierung von Threonin 156 der p2-Untereinheit zur Offnung der beiden Cargo-
Sortierungsmotiv-Bindestellen fiir ein Dileucinmotiv (gelb) und ein Tyrosinmotiv (orange) (rechts, PDB
ID: 2XA7, 1B9K, 1E42) (Jackson et al., 2010). (Abbildung verandert aus Heldwein et al., 2004;
Jackson et al., 2010)

2.6.3 Die Nef-vermittelte Endozytose von CD4

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass CD4 phosphoryliert und runterreguliert wird
wenn T-Zellen mit Phorbol Ester (PMA) behandelt werden (Shin et al., 1990). Dies fuhrt fast
sofort zu einer vollstandigen Internalisierung aller CD4-Molekiile von der Zelloberflache,
wobei sie in Lysosomen transportiert und dann degradiert werden. Hierbei kommt es
aullerdem zur Aktivierung von PKC. Die Neusynthese von CD4 wird durch PMA hingegen
nicht gestort (Petersen et al., 1992).

Eine ahnliche Runterregulierung aller CD4-Molekile wurde zuvor schon durch das
Nef Protein beobachtet (Garcia and Miller, 1991; Geleziunas et al., 1991; Guy et al., 1987).
Aber im Gegensatz zur Internalisierung durch PMA, ist die Nef-induzierte Runterregulierung
von CD4 nicht abhangig von der Phosphorylierung von CD4 und somit auch von PKC
unabhangig, so dass dies durch einen anderen Mechanismus funktionieren muss (Jin et al.,
2004).

In T-Zell Linien ist die Oberflachenexpression von CD4 antiproportional zur Nef
Expression, wobei Nef nicht das steady-state-Level der CD4 RNA oder von CD4 selbst
verandert (Garcia and Miller, 1991; Inoue et al., 1993). Fir diese Nef-induzierte
Runterregulierung wird ebenfalls das Dileucinmotiv in der zytoplasmatischen Doméane von
CD4 bendtigt (Aiken et al., 1994). Die CD4-Molekile werden in T-Zellen in Anwesenheit von
Nef zur Plasmamembran transportiert und anschlieRend schnell internalisiert und lysosomal
degradiert (Rhee and Marsh, 1994).

Die direkte Interaktion zwischen CD4 und Nef konnte in einer Studie mittels Hefe 2-
Hybridsystem gezeigt werden (Rossi et al.,, 1996). Auch in einer anderen Studie war die
Coexpression von Nef und CD4, aber auch die Myristylierung von Nef unerldsslich fur die
Interaktion und die Endozytose von CD4 (Greenway et al., 1995; Harris and Neil, 1994). In
spateren Untersuchungen in sito wurde mittels Bioluminescenz Resonanz Energie Transfer
in intakten humanen Zellen die Interaktion zwischen Nef und CD4 bewiesen, doch wird das
Dileucinmotiv von CD4, was zwar fur die CD4-Runterregulierung essenziell ist, fir die
Nef/CD4-Komplexbildung nicht benétigt (Cluet et al., 2005). Schon zuvor wurde ebenso
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gezeigt, dass Nef mit einem Volllangen CD4(LL-AA)-Konstrukt sowohl in vivo in
Insektenzellen, als auch in vitro interagiert (Bentham et al., 2003).

Konsens bei allen Studien ist, dass Nef direkt mit CD4 interagiert, wobei der genaue
Mechanismus aber bis heute unbekannt ist. In der einzigen Studie aus der strukturelle Daten
des Nef-CD4-Komplexes hervorgegangen sind, wurde ein 13 Aminosauren langes CD4-
Peptid (MSQIKRLLSEKKT) verwendet, dass in die distale hydrophobe Tasche von Nef
bindet. Mittels Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR-Spektroskopie) konnte eine Affinitat
zwischen Nef und CD4 von etwa 1 mM bestimmt werden (Grzesiek et al., 1996b).

Das Nef Protein selbst besitzt wie CD4 ein Dileucinmotiv (E/DXXXL®) in einer
exponierten C-terminalen flexiblen Schleife (siehe Abbildung 6), die in der Endozytose von
CD4 eine wichtige Rolle spielt (Craig et al., 1998; Grzesiek et al., 1996a; Lee et al., 1996).
Es gibt hierbei fur Nef zwei Moglichkeiten die Dileucinmotiv Bindestelle sowie das eigene
Dileucinmotiv der C-terminalen flexiblen Schleife in der Endozytose von CD4 einzusetzen.
Zum einen konnte Nef an die zytoplasmatische Domane von CD4 binden, wodurch die
grundsatzlich schwache Endozytose durch AP2 durch eine starke ersetzt und der CD4-Nef-
Komplex internalisiert wird. Zum anderen kdénnte Nef die direkte Interaktion zwischen CD4
und Proteinen der endozytotischen Maschinerie vermitteln, indem AP2 rekrutiert wird, und
die Endozytose so verstarken, (Craig et al., 1998; Greenberg et al., 1997; Lock et al., 1999).
Denn wie bereits erwahnt, haben Adaptorproteinkomplexe wie AP2 auf ihren a und o2-
Untereinheiten eine Bindestelle fir Dileucinmotive (Doray et al., 2007). Die direkte Interaktion
zwischen Nef, CD4 und AP2 in einem trimeren Komplex konnte mittels Hefe 3-Hybridsystem
gezeigt werden (Chaudhuri et al., 2007).

Es gibt dabei viele Grinde, weshalb es fir HIV wichtig ist mittels Nef CD4 zu
internalisieren und abzubauen. So konnte beobachtet werden, dass T-Zellen die Nef
exprimieren, resistent gegenuiber HIV-1 Infektionen sind. Deshalb kénnte die Internalisierung
dazu dienen, eine Superinfektion mehrerer HI-Viren derselben Zelle zu verhindern (Benson
et al., 1993; Michel et al., 2005). Auflierdem gehdrt CD4 zu den Rezeptoren, die sehr stark
auf der Oberfliche der T-Zelle exprimiert sind, so dass deren Endozytose die
Virusreplikation verbessert, weil es die Virusfreisetzung erleichtert (Cullen, 1994; Ross et al.,
1999). Zudem ist CD4 wichtig fur die Entwicklung und der Funktion des Immunsystems und
fur die antivirale Immunantwort, die durch die verstarkte Endozytose von CD4 nicht mehr
moglich ist (Bowers et al., 1997; Weiss and Littman, 1994). Damit kdnnte die Inhibition der
Nef-vermittelten Endozytose von CD4 den viralen Replikationszyklus storen.

2.6.4 SIV spezifische Nef-vermittelte Endozytose von CD3

Der T-Zell-Rezeptor besteht neben dem heterodimeren a- und B-Komplex aus zwei weiteren
heterodimeren Komponenten des CD3-Rezeptors €/6 und y/d sowie aus einem CD3 (
Homodimer (Abbildung 9) (Call and Wucherpfennig, 2005). Wahrend die a- und [-
Untereinheiten fir die Antigenerkennung zustandig sind, haben die Untereinheiten von CD3
die Aufgabe das Signal in die Zelle zu transduzieren. Nach erfolgter Phosphorylierung der
ITAM-Motive (immunoreceptor tyrosin based activition motif) von CD3 ¢ durch Lck, bindet
ZAP-70 an die CD3 -Untereinheit wodurch die Signale ins Zellinnere weitergeleitet werden
(Wucherpfennig et al.,, 2010). Die Phosphorylierungsstellen in den ITAMs besitzen die
Konsensussequenz YxxI/Lx6-8YxxI/L (mit 72YNELX7YDVLgg, 111YNELX8YSElI 2,
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142YQGLXx7YDAL1s6), wodurch Lck bei 3 ITAMS sechs Tyrosine phosphorylieren muss
(Abbildung 9) (Kersh et al., 1998; Reth, 1989).

Zur Internalisierung der CD3 (-Untereinheit des TCR wurden innerhalb seiner
zytoplasmatischen Domane zwei SIV Nef interagierende Domanen (SNIDs) entdeckt, die fur
die Nef-vermittelte Endozytose essenziell sind (Schaefer et al., 2000). SNID 1 befindet sich
innerhalb von ITAM 1 und SNID 2 von ITAM 2 (Abbildung 9). Durch Studien und letztendlich
mittels der geldsten Komplexstruktur von SIV Nef und einem CD3 { SNID 1-Peptids konnte
gezeigt werden, dass CD3 ( in die distale hydrophobe Tasche von Nef bindet (Kim et al.,
2010; Schaefer et al., 2002; Swigut et al., 2003). Hierbei bindet die Sequenz YNEL von
SNID 1 (vorderes Tyrosinmotiv von ITAM 1) in die Tasche, wobei die gleiche Sequenz auch
im ITAM 2 (SNID 2) vorhanden ist und wahrscheinlich in gleicher Weise mit Nef interagiert.
Wie anschlieRend der Nef-CD3 {-Komplex internalisiert wird, ist weitgehend ungeklart, wobei
diese aber nicht AP2/Clathrin-vermittelt erfolgen soll (Swigut et al., 2003).

Moglicherweise bewirkt die Internalisierung von CD3 durch SIV Nef, dass die T-Zelle
und das Immunsystem nicht so stark aktiviert wird wie dies bei einer HIV Infektion beim
Menschen geschieht, weil HIV-1 Nef mit CD3 ¢ nicht interagiert. Dadurch vermehrt sich das
HI-Virus in seinem Wirt nicht so stark, so dass es moéglicherweise zu einem Gleichgewicht
zwischen Virusvermehrung und der Anzahl an nicht infizierter T-Zellen kommt (Schindler et
al., 2006).
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Abbildung 9: Schema der Funktion von CD3 bei der Aktivierung des TCR und der Nef-
vermittelten Endozytose von CD3. (A) Bei der Aktivierung des T-Zell Rezeptors durch die
Bindung eines Antigens an die a- und B-Untereinheiten und fir die Signalweiterleitung, wird
die CD3 (C-Untereinheit durch Lck phosphoryliert, bevor ZAP-70 die Signale ins Zellinnere
weiterleitet. CD3 ( besitzt drei ITAM-Motive mit jeweils zwei Phosphorylierungsstellen. (B)
Innerhalb von ITAM 1 und 2 wiederum befinden sich die SIV Nef interagierende Domanen
SNID 1 und 2, mit denen SIV Nef mittels hydrophober Tasche interagiert und damit die
CD3 C-Untereinheit internalisieren kann.
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2.6.5 Die Nef-vermittelte Endozytose von MHC-I

Es wird neben CD4 auch der Haupthistokompatibilitdtskomplex | (MHC-I), bzw. das humane
Leukozytenantigen (HLA), in HIV-1 infizierten Zellen runterreguliert. Dies ist fur HIV sehr
wichtig, weil ihre Wirtszellen dann weniger anfallig fur die Lyse durch zytotoxische T-Zellen
(CTL) sind (Kerkau et al., 1989; Scheppler et al., 1989). Die Endozytose von MHC-| spielt
daher eine wichtige Rolle fur die Pathogenese des Virus und des Wirtes.

Diese Endozytose von MHC-| wird, wie die von CD4, durch Nef verursacht (Schwartz
et al., 1996). Hierbei wird ein Komplex aus Nef, AP1 und der zytoplasmatischen Domane von
MHC-I gebildet (Noviello et al., 2007). AP1 ist nicht wie AP2 an der Plasmamembran
lokalisiert, sondern im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN), denn AP1 bindet an das fur die
Membran des TGN spezifische Phosphatidylinositol 4-Phosphat (PI14P) (Wang et al., 2003).
Da die zytoplasmatischen Domanen von MHC-I im Endoplasmatisches Retikulum noch nicht
phosphoryliert sind und Nef bevorzugt unphosphoryliertes MHC-I bindet, interagiert Nef mit
frihen Vorstufen von MHC-I bereits am TGN (Harding and Geuze, 1993). Nef beeinflusst
dabei den Transport von MHC-I am TGN indem es AP1, das zytoplasmatische Domé&nen von
Proteinen am TGN bindet, zum MHC-I umleitet und in Clathrin umhillte Vesikel (CCVs) zum
endolysomalen Abbau bringt. Durch den Knockout von AP1 konnte bewiesen werden, dass
der Abbau von MHC-I durch Nef in verschiedenen Zelllinien nicht mehr stattfindet. Aulierdem
lassen sich Nef und MHC-I mit AP1 co-prazipitieren (Roeth, 2004). Der Mechanismus mit
dem Nef mit MHC-I und AP1 interagiert ist anders als der von CD4, weil MHC-I kein
Dileucinmotiv besitzt. Stattdessen hat es ein Tyrosin Bindemotiv, das die Interaktion mit
Adapterproteinkomplexen ermdglicht (Ohno et al., 1995; Robinson, 1994).

AP1 gehdrt wie AP2 zur Familie der heterotetrameren Endozytosekomplexe, ist daher
auch sehr ahnlich aufgebaut, besteht aber aus den Untereinheiten y, 1, y1 und o1
(Abbildung 10). Die p1-Untereinheit bindet, wie auch die p2-Untereinheit von AP2, Tyrosin
Bindungsmotive von Cargoproteinen (Heldwein et al., 2004; Le Gall et al., 1998; Marks et al.,
1997; Ohno et al., 1995).

In der Klasse der MHC-I-Rezeptoren beim Menschen gibt es unter anderem die
Typen HLA-A, -B, -C und -E. Wahrend HLA-A und -B ein sogenanntes kryptisches Tyrosin
Bindemotiv (YSQA) enthalten, hat HLA-C (CSQA) keines und -E (YSKA) ein mutiertes Motiv.
Nef ist in der Lage HLA-A und HLA-B zu internalisieren, aber HLA-C und HLA-E nicht. Das
ist insofern wichtig fur HIV, als dass zwar die Endozytose der HLA-Rezeptoren die Zelle vor
der Lyse durch CTL schutzt, andererseits aber eine vollstandige Internalisierung aller HLA
die Zerstorung durch naturliche Killerzellen (NK) zur Folge haben wirde. Somit scheint es
ein evolutionarer Kompromiss zu sein HLA-A und -B runterzuregulieren und HLA-C und -E
nicht (Cohen et al., 1999; Le Gall et al., 1998).

In Anwesenheit von Nef akkumuliert HLA-A und -B in der perinuklearen Region in
CCVs. Ohne Nef als Mediator kann AP1 die HLA-A- und HLA-B-Ketten nur sehr schwach
binden, da sie kein vollstandiges Tyrosin Bindemotiv YxxL/l besitzen, sondern eben nur ein
kryptisches bzw. nichtkanonisches. Fruhere Studien haben bereits gezeigt, dass ein Alanin
anstatt eines Leucins innerhalb des Tyrosinmotivs an Position +3 relativ zum Tyrosin die
Interaktion mit der p-Untereinheit des AP-Komplexes beeintrachtigen (Boll et al., 1996; Ohno
et al, 1996). Das heildt, wahrend Nef fir die Endozytose von CD4 ein schon
funktionierendes System benutzt, vermittelt es zwischen AP1 und MHC-I eine natlrlich nicht
vorkommende Interaktion. Nef kompensiert im Prinzip das Alanin im Tyrosin Bindemotiv und
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kann im Komplex mit AP1 das MHC-I so zu Lysosomen transportieren (Wonderlich et al.,
2007).

In der normalen Funktion als Cargo-bindender Clathrin-Adapter Proteinkomplex muss
die p1-Untereinheit zunachst phosphoryliert werden, was eine Konformationsanderung zur
Folge hat. An der Membran des TGN bindend kann ein Cargo-Rezeptor mit seinem
Tyrosinmotiv mit der p1-Untereinheit interagieren, woraufhin der endosomale Transport
mittels CCVs erfolgt (Ghosh and Kornfeld, 2003). Nef hingegen bindet an MHC-I und AP1
Phosphoylierung-unabhangig (Abbildung 10).

Die kurzlich geloste Komplexstruktur der C-terminalen Domane der p1-Untereinheit
von AP1 und einem Fusionsprotein aus der zytosolischen Domane von MHC-I (MHC-I-CD)
und Nef zeigt, dass MHC-I-CD nur zusammen mit Nef an AP1 binden kann und dass die p1-
Untereinheit direkt beteiligt ist (Noviello et al., 2007; Singh et al., 2009). Hierbei bindet
MHC-I-CD in eine schmale Furche zwischen Nef und py1 mittels einer tertiaren kooperativen
Interaktion, wobei es von der Cargo-Erkennungsstelle von p1 umgeben wird. Eine Erklarung
weswegen Nef AP1 und nicht AP2 flr die Endozytose von MHC-I verwendet, ist das Fehlen
eines basischen Bereichs von u1 bei p2, sowie eines Tyrosins, das mit Prolin 72 des PxxP-
Motivs von Nef interagiert. Mit Blick auf einen maoglichen Nef-Inhibitor, kénnte die schmale
Furche in die MHC-I bindet ein Ziel fur ein kleines Molekul darstellen. Durch die mogliche
Inhibition der Internalisierung von MHC-I, kénnte die infizierte Zelle von CTL erkannt und
zerstort werden (Jia et al., 2012).

Abbildung 10: Schematischer Aufbau von AP1 und dessen Membranassoziation mit Nef. Der
trimere Komplex aus Adapterprotein, Cargo und Nef wurde durch die Kristallisation eines Nef-MHC-I—
CD Fusionskonstrukts mit der C-terminalen Domane der p1-Untereinheit von AP1 gelést. In der
Abbildung wurden die Untereinheiten vy, 31, und o1 in silico mittels der Koordinaten der Kernstruktur
von AP2 aus Jackson, Kelly et al. 2010 erganzt (Jia et al., 2012). Bei Nef-MHC-I-CD-p1 handelt es
sich um einen trimaren kooperativen Komplex. Hierbei wird durch die Assoziation von Nef und AP1
eine schmale Furche gebildet, in die MHC-I bindet und in Clathrin umhiilite Vesikel transportiert und
internalisiert wird (Abbildungen verandert, Jia et al., 2012).

2.6.6 Nef als Aktivator von Serin/Threonin- und Src-Tyrosinkinasen

Neben der Funktion als Mediator fiir die Endozytose von Rezeptoren, hat Nef auch Einfluss
auf Signaltransduktionswege in der Wirtszelle von HIV. Nef interagiert dabei unter anderem
mit intrazellularen Serin/Threonin-Kinasen und mit Src Tyrosinkinasen (Saksela et al., 1995;
Sawai et al., 1994).

Als Serin/Threonin-Kinase wurde eine Nef-assoziierende Kinase (NAK) identifiziert,
bei der es sich um die p21-aktivierende Kinase 2 (Pak2) handelt, wobei an der Interaktion
noch weitere Proteine beteiligt sein missen (Arora et al., 2000; Nunn and Marsh, 1996;
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Renkema et al., 1999; Sawai et al.,, 1994). Mdglicherweise bildet Nef einen Nef-
assoziierenden Kinase Complex (NAKC), der dann zur Aktivierung von nachgeschalteten
Signalwegen und der daraus resultierenden Steigerung der Virusinfektiositat und der
Transkriptionsrate fuhrt (Wiskerchen and Cheng-Mayer, 1996; Wolf et al., 2008). Neben den
Proteinen Nef und Pak2 sind am NAKC-Komplex noch die Proteine Eed, hnRNPK, PKC3
und Lck beteiligt. Wahrend der Bildung des Komplexes interagiert Eed mit Integrin, Paxillin
und TACE, was zur Aktivierung von Erk1/2 fihrt, sowie zur Phosphorylierung von Paxillin
durch Lck und Pak2, und zur Phosphorylierung von TACE (Tumor necrosis factor (TNF)-
converting enzyme) durch Erk1/2. Daraufhin ist TACE aktiviert, bindet Paxillin und beide
werden gemeinsam mit Nef mittels extrazelluldarer Vesikel sekretiert. Dies ist der Grund
weswegen in einigen in vivo Studien Nef enthaltene Vesikel beobachtet werden konnten, die
zu benachbarten T-Zellen transportiert werden. Moglicherweise aktiviert dann das
transportierte aktive TACE Vorstufen von TNF-a in anderen T-Zellen. (Lee et al., 2013; Moss
et al., 2001; Muratori et al., 2009). Hierdurch wirden dann benachbarte T-Zellen aktiviert und
stiinden als weitere Wirtszellen fir HIV zur Verfligung.

Zu den Src Tyrosinkinasen zahlen im Menschen 11 Mitglieder (Manning et al., 2002).
Von ihnen werden Src, Yes, Lyn und Fyn in sehr vielen verschiedenen Zelltypen exprimiert,
wobei Blk, Fgr, Hck und Lck hauptsachlich in hamatopoetischen Zellen vorkommen (Bolen
and Brugge, 1997; Thomas and Brugge, 1997). Src Tyrosinkinasen haben viele wichtige
Funktionen in verschiedenen zellularen Signalwegen (Bolen, 1993). Sie besitzen N-terminal
vor der katalytischen Domane eine SH3- und SH2-Domane, die firr spezifische Protein-
Protein Interaktionen und damit fur die Weiterleitung von Signalen von der Zelloberflache
zum Nukleus wichtig sind. Wahrend SH2-Domanen Phosphotyrosin enthaltende Proteine
bindet, interagiert die SH3-Doméane mit Prolin-reiche PxxP-Doméanen von Proteinen
(Abbildung 11) (Mayer and Baltimore, 1993; Pawson and Schlessingert, 1993; Superti-Furga,
1995). Hierbei handelt es sich um eine links-gangige Polyprolin-Typ 1l (PPIl) helikale
Konformation mit der typischen PxxP-Sequenz, wo x fiir jede beliebige Aminosaure steht
(Ren et al., 1993; Yu et al., 1994).

Src  Kinasen haben zwei wichtige Phosphorylierungstellen, wobei die
Phosphorylierung von Tyr416 stimulierend und die von Tyr527 inhibitorisch wirkt. Im
inaktiven Zustand bindet die SH2-Domane an Phosphotyrosin 527 im C-Terminus, sowie der
Linker zwischen SH2- und Kinase-Domane mit einer Art PxxP-Motiv mit drei Prolinen an die
SH3-Domane (Brown and Cooper, 1996; Cohen et al., 1995). Durch die Dephosphorylierung
von Tyr527 kommt es zu Konformationsdnderungen, so dass ein Interaktionspartner mit
PxxP-Helix und Phosphotyrosin an die SH3-Domane der Src-Kinase bindet und damit die
aktivierte Konformation stabilisiert. Tyr416 wird auRerdem phosphoryliert und die Kinase
damit aktiviert (Roskoski, 2004; Sun et al., 1998).

Diesen Mechanismus nutzt Nef aus, indem es mit seinem eigenen PxxP-Motiv an die
SH3-Domane der Tyrosinkinase bindet und sie damit aktiviert (Moarefi et al., 1997). Nef ist in
der Lage mit den Src Kinasen Hck und Lyn, schwach mit Fyn, aber nicht mit Lck direkt zu
interagieren, was einer sehr spezialisierten PxxP-SH3 Interaktion entspricht (Lee et al., 1995;
Lee et al., 1996; Saksela et al., 1995). Wahrend die Hck Tyrosinkinase mit einer Affinitat von
250 nM mit Nef interagiert, bindet die der sehr homologen Fyn-Kinase mit etwa 20 uM. Der
Unterschied ist in einer variablen Region innerhalb der RT-Schleife begriindet, die sich in der
Nahe der Reste befindet die an der Bindung an das PxxP-Motiv beteiligt ist. Dabei reicht die
Mutation R96I aus um eine ahnliche Affinitat wie die von Hck zu erreichen (...**EARTED®...
zu ... “EAITED®...) (Lee et al., 1995; Lee et al., 1996). Mit dieser variablen Region aus

20



Einleitung

sechs Aminosauren (Hexapeptid) bindet die RT-Schleife der SH3-Doméane in eine
hydrophobe Tasche, die von zwei a-Helices gebildet wird (Abbildung 11) (Grzesiek et al.,
1996a; Hiipakka et al., 1999; Lee et al., 1996).

RT-I
SH3 dom. EEE)—————F— .. . —{ - - - IE)—{S

80 12 130
Hck (Wt)  IVVALYDYBATHHEDLS...GEWW...YIPSN¥VA
Hekgysag IVVALYDYVSWSPDDLS. . .GEWW. .. YIPSNYVA
Hekgysp¢ IVVALYDYYSPFSWDLS. . .GEWW. . .YIPSNYVA
Fyn (R96l) LFVALYDYEAITEDDLS...GDWW...YIPSNYVA

Nefy 4.3(T71R)=Fyng,;,(R961) Nefge,~HcKgysaq (PAD: 3REA) Nefge,~HCKgu3 55 (PdD: 3RBB)
(pdb: 1EFN)

Abbildung 11: Vergleich verschiedener SH3-Doménen und ihre Bindungsspezifitaten fiir Nef.
(A) Uberlagerung verschiedener Komplexstrukturen von Nef mit SH3-Domanen von Hck oder Fyn. Die
RT-Schleife der SH3-Domanen bindet jeweils mit einem zentral gelegenen hydrophoben Rest in die
charakteristische RT-Schleifen Erkennungsdomane. Die SH3-Domane des Komplexes aus Nefyis3
und Fyngy3(R961) ist grin, aus Nefsg, und Hckspysar orange und aus Nefsg, und Hcksysgs blau
dargestellt, wahrend Nef grau angefarbt ist. (B) Sequenzvergleich der SH3-Doméanen von Hck und
Fyn. Die Reste, die in der Struktur des Nefsg,-Hcksps.ss-Komplexes (Horenkamp et al., 2011) direkt an
der Interaktion beteiligt sind, sind orange hinterlegt sowie die die intermolekulare Wasserstoffbriicken
ausbilden durch blaue Dreiecke gekennzeichnet. (C) Oberflachendarstellung von Nefy 43(T71R) und
die als Schleifendiagramm dargestellten Fyngy3(R961)-Doméane im Komplex (Lee et al., 1996). (D)
Struktur des Komplexes aus Nefsg, mit Hcksyszar (Breuer et al., 2011) sowie (E) mit Hcksyzss
(Horenkamp et al., 2011). Die verschiedenen Orientierungen der aromatischen Ringe von W92 in
SH341 und F93 in SH3gs verdeutlichen die Bandbreite von Konformationen verschiedener Bindungen
unterschiedlicher RT-Schleifen sowie deren Spezifitat fur die Bindetasche der RT-Schleife von Nef.

Durch die Aktivierung dieser Src Tyrosinkinasen durch HIV-1 Nef werden im weiteren Verlauf
des Signalweges STAT1, 2 und 3 sowie ERK aktiviert, wodurch es zur Erhéhung der
Transkriptionsrate, sowie zur Induzierung der Zellproliferation und -differenzierung kommt
(Briggs et al., 2001; Hiyoshi et al., 2008; Mangino et al., 2011). Mdglicherweise ist die
Aktivierung dieser Signalwege auch der Grund fur die Nef-vermittelte Erhdhung der
Interleukin-6 (IL-6) und TNF-a Produktion, die flr HIV-1 wichtig ist. Durch das Ausschiitten
von TNF-a und IL-6 werden weitere T-Zellen aktiviert, wodurch diese dann als weitere
Wirtszelle bereitstehen und damit bereits latent infizierte Zellen aktivieren kénnen (Abbildung
12) (Quaranta et al., 2011). In der folgenden Abbildung 12 sind die in Abschnitte 2.6.1 bis
2.6.6 beschriebenen zellularen Veranderungen durch Nef schematisch gezeigt, die sich in
die  Nef-vermittelte = Endozytose von Rezeptoren und in den Eingriff in
Signaltransduktionswege zusammenfassen lassen.
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Abbildung 12: Schema der Funktionen von HIV-Nef. Die Funktionen von Nef kdnnen im Prinzip in
zwei Hauptkategorien eingeteilt werden: In die Nef-vermittelte Endozytose von Rezeptoren (1 und 2)
und in den Eingriff in Signaltransduktionswege (3). (1 und 2) HIV-1 Nef induziert die Internalisierung
verschiedener Rezeptoren von der Oberflache der T-Zelle wie CD4 und MHC-I. (1b) Im Fall von CD4
bindet Nef mittels Myristinanker an die Plasmamembran, rekrutiert AP2 und unterbindet die
internalisierungshemmende Interaktion zwischen CD4 und Lck. Die Endozytose von MHC-I findet
durch einen anderen Mechanismus als bei CD4 statt, bei dem AP1 rekrutiert wird. (1c und 2b) Durch
die Nef-vermittelte Bindung zwischen Rezeptor und Adaptorprotein, das wiederum an Clathrin bindet,
kommt es zur Bildung von Clathrin umhiillte Vesikeln. Dadurch folgen die Endozytose von CD4 und
MHC-I, dessen Transport in Endosomen und der anschlieRende lysosomale Abbau. (2¢) Im Fall von
MHC-I ist Nef auch in der Lage schon am TGN mit AP1 und frihen Formen von MHC-I zu
interagieren, was die Inhibition des Transports von MHC-| zur Plasmamembran zur Folge hat. (3a) Fir
den Eingriff in Signaltransduktionswege der Wirtszelle interagiert Nef unter anderem mit den
Tyrosinkinasen Hck, Fyn und c-Src, wodurch diese aktiviert werden. In den folgenden Signalwegen
werden verschiedene Transkriptionsfaktoren aktiviert, die zum einen die Transkriptionsrate erhdhen,
was zu Zellproliferations und -differenzierungsreaktionen fuhrt. Aullerdem werden durch Nef vermehrt
Cytokine wie Interleukin-6 und TNF-a gebildet. Das hat zur Folge, dass bereits latent-infizierte und
weitere nicht infizierte T-Zellen aktiviert werden, die anschlieRend als weitere Wirtszellen fur HIV bereit
stehen. (zyt. Nef: zytosolisches Nef, mem. Nef: membrangebundenes Nef).

Kern mit DNA
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2.7 HIV-Inhibitoren: Nef als Zielprotein

Im Folgenden werden zunachst verschiedene Klassen bereits entwickelter Inhibitoren gegen
HIV-1 und Nef beschrieben, um im weiteren Verlauf die im Zuge dieser Arbeit
charakterisierten kleinen und gro3en molekularen Inhibitoren einzufiihren. Wie in den
Kapiteln zuvor beschrieben, ist Nef ein wichtiger Pathogentitatfaktor, der Einfluss auf die
Endozytose von CD4, CD3 und MHC-I sowie auf die Aktivierung von verschiedenen
Tyrosinkinasen und damit auf essenzielle Signaltransduktionswege nimmt. Daher stellt
neben den im nachsten Abschnitt beschriebenen existierenden Inhibitoren gegen
verschiedene HIV-1 Proteine auch Nef ein mogliches Ziel fir Inhibitoren dar, um die
Virusreplikation zu inhibieren.

2.7.1 Bereits existierende HIV-1 Inhibitoren

Innerhalb des Replikationszyklus von HIV kommen prinzipiell samtliche beteiligten Proteine
als Ziel fur Inhibitoren in Frage. Zum einen ware das eine grofle Anzahl zellularer Proteine,
denn in einem HIV-genomweiten siRNA Screen konnten 311 Proteine identifiziert werden die
wichtig flr den Replikationszyklus von HIV-1 sind (Zhou et al., 2008). Andererseits sind das
auch alle Proteine vom HI-Virus, wobei je nach Art des Zielproteins in beiden Fallen ein
hohes Risiko von Nebenwirkungen besteht. Der Schlissel liegt deshalb darin Proteine zu
inhibieren, die essenziell fir die Replikation des Virus sind, aber nicht flir das Uberleben und
den Stoffwechsel der Zelle (Garg and Gupta, 1997).

Bei Betrachtung des Replikationszyklus kommen die Bindung an die
Plasmamembran, die Membranfusion, die Virusfreisetzung, die Reverse Transkription, die
Integration des Provirus oder die Proteaseaktivitat (Virusreifung) als geeignete
Inhibitionsstellen in Frage. Die meisten etablierten Inhibitoren richten sich gegen die Reverse
Transkription mittels nukleosidischer Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) oder nicht-
nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Hemmer (NNRTI) und gegen die Protease via
Proteasehemmer (PI).

Als einer der ersten Inhibitoren wurden die NRTI Anfang der 80er Jahre entwickelt

und als wirksam gegen HIV getestet, zu denen auch Azidothymidin (AZT) zahlt (Mitsuya and
Broder, 1986; Mitsuya et al., 1985). Aufgrund schnell auftretender Resistenzen gegen
einzelne Inhibitoren wegen der hohen Mutationsrate von HIV wird heutzutage die HAART
(Hochaktive antiretrovirale Therapie) bei Patienten angewendet, in der Ublicherweise eine
Kombination aus zwei NRTI und einem NNRTI oder PI verabreicht werden (Hammer et al.,
1996; Saravolatz et al., 1996).
Obwohl die Kombination sicherlich das Entstehen von HIV-Resistenzen erschwert, werden
weltweit etwa in jedem zehnten HIV-Langzeiterkrankten mit HAART-Medikation mindestens
eine Resistenz gegen eines der verabreichten Inhibitoren festgestellt. Daher haufen sich
HIV-1 Neuinfektionen mit bereits resistenten Stdmmen, so dass die initiale antiretrovirale
Therapie immer haufiger fehlschlagt und auf alternative Medikamente zurlickgegriffen
werden muss (Hamers et al., 2013; Little et al., 2002; Manosuthi et al., 2013; Novak et al.,
2005). Aus diesem Grund ist es sehr wichtig den Fokus auch auf andere Proteine zu setzen
und als Zielproteine fiir Inhibitoren in Betracht zu ziehen.
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2.7.2 Aligemeine Funktionsweisen und Eigenschaften von Inhibitoren

Im Prinzip gibt es verschiedene Gruppen von Inhibitoren, die unterschiedliche Funktionen
austben. Zum einen kann ein Inhibitor in ein aktives Zentrum eines Proteins binden und
damit beispielsweise bei einer Kinase die ATP-Bindestelle blockieren (Zhang et al., 2010).
Andererseits kbnnen auch andere Proteine aktiviert werden, die beispielsweise bei Krebs
fehlreguliert sind. Andere Inhibitoren hingegen stéren Protein-Protein Interaktionen (PPI),
indem die Bindung zwischen Interaktionspartnern verhindert wird. Hierbei muss ein Inhibitor
verschiedene Bindungsenergien wie van der Waals Krafte, Wasserstoffbriickenbindungen,
elektrostatische Anziehungen oder Kation-mm-Wechselwirkungen unterbinden (Dougherty,
2012; Lo Conte et al., 1999).

PPI Interaktionsflachen sind dabei typischerweise mit 600 bis 1300 A? sehr groR, so
dass sich oft die Frage stellt welcher Bereich fur die Bindung eines Inhibitors am
geeignetsten erscheint (Clackson and Wells, 1995; Valkov et al., 2012). Hierbei ist es
hilfreich, dass oft nur einige wenige Aminosauren, sogenannte “hotspots®, den Hauptteil der
Interaktion und somit trotz grof3er Interaktionsflache einzelne Reste den Grolfiteil der freien
Bindungsenergie der Interaktion ausmachen (Clackson and Wells, 1995; Wells, 1991). Diese
“hotspots” sind meist reich an Tryptophanen, Tyrosinen und Argininen und sind umgeben
von energetisch weniger wichtigen Resten, die meist dazu dienen die Reste im Zentrum vom
Lésemittel zu schiitzen. Méglicherweise sind dabei 600 A? die MindestgréRe einer
Interaktionsflache, um einen hotspot wasserdicht abzuschirmen. Das Abschirmen vom
Losungsmittel wird bei kleinen Molekilen dadurch erreicht, dass es in eine tiefe Tasche auf
der Proteinoberflache bindet. Besonders wichtig sind hydrophobe Interaktionen in PPIs, so
dass die Abschirmung den Angriff von Wasser und damit eine Dissoziation des Komplexes
verhindert wird (Bogan and Thorn, 1998; Tsai et al., 1997).

Ein weiteres Problem ist, dass Proteine dynamische Molekiile sind und man wenig
uber ihre Adaptivitat weild. Denn zur Untersuchung von Proteinoberflachen stehen meistens
nur Kiristallstrukturen zur Verflgung und damit nur ein Schnappschuss einer gerade
eingenommenen Proteinkonformation (Thanos et al., 2003). In ersten Versuchen von
sequenzbasierten Vorhersagen von “hotspots” auf Proteinoberflachen, konnte am Beispiel
von Nef computerbasiert einige vorhergesagt werden, die gut mit experimentellen
Ergebnissen Ubereinstimmten (Sarmady et al., 2011).

2.7.3 Nef als Ziel fiir kleine molekulare Inhibitoren

Bisher gibt es keine Inhibitoren gegen Nef, deren Einsatz Uber die Grundlagenforschung
hinausgeht. In Hinblick auf kleine molekulare Inhibitoren mit Nef als Zielprotein, gibt es erst
seit kurzem ein paar erste Ansatze. Zum einen wurde ein Guanidin Alkaloid analoger
Inhibitor mittels Phagen-Display gefunden, der die Interaktion mit p53, Aktin, and Lck
inhibiert. Diese synthetischen Analoga von Batzellidin und Crambescidin inhibieren die Nef-
Liganden Interaktion mit 1Cso-Werten in einem niedrigen mikromolaren Bereich. Zwar sind
diese initialen Substanzen in vitro effektiv, doch in vivo in Zellassays zu toxisch, so dass sie
nur als Leitstruktur fur eine Weiterentwicklung dienen kdnnen (Olszewski et al., 2004).

In einer anderen Studie konnten mit einer chemischen Substanz mehrere Nef-
vermittelte Funktionen inhibiert werden. Das Diphenylfuropyrimidin 2c ist ein Derivat der
Leitstruktur UCS15A, das PxxP-abhangige Bindung von Sam68 mit Src Kinasen verhindert
(Oneyama et al., 2003). Zum einen wurde gezeigt, dass 2c in Co-Immunprazipitationsstudien

24



Einleitung

die Interaktion und damit die Aktivierung der Src Kinase Hck inhibiert, zum anderen konnte
die direkte Interaktion von 2c und Nef mittels NMR-Spektroskopie gezeigt werden, was
womoglich zu Konformationanderungen der PxxP-Helix von Nef fiihrt. Aufierdem konnte mit
2c teilweise die Runterregulierung von MHC-I (HLA-A2) inhibiert werden, wobei 2c aber
keinen Einfluss auf die Endozytose von CD4 hat (Dikeakos et al., 2010).

In einer weiteren Studie wurde in Replikationsversuchen mit 2c ein inhibitorischer
Effekt auf die Nef-vermittelte HIV-1 Infektiositat beobachtet, ohne das es zu toxischen oder
zytopathischen Effekten kam. Zudem bestatigten kompetitive pull-down-Versuche, dass 2c
mit der Hck Bindung an Nef kompetiert (Chutiwitoonchai et al., 2011).

Eine andere chemische Substanz namens DLC27 (D1-like compound 27) ist ein
Derivat der Leitstruktur D1, das die Nef-Hcksps-Interaktion um bis zu 75% inhibieren kann.
AulRerdem wurde die Bindung direkt durch NMR-Experimente gezeigt. D1 wurde zunachst
mittels virtuellen Screening gefunden und anschliefend durch Hochdurchsatzmethoden zu
mehreren Derivaten wie DLC27 weiterentwickelt. Auch andere Derivate zeigten antivirale
Aktivitat, so dass die Stoffgruppe als Inhibitor weiter untersucht werden kénnte (Betzi et al.,
2007). Es gibt demnach schon Leitstrukturen, die zur Weiterentwicklung geeignet waren, die
unter anderem die MHC-Regulation und die Hck-Aktivierung inhibieren, aber Substanzen zur
Inhibition der fur HIV essenziellen CD4-Runterregulierung gibt es bisher keine.

Die niedermolekulare chemische Verbindungen D1 diente als Leitstruktur zur
Entwicklung von ES000219, das in dieser Arbeit in Bindungsstudien mit Nef eingesetzt wird.

2.7.4 Nef als Ziel fur groBe molekulare Inhibitoren

Anders als kleine molekulare Inhibitoren, ist der Einsatz von groeren Inhibitoren gegen Nef
schon allein aufgrund ihrer Masse schwieriger. Denn umso groéRer, geladener und polarer
diese Moleklle sind, desto geringer ist ihre Fahigkeit Zellmembranen zu Uberwinden. Da die
Inhibition von Nef intrazellular gewahrlistet sein muss, kdnnten hierbei gentherapeutische
Methoden zum Einsatz kommen. Hierbei gibt es zum einen die Maoglichkeit mittels
retroviraler Vektoren Protein-kodierende Gene in die infizierte Zelle zu bringen oder die
Expression bestimmter HIV-Gene durch anti-sense-Ansatze zu inhibieren (Morgan et al.,
1994). Das Letzteres gegen Nef funktioniert konnten Studien zeigen, in der shRNA gegen
die U3 (berlappende Region von HIV-1 nef mittels eines lentiviralen Vektors exprimiert
wurde, der teilende und nichtteilende Zellen transduziert. Diese RNA-Interferenz (RNAI)
verhindert die Expression von Nef und unterdriickt damit die HIV-1 Replikation in
Makrophagen sowie die Nef-vermittelte Chemokinproduktion. Ein Nebeneffekt durch den
Einsatz von nef shRNA ist die Inhibition der reversen Transkription, weil die U3 Region
hierbei eine wichtige Rolle spielt (Yamamoto et al., 2006).

Im Falle proteinbasierender lentiviraler anti-HIV Gentherapie gibt es die Moglichkeit
der Expression transdominanter Proteine (TNPs), Einzelketten Antikérpern (Intrabodies),
toxischer Proteine, Doméanen viraler Interaktionspartner oder Einzeldomanen-Antikérpern
(Nanobodies oder sdAb) zur Inhibition des Replikationszykluses.

TNPs sind Genprodukte regulatorischer oder struktureller Proteine mit dominant negativer
Mutationen, so dass deren Funktion gegenliber dem Wildtyp Protein inhibiert ist (Herskowitz,
1987).
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Einzelketten Antikdrper oder auch scFv (single chain variable fragment) bestehen aus den
variablen Regionen der schweren (Vy) und leichten Kette (V.) eines monoklonalen
Antikérper, die durch einen flexiblen Linker miteinander verbunden sind und kdnnen
intrazellular exprimiert ebenfalls virale Proteine inhibieren (Bird et al., 1988; Duan et al.,
1994; Marasco et al., 1993). Im Falle toxischer Proteine, werden Gene, die unter Kontrolle
HIV regulatorischer Elemente wie Tat fur zytotoxische Genprodukte kodieren, in die Zelle
eingebracht, so dass die Zelle friih nach der Virusinfektion stirbt (Harrison et al., 1992). Bei
der intrazellularen Expression von Domanen viraler Interaktionspartnern, kompetiert das
Genprodukt mit dem natlrlichen Partner um die Bindestellen des viralen Proteins, so dass
dessen Funktion gestort wird (Morgan et al., 1990). Als Einzeldomanen-Antikérper wird die
variable Antigen-erkennende Domane eines Schwere-Ketten-Antikérper genannt, der ahnlich
wie scFv intrazelluldr eingesetzt werden kann.

In dieser Arbeit wird ein Einzeldomanen-Antikdrper biochemisch und struktur-
biologisch untersucht, der u.a. die Nef-vermittelte Endozytose von CD4 und die Erhéhung
der Virusinfektiositat inhibieren kann. Das Prinzip und der Ursprung von scFv- und
Einzeldomanen-Antikdrpern wird im Folgenden ndher erlautert.

2.7.4.1 scFv- und Einzeldomanen-Antikorper als Inhibitoren gegen Nef

Antikdrper bestehen typischerweise aus vier Polypeptidketten, die sich aus zwei leichten
(MW: 22-23 kDa) und zwei schweren Ketten (MW: 50-55 kDa) zusammensetzen, die mittels
inter- und intramolekluaren Disulfidbriicken miteinander verknipft sind (Abbildung 13)
(Porter, 1973). In der dreidimensionalen Struktur besteht jede Kette aus mehreren
B-Faltblattern, die in einer typischen B-Fass Form mit jeweils drei hypervariablen Regionen
am Ende der schweren und leichten Kette angeordnet sind (Schiffer et al., 1973). Diese
Antigen-erkennenden variablen Regionen befinden sich am N-Terminus beider Ketten und
werden durch die Interaktion der variablen leichten (V) und variablen schweren Kette (Vy)
geformt. Die jeweiligen drei Antigenbindungsstellen werden auch complementarity
determining regions (CDRs) 1, 2 und 3 genannt. Das Fc-Fragment bildet die Basis eines
IgG-Antikorpers, dass zweimal aus den identischen schweren Domanen Cuy3 und Cu2
gebildet werden. Darauf folgt N-terminal eine hinge-Region, mit der C42 und Cy1 miteinander
verknipft sind. C41 zusammen mit Vy binden ber Disulfidbriicken an die leichten Domanen
CL und V., die alle zusammen die Fab-Domane bildet (Abbildung 14) (Davies and Metzger,
1983; Harris et al., 1992).

Aufgrund der unvorteilhaften GrofRe, den biochemischen Eigenschaften und dem
daraus resultierenden Problem diese nicht in einfachen bakteriellen Expressionssystemen
herstellen zu kénnen, entwickelte sich die Idee Einzelketten Antigen-bindende Proteine
(scFv) zu nutzen. Diese werden aus den einzelnen Polypeptidketten der V.- und V-
Sequenzen synthetisiert, wobei der Carboxyl-Terminus von V_ mittels eines generierten
Peptids mit dem Amino-Terminus der Vy verbunden wird (Abbildung 13). Beide Ketten
werden somit in aquimolaren Konzentrationen exprimiert und dessen Assoziation und
Faltung durch die kovalenten Bindungen zwischen V| und Vy beglnstigt. Strukturell sind die
einzelnen variablen Domanen, trotz ihrer variablen Bereiche, sehr charakteristisch in sehr
eng gepackte B-Faltblattern gefaltet (Bird et al., 1988; De Preval and Fougereau, 1976;
Huston et al., 1988).
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Dank dieser scFv, auch Intrabodies genannt, und der zellularen Interaktion mit Proteinen,
konnten nicht nur viele Funktionen neuentdeckter Proteine entschlisselt werden (Auf der
Maur et al., 2001; Auf der Maur et al., 2004; Auf der Maur et al., 2002), sondern es ergaben
sich auch neue Moglichkeiten in der gentherapeutischen Anwendung. Letzteres wurde unter
anderem flr so gut wie alle viralen Proteine von HIV durchgeflihrt, darunter mit strukturellen
Proteinen (Matrix, Nukleokapsid, Hulle), mit Enzymen (Integrase, Reverse Transkriptase)
und regulatorischen Proteinen (Tat, Rev, Nef) (Duan et al., 1994; Rondon and Marasco,
1997).

Auch wenn gezeigt wurde, dass scFv-Antikorper zur Inhibition gut einsetzbar sind,
kommt es aufgrund des reduzierenden intrazelluldren Milieus oft zu Faltungsproblemen,
geringen Loslichkeiten und einer starken Tendenz zur Aggregation, was mit einer
ineffizienten zytoplasmatischen Expression einhergeht (Cattaneo and Biocca, 1999).
Intrazellular exprimierte scFv kénnen die intramolekularen Disulfidbriicken zwischen ihren
Domanen nicht ausbilden (Biocca et al., 1995), was zwar einigen Antikdrpern funktionell
nichts ausmacht (Proba et al., 1998), wodurch es aber trotzdem unvorhersehbar wird ob
geplante scFv funktionsfahig sind oder nicht.

Eine Alternative bieten die sogenannten Einzeldomanen-Antikorper (sdAbs). Studien
an Blut von Kamelen (Camelus dromedarius) haben Ende der 80er Jahre Uberraschend
gezeigt, dass sich in ihrem Blut neben den gewdhnlichen IgG-Antikérpern auch sogenannte
Schwere-Ketten-Antikorper befinden (Ungur-Waron et al., 1987). Bis jetzt wurden diese in
verschiedenen Arten der Familie der Camelidae (Lama, Dromeda und Kamele), aber auch
im atlantischen Ammenhai gefunden (Greenberg et al., 1995; Roux et al., 1998).

Diesen Antikérpern fehlen die Cy1 Ketten und alle leichte Ketten, so dass sie
ausschlie8lich aus den schweren Ketten Cy3, Ch2 und Vy bestehen und somit anstatt eines
Molekulargewichts von etwa 160 kDa nur eines von etwa 95 kDa besitzen (Abbildung 13).
Die Antigenerkennung findet nicht mehr zusammen durch die hypervariablen Regionen von
Vy und V| statt, sondern durch Vy alleine, wobei zur Unterscheidung diese Vy-Doméane Vpy
oder VyH genannt wird (Hamers-Casterman et al., 1993; Ungur-Waron et al., 1987).
Aufgrund der veranderten Antigenerkennung haben die CDRs der Vuy charakteristische
Besonderheiten, so dass im Gegensatz der humanen CDRs die CDR1 der V4 variabler
sind als CDR2 (Vu et al., 1997). AuRerdem ist bei einigen Vyy-Domanen CDR3 sehr viel
l&nger und wird deshalb durch eine zusatzliche Disulfidbriicke stabilisiert (Muyldermans et
al., 1994). Ansonsten sind sich Vy der IgG und Vyy der Schwere-Ketten-Antikérper sehr
ahnlich. Sie besitzen beide die typische B-Fass Form bzw. Immunglobulin-Faltung im Kern
und die drei CDRs, so dass sie eine Sequenzhomologie von mehr als 80% aufweisen
(Muyldermans et al., 2001).

Durch die Eigenschaften der Vy-Domanen ist es moglich Antigen-bindende Proteine
herzustellen, die im Gegensatz zu scFv nur aus einer einzigen Doméane bestehen. Diese
lassen sich leichter in Bakterien herstellen und weisen eine hohe Antigen-Affinitat im
nanomolaren Bereich und eine hohe Stabilitat auf. Prinzipiell ist es biotechnologisch mdglich,
Sequenzen von Vy-Domanen gewodhnlicher IgG-Antikérper zu amplifizieren und somit
kinstliche Einzeldomanen-Antikbrper nach Vorbild der Schwere-Ketten-Antikdrper der
Kamele herzustellen (Arbabi Ghahroudi et al., 1997). Doch wird die natirliche
Antigenerkennung kombinatorisch aus Vy und V_ vermittelt, so dass V4 allein eine
verringerte Antigen Affinitdt aufweist. Aulierdem wird eine grofle, hydrophobe
Bindungsflache, die sonst intramolekular mit V interagiert, frei zuganglich fur die wassrige
Umgebung, wodurch dessen Handhabung erschwert wird (Davies and Riechmann, 1995;
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Ward et al., 1989). Es gibt Beispiele in denen dieses “kamelisieren“ der Vy-Domane zu einer
Vuy-Domane funktioniert hat. In einem Fall wurden die biochemischen Eigenschaften der
Oberflache der Vy-Doméane eines scFv so verandert, dass es weiterhin an das Protein Vif
aus HIV binden und dieses inhibieren kann und trotzdem 18slich und stabil war (Silva et al.,
2004). Dies ist aber im Ganzen sehr zeitaufwendig, sowie das Erhalten eines stabilen
Antigen-bindenden sdAb nicht vorraussagbar.

Alternativ besteht die Mdglichkeit zur Produktion spezifischer Schwere-Ketten-
Antikorper direkt Dromedare zu immunisieren und diese zu isolieren, anstatt den Umweg
Uber die Immunisierung von Hasen zu gehen. Zur Antigen-spezifischen Selektion der
Antikérper kann die Phagen-Display-Methode eingesetzt werden. Hierbei wird ein Repertoire
von Antikdrperfragmenten auf der Oberflache von filamentdsen Bakteriophagen exprimiert,
wobei jede einzelne ein anderes Fragment enthalt. Daraufhin folgt die Selektion durch die
Bindung der Phagen an ein immobilisiertes Antigen (Winter et al., 1994). Mit dieser
Technologie wurden Antigen-spezifische Vyy bzw Einzeldomanen-Antikdrper von Schwere-
Ketten-Antikérpern direkt aus Dromedare selektiert und isoliert. Diese Methode hat den
Vorteil, dass das Immunsystem des Dromedas direkt hochaffine Binder gegen das Antigen
herstellt, die anschlieRend nicht weiter optimiert werden missen. Um ein vollstandiges
Phagen Repertoire zu Erhalten muss aullerdem nur ein kleines fir die Vpyy-Doméne
kodierendes Gen kloniert und dabei nur ein einzelnes Paar Primer verwendet werden
(Muyldermans and Lauwereys, 1999).

Genau diese Methode wurde von den Arbeitsgruppen von Dr. Serge Benichou
(Institut Cochin, Paris) und von Dr. Daniel Baty (Inserm U624, Marseille) durchgefuhrt, um
einen Nef spezifischen Einzeldomanen-Antikérper zu erhalten. Hierfir wurde ein Lama
innerhalb von drei Wochen 4x mit rekombinant exprimiertem Nefy4.s (AS: 57-205)
immunisiert, 15 Tage danach Blutproben entnommen und mononukledre Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) isoliert. Mittels der Phagen-Display-Methode und dem ELISA mit
immobilisiertem Nef, konnte eine Vyy-Doméane namens sdAb19 mit einer hohen Affinitat zu
Nef isoliert werden (Bouchet et al., 2011).

Der Einzeldomanen-Antikérper sdAb19 Iasst sich in vivo mittels Immunoflureszenz-
Mikroskopie zusammen mit Nef co-lokalisieren und inhibiert dieses in vielerlei Hinsicht. Zum
einen verhindert sdAb19 die Nef-vermittelte Endozytose von CD4 mehrerer Nef Allele, zum
anderen die Nef-Pak2 Assoziation und damit die Pak2 Aktivitdt der Reorganisation des
Zytoskeletts sowie die Nef-vermittelte Erhéhung der Virusinfektiositat und -replikation.
Interessanterweise inhibiert sdAb19 nicht die MHC-I-Runterregulierung durch Nef, so dass
dies wiedermals ein Hinweis auf einen anderen Mechanismus ist als der der Nef-vermittelte
Endozytose von CD4. (Bouchet et al., 2011).
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\j scFv

— 30 kDa

einzelstréngiges variables Fragment
= synthetische Fusion zwischen den Doménen Vx und Vo

—150 - 160 kDa

— S-S Bindungen zwischen Vx und Vo » instabil in reduzierenden Milieus

— =12 kDa
— =95 kDa

— intramolekulare $-S Bindungen nicht nétig = » stabil in reduzierenden Milieus

Abbildung 13: Schema zur Synthese von IgG-Antikorper-abgeleiteten scFv, sowie von
Schwere-Ketten-Antikérper-abgeleiteten  Einzeldoménen-Antikérper (Vyy). (A) Wahrend
monoklonale Antikdrper aus zwei identischen schweren (C3, Cy2, Cy1 und Vi) und leichten Ketten
(CL und V) bestehen, haben (B) Schwere-Ketten-Antikbrper aus u.a. Kamelen, Lamas und
Ammenhaien ausschliellich schwere Ketten, wobei ihnen aulerdem die Cy1-Doméane fehlt (Clark and
Walsh, 2009). (C) Die molekularbiologisch hergestellten scFv bestehen aus den Antigen-erkennenden
variablen Domanen Vy und V., die mittels kurzem flexiblen Linker miteinander verbunden sind.
Dadurch sind diese Molekiile zwar kleiner (30 kDa) als der Antikdrper von dem sie abstammen (150-
160 kDa), bendtigt aber weiterhin intermolekulare Disulfidbriicken zwischen den Domanen, wodurch
sie in zellularen, reduzierenden Milieus instabil sind. (D) Die Einzeldomanen-Antikérper (Vun) sind mit
12 kDa deutlich kleiner und bendtigen keine intramolekularen Disulfidbriicken, da sie ausschlieRlich
aus der Antigen-erkennenden Vyy-Doméne bestehen (Clark and Walsh, 2009; Harris et al., 1997).

2.7.4.2 Verwendung von verkniipften Proteindomanen als Nef-Inhibitoren

Im Gegensatz zur Verwendung kompletter Proteine fur die Inhibition von Nef, besteht auch
die Moglichkeit bekannte Domanen von Liganden zu verwenden um Nef entsprechend zu
inhibieren. Zu den am besten untersuchtesten Bindungsmotiven auf Nef gehort die RT-
Schleifen-Erkennungsdomane, in der die RT-Schleife von SH3-Domanen bindet (Lee et al.,
1995). Um SH3-Domanen zu generieren die eine hdhere Affinitdt zu Nef aufweisen, wurden
willkurlich verschiedenste Derivate des Hexapeptids (RRT-SH3) mittels Phagen-Display
selektiert. Hierbei wurden 15 Hck SH3-Derivate gefunden die besser an Nef binden und
sogar drei, RRT.A1 (VSWSPD), RRT.B6 (YSPFSW) und RRT.C1 (TSPFPW), die eine
zwischen 31 und 37-fach hdhere Affinitat im Vergleich zum Hck Wildtyp aufwiesen (Hiipakka
et al., 2001; Hiipakka et al., 1999). Diese veranderte Hck RT-Schleife ware ein Ansatzpunkt
zur Herstellung von Inhibitoren, indem sie die Bindung von Nef an dem Hck Wildtyp
unterbinden und somit die Aktivierung von Pak2 und die Induzierung der Produktion des
Transkriptionsfaktors NFAT verhindern. Es konnte gezeigt werden, dass die meisten
endogenen Proteine, die an den Hck Wildtyp binden, wegen ihrer hohen Spezifitdt zum
Hexapeptid in der RT-Schleife nicht oder nur noch sehr schwach mit den RRT-SH3-
Domanen interagieren (Hiipakka et al., 2001).
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Daraus resultierte die Idee des sogenannten “wrapping Nef, in dem weitere Nef-
Bindungsdoméanen und dessen bekannte Liganden identifiziert werden um diese
kombinatorisch zu verknipfen und Nef zu inhibieren. Es gibt dabei die Mdglichkeit der
Inhibition der SH3-Domanen Interaktion (PxxP-Motiv und RT-Schleifen Erkennungsdomane),
verschiedener Protein Transportprozesse (Dileucinmotiv), der CD4-Bindung (CD4
Sortierungsmotiv-Erkennungsdomane) und die fir Nef essenzielle Membranbindung
(Myristylierungsmotiv). Fur die Bindung an das PxxP-Motiv wurden SH3-Domanen, fir das
Dileucinmotiv p2-Adaptin von AP2 bzw. die VHS-Domane und fir die Sortierungsmotiv-
Bindetasche die Erkennungssequenz von CD4 verwendet. In verschiedenen Kombinationen
wurden diese Domanen mit flexiblen Linkern verknipft und zur Membranlokalisation
myristoyliert oder prenyliert (Breuer et al., 2011).

Durch diese Methode lassen sich zum einen mehrere Funktionen von Nef gleichzeitig
inhibieren, was Resistenzbildungen erschwert sowie die Affinitdt und Spezifitait zum
Zielprotein durch die Kombination erhéht. Es wurden auf diese Weise drei etwa 10 kDa
grofde Inhibitoren hergestellt, in denen eine SH3-Domane (RRT.A1) und die zytosolische
Domane von CD4 (422-458) mit einem kurzen Linker verknupft wurden. Diese wiesen eine
erhohte Affinitat zu Nef auf und inhibierten zum einen die CD4-Runterregulierung von Nef
sowie die Erhohung der Infektiositat von Virionen (Breuer et al., 2011). Aufgrund ihres
modularen Aufbaus haben diese mit einem Linker verbundenen Domanen Ahnlichkeit mit
den bereits erwahnten scFv.

Diese Methode des “wrapping Nef“ (Breuer et al., 2011) wird im Laufe dieser Arbeit
benutzt, um sdAb19 und die SH3-Domane RRT.B6 (SH3gs) kombinatorisch zu verwenden.
Hierzu werden sdAb19 und die SH3gs-Domane mit einem Linker verknipft, wodurch der
daraus resultierende Inhibitor namens Neffin eine weit hdhere Affinitdt besitzt und im
Vergleich zu sdAb19 verbesserte inhibitorische Eigenschaften aufweist (Bouchet et al., 2012;
Jarviluoma et al., 2012).
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2.8 Zielsetzung

Im Zuge dieser Arbeit diente Nef als Zielprotein flir verschiedene Klassen von Inhibitoren, um
Ansatze zu schaffen verschiedene Funktionen von Nef inhibieren und damit die effiziente
Replikation und Verbreitung von HIV im Organismus unterbinden zu kénnen. Denn das
akzessorische HIV-Protein Nef vermittelt Interaktionen innerhalb von Signaltransduktions-
wegen und der Rezeptorinternalisierungs-Maschinerie, so dass es als wichtiger
Pathogenitatsfaktor die virale Replikation und die Virusinfektiositat erhoht und gleichzeitig die
Immunreaktion gegenuber der Wirtszelle verhindert.

Im Laufe dieser Arbeit wurde 2011 durch eine Forschungsgruppe in Paris ein
Einzeldomanen-Antikérper namens sdAb19 generiert, der in der Lage ist viele Funktionen
von Nef wie die Erhdhung der Virusinfektiositat und der Nef-vermittelte Endozytose von CD4
zu inhibieren. Ziel dieser Arbeit war es den Komplex zwischen sdAb19 und HIV-1 Nef
biochemisch zu charakterisieren und die Komplexstruktur kristallografisch zu l6sen. Denn
wahrend die inhibitorischen Fahigkeiten von sdAb19 gegen Nef in vivo hinreichend gezeigt
wurden, fehlten biochemische und strukturbiologische Daten zur Charakterisierung des Nef-
sdAb19-Komplexes um die Funktionsweise der Inhibition zu verstehen und einen
Ansatzpunkt flr eine mdgliche spezifische und zielgerichtete Wirkstoffentwicklung von
kleinen molekularen Inhibitoren zu erhalten.

Desweiteren wurde im Zuge dieser Arbeit in Kooperation mit Serge Benichou (Paris)
und Kalle Saksela (Helsinki) ein Fusionsprotein namens Neffin hergestellt, das aus sdAb19
und einer generierten SH3-Domane (SH3gs) besteht und als Inhibitor gegenliber sdAb19
verbesserte inhibitorische Fahigkeiten besitzt. Dieser sollte ebenfalls biochemisch und
strukturbiologisch charakterisiert werden, um die verbesserten inhibitorischen Eigenschaften
zu erklaren, woflr auch die Kristallisation des trimeren Komplexes aus HIV-1 Nef, sdAb19
und SH3gs angestrebt wurde. Letzteres wurde auch mit einem aus dem Gorilla
abstammenden HIV-1 Nef des Subtyps P durchgefiihrt und damit erstmals die Struktur
dieses Nef Proteins gelost.

Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit sollte im Zuge des europaischen iNEF-
Konsortiums ein kleiner molekularer Inhibitor gegen Nef gefunden werden. Hierzu wurde
zunachst die Oberflache von HIV-1 Nef nach geeigneten Bindungsmotiven anhand ihrer
Konservierung untersucht. Daraufhin sollten innerhalb des Konsortiums kleine molekulare
Inhibitoren mit Massen zwischen 300 und 400 Dalton generiert und in Hochdurchsatz-
Methoden auf ihre inhibitorischen Eigenschaften hin getestet werden. Im Zuge dieser Arbeit
sollten Substanzen, die als positive Treffer identifiziert wurden, mittels Kernspinresonanz-
Spektroskopie in Titrationsreihen eingesetzt werden um die direkte Bindung auf HIV-1 Nef zu
Uberprifen. Desweiteren sollte die Verbesserung der Bindungseigenschaften durch die
Herstellung von Derivaten und die Charakterisierung der Bindungsflache angestrebt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

3.1.1 Feinchemikalien

Die in dieser Arbeit benutzten Chemikalien wurden von den folgenden Herstellern bezogen:

AppliChem (Darmstadt), Baker (Deventer, Niederlande), Boehringer Mannheim (Mannheim),
Fluka (Neu-Ulm), GE Healthcare (Freiburg), Gerbu (Gaiberg), J.T. Baker (Deventer,
Niederlande), Merck (Darmstadt), Qiagen (Hilden), Riedel de Haén (Seelze), Roth

(Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma Aldrich (Minchen).

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Big-Dye Terminator Reaction mix
Bradford Assay
Dialysemembranen
Kristallisationsplatten 96fach

Kristallisationsplatten Linbro 24fach
Kristallisationsscreens

Klvetten

Ligationspuffer

NMR Roéhrchen

PCR-Puffer

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie 0,5, 1,5 und 2 ml
Reaktionsgefalte 15 und 50 ml
Restriktionspuffer
Sequenzierungspuffer
Ultrafiltrationseinheiten
Vivacell250 Ultrafiltrationseinheiten

3.1.3 Molekularbiologische Kits

QIAquick Gel Extraction Kit
QIlAprep Spin Miniprep Kit

MPI, Dortmund

Biorad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Corning Life Sciences, Lowell, (USA)
MP Biomedicals, Solon, (USA)
Qiagen, Hilden

Hampton Research, Aliso Viejo (USA)
Parafilm Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht

New England Biolabs, Ipswich (USA)
Wilmad-LabGlass, Buena (USA)
Roche, Mannheim

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Sarstedt, NUmbrecht

New England Biolabs, Ipswich (USA)
MPI, Dortmund

Millipore Amicon, Witten

Sartorius stedim, Aubagne (Frankreich)

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

3.1.4 Chromatographiesaulen und -materialien

Saulenmaterial
GSH 4 Fast Flow
Ni-NTA Superflow
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Saulen

Gelfiltrationssaule, 10/300 GL Superdex 75
Gelfiltrationssaule, 10/300 GL Superdex 200
Gelfiltrationssaule, HiLoad 16/60 Superdex 75
Gelfiltrationssaule, HiLoad 16/60 Superdex 200
VYDAC-C4-Saule fur ESI-MS

3.1.5 GroRenstandards

Gelchromatographiestandard
LMW-Marker fir SDS-PAGE
DNA-Grofenstandard 1kb

3.2 Bakterienstamme

Stamm
TG1

B834(DE3)

BL21(DE3) R3/Rosetta

3.3 Enzyme

T4 DNA Ligase

DNA Polymerase

DNase |
Restriktionsendonukleasen
Taq Expand High Fidelity
TEV Protease

3.4 Synthetische Peptide

Name Aminosauresequenz
CD4,,. AYQQAERMSQIKRLLS
SNID2xI AQKDKMAEAYSEIGMKGERRRG

HLA-A2 SDRKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTACKV
HLA-B RKSSGGKGGSYSQAASSDSAQGSDVSLTA

- das jeweilige Erkennungsmotiv ist rot markiert

GE Healthcare, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg
Grace, Deerfield (USA)

Biorad, Minchen
GE Healthcare, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe

Genotyp

E. coli F'traD36 lac? A(lacZ)M15 proA
"B*/supE A(hsdM-mcrB)5 (rk-mk*McrB")
thi A(lac-proAB)

E. coli F ompT hsdSg(rs'mg’) gal dcm met
(DE3)

E. coliB F" dcm ompT hsdSg(rs-mg’) gal

A(DE3) pRARE

(BL21(DE3) Derivat mit zuséatzlichem pRARE
Plasmid, welches fir in E. coli selten vorkommende
tRNAs kodiert.)

New England Biolabs, Ipswich (USA)
Roche, Mannheim

New England Biolabs, Ipswich (USA)
New England Biolabs, Ipswich (USA)
Roche, Mannheim

gruppeninterne Herstellung

Hersteller

Biosynthan, Berlin

MPI, Dortmund (Sascha Gentz)
MPI, Dortmund (Sascha Gentz)
MPI, Dortmund (Sascha Gentz)
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3.5 Nukleinsauren

Oligonukleotide
Die zur Herstellung der Plasmide verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen
MWG Biotech und Metabion in Mlnchen synthetisiert und auf 10 pmol/ul in ddH,O geldst.

Expressionsvektoren

pET-12a Novagen, Darmstadt
pET-23d Novagen, Darmstadt
pET-28a Novagen, Darmstadt
pET-30a Novagen, Darmstadt
pET-Duet Novagen, Darmstadt
pRSF-Duet Novagen, Darmstadt
pGEX-4T1, TEV-site modifiziert GE Healthcare, Freiburg
pProEx-HTa Invitrogen, Karlsruhe

3.6 Bakterielle NAhrmedien

LB-Medium 10 g/l Bactotrypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 5 mM NaOH
TB-Medium 12 g/l Trypton, 24 g/l Hefeextrakt, 4 ml/l Glycerin
nach Autoklavieren Zugabe von:
100 mi/1 0,72 M KH,PO4, 100 ml/l 0,71 M K,HPO,

Minimalmedium zur heteronuklearen Markierung von Proteinen

Pro Liter: 0,5 g NaCl, 1,3 ml *Spurenelementlésung, 1 g Zitronensauremonohydrat,

36 mg Eisencitrat, 4,02 g KH,POy4, 5,96 g K;HPO, 4,1 ml **Zink-EDTA Lésung, 2 ml MgSOQ,,
1 g "®NH,CI (Cambridge Isotope Labaratories, Inc. Andover, USA), 25 ml 20% Glukose-
Lésung oder 2 bis 3 g "*C-Glukose

* Spurenelementlésung: 2,5 g/l Borsaure, 2,0 g/l CoCl,-6 H,0, 1,1 g/l CuCl,-2 H,0,
9,8 g/l MnCl,-2 H,0, 2,9 g/l Na;MoO,-2 H,0O

** Zink-EDTA Lésung: 5 mg/ml EDTA, 8,4 mg/ml Zn(Ac),

3.7 Antibiotika

Ampicillin Serva, Heidelberg
Kanamycin Serva, Heidelberg
Chloramphenicol Gerbu, Gaiberg

3.8 Gerite

Agarosegelkammer, DNA-SUB-Cell Bio-Rad, Miinchen
Brutschrank, Heraeus CO, Auto zero Heraeus Instruments, Hanau
CD-Spektrometer J-815 Jasco, Gross-Umstadt
Elektroporationsgerat, Gene Pulser Bio-Rad, Miinchen
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Elektrospraymassenspektrometer

Finnigan LCQ Advantage MAX Thermo

Agilent 1100 Chromatographiesystem
Elektrophorese System
ESI-Massenspektrometer Agilent 1100
HPLC-Systeme

Absoptionsdetektor, Waters 717plus

Akta® prime plus

Autosampler und Inline Entgaser AF
Konfokales Fluoreszenz-Mikroskop
Kristallisationsroboter Mosquito Crystal TTP
Microkalorimeter, iTC200
Microfluidizer, Modell 100S
Nanodrop DN-1000 UV-Spektrometer
PCR Express-Gerat
Photometer
Rock Imager
Roéntgengenerator, Detektor
Schittelinkubator
SDS Gel system, Mini protean Ill
Ultraschallbad Sonorex Super RK 103H
Ultraschallgerat, Branson Sonifier W-250
Varian Inova 600 Spektrometer (NMR)
Vortexer Vortex Genie2
Waters 600 S Controller
Waters 626 Pumpe, Waters 2487
Zentrifuge Avanti TM J-20 XP
Zentrifuge JS-HS centrifuge

3.9 Molekularbiologische Methoden

3.9.1 Polymerasekettenreaktion

Fisher Scientific, Corston (UK)
Agilent Technologies, S.C. (USA)
Bio-Rad, Miinchen

Hewlett Packard,Texas (USA)

Waters, Milford (USA)

GE Healthcare, Freiburg
Waters, Milford (USA)

LEICA (Zeiss, Goéttingen)
Labtech, Royston (UK)

GE Healthcare, Freiburg
Microfluidics Corp., Newton (USA)
Thermo Scientific, Wilming. (USA)
Hybaid, Franklin (USA)
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Formulatrix, Waltham (USA)
Marresearch, Norderstedt
Multitron, Bottmingen (Schweiz)
Bio-Rad, Mlnchen

Bandelin electronic (Berlin)
Branson, Danbury (USA)
Varian Inc. (USA)

Bender & Hobein, Bruchsal
Waters, Milford (USA)

Waters, Milford (USA)
Beckman, Fullerton (USA)
Beckman, Fullerton (USA)

In der Molekulargenetik dient die Polymerasekettenreaktion (PCR: Polymerase Chain
Reaction) der Amplifikation von DNA mittels der zellularen DNA-Polymerase. Hierbei wird
von einem DNA-Einzelstrang und einem zu dem DNA-Strang komplementaren DNA-
Oligonukleotid (Primer) ausgehend ein DNA-Doppelstrand synthetisiert und dieser Schritt in
einer Kettenreaktion mehrfach wiederholt. Durch die Verwendung spezifischer Primer
kdnnen so ausgewahlte Abschnitte der DNA in mehreren Zyklen in den Zellen vermehrt und
anschlieliend extrahiert werden. Ein Zyklus besteht dabei aus drei Schritten. Im ersten wird
die zu vermehrende DNA stark erhitzt, so dass DNA-Einzelstrange erzeugt werden
(Denaturierung). Im nachsten Schritt wird die Temperatur gesenkt, um die Bindung der
komplementaren Primer zu ermdglichen (Hybridisierung). Im letzten Schritt wird dann die
Temperatur so eingestellt, dass die DNA-Polymerase mittels der im Ansatz befindlichen
Nukleotide vom Primer beginnend den DNA-Doppelstrang effizient vervollstandigt, der dann
wiederum als DNA-Strang fiir den nachsten Zyklus dient. Ublicherweise wird dieser Zyklus
15-25x wiederholt, um ausreichende Mengen amplifizierter DNA zu erhalten.
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PCR Ansatz PCR-Programm

Bestandteil ... Volumen. .. ... Schritt ... Temperatur. . Zeit
200 ng/ul DNA-Matrize 1ul Denaturierung 95°C 120 s
2,5mM dNTPs 4 ul

10 pmol/pl 3’ Primer 1 ul Denaturierung 95°C 15s
10 pmol/ul 5" Primer 1 ul Hybridisierung Tm 30s
5000 U/ml Polymerase 0,5 ul Elongation 72°C 45-60s
10x Polymerasepuffer 5yl 15-25x
ddH,O 37,5yl Finale Elongation 72°C 420 s

mit Tr: 4°C x (Anzahl G+C) + 2°C x (Anzahl A+T) - 5°C

3.9.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode um DNA-Strange nach
ihrer Grofde zu trennen und die GrolRe anhand eines DNA-Markers zu bestimmen oder nach
einem Restriktionsverdau die DNA von Enzymen und Nukleotiden zu reinigen. Aufgrund des
negativ geladenen Phosphatriickgrates der DNA bewegt sich diese innerhalb des
Agarosegels zum positiven Pol des angelegten elektrischen Feldes. In der Gelmatrix
bewegen sich grofiere Molekiile langsamer und kleinere Molekile schneller, wodurch DNA-
Fragmente nach ihrer GrélRe aufgetrennt werden kénnen. Die Gelelektrophorese erfolgte in
horizontalen Gelsystemen bei konstanter Spannung von 110 Volt und je nach GréfRRe der zu
trennenden DNA in 1-1,5%-igen Agarosegelen. Die aufgetragenen Proben werden dabei mit
6-fachen Probenpuffer versetzt und zur GréRenbestimmung der Fragmente zudem ein 1 kb
Grolenstandard aufgetragen. Durch die Zugabe von Ethidiumbromid zum Laufpuffer und
den Gelen konnten die DNA-Fragmente unter UV-Licht visualisiert und analysiert werden.

A0X TBE . 6x.Probenpuffer ...
108 g/l Tris 10% Ficoll
55 g/l Borsaure 0,025% Bromphenolblau
3,35 g/l EDTA 0,025% Xylencyanol
60 pl/ Ethidiumbromid
ad 1L Wasser in TBE-Puffer

3.9.3 Restriktion von Plasmid-DNA

Mit der Methode des Restriktionsverdaus lasst sich doppelstrangige DNA spezifisch
schneiden, indem Restriktionsenzyme als Endonukleasen in meist palindromischen
Sequenzen schneiden. Somit kann die DNA an bestimmten Stellen geschnitten, mit anderen
Fragmenten ligiert und in mit identischen Restriktionsenzymen geschnittenen Vektoren
eingebracht werden. Der Restriktionsverdau wurde ebenso benutzt, um nach der Klonierung
die neugenerierten Plasmide zu kontrollieren, in dem das geschnittene Produkt mittels
Agarosegelelektrophorese auf seine GroéfRe hin Uberprift wurde. Es wurden die vom
Hersteller New England Biolabs angegebenen Pufferbedingungen eingesetzt.
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3.9.4 Isolierung von DNA-Fragmenten

Die Isolierung von DNA-Fragmenten nach der Restriktion aus Agarosegelen erfolgte mittels
Gelextraktionskits nach den Angaben des Herstellers Qiagen.

3.9.5 Ligation

Nach der Restriktion und Isolierung der spezifisch geschnittenen DNA-Fragmente, werden
diese in ebenso geschnittene Vektoren eingebracht. Hierzu wird die DNA-Ligase T4
verwendet, die sowohl glatte als auch uberhangende freie 3’-Hydroxyenden mit
5'-Phosphatenden des DNA-Fragments und des geschnittenen Vektors miteinander
verknupft.

Ligations-Ansatz

Bestandteil ... Volumen .
geschnittener Vektor 1l
restringiertes DNA-Fragment 8 ul
10-fach Ligationspuffer 2yl
T4 DNA-Ligase 1l
ddH,0 5l

3.9.6 Transformation und Anzucht von Bakterien

Die Transformation von E. coli erfolgte fir ein Plasmid typischerweise durch die Hitzeschock-
Methode und fir zwei Plasmide durch Elektroporation. Die hitzekompetenten oder
elektrokompetenten TG1 bzw. B834(DE3) und BL21(DE3) R3/Rosetta-Zellen wurden auf Eis
aufgetaut. Anschlieend wurde zu 50-100 pl der Bakteriensuspension entweder 1 pl Mini-
Prep DNA oder 10 pl eines Ligationsansatzes hinzugegeben und fiir 10 min auf Eis inkubiert.

Hitzeschock

Zur Transformation mittels Hitzeschock wird das Bakterien-DNA-Gemisch bei 42°C fir 1 min
erhitzt und anschlieRend wieder 5 min auf Eis runtergekuiihlt. Dann folgte die Zugabe von
etwa 300 pl sterilem LB-Medium und eine etwa 60-mindtige Inkubation bei 37°C. Diese
Bakteriensuspension wurde anschliefend auf Platten mit LB-Medium und Plasmid-
entsprechendem Selektionsantibiotikum gestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Elektroporation

Fur das Einbringen von zwei Plasmiden in elektrokompetente E. coli-Zellen wurden
Elektroporationskivetten auf Eis runtergekihlt und das Bakterien-DNA-Gemisch
hineingegeben. Der Elektroschock erfolgte in einem GenePulser mit einem
Elektrodenabstand von 2 mm bei einem Puls von 1,5 kV, 25 pF und einer Zeitkonstante von
10 s. Sofort danach wurde die Suspension mit sterilem LB-Medium auf 1 ml aufgefillt und
bei 37°C fir etwa eine Stunde inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz wie bei der
Hitzeschock-Transformation auf entsprechende LB-Platten ausplattiert und tber Nacht bei
37°C im Brutschrank inkubiert.
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3.9.7 Isolierung von Plasmiden aus Bakterien

Zur Isolierung von Plasmiden nach erfolgter Plasmidligation und Transformation in TG1-
Zellen wurde das QlAquick Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) gemaf den Herstellerangaben
verwendet.

3.9.8 Sequenzierung eines DNA-Fragmentes

Zur Uberpriifung der Gensequenzen und des Leserahmen aller in dieser Arbeit verwendeten
Expressionsplasmide, wurden diese entsprechend sequenziert. Hierbei wurde die
Kettenabbruchmethode verwendet (Sanger et al., 1977). Ein Sequenzierungs-PCR-Ansatz
besteht aus der zu untersuchenden DNA, dem Sequenzierungspuffer, einem spezifischen
Primer und Terminator Reaction Mix. Nach der PCR wurde die DNA gefallt und hausintern
kapillareletrophoretisch getrennt (MPI Dortmund, Biotechnologie).

Sequenzierungs-PCR Ansatz PCR-Programm

Bestandteil ... Volumen...........Schrtt ... Temperatur.__ Zeit
Isolierte DNA 3l Strangtrennung 96°C 10s
5" bzw. 3" Primer 1 ul Hybridisierung 52°C (25x) 5s
Terminator Reaction Mix 4 ul Elongation 60°C 240 s
10x Sequenzierungspuffer 2 ul

ddH,0O auf 20 ul

3.9.9 Herstellung von Glycerindauerkulturen

Nach erfolgreicher Proteinexpression und -aufreinigung wurde von der verwendeten Kultur
eine Glycerindauerkultur angesetzt, um bei einer erneuten Proteinexpression den
identischen Bakterienklon verwenden zu konnen. Hierzu wurden 1,2 ml der Zellkultur
(=ODgog = 0,6) mit 800 pl einer 50%-igen Glycerin-Losung steril vermischt. In
entsprechenden 2 ml Reaktionsgefalten mit Schraubverschluss wurden die Ansatze in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zu nachsten Expression gelagert.

3.9.10 Proteiniiberexpression in Bakterien

Zur rekombinanten Expression der in dieser Arbeit verwendeten Proteine wurde zunachst mit
einer sterilen Pipettenspitze eine kleine Menge der entsprechenden E. coli-Zellen aus den
Glycerindauerkulturen in 50-250 ml LB-Medium Uberfiihrt und Uber Nacht in einem
Erlenmeyerkolben als Vorkultur bei 37°C und 150 rpm im Schattler mit entsprechendem
Selektionsantibiotikum inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde 2-10 L LB-Medium fir die
Expression der Nef Proteine und TB-Medium fiir die der AP1- und AP2-Komplexe, sowie flr
die Inhibitoren sdAb19 und Neffin 1:100 angeimpft und in 5 L Erlenmeyerkolben bei 37°C
und 120-150 rpm in einem Schittler bis zu einer ODgyy von 0,6-0,8 inkubiert. Fir die
Expression des 15N-isotopenmarkiertem Nefi.210 mit C-terminalem Histidinanker, wurde ein
spezielles Minimalmedien verwendet (siehe Abschnitt 3.6). Die Kultivierung erfolgte hierbei in
Gegenwart der Selektionsantibiotika Ampicillin (100 mg/ml) oder/und Kanamycin (50 mg/ml).
Zur Expression von myristoyliertem Nef wurden 20 Minuten vor der Induktion bei einer ODgg
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von etwa 0,4 pro Liter Kultur 10 ml einer Lésung aus 5 mM Myristinsdure und 600 uM BSA
mit einem pH-Wert von 9,0 zugegeben. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte dann
mit 0,2 bis 0,5 mM IPTG (Isopropyl-1-Thio-D-Galactopyranosid), so dass das /ac-Operon des
Plasmids aktiviert wird. Fur die Expression der AP1- und AP2-Komplexe sowie die der
Inhibitoren sdAb19 und Neffin wurden hingegen zu Beginn der Expression Laktose in einer
Endkonzentration von 0,2% zugegeben und die Expression dadurch langsam induziert, weil
die Ausbeuten dadurch deutlich grofler waren als nach der Verwendung von IPTG. Die
Proteinexpression erfolgte grundsatzlich zwischen 22 und 24°C im Schittler bei 120-150 rpm
Uber Nacht, aulier beim myristoylierten Nef, bei dem die Expressionstemperatur 26°C betrug
und nur 6 Stunden inkubiert wurde.

3.9.11 Ernte und Zellaufschluss

Nach der Proteinexpression wurden die E. coli-Zellen bei 5000 rpm fir 15 min zentrifugiert
und das Sediment in entsprechendem Lyse-Puffer (je nach Reinigungsprotokoll)
resuspendiert. Zur anschlieBenden Isolierung des exprimierten Proteins wurden die Zellen
durch einen Mikrofluidizer mechanisch aufgeschlossen, in dem sie unter Hochdruck (1000
bar) durch eine enge Kammer gepresst werden. In der anschliefenden 30 minltigen
Zentrifugation bei 30000 g wurden die Zellreste sedimentiert und die zytosolischen Proteine
im Uberstand erhalten. Aus diesem werden im Folgenden die hergestellten Proteine
spezifisch mittels  Affinitdtschromatographie und GrdéfRRenausschlusschromatographie
gereinigt.

3.9.12 Reinigung von rekombinant hergestellten Proteinen

Die Proteine Nefys.210, Nefss.210, k14se, N€fas 210, m1gsk, N€fss.210, L1202k, N€fss.210, a158-178 und Nefy_z10
(GZA) des H|V-1s|=2 AIIeIs, sowie HIV-1 NefNL4_3, 41-206, HIV-1 NefNA7’ 41-206 und die TEV-
Protease wurden mit N-terminaler Histidinfusion hergestellt. Die heterotetrameren
Adapterproteinkomplexe AP1, AP1uDD und AP2 besitzen aufgrund des verwendeten pET-
Duet-Systems zwei N-terminale Histidinanker. Die Proteine myrNef;.219, myrNef-EGFP, sowie
Neffin, Neffin18x-Linker, Neffin38x-Linker und Neffin-; hingegen wurden mit C-terminaler 6-
facher Histidinfusion exprimiert.

Die Isolierung und Reinigung erfolgte mittels S&ulen mit Nickel-Nitriloessigsaure-
Matrix (Ni?*-NTA), auf die die I6sliche Proteinfraktion aufgetragen und anschlieRend mit etwa
10 Saulenvolumen Lyse-Puffer gewaschen wurde. Innerhalb des Waschschritts wurde das
auf der Saule fixierte Protein mit Hochsalzpuffer gewaschen (Puffer inkl. 1M NaCl). Die
Elution erfolgte durch den Elutionspuffer mit einem Gradienten von 30 bis 300 mM Imidazol.
Das eluierte Protein wurde anschlieend auf dessen Reinheit mittels SDS-PAGE Uberpruft
und gegebenenfalls Uber Nacht bei 4°C wahrend der Dialyse in Gelfiltrationspuffer durch
Zugabe von TEV-Protease (1:100-1:20) der Histidinanker entfernt. Je nach Reinheit des
Proteins, wurde es durch eine weitere Auftragung auf Ni**-NTA-S&ulen von ungeschnittenem
Protein gesaubert oder mittels GrélRenausschlusschromatographie weiter gereinigt.
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Lyse-Puffer ... Elutionspuffer ... Gelfiltrationspuffer. ...
20 mM Tris, pH 8,0 * ** 20 mM Tris, pH 8,0 * ** 20 mM Tris, pH 8,0 * **

100 mM NaCl 100 mM NaCl 100 mM NaCl

30 mM Imidazol 300 mM Imidazol

*sdAb19 = pH 9,0
**AP1, AP1uDD, AP2 = pH 8,7 + 10 mM TCEP

Die l6slichen Proteinfraktionen mit den Proteinen mit N-terminaler Glutathion-S-Transferase
(GST)-FUSiOﬂ Nef1_210, SH356, SdAb19, SdAb19D60R, SdAb19@102R,s1o3E, SdAb19*3,
gorNef-6er4s.200, gorNef-6€er44.000 a156-177, gorNef-9er4s.200, gorNef-9er4s.000 a156-177,
HzuS Nefigy 45210, SIV Nefiacase, 87.235 und CD3 (71.435 wurden zur Isolierung auf Saulen mit
GSH-Sepharose aufgetragen und nach dem gleichen Schema wie die Proteine mit
Histidinfusion gereinigt. Als Puffer dienten die im Folgenden beschriebenen Puffer.

Lyse-Puffer . ... .| Elutionspuffer . ... Gelfiltrationspuffer
20 mM Tris, pH 8,0 * 20 mM Tris, pH 8,0 * 20 mM Tris, pH 8,0 *
100 mM NaCl 100 mM NaCl 100 mM NaCl

10 mM reduz. GSH
*Nefi210 =+ 2 mM DTE

Nach erfolgter GroRenausschlusschromatographie wurden einzelne Protein-Fraktionen auf
dem SDS-Gel untersucht, entsprechende Fraktionen fusioniert und mit Ultrafiltrations-
einheiten fir spatere Experimente konzentriert, aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren
und bei -80°C gelagert.

3.10 Biochemische Methoden

3.10.1 Praparative GroRenausschlusschromatographie / Gelfiltration

Die GroéRenausschlusschromatographie oder auch Gelfiltration genannt ist eine Methode zur
Trennung von Proteinen eines Proteingemisches nach ihrer GroRe Uber eine porose
Saulenmatrix. Kleinere Proteine dringen in die Poren der Matrix ein und wandern dadurch
langsamer als grélere Proteine. Dadurch kommt es zur Separation zwischen schneller
eluierenden groRRen Proteinen mit kurzen und langsamer laufenden kleinen Proteinen mit
langen Retentionszeiten, die in Fraktionen aufgefangen werden. Nach dieser praparativen
Gelffiltration werden die gesammelten Fraktionen auf einem SDS-Gel untersucht,
entsprechende Fraktionen fusioniert und das isolierte Protein mit Ultrafiltrationseinheiten fir
spatere Experimente konzentriert, aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -
80°C gelagert. Neben der praparativen Anwendung der Grofienausschlusschromatographie
wurde diese Methode in dieser Arbeit auch zur Reinigung von in vitro geformten Komplexen
genutzt.
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3.10.2 Analytische GroRenausschlusschromatographie / Gelfiltration

Das Prinzip der Separation von Proteinen nach ihrer MolekulgroRe in der analytischen
Gelfiltration, entspricht dem der praparativen Gelfiltration. Fir die analytische Gelfiltration
wurden spezielle analytische S75 oder S200 10/30 Superdex-Saulen verwendet, mit denen
Proteine in kleineren Mengen eingesetzt, sowie durch die Kombination mit einer HPLC (high
performance liquid chromatography) automatisiert und sensitiver auf Homogenitat und dem
Oligomerisierungsgrades hin untersucht werden kénnen. Bei sehr niedrigen Flussraten von
0,5 ml/min wurden 100 pl einer 1 mg/ml bzw. 1,5 mg/ml konzentrierten Proteinldsung
aufgetragen und die Absorption bei 280 nm gemessen. Zur Untersuchung von
Komplexformierungen werden die Interaktionspartner zunachst einzeln und anschliellend
zusammen aufgetragen, um die Verklrzung der Retentionszeiten bzw. die friihere Elution
des Komplexes im Vergleich zu den einzelnen Proteinen zu beobachten. Da von jedem
Protein 150 pg aufgetragen wurden, liegt der kleinere Interaktionspartner molar im
Uberschuss vor, so dass die Abnahme des Peaks mit der Menge an Protein gleichgesetzt
werden kann, die die Bindung mit dem grofieren Partner eingeht. Zur Abschatzung der
Massen wurde zudem ein Gelfiltrationsstandard aufgetragen. Der verwendete Puffer wurde
frisch hergestellt und entgast eingesetzt.

3.10.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Bradford-Methode (Bradford,
1976) oder durch die Messung der UV-Absorption bei 280 nm mittels Nanodrop.

3.10.3.1 Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Der Bradford-Test ist eine photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung der
Proteinkonzentration von Proteinldsungen. Hierbei bindet der Farbstoff Coomassie-Brillant-
Blau G-250 in saurer Losung an Seitenketten der Proteine, wodurch das
Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 auf 595 nm verschoben wird. Es wurden
800 ul ddH,O vorgelegt, mit 200 ul Bradford-Reagenz versetzt und 1 ul der Proteinlésung
zugegeben und die Absorption bei 595 nm im Vergleich zu einem Ansatz ohne zugegebenes
Protein bestimmt. Anhand einer Eichgeraden, die mit bekannten Konzentrationen von BSA
erstellt wurde, 1asst sich durch die ermittelte Absorption die Proteinkonzentration berechnen.

3.10.3.2 Konzentrationsbestimmung durch die Absorption bei 280 nm

In der Bestimmung der Proteinkonzentration durch UV-Absorption wird sich zunutze
gemacht, dass aromatische Aminosaurereste eine Absorption bei 280 nm besitzen. Zur
Berechnung der Konzentration ist neben der Proteinmasse auch der spezifische
Extinktionskoeffizient des Proteins nétig, der mithilfe des Programms Protparam des
Internetservers Expasy (https://us.expasy.org) ermittelt wurde. Zur automatisierten
Berechnung der Proteinkonzentration wurde das Lambert-Beersche Gesetz (A =E * b * ¢)
angewendet, mit der Absorption (A), den Extinktionskoeffizient (E), der Weglange des Lichts
(b) und der Proteinkonzentration (c).
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3.10.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE nach Laemmli (Laemmli, 1970) wird zur Analyse von Proteinen verwendet,
in dem diese denaturiert ihrer GroRe nach auf einem SDS-Gel aufgetrennt werden. Als
Trennmedium fungierte ein diskontinuierliches Gel aus Polyacrylamid, indem im Tris-Glycin-
gepufferten System die Proteine durch SDS (Natriumdodecylsulfat) und B-Mercaptoethanol
denaturiert, entfaltet vorlagen. Das SDS ist negativ geladen, bindet an die Proteine und
Uberdeckt die Eigenladung, so dass die Proteine in einer Gelmatrix im elektrischen Feld nach
ihrer Groe aufgetrennt werden konnen. In dieser Arbeit wurden 12-20%-ige SDS-Gele
verwendet, die in einem Mini-Gelsystem der Firma Bio-Rad vertikal gegossen wurden. Auf
dem 12-20%-igen Trenngel wurde auf’erdem ein 6%-iges Sammelgel gegossen und nach
der Polymerisation des Acrylamids mit den Proteinproben beladen. Die Proben wurden in
SDS-Probenpuffer gegeben und vor dem Auftragen bei 95°C etwa 5 min lang denaturiert.
Durch eine angelegte Spannung von 200 Volt oder einem angelegten Strom von 40 mA
wurden die durch das SDS negativ geladenen Proteine so Richtung Pluspol durch die
Gelmatrix bewegt bis die Proteine auf dem Gel ausreichend getrennt waren. Anschlielend
wurden die SDS-Gele in einer Farbelésung mit 0,1% Coomassie Blue R 250 inkubiert und in
einer Entfarbelésung aus Ethanol und Essigsaure entfarbt. Die Abschatzung der
ProteingrofRen erfolgte durch Verwendung eines Molekulargewichtstandards (LMW-Marker).

SDS-Laufpuffer

SDS-Sammelgelpuffer SDS-Trenngelpuffer

25 mM Tris-HCI, pH 8,3
194 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
0,4% (m/v) SDS

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
0,4% (m/v) SDS

2 x SDS-Probenpuffer Farbelbsung Entfarbelésung

62,5 M Tris-HCI, pH 6,8
1,6% (w/v) SDS

25% (v/v) Glycerin
0,04%(w/v) Bromphenolblau
20% (v/v) B-ME

40% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Essigsaure
0,1% (w/v) Coomassie Blue R 250

10% (v/v) Ethanol
5% (v/v) Essigsaure

Bestandteil 12% Trenngel 18% Trenngel 20% Trenngel 6% Sammelgel
ddH,O 6,8 mi 2,8 ml 2,0 ml 2,7 mi

30% Acrylamid 8 ml 12 ml 12,8 ml 1,0 ml
Trenngelpuffer 5 ml 5ml 5 mil -
Sammelgelpuffer | - - - 1,25 ml

10% SDS 200 pl 200 pl 200 pl 50 pl

10% APS 100 pl 100 pl 100 pl 25 pl

TEMED 10 pl 10 10 pl 2,5l

3.10.5 Peptidsynthese

Die in dieser Arbeit nicht kauflich erworbenen Peptide wurden von Sascha Gentz (MPI
Dortmund) an einem ABI 433A Peptidsynthesizer ausgehend von einem RinkAmide
SpheriTide—Harz (0,68 mM/g) von Merck Chemicals (Darmstadt) nach Fmoc-Strategie und
Standardprotokoll (Applied Biosystems, 2004, ABI 433a Peptide Synthesizer User Guide,
Revision D, Vol.1) mittels automatisierter Festphasensynthese hergestellt (Kent, 1988;
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Woolley and Merrifield, 1963). Nach erfolgter Synthese wurden die Peptide N-terminal mittels
Essigsaureanhydrid gecappt und 3 h bei Raumtemperatur in 2,5% Wasser und 5% TIS
(Triisopropylsilan) in TFA (Trifluoressigsaure) (15 ml pro 1 g Harz) vom Harz abgespalten
und in eiskaltem Diethylether gefallt. AnschlieRend wurden die Peptide in Puffer (50%
Wasser, 50% Acetonitril (+0,1% TFA)) aufgenommen und im Vakuum Uber Nacht
gefriergetrocknet. Die Analytik und Reinigung der Peptide erfolgte an einem HPLC System
(Beckman System Gold) Uber C18-Saulen (ProntoSil 120-5-C18 AQ, 5 um, analytisch:
250x4.6 mm; praparativ: 250x20 mm Bischoff Analysentechnik, Leonberg) in einem linearen
Gradienten von 5% Puffer A (Wasser mit 0,1% TFA) zu 65% Puffer B (Acetonitril mit 0,08%
TFA) in 30 min bei einer Flussrate von 1 bzw. 10 ml/min. Die Detektion fand bei 214 nm/280
nm statt.

3.11 Biophysikalische Methoden

3.11.1 Elektrospray-lonisationsmassenspektrometrie (ESI-MS)

In der Elektrospray-lonisationsmassenspektrometrie (ESI-MS) wird eine Flussigkeit mit Hilfe
eines elektrostatischen Felds in sehr viele kleine geladene Tropfchen dispergiert. Im
elektrischen Feld werden dabei die ionisierten Molekile bei Atmospharendruck in die
Gasphase transferiert. Im Fall der verwendeten Proteinproben wurden diese zunachst tber
eine C4-Saule entsalzt und dann an der Spitze einer Mikrokapillare ionisiert, wodurch sie
sich wegen ihrer positiven Ladung in Richtung Kathode bewegen. Aufgrund der
Massenunterschiede verschiedener Proteine werden sie auch unterschiedlich stark ionisiert,
wodurch die Geschwindigkeit mit der sie sich zur Kathode bewegen proportional zur Grée
zunimmt. Mit dieser Methode war es moglich die Flugzeit TOF (engl. time of flight) der
ionisierten Proteinproben zur Kathode im elektrischen Feld zu messen, welche vom
Verhaltnis von Masse zu Ladung (m/z) abhangig ist, und damit das Molekulargewicht der
Proteinprobe bestimmt. Die Durchfihrung der Methode erfolgte nach der abgeschlossenen
Proteinreinigung zur Uberpriifung der Proteinmasse. Zur Auswertung der ermittelten
Massenspektren wurden die Computerprogramme Xcalibur und MagTran verwendet.

3.11.2 Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Mittels der isothermalen Titrationskalorimetrie (ITC) ist es mdglich kleinste
Warmeanderungen innerhalb eines thermisch isolierten Systems zu messen. Dadurch
lassen sich thermische Effekte untersuchen, die als Folge von chemischen und
biomolekularen Reaktionen auftreten. Hierbei kann eine Reaktion dem System Energie in
Form von Warme entziehen (endotherm) oder welche freisetzen (exotherm). Um eine
Warmanderung relativ zur Umgebungstemperatur messen zu kénnen, besitzt das ITC-Gerat
neben der Messzelle eine Referenzelle. In der Durchfiihrung eines ITC-Experiments wird zu
einem vorgelegten Protein in der Messzelle ein Ligand durch eine Spritze, Ublicherweise in
einer 10-fachen Konzentration, hinzu titriert, wobei alle Proben zuvor entgast werden um
Luftblasenbildung wahrend den Messungen zu vermeiden. Mess- und Referenzzelle sind
Uber ein elektrisches Rlckkopplungssystem miteinander verbunden. Dadurch wird bei einer
reaktionsabhangigen Warmeanderung in der Messzelle eine Verringerung bzw. Erhéhung
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des Heizstroms eingeleitet, um die Temperatur konstant (isotherm) zu halten. Durch diesen
bendtigten Heizstrom wird indirekt die Enthalpie der Reaktion ermittelt und als Spikes
dargestellt. Neben den direkten Aussagen zur Thermodynamik der Reaktion, lasst sich
aullerdem die Kinetik der Reaktion untersuchen. Im Gegensatz zu anderen Methoden zur
Bestimmung der Dissoziationskonstante, ist hierbei keine Modifizierung oder Immobilisierung
eines der Reaktanten nétig und kann unabhangig von der Grélie der Molekile durchgefuhrt
werden. Werden die Integrale der gemessenen Warmetonung gegen das in der Messzelle
vorliegende molare Verhaltnis zwischen den Reaktanten aufgetragen, kénnen die
Gleichgewichtskonstante (K) und die Stéchiometrie (n) der Reaktion berechnet werden.
Zudem kann aus dem Kurvenverlauf die freie Enthalpie (AG°®), die Warmeanderung
(Enthalpie: AH®) und die Anderung der Entropie (AS°) berechnet werden. Die freie Enthalpie
ergibt sich hierbei aus der Gibbs-Funktion (Formel 1):

AG°® = AH° —TAS® (Formel 1)

Die Empfindlichkeit des verwendeten iTC200-Gerats (Microcal, GE Healthcare) lasst die
Verwendung von sehr geringen Konzentrationen der eingesetzten Proteine von bis zu 2-5
UM bei einem Zellvolumen von 250 pl und einem Spritzenvolumen von 60 pl zu. Die
Affinitatskonstanten (K;) kdbnnen um die 10 M herum exakt bestimmt werden, wobei das
absolute Minimum bei den typischen zu beobachtenden Warmeéanderungen bei Protein-
Protein Wechselwirkungen bei etwa 10° M liegt. Bei sehr schwachen Affinitdten von unter
10®° M miissen hingegen deutlich héhere Proteinkonzentrationen eingesetzt werden, um
auswertbare Messungen zu erzielen. Durch mehrere aufeinanderfolgende Titrationen des
Reaktanten aus der Spritze zu dem Protein in der Messzelle, finden solange Reaktionen in
Form von Komplexbildungen statt, bis alle Bindungsstellen der vorgelegten Substanz
vollstandig besetzt sind und damit eine Sattigung erreicht wird. AnschlieBend kommt es
ausschlief3lich zu Warmetdnungen, die durch die Verdinnung des zutitrierten Reaktanten
entsteht. Dieser Verdlnnungseffekt findet dabei unabhangig von der eigentlichen Reaktion
statt, verursacht aber eventuell ebenfalls thermische Effekte in Form von
Temperaturveranderungen. Dadurch muss fur eine exakte Auswertung die
Verdiinnungswarme von der Warme der eigentlichen Komplexbildung abgezogen werden,
indem in Kontrollmessungen der Reaktant zum alleinigen Puffer titriert und die gemessene
Enthalpie von der der Reaktion abgezogen wird. Die verursachte Verdinnungswarme in der
Zelle durch den =zutitrierten Puffer ist hingegen meist vernachlassigbar gering. Die
entstehende Warmeanderung durch die Reaktion wird durch nicht-kovalente
Wechselwirkungen zwischen den Reaktanten verursacht, die durch
Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophoben und ionischen Wechselwirkungen, van-der-
Waals-Kréaften und strukturellen Anderungen der Solvathiille entstehen. Die Veranderung der
Entropie ist schwierig zu charakterisieren, da sie zum einen durch das Auflésen der
Hydrathullen ansteigt, zum anderen aber auch durch die Komplexbildung und der damit
einhergehenden Reduzierung der Freiheitsgrade abnimmt. Die Messungen dieser Arbeit
wurden ausschliel3lich bei 25°C und die Auswertung mit dem Programm ORIGIN 7.0 mit
implementierter Microcal-Software durchgeflihrt.
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3.11.3 Circular-Dichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie)

Mit der Circular-Dichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) lassen sich die Anteile an
Sekundarstrukturelementen eines Proteins bestimmen. Hierbei geben a-helicale Bereiche
ein sehr viel starkeres Signal im kurzwelligen UV-Bereich als B-Faltblatt-Elemente. Bei der
Methode wird ausgenutzt, dass chirale Proteine rechts und links-zirkular polarisiertes Licht
unterschiedlich stark absorbieren und dies zu Uberlagerungen des polarisierten Lichtes zu
einer elliptischen Verschiebung fuhrt, was als Zirkulardichroismus bezeichnet wird. Die
unterschiedliche Absorption von beiden kreispolarisierten Wellenanteilen flihrt zu elliptischer
Polarisation im austretenden Licht, die in Abhangigkeit von der Lichtwellenlange als CD-
Spektrum aufgezeichnet wird. Die a-Helices von Proteinen weisen hierbei eine negative
Veranderung der Elliptizitat bei 222 nm und 208 nm und eine positive bei 190 nm und 195
nm auf. Die B-Faltblatter hingegen zeigen negative Peaks bei 220 und 215 nm und einen
positiven Peak bei 195 nm. Durch das Auftreten eines der beiden spezifischen CD-Spektren,
kann auf ein gefaltetes Protein in der gemessenen Probe geschlossen werden. Bei der
Durchfihrung der Messung wurden 0,5-5 pM des entsprechenden Proteins in 5 mM KP;-
Puffer, (pH 7,5) verdinnt und in zirkular polarisiertem Licht der Wellenlangen von
260-190 nm in 1 nm-Schritten bei einer Integrationszeit von 1 sec und einer Pfadlange von 2
mm bei einer Temperatur von 25°C gemessen. Die Kiihlung des CD-Spektrometers wurde
durch flissigen Stickstoff mit einer Flussrate von 3 I/min gewahrleistet. Es wurden 10
Messungen durchgefliihrt und die gemessene Intensitaten der Spektren gemittelt als mittlere
molare Elliptizitat pro Rest dargestellt (deg-cm?-dmol’").

(Formel 2)

d: Pfadlange (mm)

c¢: Konzentration des Proteins (M)

n: Anzahl der Aminosauren des Proteins
I: Intensitat des CD-Signals (mdeg).

Mit Hilfe der Formel 2 wurde die erhaltene Elliptizitat in die mittlere residuale Elliptizitat
umgerechnet. Eine Analyse des Sekundarstrukturanteils der Proteine wurde mit dem
Programm DICHROWEB durchgefuhrt (Whitmore and Wallace, 2004).

3.11.4 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie)

Die Kernspinresonanzspektroskopie kann zur Strukturaufklarung von organischen Molekillen
wie Proteinen eingesetzt werden und gibt Informationen zur Proteinfaltung sowie zu
dynamischen Prozessen, Konformationsanderungen oder Wechselwirkungen mit anderen
Molekilen. Die Methode basiert auf Resonanz-Wechselwirkungen zwischen Radiowellen
und bestimmten Atomkernen der zu untersuchenden Probe, die sich in einem sehr starken
aulleren homogenen Magnetfeld befindet. Ausschlaggebend flir die Anwendung dieser
Methode ist, dass alle Atomkerne, aul3er g,g-Kerne (Kerne mit einer geraden Protonen- und
Neutronenanzahl), einen von null abweichenden Eigendrehimpuls bzw. Kernspin (j)
besitzen, der um seine eigene Achse rotiert. Dieser Drehimpuls verursacht ein magnetisches
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Dipolmoment(ug)und kann daher an ein Magnetfeld ankoppeln. Das gyromagnetische
Verhaltnis (y)bezeichnet dabei den Proportionalitatsfaktor zwischen dem Spin und dem
magnetischen Moment des Kerns.

G=y-d=y-hJl(I+1) (Formel 3)

I: Kernspinquantenzahl (kann halbzahlig oder ganzzahlig sein)
h: Planck-sches Wirkungsquantum

Werden Kerne mit einem Kernspin in ein Magnetfeld (B,) eingebracht, richten sich die
magnetischen Momentvektoren parallel oder antiparallel im Feld aus und es kommt zu einer
Aufspaltung der Kernniveaus, wodurch sich der energetische Zustand des Kerns andert.
Durch die Verwendung eines magnetischen Wechselfeldes werden Ubergdnge zwischen
energetischem Grundzustand und Anhebung des Kernniveaus angeregt, indem die
Frequenz des Wechselfeldes der Larmorfrequenz bzw. der Resonanzbedingung entspricht.
Diese Resonanzfrequenzen der Kernspins liegen bei den heute erreichten
Magnetfeldstarken je nach verwendetem Isotop zwischen 200 MHz und 900 MHz. Da die
Anzahl an Kernen, die auf ein héheres Energieniveau angehoben werden und daher Energie
aus dem Magnetfeld absorbieren Uberwiegt, kann ein Signal gemessen werden. Jeder
magnetisierte Kern der Proteinprobe wurde im NMR-Spektrum nur ein einziges Signal
ergeben. Doch erzeugen die den Kern umgebenen Elektronen ebenfalls ein Magnetfeld,
dass durch die Beeinflussung von benachbarten Magnetfeldern in dessen Umgebung diesen
vom angelegten aulleren Magnetfeld abschirmen. Denn durch die Bewegungen der
Elektronen benachbarter Magnetfelder, wirken diese dem &auBeren Magnetfeld (B,)
entgegen, wodurch eine Verringerung des Magnetfelds des betrachteten Kerns (B )
stattfindet.

B, =B,-0B, =B,(1-0) (Formel 4)
O : Abschirmkonstante: charakterisiert die Abschirmung des Kerns durch die Elektronenhille

Diese Anderung der Resonanzfrequenzen der betrachteten Kerne werden im NMR-
Spektrum als chemische Verschiebungen registriert, die Ublicherweise relativ. zum
Referenzsignal von Tetramethylsilan in parts per million (ppm) angegeben werden. Um
Uberlagerungen vieler verschiedener Signale aufzuldsen, kdnnen bei gréReren Molekilen
wie Proteinen mit 2D-Experimenten und dabei insbesondere mit heteronuklearen NMR-
Experimenten HSQC-Spektren (HSQC: Heteronuclear Single Quantum Coherence)
aufgenommen werden. Aufgrund des weit besseren Signal/Rausch-Verhaltnis (S/N) werden
dafiir die Kerne der Isotope 'H, *C, "N und *'P verwendet, die jeweils einen Kernspin %
besitzen. Aufgrund der geringen natiirlichen Haufigkeit der Isotope "*C und "N, werden fiir
die NMR-Messungen diese wahlweise in Proteinen angereichert (markiert). Im Falle von
'H/"®N HSQC-Spektren, wie sie in dieser Arbeit aufgenommen wurden, wird aufgrund der
schlechteren gyromagnetischen Verhaltnisse der '°N-Atome das 'H-Proton angeregt und
dann die Magnetisierung auf den '°N-Kern (ibertragen. Daraus ergibt sich ein HSQC-
Spektrum, in dem jedes auftretende Signal ein 'N-Atom mit gebundenem Proton
reprasentiert, so dass es aus den H"-Protonen des Proteinriickrats sowie den Signalen der
NH,-Gruppen und den aromatischen H"-Protonen der Aminosaurenseitenketten besteht. Die
Aminogruppe vom Lysin und die Guadiningruppe vom Arginin sind Ublicherweise nicht zu
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sehen, da sie beim physiologischen pH zu stark mit dem Wasser austauschen. Aufgrund der
spezifischen Lokalisierung der Kerne innerhalb des gefaltenen Proteins wird ein spezifisches
HSQC-Spektrum erhalten, in dem jedem erhaltenen Signal eine Aminosaure zugeordnet
werden kann, was in mehreren verschiedenen NMR Experimenten geschieht. Zur
Verwendung von HSQC-Experimenten in Bindungsstudien, kdénnen dem Isotopen-
markiertem Protein Liganden zugesetzt werden, wodurch bei einer Interaktion, durch die
veranderte magnetische Umgebung der an der Interaktion beteiligten Aminosaurereste,
Veranderungen der chemischen Verschiebungen auftreten.

3.11.5 Kiristallographische Strukturaufkldarung von Proteinen

3.11.5.1 Proteinkristallisation

Die Rontgenstrukturanalyse ist zusammen mit der NMR und elektronenmikroskopischen
Methoden einer der wichtigsten Methode der molekularen Strukturbiologie. Anders als bei
den anderen beiden Methoden, in denen das Protein in Lésung vorliegen kann, muss es flir
die Rontgenstrukturanalyse in kristallisierter Form eingesetzt werden, in der es in einer
geordneten periodischen Gitterstruktur vorliegt. Der Vorteil der Kristallographie gegeniiber
der NMR besteht darin, dass es prinzipiell keine Limitierungen der Masse der eingesetzten
Proteine oder Proteinkomplexe existiert. Der Nachteil hingegen ist, dass das Protein nicht
nur kristallisiert werden, sondern auf’erdem in Form von grof3en, einwandfrei angeordneten
Einkristallen vorliegen muss. Auch wenn die Kristallisationsbedingungen eines Proteins nicht
vorhergesagt werden kann, kann der Prozess durch die Reinheit der Probe und die
Uniformitat des Proteins verbessert werden. Das Protein geht dabei in einer Ubersattigten
Lésung in einen festen Phasenzustand (ber, wobei diese Uberséattigung durch das
Hinzufligen eines Prazipitanten wie Salze oder Polymere und der daraus resultierendenen
Verdrangung des Proteins aus der Losung erreicht wird. Die Konzentration des Prazipitants
und der Proteinkonzentration wird durch die Diffusion von Wasser aus der Proteinldsung
oder durch Diffusion des Prazipitants in die Proteinlésung langsam erhoht. Dieser Prozess
lasst sich zudem durch weitere Faktoren wie die Proteinkonzentration, die Temperatur, den
pH-Wert oder andere Substanzen wie Alkohole oder Detergenzien beeinflussen. Die
Diffusion wird durch die beiden Methoden des hanging drop und sitting drop erreicht, indem
sich ein Tropfen des 1:1 Gemisches aus Proteinldsung und Prazipitationslésung mit einer
Reservoirlésung aus 100%-iger Prazipitationsldsung zusammen in einer geschlossenen
Kammer befindet. Durch die langsame Ubersattigung des Proteins, kann es zur Nukleation
(Kristallisationskeimbildung) und folgend zum Kristallwachstum kommen. Dabei wird die
Ubersattigung verlangsamt, da durch die Kristallisation der Lésung Protein entzogen wird, so
dass das System von der labilen Nukleationszone in die metastabile Zone, in dem das
Kristallwachstum stattfindet, zurlckkehrt (Abbildung 14). Das Kristallwachstum findet so
lange statt, bis ein Gleichgewichtszustand hergestellt ist. Oftmals werden zunachst Kristalle
erhalten, die beispielsweise verwachsen oder zu dinn sind, so dass durch den Zusatz von
Additiven oder Detergenzien die Kristallisationsbedingung optimiert werden muss, um
optimale Einkristalle zu erhalten. Selbst danach kdnnen in manchen Fallen aufgrund
fehlerhafter Kristallgitteranordnungen keine ausreichend gutes Rdntgenbeugungsmuster
erhalten werden.
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Prazipitation

Nukleation

Startpunkt Ende des 1™ .
Kristallwachtums Kristallwachstum
#)
. |

Kristallentnahme mit
Nylon-Ose in Cryolésung

Proteinkonzentraton —M88 ——

Prazipitationsmittelkonzentraton ——

Abbildung 14: Schema eines Phasendiagramms mit beispielhaftem Kristallisationsverlauf. Im
Diagramm ist gezeigt, dass sich die Proteinlésung am Startpunkt in einer untersattigten, klaren
Lésung befindet. Durch die stetige Diffusion von Wasser aus dem Tropfen heraus in die Gasphase
erhdéht sich die Protein- und Prazipitationsmittelkonzentration. In der labilen Zone kommt es zur
Nukleation bzw. Kristallkeimbildung, wodurch die Proteinkonzentration im Tropfen gesenkt wird,
wahrend die Prazipitationsmittelkonzentration weiter steigt. Im weiteren Verlauf bewegt sich der
Kristall innerhalb der metastabilen Zone, was zum Kristallwachstum fiihrt. Am Kristallisationsende
kann der Kristall mit einer Nylon-Ose in Cryolésung entnommen und schockgefroren werden.

Im Zuge dieser Arbeit wurde zur initialen Kristallisation von Proteinen die sitting drop-
Methode angewendet, um im Hochdurchsatz zunachst Bedingungen zu identifizieren, die flr
die Kristallisation des eingesetzten Proteins gunstig erscheinen. Hierbei wurden kommerziell
erhaltliche Kristallisationsscreens verwendet, die jeweils 96 Prazipitationslésungen mit
unterschiedlichen Zusammensetzungen enthalten. Mittels des Kristallisationsroboters
Mosquito der Firma Labtech wurde dann auf einer 96er Kristallisationplatte in einem
erhohten Well 100 nl der Proteinldsung mit 100 nl der Prazipitationslosung aus der
Reservoirlésung derselben Kammer gemischt und die Platte mit transparenter Klebefolie
dicht verschlossen. Neben den 96 verschiedenen Kristallisationsansatzen und dem
Einsetzen von drei Tropfen mit verschiedenen initialen Proteinkonzentrationen auf derselben
Platte, wurde auch die Temperatur variiert, in dem eine Platte bei 4°C und eine bei 20°C
inkubierte, so dass mit zwei Platten 576 Bedingungen getestet werden konnten. Nach
erfolgreicher initialen Kristallisation des Proteins, wurde die folgende manuelle Optimierung
in 24-well Kiristallisationplatten durchgeflhrt, in der pH-Wert, Prazipitationsmittel und
Proteinkonzentrationen um der initialen Bedingung herum variiert wurde. Fur die folgende
Datenaufnahme wurden die Kristalle mit einer Nylon-Ose in eine Cryoldsung, bestehend aus
der Kristallisationslosung und 15-30% Glykol/Ethylenglykol, dberfuhrt und in flussigem
Stickstoff schockgefroren (Abbildung 14).
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3.11.5.2 Datenaufnahme

Proteinkristalle bestehen aus einem Kristallgitter, das aus einer vielfachen Wiederholung der
Einheitszelle zusammengesetzt ist, die es wiederum durch die wiederholte Translation
entlang seiner Kanten ausbildet. Die Einheitszelle weist unterschiedliche Symmetrien auf, die
durch die unterschiedliche Anordnung der asymmetrischen Einheit innerhalb der Zelle durch
Anwendung moglicher Symmetrieoperationen gebildet wird. Dadurch konnen die Gittertypen
mit ihren Symmetrieoperationen in 65 mdgliche Raumgruppen unterteilt werden. Wird in
Folge der Datenaufnahme ein Rontgenstrahl auf den Kristall gerichtet, durchquert der
Groliteil des Strahls den Kristall. Ein Bruchteil hingegen wechselwirkt mit der Elektronenhille
der Atome im Kristall, wodurch diese angeregt werden. Wahrend diese angeregten
Elektronen in den Grundzustand zurlickkehren, werden die Réntgenstrahlen emittiert. Die
konstruktive Interferenz mehrerer Rdntgenstrahlen ergibt im Vergleich zum eingehenden
Roéntgenstrahl gebeugte Réntgenstrahlen, die mit einem Detektor detektiert werden.

3.11.5.3 Das Phasenproblem

Die Beugung des Rodntgenstrahls entspricht einer Reflexion einer imaginaren Ebenenschar
mehrerer parallelen Ebenen mit einem Winkel (8), wobei nach dem Braggschen Gesetz der
maximale Beugungswinkel (6,,,) dem kleinsten beobachtbaren Ebenenabstand (d
entspricht, der als Mal} der Auflosung der Kristallstruktur verwendet wird.

min )

min — .}/ (Formel 5)
2-sind

max

y: Wellenlange der Réntgenstrahlen

Detektiert wird dabei die Summe der Intensitaten der gebeugten Réntgenstrahlen der
einzelnen Ebenenscharen, die als Reflexe auf der Rontgenbeugungsaufnahme zu erkennen
sind. Die Lage dieser Ebenenscharen und die an ihr gebeugten Réntgenstrahlen sind durch
die Millerschen Indizes (h, k, ) definiert. Prinzipiell enthalt ein gebeugter Réntgenstrahl durch
seine Wellenldnge, seiner Amplitude und seiner Phase alle Informationen der
dreidimensionalen Anordnung der Atome im Kristallgitter. Wahrend die Wellenlange durch
die Beugung nicht verandert wird, und die Amplitude durch die relative Intensitat des
Reflexes auf dem Detektor ermittelt werden kann, ist die Messung der Phase nicht moglich.
Aufgrund des Fehlens der Phaseninformation, ist die direkte Rekonstruktion der
Elektronendichte mittels Fouriertransformation nicht moglich. Zur Berechnung der
Elektronendichte p an einem bestimmtem Punkt (x, y, z) im Kristallgitter, sind neben der
Strukturamplitude und der Intensitdt des gemessenen Reflexes auch die dazugehoérige
Phase nétig (Formel 6), die unter anderem durch molekularen Ersatz ermittelt werden kann.

p(xy,z)= &ZF(h, k,1)- @i (hkl) . g2a(hxkylz) (Formel 6)

F(h,k,I): Strukturfaktoramplitude
hk,l: Die gemessene Intensitat des Reflexes
a(h,k,l): Der Phasenwinkel des dazugehdrigen Reflexes
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3.11.5.4 Molekularer Ersatz

In der vorliegenden Arbeit wurden die Phasen der gemessenen Reflexe uber den
molekularen Ersatz in silico berechnet, wobei neben dieser Methode noch weitere de novo-
Methoden wie SIR/MIR (single isomorphous replacement/multiple isomorphous replacement)
oder MAD (Multi-wavelength anomalous diffraction) existieren. Fiir den Molekularen Ersatz
muss bereits eine Struktur existieren, bei der eine Sequenzidentitdt von mindestens 25%
zum gesuchten Protein vorliegt, damit die Wahrscheinlichkeit hoch ist, dass sich die Phasen
ebenfalls gleichen. Die Koordinaten der bekannten Struktur dienen dazu, die
Strukturfaktoramplituden und die Phasen fir das Modell zu berechnen. Da sich
Ublicherweise die Raumgruppen und die Orientierungen der Strukturen unterscheiden, wird
das bekannte Strukturmodell Gber Translations- und Rotationsfunktionen in die neue
Kristallzelle platziert und erst danach die Elektronendichte berechnet.

3.11.5.5 Verfeinerung eines Strukturmodells

Zur Prozessierung der Rontgenbeugungsdaten wurde das fir akademische Zwecke frei
zugangliche Softwarepaket XDS (Version von 2011 und 2012) verwendet (Kabsch, 2010).
Die Reduzierung der 2-dimensionalen Daten mit XDS erfolgt mit diesem Paket in mehreren
aufeinanderfolgenden Schritten, in denen auch die Mosaizitat, die aufgenommenen Bilder
und die Raumgruppen-spezifischen Statistiken und Symmetrien Uberprift werden kénnen.
Die anschlieBende Skalierung der Daten der Reflektionen aus XDS erfolgte mit XSCALE,
wobei zusatzlich die in der Prozessierung verwendete Auflosung der Struktur begrenzt
werden kann. Mit XdsConv wurden dann die prozessierten Reflektionsdaten zur Verwendung
von anderen Programmen wie CCP4 oder SHELX in passende Dateiformate umgewandelt.
Zur Erstellung des Strukturmodells wurde anschlieRend das Programm Phaser (Version
2.5.0) des CCP4i Softwarepakets verwendet (McCoy et al., 2007; Potterton et al., 2004;
Winn et al., 2011).

Nach der Erstellung des ersten Strukturmodells wird in iterativen Schritten das Modell
an die Elektronendichte angepasst und gegebenenfalls die Aminosauresequenz des
berechneten Modells aufgrund der Unterschiede des verwendeten Modells korrigiert. Dies
wurde mit dem Programm Coot (Version 0.7) durchgeflihrt, dass zum Bauen, Verfeinern und
Analysieren von kristallografisch geldsten Strukturen eingesetzt wird (Emsley and Cowtan,
2004; Emsley et al., 2010). AuRerdem enthalt diese Struktur Ublicherweise zunachst auch
Fehler in Bindungslangen und -winkeln sowie unwahrscheinliche Torsionswinkel und
Strukturgeometrien. Aus diesem Grund wird in einer folgenden Verfeinerung versucht, die
Differenz zwischen den experimentell erhaltenen Strukturfaktoramplituden F_,, und den vom
aktuellen verwendeten Modelles berechneten F_,. zu minimieren. Mit dem Programm
Refmac (Version 5.5) des CCP4i Softwarepakets (Potterton et al., 2004) wurden dabei die
Atomkoordinaten immer wieder leicht variiert und F_,, neu berechnet und dieses mit F_,,¢
verglichen, bis die geringsten mdglichen Differenzen zwischen F_,, und F_, erreicht war.
Um die Qualitat der schrittweisen Verfeinerung uberprufen zu kénnen, werden F,,, und F_,,
verrechnet und die Ubereinstimmung durch den kristallografischen R-faktor (Ruork)
ausgedriickt.

2

Fobs(h’k’l)_(Fcalc(h’k’l)|
D Fops(hk,1)

(Formel 7)
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Theoretisch kénnte bei einer identischen Ubereinstimmung der R-Faktor 0 betragen, doch
existieren fur jedes Modell kleinste Unterschiede, so dass der tatsdchliche R-Faktor bei
Strukturen mit Auflésungen um die 2 A meist zwischen 0,15 und 0,2 liegt. Bei jedem
Verfeinerungsschritt werden die Phasen verbessert, was wiederum mit einer weiteren
Verbesserung des Modells einhergeht. Damit besteht auch das Risiko der Uberanpassung
des Modells, da die moglicherweise manuell fehlerhaft veranderten Daten, das berechnete
Modell nur scheinbar verbessert. Dadurch wird neben dem R-Faktor auch der Ry berechnet
und zur Kontrolle der Verfeinerungsschritte verwendet. Dieser besteht zu 5% aus
unbeeinflussten Reflexen, welche von den Verfeinerungsschritten ausgenommen werden.

3.11.5.6 Verfeinerung durch Nicht-Kristallographische Symmetrien (NCS)

Wenn innerhalb der asymmetrischen Einheit mehrere identische Proteinstrukturen existieren,
kann eine Verfeinerung nach nichtkristallographischen Symmetriebeziehungen durchgefihrt
werden. Dies wurde mit dem Programm Phenix (Version 1.8.1) durchgefihrt (Adams et al.,
2010). Hierbei missen die einzelnen Strukturen festgelegt werden, dessen
Elektronendichten dann vom  Computerprogramm nach  nichtkristallografischen
Symmetrieoperationen Ubereinandergelegt und gemittelt werden. Dies lasst sich mit der
Annahme durchfihren, dass die Molekille innerhalb des Kristallgitters in identischer
chemischer Umgebung strukturell Ubereinstimmen. Je mehr Moleklle dabei verwendet
werden kdénnen, desto besser wird die gemittelte Elektronendichte.
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4 Ergebnisse

4.1 Inhibition von Nef durch die Bindung groBer molekularer Inhibitoren

4.1.1 Biochemische Charakterisierung von sdAb19 und Komplexbildung mit Nef

Um den Einzeldomanen-Antikdrper sdAb19 im Komplex mit HIV-1 Nef biochemisch und
strukturbiologisch charakterisieren zu kdnnen, musste zu Beginn die Klonierung von sdAb19
durchgefuhrt sowie dessen Expression und Reinigung etabliert werden. Das Plasmid mit
dem Gen von sdAb19 wurde freundlicherweise aus den Laboren von Serge Benichou (Paris)
und Kalle Saksela (Helsinki) zur Verfigung gestellt. Wahrend das Genprodukt dieses
Plasmids C-terminal ein 16-fachen flexiblen Linker mit anschlieRendem Hexa-Histidinanker
enthielt, wurde dieses zur folgenden bakteriellen Expression so in ein pGEX-Vektor
eingebracht, dass nach TEV-Digestion ausschlieRlich das funktionelle Protein isoliert
erhalten wurde. Besonders fur kristallographische Ansatze sind die zuséatzlichen N-
terminalen flexiblen Bereiche stérend.

Die Expression von sdAb19,.4s erfolgte im Bakterienstamm BL21(DE3)-R/Rosetta
welcher flir E. coli seltene tRNAs exprimiert, wodurch in 5 | Medium eine Proteinausbeute
von 10,5 mg erreicht wurde (Abbildung 15). Die Reinigung erfolgte durch GSH-
Affinitadtschromatographie, sowie nach der proteolytischen Abspaltung des GST-
Fusionsproteins durch die TEV-Protease mittels Gelfiltration bzw. GréRenausschluss-
chromatographie. Au’erdem wurde Uberprift, ob sdAb19 nach bakterieller Expression und
Reinigung gefalten vorliegt. Dazu wurde es in der CD-Spektroskopie eingesetzt, um dartber
hinaus auch erste strukturelle Informationen zu erhalten. Das Spektrum weist den typischen
Verlauf fur ein Protein auf, das hauptsachlich aus B-Faltblattern besteht (Abbildung 15).
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Abbildung 15: SDS-PAGE mit Proben der bakteriellen rekombinanten Expression und
Reinigung des Einzeldominen-Antikérpers sdAb19, sowie Uberpriifung von dessen Faltung.
Dargestellt sind die einzelnen Reinigungsschritte von sdAb19, von Proben aller Proteine der
verwendeten E. coli und dem Zelllysat nach AufschlieRen der Zellen, tUber das Sediment und der
I6slichen Proteinfraktion nach Zentrifugation bis zur Reinigung mittels GSH-Affinitatschromatographie
und Gelfiltration nach dem TEV-Protease-Verdau. Der LMW-Marker weist auf dem 20%igen SDS-Gel
fur sdAb19 auf eine Masse von etwa 13 kDa hin. Die praparative Gelfiltration erfolgte mit einer 16/60
Superdex 75-Saule. Zur Uberprifung der Faltung von sdAb19 sowie zur Ermittlung seiner
allgemeinen Konformation wurde ein CD-Spektrum aufgenommen, das durch einen negative Peak um
die 220 und 215 nm und einen positiven Peak bei 195 nm eine B-Faltblatt Faltung aufweist.
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Nach der erfolgreichen Reinigung von sdAb19, wurde zur Untersuchung der Bindung
zwischen Nef und sdAb19 und zur Ermittlung der Komplexstdchiometrie analytische
Gelfiltrationen von Nefs5219 und sdAb19 einzeln und im Komplex durchgefiihrt. Hierbei
wurden 100 pl jedes Protein mit einer Konzentration von 1,5 mg/ml (150 pg) auf eine
analytische 10/30 Superdex 75-Saule aufgetragen, so dass dadurch der jeweils kleine
Bindungspartner im Uberschuss vorlag. Als entgaster Puffer diente 100 mM NaCl mit 20 mM
Tris-HCI, (pH 9,0). In Abbildung 16 ist zu erkennen, dass Nef bei einem Retentionsvolumen
von 12 ml und sdAb19 bei 14,2 ml eluiert, was im Vergleich zum GrdRenstandard den
apparenten Massen von etwa 20 kDa bzw. 13 kDa entspricht. Der Komplex aus Nef und
sdAb19 eluiert in einem einzelnen, monodispersen Peak bei einem Retentionsvolumen von
11,2 ml, was einer Masse von etwa 33 kDa entspricht. Nef und sdAb19 bilden somit einen
stabilen und stéchiometrischen 1:1-Komplex aus. In einem weiteren analytischen
Gelfiltrationslauf wurde untersucht, ob eine zeitgleiche synergistische Bindung von sdAb19
und der modifizierten SH3-Doméane B6 (SH3gs) mdglich ist. Hierzu wurde zu den 150 pg
Nefss210 und sdAb19 auch 150 pg SH3gs zugegeben. Hierbei verschiebt sich das
Retentionsvolumen auf 10,6 ml, was einer Masse von etwa 44 kDa und einem
stéchiometrischen 1:1:1-Komplex entspricht (Abbildung 16). Es konnte also ein stabiler
Komplex aus Nefys210, SdAb19 und SH3gs hergestellt werden, dessen apparentes
Molekulargewicht sich etwas grofRer als der Marker bei 44 kDa einstellt.
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Abbildung 16: Analytische GroRenausschlusschromatographie zur Untersuchung der
Komplexstochiometrie von Nef;s.210-sdAb19 und Nef;5.210-sdAb19-SH3gs. Es wurden vier
Einzelldaufe durchgefihrt von Nefss219 (rot) und sdAb19 (tlrkis) alleine und der Komplexe
Nefs5.210-sdAb19 (hellbraun) und Nefys210-sdAb19-SH3ge (dunkelbraun). Von jedem Protein wurden
100 pl einer 1,5 mg/ml konzentrierten Losung eingesetzt, so dass die kleineren Bindungspartner im
Uberschuss vorlagen. Dadurch spiegelt die Verkleinerung des sdAb19-Peaks bei 14,2 ml die
Proteinmenge wider, die in den Komplex mit Nef lbergeht. Zur Durchfiihrung wurde eine 10/30
Superdex 75-Saule und ein entgaster Laufpuffer aus 20 mM Tris-HCI, (pH 9) und 100 mM NaCl
verwendet.
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Nach der erfolgreichen Formierung des Nef-sdAb19-Komplexes erfolgten zur Bestimmung
der Affinitdt zwischen beiden Proteinen ITC-Messungen, woflr sie im selben Puffer der
analytischen Gelfiltration dialysiert wurden. In allen folgenden ITC-Experimenten des
Abschnitts 4.1.1 wurde der Ligand in einer Konzentration von 200 uM in 19 Injektionen mit je
2 pl zu 20 uM des Bindungspartners titriert. Als Kontrollmessung wurde zunachst die SH3gs-
Doméane zu Nefss.,10 titriert und die durch die Reaktion entstehenden Warmeténungen
aufgenommen (Abbildung 17 A). Die ermittelte Affinitat liegt bei 18,7 nM und damit im
Bereich der bekannten Affinitat zwischen Nef und SH3gs. AnschlieRend folgte die Messung
mit sdAb19 und Nefys.210, in der eine Affinitat von 38,6 nM ermittelt wurde (Abbildung 17 B).
Da es sich bei diesen Messungen um das in dieser Arbeit Ublicherweise verwendetes HIV-1
Nef Allel SF2 handelt, aber fir die Immunisierung des Lamas zur Erzeugung des
Einzeldomanen-Antikérpers das HIV-1 Allel NL4-3 verwendet wurde, folge ein weiteres ITC-
Experiment mit Nefy.4.3 und sdAb19. Die Affinitat betragt hierbei 18,5 nM und ist damit etwas
héher als bei Nefsg, (Abbildung 17 C). AuRerdem wurde ein weiteres HIV-1 Nef Allel namens
Nefyaz exprimiert, gereinigt und mittels ITC zu sdAb19 eine Bindungsaffinitat von 118 nM
ermittelt (Abbildung 17 D). Damit interagiert Nefsg, nur etwa halb so affin mit sdAb19 als
Nefya3, aber 4-fach starker als das Allel NA7. Diese Experimente zeigen, dass die Affinitat
zwischen sdAb19 und Nef im niedrigen nanomolaren Bereich liegt und sdAb19 eine sehr
hohe Bindungsspezifitat fur das HIV-1 Nefy.4.3 Protein aufweist. Die Bindungsstochiometrie
zwischen Nef und sdAb19 betragt in allen Messungen ungefahr 1:1, so dass pro Molekul Nef
nur ein Molekil sdAb19 komplexiert wird. Die Bindungsenergien setzen sich aus hohen
negativen Enthalpiednderungen (exotherme Reaktion) und negativen Entropiedanderungen
zusammen, so dass die Reaktion exergon ist und daher spontan ablauft.

Da in der vorliegenden Arbeit aus Grunden der Proteinstabilitdt und hoherer
Expressionsausbeuten in vitro fast ausschlieBlich mit dem N-terminal verkirzten Nefss.210
gearbeitet wurde, wurde in einer weiteren ITC-Messung auch die Affinitadt zwischen sdAb19
und dem myristoylierten, natirlichen Wildtyp Nef (myrNef) bestimmt um zu untersuchen, ob
der Myristinanker und der N-Terminus Einfluss auf die sdAb19-Bindung hat. Zur Herstellung
von myristoyliertem Nef wurde ein mit einem C-terminalen Hexa-Histidinanker versehendes
Nefiz10 zusammen mit der humanen N-Myristoyltransferase (hNMT) coexprimiert. Der
Unterschied zur Ublichen  Expressionsbedingung besteht darin, dass vor
Expressionsinduktion eine Myristinsdure/BSA-L6sung zugegeben wird und damit die
coexprimierte NMT die Myristinsaure in Form von Myristyl-CoA an Glycin2 des N-Terminus
von Nef kovalent Ubertragt.

Im ITC-Experiment, in dem sdAb19 zu myrNef titriert wurde, betragt die Affinitat
32,7 nM und entspricht damit in etwa der Affinitat die zwischen Nef,5.,10 und sdAb19 erhalten
wurde und auch die Bindungseinergien sind vergleichbar (Abbildung 17 B und E). Dies zeigt,
dass der Myristinanker sowie die Reste des N-terminalen Bereichs von 2-44 nicht an der
Interaktion mit sdAb19 beteiligt sind. Dies war zu erwarten, da diese Reste im Nefy.4.3-
Konstrukt bei der urspringlichen Immunisierung des Lamas auch fehlten. Um die
C-terminale flexible Schleife ebenfalls als mdgliche Bindestelle von sdAb19 zu untersuchen,
wurde ein dhnliches ITC-Experiment nochmal mit einer Nefs5.210 a158-178-Mutante durchgefihrt,
in dem der Grofiteil der C-terminalen flexible Schleife deletiert ist. Durch dessen Fehlen
verringert sich die Affinitat zu sdAb19 um das 2,5-fache auf etwa 98 nM (Abbildung 17 F),
was darauf hindeutet, dass die Schleife méglicherweise einen kleinen Beitrag zur Interaktion
mit sdAb19 leistet.
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Abbildung 17: Kalorimetrische Messung der Interaktion zwischen dem Einzeldoménen-

Antikérper sdAb19 und HIV-1 Nef. (A)

ITC-Experiment zwischen der bindungsoptimierten

SH3-Domane B6 (SH3ge) und HIV-1 Nefys210. (B) ITC-Titrationen von sdAb19 zu Nefys10, (C) zu
NefNL4_3 41-2065 (D) ZU NefNA7 45-2065 (E) ZU myriStoyliertem Nef1_210 (meref) und (F) ZU Nef45_210;A153_178. In
jedem Experiment wurden 200 yM Ligand in 19 Injektionen mit je 2 pl zu 20 yM Nef titriert. Als Puffer
diente 20 mM Tris-HCI (pH 9,0) mit 100 mM NaCl. Die Messtemperatur betrug 25°C. Alle relevanten
Messwerte sind tabellarisch zusammengefasst.
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Anhand drei verschiedener Nef Allele konnte gezeigt werden, dass die Bindungsspezifitat
zwischen sdAb19 und HIV-1 Nefy4.3 recht hoch ist. Um zu Uberprifen, ob sdAb19 auch mit
weiterentfernt verwandten Nef Proteinen interagiert, wurden SIV Nef 230 Und ein aus dem
Gorilla stammendes Nef namens gorNef exprimiert, gereinigt und zusammen mit sdAb19 in
ITC-Messungen eingesetzt. Wahrend HIV-1 Nefsg, in einem Sequenzvergleich zu 87% mit
HIV-1 Nefys3 und zu 89% mit HIV-1 Nefyaz identisch ist, ist es bei gorNef nur zu 59% und
bei SIV Nefmaczzs zu 50% (Abbildung 18).

HIV-1 Nefsr2
HIV-1 Nefna?
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Abbildung 18: Darstellung der variablen und konservierten Bereiche von Nef anhand eines
Sequenzvergleichs zwischen Nefsg,, Nefya;, Nefyiss, gorNef und SIV Nefi,ac239. Der Grad der
Konservierung der Aminosauren ist ausgehend von der Farbe rot fir sehr konserviert, tber violett,
weill und hellgriin bis turkis fur sehr variabel dargestellt. Im Vergleich zur Sequenz von Nefsg; (100%)
ist die Sequenz von Nefya7 zu 89%, die von Nefy 4.3 zu 87%, die von gorNef zu 59% und die von SIV
Nefnac2zs zU 50% identisch. Besonders die N- und C-terminalen Bereiche beinhalten viele variable
Bereiche. Grau hinterlegt sind die N-terminalen Bereiche, die in den verwendeten N-terminal
verkurzten Konstrukten dieser Arbeit deletiert wurden.

ITC-Messungen, in denen sdAb19 zum einen zu SIV Nefiac239, Und zum anderen zu
gorNefyq.009 titriert wurden zeigen, dass beide Proteine hier nicht in einem messbaren
Affinitatsbereich mit sdAb19 interagieren (Abbildung 19 A und B). Damit interagiert sdAb19
nur mit Nef Proteinen aus HIV-1, wobei sich auch die Affinitdten der drei untersuchten Nef
Allele zu sdAb19 leicht unterscheiden. Diese Beobachtungen korrelieren mit Ergebnissen
von Experimenten, in denen die Inhibition der Nef-vermittelten CD4-Runterregulierung durch
sdAb19 bei verschiedenen Nef Allelen Uberprift wurde. Hierbei inhibiert sdAb19 Nefy 4.3 am
besten, Nefsg, geringfligig schlechter und Nefyaz nur etwa halb so gut (Bouchet et al., 2011).
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Abbildung 19: Kalorimetrische Messung zur Untersuchung der Interaktion zwischen sdAb19
und gorNef bzw. SIV Nef. (A) ITC-Messung zwischen sdAb19 und dem aus dem HIV-1 Subtyp-P
stammenden gorNef und (B) zwischen sdAb19 und SIV Nef.c030. In jedem Experiment wurden 200
MM Ligand in 19 Injektionen mit je 2 ul zu 20 uM Nef titriert. Als Puffer diente 20 mM Tris-HCI, (pH
9,0), mit 100 mM NaCl. Die Messtemperatur betrug 25°C.

4.1.2 Biochemische Charakterisierung eines Nef-Inhibitors mit fusionierten
sdAb19-SH3-Doménen im Komplex mit Nef

Die bisherigen Untersuchungen an Nef und sdAb19 mittels analytischer Gelfiltration und ITC-
Messungen zeigen, dass sdAb19 in einem stochiometrischen 1:1 Verhaltnis und einer
niedrigen nanomolaren Affinitdt an das Nef Protein bindet. In der ersten veréffentlichten
Studie von sdAb19 hat sich dieser Einzeldomanen-Antikdrper als sehr potenter Inhibitor fir
Nef herausgestellt, wobei ein paar Funktionen wie die Internalisierung von MHC-I jedoch
nicht inhibiert wurden (Bouchet et al.,, 2011). Aus diesem Grund wurde an der weiteren
Verbesserung von sdAb19 gearbeitet.

Da die synergistische Bindung von SH3gs und sdAb19 an Nef mdglich ist, wurde zur
Erhéhung der Affinitat und der inhibitorischen Eigenschaften nach dem Prinzip des “wrapping
Nef“ (Breuer et al., 2011), beide Doméanen mit einem kurzen flexiblen Linker aus 8
Aminosaureresten (AAAGGSGG) miteinander verknlipft. Dabei wurde der C-Terminus von
sdAb19 mit dem N-Terminus der SH3ge-Domane verbunden (Abbildung 20) und der daraus
resultierende Inhibitor Neffin genannt (Bouchet et al., 2012; Jarviluoma et al., 2012).
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8X: AAAGGSGG

18X: AAGGGSGGGSSAAGGSGG
38X AAGGGSGGGSSAGGGSGGGSSAGGGSGGGSSAAGGSGG

Abbildung 20: Schematischer Aufbau und strukturelles Modell des Inhibitors Neffin. Neffin
besteht aus den Domanen sdAb19 (griin) und SH3gs (blau), die mittels eines acht Aminosauren
umfassenden flexiblen Linker miteinander verbunden sind. In weiteren getesteten Konstrukten wurde
dieser auf 18 bzw. 38 Reste verlangert (Neffin18x und Neffin38x).

Zur Expression von Neffin wurde das von unseren Kooperationspartnern Serge Benichou
(Paris) und Kalle Saksela (Helsinki) freundlicherweise zur Verfiigung gestellte Plasmid pET-
12a-Neffin verwendet, in der zusatzlich zur Sequenz von sdAb19, des Linkers und der
SH3gs-Doméne, sich C-terminal ein nicht abschneidbarer 17 Reste umfassender Linker
anschlief3t, dem dann erst der Hexa-Histidin-Anker folgt. Zwei kirzere Konstrukte von Neffin
mit abschneidbaren Fusionsanker tendierten stark zur Aggregation, so dass eine effiziente
Expression und Reinigung nicht erfolgen konnte. Die des langeren Konstrukts hingegen
konnte im Bakterienstamm BL21(DE3)-R/Rosetta mit einer Ausbeute von 6 mg Protein aus
51 Medium in ausreichenden Mengen durchgefuhrt werden (Abbildung 21). Die Reinigung
wurde hierbei mittels Saulen mit Nickel-Nitriloessigsaure-Matrix  (Ni-NTA) und
anschlielender GroéRenausschlusschromatographie durchgefihrt. AuRerdem wurde, wie
schon bei sdAb19, die Faltung von Neffin nach Expression und Reinigung mittels CD-
Spektroskopie Uberprift. Wie sdAb19 besteht auch Neffin mehrheitlich aus B-Faltblattern
(Abbildung 21), was durch einen negativen Peak um die 220 und 215 nm und einen positiven
Peak bei 195 nm im CD-Spektrum zu erkennen ist.
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Abbildung 21: Darstellung einer SDS-PAGE mit Proben der bakteriellen rekombinanten
Expression und Reinigung von Neffin. Auf dem gezeigten SDS-Gel wurden Proben der einzelnen
Reinigungsschritte von Neffin und somit Proben des bakteriellen Gesamtproteins vor und nach IPTG-
Induktion, dem Zelllysat nach AufschlielRen der Zellen, dem Sediment und der I6slichen Proteinfraktion
nach Zentrifugation. Proben der anschlieBenden Reinigung mittels NTA-Ni Affinitatschromatographie
und Gelfiltration sind rechts aufgetragen. Durch den Vergleich der Massen des LMW-Markers ist
letztendlich auf dem 20%igen SDS-Gel eine saubere Bande bei etwa 23 kDa von Neffin zu erkennen.
Die paparative Gelfiltration erfolgte mit der 16/60 Superdex 75-Saule. Zur Uberpriifung der Faltung
von Neffin, wurde nach der Reinigung eine CD-Spektroskopische Messung durchgefiihrt. Neffin
besteht wie sdAb19 Uberwiegend aus B-Faltblattern, da auch hier das CD-Spektrum einen negativen
Peak um die 220 und 215 nm und einen positiven Peak bei 195 nm und diese damit den Hauptteil der
Sekundarstrukturelemente ausmachen.

Nachdem fir den Nef-sdAb19-SH3gs-Komplex eine 1:1:1-Stéchiometrie ermittelt werden
konnte, wurde im Folgenden zur Analyse der Komplexstochiometrie des Nef-Neffin-
Komplexes ebenfalls analytische Gelfiltrationen durchgefuhrt (Abbildung 22). Far einen
direkten Vergleich der entstehenden Komplexe wurden in dem gleichen Experiment auch die
gleichen Komplexe wie in Abbildung 16 mitgefuhrt. Wie zuvor lauft Nef bei einer Masse von
20 kDa, sdAb19 bei 13 kDa, der Komplex aus beiden bei 33 kDa und der trimere Nef-
sdAb19-SH3gs-Komplex bei 44 kDa. Neffin alleine lauft trotz seiner Masse von etwa 23 kDa
mit einem spaten Retentionsvolumen langsamer und damit als relativ kleines Molekul Gber
die analytische 10/30 Superdex 75-Saule. Dies hangt moglicherweise damit zusammen,
dass die SH3gs-Domane von einer praparativen und auch analytischen Gelffiltration sehr spat
eluiert wird und diese auch bei Neffin auf der Retentionssaule wie ein Anker wirkt (siehe
dazu auch Abbildung 40). Hinzu kommt ein kleiner Peak im Ausschlussvolumen bei 8 ml, bei
dem es sich um kleine Mengen von Aggregaten von Neffin handelt. Durch die Auftragung
von Nefys.210 zusammen mit Neffin kommt es interessanterweise nicht zu einem Komplex, der
der apparenten GroRe des trimeren Nef-sdAb19-SH3gs-Komplexes entspricht, sondern zu
einem einzelnen monodispersen Peak bei einem Retentionsvolumen von 9,2 ml, so dass
dieser Komplex deutlich gréRer ist (Abbildung 22). Die apparente Masse entspricht eher
einem 2:2- oder 3:3-Komplex aus mehreren Nefys.210- und Neffin-Molekilen.
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Abbildung 22: Analytische GroRenausschlusschromatographie zur Untersuchung der
Komplexstochiometrie des Nefys.010-Neffin-Komplexes. Zum Vergleich der Komplexstéchiometrien
wurden im Experiment nochmals sdAb19 (tirkis) und die SH3ge-Domane mit einbezogen. Es wurden
somit 6 einzelne Laufe durchgefihrt von Nefs.210 (rot), sdAb19 (tlrkis) und Neffin (magenta) alleine
und der Komplexe Nefys.210-sdAb19 (hellbraun), Nefys 21o-sdAb19-SH3gs (dunkelbraun) und Nef-Neffin
(lila). Von jedem Protein wurden 100 pl einer 1,5 mg/ml konzentrierten Losung eingesetzt, so dass die
kleineren Bindungspartner im Uberschuss vorlagen. Dadurch spiegelt die Verkleinerung des sdAb19-
Peaks bei 14,2 ml und die des Neffin-Peaks bei 17 ml die Proteinmenge wider, die in den jeweiligen
Komplex mit Nef tibergeht. Zur Durchflihrung wurde eine 10/30 Superdex 75-Saule und ein entgaster
Laufpuffer aus 20 mM Tris-HCI, (pH 9) und 100 mM NaCl verwendet.

Um zu untersuchen, ob eine Verlangerung des Linkers von Neffin zwischen sdAb19 und der
SH3gs-Domane Auswirkungen auf die Komplexbildung mit Nef hat, wurde dieser wie in
Abbildung 20 zu sehen auf 18 und 38 Reste verlangert und wie zuvor Neffin mit seinem 8-
fachen Linker mittels analytischer Gelfiltration analysiert (Abbildung 23). Es wurden auch hier
100 ul jedes Protein in einer Konzentration von 1,5 mg/ml und damit 150 ug eingesetzt und
die Proteine auf eine 10/30 Superdex 75-Saule aufgetragen. Es ist zu erkennen, dass Nef
und Neffin wie zuvor einen dimeren oder trimeren Komplex mit resultierendem einzelnen
monodispersen Peak ausbilden. Durch die Verlangerung des 8-fachen Linkers von Neffin zu
einem mit 18 bzw. 38 Resten andert nichts an der Ausbildung des Komplexes, so dass alle
drei Peaks ein etwa identisches Retentionsvolumen bei 9,2 ml besitzen. Es kommt also
weder zu Oligomerisierungen mit Proteinaggregationen im Ausschlussvolumen, noch zu
kleineren Komplexen aufgrund der unterschiedlichen Linkerlangen. Allein durch die
unterschiedlichen Massen der verschiedenen Neffin-Konstrukte gibt es leichte
Verschiebungen im Elutionsvolumen, so dass Nef-Neffin (lila) am spatesten, Nef-Neffin18x
(dunkelgrin) etwas friher und Nef-Neffin38x (dunkelblau) am friihesten eluiert wird und der
letztere Komplex damit am grofdten ist. Deutlich werden die unterschiedlichen Massen von
Neffin, Neffin18x und Neffin38x durch ihr einzelnes Laufverhalten mit Neffin bei 17,5 ml
(magenta), Neffin18x bei 14,5 ml (tlrkis) und Neffin38x bei 13,5 ml (hellblau).
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Abbildung 23: Analytische GroRenausschlusschromatographie zur Untersuchung der
Auswirkungen unterschiedlicher Linkerldangen zwischen sdAb19 und SH3gs von Neffin auf die
Komplexbildung mit Nef. Es wurden zunachst die vier einzelnen Proteine Nefss.219 (rot), Neffin
(magenta), Neffin18x (hellgrin) und Neffin38x (hellblau) alleine aufgetragen. Anschlief3end folgten die
Komplexe aus Nef und Neffin (lila), Nef und Neffin18x (dunkelgrin) sowie Nef und Neffin38x
(dunkelblau). Von jedem Protein wurden 100 pl einer 1,5 mg/ml konzentrierten Lésung eingesetzt, so
dass in diesem Fall der Peak des kleineren Bindungspartners Nef bei 11,9 ml um die Menge kleiner
wird, die in den Komplex mit Neffin Gbergeht. Zur Durchfiihrung wurde eine 10/30 Superdex 75-Saule
und ein entgaster Laufpuffer aus 20 mM Tris-HCI, (pH 8) und 100 mM NaCl verwendet.

Da es keinen Unterschied zwischen den drei getesteten Neffin-Konstrukten in der
Komplexbildung mit Nef gibt, wird im folgenden weiter mit Neffin mit 8-fachen Linker
gearbeitet. Die Affinitdt zwischen Nef und Neffin wurde dann mittels isothermaler
Titrationsexperimente mit den drei verschiedenen Nef Allelen SF2, NL4-3 und NA7 ermittelt
(Abbildung 24). Es wurde in jedem Experiment Neffin in der Konzentration von 200 uM in 19
Injektionen mit je 2 pl zu 20 uM Nef hinzutitriert. Die ermittelten Affinitaten liegen in einem so
hohen Bereich, der es fast unmoglich macht diese mittels ITC zu bestimmen. Fir Neffin zu
Nefsgz und Nefyq3 werden Affinitaten zwischen 1 nM und 4 nM erhalten (Abbildung 24 A und
B), wobei hierbei nicht auszuschliefen ist, dass die nicht noch hoéher und damit im
pikomolaren Bereich liegen. Wie zu erwarten liegt aufgrund der etwas geringeren Affinitat
von Nefyaz zu sdAb19 die Affinitat auch zu Neffin mit 14,4 nM etwas niedriger (Abbildung 24
C). Die Bindungsstdchiometrie (n) zwischen Nef und Neffin ist kleiner als zwischen Nef und
sdAb19, so dass dieser Komplex mdglicherweise eine andere Stdochiometrie besitzt. Die
Bindungsenergien der Reaktionen wiederum setzen sich ebenso aus sehr hohen negativen
Enthalpieanderungen und negativen Entropieanderungen zusammen.
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Abbildung 24: Charakterisierung der Bindungseigenschaften zwischen Nef und Neffin mittels
isothermaler Titrationskalorimetrie. Fir die kalorimetrische Messung wurden 200 uM Neffin in 19
Injektionen mit je 2 pyl zu (A) 20 uM Nefgg,, sowie zu (B) 20 yM Nefyq.3 und zu (C) 20 uM Nefyaz
titriert. Es wurde ein entgaster Puffer mit 20 mM Tris-HCI, (pH 8,0) und 100 mM NacCl eingesetzt und
die Messungen bei 25°C durchgefiihrt. Alle relevanten Messwerte sind tabellarisch zusammengefasst.

4.1.3 Strukturelle Charakterisierung des Komplexes aus Nef und sdAb19

4.1.3.1 Kristallisation und Strukturlosung des Nef-sdAb19-Komplexes

Nach der biochemischen Charakterisierung des Komplexes aus sdAb19 und Nef erfolgt im
weiteren Verlauf der Arbeit die Strukturbestimmung. Hierflir wurden Komplexe aus sdAb19
und Nefss210 (Abbildung 25), sowie sdAb19 und Nefss.210a158-178 (Abbildung 26) in vitro
geformt. Zur Komplexbildung wurde das jeweilige Nef mit sdAb19 in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal® vermischt und der daraus resultierende Komplex Uber eine praparative
16/60 Superdex 75-Gelfiltrationssaule gegeben, um diese von Uberschissigen, nicht im
Komplex gebundenen Proteinen zu saubern. Die Reinheit der Komplexe wurde auf SDS-
Gelen Uberprift (Abbildungen 25 und 26) und daraufhin konzentriert und in der Kristallisation
eingesetzt.

Nach der Bildung und Reinigung der dimeren Komplexe Nefss210-sdAb19 und
Nefys.210,0158-178-SdAb19, wurde zu einem Teil der Proben als dritter Bindungspartner eine
aquimolare Menge der SH3gs-Domane zugegeben und damit die trimeren Komplexe
Nefy5.210-sdAb19-SH3gs und Nefys.210 a158-178-SAAD19-SH3ge formiert. Diese wurden ebenfalls
Uber eine praparative Gelfiltration gereinigt (Abbildungen 25 und 26). Der Grund fir die
zusatzliche kristallografische Verwendung der SH3gs-Domane ist, dass sich auf friheren
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Erfahrungen basierend, die SH3-Domane unterstitzend auf den Kristallisationsprozess
auswirkte indem sie stabilisierend auf Nef wirkt. AulRerdem kénnte die Struktur eines Trimers
auch einen Hinweis auf die Formung des Komplexes aus Nef und Neffin geben.
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Abbildung 25: Formierung der Komplexe aus Nef;s.210 und sdAb19 ohne und mit SH3gs-Domane
in vitro. Die Proteine Nefys.210, SdAb19 und SH3ge wurden einzeln exprimiert, gereinigt und zunachst
Nef mit sdAb19 in vitro vermischt. (A) Die Reinigung des 1:1-Komplexes erfolgte tber eine praparative
16/60 Superdex 75 Gelfiltrationssaule, wobei (B) die Reinheit des Komplexes mittels SDS-PAGE
Uberprift wurde (hellblau). Nach erfolgter Konzentrierung des Komplexes folgte die Zugabe der
SH3ge-Domane zu einem Teil der Probe und (A) die Reinigung des 1:1:1-Komplex wie zuvor mittels
praparativer Gelfiltration, mit (C) der Analyse der Reinheit iber eine weitere SDS-PAGE (dunkelblau).
Dargestellt sind 20%ige SDS-Gele der denaturierenden SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung.
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Abbildung 26: Formierung der Komplexe aus Nefs210a158-173 und sdAb19 ohne und mit
SH3gg-Domaéne in vitro. Wie schon in Abbildung 24 beschrieben, wurden auch hier Nefys.210.a158-178,
sdAb19 und SH3ge einzeln exprimiert, gereinigt und Nef mit sdAb19 in vitro vermischt und (A) der 1:1-
Komplex uber einer praparativen 16/60 Superdex 75 Gelfiltrationssaule gereinigt (hellgriin). (B) Die
erhaltenen Proben wurden mittels SDS-PAGE auf dessen Reinheit Uberprift und zu einem Teil der
Probe zusatzlich SH3gs gegeben und (A) dieser 1:1:1-Komplex ebenfalls auf die praparative
Gelfiltrationssaule aufgetragen (dunkelgriin). (C) Daraus ergibt sich der 1:1:1-Komplex aus Nef,
sdAb19 und SH3gs; wie im SDS-Gel zu erkennen. Dargestellt sind 20%ige SDS-Gele der
denaturierenden SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung. Im SDS-Gel mit dem Nefy5.210 a158-178-SdAb19-
Komplex (B) ist noch schwach die Bande einer GST-Verunreinigung bei etwa 26 kDa zu erkennen.

Es wurden Proteinkristalle der trimaren Komplexe Nefss.210a158-178-SdAb19-SH3gs und
Nefys.210-sdAb19-SH3gs erhalten und geldst, wobei die Optimierung des Letzteren weit
langwieriger und die Auflosung der Kristallstruktur nicht so gut war wie bei dem Komplex mit
deletierter flexiblen Schleife. Die Kristallisationsansatze des erst genannten Komplexes
hingegen ergaben schnell wachsende und gut beugende Kristalle, was auf das Fehlen der
C-terminalen flexiblen Schleife von Nef zuriickgefuhrt werden kann.

Die Kristallisation des Komplexes Nefss.210 a158.178-SdAb19-SH3ge wurde im hanging
drop und sitting drop-Verfahren durchgeflihrt, wobei diese in sehr verschiedenen
Kristallisationsbedingungen erfolgreich war. Aus der Bedingung mit 0,2 M Kaliumformat und
20% PEG 3350 wurde im sitting drop-Verfahren aus 10 mg/ml des Komplexes ein Kristall
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erhalten und dessen Struktur im hausinternen Roéntgenlabor unter Verwendung einer
Réntgenbeugungsapparatur (Fa. Marresearch) bis zu einer Aufldsung von 2,5 A gelést. Der
Datensatz wurde mittels XDS prozessiert und die Struktur durch molekularen Ersatz unter
Verwendung der Nef-Fyn Struktur 1EFN (Lee et al., 1996) sowie eines Vuy Einzeldomanen-
Antikérpers mit dem pdb-Eintrag 1SJV (Spinelli et al., 2004) geldst.

In parallelen Optimierungsplatten wurde durch die Zugabe verschiedener Salze als
Kristallisationszusatze in der Bedingung 0,2 M Kaliumformat und 17,5% PEG 3350 und 0,35
M Ammoniumchlorid weit bessere Kristalle im hanging drop-Verfahren bei einer
Proteinkonzentration von 10 mg/ml erhalten, von denen einer bis 2,1 A streute und am SLS-
Synchrotron (Villingen, Schweiz) ein Rontgenbeugungsdatensatz aufgenommen wurde. Er
hat eine primitive tetragonale Raumgruppe von P4, (76) und Dimensionen der Einheitszelle
von a =b =73,07 A ¢ =71,25 A mit den Winkeln a = B = y = 90°. Zur Lésung der Struktur
durch molekularen Ersatz wurde als Modell die zuvor geléste und oben erwahnte Struktur
von Nefs5.210 a158-178-SAAb19-SH3gs mit der Auflésung von 2,5 A verwendet. In Tabelle 1 sind
die Kristallparameter sowie die Statistiken der Datenaufnahme und der Modellverfeinerung
zusammengefasst.

Tabelle 1: Kristallparameter und Statistiken der Datenaufnahme und der Modellverfeinerung
der Struktur von Nef45.210’A153.178-SdAb19-SH336.

Datenaufnahme und Kiristall
Rdntgenquelle SLS X10SA
Wellenlange (A) 0,979400
Raumgruppe P44 (76)
Einheitszelle
a, b, c, (A) a=b=73,07, c=71,25
a, B,y (%) a=p=y=90
Aufldsung (A) 41,75-2,1
Aufgenommene Bilder 1-400
Anzahl der Reflexe 95957
Anzahl der einzigartigen Reflexe 47918
Vollstandigkeit (%) 98,94
Multiplizitat 2,0
Rsym (%) 7.9
I/o(l) 17,16
Matthews Koeffizient (A°/Da) 2,56
Lésungsmittelgehalt (%) 52,02
Verfeinerung
Atome (Protein, Lésungsmittel) 2459
Wasser 131
R-Faktor (%) 20,18
Rfree (%) 23,64
Rmsd vom Idealwert
rms der Bindung 0,008
rms der Winkel 1,288
Durchschnittlicher B-Wert 2,97
Ramachandran Plot
Favorisiert (%) 93,59
Erlaubt (%) 6,05
Verboten (%) 0,36
Fehlende Aminosduren 35
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4.1.3.2 Strukturelle Charakterisierung der Vy-Doméane sdAb19

Wahrend es von dem Komplex zwischen Nef und der SH3gs-Domane schon mehrere
verschiedene Strukturen gibt und deshalb hier nicht detailliert auf die Charakteristika dieser
Interaktion eingegangen wird, ist die in dieser Arbeit geloste Struktur von sdAb19 ganzlich
neu. Es ist die erste Struktur eines Antikérpers, der direkt mit einer nanomolaren Affinitat an
HIV-1 Nef bindet und dadurch verschiedene Funktionen von Nef inhibiert. SdAb19 weist eine
sehr kompakte Struktur mit einer typischen Immunglobulin-Faltung (B-Fass Form) auf
(Abbildung 27 A und B). Hierbei besteht diese aus insgesamt 12 [-Stréangen, die
nebeneinander mit ihren Seitenketten interagierend um den Mittelpunkt des Proteins
kreisformig angeordnet sind. Diese Anordnung der B-Strange ist ein charakteristische
Eigenschaft der Fab-Fragmente von Antikorpern (Harris et al., 1992). Dies gilt auch fir die
Anordnung des N- und C-Terminus, die sich an gegenuberliegenden Enden eines parallelen
B-Faltstranges befinden (Abbildung 27 B). Die drei komplementierenden bestimmenden
Regionen (CDR: Complementarity Determining Region) bilden die variablen Bereiche, mit
der sdAb19 Antigene erkennt und bindet. CDR1 befindet sich zwischen den B-Strangen 3
und 4 (gelb), CDR2 von Mitte des B-Stranges 5 an bis zur Mitte des B-Stranges 6 (rot) und
CDR3 vom Ende des B-Stranges 10 bis zum Ende des B-Stranges 11 (blau) (Abbildung 27
B). Das Ausmall der Konservierung der Faltung und der Sekundarstrukturelemente wird
durch eine strukturelle Uberlagerung von sdAb19 mit einem anderen Einzeldomanen-
Antikoérper deutlich, der als Antigen Lysozym bindet (Abbildung 27 C und D, weif®) (pdb-
Eintrag: 1TMEL (Desmyter et al., 1996)). Die Bereiche, die sich ausschliefl3lich voneinander
unterscheiden, sind die variablen und flexiblen Bereiche der CDRs. Besonders CDR2 und
CDR3 unterscheiden sich in ihrer Konformation und Lange, denn in sdAb19 ist CDR3
besonders kurz, wahrend CDR2 hingegen langer ist als bei vielen anderen Einzeldomanen-
Antikérpern (Hinz et al., 2010). Zudem besteht ein Unterschied darin, dass die Cysteine 24
und 97 bei sdAb19 keine Disulfidbricke ausbilden und damit reduziert vorliegen (Abbildung
27 D), was aber keine Auswirkungen auf die Funktionalitat des Antikérpers hat.
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Abbildung 27: Struktur und Aufbau des Einzeldomanen-Antikorpers sdAb19. (A) Blick auf die
Gesamtstruktur von sdAb19 inklusive der Elektronendichte-Karte. (B) Darstellung von sdAb19 im
Schleifendiagramm mit Fokus auf CDR1 (rot), CDR2 (gelb) und CDR3 (blau) sowie auf die typische
Immunglobulin-Faltung mit insgesamt 12 B-Strangen von der Seite und um 180° gedreht. Die -
Strénge sind hierbei von 1-12 durchnummeriert. (C) Strukturelle Uberlagerung von sdAb19 (griin) mit
der Vyy-Domane des pdb-Eintrages 1MEL (weil®) (Desmyter et al., 1996). CDR1, CDR2 und CDR3
des Molekiils sind beschriftet. (D) Detailansicht der beiden intermolekularen Cysteine, die in 1MEL
eine Disulfidbriicke ausbilden. In sdAb19 ist auch an der dargestellten Elektronendichte gut zu
erkennen, dass Cystein 24 und 97 keine Disulfidbriicke ausbilden.

4.1.3.3 Charakterisierung der Bindungsflache zwischen Nef und sdAb19

Als nachstes soll auf die Interaktion zwischen sdAb19 und Nef eingegangen werden. Neben
einem Molekul des Einzeldomanen-Antikorpers sdAb19 befinden sich in der asymmetrischen
Einheit (AU) des Kristalls ein Nefss.210a158-175- und ein SH3gs-Molekill (Ketten A, B und C).
Zusammen mit seinen Symmetrieverwandten, interagieren im Kristall jeweils ein sdAb19 mit
zwei Nef-Molekilen. Zur Ermittlung der physiologisch relevanten Interaktionsflache zwischen
beiden, wurde mittels des PISA-Servers die Grofe der Interaktionsflachen der Nef-sdAb19-
Interaktion innerhalb und auRerhalb der AU berechnet. Hierbei ist die Interaktionsflache mit
735 A? zwischen sdAb19 und einem symmetrieverwandten Nef-Molekiil deutlich gréRer, als
die der Interaktion mit dem Nef innerhalb der asymmetrischen Einheit (442 A?). Ein weiterer
Hinweis flr die richtige Interaktionsflache sind die variablen CDRs, die an der Interaktion mit
Nef beteiligt sein missen, weil sie flr die Antigenerkennung des Antikorpers zustandig sind
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(Abbildung 28 C). Deshalb ist der Nef-sdAb19-Komplex mit der Interaktionsflache von 735 A?
der physiologisch relevante Komplex, der sich auch in vivo formiert (Abbildung 28 A).

Damit wurde ein Komplex erhalten, in dem zum einen die SH3gs-Domane wie
erwartet durch hydrophobe und elektrostatische Interaktionen an das PxxP-Motiv von Nef
sowie mit Phenylalanin 93 der RT-Schleife tief in die RT-Schleifen Bindetasche von Nef
bindet (Abbildung 28 B, Vergleich Abbildung 11). AufBerdem interagiert sdAb19 mit
Bereichen des C-Terminus von Nef, die sich an der gegeniberliegenden Seite der SH3ge-
Bindungsflache befinden. Dadurch sind der C-Terminus von sdAb19 und der N-Terminus
von SH3gs in Hinblick auf eine Verknlpfung, wie sie fir Neffin geplant war, sehr weit
voneinander entfernt. Die Auflistung der an der Nef-sdAb19 Interaktion involvierten
Aminosaurereste in Tabelle 2 zeigen, dass auf Seiten von Nef im Bereich der AS 188 bis 205
viele Reste des C-Terminus beteiligt sind, wobei aber auch eine Beteiligung von Resten aus
der C-terminalen flexiblen Schleife (152-184) aufgrund dessen starke Verkiirzung nach der
Deletion der Reste 158-178 in dieser Struktur nicht ausgeschlossen werden kann (Abbildung
28 B). Auf Seiten des sdAb19 interagieren vor allem Reste der CDR2 mit Nef, wobei aber
auch CDR1 und CDR3 an der Interaktion beteiligt sind (Abbildung 28 C).

7354 .

asymmetrische
Einheit (AU)

Abbildung 28: Struktur des Komplex Nefss.210158-17s-SdAb19-SH3gs. (A) Die asymmetrische
Einheit (AU) besteht aus den drei Molekilen SH3gs (Kette A: hellblau), Nefss.010a158-178 (Kette B:
orange) und sdAb19 (Kette C: griin). Im Kristall interagieren jeweils ein Nef mit zwei sdAb19-
Molekiilen, wobei die Interaktionsflache mit dem Nef innerhalb der AU 442 A? und mit dem Nef-
Molekiil auRerhalb der AU 735 A? betragt. (B) Der physiologisch relevante Komplex besteht aus
sdAb19 der Kette C und dem symmetrieverwandten Nefys210a158-178 der Kette B” und SH3gs der Kette
A’. Die fehlenden Bereiche der C-terminale flexiblen Schleife wurden schematisch eingezeichnet und
die N- und C-Termini sind beschriftet. (C) Es wird deutlich, dass hauptsachlich CDR2 (rot), aber auch
CDR1 (gelb) und CDRS (blau) mit Nef interagiert.
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Zur Analyse der an der Interaktion beteiligten Reste von Nef und sdAb19 wurden zunachst
mittels des PISA Servers biophysikalische Eigenschaften wie die GréRen der zuganglichen
und verdeckten Oberflichen und die Solvatationsenergien A'G jedes Restes berechnet
(Tabelle 2). Jeder einzelne Rest ist aufgrund seiner Position im Protein mit einer bestimmten
Flache dem Losungsmittel ausgesetzt. Diese wird umso kleiner, je mehr sich der Rest in der
Interaktionsflache befindet und an der Interaktion beteiligt ist. Im Umkehrschluss lasst sich
die durch die Interaktion verringerte Flache als verdeckte Oberflache beschreiben.
AuRerdem kann fiir jeden Rest die Abnahme der freien Energie durch Solvatation (A'G)
berechnet werden. Dieser wird als Differenz zwischen der Solvatationsenergie der Reste im
getrennten und interagierenden Komplex in kcal/mol angegeben. Wie aus der Tabelle 2 zu
entnehmen, befinden sich von Nef 25 Reste und von sdAb19 18 Reste in den
Interaktionsflachen des Nef-sdAb19-Komplexes (Tabelle 2: jeweils dick gedruckt), da ihre
sonst flr Losungsmittel zuganglichen Flachen durch die Interaktion verdeckt werden und
sich ihre Werte fir die freie Solvatationsenergie dndern. Werden in der Umgebung dieser
Aminosauren in einer Distanz zwischen 2-3,5 A nach méglichen interagierenden Resten
gesucht, sind an der Bindung von Nef (Tabelle 2: gelb umrandet) und auch von sdAb19
(Tabelle 2: griin umrandet) lediglich 7 Reste direkt beteiligt und essenziell. Auf Seiten von
Nef sind das Tyrosin 139, Lysin 148, Glutamat 155, Arginin 188, Lysin 192, Glutamat 201
und Histidin 203. Diese interagieren Uber Wasserstoffbriickenbindungen oder ionischen
Bindungen mit den 7 Resten Asparagin 35, Tryptophan 49, Serin 56, Threonin 59,
Aspartat 60 und 63, sowie Serin 103 von sdAb19. Andere Reste wie Isoleucin 137,
Valin 150, Histidin 196, Methionin 198 und Leucin 202 von Nef und Leucin 52, Tyrosin 58,
Arginin 100 und Glycin 102 von sdAb19 bilden keine direkten Bindungen aus, liegen aber in
der Interaktionsflache und stabilisieren die Interaktion. Insbesondere bilden die hydrophoben
Aminosaurereste Methionin 198y und Leucin 202yes Mit Leucin52¢4ap19 iMm Zentrum einen
hydrophoben Bereich, der Wassermolekile herausdrangt (Abbildung 29).
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Tabelle 2: Auflistung der interagierenden Reste zwischen Nef und sdAb19. SdAb19 (rechts)
interagiert hauptsachlich mit der Schleife CDR2 (rot), aber auch mit Resten von CDR1 (gelb) und
CDR3 (blau) mit C-terminalen Bereichen von Nef. Die an der Interaktion beteiligten Reste sind fett
gedruckt. Fur jeden Aminosaurerest wurde mit Hilfe des PISA-Servers die wasserzugangliche
Gesamtflache (ASA: Accessible Surface Area) und die durch die Interaktion verdeckte Oberflache
(BSA: Buried Surface Area) berechnet, die jeweils in absoluten Zahlen und prozentual angegeben
sind. Aullerdem ist flir jeden Rest die durch die Komplexformierung resultierenden
Solvatationsenergie A'G in kcal/mol angegeben. Bei sdAb19 sind die Bereiche der CDRs farblich
passend hinterlegt.

HIV-1 Nef SdAb19

AS- Zugéngliche Verdeckte A'G AS- Zugéngliche Verdeckte A'G
Rest Oberﬂachze Oberﬂachze (BSA) | [kcal/ Rest Oberﬂachze Oberﬂachze [kcal/

(ASA) [A%] A% mol] (ASA) [A?] (BSA) [A?] mol]
G71 124,19 0,00 0,00 Q5 155,23 0,00 0,00
T132 5,41 2,23 (= 40%) 0,00 G28 72,16 0,00 0,00
P133 72,72 3,51 (=5%) 0,06 F29 44,15 0,00 0,00
G134 27,36 19,20 (= 70%) -0,03
P135 77,03 25,75 (= 30%) 0,13 N35 42,65 34,64 (= 80%) -0,34
G136 6,22 0,00 0,00
1137 61,80 48,85 (= 80%) 0,54 R46 198,23 54,46 (= 27%) -0,29
R138 23,32 0,00 0,00 R47 114,40 20,68 (= 18%) -0,33
Y139 33,97 32,74 (= 100%) -0,08 E48 54,56 17,12 (= 30%) 0,16

[ | | | W49 60,51 44,23(= 73%) 0,58
K148 27,90 16,71 (= 60%) -0,62 V50 0,00 0,00 0,00
L149 5,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
V150 24,76 15,57 (= 60%) 0,25
P151 13,65 3,93 (= 30%) -0,04
V152 73,61 0,50 (= 1%) 0,01
E153 116,74 0,00 0,00
P154 93,03 7,87 (= 10%) 0,13
E155 134,17 98,60 (= 75%) 0,77
K156 68,14 10,79 (= 15%) 0,17
V157 144,94 16,02 (= 10%) 0,25
R188 83,35 25,69 (= 30%) -0,79 53,40 10,36 (= 20%) 0,03
F189 31,95 0,00 0,00 A62 14,89 0,67 (= 5%) 0,01
D190 24,39 5,27 (= 20%) -0,09 D63 133,06 55,40 (= 40%) -0,51
S191 61,72 0,00 0,00
K192 121,51 48,97 (= 40%) -0,98 R99 45,64 0,00 0,00
L193 4,67 0,00 0,00 R100 74,72 60,27 (= 80%) -1,03
A194 8,61 0,00 0,00 V101 79,04 0,00 0,00
F195 161,81 5,77 (= 4%) -0,07 G102 60,84 47,08 (= 78%) 0,39
H196 87,69 47,52 (= 55%) 0,19 S$103 97,45 69,17 (= 70%) -0,16
H197 31,82 2,04 (= 6%) -0,02 E104 130,68 0,00 0,00
M198 72,95 64,68 (= 90%) 1,29
A199 0,29 0,00 0,00 L107 22,44 0,00 0,00
R200 116,13 0,00 0,00
E201 128,15 98,59 (= 77%) -0,60
| L202 | 102,92 | 98,74(=<96%) | 1,12 |

H203 44,82 35,66 (= 80%) 0,50
P204 75,61 0,00 0,00
E205 98,57 0,12 (= 0,5%) 0,00
K208 232,73 0,00 0,00
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Zur detaillierten Analyse der Wechselwirkungen der sieben direkt an der Interaktion
beteiligten Reste von Nef und sdAb19 werden im Folgenden die Aminosaurereste in der
Interaktionsflache der Struktur untersucht (Abbildung 29). Entlang dieser interagieren diese
uber verschiedene Bindungen wie durch Wasserstoffbrickenbindungen und ionischen
Wechselwirkungen. Die Seitenketten von Histidin 203, Glutamat 155 und 201, Tyrosin 139
und Lysin 192 von Nef bilden Wasserstoffbriicken mit den Resten von Serin 103, Typtophan
49, Asparagin 35, Serin 56, Aspartat 60 und Threonin 59 von sdAb19 aus (Abbildung 29 B).
Unterdessen interagiert die Seitenkette des Arginin 188 von Nef mit der Seitenkette des
Aspartat 63 von sdAb19 sowie Lysin 148 von Nef als zweiter interagierender Rest mit
Aspartat 60 von sdAb19 durch ionische Wechselwirkungen (Abbildung 29 B).

e H203--$103
E155 " w49

~W&N35
E204".

Y439..
"+DE0

Abbildung 29: Struktur und Analyse des Bindungsinterfaces zwischen Nef und sdAb19 im
Nefys.210,a158.178-sdAb19-Komplex. (A) Uberblick (ber die Interaktion zwischen Nef (orange) und
sdAb19 (griin) als Oberflachendarstellung und im Schleifendiagramm in der CDR1 (gelb), CDR2 (rot)
und CDR3 (blau) direkt beteiligt sind. (B) Darstellung der an der Interaktion direkt und (C) indirekt
beteiligten Aminosaurereste von Nef und sdAb19. * Die Guanidinogruppe der Seitenkette von R188yes
und die Carboxygruppe des Restes von D63gap19 interagieren zusatzlich Uber einen Wasser-
vermittelten Kontakt mit einem Abstand zum Wasser von 2,2 A. Die Absténde der interagierenden
Reste sind in Angstrom angegeben.
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4.1.3.4 Untersuchung des Wassernetzwerkes in der Bindungsflache zwischen Nef und
sdAb19

Wie fir jedes Protein und dessen Funktionsfahigkeit, ist auch fir Nef die Ausbildung einer
Hydrathille essenziell, was neben hydrophoben Effekten mit Anlagerungen von
Wassermolekulen auf der Proteinoberflache einhergeht. Hierbei bilden sich aufgrund des
Dipolcharakters des Wassers Netzwerke auf der Oberflache aus, in denen zum einen
Wassermolekile mit polaren Gruppen auf der Proteinoberflache interagieren sowie
untereinander Uber van-der-Waals- und Dipol-Kréfte wechselwirken. In der Kristallografie
findet die Kristallisation von zytosolischen Proteinen ebenfalls in wassrigen Losungen statt,
so dass je nach Auflésung der prozessierten Strukturen und Starke der Fixierung des
Wassers auch Elektronendichte von Wassermolekulen auf der Proteinoberflache erhalten
werden. Solche Wassermolekile befinden sich oft auch an der Oberflache oder in Furchen in
der Nahe von ‘hotspots, das heild3t in der Nahe einzelner Reste, die wesentlich zur
Bindungsspezifitdt beitragen. Vergleicht man Liganden-gebundene und frei vorliegende
Strukturen mit ahnlicher Aufldsung, lassen sich aufgrund der Ligandenbindung neben
Veranderungen der Sekundarstrukturelemente auch Veranderungen des Wassernetzwerkes
und die Ausbildungen von Furchen beobachten. Wassermolekiile und Furchen, die innerhalb
der Interaktionsflache auch im Liganden-ungebundenen Zustand vorhanden sind, kdnnten
Ziele fur kleine molekulare Inhibitoren und damit fiir eine zielgerichtete Wirkstoffentwicklung
darstellen. Denn ein kleines Molekul was auf gleicher Weise wie der Ausgangsligand an die
Proteinoberflache bindet, konnte identische inhibitorische Effekte verursachen.

Zur Untersuchung struktureller Veranderungen von Nef in der Bindungsoberflache
zwischen Nef und sdb19, wurden strukturelle Uberlagerungen von Nef aus der
Nefys.210,a158-178-SAAb19-SH3ge-Komplexstruktur dieser Arbeit mit den Nef-Molekilen der
Strukturen Nefss.010a158.178-SH3a1 (pdb: 3REA (Breuer et al., 2011), Auflésung. 2,00 A) und
Nefs5.210-SH3gs (pdb: 3RBB (Horenkamp et al., 2011), Auflésung 2,35 A) durchgefiihrt. Alle
drei Strukturen kristallisierten dabei in unterschiedlichen Raumgruppen. In Abbildung 30 sind
die Uberlagerungen von Nefys.210a158.176-8dAb19 (orange-griin) mit Nefss.210a158-178 (grau)
(Abbildung 30 A und B) sowie mit Nefys210 (weil’) (Abbildung 30 C und D) zu erkennen.
Bereits die grobe Darstellung des Wassernetzwerkes auf der Proteinoberflache zeigt, dass
sich dieses zwischen den beiden Strukturen 3REA (Abbildung 30 A) und 3RBB (Abbildung
30 C) kaum unterscheidet und eher konserviert ist. Deutlicher sind die Unterschiede in der
Struktur und des Wassernetzwerks (blaue Spharen) beim sdAb19 gebundenen Nef. Einige
Wassermolekile (rot markiert mit 1, 2, 3, 4, 5, 9, 10) bilden ein Netzwerk zwischen Nef und
sdAb19, fixiert durch beiderseitige Interaktionen, wahrend andere aufgrund der
Ligandenbindung verdrangt sind (gelb markiert mit 6, 7, 8, 11). Andere wiederum sind in
allen drei Strukturen konserviert und an der Oberflache fixiert (blau/graue bzw. blau/weile
Sphéaren). Durch die direkte Interaktion einiger Reste wie E201yer mit S5654ap19, K192es mit
T59sdab19, Y 139ner Und K148yer mit D60sgan19 Werden Reste von Nef zu sdAb19 hingezogen
(orange), wahrend andere dadurch weggeschoben werden (weil3 bzw. grau transparent).
Dadurch entsteht wie in Abbildung 30 in B und D zu erkennen eine neue Furche, wahrend
andere konservierte Bereiche mogliche Ansatzpunkte zur Entwicklung kleiner molekularer
Inhibitoren dienen kdnnten.
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Abbildung 30: Analyse der strukturellen und biochemischen Veranderungen von Nef durch die
Bindung von sdAb19 und Uberlagerung mit zwei weiteren Nef-Strukturen. (A) Uberblick und
Detailansicht auf die Nef-sdAb19-Interaktionsflache. Die strukturellen Veranderungen durch die
Interaktion der beschriebenen Reste von Nef (orange) mit sdAb19 (griin), im Vergleich zur Nef
Struktur des pdb-Eintrags 3REA (grau), sind als Schleifendiagram und mit transparenter Oberflache
dargestellt. (B) Oberflachendarstellung der Uberlagerung von Nef (orange) und Nefszea (grau
transparent) mit Fokus auf eine durch die sdAb19 Interaktion entstehende Furche auf der Nef-
Oberflache mit interagierendem Wassernetzwerk. Die Wassermolekile von Nef sind blau und die der
3REA-Struktur grau dargestellt. (C) Die identische Darstellung des gesamten Nef-sdAb19-Komplexes
und der Interaktionsflache zwischen Nef (orange) und sdAb19 (grin) wie in (A), aber mit
Uberlagerung der Nef Struktur des pdb-Eintrags 3RBB, ebenso als Schleifendiagramm mit
transparenten Oberflachen. (D) Die ebenfalls identische Oberflachendarstellung der Uberlagerung von
Nef (orange) und Nef;rgg (weild transparent) wie in (B) mit Fokus auf Veranderungen der Nef-
Oberflache und des Wassernetzwerkes.
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4.1.3.5 Strukturelle Charakterisierung des Einflusses der C-terminalen flexiblen
Schleife auf die Bindung von sdAb19 an Nef

In ITC-Messungen der Abbildung 17 wurde durch die Deletion von 21 Resten der
C-terminalen flexiblen Schleife von Nef eine 2,5-fach geringere Affinitdt zu sdAb19 erhalten,
was die Frage aufwirft ob dieses Strukturelement ebenfalls mit sdAb19 interagiert. Dazu
wurde die Kristallisation des Komplexes aus Nefss5.,19, SdAb19 mit und ohne die SH3gs-
Domane angestrebt. Es konnten nach einigen Verbesserungsschritten mittels hanging drop
in der Kiristallisationsbedingung 0,1 M HEPES, (pH 7,5) mit 10% PEG 4000, 0,1 M
Magnesiumchlorid und 0,12 M Natriumthiocyanat mit einer Proteinkonzentration von
10 mg/ml Kristalle des Komplexes Nefys.210-sdAb19-SH3gs erhalten werden. Die Kristalle
beugten am SLS-Synchrotron (Villingen, Schweiz) bis zu einer Auflésung von 3,2 A. Der
aufgenommene Roéntgenbeugungsdatensatz ergab fir den Kristall die hexagonale
Raumgruppe P6522 (179) und Dimensionen der Einheitszelle von a = 72,050, b = 72,050
und ¢ = 354,300 mit den Winkeln a = 3 = 90°, y = 120°. Zur L6ésung der Struktur durch
molekularen Ersatz wurde die in dieser Arbeit zuvor geldste Struktur Nefss.210 a158.178-SdAb19-
SH3gs verwendet. In Tabelle 9 (Anhang) sind die Kristallparameter sowie die Statistiken der
Datenaufnahme und der Modellverfeinerung zusammengefasst. Die Komplexstruktur
entspricht genau der bereits zuvor beschriebenen Struktur von Nefys.210a158.178-SAAb19-
SH3gs, aulder dass hier die C-terminale flexible Schleife komplett vorhanden ist. Innerhalb
der geldsten Struktur ist diese Schleife aufgrund der Flexibilitdt nicht gut aufgeldst. Die
flexible Schleife kann hierbei am N-terminalen Ende von Position 152-156 und am
C-terminalen Ende von 179-184 aufgeldst werden, so dass eine umfassende Stabilisierung
der Schleife nicht stattfindet. Hierbei befinden sich definierte Reste wie Lysin 182 oder
Aspartat 179 ca. 4,4 A bzw. 6,4 A von den am nachsten gelegenen Resten von sdAb19
entfernt und damit zu weit fiir direkte Interaktionen (Abbildung 31).

Abbildung 31: Struktur und Analyse der C-terminalen flexiblen Schleife hinsichtlich ihrer
Beteiligung an der Interaktion mit sdAb19. (A) Gesamtansicht der Komplexstruktur von Nefys210
und sdAb19. Die durch unzureichende Aufldsung nicht definierten Bereiche der C-terminalen flexiblen
Schleife von Nef wurden mittels gestrichelter Linie erganzt. (B) In der Elektronendichtekarte ist zu
erkennen, dass sich keine Aminosaurereste der Schleife von Nef und von sdAb19 naher als 4,4 A
zueinander befinden.
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4.1.4 Mutationsstudien innerhalb der Interaktionsflaiche von Nef und sdAb19

4.1.4.1 Biochemische Mutationsstudien auf sdAb19 und Neffin in Hinblick auf die Nef-
Bindung

Um zu uUberprifen, ob es sich bei der zuvor beschriebenen Bindungsflache zwischen Nef
und sdAb19 um das richtige Interface und nicht um kristallisationsbedingte Kontakte handelt,
wurden in sdAb19 die Mutationen D60R, G102R und S103E eingeflgt, die voraussichtlich
die Interaktion mit Nef unterbinden oder zumindest beeintrachtigen sollen. Aspartat 60 im
CDR2 von sdAb19 befindet sich als Schlusselrest inmitten der Bindungsflache zwischen Nef
und sdAb19 und bildet zum einen mit Lysin 148 eine Salzbriicke und zum anderen mit
Tyrosin 139 eine Wasserstoffbricke aus (Abbildung 32 A). Durch die Mutation zu einem
positiv geladenen und langeren Arginin soll diese Interaktionen gestért und damit die
Interaktion zwischen Nef und sdAb19 beeintrachtigt werden (Abbildung 32 B). Glycin 102
und Serin 103 befinden sich in der CDR3-Region von sdAb19, wobei das Serin eine
Wasserstoffbriicke mit Histidin 203 von Nef ausbildet. Durch die Mutation zu einem langeren
Glutamat sowie die des benachbarten Glycins 102 zu einem langeren und positiv geladenen
Arginin sollte auch hier die Interaktion mit Nef gestért werden (Abbildung 32 B, oben). Diese
Doppelmutationen wurden in sdAb19 in Kombination mit der D60R-Mutation eingebracht.
Dadurch werden die Mutanten sdAb19pgr, SAAb19g102rs103E, SOWiE eine mit allen drei
Mutationen namens sdAb19;- erhalten. Aufierdem wurden die gleichen Aminosauren in
Neffin mutiert (Neffins-), um zu testen, ob sdAb19 von Neffin nicht mehr an Nef bindet und
sich die Affinitdt damit auf den Anteil der SH3gs-Domane reduziert (Abbildung 32 B, Mitte).
Alle Mutanten wurden in der analytischen Gelfiltration und in ITC-Experimenten eingesetzt,
um den Einfluss auf die Bindung an Nef zu Uberprifen. Die in Abbildung 32 vorhandenen
Nef-Mutanten (B, unten) werden spater in Abschnitt 4.1.4.2 beschrieben und verwendet.
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Abbildung 32: Analyse der Bindungsflache zwischen Nefs.510,a158.178 und sdAb19, sowie die
Beschreibung von bindungsdefizienten Mutanten. (A) Darstellung der an der Interaktion direkt
beteiligten Reste von Nef und sdAb19. Die Abstidnde der interagierenden Reste sind in Angstrom
angegeben. (B) Zur Uberpriifung der Bindungsflache bzw. Reduzierung der Affinitdt wurden zum
einen auf Seiten des sdAb19 drei Aminosaurereste sowie auf Seiten des Nef Proteins drei Reste
mutiert. Die Bereiche der Proteine in denen die Mutationen in sdAb19 (oben), Neffin (mittig) und Nef
(unten) eingebracht wurden, sind schematisch dargestellt.
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In den ITC-Experimenten mit den sdAb19-Mutanten und Nef ist zu beobachten, dass die
Mutation des Schlusselrestes Aspartat 60 von sdAb19 zu einem Arginin im Vergleich zur
Interaktion zwischen sdAb19 Wildtyp und Nef zu einer 100-fach schlechteren Affinitat von 3,7
MM fahrt (Abbildung 33). Dies spiegelt sich auch in dem Laufverhalten in der analytischen
Gelfiltration wider, in der der Komplex mit Nef in sdAb19p50r-gebundener und -ungebundener
Form vorliegt und bei etwa 11,8 ml eng nebeneinander laufen und damit nur ein Teil an Nef
bindet (Abbildung 33 A). Die Doppelmutante sdAb19c102r s103e interagiert nur etwa 25-fach
schlechter mit Nef als der sdAb19 Wildtyp (Abbildung 33 B), so dass der Komplex mit Nef
normal geformt wird. Die Stdchiometrie der Bindungen betragt in beiden Messungen etwa
1:1 und die Enthalpiednderungen liegen im negativen Bereich. Interessanterweise ist die
ermittelte Entropiednderungen der Reaktion zwischen Nef und SdAb19g102r,s103e Nur leicht
im negativen Bereich, und zwischen Nef und sdAb19p60r im positiven Bereich, so dass bei
der letzteren Reaktion die Entropie leicht zunimmt. Beide Reaktionen laufen aber mit einer
negativen freien Enthalpie spontan ab und sind daher exergon.

Die Trippelmutante sdAb19s., in der alle drei Mutationen D60R, G102R und S103E
vorhanden sind, bindet hingegen gar nicht mehr an Nef (Abbildung 33 C), so dass in den
Experimenten gezeigt werden konnte, dass zum einen die untersuchte Bindungsflache die
richtige ist und dass durch die gezielte Mutationen ausgewahlter Reste die Affinitat beliebig
variiert werden kann, was fir eine zuklnftige zielgerichtete Wirkstoffentwicklung wichtig sein
kann. In allen drei analytischen Gelfiltrationen mit den sdAb19-Mutanten ist ein kleiner Peak
bei etwa 10 ml Elutionsvolumen zu erkennen, bei dem es sich um kleine Mengen
aggregiertes Protein handelt. Die letztere dreifache Mutation wurde in Neffins- ebenfalls
eingebracht, so dass in diesem Fall sdAb19 nicht mehr an Nef bindet, aber dessen SH3gs-
Domane weiterhin schon. Dadurch liegt die im ITC-Experiment ermittelte Affinitat zu Nef mit
23,3 nM, sowie die Bindungsenergien der Reaktion in dem gleichen Bereich wie zwischen
der SH3gs-Domane und Nef (Abbildung 34 A, Vergleich Abbildung 17 A). In der analytischen
Gelfiltration lauft der Nef-Neffinz--Komplex deutlich kleiner als der Nef-Neffin-Komplex, aber
auch etwas groRer als der Nef-SdAb19-SH3gs-Komplex, was moglicherweise mit dem
grolkeren hydrodynamischen Radius von Nef-Neffing- zu erklaren ist (Abbildung 34 B).
Wahrend Nef-sdAb19-SH3gs einen stabilen Komplex bilden, bindet Neffing- nur mit der
SH3gs-Domane an Nef, wahrend die sdAb19-Domane flexibel in Losung ist. Auch hier sind
Aggregationen von Neffin im Ausschlussvolumen zwischen 7 und 9 ml Ekutionsvolumen zu
erkennen.
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Abbildung 33: Analytische GroRBenausschlusschromatographie und kalorimetrische

Messungen der Interaktion zwischen Nef und den Mutanten sdAb19p60r, SdAb19g102r s103e UNd
sdAb19;.. (A) Analytische Gelfiltration mit den Einzellaufen von Nef (rot), sdAb19 (turkis) und
sdAb19p60r (grau) alleine und den Komplexen Nef-sdAb19 (hellbraun) und Nef-sdAb19pgor (schwarz).
AuRerdem ist zur Ermittlung der Affinitdt die ITC-Messung von sdAb19per zu Nef gezeigt. (B)
Analytische Gelfiltration von Nef (rot), sdAb19 (turkis) und sdAb19g102r s103e (rosa) alleine und den
Komplexen Nef-sdAb19 (hellbraun) und Nef-sdAb19g102r s103e (lila). Daneben ist die ITC-Titration von
sdAb19g102r s103e ZU Nef dargestellt. (C) Analytische Gelfiltration von Nef (rot), sdAb19 (turkis) und
sdAb19;- (hellblau) alleine und den Komplexen Nef-sdAb19 (hellbraun) und Nef-sdAb19;-
(dunkelblau). Aul3erdem ist das ITC-Experiment von sdAb19;- zu Nef gezeigt. In den Gelfiltrationen
wurden 100 pl jedes Protein in einer Konzentration von 1,5 mg/ml auf einer 10/30 Superdex 75-Saule
aufgetragen, so dass die kleineren Bindungspartner im Uberschuss vorlagen. In den ITC-
Experimenten wurden 200 uM Ligand zu 20 yM Nef in 19 Injektionen mit je 2 pl titriert. Die relevanten
Messwerte der ITC-Experimente sind tabellarisch zusammengefasst. In beiden Methoden wurde ein
entgaster Laufpuffer aus 20 mM Tris-HCI, (pH 9) und 100 mM NaCl verwendet.
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Abbildung 34: Analytische GroRenausschlusschromatographie und kalorimetrische
Messungen der Interaktion zwischen Nef und der Mutante Neffins- (A) Analytische Gelfiltration
von acht einzelnen Laufen von Nef (rot), sdAb19 (tirkis), Neffins« (rosa) und Neffin (magenta) alleine
und der Komplexe Nef-sdAb19 (hellbraun), Nef-sdAb19-SH3g¢ (dunkelbraun), Nef-Neffins (schwarz)
und Nef-Neffin (lila). Weiterhin ist das ITC-Experiment von Neffing- zu Nef dargestellt. (B) Separate
Abbildung der Elutionsprofile von Nef-sdAb19-SH3gs (dunkelbraun) und Nef-Neffing- (schwarz) wie in
(A) mit schematischer Darstellung der formierten Komplexe. In den Gelfiltrationen wurden 100 pl jedes
Proteins in einer Konzentration von 1,5 mg/ml auf einer 10/30 Superdex 75-Saule aufgetragen, so
dass die kleineren Bindungspartner im Uberschuss vorlagen. In den ITC-Experimenten wurden 200
MM Ligand zu 20 yM Nef in 19 Injektionen mit je 2 pl titriert. Die relevanten Messwerte der ITC-
Experimente sind tabellarisch zusammengefasst. In beiden Methoden wurde ein entgaster Laufpuffer
aus 20 mM Tris-HCI, (pH 9) und 100 mM NaCl verwendet.

4.1.4.2 Biochemische Mutationsstudien in Nef in Hinblick auf die Interaktion mit
sdAb19 und Neffin

Neben den Mutationen auf sdAb19 und Neffin, wurden ebenso auf Seiten von Nef drei Reste
ausgewahlt, um sie zu mutieren und die Bindung an sdAb19 und damit auch an Neffin zu
beeinflussen. Hierbei wurden die Reste Lysin 148, das mit dem Schlisselrest Aspartat 60
von sdAb19 interagiert, zu einem negativ geladenen Glutamat mutiert, sowie Methionin 198
und Leucin 202 jeweils zu Lysinen, um die Interaktion mit sdAb19 zu beeinflussen oder zu
schwachen (Abbildung 32 B, unten). Diese Mutationen sind auch aus evolutionsbiologischen
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Gesichtspunkten ausgewahlt worden, da bei 1643 untersuchten Nef Allelen Uber alle HIV-1
Subtypen und allen klinischen Studien hinweg in 22% der Falle die Mutation L202K, in 7%
aller Sequenzen M198K, aber nur bei 0,3% die Mutation K148E vorliegt (O'Neill et al., 2006).
Um den Einfluss dieser Reste auf die Interaktion mit sdAb19 zu untersuchen, wurden die
Mutanten Nefgcisge, Nefuiosk und Nefiogok ebenfalls in analytischen Gelfiltrationen und ITC-
Experimenten eingesetzt (Abbildung 35). Hierbei konnte durch die Mutation des positiv
geladenen Lysins 148 zu einem negativ geladenen Glutamat die Affinitat zu sdAb19 um das
etwa 40-fache auf 1,7 uyM reduziert werden. Durch die eher schwache Affinitdt kommt es in
der analytischen Gelfiltration zu einem breiten Peak zwischen den Elutionsvolumina fiir Nef-
sdAb19 und Nef allein (Abbildung 35 A). Die Reaktion weist Bindungsenergien mit negativen
Enthalpieanderungen und negativen Entropieanderungen auf  sowie eine
Komplexstéchiometrie von etwa 1:1.

Durch die Mutationen M198K und L202K in Nef, verlieren diese Proteine die komplette
Fahigkeit mit sdAb19 zu interagieren (Abbildung 35 B und C), was sich durch die fehlende
Verschiebung der Elutionsvolumina in den analytischen Gelfiltrationen und den fehlenden
Warmetonungen in den ITC-Messungen bemerkbar macht, wobei die Bindung der SH3ge-
Domanen in alle drei Mutanten unverandert blieb (nicht gezeigt). Aufgrund der Haufigkeit
dieser Mutationen in verschiedenen Nef Allelen ist dies virologisch und evolutionsbiologisch
interessant.
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Abbildung 35: Analytische GroRenausschlusschromatographie und kalorimetrische Messung
der Interaktion zwischen sdAb19 und den Nef-Mutanten Nefiisge, Nefyigek, Nefiagok. (A)
Analytische Gelfiltration mit sechs Einzelldufen von Nef (rot), sdAb19 (turkis) und Nefk4ge (hellrosa)
alleine und den Komplexen Nef-sdAb19 (hellbraun), Nefxi4se-sdAb19 (lila) und Nefci45e-SH3ge
(hellgrau). Auflerdem wurde die Affinitat der Interaktion zwischen Nefii4ge und sdAb19 mittels ITC-
Messungen ermittelt. (B) Analytische Gelfiltration mit Nef (rot), sdAb19 (tlrkis) und Nefy19sx (Orange)
alleine und der Komplexe Nef-sdAb19 (hellbraun), Nefy19ex-sdAb19 (gelb) und Nefy1osx-SH3gs
(hellgrau), sowie die ITC-Messung mit sdAb19 und Nefy9sk. (C) Analytische Gelfiltration mit Nef (rot),
sdAb19 (turkis) und Nef o0« (hellblau) alleine und der Komplexe Nef-sdAb19 (hellbraun), Nef_og«-
sdAb19 (dunkelblau) und Nef,20ok-SH3gs (hellgrau). Dazu gehdrend die ITC-Messung von sdAb19 und
Nefloook. In den Gelfiltrationen wurden 100 ul jedes Protein in einer Konzentration von 1,5 mg/ml auf
einer 10/30 Superdex 75-Saule aufgetragen, so dass die kleineren Bindungspartner im Uberschuss
vorlagen. In jedem Experiment wurden 200 yM Ligand in 19 Injektionen mit je 2 pl zu 20 yM Nef
titriert. Alle relevanten Messwerte der ITC-Experimente sind tabellarisch zusammengefasst. In beiden
Methoden wurde ein entgaster Laufpuffer aus 20 mM Tris-HCI, (pH 9) und 100 mM NaCl verwendet.

4.1.5 Untersuchung der an der Interaktion mit sdAb19 beteiligten Reste von Nef in
Hinblick auf den Grad der Konservierung

Bei HIV-1 Nef handelt es sich um ein retrovirales Protein, so dass es wie alle Proteine von
HIV einer hohen Mutationsrate unterliegt. Dadurch ist HIV-1 in der Lage Resistenz-
mutationen gegen Inhibitoren zu entwickeln, falls es sich bei der Bindungsflache nicht um
essenzielle und damit konservierte Bereiche handelt. Es finden zwar standig auf allen
Resten von Nef Mutationen statt, doch setzen sich diese Veranderungen
evolutionsbiologisch Ublicherweise nur durch, wenn sie sich fur Nef und damit far HIV
funktionell nicht nachteilig auswirken und sich gegenliber anderen Viren als einen
Selektionsvorteil herausstellt. Daher kann die Starke der Konservierung der Aminosaurereste
auf der Oberflache von Nef als Hinweis genutzt werden, ob ein Potential zur Bildung von
Resistenzmutationen gegentiber sdAb19 besteht.

Um zu untersuchen, in wie weit die Bereiche an dem sdAb19 an Nef bindet
konserviert sind, wurde ein Sequenzvergleich mit Aminosauresequenzen von 150
verschiedenen Nef Allelen durchgefiihrt und diese nach Grad der Konservierung auf die
Oberflache des Nef Proteins der Nefys;10a158-178-SdAb19-SH3gs Struktur projiziert. Hierbei
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werden die Bereiche auf der Oberflache von Nef im Komplex mit sdAb19 von konserviert
(weinrot) bis variabel (tlrkis) dargestellt (Abbildung 36). Hierdurch ist zu erkennen, dass viele
Reste von Nef in der Interaktionsflache mit sdAb19 tlirkis und damit variabel sind (Abbildung
36 A). Auch von den sieben Resten, die mittels Wasserstoffbriicken und ionischen
Bindungen direkt an der Interaktion mit sdAb19 beteiligt sind, sind vier sehr variabel
(Abbildung 36 B). Wahrend Lysin 148, Glutamat 201 und Histidin 203 konservierte Reste
sind, kommen Tyrosin 139 nur zu 70% (25% ein Phenylalanin), Glutamat 155 nur zu 76%
(18% ein Aspartat), Arginin 188 nur zu 36% (62% ein Lysin, 0,5% ein Glutamat) und Lysin
192 sogar nur zu 4% (75% ein Arginin, 9% ein Histidin, 7% ein Serin) in 1643 verschiedenen
Nef Allelen vor (O'Neill et al., 2006). Damit ist es fur HIV-1 schnell mdglich, wie schon fur die
Mutationen von L202K und M198K gezeigt (Abbildung 32 und 35), Mutanten von Nef zu
erhalten, die gegen die Bindung von sdAb19 resistent sind.

. Nef es-210, ats8-178

¢ Nef sdAb19
H203-$103
E155- W49
L
-§56
Y139.. o
K148~
R188- D63
K192 T59

* = mutierte Reste in:
Nefk14ge, Nefyiosk, Nefi 202

. 148
CDR3 f/ﬂ “

CDR1 ity | |
CDR2 l /\ K192 : variabel @  konserviert

Abbildung 36 : Untersuchung des Konservierungsgrads von Resten auf der Oberflaiche von Nef
die an der Bindung mit sdAb19 beteiligt sind. Durch einen Vergleich der Aminosauresequenzen
von 150 verschiedenen Nef Allelen wurde der Grad der Sequenzkonservierung farblich von variabel
(turkis) bis konserviert (weinrot) auf die Oberflache von Nef im Nefys.210a158-178-SdAb19-Komplex
projiziert. (A) Gesamtiberblick Gber die Interaktion zwischen Nef (konservierungsabhangig angefarbt)
als Oberflachendarstellung und sdAb19 (griin) als Schleifendiagramm. (B) Frontale Ansicht der an der
Interaktion mit sdAb19 beteiligten Oberflache von Nef mit Beschriftung der direkt beteiligten Reste. (C)
Darstellung der an der Interaktion direkt beteiligten Reste von Nef und sdAb19 wie in Abbildung 32 A,
mit Fokus auf die Starke ihrer Konservierung. Die drei Reste K148, M198 und L202 sind mit einem
Stern markiert, da diese in den sdAb19-bindungsdefizienten Nef-Mutanten wie beschrieben mutiert
wurden. Die Absténde der interagierenden Reste sind in Angstrom angegeben, sowie CDR1 gelb,
CDR2 rot und CDR3 blau eingefarbt. Die strukturelle Uberlagerung der Nef Sequenzen erfolgte mit
dem ConSurf-Server und die Darstellung der Oberflachenkonservierungen mit PyMol.
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4.1.6 Funktionelle Experimente mit den bindungsdefizienten Mutanten von Nef,
sdAb19 und Neffin

Zusammen mit unserem Kooperationspartner Serge Benichou vom Institut Cochin in Paris
wurden die zuvor beschriebenen Nef-sdAb19-bindungsdefizienten Mutanten sdAb19pe0r,
SdAb193*, NeffinDSOR und Nefﬁng*, sowie NefK148E, Nef|\/|193K und NeszoZK in in vivo-
Experimenten auf deren Einfluss auf die Nef-vermittelte Endozytose von CD4 getestet.
Hierfir wurden in HelLa-Zellen, die den humanen Rezeptor CD4 auf der Zelloberflache
exprimieren (HeLa-CD4), Plasmide mittels Transfektion eingebracht, die die gewunschten
Proteine exprimieren. Die Nef-Mutanten wurden als GFP und die sdAb19/Neffin-Mutanten
als c-Myc Fusionsproteine exprimiert. AnschlieRend erfolgten Immunoprazipitationen mittels
Anti-GFP bzw. Anti-c-myc Antikorpern und die Analyse der Oberflachenexpression von
farbstoffmarkiertem CD4 mittels Durchflusszytometrie (FACS). Durch die Expression des
Wildtyps Nef-GFP des NL4-3 Allels konnte im Vergleich mit GFP alleine eine deutliche
Runterregulierung von CD4 von 100% bis auf etwa 20% beobachtet werden (Abbildung 37
A). Ein vergleichbares Resultat wurde auch bei der Verwendung des SF2 Allels von Nef
erhalten, wobei hier noch um die 30% der CD4-Rezeptoren an der Oberflache vorhanden
waren (Abbildung 37 B). Bei gleichzeitiger Coexpression des Wildtyps von sdAb19
(sdAb19 wt) oder Neffin (Neffin wt), kommt es zur Inhibition der Nef-vermittelten CDA4-
Endozytose, so dass weiterhin zwischen 90-100% der CD4-Molekiile an der Zelloberflache
verbleiben (Abbildung 37 A und B). Werden dann anstatt des Wildtyps die
bindungsdefizienten Mutanten sdAb19;- und Neffing- verwendet, ist das coexprimierte Nef
wieder in der Lage CD4 zu internalisieren, da dessen Inhibition nicht erfolgen kann.
Interessanterweise ist dies auch der Fall bei den sdAb19psr und Neffinpgor-Mutanten,
obwohl in kaliometrischen Messungen flr sdAb19pg0r NOch eine Affinitat von 3,7 uM ermittelt
wurde und damit in biochemischen Experimenten die Bindung an Nef noch mdoglich ist
(Abbildung 33 A).

In den Experimenten, in denen die sdAb19-, sowie Neffin-bindungsdefizienten Nef-
Mutanten eingesetzt wurden, wurde zunachst untersucht, ob diese noch fahig sind CD4
runterzuregulieren. Dazu wurde zur Kontrolle GFP, Nefsg, Wildtyp (Nef-GFP wt) sowie die
Mutanten Nefkisse, Nefyrosk und Nefioook alleine in HeLa-CD4 Zellen exprimiert. Im Vergleich
zur negativen GFP Kontrolle, sind alle eingesetzten Nef Proteine in der Lage CD4 auf etwa
20% der Oberflachenexpression runterzuregulieren (Abbildung 37 C). Werden im folgenden
Ansatz die Neffin-Expressionsplasmide relativ zu Nef in 4-facher und 8-facher Konzentration
eingesetzt, inhibiert dieses die CD4-Endozytose des Nef Wildtyps so stark, dass anstatt nur
20%, jetzt 70% bzw. 90% der CD4-Molekiile an der Zelloberflache verbleiben. Wird dasselbe
Experiment mit der Nefki4se-Mutante durchgefihrt, verbleiben nur noch etwa 40% bei der 4-
fachen bzw. 80% bei der 8-fachen Neffin-Plasmidkonzentration des CD4-Rezeptors an der
Oberflache, was mit den ITC-Experimenten korreliert, in der sdAb19 noch mit einer Affinitat
von 1,7 yM an Nef bindet (Abbildung 35 A). Wahrenddessen interagiert sdAb19 nicht mehr
mit Nefy0sx Und Nefo0ok (Abbildung 35 B und C), was sich auch in der fehlenden Inhibition
der Nef-vermittelten CD4-Runterregulierung im FACS-Experiment widerspiegelt (Abbildung
37 D). Damit wird deutlich, dass es fur HIV-1 ausreichen wirde die variablen Reste
Methionin 198 und Leucin 202 zu Lysine zu mutieren, was bei 22% bzw. 7% von 1643 Nef
Allele vorkommt (O'Neill et al., 2006), um eine Resistenz gegenuber sdAb19 zu entwickeln.
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Abbildung 37: Einfluss der sdAb19, Neffin und Nef-bindungsdefizienten Mutanten auf die Nef-
vermittelte Endozytose von CD4. Zur Untersuchung der Menge der an der Zelloberflache von Hela-
CD4 Zellen exprimierten CD4-Rezeptoren wurden diese entsprechend mit PE-gekoppelten anti-CD4
Antikdrpern markiert und deren Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie Uberprift. Zur
Expression von Nef-GFPy 43 und GFP in den HelLa-CD4 Zellen wurden diese mit entsprechenden
kodierenden Plasmiden transfiziert. (A) Aullerdem erfolgte die Coexpression des sdAb19 Wildtyps
(sdAb19 wt), sowie von sdAb19pg0r UNd sdAb193- als c-Myc Fusionsproteine zusammen mit Nefy 4.3.
In weiteren Experimenten wurde auf identischer Weise Neffin wt, Neffinpgor und Neffing zum einen mit
Nefyss (A), aber auch (B) mit Nefse, coexprimiert. Die Uberpriifung der Proteinexpressionen erfolgte
durch die Immunoprazipitation von Neffin und sdAb19 mittels Anti-c-myc Antikdrpern sowie von Nef
mittels anti-GFP Antikdrpern. (C und D) Expression von GFP als Kontrolle, sowie Nef Wildtyp,
Nefq1age, Nefurgsk und Nefioook als GFP-Fusionskonstrukte in HeLa-CD4 Zellen zur Uberpriifung ihrer
Funktionalitat als CD4-runterregulierende Faktoren. Auch fir die Nef-Mutanten erfolgte die
Uberpriifung der Expression mittels Immunoprazipitation wie in (B). (D) Transfektion entsprechender
Gen-kodierender Plasmide fir die Expression der beschriebenen Nef-Konstrukte zusammen mit
ansteigenden Mengen des Plasmides zur Coexpression von Neffin. Die Diagrammwerte stellen die
Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten und die Fehlerbalken die Standardabweichungen
vom Mittelwert dar.

4.1.7 Funktionelle biochemische Experimente mit Nef, CD3 {, sdAb19 und Neffin zur
Untersuchung der Griinde der Nef-Inhibition

Im Folgenden wird untersucht, ob die Bindung von sdAb19 an Nef allosterische, strukturelle
Veranderungen an anderen Bereichen von Nef verursacht und ob dieses Einfluss auf die
Inhibition von Nef hat. Hierzu wurde der Komplex zwischen Nef und der CD3 {-Untereinheit
gebildet und versucht diese Komplexformierung durch die Bindung von sdAb19 zu stéren.
Hierbei ist zu beachten, dass HIV-1 Nef, sowie einige verwandte SIV Nef Proteine, nicht in
der Lage sind mit CD3 ( zu interagieren und dieses von der Oberflache der Wirtszelle zu
internalisieren. Da sdAb19 nicht mit SIV Nefac239 interagiert (siehe Abbildung 19), aber HIV-
1 Nef eben auch nicht mit CD3 £ (Abbildung 39 C), wurde fir das Experiment das chimare
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Protein Nefsr2-SIV Nefac2z9 hergestellt. Durch frihere Mutationsstudien konnten in der
zytosolischen Domane von CD3 ( innerhalb von ITAMs (ITAM: immunoreceptor tyrosin
based activition motif) zwei sogenannte SNID-Motive (SNID: SIV Nef interaction domain) als
Nef-bindende Bereiche sowie die hydrophobe Tasche von Nef als Bindestelle des CD3 (
identifiziert werden (Schaefer et al., 2000). Diese wurden durch die geloste SIV Nef-
CD3 g3.50-Komplexstruktur bestatigt (Kim et al., 2010). Mit diesen Informationen wurden in
einer Vielfach-Mutante die Reste der hydrophoben Tasche von HIV-1 Nef, die bei SIV Nef an
der Bindung an CD3 ({ beteiligt sind, zu den entsprechenden Resten von SIV-Nef mutiert
(HzuS-Mutante). Diese Mutante wurde innerhalb der Arbeitsgruppe durch Santiago Manrique
Zuiiga (Universitat Oxford) etabliert (Abbildung 38 B).

In den angestrebten Experimenten mit der HzuS-Mutante zur Inhibitor-induzierten
Verdrangung von CD3 ( aus der hydrophoben Tasche konnte Neffin nicht verwendet
werden, da die RT-Schleifen Bindetasche der HzuS-Mutante innerhalb der hydrophoben
Tasche der von SIV-Nef entspricht und dadurch die Interaktion mit der SH3gs-Doméane von
Neffin nicht mehr méglich ist (Abbildung 39 B). Dass SIV Nef mit CD3 £ und nicht mit SH3ge,
sowie HIV-1 Nef wiederum mit SH3gs und nicht mit CD3 ( interagiert, hangt mit dem
unterschiedlichen Aufbau der hydrophoben Taschen zusammen. In Abbildung 38 wurde eine
strukturelle Uberlagerung des Nefsr2-SH3gs-Komplexes aus der in dieser Arbeit geldsten
Struktur Nefss.210,a158-178-SdAb19-SH3gs mit der in Kim et al. im Jahre 2010 geldsten
Komplexstruktur SI1Vacse-Nefgs035-CD3 (3.0 durchgeflhrt. Auf Seiten der Nef-SH3ge-
Bindung interagiert die RT-Schleife Uber hydrophobe Wechselwirkungen mit Nef. Die
hydrophobe Tasche ist in dem Bereich bei SIV-Nef enger, so dass sich die RT-Schleife mit
F93 womdglich nicht so tief hineinschieben kann. AuRerdem ist die Interaktion von
Glutamin 122y mit Aspartat 96sy3. und Tryptophan 95gy3., nicht méglich, weil dieser Rest im
SIV-Nef zu einem Glutamat mutiert ist (Abbildung 38 A, B).

Mit Blick auf die Bindung zwischen Nef und CD3 ¢ interagiert CD3 ¢ durch Tyrosin 72
mit Aspartat 149 von SIV Nef, das im HIV-1 Nefsgz zu Threonin 121 mutiert ist und damit
diese Bindung nicht moglich ist. Zudem sind auch hier hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen den Resten wie L75¢ps - und L77¢ps - mit mehreren hydrophoben Resten von SIV-
Nef wichtig, die moglicherweise bei HIV-1 Nef aufgrund der breiteren Konformation der
beteiligten a-Helices nicht mdglich sind. Die Interaktion zwischen Glutamat 74 und zweier
Arginine von Nef ist prinzipiell auch bei HIV Nef (R109 und R110) wie bei SIV Nef (R137 und
R138) mdglich (Abbildung 38 A). Wahrend die beiden letztgenannten Reste fiir die
Herstellung einer CD3  bindenden HIV-1 Nef-Mutante nicht mutiert werden missen, wurden
18 weitere Reste entlang der a-Helices 4 und 5 der hydrophoben Tasche von HIV-1 Nef zu
den entsprechenden Resten von SIV Nef mutiert, um zum einen die mit CD3 ¢
interagierenden Reste sowie die Gesamtkonformation der hydrophoben Tasche zu erhalten.
Dadurch entsteht die Mutante HzuS Nefyg,, die in der Lage sein soll mit CD3 { zu
interagieren, mit gleichzeitigem Verlust der SH3gs-Bindung. Um die Bindung zu CD3 ( zu
untersuchen, wurde im Folgenden zum einen ein auf dem SNID 2-Motiv basierendes Peptid
sowie das Protein CD3 £ mit den Grenzen 73-135 verwendet (Abbildung 38 C).
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Abbildung 38: Struktureller Vergleich zwischen dem Komplex aus SIV-Nef und CD3 £ mit dem
Nefy5210,a158.175-SdAb19-Komplex. (A) Strukturelle Uberlagerung des Nefsr,-SH3gs-Komplexes
(orange/ocker-violett) mit dem SIV Nefyac230-CD3 C-Komplex (hellblau/weifl3-hellgrin/griin) aus Kim et
al. (2010). Wichtige an den Interaktionen beteiligte Reste sind wie beschrieben farblich zugeordnet.
(B) Strukturelle Uberlagerung von Nefse, und SIV Nefrac230 Wie in (A). Die 18 schwarz beschrifteten
Reste von Nef wurden in die von SIV-Nef komplementaren Reste mutiert und die daraus resultierende
Mutante schematisch dargestellt (Nefsgo: orange, SIV Nef: weill). (C) Schematische Darstellung der
CD3 (¢-Volllangen-Struktur mit extrazellularer Domane (ED), Transmembrandomane (TM) sowie der
zytosolischen Doméane mit den ITAMS 1, 2 und 3. In ITAM 1 befindet sich mit SNID 1 (hellgriin) und im
ITAM 2 mit SNID 2 (magenta) die SIV Nef-bindenden Bereiche. Aus diesen wurden fiir nachfolgende
Experimente zum einen ein SNID 2-Peptid sowie ein CD3 ¢ Protein hergestellt.

Um zu untersuchen, ob die HzuS Nefg,-Mutante in der Lage ist mit CD3 £ zu interagieren
und ob das mit dem Verlust der SH3gs-Bindung einhergeht, wurden zunachst entsprechende
ITC-Experimente durchgefuhrt. Hierbei wurde ein auf SNID 2 basierendes CD3 (-Peptid
synthetisiert. Die verwendeten Proteine SIV Nef, HzuS Nef;g, HIV-1 Nef und SH3gs wurden
in einem Puffer aus 20 mM Tris-HCI, (pH 8) und 100 mM NaCl dialysiert, dieser
anschlieffend gefiltert und entgast und das CD3 (-Peptid im Selbigen geldst. In den ITC-
Experimenten mit der SH3gs-Doméane wurde diese in einer Konzentration von 200 uyM in 19
Injektionen mit je 2 pl zu 20 uM des Bindungspartners in der Zelle titriert. Weder SIV Nef,
noch die HzuS Nef;s,-Mutante interagiert mit SH3gs (Abbildung 39 A und B). Das heil’t, dass
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HzuS Nefyg, tatsachlich aufgrund der Mutationen in der hydrophoben Tasche, wie SIV Nef,
SH3gs nicht mehr binden kann, so dass im Folgenden Neffin als inhibitorischer
Bindungspartner von HzuS Nefg, nicht verwendet wird. Als nachstes folgten die ITC-
Messungen mit dem CD3 £ SNID 2-Peptid. Hierbei mussten 500 yM des jeweiligen Nef
Proteins in 19 Injektionen mit je 2 yl zu 33 yM des SNID 2-Peptids titriert werden, um die
entstehende Warmetonung aufzunehmen. Wie zu erwarten konnte keine Bindung zwischen
HIV-1 Nef und CD3 ¢ gemessen werden. Im Bindungsexperiment mit SIV Nef und CD3
konnte hingegen eine Affinitat von 4,4 uM ermittelt werden, so dass diese noch um das etwa
3,5-fache starker ist als die zwischen HzuS Nefigx und CD3 ¢ (15,9 pM). Die
Bindungsenergien setzen sich in beiden Fallen aus hohen negativen Enthalpiednderungen
und negativen Entropieanderungen zusammen.
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Kq AG AH AS TAS n
(UM) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol/deg) (kcal/mol) ([“] /1))
(A) SH3ge/SIV Nef - - - - - -
(B) SH3/HzuS Nef1gx - - - - - -
(C) HIV-1 Nef/SNID 2 - - - - - -
-13,34 0,86
(D) SIV Nef/SNID 2 4,4 -7,38 (£0,41) -0,020 -5,96 (£0.018)
-10,83 0,90
(E) HzuS Nef1s/SNID2 | 15,9 -6,66 (£0.36) -0,014 -4.17 (£0,022)

Abbildung 39: Bindungsstudien zwischen einem SNID 2-Peptid und verschiedenen Nef-
Konstrukten. Dargestellt sind ITC-Experimente zwischen (A) SH3gs und SIV Nef sowie (B) SH3gs
und der HzuS Nef,g,-Mutante. Auflerdem sind Experimente mit dem SNID 2-Peptid und (C) HIV-1 Nef,
(D) SIV Nef und (E) HzuS Nef,s, dargestellt. In (A) und (B) wurden 200 uM der SH3gs-Doméane zu 20
pl Nef sowie in (C), (D) und (E) 200 uM Nef zu 20 uM des SNID 2-Peptids in 19 Injektionen mit je 2 pl
titriert. Als Puffer diente 20 mM Tris-HCI, (pH 8,0) mit 100 mM NaCl und die Messtemperatur betrug
25°C. Die relevanten Messwerte sind tabellarisch zusammengefasst.

In den ITC-Experimenten (Abbildung 39) konnte gezeigt werden, dass die Vielfachmutante
HzuS Nefig, mit CD3 ( interagiert. Da der komplette C-Terminus von HzuS Nefs der
Aminosaurensequenz von HIV-1 Nefsg, entspricht und daher sdAb19 binden kann, wurde im
Folgenden versucht, durch dessen Zugabe die Komplexbildung zwischen HzuS Nefg, und
CD3 ¢ zu stdren. Um dies durchzufihren, wurde in einer analytischen Gelfiltration 100 pl
jedes Protein in einer Konzentration von 1,5 mg/ml (150 pg) auf eine analytische 10/30
Superdex 75 (GE Healthcare) aufgetragen. Als entgaster Puffer diente derselbe wie bei den
ITC-Messungen. In Abbildung 40 ist zu erkennen, dass die einzelnen Proteine HzuS Nef;g,
(19 kDa) bei etwa 12 ml, sdAb19 (12,7 kDa) bei 14,2 ml und CD3 ¢ (8 kDa) bei 13,8 ml
eluieren. Wie bereits im ITC-Experiment interagiert auch hier die SH3gs-Domane nicht mit
HzuS Nefig, wodurch es zu keiner Verschiebung des Peaks von HzuS Nef;s, kommt und
SH3gs ungebunden bei 31,5 ml eluiert wird (Abbildung 40 + kleines Bild). Der Komplex aus
HzuS Nefig und CD3 £ (27 kDa) hat ein Retentionsvolumen von etwa 11 ml und lauft damit
etwas grofler als der HzuS Nefig-sdAb19-Komplex (31,7 kDa) der bei 11,2 ml eluiert wird.
Hiermit konnte gezeigt werden, dass sdAb19 mit HzuS Nefg interagiert, so dass in der
folgenden Messung zu HzuS Nefig, und CD3  zusatzlich sdAb19 zugegeben wurde. Es
kommt zu einer weiteren Verschiebung des Peaks auf ein Retentionsvolumen von 10,6 ml,
was einem tertidren Komplex aus HzuS Nefg,, CD3 £ und sdAb19 (45,7 kDa) entspricht
(Abbildung 40). Damit konnte gezeigt werden, dass sdAb19 einen Liganden wie CD3 { nicht
direkt Uber allosterische strukturelle Verdnderungen aus der hydrophoben Tasche
verdrangen kann. Da CD4 vermutlich in derselben Region wie CD3 { mit der hydrophoben
Tasche von Nef interagiert, sdAb19 aber die Runterregulierung von CD4 inhibiert, scheint
dies nicht mit einer Unterbindung der Interaktion zwischen Nef und dem Liganden zu
geschehen. Vielmehr scheint sdAb19 die Interaktion mit weiteren Komponenten der
Rezeptorinternalisierungsmaschinerie zu inhibieren, genauso wie mdglicherweise die
Interaktion mit Pak2.
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Abbildung 40: Analytische GroRenausschlusschromatographie zur Untersuchung des
Einflusses von sdAb19 auf die Interaktion zwischen HzuS Nefis, und CD3 {. (A) Analytische
Gelfiltration mit sieben Einzellaufen von HzuS Nef;g, (rot), sdAb19 (tiirkis) und CD3 ( (grau) alleine
und den Komplexen aus HzuS Nefg, und sdAb19 (hellbraun), HzuS Nefg, und CD3 £ (dunkelbraun),
HzuS Nefg,, CD3 { und sdAb19 (blau) sowie dem Ansatz HzuS Nefig, mit SH3ge (gelb). Von jedem
Protein wurden 100 ul einer 1,5 mg/ml konzentrierten Lésung und damit 150 ug auf einer 10/30
Superdex 75-Saule aufgetragen, so dass die kleineren Bindungspartner im Uberschuss vorlagen. Als
entgaster Laufpuffer diente 20 mM Tris-HCI, (pH 8) und 100 mM NaCl. Das kleine Elutionsprofil
reprasentiert den gesamten Lauf bis 33 ml um den Peak von SH3gs darzustellen.

4.2 Biochemische Untersuchung der Nef-interagierenden Adaptorproteinkomplexe
AP1 und AP2

4.2.1 Darstellung des heterotetrameren AP1-Komplexes

Um die inhibitorischen Effekte von sdAb19 und Neffin auf die Endozytose von CD4 zu
untersuchen, sowie biochemische Daten zur Funktionsweise der Nef-vermittelten
Internalisierung von CD4 zu erhalten, wurde im Zuge dieser Arbeit auch mit CD4 sowie mit
dem heterotetrameren Adaptorproteinkomplex 2 (AP2) gearbeitet. AP2 ist zusammen mit
Cathrin die wichtigste Komponente bei der Endozytose von CD4 mittels umhdillter Vesikel.
Fur die zellulare Endozytose von CD4 durch Clathrin und AP2 sind zwei Leucine in der
zytoplasmatischen Doméane von CD4 essenziell, sowie die Phosphorylierung eines
vorangegangenen, benachbarten Serins (Shin et al., 1990; Shin et al., 1991). Es konnte aber
gezeigt werden, dass die CD4-Runterregulierung durch Nef unabhangig von der
Phosphorylierung der Serine ablauft (Garcia and Miller, 1991). Das Dileucinmotiv von CD4
mit der Konsensussequenz SxxxxLL &hnelt dem der C-terminalen flexiblen Schleife mit der
Sequenz E/DxxxLL von Nef, die womoglich auf gleicher Weise mit der a- und 02-
Untereinheit von AP2 interagiert, in der sich eine Bindestelle fur Dileucinmotive befindet.
Damit, zusammen mit der Bindung von CD4 mittels der hydrophoben Tasche, vermittelt Nef
moglicherweise direkt die Interaktion zwischen CD4 und AP2 (Doray, Lee et al. 2007).
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Mit MHC-I existiert ein weiterer Rezeptor der durch Nef internalisiert wird und dessen
Mechanismus Gegenstand vieler Untersuchungen ist. Hierbei wird ein Komplex aus Nef,
AP1 und der zytoplasmatischen Domane von MHC-I gebildet (Noviello et al., 2007). Anders
als zwischen Nef, CD4 und AP2, in der eine natlrlich vorkommende Interaktion zwischen
AP2 und CD4 vermittelt wird, ist die durch Nef induzierte Interaktion zwischen AP1 und
MHC-I eine nicht natirlich vorkommende. Kirzlich konnte die Struktur eines Komplexes aus
einer MHC-I-CD-Nef Fusion (MHC-I-CD = zytosolische Domane von MHC-I) und der
C-terminalen Domane der p1-Untereinheit von AP1 kristallografisch gelost werden (Jia et al.,
2012). Wie zuvor schon vermutet bindet MHC-I-CD nur zusammen mit Nef an AP1, so dass
MHC-I mittels einer tertidren kooperativen Interaktion runterreguliert wird (Noviello et al.,
2007; Singh et al., 2009).

Zur biochemischen Untersuchung dieser Rezeptorinternalisierungen wurden
zunachst die Kernkomplexe der heterotetrameren Adaptorproteinkomplexe AP1 und AP2
exprimiert und gereinigt. Fir AP1 wurde zusatzlich eine Mutante hergestellt, in der Threonin
154 auf der p1-Untereinheit gegen zwei Aspartate ausgetauscht wurden, um die natirliche
Phosphorylierung nachzustellen, die fir die Bindung an Cargoproteinen ohne die
Anwesenheit von Nef essenziell ist. Zur Expression wurden BL21(DE3)-R/Rosetta Zellen
verwendet, die fur AP1 mit den Plasmiden pRSF-duet MCS 1: His-1 (1-600) ; MCS2: p1 (1-
423) und pET-duet MCS1: His-y (1-616) ; MCS 2: 01(1-158) und fiir AP2 mit den Plasmiden
pRSF-duet MCS 1: His-B2 (1-591) ; MCS2: p2 (1-435) und pET-duet MCS1: His-a (1-660) ;
MCS 2: 02(1-142) transformiert wurden. Die Expression und die Reinigung von AP1,
AP1 uDD und AP2 erfolgte wie in Abschnitt 3.9.10-3.9.12 beschrieben. Wahrend den
praparativen Gelfiltrationen konnte bereits festgestellt werden, dass die Komplexformierung
von AP1 und AP1 pDD wesentlich besser verlief als die von AP2, was sich bei AP2 in der
Gelfiltration in zwei aufeinander folgenden Peaks widerspiegelt (siehe Abbildung 42). Aus
diesem Grund wurden die saubersten Fraktionen nach der praparativen Gelfiltration vereinigt
und nach erfolgter Konzentrierung der Proben zunachst analytische Gelfiltrationen der
Komplexe durchgefuhrt und die Reinheit auf weiteren SDS-Gelen Uberprift (Abbildungen 41
und 42). In Abbildung 41 ist ersichtlich, dass die analytische Gelfiltration von AP1 und AP1
puDD einen einzelnen monodispersen Peak ergibt. Auch in der denaturierenden SDS-PAGE
kann auf dem SDS-Gel AP1 als stéchiometrischen 1:1:1:1-Komplex mit den Untereinheiten
Y, B1, u1 und o1 bei einem Retentionsvolumen von etwa 13,6 ml identifiziert werden, was mit
der theoretischen Masse von 207,85 kDa Ubereinstimmt. Gleiches gilt fiir AP1 uDD mit einer
gesamten Masse des heterotetrameren Komplexes von 208 kDa.
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Abbildung 41: Analytische GroRenausschlusschromatographie zur Analyse der Stochiometrie
des heterotetrameren Adaptorproteinkomplex 1 (AP1), sowie der Mutante AP1 uDD. Analytische
Gelffiltration von AP1 (rot) und AP1 uDD (blau) nach erfolgter Reinigung. Die Fraktionen des Peaks
von AP1, die mittels denaturierender SDS-PAGE analysiert wurden, sind rot markiert. Die y-
Untereinheit hat eine Masse von etwa 70 kDa, 31 von 68 kDa, pu1 von 48,5 kDa und o1 von 18,7 kDa,
so dass alle Untereinheiten auf dem SDS-Gel in einer 1:1:1:1-Stdchiometrie zu erkennen sind. In der
analytischen GroéRenausschlusschromatographie wurden 150 pg des Komplexes auf einer 10/30
Superdex 75-Saule aufgetragen. Als entgaster Laufpuffer diente 20 mM Tris-HCI, (pH 8,7) mit 100 mM
NaCl und 10 mM TCEP. Beim SDS-Gel handelt es sich um das Ergebnis der denaturierenden SDS-
PAGE eines 20%-igen Gels nach erfolgter Coomassie-Farbung.

4.2.2 Darstellung des heterotetrameren AP2-Komplexes

Im Fall des AP2-Komplexes gestaltete sich die Komplexbildung schwieriger. In der
analytischen Gelfiltration mit AP2 wird nicht wie bei AP1 ein einzelner Peak im
Retentionsvolumen von etwa 13,8 ml erhalten, was der Masse von 208 kDa entsprechen
wlrde, sondern zusatzlich ein Peak bei 15 ml (Abbildung 42). Nach der Auftrennung
einzelner Fraktionen der analytischen Gelfiltration konnte in allen durchgangig die o©2-
Untereinheit mit seiner Masse von 17 kDa identifiziert werden. Die Zuordnung der anderen
Banden zwischen 50 und 70 kDa war schwieriger. Die His-a-Untereinheit hat eine Masse von
75 kDa, wahrend die B2-Untereinheit eine Masse von 70 kDa besitzt. Moglicherweise
befinden sich beide Untereinheiten in der Bande kurz unter der 66 kDa-Bande des LMW-
Markers. Die p1-Untereinheit befindet sich mit einer Masse von etwa 49,6 kDa hingegen
unterhalb dieser Bande, wobei diese in der analytischen Gelfiltration nur im vorderen Peak
zu erkennen ist (Abbildung 42). Im hinteren Peak scheint diese zu fehlen, was
mdglicherweise mit der Instabilitdt des AP2-Komplexes einhergeht.
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Abbildung 42: Analyse der Komplexbildung des heterotetrameren Adaptorproteinkomplex 2.
Analytische Gelfiltration von AP2 (griin) nach erfolgter Reinigung. Die Fraktionen des vorderen Peaks
(griin, 12,75 ml bis 14,25 ml) und des hinteren Peaks (dunkelgriin, 14,5 ml bis 15,75 ml) wurden
mittels denaturierender SDS-PAGE analysiert. Die a-Untereinheit hat eine theoretische Masse von 75
kDa, B2 70 kDa, p2 49,6 kDa und 62 17 kDa, so dass auf dem SDS-Gel nur die g2-Untereinheit
einwandfrei zu erkennen ist. In der analytischen GréRenausschlusschromatographie wurden 100 ug
des Komplexes auf einer 10/30 Superdex 75 Saule aufgetragen. Als entgaster Laufpuffer diente 20
mM Tris-HCI, (pH 8,7) mit 100 mM NaCl und 10 mM TCEP. Dargestellt ist das Ergebnis der
denaturierenden SDS-PAGE eines 20%-igen SDS-Gels nach Coomassie-Farbung.

4.2.3 Massenspektrometrische Untersuchungen des AP2-Komplexes

Um alle vier Untereinheiten zu identifizieren, wurden Proben aus der Reinigung von AP2
Uber 20%ige und 12%ige SDS-Gele getrennt, die gewlinschte Banden ausgeschnitten und
die enthaltenen Proteine mittels MALDI-TOF-basierten PMF (Peptid Mass Fingerprint)
analysiert (Abbildung 43 und Abbildung 79 im Anhang). Es wurde dabei eine Bande kurz
unterhalb des 66 kDa Markers (1, rot), eine bei 17 kDa (2, blau), eine mit der Masse von 66
kDa (3, violett) sowie eine von 50 kDa (4, grin) ausgeschnitten und der PMF-Service am
Zentrum fir Molekulare Medizin in Koéln genutzt. Hierbei wird als Protease fir den
Peptidverdau Trypsin verwendet, das in der Peptidkette spezifisch C-terminal hinter den
Arginin- und Lysinresten schneidet, woraufhin die erhaltenen Peptidmassen in der MALDI mit
den Massen des theoretischen Trypsinverdau der gesuchten Proteinsequenzen verglichen
werden. Dadurch konnte gezeigt werden, dass sich in der breiten Bande kurz unterhalb von
66 kDa (Bande 1, rot) die a-Untereinheit zusammen mit der f1-Untereinheit befindet, wofur
auch die erhaltene Masse des Komplexes bei der analytischen Gelfiltration und die starke
Intensivitdt der Bande spricht (Abbildung 43). Im PMF dieser Bande wurden fiir die a-
Untereinheit 70 verschiedene Peptide mit einer Sequenzabdeckung von 69,6% sowie fir die
B1-Untereinheit 117 Peptide mit einer Sequenzabdeckung von 81,8% gefunden (Abbildung
79 A und B im Anhang). Auch die g2-Untereinheit konnte in der zweiten Bande (Bande 3,
blau) durch 8 gefundene Peptide in der Proteinsequenz mit einer Abdeckung von 44,4%
(Abbildung 79 C im Anhang) sowie in der vierten Bande (Bande 4, griin) 94 Peptide der p2-
Untereinheit mit einer Abdeckung von 77,7% gefunden werden (Abbildung 79 D im Anhang).
In der dritten analysierten Bande befindet sich nach dem PMF ein mitgereinigtes nicht zu
identifizierendes Protein aus E. coli.
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Aus den bisherigen Analysen der drei exprimierten Komplexe AP1, AP1 uDD und AP2 ist zu
entnehmen, dass AP1 und AP1 uDD in einer sauberen 1:1:1:1-Stéchiometrie erhalten wurde,
so dass mit diesem Protein weitere biochemische Experimente durchgefiihrt werden
konnten. Der AP2-Komplex hingegen scheint in einer Mischung aus 1:1:1:1-Stéchiometrie
mit allen vier Untereinheiten zusammen und einem instabilen 1:1:1-Komplex, in der
moglicherweise die p2-Untereinheit fehlt, vorzuliegen. Es werden im folgenden Abschnitt der
Arbeit auch Experimente mit diesem Komplex durchgefiihrt, doch bendtigt dieser
moglicherweise molekularbiologische Veranderungen in den Untereinheiten, um diesen zu
stabilisieren.
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Abbildung 43: SDS-PAGE zur Analyse der Zusammensetzung des AP2-Komplexes . Dargestellt
ist das Ergebnis der denaturierenden SDS-PAGE-Analyse mit Proben von AP2 nach der praparativen
Gelfiltration wahrend der Reinigung von AP2 (ber ein 20%iges (A und C), sowie Uber ein 12%iges
SDS Gel (B und D) mit identischen Proben nach Coomassie-Farbung. Zur Analyse der Untereinheiten
wurden die vier farblich markierten Banden ausgeschnitten und mittels PMF analysiert (Abbildung 79
im Anhang).
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4.2.4 Biochemische Experimente zur Untersuchung der Interaktion zwischen AP1,
MHC-l und Nef

Wie schon fur den Komplex zwischen Nef, MHC-I und der C-terminalen Domane der
p1-Untereinheit von AP1 in Jia et al. (2012) gezeigt wurde, werden fur die heterotrimere
Komplexformierung alle drei Proteine gemeinsam bendétigt, wodurch ein tertidrer kooperativer
Komplex gebildet wird. Hierbei ist zu erwahnen, dass in der Studie von Jia et al. (2012) fur
die Kristallisation des Komplexes die Fusion zwischen Nef und MHC-| unabdingbar war. Um
in dieser Arbeit die Interaktionen der einzelnen Proteine zu untersuchen, wurden mit diesen
analytische Gelfiltrationen sowie ITC-Messungen in verschiedenen Kombinationen
durchgefuhrt. Hierbei sollte zum einen die Nef-vermittelte Interaktion zwischen AP1, bzw. der
Mutante AP1 uDD (phosphorylierungs-Mimikry), mit HLA-A2 bzw. HLA-B untersucht werden.
Die verwendeten MHC-I|-Peptide dhneln sehr denen, die fur die Lésung der Nef-MHC-I-CD-
M1 Struktur verwendet wurden (siehe Abschnitt 3.4 und Abbildung 38: HLA-A2337.355, HLA-
B33s-362, MHC-I-CD (HLA-Aas3s.365))- In der analytischen Gelfiltration wurden einzelnen Peaks
bei einem Elutionsvolumen von etwa 20 ml fiir HLA-B (= 2,7 kDa), von 17 ml fir Nef; 210 (24,1
kDa), von etwa 13,5 ml fur AP1 und AP1 uDD (207,9 kDa bzw. 208 kDa) erhalten. Weder
nach der Mischung von Nef mit AP1, noch nach der Mischung von Nef mit AP1 uDD mit und
ohne Zugabe des HLA-B-Peptids wurden Verschiebungen der Retentionsvolumina oder
Anderungen der Elutionsvolumina beobachtet. In jedem Fall wurden nach versuchter
Komplexbildung ausschlieBlich die einzelnen Peaks von Nef, AP1, AP1 uyDD und HLA-B
erhalten (Abbildung 44). Mit dieser Methode konnte daher keine heterotrimeren
Komplexbildungen nachgewiesen werden.
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Abbildung 44: Analytische GroRenausschlusschromatographie zur Untersuchung der
Wechselwirkungen zwischen Nef, AP1 und MHC-l. Es wurden acht Einzellaufe durchgefiihrt mit
HLA-B (schwarz), Nef;.10 (orange), AP1 (rot) und AP1 uDD (blau) alleine. Aufierdem wurden Ansatze
aus Nef und AP1 (hellgriin), Nef, AP1 und HLA-B (dunkelgriin), Nef und AP1 uDD (magenta) sowie
Nef, AP1 uDD und HLA-B (violett) aufgetragen. Von jedem Protein wurden 100 pl einer 1,5 mg/ml
konzentrierten Lésung und damit 150 ug eingesetzt, so dass die kleineren Bindungspartner im
Uberschuss vorlagen. Zur Durchfiilhrung wurde eine 10/30 Superdex 200 Saule und ein entgaster
Laufpuffer aus 20 mM Tris-HCI, (pH 8,7) mit 100 mM NaCl und 10 mM TCEP verwendet.
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Um zu untersuchen, ob die Affinitdten zu gering sind um in der analytischen Gelfiltration
einen stabilen Komplex zu bilden oder die Proteine nicht miteinander interagieren, wurden
aullerdem ITC-Messungen durchgeflihrt. Hierzu wurden zum einen 400 yM des HLA-B-
Peptids zu einer 20 uM Lésung aus Nefy,10 und AP1, sowie 400 uM des HLA-A2-Peptids zu
einer 20 uyM Losung aus Nefi10 und AP1 uDD titriert und die Warmeténung aufgenommen
(Abbildung 45 A und C). Hierbei konnte keine Interaktion von MHC-I mit Nef/AP1 bzw. mit
Nef/AP1 uDD gemessen werden. In zwei anderen Messungen wurde anstatt des MHC-I-
Peptids als Ligand Nef verwendet und dieses zu 20 pM Lésungen aus HLA-B und AP1 bzw.
HLA-A2 und AP1 pDD titriert, wobei auch hier keine Bindung detektiert werden konnte.
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Abbildung 45: Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Nef, AP1 und MHC-l mittels
isothermaler Titrationskalorimetrie. (A) Fur die kalorimetrische Messung wurden in 19 Injektionen
mit je 2 pyl zum einen 400 yM HLA-B zu einer 20 uM Lésung aus Nef und AP1 sowie (B) 400 uM Nef
zu einer 20 uyM Loésung aus HLA-B und AP1 titriert. (C) Aufierdem wurden 400 uM HLA-A2 zu 20 pM
Nef und AP1 uDD sowie (D) 400 uM Nef zu 20 yM HLA-A2 und AP1uDD titriert. Als entgaster Puffer
wurden 20 mM Tris-HCI, (pH 8,7) mit 100 mM NaCl und 10 mM TCEP eingesetzt und die Messungen
bei 25°C durchgefiihrt.
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4.2.5 Biochemische Untersuchung der Interaktion zwischen AP2, CD4 und Nef

Zur biochemischen Untersuchung der Interaktion zwischen Nef, AP2 und CD4 wurde ahnlich
wie bei Nef, AP1 und MHC-I analytische Gelfiltrationen und ITC-Messungen durchgefiihrt.
HierfGr wurde ein CD4-Peptid der zytosolischen Domane des CD4-Rezeptors verwendet,
welches das Dileucinmotiv enthalt (CD4..: AYQQAERMSQIKRLLS). Das Peptid CD4,, hat
aufgrund seiner geringen Masse von etwa 1,9 kDa ein Retentionsvolumen von 20,8 ml,
wahrend Nefi.10 Wie zuvor bei seiner Masse von 24,14 kDa bei etwa 17 ml eluiert wird und
AP2 den wie in Abschnitt 4.1.8.2 beschriebenen doppelten Peak bei 13,5 ml und 15,2 ml
aufweist (Abbildung 46). Weder nach dem gemeinsamen Auftragen von Nef und AP2 noch
von Nef, AP2 und dem CD4  -Peptid auf die Gelfiltrationssaule konnten Veranderungen der
Retentionsvolumina beobachtet werden, so dass sich keine Komplexe formierten. Dieses
Ergebnis wird auch durch die anschlieBenden ITC-Experimente bestatigt, in denen zum
einen 400 uM des CD4-Peptids zu 20 uM Nefy.12q allein und dann zu einer 20 yuM Lésung aus
Nefi210 und AP2 titriert wurde (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Nef, AP2 und CDA4.
(A) Analytische Grofienausschlusschromatographie mit den funf Einzelldufen des CDA4, -Peptids
(schwarz), Nef,.,1o (orange) und AP2 (violett) alleine. Aul3erdem wurden die Ansatze aus Nef und AP2
(gelb) und Nef, AP2 und CD4,_ (braun) aufgetragen. Von jedem Protein wurden 100 pl einer 1 mg/ml
Lésung und damit 100 pg eingesetzt, so dass die kleineren Bindungspartner im Uberschuss vorlagen.
(B und C) Isothermale Titrationskalorimetrie zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Nef,
AP2 und CD4. Es wurden in 19 Injektionen mit je 2 pyl zum einen 400 uM des CD4, -Peptids zu 20 uyM
Nefi.219 sowie (C) 400 uM CD4,, zu einer 20 yM Losung aus Nef;1qo und AP2 titriert. Als entgaster
Puffer wurde bei beiden Methoden einer mit 20 mM Tris-HCI, (pH 8,7), 100 mM NaCl und 10 mM
TCEP eingesetzt. Die Messungen wurden bei 25°C durchgefihrt.
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4.3 Screen eines kleinen molekularen Inhibitors gegen Nef

Da es sich bei Nef um ein retrovirales Protein handelt, das durch hohe Mutationsraten
stdndigen Veranderungen ausgesetzt ist, kann der Blick auf variable und konservierte
Bereiche auf der Oberflache in besonderem MalRe Hinweise auf die Bedeutsamkeit von
Sequenz-Motiven geben. Dazu wurde zunachst fur diese Arbeit aufgrund des Fehlens einer
Volllangenstruktur von Nef eine Modellstruktur generiert, unter Verwendung des N-Terminus
1-57 der Struktur 1QA5 (Geyer et al., 1999), der Reste 57-72 der Struktur 3REA (Breuer et
al., 2011) und der Reste 72-208 der Struktur 3RBB (Horenkamp et al., 2011). Durch die
strukturelle Uberlagerung von 150 verschiedenen Nef Allelen, konnten der Grad der
Sequenzkonservierung von variable bis konserviert auf der Oberflache dargestellt werden
(Abbildung 47) (Lulf et al., 2011).

Das PzsxxPxR Motiv ist dabei sehr stark konserviert, genauso wie das Dileucinmotiv
in der C-terminalen flexiblen Schleife. Beide Motive sind dementsprechend nicht nur
funktionell ein guten Ziel flir mdgliche Inhibitoren. Im Kern sind im besonderen Male zwei
Bereiche stark konserviert: Zum einen einer mit den Resten Q122, T121, W117, L116, L114,
1113, R110, L104, G100, G99 und L101, die zusammen mit dem etwas weniger
konservierten L95 die hydrophobe Tasche bilden, bei der es sich um die Sortierungsmotiv-
Erkennungsdoméne handelt (Horenkamp et al., 2011; Lee et al.,, 1996). Aulierdem die
Trennungsbarriere zwischen distaler Sortierungsmotiv-Erkennungsdomane und proximaler
RT-Schleifen-Erkennungsdoméane durch die Aminosduren Phenylalanin 94 und
Tryptophan 117. Die hydrophobe Tasche bindet das Dileucinmotiv von CD4 und ist damit
ebenfalls ein gutes Ziel fir mdgliche Inhibitoren (Grzesiek et al., 1996b). Insbesondere
handelt es sich hierbei um eine tiefe Tasche, in das eine niedermolekulare chemische
Verbindung gut binden kénnte. Bei SIV-Nef interagiert der gleiche Bereich auRerdem mit der
CD3 (-Kette zur Runterregulierung des CD3-Rezeptors (Kim et al., 2010). Somit ist die
hydrophobe Tasche von Nef ein geeignetes Ziel fur kleine molekulare Inhibitoren, die im
Zuge dieser Arbeit innerhalb eines europaischen iINEF Konsortiums entwickelt werden
sollten.
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Abbildung 47: Konservierungsgrad und Hyrophobizitit von HIV-1 Allelen dargestellt auf der
Oberflache von Nefsg,. (A) Darstellung der Starke der Variabilitat und Konservierung aller Reste auf
der Oberflache anhand eines Nef Modells zusammengesetzt aus den pdb-Eintragen 1QA5 (Geyer et
al.,, 1999), 3REA (Breuer et al., 2011) 3RBB (Horenkamp et al., 2011). Die Konservierungsstarke ist
von konserviert (rot) bis variabel (tirkis) gezeigt. (B) Die Nahaufnahme der hydrophoben Tasche
zeigt, dass die Reste der Aminosauren Phenylalanin 94 und Tryptophan 117 diese in eine proximale
Bindetasche fir RT-Schleifen sowie in eine distale Bindetasche fiir Sortierungsmotive unterteilt.
Hierbei ist die Letztere weit starker konserviert, was auch Phenylalanin 94 und Tryptophan 117
miteinschlie®t. (C) Darstellung der Polaritat auf der Oberflache von Nefsg, des gleichen Modells wie in
(A). Hierbei wird das Ausmal} der Polaritat in sehr polar (griin) bis sehr hydrophob (gelb) gezeigt. (D)
Die Ansicht der hydrophoben Tasche wie in (B) in Hinblick auf die Polaritat zeigt, dass sich in den
proximalen und distalen Bindetaschen viele hydrophobe Reste befinden. Die strukturellen
Uberlagerungen wurden mit dem Consurf-Server und dem Programm UCSF Chimera erstellt.
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4.3.1 Arbeitsweise des iNEF Konsortiums im 7. EU-Forschungsrahmenprogramm

Im Rahmen des 7. Europaischen Forschungsrahmenprogramms, wurde innerhalb eines
Zeitraums von 3,5 Jahren in einem europaweiten Konsortium nach inhibitorischen
Substanzen gegen Nef gesucht, das unter der Leitung von Dr. Prof. Bruno Verhasselt im
iINEF-Projekt (Inhibition von Nef) mit dem Arbeitstitel ,/nhibiting Nef: a novel drug target for
HIV-host interactions® (FP7-HEALTH-2007-A) interdisziplinar zusammenarbeitete. Mit Frank
Kirchhoff (Molekulare Virologie-Universitatsklinikum Ulm), Bruno Verhasselt (klinische
Chemie, Mikrobiologie und Immunologie, Gent), Kalle Saksela (Virologie-Haartman Institute,
Helsinki), Olivier Schwartz (Virologie-Institut Pasteur, Paris), Paul Jolicoeur (Experimentelle
Medizin, University von Montreal (US)), Matthias Geyer (Physikalische Biochemie, MPI
Dortmund), Marcel Hibert (Fakultdt der Pharmazie von StralRburg) und Patrice Debré
(Immunologie, INSERM Paris), in industrieller Zusammenarbeit mit der Firma Ecosynth® zur
Herstellung der chemischen Verbindungen, arbeitete ein interdisziplindres Konsortium
international zusammen. Ausgangspunkt des Projektes waren erste Studien, in denen Nef
als Ziel fur kleine molekulare Inhibitoren getestet wurden (Olszewski et al., 2004; Oneyama
et al.,, 2003). Vor allem eine Studie, in der mittels virtuellen Screening eine Leitstruktur
namens D1 gefunden wurde (Betzi et al., 2007), war Ausgangspunkt der Herstellung
mehrerer Derivate. In dieser Studie wurde fir das virtuelle Screening die Bindungsoberflache
zwischen Nef und SH3-Domanen ausgewahlt, die zwischen dem PxxP-Motivs und des RT-
Schleifen Bindemotivs eine Tasche von 1264 A? GroRe ausbildet. Hierbei wurde mittels
Hochdurchsatz-Docking Substanzen mit einer Affinitdt im mikromolaren Bereich (ITC)
gefunden, die in der Nef-SH3 Interaktionsflache binden (NMR) und diese Interaktion stéren
(zellulare Versuche, Pull-Downs) (Betzi et al., 2007). Obwohl diese Studie erstmals zeigt,
dass es moglich ist niedermolekulare chemische Verbindungen zu finden die an Nef binden
um dieses zu inhibieren, sind die Affinititen der D1-Derivate zu schwach und die
Bindungsstelle auf Nef nicht ausreichend definiert, so dass eine potente Inhibition von Nef
nicht erreicht werden konnte.

Unter anderem war das DLC-27 (D1-like compound 27), ein Derivat der Leitstruktur
D1, zu Beginn des iNEF-Projektes Ausgangspunkt zur Herstellung neuer Derivate durch die
Firma EcoSynth. Diese Substanzen wurden daraufhin innerhalb des Konsortiums durch
verschiedene Hochdurchsatzmethoden vieler Arbeitsgruppen getestet. Sobald eine Substanz
in entsprechenden Versuchen beispielsweise die Interaktion zwischen Nef und einer SH3-
Domane beeinflusste, wurden im Zuge dieser Arbeit biochemischen Experimente
durchgefuhrt (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Arbeitsschema des iINEF Konsortiums. Von 2008 bis Mitte 2011 wurde innerhalb
des iINEF Konsortiums im Rahmen des 7. europaischen Forschungsrahmenprogramm an der Suche
nach Nef inhibierenden Substanzen gearbeitet. (A) Das Konsortium bestand aus 9 Mitgliedern,
dessen  Arbeitsgruppen sehr unterschiedliche Expertisen aufwiesen, so dass mit
molekularbiologischen, biochemischen, biophysikalischen, immunologischen, virologischen und
medizinischen Methoden ein groRes methodisches Spektrum abgedeckt wurde. Die kleinen Molekiile
wurden in zwei chemischen Bibliotheken in Paris und Ooestende synthetisiert und an verschiedene
Arbeitsgruppen  geschickt, um sie auf mdgliche inhibitorische  Wirkungen  mittels
Hochdurchsatzmethoden zu testen (Netzwerk, rote Pfeile). Mit diesen Methoden lieRen sich in
kirzester Zeit tausende chemische Verbindungen darauf untersuchen, ob sie bestimmte Nef-
vermittelte Funktionen storen. (B) Die in diesen Untersuchungen als positive Treffer identifizierten
Molekile (grine Pfeile) wurden dann im Zuge dieser Arbeit mittels NMR und weiteren Methoden
darauf getestet, ob sie direkt an Nef binden und welche biochemischen und strukturellen
Auswirkungen dies hat.

4.3.2 Herstellung von isotopenmarkierten Nef und Titrationsreihen mittels 2D HSQC-
NMR-Spektroskopie

Um zu untersuchen, ob die in den Hochdurchsatzmethoden inhibierten Funktionen von Nef
durch eine direkte Interaktion zwischen Substanz und Nef verursacht werden, wurden im
Folgenden Titrationsreihen mittels heteronuklearer HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence)-2D-Spektroskopie durchgefiihrt. Hierfiir ist die '°N-Isotopenmakierung des
Proteins notwendig, so dass Nef in entsprechendem Minimalmedium exprimiert (siehe
Abschnitt 3.6) und anschlieBend gereinigt wurde. Aufgrund der Erfahrung in der NMR, dass
sich der flexible N-Terminus negativ auf die Signalauflésung auswirkt, wurde fir die
Messungen N-terminal verkiirztes '°N-markiertes Nefys.010 hergestellt (Abbildung 49) (Breuer
et al., 2011). Zusatzlich wurde Nef vollstandig *C- und "°N-isotopenmarkiert hergestellt, um
in Kooperation mit PD Dr. Sonja Dames in Mlnchen eine vollstandige Zuordnung der
einzelnen Aminosauren zu den Resonanzfrequenzen im HSQC-Spektrum (Assignment) zu
Erhalten. Bisher wurden dabei 103 Aminosauren zugeordnet, was 49% aller Reste
entspricht. Hiervon konnten aber nur 46 Reste in den in dieser Arbeit gemessenen HSQC-
Spektren zugeordnet werden (gelb), da viele Peaks vor allem im Kernbereich im Zentrum
des HSQC-Spektrums nicht so gut definiert sind (rot) (Abbildung 49).
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Abbildung 49: 'H/"°N HSQC-Spektren von Nefs;,o und Aminosduren-Zuordnung der
Resonanzsignale. Uber das Grundspektrum (schwarz) wurden das erhaltene Koordinatenraster der
Zuordnung der Peaks gelegt, um diese im Grundspektrum identifizieren zu kénnen. Hierbei sind die
zuordnungsbaren Peaks gelb und die aufgrund nicht ausreichend definierten Peaks nicht zuordnungs-
baren in rot eingefarbt. Auf der x-Achse ist die 'H- und auf der y-Achse die '°N-chemische
Verschiebung aufgetragen.

Fir die Aufnahme der "H/"®N HSQC-Spektren in den Bindungsexperimenten wurde die
Probe auf die Konzentration von 0,4 mM verdiinnt und zunéachst ein Grundspektrum von Nef
allein aufgenommen und anschlieend als Negativkontrolle DMSO =zutitriert. Aufgrund der
unterschiedlichen Ldslichkeit der chemischen Verbindungen in wassrigen Lésungen, wurden
zur Vergleichbarkeit der Titrationsmessungen grundsatzlich alle Substanzen in DMSO geldst
und anschlieBend zu Nef titriert. Hierbei wurden Zeitraum, die Anzahl der gemessenen
Resonanzsignale und die Anzahl der Spuren so optimiert, dass ein angemessenes Signal zu
Rausch-Verhaltnis erzielt wurde. Hierbei wurde bei einer Messzeit von mindestens
3 Stunden und 10 Minuten, der Anzahl von 24 Scans und bei 180*2 aufgenommenen Spuren
die besten Spektren erhalten und dies fir alle Messungen so beibehalten. Durch die Zugabe
von DMSO zu 0,4 mM "°N-markiertem Nefys.010 konnten auch im zeitlichen Verlauf der
Messung keine Veranderungen der chemischen Verschiebungen im HSQC-Spektrum
beobachtet werden. Deshalb konnte ausgeschlossen werden, dass DMSO wahrend den
Titrationsmessungen einen negativen Einfluss auf die Stabilitat von Nef hat (Abbildung 50).
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Abbildung 50: 'H/">°N HSQC-Spektren von Nefys21o ohne und mit DMSO. Es wurden 585 pl einer
0,4 mM Ldésung von ®N-markiertem Nefys.10 in 5 mM Tris/HCI Puffer, (pH 8,0) und 8% D,0O bei 25°C
und einer Feldstarke von 600 MHz gemessen. In schwarz ist das Grundspektrum vor und in roter
Farbe das HSQC-Spektrum nach der Zugabe von 10,1 yl DMSO (1,6%) zu sehen. Durch die Zugabe
von DMSO sind keine Veranderungen der chemischen Verschiebungen der Resonanzsignale der
Aminosauren von Nef5.010 zu beobachten.

In mehreren Messreihen wurden alle in den Hochdurchsatzmethoden als positiv
identifizierten Substanzen zu Nef titriert. Hierbei wurde von jeder Substanz jeweils 0,8 mM
und somit die doppelte molare Menge von Nef eingesetzt und dabei immer zwei aufeinander
folgende Messungen mit unterschiedlichen Substanzen durchgeflihrt. In einer dieser
Titrationsreihen wurde zunachst ES000287 zugegeben und gemessen, mit anschlieRendem
Hinzugeben von ES000219 (Tabelle 3). Es konnten nach der Zugabe von ES000287 nur
eine leichte Verschiebung eines Peaks einer noch nicht zugeordneten Aminosduren
beobachtet werden (Abbildung 51, gelb umkreist), die nach der Zugabe von ES000219
deutlich starker ausfiel. AuRerdem kamen zusatzlich deutliche Veranderungen von W61,
G99, G100, T121, W117 sowie eines noch nicht zugeordneten Peaks hinzu (Abbildung 51,
rot umkreist).
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Tabelle 3: Tabellarische Zusammenfassung der Eigenschaften und strukturelle Informationen
von ES000287 und ES000219.

Substanz MW [Da] Summenformel = Strukturformel Stabchen-Modell
o &
NHJ{N \r\ /
Ao a0
ES000287 311,34 C17H17N303 >0 <
7 “Q\r_\ )\
)
[o]
Il
s Ars
D:N:V TN \I - \I =
ES000219 375,44 C1gH21N3O4S o A, N )7‘
HCI ”
N ~
C H
— Nef45+ T1 2 10 I 61/ppm
Nef,s, + ES000287 ~G99 i
m— Nef,g, + ES000287 + ES000219 G100 i
. 11
# G123 - 10
G163
G136 g G176
J ® 67 . . 20 r
- [ W '\ [
T132 o LPL gﬂ - - 115
© e U195 N R200
fo e
..... Te4 'y B
R i
e 120
""" K130 7
310?: 15N
- 125
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- 130
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Abbildung 51: 'H/"°N HSQC-Spektren von Nefys.,10, Sowie von Nef,s.,1, + ES000287 und Nefys.210
+ ES000287 + ES000219 (1:2:2). Die Messung wurde wie in Abbildung 50 beschrieben durchgefiihrt.
Das HSQC-Spektirum von Nefys.,19 allein ist schwarz, das nach Zugabe von ES000287 gelb und das
nach Zugabe von ES000219 rot gefarbt. Veranderungen chemischer Verschiebungen sind durch
ES000287 durch gelbe und ES000219 durch rote Kreise markiert.

Aufgrund der deutlich zu beobachteten Veranderungen der chemischen Verschiebungen
nach der Zugabe von ES000219 im HSQC-Spektrum, wurde eine Titrationsreihe allein mit
ES000219 durchgefiihrt, in der dieses in finf aufeinanderfolgenden Schritten zu Nef titriert
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wurde. Daflr wurde das ES000219 in DMSO gelést, eine Stammiésung von 100 mM
angesetzt und dieses nach der Aufnahme des Grundspektrums von Nefys.,10in den molaren
Verhaltnissen 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 und 1:16 zu Nef gegeben (Abbildung 52). Durch diese
Titrationsreihe konnte nach der im Verhaltnis zu Nef 2-fachen Zugabe von ES000219
beobachteten Veranderungen der chemischen Verschiebungen aus Abbildung 51 bestatigt
und sogar durch die weitere Erhéhung bis zu einem Verhaltnis von 1:16 verstarkt werden. Es
konnten Verschiebungen flir die Aminosauren W61g, G99, G100, T121, W117¢, T84 sowie
fur drei noch nicht zugeordnete Reste verfolgt werden.
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Abbildung 52: "H/"°N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nef,s.,1o mit ES000219.

Es wurden wie zuvor 585 ul einer 0,4 mM Lésung von *N-markieren Nefss.010 in 5 mM Tris/HCI Puffer
(pH 8,0) und 8% D,0O bei 25°C und einer Feldstarke von 600 MHz gemessen. Die Substanz wurde in
DMSO geldst und eine Stammlésung von 100 mM angesetzt. Das HSQC-Spektrum von Nef,5.010 allein
ist schwarz dargestellt. Die Titration von ES000219 erfolgte in Konzentrationen von 0,4 mM bis 6,4
mM (1:1-1:16), farblich abgestuft gekennzeichnet von gelb Uber orange nach rot. Die markantesten
Veranderungen der chemischen Verschiebungen sind markiert.

4.3.3 ITC-Messungen mit ES000219 und HIV-1 Nef

Nachdem mittels NMR die Bindung von ES000219 an Nef anhand der Veranderungen der
chemischen Verschiebungen in HSQC-Spektren beobachtet werden konnte, wurde versucht
diese Bindung mittels ITC zu bestatigen. Hierbei wurde ES000219 in Puffer gelést und eine
50 mM Stamml6sung angesetzt. Weder bei den Titrationen von 200 yM ES000219 zu 20 uM
Nef, noch bei 500 yM zu 25 pM oder 1 pM zu 100 uM konnte Reaktionswarme gemessen
werden. Aufgrund der geringen Loslichkeit und der wahrscheinlich schwachen Affinitat wurde
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die Konzentration von ES000219 in der Spritze bis auf 2 mM erhéht und zu 100 uM Nef
titriert. Hierbei konnte erstmalig reaktionsabhdngige Temperaturdnderungen in Folge des
Titrierens von ES000219 detektiert werden (nicht gezeigt). Da es bis zum Ende der Messung
zu keiner Sattigung der Bindung kam, wurde die molare Menge von ES000219 bis auf 10
mM erhéht, bei gleichbleibender molaren Menge von Nef von 100 uM, so dass die Substanz
nicht wie Ublicherweise in ITC-Messungen in etwa einem 10-fachen Uberschuss vorlag,
sondern in einem 100-fachen. In Abbildung 53 sind zwei ITC-Messungen abgebildet, in
denen ES000219 zu Nefys.21 titriert sowie eine Kontrollmessung in der ES000219 zu Puffer
titriert wurde. Aus der dazugehdrigen Tabelle wird ersichtlich, dass zwar die Bindung
zwischen ES000219 und Nef aus den NMR-Messungen bestatigt werden konnte, doch ist
die Ermittlung einer distinkten Affinitdt nicht méglich. Denn schon die sehr hohen n-Werte,
die bei einer erwarteten dquimolaren Bindungsstochiometrie zwischen Ligand und Nef um 1
liegen sollten zeigen, dass die Messungen hohe Fehlerraten aufweisen. Dadurch sind die
folgenden ITC-Messungen der Substanzen nicht sehr genau, zeigen aber dass diese an Nef
binden und die Affinitaten im millimolaren Bereich liegen, was mit den Veranderungen der
chemischen Verschiebungen der NMR-Messungen Ubereinstimmt. Die Reaktion [auft
aufgrund der negativen Enthalpiedanderungen exotherm ab, bei gleichzeitiger Zunahme der
Unordnung des Systems durch positive Entropieanderungen.
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-0,845 3,88
(B) ES000219/Nef 0,36 -4,691 (£0.17) 0,013 3,85 (0,63)
(C) ES000219/Puffer - - - - - -

Abbildung 53: Bindungsstudien mit Nef und ES000219 mittels ITC. (A und B) Isothermale

Titrationskalorimetrie zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Nef und ES000219.

In

beiden Messungen wurden in 19 Injektionen mit je 2 ul eine Losung von 10 mM ES000219 zu 100 M
Nefys.010 titriert. (C) Titration von 10 mM ES000219 zu Puffer. Als entgaster Puffer wurde 20 mM Tris-

HCI,

(pH 8,0) mit 100 mM NacCl,

durchgefuhrt. Die relevanten Messwerte sind tabellarisch zusammengefasst.
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4.3.4 NMR-Titrationsreihen mit Nef und Derivaten von ES000219

In NMR Titrationsversuchen, sowie in ITC-Experimenten konnte die Bindung von ES000219
an HIV-1 Nef gezeigt werden. Um die an der Interaktion beteiligten Bereiche zwischen
ES000219 und Nef eingrenzen zu koénnen und moglicherweise besser oder schlechter
bindende Substanzen zu erhalten, wurden zusammen mit der Firma EcoSynth eine ganze
Reihe von Derivate von ES000219 geplant, synthetisiert und in NMR-Bindungsstudien
eingesetzt. Hierbei wurden verschiedene Bereiche der Substanz, wie in den Tabellen 4-6
gezeigt, sukzessiv verandert.

4.3.4.1 Derivate von ES000219 mit verdnderter Nitro- und Sulfon-Gruppe

Der erste modifizierte Bereich von ES000219 besteht aus einem Nitrogruppe (R-NO,),
dessen Rest mit dem Kohlenstoffatom 6 (C6) eines Benzolrings verbunden ist. Diese wurde
im Derivat ES000668 entfernt, in ES000378 gegen eine Aminogruppe und in ES000669
gegen ein Chloratom ausgetauscht (Tabelle 4). Darauf folgt eine Sulfon-Gruppe (R-(SO,)-R),
die mit dem C2 des Benzolrings verbunden ist und im Derivat ES000670 gegen ein
Carbonylgruppe (R-CO-R) ersetzt wurde (Tabelle 4). Die verschiedenen Derivate weisen
sehr unterschiedliche Léslichkeiten in wassrigen Loésungen auf, die in den NMR-
Titrationsmessungen beachtet werden missen, wenn man deren Bindungsaffinitdten an Nef
anhand der HSQC-Spektren untereinander vergleichen méchte. Denn eine sehr schlecht
l6sliche Substanz, die wahrend des Titrierens stark ausfallt, konnte die Starke der
Veranderungen der chemischen Verschiebungen negativ beeinflussen.

Aus diesem Grund wurde parallel zur Titrationsreihe die Gesamtmenge der
eingesetzten Substanz einer Titrationsmessung in gleicher Menge Puffer (585 pl: 5 mM Tris-
HCI, (pH 8)) ohne Anwesenheit des Proteins in einem 1,5 ml Reaktionsgefald angesetzt, um
die Starke des Ausfallens zu dokumentieren. Zur Visualisierung wurde dann die Bewertung
von 1 fUr sehr gut I6slich bis § fur unléslich vorgenommen (Abbildungen 54-59 und im
Anhang 80-86). Der Einfluss der Veranderungen der chemischen Verbindungen auf die
Loslichkeit ist auBerdem wichtig, um aus dieser Erfahrung heraus nachfolgend Idslichere
Derivate herzustellen. Im Falle der folgenden vier getesteten Derivate sind ES000668 und
ES000669 wie auch ES000219 sehr gut Iéslich (Abbildungen 52, 54 und im Anhang 80),
ES000378 etwas weniger l6slich (Abbildung 55) und ES000670 unléslich (Abbildung 81 im
Anhang) in wassriger Losung. Moglicherweise spiegelt sich dieses auch in den Starken der
Veranderungen der chemischen Verschiebungen wider. Wahrend ES000668 und ES000669
im Prinzip identische Veranderungen der chemischen Verschiebungen wie ES000219
verursachen (Abbildungen 52, 54 und im Anhang 80), ist ES000378 etwas schlechter
(Abbildung 55) und ES000670 (Abbildung 81 im Anhang) scheint kaum mit Nef zu
Interagieren. Diese NMR-Titrationsreihen zeigen, dass die Veranderungen der Nitro- und
Sulfongruppe keinen Einfluss auf die Bindung an Nef haben. AuRerdem hat der Austausch
der Nitrogruppe zu einer Aminogruppe einen negativen Einfluss auf die Ld&slichkeit der
Substanz, so dass folgende Derivate fast ausschlief3lich die Nitrogruppe besitzen.
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Tabelle 4: Tabellarische Zusammenfassung der Eigenschaften und strukturelle Informationen
von ES000219, ES000668, ES000378, ES000669 und ES000670. Die Veranderungen der Derivate
gegeniber der Leitstruktur ES000219 sind mit gestrichelten Rechtecken hervorgehoben.

Substanz MW Summenformel ~ Strukturformel = Stabchen-Modell  LOSlichkeit
[Da] 1[+]- 5[]
Qﬁim 80k I
o=N’ Ny S
ES000219 375,44 C1gH21N304S o ,34: p I\t J 1
HCIN : 17‘
d H
'Elwa .
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3 RaAD®
_, Abbildung 330,45 C1gH22N20,S = } ) 1
54 ) -
) o
| \
ES000378 QF o, /S;u
2N A\ ‘ | )“ » >
_, Abbildung 345,46 C1gH23N30,S _ - \1 2
55 . ? S
R
i
ES000669 Q@*”“ ANt
Lpb.go 0489 CieHaNO:S . Ah \‘\D ¢ !
im Anhang P
R
Y 9
ES000670 YY %»
&
L Abp g | 33939 CioH21N305 o \Q/ , 4
Im Anhang ::K_!o
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Abbildung 54: "H/**N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nefys5.,10 mit ES000668 (1:0-1:16).

Die Parameter entsprechen denen von Abbildung 52, so dass die Substanz und das Protein identisch
eingesetzt wurden. Das HSQC-Spektrum von Nefys19 allein ist schwarz gefarbt. Die Titration von
ES000668 erfolgte in den Schritten 1:1-1:16 im molaren Verhalinis zu Nef, farblich gekennzeichnet
von gelb Uber orange nach rot. Die Veranderungen von ES000668 gegentiber ES000219 sowie ein
Foto des Léslichkeitstest sind beigefiigt.

ES000378 erfolgte wie
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Abbildung 55: '"H/"°N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nefys.,1o mit ES000378 (1:0-1:16).
Die Parameter entsprechen denen aus Abbildung 52, so dass die Substanz und das Protein identisch
eingesetzt wurden. Das HSQC-Spektrum von Nefys,10 allein ist schwarz gefarbt. Die Titration von
im molaren Verhaltnis zu Nef, farblich
gekennzeichnet von gelb Uber orange nach rot. Die Veranderungen von ES000378 gegenlber
ES000219 sowie ein Foto des Loslichkeitstest sind beigefligt.
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4.3.4.2 Derivate von ES000219 mit Veranderungen im Pyrrolidinring

Auf die Sulfon Gruppe von ES000219 folgt eine sekundare Aminogruppe (R-NH-R), ein
weiterer Benzolring und ein anschlieRender Pyrrolidinring. Die weiteren 8 Derivate weisen
Veranderungen in den letzten beiden Bereichen und somit im Benzolring und Pyrrolidinring
auf (Tabellen 5 und 6). Im Derivat ES000594 wurde der Pyrrolidinring entfernt und gegen
eine Methylgruppe ausgetauscht, genauso wie bei ES000377, wobei hier zusatzlich die
endstandige Nitrogruppe gegen eine Aminogruppe ausgetauscht wurde, um die Substanz
moglicherweise weniger toxisch zu machen. Das Derivat ES000675 hat im Gegensatz zu
ES000219 im Prinzip einen gedffneten Pyrrolidinring (Tabelle 5). Diese Veranderungen
haben Einfluss auf das Bindungsverhalten an Nef. Wahrend ES000377 und ES000675 gut
wasserldslich sind, scheint ihre Affinitat ahnlich gut wie ES000219 zu sein, wobei ES000675
sogar etwas starkere Verdnderungen der chemischen Verschiebungen verursacht
(Abbildungen 56 und 57). ES000594 bindet nur noch sehr schwach an Nef, was darauf
hinweist, dass der Pyrrolidinring an einer Interaktion beteiligt ist und dessen Deletion die
Bindung verhindert. Hierbei ist auch zu beachten, dass die Ld&slichkeit sehr gering ist
(Abbildung 82 im Anhang).

Tabelle 5: Tabellarische Zusammenfassung der Eigenschaften und strukturelle Informationen
von ES000219, ES000594, ES000377 und ES000675. Die Veranderungen der Derivate gegenuber
der Leitstruktur ES000219 sind mit gestrichelten Rechtecken hervorgehoben.

Substanz MW Summenformel ~ Strukturformel  Stabchen-Modell ~ LOSlichkeit
[ba) 1[+]- 5[]
@*E:fw ’/\T’f
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Abbildung 56: '"H/"®°N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nef,s.21o mit ES000377.

Die Parameter entsprechen denen aus Abbildung 52, so dass die Substanz und das Protein identisch
eingesetzt wurden. Das HSQC-Spektrum von Nefys,10 allein ist schwarz gefarbt. Die Titration von
im molaren Verhaltnis zu Nef, farblich
gekennzeichnet von gelb Uber orange nach rot. Die Veranderungen von ES000377 gegenulber
ES000219 sowie ein Foto des Loslichkeitstest sind beigefligt.
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Abbildung 57: "H/N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nef;s.,10 mit ES000675.

Die Parameter entsprechen denen aus Abbildung 52, so dass die Substanz und das Protein identisch
eingesetzt wurden. Das HSQC-Spektrum von Nefys210 allein ist schwarz gefarbt. Die Titration von
im molaren Verhaltnis zu Nef, farblich
gekennzeichnet von gelb (ber orange nach rot. Die Veranderungen von ES000675 gegeniber
ES000219 sowie ein Foto des Loéslichkeitstest sind beigefligt.

ES000675 erfolgte wie

in den Schritten 1:1-1:16
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4.3.4.3 Derivate von ES000219 mit Veranderungen im und vor dem Pyrrolidinring

In den nachsten vier ES000219-Derivaten wurde zwischen Benzolring und Pyrrolidinring eine
Carbonylgruppe eingebracht, was zum Derivat ES000671 fihrt (Tabelle 6). ES000672
besitzt zusatzlich anstelle des Pyrrolidinrings ein Pyridinring, wahrend bei ES000673 und
ES000674 der Pyrrolidinring gedffnet ist und gegen unterschiedlich lange aliphatische
Kohlenwasserstoffe ersetzt wurde, was im Prinzip dem Myristylanker von Nef
nachempfunden ist. In ES000794 wurde dabei die Carbonylgruppe wieder entfernt. In
Tabelle 6 sind die Bezeichnungen der Derivate sowie deren Eigenschaften und Struktur
zusammengefasst.

Tabelle 6: Tabellarische Zusammenfassung der Eigenschaften und strukturelle Informationen
von ES000219, ES000671, ES000672, ES000673, ES000674 und ES000794. Die Veranderungen
der Derivate gegeniber der Leitstruktur ES000219 sind mit gestrichelten Rechtecken hervorgehoben.

Substanz MW Summenformel ~ Strukturformel ~ Stabchen-Modell ~ -OSlichkeit
[Da] 1[+]- 5[]
D:N; Y \‘ N
ES000219 375,44 C1gH21N30,4S © A, N J 1
L
e
H
ES000671 ”Jé"‘
N Y Nz
b g3 | 38943 C1sH1sN305S A e 3
Im Anhang F =
ES000672 /\?\""\ /
oAb s | 40345 CigHziN;OsS A N 3
Im Anhang ;\ i
ES000673 ) 4'?
—>Abbi|dung 391,44 C18H21N3058 1 ;\": 5
58
T e
ES000674 by
o <7 ‘* NF
. Abb. 85 391,44 C1sH21N505S H;’FD \;\-'\ > 2
Im Anhang ) )
Mo Voud
O ke
ES000794 Sl ® /i”a{"f
o <\:< « u‘,\ ‘—
_, Abbildung 441,97 Ca0H27N304S = 1 C 2
59 ) ¥ J
) &
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Das alleinige Einflihren der Carbonylgruppe in ES000671 oder diese in Kombination mit dem
Ersetzen des Pyrrolidinrings gegen einen Pyridinring im ES000672, setzt die Affinitdt zu Nef
scheinbar genauso herab wie die Ldslichkeit (Abbildungen 83 und im Anhang Abbildung 85).
Dies verstarkt sich in ES000673 durch das Entfernen des Pyrrolidinrings, indem eine
2-Methylpropyl-Gruppe als Rest mit der sekundaren Aminogruppe verknipft ist (Abbildung
58). Im Derivat ES000674 wurden diese angeknlpften aliphatischen Kohlenwasserstoffe so
verandert, dass diese ahnlich wie im ES000675 einem gedffneten Pyrrolidinrings entspricht
(Abbildungen 57 und im Anhang 85). Die Affinitat zwischen ES000675, bzw. ES000674 und
Nef scheint anhand der Veranderungen der chemischen Verschiebungen mindestens gleich
stark wie bei ES000219 (Abbildung 52) zu sein. Das gleiche gilt fir ES000794, in dem an der
tertiaren Aminogruppe eine Ethylgruppe und eine Butylgruppe angehangt wurde (Abbildung
59). Dies fuhrt scheinbar wie schon bei ES000674 und ES000675 zu einer etwas hoéheren
Affinitat zu Nef.

(o]
m== 1:0 (Nef,s, to compound) T121 ¢ 8. Jppm Q:S:,NH
1:1 &® G99 . i
1:2 G100 : v
= 1.4 ® G123 ; 110 HCl >
- 18 G136 Gmi v v i QN
— 116 ‘ G176 :
& cen . ) 0 i ES000673
T132 o ' P o 115 QO‘ "
- Y /. 7
F1o5 ¢ R200 | Rl
H120 ) w128 b = ™ a
K148 ) o ® T84 ® C =
G10 : k., ® g200 L o
% ng@,gGM- ‘\ %,’ & ] 120 e >
E205 % & v & 0 N30 ® I e
109 T143, G2 3 ‘? 3107: 15N
M83 i - | 1
o ] C —
Q" r
vidh @r@ \ j - 125
WP vis2 gy j —_2
W187¢ @ P i
° E153,09 - o — 3
L185g, @0 D190 ¢ m198 |
F189 130
W145¢ 4 i i — 4
W106¢ - & ) A210
o W61e w106 §
® WNTe o I i
W128¢ - 135
» Q129 i
————— _ e _ T
1.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0
1H So/ppm

Abbildung 58: "H/N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nefys.210 mit ES000673.

Die Parameter entsprechen denen aus Abbildung 52, so dass die Substanz und das Protein identisch
eingesetzt wurden. Das HSQC-Spektrum von Nefys210 allein ist schwarz gefarbt. Die Titration von
ES000673 erfolgte wie in den Schritten 1:1-1:16 im molaren Verhaltnis zu Nef, farblich
gekennzeichnet von gelb Uber orange nach rot. Die Veranderungen von ES000673 gegenlber
ES000219 sowie ein Foto des Loslichkeitstest sind beigeflgt.
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Abbildung 59: "H/N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nefs5.519 mit ES000794.

Die Parameter entsprechen denen aus Abbildung 52, so dass die Substanz und das Protein identisch
eingesetzt wurden. Das HSQC-Spektrum von Nefys.010 allein ist schwarz gefarbt. Die Titration von
ES000794 erfolgte wie in den Schritten 1:1-1:16 im molaren Verhaltnis zu Nef, farblich
gekennzeichnet von gelb Uber orange nach rot. Die Veranderungen von ES000794 gegeniber
ES000219 sowie ein Foto des Ldslichkeitstest sind beigefugt.

4.3.5 ITC-Messungen mit den Derivaten ES000669, ES000675 und ES000794 und Nef

Aus den Erfahrungen der NMR-Titrationsmessungen, wurden mit den drei am besten
bindenden und I6slichen Derivaten wie schon mit ES000219 (Abbildung 53) Bindungsstudien
mittels ITC durchgefuhrt. Ausgewahlt wurden hierfir ES000669, ES000675 und ES000794,
da sie die starksten Veranderungen der chemischen Verschiebungen in den HSQC-Spektren
der Titrationsmessungen aufwiesen und zusatzlich vergleichsweise gut wasserldslich waren,
was fir die ITC-Messung notwendig ist. Hierbei wurden die Substanzen in Puffer gelést und
eine 50 mM Stammldsung angesetzt. Dann wurden wie zuvor schrittweise 10 mM der
Substanz zu 100 pM Nef titriert und die Warmetdnungen aufgenommen. Alle drei
Messungen ergaben wie schon bei ES000219 eine Affinitdt um die 0,3 mM (Abbildung 60).
Auch hier sind die n-Werte sehr hoch, was entweder auf eine hdhere Bindungsstéchiometrie
als 1:1 oder auf einer hohen Fehlerrate beim Einsetzen der Substanzen oder eine geringe
Loslichkeit hinweist. Denn auch die am besten I6slichen Derivate sind in sehr hohen
Konzentrationen unldslich, wodurch sie vermutlich im Laufe der ITC-Titrationsmessung in der
Zelle zunehmend ausfallen. Auch hier ist die Reaktion exotherm, bei gleichzeitiger positiven
Entropieanderungen.
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Abbildung 60: Bindungsstudien mit Nef und den Derivaten ES000669, ES000675 und ES000794
mittels ITC. (A) Isothermale Titrationskalorimetrie zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen
Nef und ES000669, (B) und ES000675, (C) und ES000794. In allen drei Messungen wurden 10 mM
der Substanz in 19 Injektionen mit je 2 pyl zu 100 uM Nef,5.010 titriert. Als entgaster Puffer wurde 20 mM
Tris-HCI, (pH 8,0) mit 100 mM NaCl, sowie 5% DMSO eingesetzt und die Messungen bei 25°C
durchgefuhrt. Die relevanten Messwerte sind tabellarisch zusammengefasst.

4.3.6 Kooperatives Bindungsexperiment mit Nef, CHAPS und ES000219

In vorangegangenen Studien konnte beobachtet werden, dass die Veranderungen der
chemischen Verschiebungen von W61 und W117 auch durch die Interaktion mit CD4
verursacht werden (Breuer et al., 2011). Der gleiche Effekt ist auch durch die Zugabe von
CHAPS sowie durch ES000219 zu beobachten. In einer friheren gelésten Struktur
interagiert die N-terminale flexible Ankerdomane von Nef mittels W61 der as-Helix (Trp61-
Val70; pdb: 3REA) mit den hydrophoben Resten L104 im B4-Strang von Nef, sowie 1113,
L114 und R110 (Breuer et al., 2011). Schon vorher konnte in einer mittels NMR geldsten
Struktur mit CD4 in Grzesiek et al. (1996b) gezeigt werden, dass W61 in zwei verschiedenen
Konformationen vorkommt. Dies ist auch in den NMR-Titrationsmessungen mit ES000219
und seinen Derivaten zu beobachten. Um den Effekt auf das HSQC-Spektrum von Nef durch
CHAPS und ES000219 direkt zu vergleichen, wurde wie zuvor erst ein Grundspektrum von
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Nefss.210 allein und dann nach Zugabe von CHAPS (1:1) und nach darauffolgender Zugabe
einer 8-fachen molaren Menge von ES000219 (1:1:8) aufgenommen (Abbildung 61). Es ist
zu erkennen, dass CHAPS einige Resonanzsignale verandert die auch durch ES000219
verandert werden. Hierbei wird durch CHAPS wie durch ES000219 das Verhaltnis der Hoch-
und Tieffeldpopulation von W61 sowie das Resonanzsignal von W117 und T84 verschoben.
(Abbildung 61, rot eingekreist). Auch G99 und zwei noch nicht zugeordnete Reste werden
durch CHAPS leicht verschoben, durch die Zugabe von ES000219 aber starker verandert.
Andere Veranderungen der chemischen Verschiebungen sind nur nach der Zugabe von
ES000219 zu erkennen, wie die von G100 und T121.
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Abbildung 61: 'H/'°N HSQcC- -Spektren elner Tritration von Nef4s.210 mit CHAPS und ES000219. Es
wurden 585 pl einer 0,4 mM Lésung mit "°N-markierem Nefys.10 in 5 mM Tris/HCI Puffer (pH 8,0) und
8% D0 bei 25°C und einer Feldstarke von 600 MHz gemessen. Die Substanz wurde in DMSO gel6st
und eine Stammlésung von 100 mM angesetzt, wahrend CHAPS in der gleichen Konzentration in
Puffer gelost wurde. Das HSQC-Spektrum von Nefss.019 allein ist schwarz gefarbt. Es wurde zunachst
CHAPS im aquimolaren Verhaltnis zu Nef (blaues Spektrum), sowie anschliefend die 8-fache molare
Menge von ES000219 titriert (rotes Spektrum). Die Molekile CHAPS und ES000219 sind als
Strukturformeln gezeigt.

4.3.7 Charakterisierung der Bindungsstellen von ES000219 auf Nef

Um die Bindungsstelle von ES000219 und der Derivate auf Nef einzugrenzen, wurden die
identifizierten Reste, die sich in den HSQC-Spekiren der NMR-Titrationsmessungen
verschoben haben, auf der Oberflache von Nef dargestellt. Hierflir wird eine generierte
Modellstruktur von Nefys.219 des SF2-Allels aus den pdb-Eintrdgen 3REA und 3RBB benutzt
(Lulf et al., 2011), weil in der 3REA-Struktur der N-Terminus und in 3RBB die C-terminale
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flexible Schleife besser aufgeldst ist und die Nef-Konstrukte beider Strukturen dem in den
NMR-Messungen verwendeten Nef entsprechen (Abbildung 62). Aufgrund der &hnlichen
Verschiebungen der Resonanzsignale von Nef durch CHAPS, kann fir ES000219 dieselbe
Bindestelle vermutet werden, die moglicherweise in der hydrophoben Tasche von Nef liegt.
Die Darstellung der beteiligten Aminosauren G99, G100, W117, T121 und T84 auf der
Oberflache von Nef zeigen, dass sich alle Reste im Bereich von Anfang der as-Helix bis
Ende der as-Helix und damit in der hydrophoben Tasche von Nef befinden (Abbildung 62 C
und D). Aufgrund der indirekten Veranderungen der Resonanzsignale von W61 im
N-Terminus und den direkten des W117 in der Tasche, wird moglicherweise der N-Terminus
aus der hydrophoben Tasche verdrangt. Denn in der durch Breuer et al. (2011)
veroffentlichten Nefys.10-Struktur (3REA), bindet der N-Terminus auf die hydrophobe Tasche
der Kerndoméne (Abbildung 62). Um die Komplexstruktur aus Nef und ES000219 zu
erhalten, wurde zunachst versucht diesen kristallografisch zu 16sen, wofiir ein Nef-Konstrukt
verwendet wurde bei der die ersten 44 Reste im N-Terminus sowie die C-terminale flexible
Schleife deletiert wurde.

C T121 D

L104 ~ 1114

Abbildung 62: Darstellung der an der Interaktion zwischen Nef und ES000219 beteiligten Reste
auf der Oberflache von Nef. Darstellung von Nefys.510 unter Verwendung des aufgeldsten N-Terminus
55-72 der Struktur 3REA (Breuer et al., 2011) und der Aminosaurereste 72-208 der Struktur 3RBB
(Horenkamp et al., 2011). Die in den NMR-Titrationsmessungen verschobenen und damit in der
Interaktion involvierten Aminosauren sind rot und Nef beige eingefarbt. Weitere sich in der Nahe
befindlichen und in Richtung der mdglichen ES000219-Interaktionsflache gerichteten Reste sind
orange gefarbt. (A) In der Oberflachendarstellung und (B) im Schleifendiagram ist zu erkennen, dass
in der Struktur 3REA der flexible N-Terminus das W61 von Nef in die Nahe der hydrophoben Tasche
bringt, so dass dieser Rest durch ein in die Tasche bindendes Molekil verdrangt werden kénnte. (C)
Die durch NMR ermittelten Reste G99, G100, W117, T121 und T84 (rot) befinden sich entlang der
hydrophoben Tasche (orange). (D) In der Interaktion zwischen N-Terminus und Kerndoméne wird die
Beteiligung von W61 der as-Helix und der hydrophoben Reste L104 im (4-Strang von Nef, 1113, L114
sowie R110 postuliert (Breuer et al., 2011).
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4.3.8 Co-Kristallisations- und Soakingversuche mit Nef und ES000219

Um eine Kristallstruktur des Komplexes aus Nef und ES000219 zu erhalten gibt es im Prinzip
zwei Moglichkeiten. Zum einen kann versucht werden direkt Mischkristalle mit Nef und
ES000219 zu erzeugen (Co-Kristallisation) oder den Liganden in bereits bestehende Kristalle
durch Inkubation in einer ES000219-enthaltenen Ldsung einzubringen. Letzteres wurde
zunachst probiert, wobei die Schwierigkeit nicht nur darin besteht zunachst Kristalle zu
erhalten, sondern auch freie Bindestellen flir den im Nachhinein einzubringenden Liganden.
Um die Wahrscheinlichkeit zu erhohen eine Struktur von Nef zu erhalten, in der die
hydrophobe Tasche offen und diese als vermeintliche Bindestelle fir ES000219 oder seiner
Derivate erreichbar ist, wurde fir die Kristallisation eine Nef-Mutante verwendet, in der die
ersten 44 Reste im N-Terminus sowie die C-terminale flexible Schleife deletiert wurden.
Durch das Fehlen dieser flexiblen Bereiche von Nef wird auerdem die Keimbildung, die
Stabilitat und die Qualitat entstehender Kristalle positiv beeinflusst.

Die Kristallisation von Nefys210a158-178 Wurde im hanging drop und sitting drop
Verfahren versucht, wobei nur beim sitting drop die Kristallisation erfolgreich war. Diese
wurden in 24-well-Platten mit Proteinkonzentrationen von 10 und 15 mg/ml gezichtet und
wuchsen innerhalb von nur 3-4 Tagen auf eine GroRe von Uber 200 um. Salz und
Fallungsmittelkonzentration sowie der pH-Wert wurden in den verschiedenen Ansatzen
variiert, wobei der Kristall zur Lésung der Struktur bei 1 M Tris-HCI, (pH 8,1) mit 0,2 M
Lithiumsulfat und 25% PEG 4000 wuchs. Mit diesem Kristall wurde am SLS-Synchrotron
(Vilingen, Schweiz) ein Réntgenbeugungsdatensatz mit einer Auflésung von 2,6 A
aufgenommen. Er hat eine primitive rhombohedrale Raumgruppe von H3 (R32 / 155) und
Dimensionen der Einheitszelle von a =b = 182 A, ¢ = 153 A mit den Winkeln a = B =90°,
y = 120°. Zur L6sung der Struktur durch molekularen Ersatz wurde die Struktur des pdb-
Eintrags 3RBB verwendet. In Tabelle 7 sind die Kristallparameter sowie die Statistiken der
Datenaufnahme und der Modellverfeinerung zusammengefasst.

Tabelle 7: Kristallparameter, sowie die Statistiken der Datenaufnahme und der Modell-
verfeinerung der Struktur von Nefss.210 a158.178-

Datenaufnahme und Kristall
Rontgenquelle SLS X10SA
Wellenlange (A) 0,978940
Raumgruppe H3 (R32/ 155)
Einheitszelle
a, b, c, (A) a=b=182,58, c=153,77
a,B,v(°) a=B=90, y=120
Aufldsung (A) 46-2,6
Aufgenommene Bilder 1-720
Anzahl der Reflexe 310487
Anzahl der einzigartigen Reflexe 30113
Vollstandigkeit (%) 99,93
Multiplizitat 10,3
Rsym (%) 8,1
I/a(l) 21,88
Matthews Koeffizient (A°/Da) 2,22
Lésungsmittelgehalt (%) 44,6
Verfeinerung
Atome (Protein, Losungsmittel) 3968
Wasser 95

116




Ergebnisse

R-Faktor (%) 22,8

Rfree (%) 27,2
Rmsd vom Idealwert

rms der Bindung 0,015

rms der Winkel 1,508

Durchschnittlicher B-Wert 11,87
Ramachandran Plot

Favorisiert (%) 91,02

Erlaubt (%) 8,35

Verboten (%) 0,45

Fehlende Aminosauren 123

In der asymmetrischen Einheit (AU) des Kristalls befinden sich vier Nefys.210 a158-17s-Moleklle
(Ketten A, B, C und D), so dass in einigen automatisierten Verfeinerungsschritten
torsionsbasierte Nicht-Kristallographische Symmetrie (NCS)-Beschrankungen verwendet
werden konnten (Abbildung 63 A). Hierbei konnten ausschliefdlich die Reste 65-208,
A155-181 in das Modell integriert und verfeinert werden, weil einige Reste wie die flexiblen
Bereiche 45-64 im Kristall zu ungeordnet vorlagen. Der tetramere Molekllkomplex in der AU
ist nicht der Komplex der das Kristallgitter aufbaut, weil die Kette A in der Interaktion nicht mit
eingebunden ist. Durch die Betrachtung der benachbarten symmetrieverwandten Molekile
der AU wird deutlich, dass die Kette A mit den symmetrieverwandten Ketten B‘, C* und D°
interagiert und dadurch ein sehr stabiler tetramerer Komplex gebildet wird (Abbildung 63 A, B
und C). In diesem interagieren die vier beteiligten Moleklle mittels ihrer N-Termini
untereinander, in dem diese in die hydrophoben Taschen der benachbarten Nef-Molekiile
binden (Abbildung 63 D und E). Dieser tetramere Komplex ist so symmetrisch, dass die im
Folgenden beschriebene Interaktion fiir alle vier Molekdle gilt. So durchlauft der N-Terminus
der Kette A (griin) zunachst die proximale hydrophobe Tasche zwischen a-Helices 4 und 5
(a4 und as) der Kette B* (blau) sowie anschlieBend die distale hydrophobe Tasche von Nef
der Kette D (rot) (Abbildung 63 D, links oben). Genauso interagiert Nef der Kette C (gelb) mit
Nef der Kette D und Nef der Kette B (Abbildung 63 D, links unten). Durch eine 180° Drehung
dieses tetrameren Komplexes wird ersichtlich, dass auf diese Weise im Kristall auch die
Ketten D mit C und A (Abbildung 63 E, rechts oben) sowie die Kette B mit A und C
(Abbildung 63 E, rechts unten) interagieren. An den einzelnen Interaktionen mit den
hydrophoben Taschen der benachbarten Molekule sind vor allem die Reste E67, F72, V74,
P49 und R81 im N-Terminus beteiligt. Hinzu kommt, dass das Glutamin 77 des jeweils
vierten ,nicht beteiligten Nef-Moleklls eine koordinative Bindung mit dem
gegenuberliegenden N-Terminus eingeht (Abbildung 63, rot eingekreist). Diese grofle Anzahl
an engen und grolen Interaktionsoberflachen flihrt zu einer sehr kompakten Kristallstruktur.
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asymmetrische:
Einheit (AU)

interagierende '
Einheit

Abbildung 63: Struktur und Analyse der Bindungsflachen des kristallografischen tetrameren
Komplexes aus vier Nefys.210 a155.17s-Molekiilen. (A) Die asymmetrische Einheit (AU) besteht aus vier
Molekilen Nefss.210a158-178 der Ketten A (grin), B, C und D, wobei der interagierende Komplex
innerhalb des Kristalls aus den Molekil der Kette A und den symmetrieverwandten Ketten B” (blau),
C’” (gelb), und D" (rot) besteht. Zur Verdeutlichung der Symmetrie sind die an der Interaktion
beteiligten Bereiche des Tetramers von einer Seite (B und D) und um 180° gedreht (C und E)
dargestellt. Hierbei durchlauft der N-Terminus jedes Molekils die hydrophoben Taschen zweier
benachbarter Nef-Molekiile, indem P79 und R81 mit einem und E67, F72 und V74 mit einem zweiten
Nef interagieren, bei gleichzeitiger Koordination von Q77 und dem N-Terminus des
gegenuberliegenden Molekdls (rot eingekreist).

Mit der Erzeugung von stabilen und mit 2,6 A gut beugenden Kristallen von Nefss.10a158.178
wurde versucht ES000219 und einige seiner Derivate in die Struktur nachtraglich
einzubringen. Hierzu wurden mehrere Kristalle in der Mutterlésung mit verschiedenen
Konzentrationen der jeweiligen gelésten Substanz unterschiedlich lange und in
verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Obwohl nach der Inkubation die Kristalle optisch
noch vorhanden waren, konnten diese zur Aufnahme von Datensatzen nicht verwendet
werden. Sobald diese berihrt wurden, solubilisierten sie sofort. Aus der Struktur des
Kristallgitters von Nefys.210 a158-178 ISt ersichtlich, dass jede der hydrophoben Taschen der vier
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im Tetramer enthaltenen Nef-Molekule durch Teile der N-Termini benachbarter Nef-Molekule
geschlossen wird. Da ES000219 und dessen Derivate wahrscheinlich in diese Taschen
binden, verlieren die Kristalle ihre Stabilitat und gingen wieder in Losung.

Neben dem Soaking-Ansatz wurden neue Kristallisationsansatze mit verschiedenen
Nef-Konstrukten und unterschiedlichen Derivaten angesetzt. Hierbei wurden auch die
zugegebenen Mengen der Substanzen sowie verschiedene Kristallisationsscreen und die
Temperatur variiert. Bei jedem Ansatz wurde als Negativkontrolle auch eine Platte ohne die
Zugabe der Substanz angesetzt. Auf diese Weise kann auf die Abhangigkeit der
Kristallbildung von der Anwesenheit der Substanz geschlossen werden. In einer Bedingung
mit 0,1 M HEPES, (pH 7) mit 18% Natriumpolyacrylat 5100 und 0,02 M MgCl, wurden
Kristalle bei 4°C erhalten. Hierbei wurde erneut das Konstrukt Nefss.z10a158-178 in den
Konzentrationen 5, 10 und 15 mg/ml eingesetzt, zusammen mit der 2-fachen molaren Menge
von ES000219. In Folge dessen wurde eine weitere Platte mit gleicher
Kristallisationsbedingung, aber variierenden Konzentrationen von ES000219 eingesetzt.
Wahrend Nefss.210,a158-175 alleine in dieser Bedingung nicht kristallisierte, war die 2 bis 4-fache
molare Menge von ES000219 nétig, um Kristalle zu erhalten. Durch eine Verbesserung der
Kristallisationsbedingung konnten die Kristalle reproduziert werden. Leider waren die
Kristalle aber sehr labil und deren Réntgenbeugungsmuster sehr schlecht. Die einzelnen
Réntgenbeugungspunkte sind stark verwischt, was auf ein schlecht geordnetes Kristallgitter
oder auf eine Ansammlung vieler kleiner Kristalle mit unterschiedlichen Orientierungen und
Winkeln hinweist. Diese Kristalle lieRen sich zwar reproduzieren, aber nicht soweit
verbessern als dass eine Struktur aufgeklart werden konnte.

4.4 Biochemische und strukturelle Charakterisierung von einer aus dem
Gorilla abstammenden HIV-1 Nef Variante gorNef

Das aus dem Gorilla stammende Nef Protein namens gorNef wurde erst 2009 als
akzessorisches Protein eines neuen HIV-1 Subtyp P entdeckt (Plantier et al., 2009). Dieses
Virus wurde mdglicherweise in Kamerun von einem Gorilla auf den Menschen Ubertragen
und flhrt aufgrund einer moglichen Wirtsanpassung nach bisherigen Erkenntnissen zu
keinen AIDS-artige Erkrankungen (Vallari et al., 2011). Bisher gibt es von dem Nef dieses
Viruses (gorNef) weder biochemische noch strukturelle Daten, so dass im Zuge dieser Arbeit
versucht wurde dieses Nef Allel zu charakterisieren.

4.41 Mutationsstudien mit gorNef zur Bildung von Komplexen mit sdAb19 und Neffin

Wie bereits in Abschnitt 4.1.1 erwahnt, ist gorNef nur zu 59% mit HIV-1 Nefsg, identisch und
interagiert nicht mit sdAb19 (Abbildungen 18 und 19). Aus diesem Grund wurden beide
Aminosauresequenzen auf die an der Interaktion mit sdAb19 beteiligten Reste hin
verglichen. Es zeigt sich, dass sich vor allem der C-Terminus und damit viele Reste, die
direkt oder indirekt an der Interaktion mit sdAb19 beteiligt sind, sich zwischen HIV-1 Nefsg,
und gorNef unterscheiden (Abbildung 64). Vor allem Lysin 192, was im gorNef ein Serin ist
(S191), Tyrosin 139, in gorNef Phenylalanin (F137), Glutamat 155, in gorNef Valin (V153)
sowie Glutamat 201, was zu einem Glutamin mutiert ist (Q200), kdnnen die Interaktionen mit
Resten von sdAb19 verhindern (Abbildung 64). Aber auch nicht direkt beteiligte Reste, wie
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E135, E152, V153, R195, V197 und K201 von gorNef verhindern durch ihre, im Vergleich zu
den komplementaren Reste in Nefsg,, unterschiedlichen Ladungen und Grofen der
Seitenketten die Interaktion mit sdAb19.

Um gorNef so zu mutieren, dass es in der Lage ist sdAb19 zu binden, wurden
zunachst die 6 Mutationen E1351, F137Y, E152P, V153E, S191K und K201L in gorNef
eingeflugt (gorNef-6er) sowie anschlieBend zusatzlich R195H, V197M und Q200E
(gorNef-9er) (Abbildung 64).

V197M
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gorNef 9er (zu NefsFz)

Abbildung 64: Sequenzieller und struktureller Vergleich der Interaktionsflaiche zwischen HIV-1
Nefsez und gorNef mit sdAb19 (A) Vergleich der Aminosdurensequenzen des fur die sdAb19-
Bindung relevanten C-Terminus zwischen gorNef und HIV-1 Nefgsg,. Im Vergleich zu HIV-1 Nef hat die
Sequenz von gorNef bis zur Aminosaure 159 eine Verschiebung von zwei und ab 160 um einen Rest.
(B) Struktureller Vergleich zwischen HIV-1 Nef (orange) und der zu gorNef mutierten Reste (rosa). In
der Mutante gorNef-6er wurden zur Gewinnung der Bindung an sdAb19 die sechs aufgelisteten
Aminosauren (rosa) zu den komplementaren Resten von HIV-1 Nef (orange) mutiert, sowie in einem
zweiten Schritt in gorNef-9er zusatzlich die gelbhinterlegten Aminosauren verandert. Als Referenz
wurden die Aminosaurepositionen im gorNef angegeben.

gorNef 6er (iu Nefsrz2)

Um zu untersuchen, ob die gorNef-Mutanten gorNef-6er und gorNef-9er durch die Mutation
verschiedener Aminosauren zu den entsprechenden Aminosauren von HIV-1 Nefsg, in der
Lage sind sdAb19 und Neffin zu binden, wurden im Folgenden Grélienausschluss-
chromatographien und ITC-Experimente durchgefihrt. Nachdem fir gorNef schon in ITC-
Experimenten gezeigt werden konnte, dass es nicht mit sdAb19 interagiert (Abbildung 19),
wurde zundchst eine analytische GroRenausschlusschromatographie durchgefuhrt, um
dieses Ergebnis zu bestatigen. Auch auf der 10/30 Superdex 75-Saule bilden gorNef und

120



Ergebnisse

sdAb19 bzw. gorNef und Neffin keine Komplexe aus (Abbildung 65). Wahrend zum Vergleich
Nefsr, allein bei 12 ml, Nefsp-sdAb19 bei 11,2 ml, Nefgro-sdAb19-SH3gg bei 10,8 ml, sowie
Nefseo-Neffin bei 9,2 ml eluieren, befinden sich die Peaks flir gorNef mit einer Masse von
19 kDa bei 12,1 ml was sich auch nach der Zugabe von sdAb19 nicht dndert. Nach Mischen
von gorNef mit sdAb19 und SH3ge und dem Auftragen auf die Sdule kommt es nur zu einer
Verschiebung des Nef-Peaks auf ein Elutionsvolumen von 11,4 ml was mit etwa 27 kDa dem
Komplex aus Nef und SH3gs entspricht, wahrend sdAb19 wiederum als einzelner Peak wie
sdAb19 alleine bei 14,2 ml eluiert wird. Nach dem Auftragen von gorNef zusammen mit
Neffin, bindet wie zuvor bei Nefsgo mit Neffing. (Abbildung 34) nur die SH3gs-Domane von
Neffin an gorNef, wodurch dieser Komplex aufgrund des gréfReren hydrodynamischen
Radius zwar etwas friiher als der Komplex Nefsgo-sdAb19-SH3ge, aber bei weitem nicht so
friih wie Nefspo-Neffin eluiert wird (Abbildung 65).
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0,45 1 (\ q Nef
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7 —— Neffin
~ 0357 Nef + sdAb19
g 0,30_- —— Nef + sdAb19 + SH3B6
= —— Nef + Neffin
S 0,25 - —— gorNef wt + sdAb19
SN 0.20 ——gorNef wt + sdAb19 + SH3Bs
g ] —— gorNef wt + Neffin
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Abbildung 65: Analytische GroBenausschlusschromatographie zur Untersuchung der
Interaktion von gorNef oder Neffin. Zum Vergleich wurde im Experiment auch Nefsg, (gelb), sdAb19
(tdrkis) und Neffin (magenta) sowie die Komplexe Nefspo-sdAb19 (orange), Nefspo-sdAb19-SH3ge
(braun) sowie Nefseo-Neffin (dunkelbraun) aufgetragen. Neben diesen Proben wurden zusammen mit
gorNef Wildtyp (wt) allein (hellgrau), gorNef wt + sdAb19 (grau), gorNef wt + sdAb19 + SH3ge
(dunkelgrau) und gorNef wt + Neffin (schwarz) insgesamt 10 einzelne Laufe durchgefiihrt. Von jedem
Protein wurden 100 pl einer 1,5 mg/ml konzentrierten Lésung eingesetzt, so dass die kleineren
Bindungspartner im Uberschuss vorlagen. Zur Durchfiihrung wurde eine 10/30 Superdex 75-Séule
und ein entgaster Laufpuffer aus 20 mM Tris-HCI, (pH 9) und 100 mM NaCl verwendet.

Nachfolgend wurden dann Bindungsexperimente mit den gorNef-Mutanten gorNef-6er und
gorNef-er durchgefihrt, um zu untersuchen ob eine Bindung an sdAb19 erzielt werden
konnte und wie hoch die erreichten Affinitdten sind. Hierzu wurden wie zuvor mit dem
Wildtyp von gorNef zunachst analytische Gelfiltrationen mit sdAb19 und Neffin durchgefiihrt,
wobei auch zum Vergleich wieder Nefsg,, sowie die Komplexe Nefggp-sdAb19,
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Nefsr2-sdAb19-SH3gs und Nefsg-Neffin mitaufgetragen wurden (Abbildung 66). Wahrend
gorNef-9er mit seinen neun Mutationen eindeutig in der Lage ist mit sdAb19 und Neffin
Komplexe zu formen (Abbildung 66 B), bleibt die Interaktion zwischen gorNef-6er und
sdAb19 in der analytischen Gelfiltration unklar (Abbildung 66 A). Der Peak des gorNef-Qer
Proteins (hellblau) verschiebt sich nach Zugabe von sdAb19 (blau) und sdAb19 + SH3g;
(dunkelblau) exakt genauso wie Nefsg, mit denselben Liganden (Abbildung 66 B). Genauso
verhalt es sich auch in der Komplexbildung zwischen gorNef-9er und Neffin, in der wie bei
Nefse-Neffin der Komplex ausgebildet wird (Abbildung 66 B). Bei gorNef-Ger ist dies im
Komplex mit Neffin auch der Fall, doch verschieben sich die Peaks mit sdAb19 nicht ganz
bis auf das Elutionsvolumen ihrer erwarteten Massen von =44 kDa fir den trimeren Komplex,
was moglicherweise auf eine geringere Affinitat zu sdAb19 hindeutet (Abbildung 66 A).

Dieses Ergebnis wird durch die folgenden ITC-Experimente bestatigt, in dem
zunachst als Kontrolle die Affinitat zwischen SH3gs und gorNef-6er von 64,6 nM und
gorNef-9er von 90,1 nM ermittelt wurde. Dieser Unterschied der Affinitdten konnte in
mehreren Messungen bestatigt werden (Abbildung 67 A und D). Wahrend gorNef-6er nur
eine geringe Affinitdt von 3,2 yM zu sdAb19 aufweist (Abbildung 67 B), betragt diese bei
gorNef-Qer 270 nM (Abbildung 67 E) und ist damit nur 7-fach schlechter als die Affinitat der
Interaktion zwischen Nefsg, und sdAb19 (38,6 nM, siehe Abbildung 17). Ein ahnliches
Ergebnis ergaben die Messungen mit Neffin, in denen mit gorNef-6er eine Affinitat von 16,3
nM (Abbildung 67 C) und mit gorNef-9er eine von 6,58 nM (Abbildung 67 F) erhalten wurde.
Die vergleichsweise hohe Affinitat zwischen Neffin und gorNef-6er liegt an der
kombinatorischen Interaktion von sdAb19 zusammen mit der SH3gs-Doméane des Neffins.
Alle Reaktionen besitzen eine 1:1 Stéchiometrie mit hohen negativen Enthalpiednderungen
und negativen Entropieanderungen.
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Abbildung 66: Analytische GroRenausschlusschromatographie mit den sdAb19-
Bindungsmutanten gorNef-6er und gorNef-9er. (A und B) Analytische Gelfiltrationen mit den
Einzellaufen von Nefsg, (gelb), sdAb19 (turkis), Nefsgo-sdAb19 (orange), Nefsp-sdAb19-SH3ge (braun),
Neffin (magenta) und Nefsgo-Neffin (dunkelbraun) sowie (A) gorNef-6er (hellgrin), gorNef-6er-sdAb19
(grin), gorNef-6er-sdAb19-SH3gs (dunkelgrin) und gorNef-6er-Neffin (schwarz), bzw. (B) gorNef-9er
(hellblau), gorNef-9er-sdAb19 (blau), gorNef-9er-sdAb19-SH3gs (dunkelblau) und gorNef-9er-Neffin
(schwarz). Es wurde jedes Protein in einer Konzentration von 1,5 mg/ml auf eine 10/30 Superdex 75-
Saule aufgetragen, so dass die kleineren Bindungspartner im Uberschuss vorlagen. Der verwendete
entgaste Laufpuffer enthielt 20 mM Tris-HCI, (pH 9) und 100 mM NaCl.
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Abbildung 67: ITC-Experimente zur Analyse der Interaktion zwischen sdAb19 und Neffin mit
den sdAb19-bindenden Mutanten gorNef-6er und gorNef-9er. (A)-(F) Zur Ermittlung der Affinitaten
zwischen sdAb19, Neffin und SH3gs und den Mutanten gorNef-6er und gorNef-9er wurden ITC-
Experimente durchgefiihrt. In jedem Experiment wurden 200 uM des jeweiligen Liganden zu 20 uM
Nef in 19 Injektionen mit je 2 yl bei 25 °C titriert. Es wurde ein entgaster Laufpuffer aus 20 mM Tris-

HCI, (pH 9) und 100 mM NaCl verwendet.
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4.4.2 Strukturelle Charakterisierung des Komplexes aus gorNef, sdAb19 und SH3g,

Neben den fehlenden biochemischen Daten gibt es vom gorNef auch keine strukturellen
Studien, so dass im Zuge dieser Arbeit versucht wurde das Protein zu kristallisieren. Als
Volllangenkonstrukt, N-terminal verkurzt (44+), mit oder ohne C-terminaler flexibler Schleife,
sowie mit und ohne gebundener SH3gs-Domane konnten keine Kristalle erhalten werden.
Nach der Herstellung der Mutante gorNef-Oer stand ein Konstrukt zur Verfugung, dass in der
Lage war sdAb19 zu binden. Deshalb wurde der Komplex aus gorNef-9erss 209 a156-177 (Ohne
C-terminale flexible Schleife), sdAb19 und der SH3ge-Doméane kristallisiert. Hierzu wurde
jedes Protein einzeln exprimiert, gereinigt und die Proteine anschliefiend in der gewiinschten
Kombination gemischt und als Komplexe Uber eine praparative Gelfiltrationssaule gereinigt.
Der trimere Komplex aus gorNef-9erss.o09a156-177, SAAb19 und SH3ge kristallisierte in
mehreren Bedingungen. Hierbei stellte sich die mit 0,1 M Tris-HCI, (pH 7,8) mit 19%
PEG 4000 und 0,1 M Ammoniumsulfat als die beste heraus, in der ein am SLS-Synchrotron
(Villingen, Schweiz) gemessener Kristall eine Aufldsung von 3,2 A erreichte. Der folgende
aufgenommene Rodntgenbeugungsdatensatz ergab flr den Kristall die primitive
orthorhombische Raumgruppe P2:2:2; (19) und Dimensionen der Einheitszelle von
a = 154,660, b = 154,750 und ¢ = 155,510 mit den Winkeln a = 8 =y = 90°. Zur Lésung der
Struktur durch molekularen Ersatz, wurde die in dieser Arbeit geloste Struktur
Nefs5.210 a158-178-SdAD19-SH3gs verwendet. In Tabelle 8 sind die Kristallparameter sowie die
Statistiken der Datenaufnahme und der Modellverfeinerung zusammengefasst.

Tabelle 8: Kiristallparameter, sowie die Statistiken der Datenaufnahme und der Modell-
verfeinerung der Struktur von gorNef-9er4.209 a156.177-SdAb19-SH3g6.

Datenaufnahme und Kristall
Rontgenquelle SLS X10SA
Wellenlange (A) 0.978890
Raumgruppe P2:2421 (19)
Einheitszelle
a, b, c, (A) a=154,66, b=154,75, c=155,51
a, B,y () a=p=y=90
Aufldsung (A) 54,9-32 A
Aufgenommene Bilder 1-720
Anzahl der Reflexe 415389
Anzahl der einzigartigen Reflexe 118865
Vollstandigkeit (%) 99,95
Multiplizitat 3,5
Rsym (%) 23
I/o(l) 9,51
Matthews Koeffizient (A°/Da) 2,39
Lésungsmittelgehalt (%) 48,48
Verfeinerung
Atome (Protein, Losungsmittel) 26943
R-Faktor (%) 18,2
Rfree (%) 23,9
Rmsd vom Idealwert
rms der Bindung 0,020
rms der Winkel 1,863
Durchschnittlicher B-Wert 6,34
Ramachandran Plot
Favorisiert (%) 85,23
Erlaubt (%) 11,44
Verboten (%) 3,33
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Da es sich bei der Struktur des gorNef Proteins des HIV-1 Subtyps P um eine neue Struktur
handelt, soll diese zunachst mit der bekannten Struktur des HIV-1 Nefsg, verglichen werden.
Hierbei ist zu beachten, dass es sich bei dem gorNef nicht um den Wildtyp handelt, da es
N-terminal bis zur Aminosaure 44 verkirzt ist, die C-terminale flexible Schleife deletiert
wurde und 9 Reste zu den komplementaren Restes des HIV-1 Nef Proteins mutiert wurden,
um die Bindung mit sdAb19 und die Kristallisation zu erreichen. Somit sind Nefsg; 45.210,a158-178
und gorNefs.209 a156-177 ZU 72,5% identisch, wahrend ihre Volllangen Sequenzen nur zu 59%
identisch sind. Eine strukturelle Uberlagerung von Nefse; 45.210a158-178 Und gorNefas 200 a156-177
zeigt, dass sich beide in ihren Domanen und Konformationen sehr ahnlich sind (Abbildung
68). Um eine mathematische Aussage zu treffen, wurde nach Uberlagerung der Strukturen
mit dem Programm PyMol die mittlere quadratische Abweichung der Atomkoordinaten
berechnet, der als sogenannter RMSD-Wert angegeben wird. Dieser Iasst als Differenz der
internen Atomkoordinaten zweier Molekiile bezeichnen und sagt aus in wie weit diese
strukturell identisch sind. In diesem Fall ergibt das einen RMSD-Wert von 0,508 fur
insgesamt 688 Atome. Die beiden Nef-Varianten aus der Gruppe M (SF2) und P (gor Allele)
sind sich damit strukturell sehr dhnlich.

Die Bindung der Hck SH3-Doméane an Nef ist biochemisch und strukturell die am
besten untersuchteste Interaktion zwischen Nef und einem Liganden. Um mdgliche
strukturelle Unterschiede zwischen gorNef und HIV-1 Nefsg, zu untersuchen, wurde zunachst
die Interaktion mit der SH3gs-Domane beider geldsten Strukturen verglichen (Abbildung 68).
Es ist zu erkennen, dass sich SH3gs (hellrosa) im Komplex mit gorNef (violett) etwas naher
an der Bindetasche der RT-Schleife befindet als die selbe SH3gs-Domane (beige) im
Komplex mit Nefsg, (orange) (Abbildung 68 A-C). Die typische Insertion des Restes F93g3 in
die RT-Schleifen Bindetasche, sowie die \Wasserstoffbriicken zwischen Q12053 und W95,
sowie mit D96y findet in beiden Fallen statt (Abbildung 68 B und C). Trotzdem liegt die RT-
Schleife von SH3gg leicht verschoben in der Tasche, wodurch moglicherweise die geringflgig
schwachere Affinitat zwischen SH3gs und gorNef zu erklaren ist. Moglicherweise ist diese
Konformationsdnderung auch allosterisch mit der gleichzeitigen etwas unterschiedlichen
Interaktion mit sdAb19 zu erklaren, auf die im Folgenden naher eingegangen wird.
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Abbildung 68: Struktureller Vergleich zwischen der SH3gs-Bindung von gorNef und HIV-1
Nefsg,. (A) Darstellung der Gesamtansicht der strukturellen Uberlagerung des Komplexes aus gorNef
(violett) und SH3gs (rosa) mit HIV-1 Nefsg, (orange) und der SH3gs-Domane (beige) mit der
Beschriftung fir die Interaktion wichtiger Reste. (B) Blick auf die Interaktionsflache zwischen Nef und
SH3gs in der in (A) gezeigten strukturellen Uberlagerung der Komplexe. (C) Die gleiche Abbildung wie
in (B), nur zur Veranschaulichung um etwa 45° vertikal gedreht.

In der vergleichsweise groRen Einheitszelle befinden sich 18 Einzelketten, die sich aus 6
Molekulen gorNef-9ers.209 a156-177, 6 Molekulen sdAb19 und 6 Molekilen der SH3gs-Doméne
zusammensetzt. Innerhalb der asymmetrischen Einheit interagieren jeweils drei
sdAb19-Molekile (Ketten C, |, F bzw. Q, P, R) Uber die physiologisch relevante Nef-sdAb19
Bindungsflache mit drei Nef-Molekile (Ketten B, H, E bzw. L, J, N), wahrend letztere
miteinander jeweils einen trimeren Komplex bilden (Abbildung 69 A). Wie bei Nefsg,
interagiert die gorNef-9er-Mutante mit CDR1 (gelb), CDR2 (rot) und CDR3 (blau) des sdAb19
Proteins (Abbildung 69 A, rechts). Trotz abgeschnittener C-terminaler flexibler Schleife, sind
die verbleibenden Reste nicht ganz aufgeldst, so dass drei Reste in der Struktur fehlen (als
Aflex. markiert). Aus der Uberlagerung von gorNef-9er44 200 a156.177-SdAb19 (rosa/griin) mit der
zuvor geldsten Struktur des Komplexes Nefss.210a158-178-SdAb19  (orange/weill) ist zu
erkennen, dass gorNef leicht vom sdAb19 weggedreht ist (Abbildung 69 B). Durch diese
Drehung liegen die distalen an der Interaktion mit sdAb19 beteiligten Reste von gorNef wie
Histidin 202 und Glutamat 200 naher an den interagierenden Resten Serin 103 und Serin 56
von sdAb19. Die proximalen Reste innerhalb der Interaktionsflache hingegen liegen sehr viel
weiter auseinander, so dass die Wechselwirkungen vergleichsweise schwacher sind
(Abbildung 40 D). Besonders das Fehlen der Interaktion zwischen Arginin 188, was im
gorNef in ein Lysin mutiert ist, vermindert die Bindung zwischen gorNef-Qer und sdAb19.
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Abbildung 69: Struktur des Komplexes aus gorNef-9er4.200 a156.177, SAAb19 und SH3ge. (A) Die
asymmetrische Einheit (AU) besteht aus je 6 Molekiilen SH3gs (Ketten A, D, G, K, M, O: hellblau),
gorNef-9er4.000 a156-177 (Ketten B, E, H, J, L, N: dunkelrosa) und sdAb19 (Ketten C, F, I, P, Q, R: grun).
Im Kristall gibt es mehrfach verschiedene Kristallkontakte, wobei wie bei den Ketten B und C jedes
sdAb19 mit den Antigen-erkennenden CDRs mit einem gorNef interagieren (H-I, E-F, B-C, J-P, L-Q,
N-R). (B) Strukturelle Uberlagerung des Komplexes aus gorNef (violett) und sdAb19 (griin) mit dem
Komplex aus HIV-1 Nefsg, (orange) und sdAb19 (weil). (C) Blick auf die Bindungsflache mit den funf
direkt an der Interaktion beteiligten Resten in der strukturellen Uberlagerung wie in (B). (D) Fokus auf
die im Komplex zwischen HIV-1 Nefsr, und sdAb19 beteiligten Reste in der Struktur des Komplexes

gorNef-sdAb19. Die Abstande dieser Reste von gorNef und sdAb19 werden mit den Abstanden der
Reste zwischen HIV-1 Nef und sdAb19 verglichen und sind in Angstrom angegeben.

Bei genauerer Untersuchung der drei miteinander interagierenden gorNef-Moleklle der
Ketten B, E und H, fallen im Zentrum der Interaktionsflache drei lange Ketten mit
undefinierter Elektronendichte auf (Abbildung 70). Es handelt sich weder um fehlende Dichte
des N- und C-Terminus von Nef oder der benachbarten SH3gs-Doméanen, noch um Reste der
C-terminalen flexiblen Schleife von Nef, da sich diese in der Struktur zu weit entfernt
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befinden (Abbildung 70 B). In der Kiristallisationsbedingung befindet sich das
Prazipitationsmittel Polyethylenglycol 4000, das in der Elektronendichtekarte typischerweise
ein maanderartiges Aussehen hat. Es liel3 sich ein PEG-Molekil mit sieben und zwei mit
sechs monomeren Einheiten (1 Monomer -CH,-CH,-O-) einbauen und verfeinern (Abbildung
70 B-D). Diese sind aber um einiges langer, da nur die Elektronendichte der Kette definiert
zu sehen ist, die durch die Interaktion mit Nef fixiert wird. Die hydrophoben Taschen sind
nicht wie bei den meisten Nef-Kristallen durch Seiten- und Peptidketten verschlossen und
somit mdglicherweise fir Ldésungsmittel zugénglich, so dass die Moglichkeit besteht
Liganden wie kleine niedermolekulare chemische Verbindungen hineinzubringen. Der
Durchmesser des Lésungsmittelkanals betrégt an den engsten Stellen etwa 11 A x 9 A x
8,5 A, so dass kleine Molekiile die PEG-Molekiile nachtraglich verdrangen kénnten, um die
Struktur eines Nef-Liganden-Komplexes zu lésen (Abbildung 70 C). Die PEG-Molekile
interagieren aufgrund der groRen Entfernung von 3,5-4,1 A zu den interagierenden Resten in
den as-Helices der gorNef-Molekile nur recht schwach dber elektrostatische
Wechselwirkungen mit zwei Salzbriicken. Diese Interaktion findet kooperativ durch das
Tryptophan 115 eines gorNef-Molekuls und durch das Histidin 118 eines benachbarten
gorNef statt (Abbildung 70 E). Somit kénnte mdglicherweise eine Substanz wie ES000219
aus Abschnitt 4.3 in die hydrophoben Taschen der Nef-Molekule dieser Struktur eingebracht
werden, ohne das die Kristalle brechen und solubilisieren, wie es in Abschnitt 4.3.8 bei den
Kristallen von Nefys 210, a158-178 der Fall war.

Abbildung 70: Trimerer Komplex aus drei gorNef-Molekiilen innerhalb der AU des gorNef-9er-
sdAb19-SH3ge-Kristalls. (A) Es befinden sich innerhalb der asymmetrischen Einheit des Kristalls
zwei trimere Komplexes aus je drei gorNef-9eryso09a156-177-Molekllen. (B) In einem der beiden
befindet sich zuséatzliche Elektronendichte, bei der es sich um drei PEG-Molekile handelt, die in die
Bindungsflache der drei gorNef-Molekiile binden. (C) Nach vorne hin ist die Bindetasche mit den drei
PEG-Molekilen dem Lésungsmittel ausgesetzt, indem zwischen den SH3gs-Domanen ein Kanal von
etwa 80 A® existiert (8,5 x 8,9 x 11,2 A). (D) Nach Entfernung der SH3gs-Doméne sind die Furchen zu
erkennen, in die die PEG-Molekile binden. (E) Darstellung des Interaktionsnetzwerks zwischen PEG
und den Resten von gorNef. Die Abstiande der interagierenden Reste sind in Angstrom angegeben.
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5. Diskussion

5.1 Biochemische und strukturbiologische Charakterisierung von sdAb19
und Neffin als grofRe molekulare Inhibitoren gegen HIV-1 Nef.

Seit der Entdeckung von HIV-1 als Krankheitserreger und Verursacher von AIDS, gibt es in
der Grundlagenforschung und den angewandten Wissenschaften fortwahrend das Bestreben
Inhibitoren zu finden, um den Krankheitsverlauf zu verlangsamen oder die Vermehrung des
HI-Virus ganz zu verhindern. Bis heute haben fast alle Inhibitoren die Reverse Transkriptase
oder die fur die Virusentwicklung wichtige HIV-1 Protease von HIV-1 als Ziel (Hammer et al.,
1996; Saravolatz et al., 1996). Aufgrund der hohen Mutationsrate des Virus gibt es immer
wieder Resistenzbildungen und damit unwirksame Medikamente, so dass Patienten seit
Mitte der 90er Jahre die Kombinationstherapie (HAART) mit mehreren Wirkstoffen erhalten,
um die Ausbildung von Resistenzen zu verlangsamen. Deshalb ist es wichtig immer wieder
neue Inhibitoren zu suchen und daflir auch andere virale Zielproteine in Betracht zu ziehen.

Seit einigen Jahren steht auch das akzessorische Nef Protein im Fokus der Suche
nach neuen HIV-Inhibitoren. Besonders die beachtliche Anzahl an Proteinen mit denen Nef
direkt oder indirekt interagiert und der daraus resultierenden Veranderungen der Zelle und
dessen Stoffwechsel die die effiziente Virusreplikation gewahrleisten, macht es zu einem
interessanten Ziel (Zhou et al., 2008). Auch wenn viele Funktionen aus zellularen
Experimenten in vivo postuliert werden, sind die biochemische Funktionsweisen und
beteiligte Interaktionspartner oftmals nicht bekannt, was die Entwicklung zielgerichteter
Inhibitoren erschwert. In jedem Fall ist Nef ein wichtiger humaner Pathogenitatsfaktor von
HIV (Kirchhoff et al., 2008), das als mogliches Ziel fur Inhibitoren auch im Zuge dieser Arbeit
in Betracht gezogen wurde.

Hierzu wurde Nef als Zielprotein flr kleine und grofle molekulare Inhibitoren
verwendet, indem zum einen verschiedene chemische Substanzen innerhalb des iNef-
Konsortium und zum anderen ein Einzeldomanen-Antikdrper in Bindungsexperimenten
untersucht sowie mittels struktureller Uberlagerung mit anderen Nef Allelen Ziele auf dessen
Oberflache definiert wurden.

Verwendung von Vyy-Domaénen als Inhibitor gegen Nef

Im Gegensatz zu kleinen molekularen Inhibitoren, die aufgrund ihrer geringen Massen unter
800 Dalton Zellmembranen Uberwinden koénnen, sind groRere Molekile ohne spezielle
Signalsequenzen dazu nicht in der Lage. Die am weitesten verbreiteten grofieren Inhibitoren
sind Antikdrper. Diese haben meist eine Affinitdt von 107-10° M und besitzen damit von
Natur aus eine sehr hohe Affinitdt zu ihrem Antigen (Poulsen et al., 2011). Die Verwendung
von Antikdrpern als spezifische Inhibitoren stellt zunachst kein Problem dar, wenn diese
extrazellular Verwendung finden sollen. Intrazellular hingegen sind sie mit einer Masse von
etwa 160 kDa zu gro® und im reduzierenden Milieu aufgrund zahlreicher intra- und
intermolekularer Disulfidbriicken instabil und nicht funktionsfahig (Biocca et al., 1995;
Cattaneo and Biocca, 1999). Da im Zuge dieser Arbeit das intrazelluldre Nef als Zielprotein
diente, wurde die variable Vyy-Doméane namens sdAb19 eines Schwere-Ketten-Antikorpers
verwendet. Diese hat identische Antigen-erkennende Eigenschaften wie der Schwere-Ketten
Antikérper von dem er abstammt und bindet damit spezifisch an HIV-1 Nef. Dieser ist mit
einer Masse von 12 kDa deutlich kleiner als der komplette Antikérper, aber bei weitem zu
grol3, um als injizierbares Medikament die Zellmembran durchdringen und Nef direkt
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inhibieren zu koénnen. Trotzdem ist er aber klein genug und frei von essenziellen
Disulfidbracken, um intrazellular direkt gentherapeutisch oder als mogliches Startmolekul fur
eine weitere Wirkstoffentwicklung kleinerer Molekile eingesetzt zu werden.

Im Jahre 2011 wurde sdAb19 generiert, indem in einer Studie rekombinant
hergestelltes Nef mehrfach subkutan in Lamas injiziert wurde und mittels anschlieRender
Selektion durch Phagen Display dieser Nef-spezifischen Einzeldomanen-Antikdrper erhalten
wurde. SdAb19 inhibiert viele Funktionen von Nef wie die CD4-Runterregulierung, die Nef-
Pak2 Assoziation, die Reorganisation des Zytoskeletts, sowie die Nef vermittelte Erhéhung
der Virusinfektiositat und -replikation (Bouchet et al., 2011). Um die biochemischen und
strukturellen Eigenschaften der Bindung zwischen sdAb19 und Nef zu verstehen und so eine
weitere Wirkstoffentwicklung moéglich zu machen, wurden in dieser Arbeit entsprechende
Experimente durchgefuhrt.

Strukturelle Eigenschaften von sdAb19

Nach der Expression und Reinigung von sdAb19:.s konnte mittels CD-Spektroskopie
gezeigt werden, dass das Protein gefaltet vorliegt und Uberwiegend aus B-Faltblattern
bestehen. Letzteres ist nicht Uberraschend, da jede einzelne Kette eines Antikdrpers eine
typische Immunglobulin-Faltung aus stark gepackten B-Strangen besitzt. Aulierdem wurde
biochemisch mittels analytischen Gelfiltrationen gezeigt, dass Nef und sdAb19 interagieren
indem sie einen Komplex mit einer 1:1-Stéchiometrie bilden. Dies konnte letztendlich auch
mittels geldster Nef-sdAb19-SH3gs-Struktur bewiesen werden.

SdAb19 besitzt wie die Fab-Fragmente aller Antikérper eine typische B-Fass Form,
mit hierbei 12 um das Zentrum des Proteins gedrehten 3-Strangen. Das besondere ist, dass
es sich um die Vyy-Domane eines Schwere-Ketten-Antikorpers handelt, die mit 12,3 kDa
relativ klein ist. Zum anderen wurde diese rekombinant in E. coli hergestellt und besitzt keine
Disulfidbriicken. Die beiden Cysteine 24 und 97, die dazu in der Lage waren, liegen reduziert
vor, was aber keinen Einfluss auf die inhibitorischen Funktionen von sdAb19 hat.

Somit kann sdAb19 auch intrazellular als Inhibitor gegen HIV-1 Nef eingesetzt
werden, wodurch eine gentherapeutische Anwendung mdglich ist. Hierzu kénnten HIV-1-
abgeleitete Vektoren verwendet werden, um das Gen fir sdAb19 in Wirtszellen zu
exprimeren und Nef intrazellular zu inhibieren. Dass so ein System funktioniert, konnte in
einer Phase | Studie mit flinf chronisch infizierten HIV Patienten gezeigt werden. Hierflr
wurden ex vivo in CD4"T-Zellen ein auf HIV-1 basierender lentiviraler Vektor eingebracht, der
das antisense-Gen fiir HIV-1 env sowie LTRs enthielt, so dass bei einer Infizierung der Zelle
mit HIV die Expression des Gens durch das Virus selbst hochreguliert wird. Den Probanden
wurden durch Infusion eine Anzahl von 1x10'® modifizierten T-Zellen verabreicht und durch
die Inhibition von Env eine Senkung der Viruslast festgestellt (Levine et al.,, 2006). Auf
gleiche Weise ware es auch moglich intrazellular sdAb19 zu exprimieren und Nef zu
inhibieren. Als Alternative zum ex vivo Gentransfer in die Zelle, ware auch die Verwendung
malfgeschneideter retroviraler Partikel moglich, wodurch das Gen in vivo zielgerichtet in
nicht teilende Zellen eingebracht werden koénnte (Naldini et al., 1996). Eine effektive
Verwendung von sdAb19 als Inhibitor hangt davon ab, an welche Bereiche von Nef dieser
bindet, wie genau der Mechanismus der Inhibition aussieht und ob HIV-1 in der Lage ist
Resistenzmutationen zu erzeugen.
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Strukturelle Eigenschaften des Nef-sdAb19-Komplexes

Bei der Betrachtung des Komplexes aus Nef und sdAb19 ist zu erkennen, dass sich die
Bindestelle auf Nef am C-terminus befindet. Dies wird auch durch die Analyse der
Interaktionsflachen und der an den Interaktionen mit sdAb19 beteiligten Reste durch den
PISA Server deutlich. Auf Seiten von sdAb19 interagieren vor allem Reste der variablen
Bereiche der CDR2 mit Nef. Dies ist auch der Grund weshalb die Ublicherweise langere
CDR3-Schleife in sdAb19 stark verkirzt ist. CDR3 und CDR1 sind hierbei nur partial an der
Interaktion beteiligt. AuRerdem befindet sich die C-terminale flexible Schleife von Nef in der
Nahe von Resten von sdAb19. Fur die CD4-Runterregulierung durch HIV-1 Nef ist diese
essenziell, da sie ein Dileucinmotiv besitzt Uber die sie wahrscheinlich mit AP2 interagiert. In
mehrfachen ITC-Messungen konnte Ubereinstimmend gezeigt werden, dass die Affinitat
zwischen Nef und sdAb19 durch die Deletion der C-terminalen flexiblen Schleife 2,5-fach
reduziert ist, im Vergleich zu Konstrukten mit der Schleife. Dies deutet auf eine teilweise
direkte Interaktion von sdAb19 mit dieser Schleife hin. Ob dies der Fall ist, konnte
strukturbiologisch nicht hinreichend geklart werden, da in der gelésten Struktur von
Nefs5.010-sdAb19-SH3gs und damit des Komplexes mit einem Nef mit C-terminaler flexibler
Schleife, diese aufgrund seiner Flexibilitat nicht ausreichend aufgel6st ist um die vollstandige
Struktur und Konformation zu entschlisseln. Dies kdnnte bedeuten, dass die Schleife
entweder gar nicht mit sdAb19, oder nur sehr schwach interagiert. Prinzipiell fehlen mit 23
Aminoséauren so viele Reste, dass mit einer raumlichen Néhe von etwa 4-7 A zu sdAb19
eine Interaktion nicht erkennbar ist. Damit kdnnte sdAb19 auch direkt Uber die C-terminale
flexible Schleife inhibitorischen Einfluss auf die Nef-vermittelte Endozytose von CD4
nehmen.

Zur naheren Charakterisierung der Interaktionen von Nef mit sdAb19 wurden ITC-
Experimente durchgefiihrt. Flir sdAb19 konnte zu dem myristoylierten Wildtyp Nef;.4o des
Allels SF2 eine Affinitdt von 32,7 nM ermittelt werden. Diese liegt damit im selben Bereich
wie die Affinitat zwischen sdAb19 und dem in dieser Arbeit hauptsachlich verwendeten
stabileren N-terminal verklUrzten Nef-Konstrukts Nefss210 (38,6 nM). Dies ist nicht
Uberraschend, da fir die Immunisierung des Lamas zur Erzeugung des Einzeldomanen-
Antikérpers ein N-terminal verkirtztes HIV-1 Nef verwendet wurde. Weitere ITC-Experimente
mit den Nef Allelen NL4-3 und NA7 zeigen, dass sdAb19 eine sehr hohe Bindungsspezifitat
besitzt. Da das Lama zu Herstellung und Selektion von sdAb19 urspriinglich mit dem Nef
Allel NL4-3 immunisiert wurde (Bouchet et al., 2011), ist auch die Affinitdt zwischen NL4-3
und sdAb19 im Vergleich zum SF2 Allel um etwas das 2-fache starker (20,3 nM) und etwa 6-
fach starker als beim NA7 Allel (98 nM). Diese Ergebnisse passen zu friiheren
Experimenten, in denen die Inhibition der Nef-vermittelten CD4-Runterregulierung durch
sdAb19 bei verschiedenen Nef Allelen Uberprift wurde. SAAb19 inhibiert dabei Nefy 4.3 am
besten, Nefsg, geringfligig schlechter und Nefyaz nur etwa halb so gut (Bouchet et al., 2011).
Werden ITC-Messungen mit einem aus dem Gorilla stammenden Nef namens gorNef sowie
Mit SIVyac230 Nef durchgefihrt und damit mit zwei sehr weit entfernten Nef Allelen, kann
keine Interaktion mit sdAb19 mittels ITC festgestellt werden. Die beiden letzteren Nef-
Molekile sind auch nur zu 59% bzw. 50% mit dem verwendeten Nefsg, Allel identisch,
wahrend Nefyaz und Nefyis3 zu 89% bzw. 87% Ubereinstimmen. Damit hat sdAb19 eine hohe
Bindungsspezifitat gegenuber seinem Antigen HIV-1 Nefyi4.3.
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Einfluss von sdAb19 auf Nef-gebundene Liganden in der hydrophoben Tasche

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Bindestelle fur sdAb19 im C-terminus
von Nef und damit weit entfernt von der fir CD4 befindet, die in der Sortierungsmotiv-
Bindetasche der hydrophoben Tasche lokalisiert ist. Trotzdem ist sdAb19 in der Lage die
Endozytose von CD4 zu inhibieren. Um dies biochemisch zu analysieren, wurde versucht ein
in der hydrophoben Tasche von Nef bindenden Ligand durch die Zugabe von sdAb19 zu
verdrangen. Hierzu wurde das chimare Protein HzuS Nefig, verwendet, dass die
Grundstruktur von HIV-1 Nef besitzt, aber die hydrophobe Tasche von SIV Nefyac2z9. Denn
die Bindung von CD4 direkt an Nef lasst sich biochemisch nicht durchflihren, so dass
stattdessen der CD3-Rezeptor als Ligand fur die Sortierungsmotiv-Bindetasche der
hydrophoben Tasche von Nef verwendet wurde. Sollte sdAb19 CD3 verdrangen, kénnte dies
auch fir CD4 gelten. Nachdem gezeigt werden konnte, dass die HzuS Nefg-Mutante ein
CD3 (-Peptid (SNID 2-Peptid) mit einer Affinitdt von 15,9 uM binden kann, wurde mittels
analytischer Gelfiltration versucht CD3 ¢ durch sdAb19 zu Verdrangen. Interessanterweise
geht die gewonnene Fahigkeit der HzuS Nef;s,-Mutante CD3 £ zu binden mit dem Verlust der
SH3g-Bindung einher, was mit einer gesamten veranderten Struktur der hydrophoben
Tasche durch die Mutationen zu erklaren ist.

In der analytischen Gelffiltration konnte wie schon bei sdAb19 und SH3gs eine
synergistische Interaktion mit Nef beobachtet werden. Es wird mit HzuS Nef;s,, sdAb19 und
CD3 ¢ ein stochiometrischer 1:1:1-Komplex erhalten. Damit ist die gleichzeitige Bindung von
sdAb19 und CD3 { an HzuS Nefisx mdglich und eine strukturelle Veranderung von Nef
ausgeschlossen, die die Inhibition der Nef-vermittelten CD4-Runterregulierung erklaren
koénnte. Moglicherweise verhindert sdAb19 die Interaktion von Nef mit weiteren Proteinen der
Internalisierungsmaschinerie wie AP2.

Interessanterweise wird die Nef-vermittelte Runterregulierung des MHC-| Rezeptors
durch sdAb19 nicht inhibiert, so dass zum einen der intrazelluldre Mechanismus der
Endozytose von CD4 und MHC-I unterschiedlich sein muss und sdAb19 auch hier nicht fahig
ist die Interaktion zwischen Nef, MHC-I und der p1-Untereinheit von AP1 zu stéren. Um dies
strukturbiologisch zu untersuchen, ist in Abbildung 72 zunachst eine strukturelle
Uberlagerung des kiirzlich geldsten Nefy 4.3-MHC-I-CD-p1-Komplex (pdb: 4EN2) mit dem in
dieser Arbeit gelosten Nefsr-sdAb19-Komplexes zu sehen. Es wird deutlich, dass auch die
p1-Untereinheit zusammen mit MHC-| synergistisch zusammen mit sdAb19 an Nef binden
kann. Genauso wie bei der gleichzeitigen Interaktion des Nef-sdAb19-Komplexes mit SH3gg,
ist der Bereich an dem p1 und MHC-I an Nef bindet weit von der sdAb19-Bindestelle von Nef
entfernt (Abbildung 72). Die Uberlagerung des Komplexes Nef-MHC-I-CD-p1 (grau-violett-
blassgrin) mit dem Nef-sdAb19-Komplex (orange-grin) weisen keine Kollisionen der
Aminosaurenketten und keine Strukturanderungen von Nef auf, die die gleichzeitige
Interaktion stéren kénnten. Wahrend der C-Terminus von Nef durch die sdAb19 Bindung
leicht zum Liganden hingezogen wird, kann der N-Terminus mit Bereichen der Kerndomane
die koordinative Interaktion mit MHC-I und der p1-Untereinheit eingehen. Interessant ist
hierbei, dass sdAb19 weder die Interaktion von Nef mit MHC-I und u1 inhibiert, noch die
Internalisierung von MHC-I, so dass daraus geschlussfolgert werden kann, dass die sdAb19
Bindestelle keine Rolle fir die MHC-I-Internalisierung spielt.
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Abbildung 72: Modell des Komplexes aus Nef, sdAb19, MHC-I und der p1-Untereinheit von AP1.
Dargestellt ist eine strukturelle Uberlagerung des in dieser Arbeit gelésten Komplex aus Nefsey. 4s.
210.a158-178 (orange) und sdAb19 (grin) mit dem verdffentlichen Komplex aus Nefyis.a: 1206 (grau),
MHC-I314.341 (magenta) und p14s8423 (pdb: 4EN2) (blassgrin) als Schleifendiagramm. Derselbe
Komplex ist zusatzlich in der Oberflachendarstellung von der Seite und 180° gedreht gezeigt. Von
sdAb19 ist CDR1 gelb, CDR2 rot und CDRS3 blau angefarbt.

SdAb19 als mdgliches Startmolekiil fiir die Wirkstoffentwicklung kleinerer Inhibitoren

Die inhibitorischen Fahigkeiten von sdAb19 liegen nicht darin Nef strukturell so zu
Verandern, dass die Interaktion mit Cargoproteinen wie CD4 oder MHC-I gestort werden,
sondern die Interaktion mit nachgeschalteten zelluldren Proteinen zu verhindern. Damit ist
die Moglichkeit gegeben kleinere molekularer Inhibitoren auf Basis der Bindungsflache
zwischen sdAb19 und Nef zu entwickeln, die moéglicherweise als injizierbare Medikamente
eingesetzt werden kénnten. Zur Untersuchung dieser Moglichkeit wurde die Bindungsflache
zwischen sdAb19 und Nef auf Veranderungen der Oberflachenstruktur hin untersucht. Fir
Hochdurchsatzmethoden zur Identifizierung von kleinen Molekilen, die an derselben
Interaktionsflache wie sdAb19 binden, werden Ublicherweise Verdrangungsexperimente
durchgefiihrt. Das heil}t, es wird nach einem Molekil gesucht, das in der Lage ist mit einer
hoheren Affinitat in die gleiche Bindungsflache wie sdAb19 an Nef zu binden und den
Komplex damit zu trennen. Da injizierbare Inhibitoren fiir die Uberwindung von zelluléren
Barrieren auch zu einem gewissen Grad wasserléslich sein sollten, wurde das
Wassernetzwerk der Interaktionsoberflache von Nef daraufhin untersucht, ob es auch in
anderen geldsten Strukturen konserviert ist. Hilfreich sind in diesem Zusammenhang
Furchen, in denen Wassermolekule binden, die durch eine wasserlosliche niedermolelkulare
chemische Substanz ersetzt werden und an derselben Stelle binden kénnten. Die strukturelle
Uberlagerung des in dieser Arbeit geldsten dimeren Nef-sdAb19-Komplex mit zwei geldsten
und publizierten Nef Strukturen (3REA und 3RBB (Breuer et al., 2011; Horenkamp et al.,
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2011)) zeigten, dass das Wassernetzwerk der ungebundenen Nef Proteine an der sdAb19-
Bindungsflache stark konserviert ist. Durch die Bindung von sdAb19 werden auch einige
Wassermolekile verdrangt oder es binden weitere an der Oberflache. Doch sind die
Veranderungen im  Ganzen eher gering einzustufen, so dass mittels
Hochdurchsatzmethoden Leitstrukturen gefunden werden kénnten, die an die Nef-sdAb19-
Interaktionsflache auch im sdAb19-ungebundenden Zustand an Nef binden kdonnten.

Fir die Durchfihrung von Hochdurchsatzmethoden zur ldentifizierung von kleinen
Molekilen kann es hilfreich sein, dass die Affinitat von sdAb19 so weit reduziert wird, dass
die gesuchte initiale Leitstruktur nicht bereits eine hohere Affinitat als 30 nM aufweisen muss.
Deshalb wurden in sdAb19 Mutationen eingeflhrt, die das Bindungsverhalten an Nef
beeinflussen sollen. Innerhalb der Bindungsoberflache zwischen sdAb19 und Nef
interagieren sieben Reste von Nef mit sieben verschiedenen Resten von sdAb19 durch
direkte Interaktionen wie Wasserstoffbriickenbindungen oder ionische Wechselwirkungen
innerhalb einer Hiille von 3,5 A. Besonders Aspartat 60 von sdAb19 innerhalb der CDR2
interagiert als Schlisselrest mit Lysin148ye, sowie Tyrosin139e zum einen ionisch zum
anderen Uber eine Wasserstoffbriicke. Das negativ geladene Aspartat 60 wurde daraufhin zu
einem positiv geladenen Arginin mutiert, wodurch sich die Affinitat zu Nef von 38,7 nM auf
3,7 uM und damit etwa 100-fach verschlechtert. Als weitere Mutation wurde das ebenfalls an
der Interaktion beteiligte Serin 103 in sdAb19 zu einer negativ geladenen Glutaminsaure
mutiert, mit gleichzeitiger Mutation des benachbarten Restes Glycin 102 im CDR3 zu einem
Arginin. Obwohl CDR3 an der Interaktion mit Nef kaum beteiligt ist, wird durch die
gemeinsamen Mutationen G102R und S103E mit 0,9 uM eine 23-fach schlechtere Affinitat
zu Nef erhalten. Mit diesen Mutanten sdAb19p60r UNd SdAD19:102r s103e Stehen damit bereits
Mutanten von sdAb19 zu Verfigung, die moglicherweise in der Wirkstoffentwicklung
kleinerer molekularer Inhibitoren einsetzbar sind. Auflerdem zeigen diese Mutationen, dass
die untersuchte Interaktionsflache zwischen Nef und sdAb19 die richtige ist.

Kombinatorische Verwendung von sdAb19 und SH3gs-Domane als Inhibitor (Neffin)

Bevor die biochemischen und strukturbiologische Daten des Nef-sdAb19-Komplexes aus
dieser Arbeit vorlagen, wurde im Stil des ,wrapping-Nef‘-Ansatzes (Breuer et al., 2011)
sdAb19 mit der SH3gs-Domane durch einen flexiblen Linker miteinander verknipft und das
resultierende Protein Neffin genannt. Das Ziel war mittels zweier an Nef bindenden
Domanen mehrere Interaktionsstellen von Nef (gleichzeitig gegen mogliche
Interaktionspartner zu blockieren und damit die inhibitorischen Fahigkeiten des
Ausgangsmolekils zu verbessern sowie die Affinitdt zu erhéhen. Vorraussetzung fir die
Bindung von Neffin an ein einzelnes Nef war, dass die Lange des Linkers die gleichzeitige
Bindung beider Domanen an Nef gewahrleistet. Dieser Ansatz entspricht eher einem
Wirkstoffdesign, in dem ein in der Natur nicht vorkommendes Molekul generiert wird, um eine
hohere Affinitat und neue inhibitorische Eingenschaften gegen Nef zu erzielen. Auf ahnlicher
Weise konnten in einer anderen Studie bereits drei Inhibitoren hergestellt werden, in denen
eine SH3-Domane (RRT.A1) und die zytosolische Domane von CD4 (422-458) mit einem
kurzen Linker verknipft wurden, wodurch die CD4-Runterregulierung und die Erhéhung der
Infektiositat von Virionen durch Nef inhibiert werden konnte (Breuer et al., 2011).

In zwei bereits publizierten Studien wird durch Neffin eine hdohere Affinitat zu Nef als
durch sdAb19 alleine sowie verstarkte inhibitorische Fahigkeiten beschriebem (Bouchet et
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al., 2012; Jarviluoma et al., 2012). Besonders auffallig ist, dass Neffin im Gegensatz zu
sdAb19 auch die Nef-vermittelte Endozytose des MHC-I-Rezeptors inhibiert. Dieses
Ergebnis war Uberraschend, da der einzige Unterschied zwischen sdAb19 und Neffin die
zusatzliche SH3gs-Domane von Neffin ist und diese Domane alleine keinen Einfluss auf die
MHC-I-Runterregulierung hat.

Nach der Komplexformierung zwischen Nef und Neffin in dieser Arbeit wurde mittels
analytischer Gelfiltration eine unerwartete hohe Komplexstéchiometrie erhalten. Denn im
Vergleich zu dem Nef-sdAb19-SH3gs-Komplex, der eine Masse von etwa 44 kDa aufweist,
bildet Nef mit Neffin einen weit groReren Komplex aus. Damit muss sich dieser Komplex
deutlich von dem Nef-sdAb19-SH3gs-Komplex unterscheiden und entspricht von seiner
ermittelten Masse eher einem 2:2-Komplex oder sogar einem 3:3-Komplex. Somit
interagieren sdAb19 und SH3gs von Neffin nicht mit einem einzelnen Nef-Molekil, sondern
mit mindestens zwei anderen gleichzeitig. Interessanterweise entstehen dabei aber keine
Oligomere mit einer offenen Symmetrie, da in der analytischen Gelfiltration ein einzelner
monodisperser Peak erhalten wurde und keine Aggregationspeaks im Ausschlussvolumen.
Auch nach Verlangerungen des Linkers zwischen sdAb19 und SH3gs in Neffin von 8 bis auf
18 bzw. 38 Reste (Neffin18x und Neffin38x), wurde in allen Fallen ein Komplex mit gleicher
Masse erhalten. Daher scheinen sich im Nef-Neffin-Komplex die Bindestellen der sdAb19-
und die SH3gs-Doméane von Neffin auf den Nef-Molekilen in unmittelbarer raumlichen Nahe
zu befinden. Die Bildung dieser Dimere oder Trimere zwischen Nef und Neffin kdnnte auch
der Grund sein, weswegen Neffin unter anderem auch die Nef-vermittelte MHC-I-
Runterregulierung inhibieren kann, wahrend sdAb19 dazu nicht in der Lage ist (Bouchet et
al., 2012).

Aus den bisher gesammelten strukturellen Daten des Nef-sdAb19-SH3gs-Komplexes
lassen sich Schlisse auf die Formierung des Nef-Neffin Komplexes ziehen. In Abbildung 71
sind schematisch, sowie als Oberflachenprasentation strukturell der dimere Komplex aus Nef
und sdAb19, sowie der trimere Komplex Nef-sdAb19-SH3gs dargestellt. Die Bindestelle von
sdAb19 am C-Terminus von Nef befindet sich genau an der gegenlberliegen Seite der
SH3gs-Bindestelle, so dass ein Linker zur Verkniipfung beider Molekile zu lang sein misste,
um die Bindung an ein einzelnes Nef Protein zu bewerkstelligen. Trotz allem wird mit Nef
und Neffin ein stabiler inhibitorischer Komplex mit einer héheren Komplexstdéchiometrie
erhalten. Hochstwahrscheinlich wird durch Nef und Neffin ein sandwichartiger 2:2-Komplex
gebildet, in dem sich zwei Nef-Molekile im Zentrum befinden, umschlossen von zwei
sdAb19- und zwei SH3gs-Molekulen. Der kurzeste getestete Linker hat eine Lange von 8
Aminosauren (Neffin), so dass sich in dem 2:2-Komplex der C-Terminus von sdAb19 und der
N-Terminus von SH3gs in einer entsprechend kurzen Distanz zueinander befinden musste.
Da die Entfernung zwischen zwei benachbarten Ca-Atomen in einer elongierten Peptidkette
etwa 3,8 A betragt und Nef mit Neffin einen stabilen Komplex ausbildet, muss der Abstand
zwischen dem C-Terminus von sdAb19 und dem N-Terminus von SH3gs etwa unter 30,4 A
betragen. Legt man zwei Nef-sdAb19-SH3gs-Komplexe 180° gedreht nebeneinander und
dreht beide so zueinander, dass der C-Terminus von sdAb19 und der N-Terminus von SH3gs
ohne Kollisionen der Aminosaureketten so nah wie méglich zueinander ausgerichtet sind,
kann als kleinste Entfernung zwischen diesen Termini ca. 27 A gemessen werden
(Abbildung 71 C), was fur einen Nef-Neffin 2:2 Komplex bei einem 8-fachen Linker passen
wurde. Prinzipiell ist auch die Ausbildung eines 3:3-Komplexes wie er in Abbildung 71 D
dargestellt ist moglich. Hierbei kdnnen sogar geringe Entfernungen zwischen dem C-
Terminus von sdAb19 und dem N-Terminus von SH3gs von bis zu 11,4 A erzielt werden. Ein
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solcher Komplex hatte aufgrund der kugelférmigen Struktur und einem grofen
Losungsmittelkanal im Zentrum eine immense GrofRe und wirde bei weitem die Masse
Ubersteigen, die in der analytischen Gelfiltration ermittelt wurde. Zudem ware so ein Komplex
nicht so stabil, wie er sich in den biochemischen Experimenten zeigte und es kdénnten sich
vermehrt offene Symmetrien ausbilden, die ebenso nicht beobachtet wurden. Aus diesem
Grund kann eher von einem 2:2-Komplex ausgegangen werden (Abbildung 71). Um die
Struktur des Komplexes aus Nef und Neffin zu I6sen, wurden mehrfach
Kristallisationsansatze mit verschiedenen Nef Allelen und -Konstrukten in unterschiedlichen
Bedingungen angesetzt. Nur in einem Fall mit Nefss210a158178 und Neffin  wurden
reproduzierende Kristalle erhalten, die aber auch nach Verbesserungsschritten nicht
ausreichend streuten, um die Struktur [6sen zu konnen.
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Abbildung 71: Schematisch und als Oberflachendarstellung Modelle der Komplexe Nef-sdAb19
mit und ohne SH3gs-Domédne und Nef-Neffin. (A) Durch das Zusammenbringen von Nef (orange)
und sdAb19 (griin) wird ein dimerer 1:1-Komplex gebildet, in dem sdAb19 an den C-Terminus von Nef
bindet. (B) Wird zu Nef und sdAb19 zusatzlich die SH3gs-Doméane (blau) gegeben, bildet sich ein
trimerer 1:1:1-Komplex aus, in dem die SH3gs-Domane an der gegentiberliegende Seite von sdAb19
mit der RT-Schleifen Bindetasche interagiert. Anhand des gelésten 1:1:1-Komplex in (B) sind
aufgrund der erhaltenen apparenten Massen in der Gelfiltration zwischen 80 und 120 kDa prinzipiell
zwei Modelle fir den Nef-Neffin-Komplex vorstellbar (C und D). (C) Nef bildet zusammen mit dem
sdAb19-SH3ge-Fusionsprotein Neffin einen 2:2-Komplex aus, in dem zwei Nef-Molekile sandwichartig
durch zwei Neffin-Molekule umschlossen werden. (D) Prinzipiell ware zwischen Nef und Neffin auch
die Ausbildung eines 3:3-Komplexes maoglich, in dem sich drei Nef- und drei Neffin-Molekile
annahernd kreisférmig anordnen. Die Linkerlangen in den jeweils dargestellten Modellen sind in A
angegeben.
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Charakterisierung der Interaktion zwischen Nef und Neffin

Mit Blick auf Neffin ist interessant, dass die Affinitdt zwischen Nef und sdAb19 mit rund 40
nM in einem ahnlichen Bereich wie die Affinitat zwischen Nef und der SH3gs-Doméane mit
etwa 20 nM liegt. Im Hinblick auf die Bindung der verknipften sdAb19- und SH3gs-Domanen
von Neffin an Nef und der daraus resultierenden Komplexbildung kénnte das von Vorteil
sein, weil bei der Interaktion mit mindestens einem weiteren Nef Protein beide Domanen als
gleichrangige Partner auftreten. Wenn eine der beiden Doméanen von Neffin eine erheblich
niedrigere Affinitdt zu Nef besitzen wirde, kdnnten sich mdéglicherweise, anders als in
Abbildung 71 beschrieben, schnell offene Komplexsymmetrien bilden da der starker
bindende Partner sehr viel schneller mit weiteren Nef-Molekulen interagieren wdrde.

Neffin hingegen hat aufgrund der gemeinsamen Affinitaten der einzelnen Domanen
sdAb19 und SH3gs eine so hohe Bindungsstarke zu Nef, dass sie mittels ITC kaum noch
messbar ist. Es wurden auch hier die Messungen mit den drei Nef Allelen SF2, NL4-3 und
NA7 durchgefiihrt. Wahrend die Affinitdt zwischen Neffin und Nefsg, bzw. Nefy 4.3 zwischen
1 und 4 nM liegt, betragt sie bei Nefyaz 14,4 nM und ist damit aufgrund der etwas geringeren
Affinitdt von sdAb19 zu Nefya; etwas niedriger. Bei den ermittelten Affinitaten ist nicht
auszuschlieen, dass diese auch weit héher sind und im subnanomolaren Bereich liegen, da
mit den in dieser Arbeit angewendeten Methoden die Ermittlung von Affinitdten unterhalb von
1 nM schwierig ist. Die Arbeitsgruppe von Kalle Saksela hat dazu innerhalb einer
gemeinsamen Studie mittels k,,-Werten aus Biacore-Experimenten, sowie k.wWerten aus
einem selbst entwickelten ELISA Affinitaten von 0,54 pM erhalten (Jarviluoma et al., 2012).
Hierbei ist zu beachten, dass mit den gleichen Methoden auch zwischen Nef und sdAb19
héhere Affinitaten von bis zu 15 pmol erhalten worden sind, so dass diese auch 1000-fach
héher sind als die in dieser Arbeit mittels ITC ermittelten Dissoziationskonstanten. Innerhalb
dieser Methode liegt also die Affinitdt von Neffin zu Nef um etwa 28-fach hdéher als von
sdAb19 (15 pmol zu 0,54 pmol), was wiederum etwa dem gleichen Vielfachen (24-fach) der
hier ermittelten Messwerte entspricht (38,6 nM zu 1,6 nM).

Ausgehend von dem oben diskutierten Modell des Nef-Neffin-Komplexes mit der 2:2-
Stéchiometrie ist ersichtlich, weshalb im Unterschied zu sdAb19 Neffin auch in der Lage ist
die Nef-vermittelte MHC-I-Internalisierung bzw. den Transport des Rezeptors zur
Plasmamembran zu inhibieren. Im Gegensatz zum sdAb19 blockiert Neffin in dem 2:2-
Komplex mit Nef viel grofere Bereiche und unterbindet jegliche Interaktionen mit anderen
Interaktionspartnern. Damit steht mit Neffin neben sdAb19 ein weiterer sehr potenter Inhibtor
fur zuklnftige immunologischen und gentherapeutischen Experimente zur Verfligung.

Potential von Nef zur Bildung von Resistenzmutationen gegen sdAb19 und Neffin

Aufgrund der bereits erhaltenen Hinweise auf die hohe Spezifitat der Bindung von sdAb19 an
Nefy4-3 wurde Uberprift, in wie weit HIV-1 in der Lage ist Resistenzmutationen auf Nef
gegen sdAb19 zu entwickeln. Ein Hinweis auf dieses Potential geben strukturelle
Uberlagerungen vieler verschiedener Nef Allele mit Fokus auf die an der Interaktion mit
sdAb19 beteiligten Reste. Denn je konservierter Bereiche sind, desto wichtiger kdénnten
diese strukturell und funktionell fir Nef sein.

Im Fall des Nef Proteins gibt es einige variable Aminosaurereste, die direkt oder indirekt an
der Interaktion mit sdAb19 beteiligt sind. Von den sieben Aminosaureresten die direkt
Wasserstoff- oder Salzbriicken mit Restens von sdAb19 ausbilden sind vier sehr variabel.
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Es wurden drei Reste von Nef nach immunologischen Gesichtspunkten ausgewahlt um diese
zu mutieren. Das Leucin202 befindet sich im Zentrum der Interaktionsflache und ist im
Vergleich von 1643 verschiedenen Nef Allelen zu 70% nicht mutiert, aber in 22% der Falle
ein Lysin, so dass diese eine fur HIV einfach zu bewerkstellende Mutation darstellt. Der Rest
des Methionin198 wurde zu einem Lysin mutiert, was in nur 7% der verglichenen Nef Allele
zu finden ist, wahrend es in 50% der Falle ein Methionin ist. Beide Mutanten Nefy19sx und
Nefloook zeigten den Verlust der sdAb19 Interaktion, sowohl in vitro in analytischen
Gelfiltrationen und ITC-Experimenten, als auch in vivo indem diese Nef-Mutanten weiterhin
in der Lage sind den CD4-Rezeptor trotz der Anwesenheit von Neffin zu internalisieren. In
diesen in vivo-Experimenten wurde nach der 4-fachen eingesetzten Menge von Neffin
weiterhin CD4 internalisiert, wie es durch den Nef-Wildtyp ohne Inhibitor zu beobachten ist.
Erst nach der im Vergleich zu Nef 8-fach exprimierten Menge von Neffin, wird Nefy9sx und
Nefio00x leicht inhibiert, wodurch mehr CD4-Moleklle an der Plasmamembran verbleiben.
Dies zeigt, dass diese Einzelmutationen ausreichen, um die sdAb19 und Neffin Bindung und
damit die Inhibition der CD4-Runterregulierung zu verhindern. Obwohl Neffin, wie die Neffins-
Mutante, mittels seiner SH3gs-Domane weiterhin an Nef binden kann, wird dadurch die
Internalisierung von CD4 nicht gestort. Darum kann daraus geschlossen werden, dass fir die
Inhibition durch Neffin die Ausbildung des 2:2-Komplexes mit der gleichzeitigen Bindung von
SH3g und sdAb19 an Nef notwendig ist.

Ein weiterer Rest, der in einer weiteren Nef-Mutante zu einer Glutaminsaure mutiert
wurde ist das zu 99% konservierte Lysin148yes, das als Schllsselrest mit Aspartat 60 von
sdAb19 interagiert. In diesem Fall bindet sdAb19 weiterhin, so dass eine Affinitat von 1,7 pM
ermittelt werden konnte und Nefkge trotz der Anwesenheit von Neffin in vivo CD4
runterregulieren kann. Diese Mutation findet im Nef Protein jedoch nur in 0,3% der Falle statt
(O'Neill et al., 2006).

In diesem Zusammenhang ist nicht geklart, wie schnell sich in einer HIV-1 infizierten
Zelle diese Mutationen durchsetzen konnen, bevor Neffin den Grofdteil der Nef-Molekiile
inhibiert und damit das Immunsystem in der Lage ist, die infizierte Zelle zu erkennen und zu
zerstéren. Hierzu koénnten beispielsweise in Zellkultur in vivo zeitabhangige Studien
durchgefuhrt werden, mit Fokus auf entstehende Mutationen wahrend der Herstellung viraler
Partikel bei gleichzeitiger Expression von Neffin. Moglicherweise ware immunologisch auch
der synergistische Einsatz zusammen mit anderen antiviralen Medikamenten zu einem
frihen Zeitpunkt der Infektion sinnvoll.
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5.2 Untersuchung der Nef-interagierenden Adaptorproteinkomplexe
AP1 und AP2

Charakterisierung der Bindung zwischen Nef, AP1 und MHC-I

Um die fehlende Inhibition der MHC-I-Runterregulierung von sdAb19 biochemisch zu
erklaren, musste zunachst die Interaktion zwischen Nef, AP1 und MHC-| untersucht werden.
Hierzu wurde im Zuge dieser Arbeit die Expression und Reinigung des heterotetrameren
AP1-Komplexes angestrebt. Dies konnte rekombinant in E. coli durchgeflihrt werden, indem
mittels des pET Duet Systems alle Untereinheiten zusammen coexprimiert wurden. Es
konnte so ein stéchiometrischer 1:1:1:1-Komplex aller Untereinheiten y, p2, p2 und o2
erhalten werden. Wahrend der Anfertigung dieser Arbeit wurde der Komplex Nef-MHC-I-CD-
M1 publiziert (pdb: 4EN2) (Jia et al., 2012). Die Struktur zeigt, dass es sich um einen trimeren
kooperativen Komplex handelt, der nur durch die Fusion zwischen Nef und der zytosolischen
Doméane von MHC-I erhalten wurde. AP1 erkennt grundsatzlich Tyrosinmotiv-basierende
Proteinsortierungssignale mit der Konsensussequenz Yxx®, mit @ als groRe hydrophobe
Aminosaure (Leucin, Isoleucin, Methionin oder Phenylalanin) (Boll et al.,, 1996). Diese
Bindungstasche ist aber nur nach der Phosphorylierung des Threonin 154 des Linkers
zwischen der N-terminalen und C-terminalen Domane von p1 zuganglich. Dadurch klappt die
C-terminale Domane der p1-Untereinheit auf, wodurch die Bindungstaschen fiir die
Konsensussequenz Yxx® zuganglich wird. Interessanterweise beinhalten die zytosolischen
Domanen der MHC-I-Rezeptoren HLA-A2 und HLA-B eine kryptische Konsensussequenz
mit YxxA, so dass die Bindung an die p1-Untereinheit nur Nef-vermittelt stattfinden kann.
Dies konnte durch die in Jia et al. (2012) geloste Nef-MHC-I-CD-u1 -Struktur gezeigt
werden, in der durch die Assoziation von Nef und AP1 kooperativ ohne Beteiligung des
Dileucinmotivs von Nef eine schmale Furche entsteht, in die MHC-I-CD bindet und
anschliel3end internalisiert wird (Jackson, Kelly et al. 2010; Jia, Singh et al. 2012). Diese
Struktur lasst die Frage offen, ob Nef auch ohne die Phosphorylierung von Thr154 der p1-
Untereinheit in der Lage ist die kooperative Bindung mit MHC-I und p1 einzugehen, da die
p1-Bindestelle in der geschlossenen Konformation durch die B1-Untereinheit verdeckt wird
(Abbildung 73). Um das Yxx®-Motiv fir MHC-I zu erreichen, muss die py1-Untereinheit groe
strukturelle Veranderungen durchmachen, die normalerweise durch die Phosphorylierung
von Thr154 durch Adaptor-assoziierte Kinasen wie AAK1 hervorgerufen wird (Henderson
and Conner, 2007). Aus diesem Grund wurde zusatzlich zum AP1-trunk Wildtyps ein
Komplex exprimiert und gereinigt, in der Thr154 in der y1-Untereinheit gegen zwei Aspartate
ausgetauscht wurden, um die natlrliche Phosphorylierung nachzustellen die fiir die Bindung
an Cargoproteinen essenziell ist.
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Abbildung 73: Struktureller Vergleich zwischen der geschlossenen Konformation von AP1 und
dem Modells einer offenen Konformation. (A) In der geschlossene AP1 Struktur (pdb: 1W63) ist in
der Oberflachendarstellung (links) zu erkennen, dass das Tyrosin Bindungsmotiv (rot) der u1-
Untereinheit (blassgriin) verdeckt auf der B1-Untereinheit (gelb) liegt (dargestellt durch das generierte
MHC-I-Peptid der Nef-MHC-I-CD -u1 Struktur aus Jia et al. 2012). Das unphosphorylierte Thr154 von
p1 ist in der Schleifendiagramm-Darstellung des Komplexes als rote Kugel zu erkennen. (B) Eine
mdgliche Konformation fir die offene AP1 Struktur wurde modelliert, genauso wie dessen Komplex
mit Nef und MHC-I. Hierzu wurden die Strukturkoordinaten von AP2 in offener Konformation (pdb:
2XA7) mit Fokus auf die y-Untereinheit mittels struktureller Uberlagerung (iber die geschlossene AP1
Struktur (pdb: 1W63) gelegt. AnschlieRend wurde dann der Nef-MHC-I-CD-u1-Komplex (pdb: 4EN2)
wieder mit Fokus auf p1 mit der offenen p2-Untereinheit passend tberlagert und AP2 entfernt. Nach
der Uberlagerung befand sich ein Tyrosin-basierenden Motiv der offenen AP2 Struktur mit der
Sequenz DYQRL an der identischen Stelle wie das Tyrosinmotiv der MHC-I-Peptid der Uberlagerten
Nef-MHC-I-CD-u1 Struktur. AulRerdem ist die p1-Untereinheit strukturell zwischen AP1 und AP2 sehr
konserviert (Heldwein et al., 2004; Jackson et al., 2010; Jia et al., 2012).
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In den Bindungsexperimenten mit AP1 und AP1 uDD wurden Peptide von HLA-A2 und
HLA-B verwendet, die mit dem MHC-I-CD-Peptid der gelésten Komplexstruktur identisch
sind (siehe Abschnitt 3.4) und deren Konsensussequenz YSQA konserviert sind. Trotzdem
konnten weder der AP1 Wildtyp, noch die AP1 Mutante mit der Thr154 Phosphomimikry
zusammen mit den HLA-Peptiden und Nefi.210.kompiexe bilden. Dies wird zum einen in den
durchgefuhrten analytischen Gelfiltrationen, sowie mittels ITC-Messungen deutlich. Es
konnte in beiden Fallen keine Interaktion zwischen Nef;.o19, AP1 und HLA-B, bzw. zwischen
Nefi210, AP1 uDD und HLA-A2 detektiert werden. Dies kann unterschiedliche Ursachen
haben: Zum einen kénnte in der natirlichen Umgebung die Zellmembran eine wichtige
Funktion bei der Interaktion zwischen Nef, AP1 und MHC-I spielen. Denn einerseits kdnnten
erst durch die Membranbindung von MHC-I und Nef die nétigen strukturellen Veranderungen
induziert werden, die es moglich macht mit der p1-Untereinheit einen koordinativen Komplex
zu bilden. Andererseits befinden sich Nef und MHC-I an der Plasmamembran in einer weit
engeren raumlichen Nahe, weshalb auch in Jia et al. (2012) die Fusion der Proteine Nef und
MHC-I nétig war um mit der p1-Untereinheit einen Komplex zu bilden. Erst in dieser
raumlichen Nahe kann Nef und die zytosolische Domane von MHC-I mit der p1-Untereinheit
von AP1 interagieren, woraufhin der Rezeptor mittels Clathrin-vermittelter Endozytose
internalisiert wird.

Charakterisierung der Bindung zwischen Nef, AP2 und CD4

Im Fall der Interaktion zwischen Nef, AP2 und CD4 muss AP2 nicht notwendigerweise
phosphoryliert werden, um mit CD4 und Nef interagieren zu kénnen. Anstatt durch die
Phosphorylierung von AP2, wird die Interaktion zwischen AP2 und CD4 zellular durch die
Phosphorylierung eines Serins in der zytosolischen Domane von CD4 reguliert, das sich
neben einem Dileucinmotiv befindet. Das heil3t AP2 musste direkt mit Peptiden mit frei
zuganglichen Dileucinmotiven interagieren kénnen. Dies konnte in friheren Studien
kristallografisch gezeigt werden, indem AP2 in geschlossener Konformation zusammen mit
einem Dileucinmotiv (QIKRLLS) enthaltenen Peptid kristallisiert wurde (pdb: 2JKR) (Kelly et
al., 2008). Zwei Jahre spater wurde AP2 in offener Konformation kristallisiert, wobei in dieser
Struktur durch symmetrieverwandte Molekiile die Interaktion von Resten mit der Sequenz
MEQKLI beschrieben werden konnte (pdb: 2XA7) (Jackson et al., 2010). In beiden Fallen
bindeten die Dileucinmotive an denselben Bereich der c2-Untereinheit, wobei die Bindung
der Dileucin-Peptide keinen Einfluss auf die strukturellen Veranderungen der p2-Untereinheit
hat (Abbildung 74). Es ist zu erkennen, dass sowohl bei einer offenen, als auch bei einer
geschlossenen AP2-Konformation das Dileucin Bindungsmotiv von AP2 flr potentielle
Interaktionspartner erreichbar ist. Theoretisch sollte damit auch Nef mit seinem Dileucinmotiv
mit der Konsensussequenz ENTSLL in der C-terminalen flexiblen Schleife in der Lage sein
mit der o2-Untereinheit zu interagieren und bei gleichzeitiger Bindung von CD4 mit der
hydrophoben Tasche die Interaktion zwischen CD4 und AP2 zu vermitteln.
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Abbildung 74: Struktureller Vergleich zwischen geschlossenem und offenem AP2, mit
gebundenem Dileucinmotiv. (A) In der veroéffentlichten geschlossenen Struktur von AP2 (pdb: 2JKR)
bindet ein Dileucinmotiv enthaltendes Peptid (rot) an die 02-Untereinheit (turkis) von AP2 (Kelly et al.,
2008). (B) Auch nach der Phosphorylierung der p2-Untereinheit (magenta) und der daraus
resultierenden offenen AP2 Konformation, bindet in einer weiteren geldsten Struktur (pdb: 2XA7) ein
Dileucinmotiv eines kristallografisch symmetrieverwandten p1‘-Untereinheit an die identischen Stelle
wie das Peptid mit dem Tyrosinmotiv in der geschlossenen Konformation (Jackson et al., 2010).

Um die Interaktion zwischen Nef, AP2 und CD4 zu uUberprifen, wurde wie schon fur AP1
zunachst die Expression des heterotetrameren AP2-Komplexes durchgefiihrt. Dieser wurde
mit dem gleichen dualen Vektorsystem wie AP1 exprimiert, wobei die Gene von His-a und 02
auf einem sowie His-B2 und p2 auf einem anderen Plasmid kodiert waren. Nach erfolgter
Expression und Reinigung wurde mittels SDS-PAGE festgestellt, dass die Untereinheiten
nicht so klar differenziert waren wie es fir AP1 beobachtet werden konnte. Mit MALDI
basierten Peptidmassen Fingerabdrucks konnte gezeigt werden, dass alle vier
Untereinheiten im gereinigten Komplex vorhanden sind, wobei sich a und 2 zusammen in
einer Bande befanden, wahrend p2 und o2 deutlich differenzierter zu erkennen sind. Trotz
der Anwesenheit aller Untereinheiten scheint der geformte Komplex instabil zu sein, da in
der analytischen Gelfiltration nicht wie bei AP1 ein einzelner, sondern zwei Peaks zu
beobachten waren. Werden Fraktionen auf einer SDS-PAGE analysiert, scheinen im ersten
Peak alle vier Untereinheiten vorhanden zu sein, wahrend im Zweiten die p2-Untereinheit
fehlt. Die mittels Marker ermittelten Massen des eluierten Komplexes zeigen, dass die des
ersten Peaks von AP2 etwa 158 kDa betragt, und damit nur etwas kleiner ist als die des
einzelnen Peaks von AP1. Der Komplex des zweiten Peaks von AP2 weist im Vergleich zum
ersten Peak eine um etwa 50 kDa geringere Masse auf, die der Masse der p2-Untereinheit
entspricht.

Trotz des instabilen Komplexes wurden Bindungsstudien mit Nefy_»1o und einem CDA4-
Peptid durchgefihrt. Es konnten dabei weder mittels analytischer Gelfiltration noch ITC eine
Interaktion zwischen Nef und AP2, oder Nef, AP2 und CD4 gemessen werden.
Méglicherweise musste in folgenden Studien versucht werden, den AP2-Komplex von Grund
auf neu zu formen, um ihn stabiler zu erhalten. Andererseits kdnnte hier, wie schon bei Nef
mit AP1 und MHC-I die Plasmamembran als weiterer Cofaktor fungieren, die zum einen
strukturelle Veranderungen, zum anderen eine gewisse raumliche Nahe zueinander
beginstigt und die Orientierung der Molekiile zueinander beeinflusst.
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5.3 Die Suche nach einem kleinen molekularen Inhibitor von Nef

Charakterisierung der Bindung zwischen Nef und ES000219 mittels 2D HSQC-NMR-
Spektroskopie

Nach Expression und Reinigung von 15N-isotopen-markiertem Nefss.010 mit ausreichenden
Ausbeuten, konnte dieses in HSQC-Experimenten in der NMR eingesetzt werden. Die
erhaltenen Peaks im HSQC-Spektrum von Nefsg; konnten in Kooperation mit PD Dr. Sonja
Dames von der TU Minchen groftenteils zugeordnet werden, wobei die vollstdndige
Zuordnung weiterhin angestrebt wird, um in den durchgeflhrten Titrationsmessungen mit
den chemischen Substanzen fiir jede Verschiebung die dazugehoérige Aminosaure definieren
zu kénnen. In der "*N/'"H-HSQC Zuordnung fehlen methodenbedingt die Proline, da diese
keine Hy-Resonanz aufweisen.

In jeder Titrationsreihe wurden 400 uM vom "®N-markiertem Nef vorgelegt, zunéchst
ein Grundspektrum mit Nef alleine aufgenommen und anschlieRend in flinf Schritten die
jeweilige Substanz DMSO-geldst in einem Verhaltnis von 1:1 bis 1:16 zugegeben. Hierbei
war oft zu beobachten, dass in der Messung mit einer 16-fachen Substanz-Konzentration die
Spektren schlechter wurden. Entweder hangt dies damit zusammen, dass innerhalb der
zweieinhalb Tage Nef bei 25°C langsam abgebaut wird oder die eingesetzte Menge an
DMSO dann so hoch ist, dass das Protein dadurch ausfallt. Mit einer Kontrollmessung, in der
eine so grolle Menge an DMSO zugegeben wurde die der einer kompletten Titrationsreihe
entspricht, wurde ausgeschlossen, dass DMSO grundséatzlich einen negativen Einfluss auf
die Stabilitit von Nef hat. Denn hierbei wurde keine Anderung der chemischen
Verschiebungen im HSQC-Spektrum beobachtet. Bei der Titration von ES000219 hingegen
wurden einige Veranderungen der chemischen Verschiebungen erhalten. Hierbei konnten
zehn Peaks beobachtet werden, die auf Grund der Bindung der Substanz und der damit
einhergehenden veranderten magnetischen Abschirmungen der benachbarten oder
beteiligten Reste, starke Veranderungen der Verschiebungen aufwiesen. Diese sind in den
Abbildungen 52 markiert. Von ihnen konnten bisher die sechs Reste W61, G99, G100, T121,
W117 und T84 von Nef einwandfrei zugeordnet werden. Diese befinden sich auf der
Oberflache, meist in oder nahe der hydrophoben Tasche von Nef (siehe Abbildung 62).

Charakterisierung der Bindungsoberflache von ES000219 auf Nef

Es wurde beobachtet, dass Tryptophan 61 im Grundspektrum in zwei Konformationen
vorliegt, weil die sekundare Aminogruppe seiner Indol Gruppe als zwei Peaks auftreten.
Durch die Zugabe von ES000219 wird eine Konformation von W61 stabilisiert, weil der eine
Peak langsam verschwindet, wdhrend der Andere starker und definierter zu erkennen ist.
Das gleiche wurde beobachtet, nachdem das Detergenz CHAPS zu '’N-markiertem Nef
titriert wurde. Wahrscheinlich bindet hierbei CHAPS in die hydrophobe Tasche von Nef und
verdrangt das W61, so dass eine Konformation stabilisiert wird (siehe Abbildung 62).
Dasselbe scheint auch durch die Zugabe von ES000219 zu geschehen. Mdglicherweise
bindet der flexible N-Terminus von Nef mit einer sehr schwachen Affinitat intermolekular an
seine eigene Kerndomane, wodurch Nef im Cytosol ohne Bindungspartner in einer Art
inaktiven Zustand vorliegt. Dies wiirde auch begriinden, weshalb HIV-1 Nef in der Zelle zum
groBten Teil zytosolisch vorliegt. Es gibt inzwischen viele geloste Strukturen von Nef, aber
gerade kristallografisch ist der N-terminus aufgrund seiner Flexibilitait meist nicht gut
aufgeldst, so dass dessen Konformation nicht bekannt ist.
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Es gibt zwei Strukturen, in denen der N-Terminus teilweise aufgeldst vorlag. In einer
bindet die as-Helix von Nef in die eigene hydrophobe Tasche bei Ausbildung von mindestens
einer Wasserstoffbriicke zwischen Glu63 und Lys98 (Breuer et al., 2011). Die Entfernung
von 3,9 A zwischen den Seitenketten von Glu68 und Arg109 ist mdglicherweise zu grof fiir
eine Wasserstoffbricke und reicht hochstens fur eine schwache elektrostatische
Wechselwirkung (Abbildung 75 A). Es ist zu erkennen, dass sich Trp61 (W61) ebenfalls nah
an der Oberflache der Kerndomane befindet, ohne eine stabile direkte Interaktion mit
Seitenketten einzugehen. Mdglicherweise ist die Bindung der as-Helix an die hydrophobe
Tasche so schwach, dass Trp61 ohne ES000219 oder seiner Derivate in zwei
Konformationen vorliegt und nach deren Zugabe genauso wie durch CHAPS aus der Tasche
gedrangt wird, wodurch dann eine Konformation stabilisiert vorliegt (siehe Abbildung 61 und
62).

In einer weiteren Struktur von Nef im Komplex mit MHC-I und der p1-Untereinheit von
AP1 bindet zwar ebenfalls eine a-Helix wie zuvor an denselben Bereich der eigenen
hydrophoben Tasche, doch handelt es sich hierbei um die as-Helix weiter vorne im N-
Terminus (Jia et al., 2012). AuRerdem bindet diese in einem um etwa 90° gedrehten Winkel
und ausschlieBlich tGber hydrophobe Wechselwirkungen vieler hydrophober Reste wie M20,
W13, L91, L97, L110, oder W117 ohne Ausbildung von direkten Bindungen. Hierbei wird
diese hydrophobe Bindungsflache von den stark hydrophilen Argininen 17, 19, 21, 22 und
Lys94 flankiert, die sich der wassriger Losung hin ausrichten und dieses vom hydrophoben
Zentrum abschirmen (Abbildung 75 B).

Wahrend die Bindung der as-Helix moglicherweise im Cytosol im Liganden-
ungebundenen Zustand vorliegt, scheint die Bindung der ay-Helix in der kooperativen
Interaktion mit MHC-I und AP-1 wichtig fur die Membranbindung zu sein. Denn die Mutation
von bestimmten Resten wie M20 zu Alanin hatte in friheren Studien zur Inhibition der Nef-
vermittelten MHC-I-Runterregulierung gesorgt (Williams et al., 2005; Wonderlich et al.,
2007). Damit kdnnte eine niedermolekulare chemische Verbindung wie ES000219 durch die
Bindung in die hydrophobe Tasche neben der Inhibition Nef-vermittelten CD4-
Internalisierung maoglicherweise auch die Membranbindung von Nef beeinflussen.
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Abbildung 75: Charakterisierung der Bindung des N-Terminus von Nef an die eigene
hydrophobe Tasche der Kerndomane. (A) Darstellung von Nefse, aus der Komplexstruktur aus
Nefsko (hell orange) und SH3,4 (pdb: 3REA) als Oberflachenmodel bzw. als Scheifendiagram. Von den
an der Interaktion zwischen hydrophober Tasche und N-Terminus (orange) beteiligten sowie von
weiteren Resten der hydrophoben Tasche sind die Seitenketten zu erkennen. Hierbei interagieren die
Carbonyl-Gruppen von E63 und E68 mit Amino-Gruppen von K98 und R109 (Breuer et al., 2011). (B)
Darstellung von Nefy4.3 aus der Komplexstruktur von Nefy 43 (tlrkis) mit MHC-I CD und der p1-
Untereinheit (pdb: 4EN2) als Oberflachenmodel, bzw. als Scheifendiagramm (Jia et al., 2012). Der N-
Terminus (lila) interagiert hier mit den beschriebenen Seitenketten Uber hydrophobe
Wechselwirkungen mit der eigenen hydrophoben Tasche. Die durch ES000219 in den NMR-
Experimenten beeinflussten Reste sind rot gefarbt.

Biochemische Charakterisierung der Komplexbildung zwischen Nef und ES000219

Die Reste mit starken Veranderungen der chemischen Verschiebungen in den HSQC-
Spektren befinden sich in oder nahe der hydrophoben Tasche. In den Titrationsreihen ist
auffallig, dass vor allem in hoheren Konzentrationen ES000219 immer weniger wasserloslich
wird, was sich durch einen weif3en Niederschlag am Grund des NMR-R&hrchens bemerkbar
macht. Dies hat auch Auswirkungen auf die durchgefiihrten ITC-Messungen. Nachdem
zunachst in Experimenten kleineren Mengen von ES000219 (200 pM) zu Nef (20 uM) titriert
wurde, konnte keine Bindungswarme gemessen werden. Erst bei der Verwendung von 10
mM von ES000219 und 0,1 mM Nef konnte Bindungswarme mit einer Sattigungskurve
erhalten werden die auswertbare Messergebnisse lieferte. Es wurden hierbei nur sehr
schwache Affinitaten zwischen 0,13 und 0,36 mM erhalten, was mit den beobachteten
konzentrationsabhangigen Veranderungen der chemischen Verschiebungen in den HSQC-
Spektren der Titrationsreihen Ubereinstimmt. Auffallig sind die sehr hohen n-Werte der
Messungen, die etwas Uber die Bindungsstdchiometrie der beteiligten Molekile aussagt.
Diese liegen meist zwischen 4 und 5, und damit jenseits einer stéchiometrischen 1:1
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Bindung. Diese Messwerte sind mdglicherweise durch Ungenauigkeiten des Einsatzes der
sehr grolRen Menge der Substanzen sowie dessen geringen Loslichkeit in der eingesetzten
wassrigen Losung geschuldet. Letzteres wurde versucht zu minimieren, indem auch Puffer
mit 5% DMSO eingesetzt wurde, was die maximal zuldssige Menge fir die Isotherme
Titrationskalorimetrie ist. Es ist aber definitiv mittels NMR und ITC zu erkennen, dass
ES000219 an Nef bindet, wenn auch mit geringer Affinitat.

Aufgrund der Affinitat von ES000219 zu Nef im hohen mikromolaren Bereich, wurden
innerhalb des iNef-Konsortiums Derivate von ES000219 hergestellt und diese ebenfalls in
NMR-Titrationsreihen mit '*N-markierten Nef eingesetzt, um diese auf eine mdgliche
verbesserte Bindungsaffinitdt hin zu testen. Problematisch bei dem Vergleich der
Veranderungen der chemischen Verschiebungen bei der Titration verschiedener Derivate zu
Nef ist, dass diese sich auch stark in ihrer Wasserl6slichkeit unterscheiden. Dadurch fielen
einige starker wahrend der NMR-Messungen aus, wodurch sie daraufhin scheinbar auch
schlechter in der Lage waren mit Nef zu interagieren. Wurde eines der Substanzen eine weit
bessere Affinitat zu Nef besitzen, ware es prinzipiell méglich, dass Nef dieses durch die
Interaktion in Losung bringt, doch konnte fur keine Substanz signifikant starkere
Veranderungen der chemischen Verschiebungen als durch ES000219 beobachtet werden.
Einige wie ES000671, ES000672, ES000670 und vor allem ES000673 und ES000594
zeigten schlechtere Bindungen in den Titrationsreihen, was einen Hinweis auf die Beteiligung
der veranderten Reste in der Interaktion mit Nef sein kénnte. Doch fielen diese Substanzen
vergleichsweise stark aus. Um zu untersuchen, ob es sich beim ausgefallenen Sediment um
Nef oder um die eingesetzte Substanz handelt, wurde fir jede Titrationsreihe ein 1,5 ml
Reaktionsgefal® mit dem eingesetzten Puffer versetzt und die identische Menge der
jeweiligen Substanz ohne Nef zugegeben. Die Fotos dieses Reaktionsgefal zeigen in den
dazugehérigen Abbildungen der jeweiligen Messung, dass es sich in dem Sediment um die
Substanz handelt. Damit hangen die geringeren beobachteten Veranderungen der
chemischen Verschiebungen eher mit der verminderten Léslichkeit der Derivate zusammen,
so dass sie mit Nef nicht mehr so gut interagieren. Hierbei setzte vor allem das Ersetzen der
Sulfon Gruppe gegen eine Carbonylgruppe in ES000670 die Ldslichkeit so weit herunter
(Abbildung 81 im Anhang), dass in allen anderen Derivaten diese Sulfon Gruppe nicht
verandert wurde. In anderen Fallen ist die Korrelation zwischen bestimmten Veranderungen
und der Loslichkeit schwieriger, wie beispielsweise der Unterschied zwischen ES000594 und
ES000377, die sich nur in der Nitrogruppe unterscheiden und hier zur Unléslichkeit fihrt,
wahrend diese bei ES000219 kein Problem darstellt.

Durch den Vergleich der HSQC-Spektren zwischen den gut I6slichen Substanzen
ES000219, ES000668 und ES000669 scheint das Fehlen der Nitrogruppe oder dessen
Mutation zu einem Chloratom keinen Einfluss auf die Bindung zu haben, so dass eine direkte
Beteiligung nicht gegeben zu sein scheint. Auf der anderen Seite bindet ES000377 auch
weiterhin an Nef nach der Entfernung des endstandigen Pyrrolidinrings, auch wenn die
Affinitat aufgrund der etwas langsameren und geringeren Veranderungen der chemischen
Verschiebungen vielleicht nicht so hoch ist (Abbildung 56). Diese ist wiederum wieder besser
nach der Offnung des Pyrrolidinrings bei ES000674 und ES000675 (Abbildungen 85 im
Anhang und 57) sowie nach der Substitution mehrerer Kohlenstoffketten bei ES000794
sichtbar (Abbildung 59).

Die Substanzen ES000669, ES000675 und ES000794 wurden in ITC-Experimenten
eingesetzt und wiesen zwischen 0,28 und 0,35 mM ahnlich hohe Affinitaten wie ES000219
zu Nef auf. Es konnten im Zuge dieser Arbeit kein Derivat von ES000219 gefunden werden,
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die eine ausreichend hohe Affinitat zu Nef besitzen, um weitere biochemische Experimente
durchzufuhren und die Komplexstruktur zwischen Nef und Substanz kristallografisch 16sen
zu kénnen. Nur in einem Fall konnten mittels Co-Kristallisation Substanz-abhangige und
reproduzierbare Kristalle von Nefss.210a158.178 und  2-facher und 4-facher ES000219
Konzentration hergestellt werden, doch wurde kein geeignetes Réntgenbeugungsmuster zur
Strukturaufklarung erhalten.

Strukturelle Charakterisierung des Komplexes aus Nef und ES000219

Als Alternative zur Co-Kristallisation der Komplexstruktur wurde Nefss.210a158-178 alleine
kristallisiert, um ein Kristall zu erhalten in dem die hydrophobe Tasche von Nef offen
vorliegen soll. AnschlieRend kénnten dann niedermolekulare chemische Verbindungen
nachtraglich eingebracht werden, um die Komplexstruktur zu l16sen. Die Kristallisation fuhrte
zu sehr stabilen und groRen Einkristallen, doch beinhaltete dessen Einheitszelle vier Nef-
Molekule in der jedes mit seinem N-Terminus die hydrophoben Taschen benachbarter Nef-
Molekiile durchlauft und diese damit blockiert (siehe Abbildung 63). Dadurch wurde ein sehr
stabiler tetramerer Komplex erhalten, in dem sich die a4~ sowie die as-Helices
gegeniberstehen, doch lI6sten sich diese nach der Zugabe von ES000219 auf. Diese zeigt,
dass die Substanz scheinbar mit Nef interagiert, und dadurch méglicherweise diesen stabilen
Komplex und folglich auch den Kristall auflost.

Durch die Zuordnung der in den HSQC-Spekiren veranderten chemischen
Verschiebungen der Aminosaurenreste auf der Oberflache von Nef konnte bereits die
hydrophobe Tasche von Nef als mdgliche Bindungsstelle von ES000219 diskutiert werden.
Um einen detaillierteren Eindruck zu bekommen, wo sich auf Nef mogliche Bindungstaschen
fur die getesteten niedermolekularen chemischen Verbindungen befinden, wurden alternativ
zur Kristallisation in Zusammenarbeit mit Santiago Manrique Zuhiga (Universitat Oxford)
computerbasierte Docking Experimente mit ES000219 und verschiedenen Derivaten mit den
Programmen AutoDockTools-1.5.4 und AutoDock Vina 1.1.2 durchgefihrt. In Abbildung 76
ist das Ergebnis des Docking-Experiments mit ES000675 dargestellt. Vier Taschen wurden
auf der Oberflache der Kerndomane von HIV-1 Nef identifiziert, in die exemplarisch
ES000675 binden konnte. Eine ist die RT-Schleifen Bindetasche (Abbildung 76 A [1]), die
Sortierungsmotiv Bindetasche (Abbildung 76 A [2]), sowie zwei Bindetaschen auf der
Ruckseite von Nef (Abbildung 76 B: [3 und 4]). Aufgrund verschiedenster mdglicher
Konformationen der Substanzen gibt es auch viele Mdglichkeiten wie es in die Taschen
binden kénnte. Exemplarisch ist in Abbildung 76 flr jede Tasche eine Mdglichkeit gezeigt.
Ausgehend von den Veranderungen der chemischen Verschiebungen einiger Reste von Nef,
die in der Abbildung rot gefarbt sind, ist die Bindung der Substanzen in der hydrophoben
Tasche am wahrscheinlichsten. Hierbei koénnte die Bindung prinzipiell in der
Sortierungsmotiv Bindetasche, aber auch in der RT-Schleifen Bindetasche stattfinden. Eine
exaktere Aussage Uber die Bindestelle und der Art der Bindung konnte im Zuge dieser Arbeit
nicht gemacht werden. Jedoch ist die Verdrangung von Trp61 neben den identifizierten
Resten innerhalb der hydrophoben Tasche ein weiteres Indiz fiir die Bindetasche 2 als
Bindeflache fir ES000219.
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180°

Abbildung 76: Ergebnis des Docking-Experiments mit der Kerndomane von Nef und ES000675.
Es wurden mittels AutoDockTools-1.5.4 und AutoDock Vina 1.1.2 in vier Bereichen von Nef (orange)
auf dessen Oberflache Taschen gefunden, in die ES000675 binden kann. (A) Das Ergebnis des
Docking-Experiments mit Blick auf die RT-Schleifen Bindetasche (1), sowie auf die Sortierungsmotiv
Bindetasche (2). (B) Durch eine Drehung des Molekuls um 180° sind auf der Ruckseite zwei weitere
Taschen auf der Oberflache von Nef erkennbar (3 und 4). Die in den NMR-Experimenten als
Interaktionsflachen identifizierten Reste sind rot gefarbt.

5.4 Biochemische und strukturbiologische Charakterisierung des HIV-1 Nef
Proteins des Subtyps P

Im Jahre 2009 wurde ein neues HI-Virus des Subtyps P in einer Patienten aus Kamerun
entdeckt, das von einem Gorilla auf den Menschen (bertragen wurde (Plantier et al., 2009).
Spater bei einer anderen Person aus Kamerun wurde dieser erneut gefunden (Vallari et al.,
2011). In beiden Fallen gab es keine Anzeichen von AIDS-Symptomen, so dass sich das
Virus moéglicherweise an seinen Wirt angepasst hat. Damit stand auch ein weiteres Nef Allel
zur Verfigung, von dem es bisher keine strukturellen und biochemischen Daten gab.
Basierend auf die Erfahrung, dass die SH3gg-Domane und sdAb19 kristallisationsférdernd
auf Nef einwirkt, wurde die Kristallisation des trimeren Komplex mit gorNef angestrebt.

Da gorNef nicht mit sdAb19 interagiert, mussten zunachst die Aminosauresequenzen
des C-Terminus von gorNef so verandert werden, dass sdAb19 binden kann. Durch sechs
Mutationen von Resten im C-terminus von gorNef zu den komplementdren Resten von
Nefsr2, wurde zunachst die Mutante gorNef-6er erhalten. Hierbei fallt auf, dass gorNef auch
die in Abschnitt 4.1.4.2 als sdAb19-bindungsdefizient charakterisierte Mutation L202K
enthalt, die daraufthin im gorNef-6er korrigiert wurde. Die Mutante gorNef-6er interagiert zwar
bereits mit sdAb19, doch wird bei einer Affinitdt von 3,2 mM bei den eingesetzten Mengen
noch kein stabiler 1:1-Komplex ausgebildet. Auch die Affinitdt zu Neffin betragt nur 16,3 nM
im Vergleich zu 1 bis 4 nM bei Nefsg,. Erst nach dem Einfligen von drei weiteren Mutationen
(gorNef-9er), die auch die Korrigierung der in Abschnitt 4.1.4.2 vorgestellten Mutation M198K
beinhaltet (K197M), fihrt zu einer Affinitat von 270 nM zu sdAb19 und von 6,6 nM zu Neffin.

Mit der gorNef-9er Mutante wurde der Komplex aus sdAb19, SH3gs und
gorNef-9eryq2000156.177 Ohne C-terminale flexible Schleife Kristalle erhalten und die Struktur
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geldést. Mit Blick auf die Bindung der SH3gs-Domane durch gorNef liegt diese im Ganzen
etwas ndher am Nef-Molekdl und ist dabei leicht nach hinten verschoben, was
moglicherweise die etwas geringere Affinitat zu SH3ge im Vergleich mit HIV-1 Nef zu SH3g;
ausmacht. In der Gesamtansicht ist in der Uberlagerung der Komplexe Nefsr,-sdAb19 und
gorNef-9er-sdAb19 zu erkennen, dass das gorNef im Vergleich zu Nefsgx, vom sdAb19 leicht
weggedreht ist und die Interaktionsflache eine abweichende Konformation besitzt. Dies zeigt,
wie spezifisch variable Domanen von Antikérpern mit Proteinen interagieren. Von den neun
in gorNef mutierten Resten gehdrt keiner den bekannten Doméanen von Nef an, die wichtig
fur Interaktionen mit anderen Proteinen sind. Es wurde angelehnt an der Abbildung 6 der
Einleitung eine strukturelle Uberlagerung der Struktur von Nef und der gelésten Struktur von
gorNef durchgefuhrt. Aufgrund des Konstrukts fehlt hierbei die C-terminale flexible Schleife
mit dem Dileucinmotiv, so dass Uber die Interaktion mit AP2 keine Aussage getroffen werden
kann. AufRerdem fehlt der N-Terminus bis zur Aminosaure 70, weil die AS 1-44 deletiert
waren, und die folgenden 25 Reste aufgrund der Flexibilitat nicht gut genug aufgeldst sind.
Es ist trotzdem deutlich zu erkennen, dass die Konformation nur in einem sehr geringen
MaRe von der des Nefsr, Proteins abweicht, wodurch auch bei der Uberlagerung beider
Strukturen ein geringer RMSD-Wert von 0,508 zustande kommt. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass gorNef mit der SH3gs-Domane und damit héchstwahrscheinlich auch
mit der Hck-Tyrosinkinase interagieren kann. Konservierte Bereiche wie das VGF7;-Motiv
oder das FPDq,s-Motiv sind ebenso im gorNef vorhanden, wobei letzteres auch hier an
Dimerisierungsprozessen und an der Bindung an die Thioesterase beteiligt sein konnte
(Abbildung 77). Sehr konserviert ist in seiner Konformation auch die Brucke zwischen W116
und F93, die die hydrophobe Tasche in eine proximale RT-Schleifen-Erkennungsdomane
und in eine distale Sortierungsmotiv-Erkennungsdomane unterteilt. Prinzipiell ware damit
auch die Bindung des CD4-Rezeptors an die hydrophobe Tasche mdglich, flir dessen
Beweis aber weitere Studien mit gorNef nétig sind. Genauso kann auch die koordinative
Bindung zwischen gorNef, MHC-I und der p1-Untereinheit von AP1 anhand der Struktur
weder belegt noch bewiesen werden. Einen deutlichen Unterschied gibt es im Fall des F195
von HIV-1 Nefgp,. Dieses ist in 1643 verschiedenen Nef Allelen so stark konserviert, dass es
in 97% der Falle ein Phenylalanin ist. Im SIV 439 Nef ist das Phenylalanin zu einem Tyrosin
mutiert und kann trotzdem wie HIV-1 Nefsgo mit Pak2 interagieren, wie etwa 1,3% aller Nef
Allele. Doch die Mutation zu einem Glutamat im gorNef kommt in keinem HIV-1 Nef Allel vor
und konnte die Interaktion mit Pak2 unméglich machen. Zudem sollen auch die Arginine 109
und 110 im HIV-1 Nef eine Rolle in der Pak2 Interaktion spielen. Im gorNef ist das vordere
Arginin aber zu einem Glycin mutiert (G108), wodurch es moglicherweise ebenfalls nicht in
der Lage ist, mit Pak2 zu interagieren. Dadurch kénnte sich auch der NAKC-Komplex nicht
bilden, wodurch Nef und TACE nicht vesikular sekretiert werden und damit mdglicherweise
benachbarte T-Zellen nicht aktiviert werden wirden, wodurch eine effiziente HI-Virus-
Vermehrung eingeschrankt ware. Aulierdem stehen Nef und NAKC im Zusammenhang
nachgeschaltete Signalwege zu aktivieren und damit die Virusinfektiositdt und die
Transkriptionsrate zu steigern (Wolf et al., 2008). Mdglicherweise kénnte die fehlende Pak2-
Interaktion ein Grund sein, warum gorNef keine pathogene Wirkung mehr entfaltet.
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Abbildung 77: Strukturelle Uberlagerung von Nefsg, und gorNef. Als Model des Nefsg, wurden die
Reste 57-72 der Struktur 3REA (Breuer et al.,, 2011) und die Reste 72-208 der Struktur 3RBB
(Horenkamp et al., 2011) verwendet (orange) und dabei nur die in gorNef aufgelésten Bereiche
dargestellt. Genauso ist auflerdem die Uberlagerte gorNef Struktur (rosa) als Schleifendiagramm zu
erkennen. Die Sekundarstrukturelemente sind schwarz sowie die mit Nef interagierenden Proteine
grun und dessen postulierten Motive grau angefarbt. Die in gorNef im Vergleich zu Nefsg, veranderten
Reste G108 und E194 sind beschriftet.

5.5 Oligomerisierungen von Nef-Molekiilen

Schon in friheren Strukturen von Nefyss und Nef s wurden innerhalb der Kristallgitter
Dimere und Trimere von Nef erhalten, wobei an der Bildung immer dieselben hydrophoben
Reste der a5-Helix beteiligt waren (Nefy.4.3: 1109, D108, L112, Y115 und F121) (Arold et al.,
1997; Arold et al., 2000; Poe and Smithgall, 2009). Es handelt sich dabei um sehr stark
konservierte Reste, wodurch diese fir Nef funktionell wichtig zu sein scheinen. In einer
Studie wurde 1997 zum einen die Struktur von Nef s ohne Liganden sowie mit der SH3-
Domane von Fyn verdéffentlicht. Im ersten Fall bildet Nef Dimere mit Beteiligung der a5-
Helices aus mit einer Interaktionsflache von 900 A? (pdb: 1AVZ). Im Komplex mit Fyn bilden
sich hingegen Trimere mit einer Bindungsfliche von 1680 A? aus (pdb: 1AAV), in dem
ebenfalls die gleichen hydrophoben Reste der a5-Helices beteiligt sind (Abbildung 78) (Arold
et al.,, 1997). Ein Jahr zuvor wurde ebenfalls eine Struktur publiziert, in der zwei
symmetrieverwandte Nefy 4.3-Molekiile, die jeweils eine Fyn SH3-Domane gebunden hatten,
auf identischer Weise ein Dimer bildeten wie in Arold et al. 1997 gezeigt (pdb: 1EFN)
(Abbildung 78) (Lee et al., 1996).

Die in dieser Arbeit geloste Struktur aus gorNef-9erss.209a156-177, SAAD19 und SH3ge
wurde innerhalb der AU ein Trimer aus drei gorNef-Molekulen gefunden. Dieser wird ahnlich
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wie beim Trimer in Arold et al. (1997) durch hydrophobe Interaktionen zwischen dem E110,
1111, L114 und Y117 gebildet (Abbildung 78 B, rechts) (pdb: 1AAV). Die gorNef-Moleklle
sind aber im Vergleich starker und enger ineinander verdreht, was moéglicherweise durch die
Bindung der PEG-Molekile innerhalb der Bindungsflachen zustande kommt. Auch im
Vergleich zwischen dem gorNef Trimer und den dimeren Nef-Komplexen sind die gleichen
hydrophoben Reste beteiligt, wobei im gorNef aber der Rest D108,5 zu einem Glutamat
(E110) mutiert ist und F123 fir die Interaktion keine Rolle spielt. Die veréffentlichen Nef
Dimere und Trimere wurden dabei stets als mdgliche physiologische Oligomere mit
funktionsentscheidenden Bedeutungen fiir Nef diskutiert. Nach der Mutation mehrerer dieser
hydrophoben Reste konnte in in vivo-Experimenten der Verlust mehrerer Nef-Funktionen
beobachtet werden. Durch einzelne und gemeinsame Mutation von
1109D/L112D/Y115D/F121D wurde mittels Bimolekulare Fluoreszenz Komplementation
(BiFC) eine fehlende Nef-Dimerisierung gezeigt, die mit dem Verlust der Nef-vermittelten
CD4-Runterregulierung, sowie einer gehemmten HIV Replikation einhergeht (Poe and
Smithgall, 2009). Auflerdem soll die Oligomerisierung von Nef in vivo die Aktivierung der
gebundenen Hck-Kinasen erhdhen, indem dadurch die Autophosphorylierung verstarkt wird
(Ye et al., 2004). Letzteres ist aus strukturbiologischer Sicht eher fraglich, da die Bindung der
SH3-Doméane von Hck an Nef ausreichen misste, um diese von der autoinhibierenden
SH2-Domane zu verdrangen und die Phosphorylierung von Tyr416 und damit die Aktivierung
der Kinase zu ermoéglichen. Im Laufe dieser Arbeit konnte aullerdem in keinen
Gelfiltrationen, weder bei verschiedenen Nef Allelen noch bei unterschiedlichen Nef-
Konstrukten, Oligomerisierungen beobachtet werden, so dass diese in vitro nicht bestatigt
werden koénnen.

Aus den gegebenen strukturellen Daten, die ausschlieBlich mittels der
Proteinkristallographie erhalten wurden, fallt die Aussage Uber eine physiologisch relevante
Oligomerisierung auch schwer, da aufgrund der Methode innerhalb des Kristallgitters auch
artifizielle Proteinkontakte zustande kommen. Dies ist auch der Grund fur die
Mutationsstudien auf Nef und sdAb19 in Abschnitt 4.1.4, in denen ausgeschlossen wurde
dass es sich bei der untersuchten Bindungsflache um Kristallkontakte anstatt um die
physiologisch relevante Bindungsflache handelt. Zum Thema der physiologischen
Oligomerisierung von Nef miissen daher weitere Forschungen betrieben werden.
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Abbildung 78. Untersuchung des kristallografischen gorNef Trimers. Innerhalb der AU des
Kristalls mit dem gorNef-9ers4.209 a156-177-SdAb19-SH3gs-Komplex befinden sich zwei trimere gorNef-
Komplexe, von dem einer hier dargestellt ist. (A) Die an der Oligomerisierung beteiligten Reste von
gorNef entsprechen denen, die an der Dimerisierung von Nef in Arold et al. (1997) und Lee et al.
(1996) beteiligt sind, von denen letzteres zudem als Modell fir eine Dimerisierungsflache von Nef
verwendet wurde (Poe and Smithgall, 2009). (B) AufRerdem ahnelt der trimere Komplex aus gorNef-
Molekiilen einem trimeren Komplex eines P23 Kristalls mit ausschlieBlich Nef s-Molekilen aus Arold
et al. (2000), der als natirliches Oligomer diskutiert wird (Arold et al., 1997; Arold et al., 2000). Die
Absténde der interagierenden Reste sind in Angstrom angegeben.
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6 Anhang

Tabelle 9: Kristallparameter, sowie die Statistiken der Datenaufnahme und der Modell-
verfeinerung der Struktur von Nef;s.510-sdAb19-SH3g,.

Datenaufnahme und Kristall

Roéntgenquelle SLS X10SA
Wellenlange (A) 0.978880
Raumgruppe P6522 (179)
Einheitszelle
a, b, c, (A) a=72,050, b=72,050, c=354,300;
a, B,y (°) 0=B=90, y=120°
Aufldsung (A) 58,85-3,2
Aufgenommene Bilder 1-1440
Anzahl der Reflexe 349546
Anzahl der einzigartigen Reflexe 16920
Vollstandigkeit (%) 99,93
Multiplizitat 20,7
Rsym (%) 8,0
I/o(l) 5,75
Matthews Koeffizient (A°/Da) 3,4
Lésungsmittelgehalt (%) 63,88
Verfeinerung
Atome (Protein, Losungsmittel) 2338
R-Faktor (%) 23,2
Rfree (%) 29,4
Rmsd vom Idealwert
rms der Bindung 0,011
rms der Winkel 1.45
Durchschnittlicher B-Wert 5,15
Ramachandran Plot
Favorisiert (%) 83.6%
Erlaubt (%) 11,8%
Verboten (%) 4.6%
Fehlende Aminosauren 33
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A Protein: AP2 a - Untereinheit pl: 7.0
1 Score: 3295.3 Sequence Coverage [%]: 69.6
MW [kDal: 75.0 No. of unique Peptides: 70
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Protein: AP2 B2 - Untereinheit pl:53
B 1 Score: 5162.0 Sequence Coverage [%]: 81.8
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Protein: AP2 62 - Untereinheit pl:6.1
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Abbildung 79: Peptidmassen-Fingerabdruck mit Proben von AP2. Darstellung der
Sequenzvergleiche zwischen den durch Massenspektrometrie- und in silico-Analysen ermittelten
Peptidsequenzen und den Aminosauresequenzen der Untereinheiten von AP2. (A) In der Bande Nr.1
(Abbildung 43 B) konnten 70 einzigartige Peptide gefunden werden, die 69,6% der
Aminosauresequenz der a-Untereinheit abdecken. (B) In derselben Bande wurden zudem auch 117
Peptide mit einer Sequenzabdeckung von 81,1% gefunden, die den Massen des theoretischen
Verdau der B2-Untereinheit entsprechen. (C) In der Bande Nr.2 (Abbildung 43 C) wurden 8 Peptide
mit einer Sequenzabdeckung von 44,4% gefunden, die der 02-Untereinheit entsprechen. (D) In der
Bande Nr.4 (Abbildung 43 D) konnte letztendlich mit 94 Peptiden und einer Abdeckung von 77,7%
auch die y2-Untereinheit gefunden werden.
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Abbildung 80: "H/">°N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nef,s.10 mit ES000669 (1:0-1:16).
Die Parameter entsprechen denen von Abbildung 52, so dass die Substanz und das Protein identisch
eingesetzt wurden. Das HSQC-Spektrum von Nefys19 allein ist schwarz gefarbt. Die Titration von
ES000669 erfolgte wie in den Schritten 1:1-1:16 im molaren Verhaltnis zu Nef, farblich
gekennzeichnet von gelb Uber orange nach rot. Auf der x-Achse ist die 'H-chemische Verschiebung
und auf der y-Achse die *N-chemische Verschiebung aufgetragen. Die Veranderungen von
ES000669 gegenliber ES000219 sowie ein Foto des Loslichkeitstest sind beigefligt.
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Abbildung 81: "H/"°N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nef,s.210 mit ES000670 (1:0-1:16).
Die Parameter entsprechen denen von Abbildung 52, so dass die Substanz und das Protein identisch
eingesetzt wurden. Das HSQC-Spektrum von Nefys210 allein ist schwarz gefarbt. Die Titration von
ES000670 erfolgte wie in den Schritten 1:1-1:16 im molaren Verhaltnis zu Nef, farblich
gekennzeichnet von gelb Uber orange nach rot. Auf der x-Achse ist die '"H-chemische Verschiebung
und auf der y-Achse die *N-chemische Verschiebung aufgetragen. Die Veranderungen von
ES000670 gegeniiber ES000219 sowie ein Foto des Loslichkeitstest sind beigefiigt.
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Abbildung 82: "H/">N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nefys.,10 mit ES000594 (1:0-1:16).
Die Parameter entsprechen denen von Abbildung 52, so dass die Substanz und das Protein identisch
eingesetzt wurden. Das HSQC-Spektrum von Nefys210 allein ist schwarz gefarbt. Die Titration von

ES000594 erfolgte wie

in den Schritten 1:1-1:16

im molaren Verhaltnis zu Nef, farblich

gekennzeichnet von gelb (iber orange nach rot. Auf der x-Achse ist die 'H-chemische Verschiebung
und auf der y-Achse die '’N-chemische Verschiebung aufgetragen. Die Veranderungen von
ES000594 gegentiber ES000219 sowie ein Foto des Loslichkeitstest sind beigefiigt.
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Abbildung 83: "H/"°N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nef,s.210 mit ES000671 (1:0-1:16).
Die Parameter entsprechen denen von Abbildung 52, so dass die Substanz und das Protein identisch
eingesetzt wurden. Das HSQC-Spektrum von Nefys.010 allein ist schwarz gefarbt. Die Titration von
ES000671 erfolgte wie in den Schritten 1:1-1:16 im molaren Verhaltnis zu Nef, farblich
gekennzeichnet von gelb (iber orange nach rot. Auf der x-Achse ist die 'H-chemische Verschiebung
und auf der y-Achse die '’N-chemische Verschiebung aufgetragen. Die Veranderungen von
ES000671 gegenuber ES000219 sowie ein Foto des Loslichkeitstest sind beigefugt.
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Abbildung 84: "H/"°N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nefys.;1o mit ES000672 (1:0-1:16).
Die Parameter entsprechen denen von Abbildung 52, so dass die Substanz und das Protein identisch
eingesetzt wurden. Das HSQC-Spektrum von Nefys,10 allein ist schwarz gefarbt. Die Titration von
ES000672 erfolgte wie in den Schritten 1:1-1:16 im molaren Verhaltnls zu Nef, farblich
gekennzeichnet von gelb uber orange nach rot. Auf der x-Achse ist die "H-chemische Verschiebung
und auf der y-Achse die ®N-chemische Verschiebung aufgetragen. Die Veranderungen von
ES000672 gegenliber ES000219 sowie ein Foto des Loslichkeitstest sind beigefligt.
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Abbildung 85: 'H/"°N HSQC-Spektren der Titrationsreihe von Nef,s.21o mit ES000674 (1:0-1:16).

Die Parameter entsprechen denen von Abbildung 52, so dass die Substanz und das Protein identisch
eingesetzt wurden. Das HSQC-Spektrum von Nefys.,19 allein ist schwarz gefarbt. Die Titration von
im molaren Verhaltnls zu Nef, farblich
gekennzeichnet von gelb uber orange nach rot. Auf der x-Achse ist die 'H-chemische Verschiebung

ES000674 erfolgte wie in den Schritten 1:1-1:16

und auf der y-Achse die

®N-chemische Verschiebung aufgetragen. Die Veranderungen von

ES000674 gegentiber ES000219 sowie ein Foto des Loslichkeitstest sind beigefiigt.
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