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1 Einleitung

1.1 HIV

1981 wurden die ersten Fille einer neuen Krankheit bekannt. Die Patienten starben
an seltenen Infektionen, weil ihr Immunsystem stark beeintriachtigt war. Vor mehr als
zwanzig Jahren wurde das humane Immunodefizienzvirus (HIV) als Ausloser fiir diese
Immunschwéchekrankheit AIDS (Acquired Immunodefiency Syndrome) identifiziert |7,
54, 90]. HIV ist ein Retrovirus, das der Familie der Lentiviren angehort. Retroviren
besitzen typischerweise ein RNA-Genom, das im Zuge der reversen Transkription in
DNA umgeschrieben und spéter in das Wirtsgenom integriert wird. Lange Zeit nahm
man an, dass die DNA sich selbst oder eine RNA und die RNA ein Protein kodiert, dass
aber in umgekehrter Richtung, also von der RNA zur DNA, keine Information fliefit. Die
Entdeckung der Reversen Transkriptase revolutionierte diese Ansicht und Viren, die den
Mechanismus der reversen Transkription nutzen, wurden als Retroviren bezeichnet. Die
Infektionen mit Lentiviren verlaufen charakteristischerweise chronisch, zeigen eine lange
klinische Latenzphase, eine persistierende Virdmie sowie eine Beteiligung des zentralen
Nervensystems. HIV-1 ist nahe mit dem Immundefizienzvirus (SIVepz) verwandt, das
man aus Schimpansen isolieren konnte. HIV-Typ 2 (HIV-2) wurde erstmals aus einem
westafrikanischen Patienten isoliert. Unabhéngig von HIV-1 wurde HIV-2 vermutlich
von einer Meerkatzengattung, den Mangaben, auf den Menschen iibertragen. Das in
Mangaben vorkommende SIVsm weist grofie Ahnlichkeiten zu HIV-2 Isolaten auf. Die
Forschung konzentriert sich jedoch auf den HIV-Typ 1, da es der dominante Erreger
von AIDS ist. Die jahrlich von der Weltgesundheitsbehérde (WHO) ermittelten Zahlen
zeigen die globale Dimension der Epidemie auf. Weltweit lag die Anzahl der positiv auf
HIV getesteten Menschen im Jahr 2005 bei rund 40 Millionen, die Zahl der Neuinfizierten
bei rund 5 Millionen Menschen und die AIDS-Epidemie forderte 3 Millionen Todesopfer.
Seit Entdeckung hat die Krankheit mehr als 28 Millionen Tote gefordert. In den letzten
zwei Jahrzehnten trugen Studien zur Biologie und Biochemie des Virus entscheidend zur
Entwicklung antiviraler Medikamente bei.
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1.1.1 Aufbau von HIV-1
1.1.1.1 Viruspartikel

Das HIV-Retrovirus ist ein behiilltes Virus mit einem Durchmesser von ca. 100 nm (sie-
he Abbildung 1.1). Die vom Wirt stammende Hiillmembran umschliefit das sogenannte
Capsid. Die dem Capsid zugewandte Seite der Hiillmembran ist mit dem Matrix-Protein
(MA) bedeckt. Etwa 2000 Capsid-Proteine (CA) formen den Kern des Virus, der 2 Mo-
lekiile des viralen RNA-Genoms umschlieft. Die RNA wird durch das Nucleocapsid-
Protein (NC) stabilisiert. Dariiber hinaus enthélt das Capsid die viralen Enzyme Pro-
tease (PR), Integrase (IN) und Reverse Transkriptase (RT) sowie die akzessorischen Pro-
teine Nef (negative factor), Vif (Virion-Infektiositatsfaktor) und Vpr (Virion-assoziiertes
Protein R).

gp120 (SU)
gp41 (TM)

Hlllmembran

Integrase (IN)

Nucleocapsid-Protein p7 (NC)
Reverse Transkriptase (RT)
Capsid-Protein p24 (CA)

Matrixprotein p17 (MA)

RNA

Protease (PR)

Abbildung 1.1: Aufbau des HI-Viruspartikel. Verindert nach [51].

1.1.1.2 Genomaufbau

Das HIV-Genom besteht aus zwei einzelstrangigen, (+)strangorientierten RNA-Molekii-
len, die mit einer 5-Cap-Struktur und einem 3’-Polyadenylierungssignal alle Charak-
teristika einer eukaryotischen mRNA erfiillt. Die virale RNA weist regulatorische und
strukturelle Elemente auf, die die reverse Transkription und Verpackung der RNA in

das Capsid steuern:
1. TAR-Haarnadelschleife (Nt 1-55): Bindungsstelle des Transaktivators Tat

2. Primerbindungsstelle (PBS, Nt 182-199): Bindungsstelle der zelluldren tRNAMS3,
Initiationsstelle fiir die reverse Transkription.
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3. Verpackungssignal (1, Nt 240-350): Bindung des NC-Proteins, kritisch fiir die
Verpackung der RNA in das Virion. [23]

4. Dimerisierungsmotiv (Nt 248-271): Vermittlung der Dimerisierung zweier viraler
RNAs, die in ein Virion verpackt werden [130].

5. Region der ribsosomalen Leserasterverschiebung (Nt 1631-1673): uridinreiche Se-
quenz. In 5% der Translationsereignisse erfolgt eine Verschiebung des Leserasters
um -1, was zur Folge hat, dass das Stoppcodon des Gag-Polyproteins iiberlesen
wird und so ein Gag-Pol-Fusionsprotein entsteht.

6. Rev response element (RRE, Nt 7362-7592): Bindung des akzessorischen Proteins
Rev, das den Export der mRNA aus dem Kern vermittelt.

Die ausgehend vom 5’-Ende angegebenen Positionen sind Durchschnittswerte, die zwi-
schen den HIV-Isolaten variieren. Das HIV-Genom (sieche Abb. 1.2) kodiert fiir 15 Prote-
ine, die sich geméf ihrer Funktion in vier Gruppen einteilen lassen: Hiillproteine, Struk-
turproteine, Enzyme, akzessorische Proteine (zur Ubersicht [51] und [152]). In die dufiere
Membran des Virus sind die Hiillproteine eingelagert. Zu ihnen zéhlen das Transmem-
branprotein (TM oder gp4l) und das externe Glycoprotein (SU oder gp120). Gp120
befindet sich auf der Virusoberfliche und bindet die CD4-Rezeptoren, die von humanen
T-Zellen und Makrophagen exprimiert werden. Das Transmembranprotein vermittelt die
Fusion der viralen und zelluldren Membran.

In die Klasse der Strukturproteine - die auch unter dem Begriff gruppenspezifische An-
tigene zusammengefasst werden - fallen das Matrix-Protein (MA), das Capsid-Protein
(CA), das Nucleocapsid-Protein (NC) und das sogenannte Link-Protein (p6), die fiir
die Bildung partikulédrer Strukturen zusténdig sind. Die Proteine werden vom gag-Gen
zunéchst als Polyproteine kodiert und spéater von der viralen Protease prozessiert.

Die enzymatischen Proteine des HI-Virus sind die Protease (PR), die Reverse Transkrip-
tase (RT) und Integrase (IN). Alle Proteine werden als gag-pol Fusionsprodukt transla-
tiert. Die einzelnen Proteinkomponenten werden durch die autokatalytisch freigesetzte
Protease aus dem Vorlduferprotein prozessiert. Die Reverse Transkriptase iiberfiihrt die
virale RNA in doppelstriangige DNA, die durch die Aktivitéit der Integrase in das Wirts-
genom integriert wird.

Alle anderen Proteine des HI-Virus werden als akzessorische Proteine bezeichnet. Zu
ihnen zéhlen die Regulatorproteine Tat und Rev. Aulerdem gehoren die Hilfsproteine
Vif, Vpr (Virion-assoziiertes Protein R), Vpu (virales Protein U) und das Nef-Protein
dieser Gruppe an. Die Proteine p6, PR, Vif, RT, Vpr, IN und Nef werden in das Capsid
verpackt, die akzessorischen Proteine Tat, Rev und Vpu jedoch nicht.
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. tat —{J

vif
= 0 —,
5°LTR pol env TR
gag PR Rt N |:| [su ™| _ne
MA CA NC pé vpr E :E
vpu
1 2 3 4 5 6 7 8 9 kBp

Abbildung 1.2: Genomaufbau des HI-Virus. In kursiver Schriftart sind die Leserahmen der
Genprodukte aufgefiihrt. Die Exons der regulatorisch aktiven Proteine, die von gespleiBten RNAs
translatiert werden, sind durch Striche miteinander verbunden. Verandert nach [51].

1.1.2 Replikationszyklus

HIV infiziert vor allem Zellen, auf denen der CD4-Rezeptor exprimiert wird, wie es
bei T-Lymphozyten, Makrophagen und Monozyten der Fall ist. Eine schematische Dar-
stellung der Replikationsereignisse ist in Abbildung 1.6 dargestellt (zur Ubersicht [52]).
Bevor der Viruspartikel in die Zielzelle aufgenommen wird, erfolgt eine Erkennung des
zelluldren Oberflachenrezeptors CD4 durch das virale gp120. Fiir die erfolgreiche Infek-
tion ist zusétzlich eine Interaktion mit den zelluldren Chemokinrezeptoren CXCR4 bzw.
CCR5 notwendig. Im Zuge der gp120-CD4-Interaktion findet im gp41-Protein eine Kon-
formationsinderung statt, die das Fusionsereignis unterstiitzt. Nach Verschmelzen von
Virus- und Zellmembran wird das virale Capsid in das Zytosol freigesetzt. Der anschlie-
Bende Prozess der Freisetzung des Nukleinsdure-Protein-Komplexes aus dem Inneren
des Capsids ist noch nicht verstanden. Die viralen Proteine MA, RT, IN, Vpr und die
virale RNA werden auf diese Weise in das Zytosol entlassen, in dem zunéchst die rever-
se Transkription stattfindet. Die RT-katalysierte DNA-Synthese wird vom NC-Protein
unterstiitzt. Die virale DNA wird im sogenannten Priintegrationskomplex, der aus den
Proteinen IN, MA, RT und Vpr besteht, zum Kern transportiert. Das virale Protein Vpr
vermittelt die Kernlokalisation des Komplexes. Die virale DNA wird durch die Integrase
stabil in das Genom inseriert. Die viralen Transkripte werden ausgehend vom Promotor
im 5-LTR (long terminal repeat) durch die zellulire RNA-Polymerase II synthetisiert.
Die zum Teil prozessierten mRNAs werden unter Beteiligung des Rev-Proteins in das
Cytosol transportiert. Nach Translation gelangen die Gag- und Gag-Pol-Genprodukte
an die Zellmembran. Das Env Vorlauferprotein wird, wie auch die CD4-Rezeptoren,
im Endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert. Bevor die Hiillproteine gp41 und
gpl120 in die virale Hiillmembran eingelagert werden, muss zunéchst die Wechselwir-
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kung zwischen Env und CD4 unterbunden werden. Vpu unterstiitzt an dieser Stelle
die Degradation der CD4-Molekiile und Env kann an die Zellmembran transportiert
werden. Durch Knospung wird ein neues Virion freigesetzt, das sich noch im unreifen
Zustand befindet. Der Ubergang in den reifen Zustand wird durch eine Neuanordnung
der Strukturproteine vollzogen. Das Virion enthélt neben den 2 RNA-Molekiilen die
Gag- und Gag-Pol-Polyproteine, die im weiteren Verlauf durch die virale Protease in die
einzelnen Proteinkomponenten gespalten werden. Um eine Reinfektion der Wirtszelle zu
verhindern, induziert das Nef-Protein die endosomale Aufnahme und Degradation des
CD4-Oberflachenrezeptors.

Recognition and binding
Entry inhibitors

Fusion and penetration
+ & Fusion inhibitors

Net glranslation m%ld%mm 4
i '_’d‘ Expmssio::}“ \K T
. R ! 3}
3 VM g AE

Ribosomal
translation

Abbildung 1.3: Replikationszyklus des HI-Virus. Ubernommen aus [109]

In den letzten Jahren konnten zusétzlich zu den viralen Komponenten eine Reihe von
zelluldren Faktoren identifiziert werden, die fiir eine erfolgreiche Replikation notwendig
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sind (zur Ubersicht [144]). Zu ihnen zihlen beispielsweise Cyclophilin und Cyclin T.
Intrazelluldre Proteine kénnen die Replikation jedoch auch inhibieren. Das virale Pro-
tein Vif bildet einen Komplex mit den in humanen Zellen vorkommenden APOBEC3G
aus (apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptide-like 3G), das eine
RNA-modifizierende Funktion besitzt. Ist Vif nicht vorhanden, ist die virale Replikation
blockiert [137].

1.1.3 Die reverse Transkription

Die Reverse Transkriptase schreibt das RNA-Genom in einem eleganten Mechanismus in
doppelstringige DNA um (zur Ubersicht [56], [71]). Das Enzym verfiigt iiber eine RNA-
und DNA-abhéngige DNA-Polymerisationsfunktion und besitzt zusétzlich eine RNaseH-
Aktivitit. Der komplexe Mechanismus der reversen Transkription ist in Abbildung 1.4
dargestellt.

Als Startpunkt fiir die DNA-Synthese ist wie bei allen anderen DNA-Polymerasen ein
Primer notwendig, der ein freies 3’-OH-Ende besitzt. Das HI-Virus nutzt die zelluldre
tRNAS3_ die teilweise entwunden in einem 18 nt langen Bereich mit der viralen RNA hy-
bridisiert. Dieser RNA-Sequenzbereich wird als Primer Binding Site (PBS) bezeichnet.
Ausgehend von der tRNA findet die Synthese des (-)DNA-Stranges bis zum 5-Ende der
RNA statt. Da das 3’-Ende des (-)DNA-Strangs komplementér zur R-Region am 5’-Ende
der RNA ist, kann die DNA an die R-Region binden und ein intra- oder intermolekularer
Strangtransfer vollzogen werden. Die Synthese des (-)Stranges kann bis zum 5’-Ende der
RNA fortgesetzt werden. Am 5’-Ende der RNA findet sich nun PBS-Sequenz, da die
R- und U5-Region der RNA bereits durch die RNaseH-Aktivitéat degradiert wurden. Die
Matrizen-RNA wird bis auf eine polypurinreiche Sequenz (ppt) ebenfalls degradiert. Der
ppt-Bereich dient als Primer fiir die (4)Strangsynthese, die zunéchst den LTR-Bereich
(U3, R und U5) und die zur tRNA komplementéren 18 Basen umfasst. Nach Hydrolyse
der tRNA und des ppt-Bereiches wird es dem komplementiaren tRNA-Bereich moglich,
mit der kopierten PBS des (-)Stranges zu hybridisieren. Dieser zweite Strangtransfer er-
folgt intermolekular und fiihrt zu einer Ringbildung. Die (4) und (-) Strangsynthese kann
vollendet werden und fiithrt zur proviralen doppelstriangigen DNA mit zwei vollstandigen
LTR-Regionen.

Der Mechanismus der reversen Transkription 16st zwei Probleme innerhalb der Virusre-
plikation. Zum einen sind fiir die DNA-Synthese Primer notwendig, die an einen kom-
plementédren der Bereich innerhalb des Virus-Genoms binden. Der Primerbereich wire
ohne den Strangtransfer der (-)Strang-DNA, die die komplementére Primerbindungsstel-
le enthélt, vom Syntheseprozess ausgeschlossen und wiirde nach Integration und Tran-
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skription der revers transkribierten DNA im viralen Genom fehlen. Zum anderen wird
die virale mRNA von der zelluldren RNA-Polymerase II transkribiert, die regulatorische
Elemente stromaufwiérts der Transkriptionsinitiationsstelle benotigt. Um beide Anfor-
derungen im Prozess der reversen Transkription zu erfiillen, synthetisieren Retroviren
am 5’- und 3’-Ende der DNA Sequenzen (U5 und U3), die nur einmal innerhalb des
Genoms vorkommen. Die LTR-Sequenz (U3-R-U5) stellt zudem alle cis-regulatorischen
Elemente zur Verfiigung, die fiir die Integration und Expression benétigt werden.

1.2 Reverse Transkriptase

1.2.1 Struktur

Die Reverse Transkriptase (RT) wird, wie alle anderen enzymatischen Proteine auch,
vom pol Leseraster kodiert, das als gag-pol Transkriptionseinheit exprimiert wird. Das
Enzym besteht aus zwei Untereinheiten (UE), die geméf ihrem Molekulargewicht als p66
und p51 bezeichnet werden [31, 92]. Die p51 UE geht aus der p66 UE durch proteolytische
Spaltung am C-Terminus hervor [45]. Studien haben gezeigt, dass nach Prozessierung
des gag-pol-Polyproteins zunéchst p66 vorliegt, das im spéteren Verlauf durch die virale
Protease in die p51 UE {iberfithrt wird [139]. Die beiden Untereinheiten sind daher in
den ersten 440 Aminosduren sequenzidentisch. Sehr wahrscheinlich ist, dass ein p66/p66
Homodimer als Zwischenstufe in diesem Prozess dient.

Zahlreiche Strukturuntersuchungen haben gezeigt, dass die beiden Untereinheiten trotz
ihrer identischen Aminoséiurabfolge génzlich andere Konformationen einnehmen [66, 80].
Fiir die p66 UE sind die sogenannte Polymerase-, Verbindungs- und RNaseH-Doméne
beschrieben. Die Polymerase-Doméne unterteilt sich geméaf der Nomenklatur nach Kohl-
staedt et al. in Finger-, Daumen-, Handflichendoméne. Diese bilden die fiir Polymerasen
typische Form einer rechten Hand aus. P51 und p66 bilden eine Nukleinsédurebindungs-
furche, die von der Polymerase- bis zur RNaseH-Doméne reicht. Die katalytische Triade
wird von den Asparaginsiduren an Position 185 und 186 sowie einem weiteren hochkon-
servierten Aspartat ans Position 110 geformt [87]. Wahrend die p66 UE alle enzyma-
tischen Funktionen beherbergt (RNA- und DNA-abhéngige DNA-Polymeraseaktivitit,
RNAseH-Aktivitét), ist die p51 Untereinheit katalytisch inaktiv und dient als Stabi-
lisator der groflen Untereinheit. Das Enzym ist dennoch nur als Dimer funktionsfdhig
[117, 118].

Die biologisch aktive Form bildet sich in einem zweistufigen Dimerisierungsprozess aus
[36] (siehe Schema in Abbildung 1.5). Der raschen, konzentrationsabhéingigen Assozia-
tion der zwei Untereinheiten in ein inaktives Heterodimer folgt eine konzentrationsun-
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066+ p51 == p66/p51 == pB6/P51*

ca.0,004s™ nd.

Abbildung 1.5: Minimalschema der HIV RT Dimerisierungsreaktion. Das Sternsymbol
kennzeichnet einen verdnderten strukturellen Zustand des Heterodimers (siehe Text).

abhéngige langsame Konformationsénderung. Erst nach dieser Konformationsénderung
ist das Protein katalytisch aktiv. Fiir die Interaktion der RT Untereinheiten sind drei
Kontaktbereiche beschrieben [8, 37, 156]. Die Protein-Protein-Wechselwirkung wird in-
nerhalb der p51 UE von Daumen-, Verbindungs- und Fingerdoméne vermittelt, die mit
der (in ebendieser Abfolge) RNaseH-, Verbindungs- und Handflichendoméne in p66
interagieren. Die schnelle Assoziation der Untereinheiten erfolgt vermutlich iiber hy-
drophobe Aminoséuren in den Verbindungsdoménen von p51 und p66. Im sogenannten
Tryptophan-Cluster, das von Aminoséure 396 bis 414 reicht, finden sich sechs Trypto-
phane und ein Tyrosin, von denen vor allem W401 und Y405 in der p66 UE und W410
in der p51 UE essentiell fiir die Dimerstabilitét sind [102, 148].

Als Polymerase ist die RT in der Lage, Nukleinséduren zu binden. Die Kristallstrukturen
eines binédren Komplexes aus RT und DNA:DNA [66, 80] bzw. DNA:RNA Substrat [134]
zeigten, dass die Protein-Nukleinsédurekontakte vor allem zwischen den Aminoséduren
der Finger-, Handflachen- und Daumendoméne der p66 UE und dem Phosphatriickgrat
der Nukleinsduren ausgebildet werden. Zusétzliche Interaktionen finden zwischen Ami-
nosiuren der RNaseH-Doméne und dem Primer-Strang des Substrats statt. Strukturana-
lysen und Quervernetzungexperimente [40] enthiillten dariiber hinaus, dass der p51 UE
auch eine Rolle in der Substrat- bzw. tRNA™3-Bindung zukommt, die iiber die Finger-
und Verbindungsdoméne vermittelt wird. Die so gebildete Bindungsfurche erstreckt sich
iitber 60 A vom N-Terminus der Polymerasedoméne zum C-terminalen Ende der RNaseH-
Doméne. Der Abstand zwischen den aktiven Zentren von Polymerase- und RNase-
Doméne betragt 17 (DNA:DNA) bzw. 18 (RNA:DNA) Basenpaare [55, 134, 135, 160].
Nahe dem aktiven Zentrum der Polymerasedoméne nimmt der Substratdoppelstrang A-
Form an, der durch einen Knick von 40 bis 45 Grad in einem 3-4 Basenpaare langen
Bereich in die B-Form iibergeht [32]. Eine Haarnadelschleife zwischen den (-Stringen
B 12 und 313 (AS 227 bis 235) positioniert das 3’-Ende des Primers fiir den nukleophilen
Angriff auf das einzubauende dNTP [106]. Die Struktur der HIV-1 RT in An- oder Abwe-
senheit des Substrats unterscheidet sich in einer ausgepriagten Konformationsdnderung
der p66 Daumendoméne. Bei Bindung des Substrats klappt diese Doméne um ca. 40
Grad nach auflen, sodass die Bindungsfurche frei zugénglich vorliegt [63, 124]. Liegt die
RT unkomplexiert vor, befindet sie sich vorwiegend in der geschlossenen Konformation,
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bei der die Finger- und Daumen-Subdoménen in nahem Kontakt zueinander stehen.

Primer /
Template

Abbildung 1.6: Die Struktur der HIV-1 Reversen Transkriptase. Gezeigt ist eine Kokri-
stallstruktur aus RT und Primer/Template. Die p66 Untereinheit der Reversen Transkriptase besteht
aus Finger- (rot), Handflachen- (gelb), Daumen- (orange), Verbindungs- (hellblau) und RNaseH-
(dunkelblau) Domane. Die p51 Untereinheit ist in grau gezeigt. Ein DNA/DNA (21/25mer) Sub-
strat ist in griin (Primer: dunkelgriin, Template: hellgriin) und das nachst einzubauende Nukleotid
in gold dargestellt. Modifiziert nach [63]

1.2.2 Substratbindung und Nukleotid-Inkorporation durch die
Reverse Transkriptase

Die durch die Reverse Transkriptase vermittelte Nukleotidinkorporationsreaktion konnte
durch umfassende kinetische Methoden in Kombination mit hochauflésenden Rontgen-
strukturuntersuchungen analysiert werden. Die DNA-Synthese folgt einem geordneten
Mechanismus, der vergleichbar zu anderen Polymerasen ist [73, 129] (siche Abbildung
1.7). Im ersten Schritt bindet das Primer/Template-Substrat (p/t) an das freie Enzym
(bindrer Komplex). Erst danach wird der Komplex um das dNTP erweitert (ternérer
Komplex, Schritt 3). Die sich anschlieende Konformationsianderung des ternidren Kom-
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plexes ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt wihrend der Polymerisation (Schritt
4). Danach kann der nukleophile Angriff des freien 3’-OH-Endes des Primers auf das
a-Phosphat des gebundenen Nukleotids erfolgen und die Phosphodiesterbindung aus-
gebildet werden (Schritt 5). Eine erneute Konformationsinderung erlaubt die Freigabe
des enstandenen Pyrophosphats (PP;, Schritt 6). Nach Einbau des Nukleotids kann das
Substrat vom Enzym dissoziieren (distributiver Mechanismus) oder um eine Position
verschoben werden, sodass das 3’-Ende fiir einen weiteren Einbauschritt zur Verfiigung
steht (prozessiver Mechanismus).

[PE]

RT***:plt \
ﬂ [PP]  dNTP
RT +plt === RT:p/t === =~ RT:p/t:dNTP
N @ ® ® >
P T geschwindigkeits-
2 107888 .-eem 1L bestimmender Schritt
B S der Polymerisation
E R

RT :psq/t +PP; === RT .p+/t:PP; === RT"p/t:dNTP
® ®

Abbildung 1.7: Mechanistisches Modell der HIV-1 RT Polymerasereaktion. RT-
Molekiile, die sich nicht in ihrer Zusammensetzung, aber in ihrer Konformation unterscheiden,
sind durch Sterne gekennzeichnet. Die als RT' gekennzeichnete Version im RT:p/t:dNTP Komplex
weist eine andere Konformation nach Schritt 4 auf. PP: produktiver Komplex im Produkt-Status,
PE: produktiver Komplex im Edukt-Status, DE: dead end Komplex.

Stopped Flow Messungen ergaben, dass die Substrat-Bindung in 2 Schritten abléuft
[123, 158]. Die Ausbildung des Kollisionskomplexes ist diffusionskontrolliert und konzen-
trationsabhéngig. Darauf folgt mindestens 1 Isomerisierungsschritt (Schritt 2). Wohrl et
al. diskutieren die Moglichkeit zwei unabhéngig voneinander auftretender Konforma-
tionsdnderungen [158]. In Gleichgewichtsfluoreszenzmessungen wurde fiir die p/t-RT-
Bindung ein K4 von 1-2nM ermittelt [33, 82, 149]. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass
drei verschiedene RT-Substrat-Komplexe ausbildet werden, die sich unter anderem durch
ihre Fahigkeit zum Nukleotideinbau unterscheiden. Unterstiitzt wurden die kinetischen
Daten durch Einzelmolekiilmessungen, die zusétzlich Informationen iiber die Struktur
der Komplexe lieferten [128]. Die DNA kann in Form eines produktiven Komplexes mit
der RT vorliegen (produktiver Komplex in Produkt-Status [PP], in Abbildung 1.7 in griin

11
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dargestellt). Der Primer kann in diesem Zustand umgehend um ein Nukleotid verlangert
werden. Im zweiten Komplex besetzt das Primerende die ANTP-Bindungstasche, sodass
fiir den Nukleotideinbau eine Konformationsdnderung aber keine Dissoziation des Sub-
strats erforderlich ist (produktiver Komplex in Edukt-Status [PE], in Abbildung 1.7 in
blau dargestellt). Der dritte RT-DNA-Komplex wird als dead end Komplex bezeichnet,
da ein Nukleotideinbau in diesem Bindungsmodus nicht moglich ist (in Abbildung 1.7 in
orange dargestellt). Hier muss das p/t zunéchst dissoziieren und in einem erneuten Bin-
dungsschritt einen produktiven Komplex ausbilden. Fiir die Bindung des dNTPs konnte
ein K4 von 5-10 uM ermittelt werden [26, 123, 158]. Dieser Wert ist um den Faktor 20
erhoht, wenn keine Watson-Crick-Basenpaarung vorliegt und ein Falscheinbau erfolgt
[26].

Transientenkinetische Einzelnukleotid-Einbaustudien zeigten, dass die Produktbildung
in zwei exponentiellen Phasen mit Polymerisationsraten von 20-60s~! und 0,4-0,7s7*
erfolgt, sodass die Existenz der beiden Formen des produktiven Komplexes als kata-
lytisch aktiv eingeordnet werden konnten [81]. An die exponentiellen Phasen schlieft
sich eine lineare Phase an (kea 0,04-0,15s571). Die sehr langsame Einbaukinetik ist auf
die Dissoziation und Reassoziation des Substrats zuriickzufithren, das sich im dead-end
Komplex befand. Dadurch wird eine zeitlich verzogerte Verlingerung des Primers ver-
zeichnet.

Der doppelt exponentielle Verlauf der Produktbildung wurde auch fiir Substrate gezeigt,
die eine Sekundérstruktur im Template-Strang enthalten [147]. Die Sekundérstruktur
beeinflusst die Affinitdt des Substrats zur RT und lag fiir das von Suo et al. gewéhl-
te Beispielsubstrat bei 16-86nM [147]. Der Einbau des néchsten Nukleotid-Substrats
erfordert zunéchst die Entwindung der Sekundéarstruktur. Die bestimmten Polymerisa-
tionsraten sind daher im Vergleich zum linearen Substrat verlangsamt (ko 10-19s7*
und 0,015-0,067s™1).

1.3 Nucleocapsid-Protein (NC)

Retroviren kodieren fiir die sogenannten antigenspezifischen Proteine (MA, CA und NC),
die als Gag-Polyprotein synthetisiert werden. Das Gag-Fusionsprotein bindet wihrend
der Ausbildung des neuen Viruspartikels die virale RNA iiber das sogenannte Ver-
packungssignal (1-site). Fiir die spezifische Erkennung ist das Nucleocapsid-Protein ver-
antwortlich, das in allen Retroviren zu finden ist. Auch nach der proteolytischen Spaltung
des Gag-Proteins bleibt das NC-Protein mit der viralen RNA assoziiert und bildet einen
Histon-&hnlichen Protein-Nukleinsdurekomplex aus. NC-Proteine sind sehr basisch (PI
zwischen 10 und 11) und weisen eine nur sehr kurze Aminosiuresequenz auf; das NC
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des HI-Virus ist beispielsweise 55 AS lang. Mit Ausnahme der Spumaviren weisen die
retroviralen NCs typischerweise ein oder zwei der sogenannten Zinkknoéchel mit der Ami-
nosdurabfolge CX,CX4HX,C (X stellt eine variable Aminoséure dar) auf. Mutationen
innerhalb dieser Sequenz verhindern die Bindung der viralen RNA und damit die korrek-
te Verpackung der RNA in die viralen Partikel, die damit nicht mehr infektios sind [112].

20 a0
2~/ % /%
1 10 Lz e N
NH,— MQRGNFRNQRKIIK RAPRKR TERQAN — COOH

Abbildung 1.8: Struktur und Sequenz des HIV-1 Nucleocapsids. Die 3D-Struktur des
NC-Proteins im Komplex mit der SL3-RNA. Die Struktur wurde iiber NMR-Studien bestimmt [28].
Die 12 N-terminalen Aminosauren sind in rot, die zwei Zinkfinger in blau und griin, die Zinkionen
in weil und die RNA in grau gezeigt. Die Purinbasen des Loops sind griin, pink, lila und orange
eingefarbt. Zusatzlich ist die Aminosiureabfolge des NC-Proteins gezeigt (HIV-Isolat MN). Basische
Aminosauren sind rot, saure Aminosauren blau und Zink-chelatierende Aminosauren griin oder gelb
dargestellt.
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Fiir das NC des HI-Virus liegen verschiedene NMR-Strukturen vor [88, 146]. Zusitzlich
ist es gelungen, die Struktur von NC-Nukleinsdure-Komplexen durch NMR-Studien zu
charakterisieren [1, 28]. Als Nukleinsédure wurden die im Verpackungssignal vorhande-
nen Haarnadelstrukturen SL2 und SL3 ausgewihlt. Das NC bindet mit einer Affinitét
im nanomolaren Bereich an diese Sequenzen [138]. Beide Strukturen zeigen, dass die
Zinkknochel primér iiber die hydrophoben Aminosduren (Phel6 und Trp36) mit den
einzelstréangigen Bereichen der Haarnadelstruktur interagieren, wihrend die kationische
N-terminale Doméne iiber elektrostatische Wechselwirkungen an die Stammstruktur bin-
det. In diesen und anderen Studien zeigte sich, das das NC bevorzugt mit Guanosinen
interagiert [11, 46]. Zusétzlich wurde nachgewiesen, dass das NC-Protein auch unspezi-
fisch mit Nukleinsiuren viraler und nicht viraler Herkunft interagieren kann (zur Uber-
sicht [89, 113]). Ubereinstimmend wird in der Literatur berichtet, dass ein NC-Molekiil
etwa 5 bis 8 Nukleotide in der Nukleinséuresequenz abdeckt (u.a. [75], [77] und [153]).
Nucleocapsid-Proteine verfiigen iiber eine ungewohnliche biochemische Aktivitit - NC-
Proteine agieren als Nukleinsdure-Chaperone. Das Protein katalysiert die Entwindung
von doppelstrangigen Nukleinsdurebereichen. Die Nukleinsduren konnen alternative Nu-
kleinsdurestrukturen einnehmen, die energetisch stabiler sind. Oftmals kénnen durch
die Chaperonaktivitidt des NCs suboptimale Konformationen iiberwunden werden (zur
Ubersicht [6]).

Aufgrund seiner Eigenschaften ist das NC-Protein nahezu in jeden Schritt des Repli-
kationszyklus involviert. Das NC unterstiitzt die Dimerisierung der zwei viralen RNA-
Molekiile [4, 104] und die tRNA-Hybridisierung an die virale RNA [22, 44, 86, 91]. Es
ist an der Verpackung des RNA-Genoms [12] und an den Strangtransfer-Reaktionen be-
teiligt [70, 105, 161]. Aulerdem reduziert das NC das sogenannte Pausieren der RT an
sekundérstrukturhaltigen Abschnitten der RNA [39, 68, 79, 162].

Da das NC essentiell fiir die Vermehrung des Virus ist, wurde es als interessantes Zielpro-
tein fiir virale Inhibitoren angesehen. Die bisher beschriebenen Inhibitoren wirken auf
unterschiedliche Art und Weise: Inhibitoren, die mit den NC-katalysierten Vorgingen
interferieren ohne selbst an das NC zu binden, und Inhibitoren, die direkt mit dem NC
interagieren und seine Funktionalitdt beeintrachtigen. Actinomycin D ist ein Beispiel
fiir die erste Strategie. Es interagiert mit dem initiierten (-)DNA-Strang und verhindert
den ersten Strangtransfer in vitro. Das NC-Protein konnte diesen inhibitorischen Effekt
nicht {iberwinden [58]. Als Beispiel fiir den zweiten Ansatz wurde in der Literatur iiber
hydrophobe, mild oxidierende Agenzien berichtet, die die Cysteine des NC-Proteins iiber
Disulfidbriicken verkniipfen und damit das NC-Protein inaktivieren [114, 121]. Der hy-
drophobe Charakter der Substanzen erleichtert die Aufnahme in die Zelle. Obwohl diese
Chemikalien unspezifisch wirken, waren sie fiir die Zelle nicht toxisch.
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1.4 Therapie und Resistenz

23 Jahre HIV-Forschung heifit auch 23 Jahre der Inhibitor- und Medikamentenentwick-
lung (zur Ubersicht [109, 122]). In Abbildung 1.6 sind die Angriffspunkte der momen-
tan genutzten Inhibitoren verzeichnet (rote Schrift). Nachdem das HI-Virus als Ursache
fiir die erworbene Immunschwéchekrankheit identifiziert wurde, profitierte die Medika-
mentenentwicklung in der ersten Zeit von Erkenntnisen in der Polymeraseforschung,
da Polymeraseinhibitoren bereits fiir Infektionen mit Herpes-Viren eingesetzt wurden.
Das erste zugelassene HIV-Medikament war im Jahr 1987 das Nukleosid-Analogon Zi-
dovudin (AZT) [42]. Die Klasse der nukleosidischen RT-Inhibitoren (NRTTI), zu denen
AZT gehort, konnen wie die natiirlichen Desoxynukleotide in den DNA-Strang einge-
baut werden. Nach Einbau kommt es jedoch zum Strangabbruch, da den NRTIs das
freie 3’-OH-Ende fehlt. AZT wirkt spezifisch auf die Reverse Transkriptase. Die huma-
nen Polymerasen o und  werden um einen Faktor 100 schlechter inhibiert als die RT.
Lediglich die mitochondriale Polymerase v wird ebenfalls durch AZT gehemmt. Neben
AZT wurden in der Folgezeit weitere NRT1Is, wie beispielsweise ddI, ABC und 3TC iden-
tifiziert und zur HIV-Therapie zugelassen.

Die Therapie mit nukleosidischen RT-Inhibitoren war anfanglich sehr vielversprechend.
Patienten, die mit NRTIs in Monotherapie behandelt wurden, zeigten jedoch nach ei-
niger Zeit einen erhdhten viralen RNA-Spiegel, die Zahl der CD4-Zellen war riicklaufig.
Molekularbiologische Studien zeigten, dass Mutationen innerhalb des pol-Gens vorlagen,
die sich in Aminosdureaustauschen innerhalb der Sequenz der Reversen Transkriptase
niederschlugen. Doch woher stammten diese Mutationen? Die HIV-1 RT weist eine hohe
Fehlerrate und keine Exonukleasefunktion auf, sodass pro 2000-5000 Nukleotide eine
falsche Base in die provirale DNA eingebaut wird [96]. Die Genauigkeit der humanen
RNA-Polymerase 11, die fiir die mRNA-Synthese verantwortlich ist, ist ebenfalls gering.
Im Zusammenspiel mit den auftretenden Rekombinationsereignissen [62] fithrt dies zu
einer genetischen Diversitét des viralen Genoms. Mutationen, die zu einer Resistenz ge-
geniiber den eingesetzten Medikamenten fithren, werden in wenigen Replikationszyklen
selektiert. Die NRTI-assoziierten Resistenzmutationen (zur Ubersicht [98, 107]) betreffen
vor allem Aminosduren im Bereich des katalytischen Zentrums. Zuséatzlich finden sich
Mutationen in der Fingerdoméne der p66 UE. Dieser Bereich ist fiir die Bindung des
néchsteinzubauenden dN'TPs zustédndig. Die Mutation M184V vermittelt die Resistenz
gegeniiber 3TC. Aminsoduren mit (-Verzweigungen im Molekiil (wie Valin, Isoleucin
und Threonin) interferieren mit der Bindung des Inhibitors, da die Aminosdureverzwei-
gung eine sterische Blockade fiir den Oxathiolenring von 3TC darstellt. Die Bindung der
natiirlichen Nukleotide bleibt davon unbeeinflusst [132].
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1 FEinleitung

1995 wurde eine weitere Substanzklasse als HIV-Inhibitoren zugelassen, die gegen das
Enzym Protease gerichtet sind [154]. Die virale Protease ist ein Homodimer, dessen
Reaktionszentrum innerhalb der hydrophoben Dimerisierungsfléiche zu finden ist. Prote-
aseinhibitoren sind Peptidanaloga, die als Substratkompetitoren wirken. Die Aminoséu-
reabfolge der Proteaseschnittstelle findet sich in den Peptidanaloga, die Peptidbindung
der Schnittstelle ist allerdings so modifiziert, dass eine Spaltung nicht moglich ist. Der
Weg vom in wvitro Proteaseinhibitoren bis zum Medikament war lang, da Peptide oft
schlecht 16slich sind und die Zellmembranen nur schwer passieren kénnen. Durch Mo-
difikationen war es moglich, die Peptide in eine applizierbare Form umzuwandeln. Die
Inaktivierung der Protease verhindert die Reifung der viralen Partikel. Die Gag und
Gag-Pol-Vorlauferproteine kénnen nicht in die einzelnen Proteinkomponenten gespal-
ten werden, sodass kein stabiles und replikationsfiahiges Virus entstehen kann. Muta-
tionen, die eine Resistenz gegen Protease-Inhibitoren vermitteln, finden sich zumeist in
der Néhe der Substratbindungstasche. Allerdings ist fiir eine vollstéindige Resistenz der
Aminosédureaustausch an zwei oder mehr Positionen erforderlich.

Protease-Hemmer

Abacavir (ABC) Ziagen® 3TC + AZT Comibvir® Amprenavir (APV) Agenerase®
Didanosin (ddl) Videx® 3TC + AZT + ABC Trizivir® Atazanavir (ATV) Reyataz®
Emtricitabin (FTC) ~ Emtriva- 3TC + ABC Kivexa® Fosamprenavir (FPV) Telzir®
Lamivudin (3TC)  Epivir® TDF + FTC Truvade® Indinavir (IDV) Crixivar®
Stavudin (DA4T) Zerit® Nelfinavir (NFV) Viracept®
Zalcitabin (ddC) Hivid® Saquinavir (SQV)  Invirase®

Fortovase®
®
Tipranavir (TPV) Aptivus

Fusionsinhibitoren

Tenofovir (TDF) Viread® Efavirenz (EFV) Sustiva® Enfuvirtide (T20) Fuzeon®

Zidovudin (AZT)  Retrovir

Nevirapin (N\VP)  Viramun&

Tabelle 1: Ubersicht der in Deutschland zugelassenen HIV-Medikamente.
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1.4 Therapie und Resistenz

Ein Jahr spéter wurde Nevirapin, der erste nicht-nukleosidische Inhibitor gegen die Re-
verse Transkriptase (NNRTT), zugelassen. NNRTIs binden innerhalb einer hydrohoben
Tasche in der RT-Struktur, die 10-15 A vom Reaktionszentrum entfernt liegt [27]. Die
Bindung induziert eine Konformationsénderung in der RT, die zur Inhibition der Poly-
meraseaktivitdt fithrt. Punktmutationen innerhalb der RT-Sequenz reichen bereits aus,
um eine Resistenz gegen die Substanzklasse der NNRTIs zu vermitteln. Die Mutationen
lassen sich in drei Aminoséurebereiche (p66: AS 98-108, 179-190, 225-236) einteilen. Die
iiber elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoftbriickenbindungen
und van der Waals-Kontakte vermittelten Interaktionen zwischen RT und den polyzy-
klischen Inhibitoren werden durch die Mutationen reduziert. Ein Aminosdureaustausch
an Position 318 der p51 UE konnte ebenfalls unter den Resistenzmutationen ausgemacht
werden.

Eine Ubersicht iiber die heute in Deutschland zugelassenen HIV-Medikamente ist in
Tabelle 1 zu finden. In der Liste ist ein Fusionsinhibitor aufgefiihrt, der seit 2003 in
der HIV-Therapie eingesetzt wird. Enfuvirtide (T20) ist ein lineares Peptid (36 Ami-
nosduren), dass den Eintritt des Virus in die Wirtszelle beeintrachtigt [78]. Die Bindung
des gp120 an den CD4-Rezeptor resultiert in einer Konformationsdnderung des gp4l,
die die Fusion der Zellmembran mit der viralen Membran induziert. Das Peptid ent-
spricht dem HR2-Fragment der extrazelluliren Doméne des viralen gp41l Proteins. Die
T20-Bindung an gp41 verhindert die Membranfusion und somit die Infektion der Zelle.
Bei allem Erfolg dieses neuartigen Inhibitors bleiben jedoch limitierende Faktoren, die
die Anwendung von T20 einschranken. T20 kann nicht in Tablettenform eingenommen,
sondern muss subkutan verabreicht werden. Dariiber hinaus ist die Synthese von T20
sehr kostenaufwendig.

Immer 6fter wurden unterschiedliche Inhibitorklassen in der HIV-Therapie kombiniert.
Die als HAART-Therapie (highly active antiretroviral therapy) bezeichnete Kombinati-
on von 3 oder mehr der antiretroviralen Medikamente (meist 1 oder 2 NRTIs, 1 NNRTI
und/oder 1 Protease-Inhibitor) und fiihrte zu langanhaltenden Erfolgen in der Verlédnge-
rung der Latenzzeit [53]. Das Aufkommen von Resistenzmutationen ist stark verlang-
samt, da die virale Replikation an unterschiedlichen Stationen blockiert wird. Neben
zahlreichen Nebenwirkungen (gastrointestinale Nebenwirkungen, Blutbildverdnderun-
gen, ZNS-Nebenwirkungen, Lipoatrophie, Dyslipiddmie und Verédnderungen der Kno-
chendichte und Nierenfunktion) [19], die die HAART-Therapie begleiten, bleibt nach
wie vor das Problem, das HAART nicht alle HIV-Reservoire im Korper erreicht. Die
virale Replikation bleibt auch unter HAART-Behandlung beispielsweise in Zellen des
zentralen Nervensystems erhalten.

Das Aufkommen von Resistenzmutationen und die zahlreichen Nebenwirkungen erfor-
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1 FEinleitung

dern nach wie vor die Ausweitung der bekannten Inhibitorklassen [133] und die Entwick-
lung neuer antiretroviraler Substanzen. Strukturelle und zellbiologische Untersuchungen
kombiniert mit biochemischen Charakterisierungen erweitern das Verstiandnis des Repli-
kationsmechanismus, sodass immer wieder vielversprechende neue Ansétze zur Inhibi-
torentwicklung beschrieben werden. Neu entwickelte Strategien (zur Ubersicht [24], [57]
und [99]) schlieBen beispielsweise die viralen Proteine Vif, Tat, Integrase und NC als Ziel-
proteine ein. Dariiber hinaus wird die Moglichkeit untersucht, die verschiedenen Schritte
wihrend des HIV-Eintritts [17] und die Assemblierung des viralen Partikels zu blockie-
ren. Zusétzlich wird die Inhibition der viralen Replikation durch siRNA-vermittelten
Abbau der viralen mRNA [126] und die Moglichkeit der Gentherapie [145] diskutiert.

1.5 Zielstellung

In dieser Arbeit sollten am Beispiel der HIV-1 Reversen Transkriptase vielféltige neue
Therapieanséitze entwickelt und getestet werden. Im Hinblick auf die bekannten The-
rapieprobleme sollten Themengebiete wie Resistenzentwicklung gegeniiber alternativen
Wirkstoffen und Inhibition NRTT-resistenter RT-Mutanten beleuchtet werden.

Die Dimerisierung des Enzyms steht schon seit langerem als Angriffspunkt fiir eine effek-
tive Therapie zur Diskussion, da die RT ausschliefSlich in seiner dimeren Form aktiv ist.
In der Dimerisisierungdoméne der p51 UE sollten iiber Mutationsstudien die Aminoséur-
en identifiziert werden, die einen Einfluss auf die Dimerisierung der Untereinheiten ha-
ben. Aufbauend auf diesen Daten sollte getestet werden, ob verschiedene Molekiilklassen
(Nukleinséuren, Peptide, niedermolekulare Molekiile) den Dimerisierungsprozess beein-
flussen konnen und die Aktivitit der RT auf diese Weise verringert werden kann.
Neben den klinisch eingesetzten RT-Inhibitoren sind u.a. peptidische Wirkstoffe und
Nukleinséuren als Inhibitoren der enzymatischen Aktivitdt der RT bekannt [61, 141].
Fiir den peptidischen Inhibitor p7 sollte iiberpriift werden, inwieweit sich mogliche Re-
sistenzmutationen auf die Aktivitit der RT auswirken. Fiir die Aptamere RT1t49 und
die Pseudoknoten-RNA sollte untersucht werden, ob das inhibitorische Potenzial dieser
Nukleinsdurewirkstoffe auch gegeniiber NRTI-resistenten RT-Mutanten erhalten bleibt.
Das virale Nucleocapsid-Protein (NC) ist in vielfaltiger Weise in den Prozess der reversen
Transkription involviert [89]. Bisher ist jedoch nicht bekannt, ob sich die Anwesenheit
des Proteins auf die RT-vermittelten Polymerisationsereignisse auswirkt. Zeitaufgeloste
Messungen des Polymerisationsprozesses in Anwesenheit des NCs sollten einen detail-
lierten Einblick in den Mechanismus der NC-RT-Interaktion geben und aufkldren, ob
eine Blockade der Wechselwirkung zwischen RT und NC als Inhibitionsmdoglichkeit in
Frage kommt.
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2 Material

2.1 Allgemeines

Fiir alle Losungen und Puffer wurde hochreines Milli-Q-Wasser (MILLIPORE WATERS,
Neu Isenburg) verwendet. Es entspricht der Qualitéit aqua bidestillata und wird im weite-
ren nur als HyO bezeichnet. Die verwendeten Chemikalien wurden von gédngigen Herstel-
lern bezogen und hatten den Reinheitsgrad pro analysi, sofern es nicht anders angegeben
ist.

Im folgenden sind die Firmensitze der Lieferanten aufgefithrt und werden im weite-
ren nicht mehr angegeben, um eine gehdufte Nennung zu vermeiden. Bandelin (Ber-
lin, Deutschland), Beckmann/Coulter (Fullerton, CA, USA), Bender & Hobein (Ziirich,
Schweiz), Biometra (Gottingen, Deutschland), Bio-Rad (Miinchen, Deutschland), Bi-
schoff (Leonberg, Deutschland), Branson (Danbury, CT, USA), Eppendorf (Hamburg,
Deutschland), Faust (Bochum, Deutschland), Fermentas (Burlington, Kanada), Fuji-
film (Tokio, Japan), GE Healthcare (Chalfont St. Giles, UK), Gibco-BRL (Eggestein,
Deutschland), Greiner (Frickenhausen, Deutschland), Hellma (Miillheim, Deutschland),
Hettich (Tuttlingen, Deutschland), Hoefer (San Francisco, CA, USA), Horiba Jobin
Yvon (Edison, NJ, USA), IKA Labortechnik (Staufen, Deutschland), Invitrogen (Carls-
bard, CA, USA), KinTek (Austin, TX, USA), Knick (Berlin, Deutschland), Labsystems
(Helsinki, Finnland), Macherey & Nagel (Diiren, Deutschland), Mettler-Toledo (Giefen,
Deutschland), Millipore (Witten, Deutschland), New England Biolabs (Beverly, MA,
USA), Perkin Elmer (Boston, MA, USA), Promega (Mannheim, Deutschland), Roche
(Basel, Schweiz), Qiagen (Hilden, Deutschland), Schleicher & Schuell (Dassel, Deutsch-
land), Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland), Sorvall (Asheville, USA), Spectrum
(Breda, Niederlande), Thermo (Waltham, MA, USA), Waters (Milford, MA, USA), Wh-
atman (Kent, UK).

2.2 Verbrauchsmaterial

DEAE-Papier (DE-81) Whatman
GB002, GB 003 Blotting-Papier Whatman
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2 Material

Mikrotiterplatten (96-well-Format)
Nylonmembran Hybond N*

PCR Purification Kit

Phase Lock Gel

Polygram CEL 3000 PEI/UVys4

Protein LoBind Tubes

QIAquickGel Extraction Kit

QIAspin Miniprep Kit

Plasmid Midi-Préap Kit
Ultrafiltrationseinheit 30 MWCO (Amicon)

2.3 Saulen und Saulenmaterial

DEAE-Sepharose

Gelfiltrationssaulen NAP, G-25
Glutathione Sepharose 4B

Heparin Sepharose CL-6B

HiLoad 26/60 Superdex 75 prep grade
HiTrap SP (5ml)

Ni-NTA Sephadex-superflow
Prontosil 120-3-C18

Source 155

Superdex 200 HR10/30

2.4 Gerate

Agarose-Gelkammer Mini-Sub Cell GT
Biotrap Elektrophoresekammer

Detektor Waters 484F und 490E
Electrophoresis Power Supply - EPS 3500
Elektroporationsgerét
Elektroporationskiivette

Feinwaage METTLER PM 480 Delta Range
Fluoreszenz/Lumineszenz-Fluoroskan
Ascent (R) FL

Image Eraser

FPLC-Anlage Waters 550E
Fraktionssammler GradiFrac
Fluoreszenzspektrophotometer FluoroMax-3
Fliissigszintillationszédhler Wallac 1409
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Greiner

GE Healthcare
Qiagen

Eppendorf
Macherey & Nagel
Eppendorf

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Millipore

GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare
Qiagen
Bischoff

GE Healthcare
GE Healthcare

Bio-Rad

Schleicher & Schuell
Waters

GE Healthcare
Bio-Rad

Bio-Rad
Mettler-Toledo
Labsystems

GE Healthcare
Waters
GE-Healthcare
Horiba Jobin Yvon
PerkinElmer (LSA)



2.5 Bakterienstamme

Geltrockner Bio-Rad
HPLC-Anlage Waters 510 Waters
Imaging Plate fiir Bio Imaging Analyzer Fujifilm
Netzgeriat BioRad Power Pac 300 und 3000 Bio-Rad
Netzgerat LKB ECPS 3000/150 GE Healthcare
PCR-Gerét Uno 11 Biometra
pH-Meter 761 Calimatic Knick
Polyacrylamidgelkammer (42 cm x 39 cm) Biometra
Schiittler KS 250 basic IKA Labortechnik
Sequenziergelapparatur Bio-Rad
Speed Vac SC 110-A Faust
Spektrophotometer DU 650 Beckman
Tischzentrifuge 5415 C Eppendorf
TRIO-Thermoblock Biometra
Typhoon 8600 Variable Mode Imager GE Healthcare
Ultraschallbad Sonorex Super RK 103 H Bandelin
Vortex Genie 2 Bender & Hobein
Zentrifuge Sorvall RC-5B mit Rotor GS-3 Sorvall

und SS-34

Zentrifuge Hettich Rotixa 120R Hettich
Zentrifuge Beckman Avanti J-25 mit Rotor Beckman

JA-25.50 und JLA-10.500

2.5 Bakterienstamme

FE.coli-Stamm BL21 (DE3)
Genotyp: F~ ompT hsdSb (rgmg) gal dem rne 131 (DE3)
Herkunft: MPI f. med. Forschung, Abt. Biophysik, Heidelberg

E.coli-Stamm M15
Genotyp: Nal® Str® Rif* lac ara gal mtl recA~
Herkunft: MPI f. med. Forschung, Abt. Biophysik, Heidelberg

E.coli-Stamm XL1 blue
Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-l hsdR17 supEj4 relAl lac
Herkunft: MPI f. molekulare Physiologie, Dortmund
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2 Material

2.6 Plasmide

pRT1 66/51.1

Eigenschaften: Amp”, gegenlaufige Koexpression von HIV-1 RT p66 und p51
Vektor: pKK 233-2 (GE Healthcare)

Herkunft: MPI f. med. Forschung, Abt. Biophysik, Heidelberg [103]

pHRT51

Eigenschaften: Amp”, Expression von HIV-1 RT p51 mit 6xHIS-Etikett (Isolat HXB2)
Vektor: pdS56RBSIIT

Herkunft: Stuart Le Grice, National Cancer Institute, NCI-Frederick

pACYC177-T7-Luc

Eigenschaften: Amp”

Vektor: pACYC177 (New England Biolabs)

Herkunft: MPI f. molekulare Physiologie, Abt. Physikalische Biochemie, Dortmund

pGEX-4T-1 TEV

Eigenschaften: Amp”, Expression des N-terminalen GST-Fusionsproteins

Vektor: pGEX-4T-1

Herkunft: MPI f. molekulare Physiologie, Abt. Physikalische Biochemie, Dortmund

pDMI.1
Eigenschaften: Kan”, lac I2-Repressor
Herkunft: MPI f. med. Forschung, Abt. Biophysik, Heidelberg [20]

2.7 Ndhrmedien fiir die Kultivierung von Bakterien

LB-Medium, pH 7,4 1% (w/v) Bacto-Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl

2TY,pH 7,3 1,6 % Trypton
1% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) NaCl
1% (v/v) Glyzerin
1mM  MgCl,
50mM NaPO,
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2.9 Oligonukleotide

Fiir Agarplatten wurde das Fliissigmedium zusétzlich mit 15 g/1 Agarose-Agar versetzt.

2.8 Enzyme und GroBenstandards

Ampli-Taq Gold DNA-Polymerase Roche

alkalische Phosphatase New England Biolabs
DNase I Roche

Pfu DNA-Polymerase Fermentas
Proteinstandard fiir die Gelfiltration Bio-Rad
Pyrophosphatase New England Biolabs
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs
T4 DNA Ligase Fermentas

T4 Polynukleotidkinase New England Biolabs
1kb Standard Gibco-BRL
LMW-Standard GE-Healthcare

2.9 Oligonukleotide
2.9.1 DNA-Oligonukleotide

HP Primer
5'- tct get ctg aag aaa att cc

HP Template
5’- atc tgg cct tee tac aaa gga agg cca ggg aat ttt ctt cag age aga

Luci-Sal-back
5’- cge ctg teg aca att tgg act tte cge cct tet t

Luci-Nco-2 fw
5’- geg gac cat gge aat gga aga cge caa aaa cat a

GST-fw
5’- ggg ctg geca age cac gtt tgg tg

GST-rv
5'- ccg gga get gea tgt gte aga gg

RT1t49
5’- atc cge ctg att age gat act cag aag gat aaa ctg tcc aga act tgg a
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2 Material

RT1t49 short
5’- atc cge cga agg ata aac tgt cca gaac ttg ga

Flol Primer
5’- tee ctg tte ggg cge cac

Flol Primer modifiziert
5’- FAM-tcce ctg tte ggeg cge cac

Flo6
5’- tgt gga aaa tct cta gac gtg geg cece gaa cag gga

19mer Primer
5’- Cyb-ttg tce ctg tte ggg cge ¢

cTAR
5- R6G-5/6- ggt tee ttg cta gee aga gag cte ccg gge teg ace tgg tet aac aag aga
gac ¢ - DABCYL

52mer
5’- ttg tece ctg tte ggg cge cat gea gag att aac cct ata gtg agt cgt att a

T7 Primer
5’- taa tac gac tca cta ta

Template FP 8.7
5’- ccg ggg aga cgt gac get tgg gac gat ggg tee geg tgt ggt cet ata gtg agt cgt att a

Template FP 9.2
5'- ggg geg gac att gat aag cag cga gtg aca ttc cct gte acc tat agt gag tcg tat ta

Template FP 9.9
5’- ggc ggg gge aaa ccg gat cta tge gat aag cag ctg cac geg gee tat agt gag teg tat ta

2.9.2 RNA-Oligonukleotide

Pseudoknoten
5- GGG AGA UUC CGU UUU CAG UCG GGA AAA ACU GAA

35mer
5- GGG UUA AUC UCU GCA UGG CGC CCG AAC AGG GAC AA
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2.10 Peptide

FP 8.7

5- GGC CCC UCU GCU CAG CGA ACC CUG CUA CCC AGG CGC ACA CCA

GG

FP 9.2

5- CCC CGC CUG UAA CUA UUC GUC GCU CAC GCU CAC UGU AAG GGA

CAG UGG

FP 9.9

5- CCG CCC CCC UUU GGC CUA GAU ACU CUA UUC GUC GAC GUG CGC

CGG

35mer

5’- GGG UUA AUC UCU GCA UGG CGC CCG AAC AGG GAC AA

7.1

5- GGG GAG ACG UCA CGC UUG GGA CGA UGG GUC CGC GUG UGG U

7.6

5- CCG AAU AGA GAG UGC GCC UUG GGA CAA UGA GUC CGG CUG C

Hersteller /Referenz

2.10 Peptide
Peptid
P1 WWTEYWQA
P2 WTEYWQA
P3 TEYWQYATWI
P4 WWTEYWQYAT
P5 WTEYWQYAT
TR-1 WVPAHKGIGGN
TR-2 KGIGGNEQVCKLVS
ESP-leu LTWIPE
ESP-ile ITWIPE
ESP-ala ATWIPE
ESP-val VTWIPE

ESP-phe

FTWIPE

HEEEEErEEEE S

Schweizer, ETH Ziirich
Schweizer, ETH Ziirich
Schweizer, ETH Ziirich
Schweizer, ETH Ziirich
Schweizer, ETH Ziirich

Schweizer, ETH Ziirich
Schweizer, ETH Ziirich
Schweizer, ETH Ziirich
Schweizer, ETH Ziirich
Schweizer, ETH Ziirich

. Trampe, Universitit Liibeck
. Trampe, Universitat Liibeck
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2 Material

2.11 Proteine

Protein Hersteller /Referenz

HIV-1 RT p51 P. Rothwell, MPI Dortmund
HIV-1 RT p51753314 p51N3634 15103644 diese Arbeit

HIV-1 RT p66 T. Restle

HIV-1 RT diese Arbeit

HIV-1 RT L™V

HIV-1 RT M184V

HIV-1 RT 44T

HIV-1 RT AZT/M184v

HIV-1 RTW24G, RTFOIG RTW24G/F61G
HIV-1 RT p51W24G/F61G /p66

HIV-1 RT p51/p66"W2¢ | p51/p66" 4G/ 161G,
p51/p66F61G

HIV-1 RT p51[6H]/p66K287C[A448]
HIV-2 RT

T7 RNA-Polymerase
Klenow-Fragment

R. Krebs, MPI Dortmund
R. Krebs, MPI Dortmund
R. Krebs, MPI Dortmund
R. Krebs, MPI Dortmund
J. Depollier, CNRS Montpellier
J. Depollier, CNRS Montpellier

J. Depollier, CNRS Montpellier
P. Rothwell, MPI Dortmund
T. Restle

T. Restle

J. Cramer, MPI Dortmund

EIAV RT M. Souquet, MPI Dortmund
GST-Luziferase diese Arbeit
Nucleocapsid Y. Mély, Universite Louis Pasteur

StraBburg, Frankreich
J.-L. Darlix, INSERM-ENS Lyon,
Frankreich

Die verwendeten Plasmide kodierten fiir das RT-Gen aus dem HIV-1 Isolat BH10 [111,
59]. Die HIV-2 RT wurde aus dem Isolat D194 kloniert. Die verwendete ETAV-RT stammt
vom Isolat 1369 ab. Alle verwendeten pbl-Proteine waren an ihrem N-Terminus mit
einem Polyhistidin-Etikett ausgestattet und entsprachen der Sequenz des Isolates HXB2.

2.12 Radioaktiv markierte Nukleotide

[v-32P]-ATP, 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml Perkin Elmer

[*H]-TTP, 110 Ci/mmol, 2,5 mCi/ml Perkin Elmer
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdauren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde spektralphotometrisch iiber die Absorp-
tion bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Alle Messungen erfolgten in einer
Quarzkiivette in einem Beckmann Spektrophotometer. Folgende Relation wurde dabei
zu Grunde gelegt:

1 AUsgq0 = 50 ug DNA /ml (gilt fiir doppelstriangige DNA).

In vielen Fillen war die Sequenz der Nukleinsaure (in vitro Transkripte, Oligonukleotide)
bekannt, sodass der Extinktionskoeffizient zur Berechnung der Konzentration herangezo-
gen werden konnte. Nach Messung der Absorption bei 260 nm wurde die Konzentration
mithilfe des Lambert-Beer “schen Gesetzes berechnet.

3.1.2 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um nach enzymatischen Reaktionen Proteine aus wiéssrigen Losungen zu entfernen,
wurde die Methode der Phenol-Chloroform-Extraktion gewihlt. Die Losung wurde mit
einem Volumenteil eines 1:1 (v/v) Gemisches aus Phenol-Chloroform versetzt, gut durch-
mischt und zur Phasentrennung fiir 5min bei 20 000 g zentrifugiert. Die wéssrige Phase,
die die Nukleinsduren enthélt, wurde abgenommen und mit einem Volumenteil Chloro-
form/Isoamylalkohol (24:1 (v/v)) versetzt, um die vorhandenen Phenol-Reste vollstandig
zu entfernen. Nach Zentrifugation (5min, 20000 g) wurde die wéssrige Phase erneut ab-
genommen und konnte in weiterfithrende Reaktionen oder Fallungen eingefiihrt werden.
Schloss sich eine Reaktion an, fiir die eine besonders saubere Nukleinsédurepréaparation er-
forderlich war, wurden wahrend der Phenol-Extraktion Phase Lock Gel-Reaktionsgefafle
(Eppendorf) eingesetzt. In diesen Reaktionsgefiaflen liegt eine gallertartige Substanz vor,
die sich bei Zentrifugation zwischen die organische und wissrige Phase schiebt und somit

ein sauberes Abnehmen der wissrigen Phase erméglicht.
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3 Methoden

3.1.3 Fallung von Nukleinsduren

3.1.3.1 Natriumacetat/Ethanol-Fallung

Sollten Nukleinsduren gereinigt oder konzentriert werden, wurden sie mit Salz und Etha-
nol gefillt. Die Nukleinsdurelosung wurde mit 0,3 M Natriumacetat versetzt, gemischt
und anschlieBend wurden drei Volumenteile eiskalten Ethanols (96 %) zugegeben. Die
Mischung wurde fiir 30 Minuten bei -20°C inkubiert und die Nukleinsduren anschlie-
Bend bei 20000g und 4°C pelletiert. Das Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol (v/v)
gewaschen und anschlielend luftgetrocknet. Je nach Anwendung wurde das Pellet in
einem geeigneten Volumen Wasser oder TE-Puffer aufgenommen.

3.1.3.2 Isopropanol-Fallung

Sollten RNAs gefallt werden, wurde die Losung mit 0,4 M Lithiumchlorid und einem
Volumenteil Isopropanol (96 %, eiskalt) versetzt. Das Gemisch wurde fiir 30 min bei
-80°C inkubiert und bei 4°C fiir 30 min zentrifugiert (20000g). Das Pellet wurde mit
70 %igem Ethanol (v/v) gewaschen und anschlieBend getrocknet. Je nach Anwendung
wurde das Pellet in einem geeigneten Volumen Wasser aufgenommen.

3.1.4 Klonierung von DNA-Fragmenten

Molekularbiologische Grundtechniken wie der Verdau von Plasmid-DNA oder PCR-
Fragmenten, Ligation von DNA-Fragmenten, gelelektrophoretische Trennung und Anfér-
bung von Nukleinsduren erfolgten nach Standardprotokollen [131].

Fiir die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das QIAquick-Gel-Ex-
traction-Kit verwendet. Nach Elektrophorese in Anwesenheit von Ethidiumbromid wur-
den die gewiinschten DNA-Fragmente unter UV-Licht bei 320 nm identifiziert und aus
dem Gel ausgeschnitten. Die Isolierung der Fragmente aus dem Agarosegel erfolgte nach
Herstellerangaben.

3.1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mithilfe der PCR wurden DNA-Fragmente aus Plasmid-DNA amplifiziert. Fiir analyti-
sche Zwecke wurde die Tag DNA-Polymerase, fiir Klonierungen die Pfu DNA-Polymerase
verwendet. Als Matrize dienten 25 ng Plasmid-DNA, zu der je 1 uM Primer, 200 pM des
jeweiligen dNTPs und 2,5 U Polymerase mit entsprechendem Puffer zugegeben wurden.
Die Temperaturprofile richteten sich nach den Primer-Eigenschaften und den Vorgaben
des Polymerase-Herstellers. Normalerweise wurden 25-35 Reaktionszyklen mithilfe des
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PCR-Geréts Uno II (Biometra) durchgefiihrt.

Zur Verifizierung der Insertion des richtigen DNA-Fragments nach einer Klonierung
wurde eine PCR-Reaktion mit jeweils einem Fragment-spezifischen und einem Vektor-
spezifischen Primer durchgefiihrt. Als Matrize dienten die Nukleinsduren der zu untersu-
chenden Bakterienkolonie. Die Sequenzanalyse wurde von der Firma Seqlab (Gottingen)
durchgefiihrt.

3.1.6 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Zur Transformation von Plasmid-DNA in Bakterienzellen war zunéchst die Herstellung
elektrokompetenter Bakterien erforderlich. 1 Liter LB-Medium wurde mit einer #i.N.-
Kultur des entsprechenden Bakterienstammes angeimpft (ODggo=0,06) und bis zu einer
ODggp von 0,5 bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden durch eine 15-miniitige Zentrifu-
gation bei 4°C und 4500 g sedimentiert. Alle weiteren Schritte wurden bei 4°C durch-
gefithrt. Das Bakterienpellet wurde in 450 ml 5 %igem eiskaltem Glyzerin resuspendiert
und erneut sedimentiert (wie oben beschrieben). Dieser Schritt wurde zunéchst mit
300ml 5 %igem Glyzerin und anschlieend mit 50 ml 5 %igem Glyzerin wiederholt, um
den Salzgehalt schrittweise zu verringern. Die kompetenten Zellen wurden zur Lagerung
bei -80°C in 5ml 10 %igem Glyzerin resuspendiert und in 80 ul Aliquots in fliissigem
Stickstoff schockgefroren.

3.1.7 Transformation von E. coli-Zellen durch Elektroporation von
Plasmid-DNA

80 pl elektrokompetente Zellen wurden mit 100 ng Plasmid versetzt und fiir 1 min auf
Eis inkubiert. Die Bakterienlosung wurde in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivet-
te iiberfithrt und in einer Elektroporationsapparatur (Gene Amp II, Bio-Rad) einem
Spannungspuls von 1500V fiir 5 ms ausgesetzt. Die Zellen wurden umgehend mit 1 ml
LB-Medium gemischt und fiir 1h bei 37°C kultiviert. Die Bakterienzellen wurden sedi-
mentiert (2min, 4000g), das Pellet in 100 ul LB-Medium resuspendiert und nach 1:10
bzw. 1:100 Verdiinnung in LB-Medium auf LB-Agarplatten (mit entsprechendem An-
tibiotikum versetzt) ausgestrichen. Nach 12-16 h Wachstum bei 37°C wurden Kolonien
zur weiteren Kultivierung selektiert.

3.1.8 lIsolation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde entweder nach der Methode der alkalischen Lyse [13] oder mit-
hilfe des QIAspin Miniprep Kits isoliert. Zur Praparation grofierer Mengen (50-100 ml
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Kulturen) wurde der Midi-Prap-Kit der Firma Qiagen benutzt.

3.1.9 Glyzerinkulturen von Bakterien

300 pl einer autoklavierten 50 %igen Glyzerinlosung wurden mit 700 ] der Bakterienlos-
ung (ODggg =0,7) gemischt, schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

3.2.1.1 Konzentrationsbestimmung durch Absorptionsmessung bei 280 nm

Basierend auf dem Lambert-Beer “schen Gesetz wurde zur Konzentrationsbestimmung
von Proteinen die Absorptionsspektroskopie eingesetzt. Die Proteinlésung wurde in ei-
nem denaturierenden Messpuffer verdiinnt, in eine Quarzkiivette iiberfithrt und die Ab-
sorption bei 280 nm gemessen. Die Extinktionskoeffizienten der verschiedenen Proteine
wurden anhand ihrer Sequenz mit dem Programm Protein Identification and Analysis
Tools on the ExPASy Server (http://www.expasy.org/tools/protparam.html) ermittelt.
Die fiir die einzelnen Proteine ermittelten Extinktionskoeffizienten in Verbindung mit
dem zugehorigen Aufreinigungsprotokoll sind im Abschnitt 3.2.6-3.2.9 angegeben.

Messpuffer
Guanidinium Hydrochlorid 6 M
Natriumphosphat, pH 6,5 20mM

3.2.1.2 Konzentrationsbestimmung nach Ehresmann

Die Konzentration von Peptiden, die kein Tryptophane zur Konzentrationsbestimmung
aufwiesen, wurden nach der Methode von Ehresmann bestimmt [41]. Hierzu wurde die
Absorption bei 228, 5nm und 234,5nm gemessen und die Konzentration wurde iiber
folgenden Zusammenhang berechnet:

A256nm - A234nm

3,1

= c(mg/ml)

3.2.1.3 Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Der Nachweis beruht auf der Anderung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes Coo-
massie Brilliantblau von 465 nm auf 595 nm in Gegenwart von Proteinen [16]. Um die
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Absorptionséinderung mit einer Proteinmenge zu korrelieren, wurde eine Kalibrierkur-
ve mit definierten Mengen BSA (Rinderserumalbumin) verwendet. Mit dieser Methode
kénnen 0,2-2 ug Protein nachgewiesen werden. Zu 200 ul Probe wurden 800 ul Bradford-
Reagenz gegeben. Nach einer 5-miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Absorption bei 595 nm gemessen.

Bradford-Reagenz

Serva Blue G 100 mg
Phosphorséure 100 ml
Ethanol 50 ml
H2O ad 11

3.2.2 Konzentrieren und Umpuffern von Proteinlésungen

Proteinlosungen wurden mithilfe von Ultrafiltrationseinheiten der Firma Millipore kon-
zentriert. Dabei wurde fiir alle hier beschriebenen Proteine eine Porengrofie von 30 000
Da gewdhlt. Sollte zudem ein Pufferaustausch stattfinden, wurde nach Einengen der
Proteinlosung neuer Puffer hinzupipettiert und der Konzentrierungsprozess mehrmals
wiederholt. Sollten kleine Volumina (10-200 pl) dialysiert werden, wurden Micro Dispo-
Dialyzer der Firma Spectrum (Breda, NL) verwendet.

3.2.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Um Proteine unter denaturierenden Bedingungen aufzutrennen, wurde eine diskontinu-
ierliche Elektrophorese nach Laemmli durchgefiihrt [84]. Das Detergenz Natriumdode-
cylsulfat (SDS) denaturiert Proteine, sodass diese entfaltet werden und Komplexe in
die einzelnen Untereinheiten zerfallen. Zusétzlich versieht SDS die Proteine mit einer
negativen Ladung, da es sich an die Proteine anlagert und deren Eigenladung effektiv
iiberdeckt. Die vertikalen Gele (Hoefer, Mighty Small System) bestanden aus einem 5 %
igem Sammelgel und einem 10, 12 oder 15 %igem Trenngel. Die Laufstrecke betrug 9 cm,
wobei 2/3 der Strecke das Trenngel ausmachte. Die Dicke der Gele betrug 0,75 mm. Die
Proteinproben wurden im Verhéltnis 1:1 mit Laemmli-Auftragspuffer versehen und fiir
5 Minuten bei 95°C erhitzt. Die Elektrophorese fand in 1x Laemmli-Puffer fiir etwa 45
Minuten bei 40 W statt.
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Sammelgel Trenngel

5 % 10 % 12 % 15 %
PAA (Vernetzungsgrad 37,5:1) 0,5 ml 1,7ml 2ml  2,5ml
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 — 1,3ml 1,3ml 1,3 ml
1 M Tris/HCI, pH 6,8 0,38 ml - - -
10 % SDS 30 pl 50 pul 50 pl - 50 pul
H-,O ad 3 ml 5 ml 5 ml 5 ml
TEMED 3 4l 5 4l 5ul 5l
10 % APS 30 ul 50 ul 50 pul - 50 pl
Laemmli-Auftragspuffer (2x)
Tris/HCI, pH 6,8 125 mM
SDS 4%
Glyzerin 20 %
DTT 200 mM
Bromphenolblau 0,02 %

3.2.4 Nachweis von Proteinen in Polyacrylamidgelen

Um Proteine im Polyacrylamidgel nachzuweisen, wurde das Gel fiir 30 bis 60 Minuten
unter Schwenken in einer Farbelosung (50 % (v/v) Methanol, 7% (v/v) Ethanol, 0,25 %
(w/v) Serva Blue R) inkubiert. Zur Verminderung des Hintergrundes wurde das Gel
nachfolgend mehrere Stunden in Entférber (50 % (v/v) Methanol, 7% (v/v) Essigséure)

geschwenkt.

3.2.5 Expression von Proteinen

Proteine wurden standardméfig in Schiittelkulturen exprimiert. Je nach Protein wurden
2-61 einer Hauptkultur angezogen. Die Hauptkultur wurde mit der iiber Nacht ange-
zogenen Vorkultur angeimpft, sodass eine optische Dichte von 0,1 erreicht wurde. Die
Bakterien wurden bei einer ODgyy von 0,8 bis 1,0 mit 0,4 mM IPTG induziert, fiir min-
destens 4 h kultiviert und anschlieSend durch Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 4°C und
5000 g geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet bei -80°C gelagert
bzw. sofort verarbeitet. Die detaillierten Daten zur Expression der jeweiligen Proteine
sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.
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Protein Ty (°C) Vg () Ty (°C) OD; IPTG (mM) tg (h)
HIV-1 RT 37 6 37 0,8

HIV-1 RT / p51 UE 37 6 37 1,0

Luziferase 25 2 25 0,8

Ty: Inkubationstemperatur der Vorkultur

Vi Hauptkulturvolumen

Ty: Inkubationstemperatur der Hauptkultur

OD;:  Optische Dichte (gemessen bei 600 nm) zum Zeitpunkt der Induktion
IPTG: Endkonzentration an IPTG zum Zeitpunkt der Induktion

te: Expressionsdauer

3.2.6 Reinigung der HIV-1 Reversen Transkriptase

3.2.6.1 Puffer

Lysepuffer 25 mM
5mM
1mM

0,4mM

Puffer A 50 mM
25 mM

1mM

1mM

6 %

Puffer B 50 mM
1M

1mM

1mM

6 %

Gelfiltrationspuffer 10 mM
250 mM

Lagerpuffer 20 mM
1mM
1mM

10%

Tris/HC1 pH 8,0
DTT

EDTA

PMSF

Tris/HC1 pH 8,0
NaCl

EDTA

DTT

Glyzerin

Tris/HC1 pH 8,0
NaCl

EDTA

DTT

Glyzerin

Bis-Tris-Propan/HCI1 pH 7,0

Ammoniumsulfat

Tris/HCl pH 7,8
EDTA

DTT

Glyzerin
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3.2.6.2 Zellaufschluss

Die bei -80°C gelagerten Zellen wurden in 3 ml/g Zellmasse Lysepuffer resuspendiert und
nach Resuspension fiir weitere 20 Minuten auf Eis geriihrt. Der Aufschluss der Zellen er-
folgte mit einem Mikrofluidizer (Microfluidics Coporation Newton, Massachusetts). Uber
die auftretenden Scherkrifte werden die Zellen zerstort. Um die bakterielle DNA zu frag-
mentieren, wurde die Losung zusétzlich mit Ultraschall behandelt (konstante Beschal-
lung fiir 7x 20 Sekunden, 80 % output control, Branson). Bei der sich anschlieSenden
Zentrifugation (45min, 27000g, 4°C ) wurden die unloslichen Bestandteile pelletiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und fiir die Dauer des zweiten Aufschlusses bei 4°C
gelagert. Das Pellet wurde in Lysepuffer resuspendiert und die NaCl-Konzentration auf
1M eingestellt. Es folgte eine erneute Ultraschallbehandlung mit anschlieBender Zen-
trifugation. Der resultierende Uberstand wurde mit dem zuvor gewonnenen Uberstand

vereinigt.

3.2.6.3 Erste Ammoniumsulfatfallung

Der so gewonnene Rohextrakt wurde einer ersten Ammoniumsulfatfillung unterzogen.
Dafiir wurde der Uberstand unter Rithren schrittweise mit Ammoniumsulfat versetzt bis
eine Endsittigung von 60 % erreicht wurde. Nach Zugabe des Salzes wurde die Losung
fiir weitere 30 Minuten auf Eis geriihrt. Das prézipitierte Protein wurde iiber eine Zen-
trifugation (27000 g, 40 min, 4°C ) vom l6slichen Uberstand getrennt. Das Pellet wurde
in einem geeigneten Volumen Puffer A resuspendiert (3 ml/g Ausgangszellen).

3.2.6.4 Nukleinsaure-Fallung

Der Zusatz von 40 mg/ml Streptomyzinsulfat zum Uberstand aus 3.2.6.3 erméglichte
das Ausféllen von Nukleinsduren. Nach einer 30-miniitigen Inkubation auf Eis wurde
ein weiteres Mal zentrifugiert (40 min, 27000g, 4°C ). Der Uberstand wurde in einen
Dialyseschlauch gefiillt (AusschlussgroBe: 12000 - 14000 Da) und gegen 21 Puffer A
fiir 4 Stunden dialysiert, der Puffer gewechselt und nochmals iiber Nacht dialysiert.
Ausgefallene Bestandteile wurden durch eine Zentrifugation unter den oben genannten

Bedingungen abgetrennt.

3.2.6.5 DEAE-Saule

Uber eine Peristaltikpumpe wurde Dialysat (3.2.6.4) auf eine mit Puffer A voriqui-
librierte DEAE-Saule geleitet. Da die RT mit einem pl von 9,3 unter den gewéhlten
Bedingungen positiv geladen ist, befindet sie sich im Ausschlussvolumen, wihrend ca.

34



3.2 Proteinbiochemische Methoden

90 % der bakteriellen Proteine an das Sdulenmaterial binden. Der Durchfluss wurde in
Fraktionen gesammelt. Uber eine SDS-PAGE wurden die RT-haltigen Fraktionen iden-
tifiziert.

3.2.6.6 Heparin-Saule

Die vereinigten RT-haltigen Fraktionen (3.2.6.5) wurden auf eine mit Puffer A &qui-
librierte Heparinsdule appliziert (1ml/min). Die Sdule wurde mit einer Flussrate von
2ml/min mit Puffer A gewaschen bis die Absorption bei 280 nm wieder ihren Ausgangs-
wert erreicht hatte. Die Elution des Proteins erfolgte {iber einen linearen Salzgradienten
von 25 mM-1M NaCl. Das Eluat wurde in Fraktionen gesammelt und auf einem SDS-
PAGE auf RT-Gehalt getestet.

3.2.6.7 Zweite Ammoniumsulfatfallung

Das vereinigte Eluat der Heparinssiule (3.2.6.6) wurde einer zweiten Ammoniumsul-
fatfallung unterzogen. Die Bedingungen wurden wie unter 3.2.6.3 beschrieben gewéhlt.

3.2.6.8 Gelfiltration

Im letzten Reinigungsschritt wurde eine Gelfiltrationssiule benutzt (HiLoad 26/60). Da-
zu wurde das in 3.2.6.7 beschriebene Proteinpellet in 1-2ml Gelfiltrationspuffer gelost
und iiber eine Probenaufgabeschleife auf die Séule aufgetragen. Bei einer Flussrate von
2 ml/min wurden Fraktionen von 1 ml gesammelt, die anschlieflend auf einem SDS-PAGE
iiberpriift wurden. Die ausgewéhlten Fraktionen wurden vereinigt, konzentriert und das
Protein in Lagerpuffer iiberfiihrt (3.2.2). Die Proteinkonzentration wurde durch Absorp-
tionsmessung bei 280 nm bestimmt (Extinktionskoeffizient 260 450 M~tem™1).

3.2.7 Reinigung der p51 Untereinheit der HIV-1 Reversen
Transkriptase

3.2.7.1 Puffer
WINi] 100mM  Tris/HCI pH 8,0

RT-D-10 50mM Tris/HCI pH7.5
200mM Na(Cl
1mM EDTA
10% Glyzerin
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RT-D-15 50mM Tris/HCl pH7,5
25mM  NaCl
1mM EDTA
15% Glyzerin

3.2.7.2 Zellaufschluss

Alle Schritte wahrend der Aufarbeitung wurden bei 4°C durchgefiihrt. Die pelletierten
Zellen wurden in 2 ml eiskaltem Puffer W[Ni]+ 1M NaCl pro Gramm Zellen resuspen-
diert. Die Zellen wurden mit einem Mikrofluidizer bei 650 psi aufgebrochen. Zusétzlich
wurde die Losung mit Ultraschall behandelt, um die DNA im Zelllysat zu degradieren.
Anschlieend wurde das Lysat bei 46 000 g fiir 45 Minuten zentrifugiert. Nach Zentri-
fugation wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und der weiteren Aufarbeitung

unterzogen.

3.2.7.3 Ni-NTA-Séule

Am N-Terminus des rekombinanten p51-Proteins befand sich eine Polyhistidin-Sequenz,
die unter spezifischen Bedingungen an Ni-NTA-Material bindet. Hier wurde eine Ni-
NTA-Séule verwendet (Qiagen, Hilden), die zuvor mit Puffer W[Ni] + 1M NaCl dqui-
libriert wurde. Der in 3.2.7.2 beschriebene Uberstand wurde mit einer Flussrate von
2ml/min auf die Sdule aufgetragen. AnschlieBend wurde die Sdule mit Aufschlusspuffer
gewaschen bis die Absorption bei 280 nm ihren Ausgangswert erreicht hatte. Schwach
gebundene Proteine wurden durch Waschen mit Puffer W[Ni] + 5 mM Imidazol von der
Saule entfernt. Ein Imidazolgradient von 0-500 mM in Puffer W[Ni] iiber 100 Minuten
fithrte zur Elution der p51 Untereinheit (Flussrate 1 ml/min). Es wurden 1 ml Fraktionen
gesammelt. Nach Analyse auf einem SDS-Gel wurden die p51-haltigen Fraktionen verei-
nigt. Die Proteinlosung wurde mit einem gleichen Volumen an Puffer RT-D-10 versetzt
und fiir 16 h gegen RT-D-10 dialysiert.

3.2.7.4 DEAE / Hi-Trap SP Séule

Das Dialysat wurde anschlieBend mit einer Flussrate von 1 ml/min auf eine vorédquili-
brierte lonenaustauscherkombination aus einer DEAE-Séule in Serie mit einer Hi-Trap
SP Séule geladen. Die Sédulen wurden mit 150 ml RT-D-10 gewaschen. Die DEAE-Saule
wurde entfernt und das Protein mit einem NaCl-Gradienten von der Hi-Trap SP Saule
eluiert. Es wurden 1 ml Fraktionen gesammelt und die Anwesenheit des Proteins er-
neut auf einem SDS-Gel iiberpriift. Die Fraktionen, die die p51-Untereinheiten enthiel-
ten, wurden vereinigt, konzentriert (3.2.1.1) und der Puffer gegen RT-D-15 ausgetauscht
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(3.2.2). Die Proteinkonzentration wurde durch Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt

(Extinktionskoeffizient 124180 M~'em™1).

3.2.8 Reinigung der firefly Luziferase

3.2.8.1 Puffer
Aufschlusspuffer 137mM NaCl
2,68mM KCl
4,3mM NaH,POy,
1,47mM KH,PO,
0,4 mM PMSF
Elutionspuffer 50mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM  Glutathion
Puffer A 50mM  Tris/HCI pH 8,0
Puffer B 50mM Tris/HCI pH 8,0
1M NaCl
Gelfiltrationspuffer 10mM  Bis-Tris-Propan/HCI pH 7,0
250 mM  Ammoniumsulfat
Lagerpuffer 25mM  Tris/HCI pH 7,8
1mM EDTA
1mM DTT
15% Glyzerin

3.2.8.2 Zellaufschluss

Das Zellpellet wurde unter Riihren in 4,7 ml eiskaltem Aufschlusspuffer pro Gramm
Zellmasse auf Eis resuspendiert. Anschliefend wurde die Bakterienlosung fiir weitere 30
Minuten auf Eis geriihrt. Der Aufschluss der Zellen wurde in zwei Schritten vollzogen.
Zunichst wurde pro Milliliter Zelllosung 3 mg Lysozym (Sigma-Aldrich, 46400 U/mg)
zugesetzt. Unter Rithren wurde fiir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Dariiber hinaus wur-
den die Zellen mit Ultraschall aufgeschlossen. Dafiir wurden 7-10 Beschallungen fiir 20
Sekunden vorgenommen (80 % duty cycle, Branson). Die Losung wurde wéhrenddessen
auf Eis gehalten, um eine Erwdrmung zu verhindern. Die Zellmembranen und unlosli-
chen Zellbestandteile wurden durch eine Zentrifugation fiir 60 Minuten bei 15000 g und
4°C vom loslichen Zellextrakt getrennt.
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3.2.8.3 Glutathion-Saule

Da die rekombinante Luziferase mit einem Glutathion-S-Transferase-Etikett am N-Ter-
minus ausgestattet war, konnte die Methode der Affinitdtschromatographie im ersten
Schritt der Aufreinigung verwendet werden. Der in 3.2.8.2 beschriebene Uberstand wurde
auf eine mit PBS &quilibrierte Glutathionsiule geleitet (Glutathion-Sepharose 4B, GE
Healthcare, 10 ml; Flussrate 0,2 ml/min). Schwach gebundene und kontaminierende
Proteine wurden mit PBS von der Séule gewaschen bis die Absorption bei 280 nm wieder
den Ausgangswert erreicht hatte. Anschliefend wurde die rekombinante Luziferase mit
15 ml Elutionspuffer eluiert. Die proteinhaltige Elutionslosung wurde gesammelt.

3.2.8.4 lonenaustauschersaule

Das Eluat der Glutathionséule wurde mithilfe einer Peristaltikpumpe auf eine Anionen-
austauschersiule gepumpt (30 ml Resource Q15, GE Healthcare), die zuvor mit Puffer
A &quilibriert wurde. Die Séule wurde mit 10 Sdulenvolumen Puffer A gespiilt bis die
Absorption wieder den Ausgangswert erreicht hatte. Anschliefend wurde die Saule an
eine FPLC-Anlage (Waters 550E) angeschlossen und das Protein mithilfe eines Salz-
gradienten von 0-1 M NaCl in 20 Sdulenvolumina eluiert. Es wurden 2 ml Fraktionen
gesammelt. Fraktionen, die aktive Luziferase enthielten, wurden iiber eine SDS-PAGE
und einen Luziferasetest identifiziert (siehe 3.4.7).

3.2.8.5 Gelfiltration

Damit ein moglichst kleines Volumen auf die Gelfiltrationssdule (HiLoad 26/60, GE He-
althcare) appliziert werden konnte, wurden die vereinigten luziferasehaltigen Fraktionen
(3.2.8.4) iiber eine Ultrafiltrationseinheit konzentriert (3.2.2). Das so erhaltene Konzen-
trat wurde {iber eine Probenschleife auf die Gelfiltrationssdule aufgetragen. Das Eluat
wurde in 2 ml Fraktionen gesammelt. Die proteinhaltigen Fraktionen wurden iiber ein
SDS-Gel identifiziert, vereinigt, anschlieBend konzentriert und anschliefend ein Puffer-
austausch durchgefiihrt, sodass das rekombinante Protein in Lagerpuffer vorlag (3.2.2).
Das Protein wurde schockgefroren und konnte iiber mehrere Wochen bei -80°C gelagert
werden.

3.2.9 Losen des Nucleocapsid-Proteins

Verschiedene Varianten des Nucleocapsid-Proteins (AS 1-52, AS 12-52 und AS 1-71)
wurden freundlicherweise von Y. Mély, Straflburg und J.L. Darlix, Lyon zur Verfiigung
gestellt und wurde in lyophilisierter Form {ibersandt. Daher musste das Protein zunéchst
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gelost und eine Oxidation der zur Ausbildung der Zinkfinger essentiellen Cysteine ver-
hindert werden.

Das Lyophilisat (1-2mg) wurde in 200-400 pl Wasser (filtriert und entgast) gelost. Der
pH-Wert der Losung liegt ungefihr bei 3, sodass die SH-Gruppen des Proteins reduziert
vorliegen. Anschliefend wurde die Losung verdiinnt und die Konzentration des Proteins
spektralphotometrisch bestimmt (sieche 3.2.1.1, Extinktionskoeffizient 5700 M~'cm™).
Die Proteinlésung wurde mit 3 Aquivalenten Zinksulfat versetzt und der pH mit HEPES
(Endkonzentration von 50 mM) auf pH 7,5 eingestellt. Nach Schockfrieren in fliissigem
Stickstoff konnten die Proteinaliquots iiber mehrere Wochen bei -80°C gelagert werden.

3.2.10 Test auf RNase-Kontamination

Die in dieser Arbeit durchgefithrten RNA-Bindungsstudien erforderten RNase-freie Be-
dingungen. Um dies zu gewéhrleisten wurden die Proteinprédparationen einem RNase-
Test unterzogen. Eine radioaktiv markierte RNA wurde zusammen mit dem zu testenden
Protein fiir 1h bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde die RNA {iber ein analytisches
Harnstoffgel aufgetrennt und das Ausmafl der RNA-Degradation analysiert.

3.3 Nukleinsauren

3.3.1 Transkription

Fiir RT-Bindungsstudien wurden unterschiedliche in wvitro Transkripte benotigt. Als
DNA-Matrize fiir die in vitro Transkription wurden Oligonukleotide genutzt (siehe Ka-
pitel 2.9), an deren 3’-Ende ein Oligonukleotid hybridisert wurde, das den T7-Promo-
torsequenz enthielt. Dadurch war es moglich, die entsprechenden Sequenzen mit der
T7-RNA-Polymerase zu transkribieren. Alle eingesetzten Chemikalien und Enzyme wa-
ren frei von RNasen. Die Transkriptionsansitze setzten sich wie folgt zusammen:

Transkriptionsansatz 10x Transkriptionspuffer
10x Transkriptionspuffer 100 ul | Tris/HCI, pH 8,0 400 mM
rNTP (100 mM) je 20 pl | Spermidin 10 mM
dsDNA 500nM | DTT 50 mM
RNasin (40000 U/ml) 3ul | BSA 500 pg/ml
Pyrophosphatase (2000 U/ml) 0,5 ul | MgCly 80 mM
T7 RNA-Polymerase (10 mg/ml) 10 gl

H,0O ad 1ml

Die T7 RNA-Polymerase wurde von Tobias Restle gereinigt und freundlicherweise zur
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Verfiigung gestellt. Der Ansatz wurde 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieSend wurde
ein DNase-Verdau durchgefiihrt, um die DNA-Matrize abzubauen. Dafiir wurde der An-
satz mit 2 ul CaCly (2M) und 2 ul DNase I (10000 U/ml) versetzt und fiir 1h bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 u1 0,5 M EDTA, pH 8,0 abgestoppt.
Zur Entfernung der Proteinbestandteile wurde der Ansatz mit Phenol/Chloroform ex-
trahiert (3.1.2) und darauf folgend mit LiCl und Isopropanol gefillt (3.1.3.2). Eine wei-
tere Reinigung der Transkripte erfolgte iiber eine praparative PAGE mit anschliefender
Gelelution (3.3.4.3).

3.3.2 Radioaktive 5’-Endmarkierung von Nukleinsduren

Fiir enzymkinetische Messungen wie RNaseH-Aktivitdt und Polymerase-Aktivitét der
HIV-1 RT, fiir Einzelnukleotideinbaustudien, zum Nachweis von RNase-Verunreinigung-
en in Protein-Priparationen und zur Uberpriifung von synthetischen und in vitro tran-
skribierten RNAs war die radioaktive Markierung von Nukleinsduren nétig.

Dephosphorylierungsansatz

10x CIP-Puffer 10 pl
Oligonukleotid 2nmol
CIP (10000 U/ml) 2 pl
H,O ad 100 pul

In wvitro Transkripte wurden zuvor dephosphoryliert, um die 5” Phosphatgruppe zu ent-
fernen und ein freies 5’OH-Ende zu generieren. Der Ansatz wurde fiir 1h bei 37°C und
anschlieffend zur Inaktivierung des Enzyms fiir 10 min bei 70 °C inkubiert. Proteine wur-
den iiber Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt (3.1.2) und die Nukleinsduren gefillt
(3.2.6.4).

Synthetisch hergestellte Nukleinsduren verfiigten aufgrund der Synthesestrategie bereits
iiber ein freies 5’OH-Ende und konnten direkt phosphoryliert werden.

Phosphorylierungsansatz

10x PNK-Puffer 5 ul
Oligonukleotid (dephosphoryliert) 500 pmol
T4-PNK (10000 U/ ) 5l
7-*2P-ATP (3000 Ci/mmol) 5 pl

H,O ad 50 ul

Der Reaktionsansatz wurde fiir 1h bei 37°C inkubiert. Um das Enzym zu inaktivieren
und die Nukleinséuren zu extrahieren wurde der Ansatz anschlieend einer Phenol /Chlo-
roform-Extraktion unterzogen (vgl. 3.1.2). Der wiissrige Uberstand wurde nach Angaben
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des Herstellers iiber eine Gelfiltrationssdule (G-25 Micro Column, GE Healthcare) von
freiem [y-3?P]-ATP getrennt. Da withrend der Reinigung ein geringer Verlust an Oligo-
nukleotid auftreten kann, die Kenntnis der Konzentration der Nukleinséaure fiir enzymki-
netische Messungen aber sehr wichtig ist, wurde zur Konzentrationsbestimmung und zur
Uberpriifung der Reinheit eine Analyse der Nukleinsiure per Diinnschichtchromatogra-
phie vorgenommen. Dafiir wurde die Probe vor der Phenol/Chloroform-Extraktion 1:10
und nach der Reinigung 1:5 in Wasser verdiinnt, auf eine DC-Platte (Polygram, CEL
300 PEI/UV254, Macherey & Nagel) pipettiert und getrocknet. Der DC-Lauf erfolgte in
0,6 M KHyPOy, pH 3,5. Freies ATP wird hier von markierten Oligonukleotid getrennt.
Die DC-Platte wurde getrocknet und fiir 5min mit einer 3?P-sensitiven Platte expo-
niert, die mithilfe eines Phosphorlmagers ausgelesen wurde. Die Auswertung der Daten
erfolgte mit der Software ImageQuant (GE Healthcare). Aus dem integrierten Wert des
Oligonukleotidsignals vor der Aufreinigung und der bekannten Menge an eingesetztem
Oligonukleotid wurde die spezifische Aktivitéit berechnet. Zur Berechnung der jeweiligen
Oligonukleotidkonzentration des Sduleneluats wurde das integrierte Signal zu der bereits
ermittelten spezifischen Aktivitéit in Beziehung gesetzt und auf das genaue Volumen des
jeweiligen Eluats bezogen. Die Ausbeute betrug in der Regel 60 bis 80 %.

3.3.3 Hybridisierung von Oligonukleotiden

Zur Hybridisierung von komplementéren Nukleinsdurestriangen wurden die Oligonukleo-
tide in einem molaren Verhéltnis von 1:1 in Hybridisierungspuffer gemischt, 3 min auf
95°C erhitzt und im Heizblock iiber einen Zeitraum von 1-2 h auf Raumtemperatur ab-
gekiihlt. Wurden Primer/Template-Gemische hybridisiert, sollte sicher gestellt werden,
dass alle Primermolekiile hybridisiert waren. Daher wurde das Template im 1,2fachen
Uberschuss eingesetzt.

Hybridisierungspuffer
Tris/HCI, pH 7,8 20 mM
NaCl 50 mM

3.3.4 Gelelektrophorese

Fiir alle hier verwendeten Gelelektrophoresen wurde 1x TBE als Laufpuffer verwendet.
Sollten die Proben denaturiert werden, wurden sie in Formamid-Auftragspuffer (kurz
Formamid-AP) aufgenommen. Wurden native Bedingungen gewé#hlt, wurden die Proben
mit Ficoll-Auftragspuffer vermischt.

41



3 Methoden

TBE-Puffer (10x) Formamid-AP Fircoll-AP

Tris 890 mM | Formamid 90 % (v/v) | Ficoll 20% (v/v)

Borsdure 890mM | EDTA 5mM | Bromphenolblau 0,1% (w/v)

EDTA 25mM | Bromphenolblau 0,1 % (w/v) | Xylencyanol 0,1% (w/v)
Xylencyanol 0,1% (w/v)

3.3.4.1 Analytische native Gelelektrophorese

Die native Gelelektrophorese wurden zum Uberpriifen von Hybridisierungsprodukten
und zur Analyse von Protein/Nukleinsdure-Komplexen genutzt. Es wurde ein Gelsystem
der Grofie 11em x 12cm x 1 mm verwendet. Die Gellosung bestand aus 8 %igem PAA in
1x TBE-Puffer und wurde durch Zugabe von 0,1 % (v/v) TEMED und 1% (v/v) einer
10 %igen APS-Stammlosung polymerisiert. Um ein Erhitzen des Geles zu verhindern,
wurden die Gelapparatur und die Puffer auf 4°C vorgekiihlt und auch der Vorlauf fiir
30 min bei 4°C durchgefiihrt. Die Proben wurden 1:1 mit Ficoll-AP versetzt. Der Gellauf
wurde fiir 1-3h bei 4 °C und einer limitierten Leistung von 3 W durchgefiihrt. Mussten
die Gele ldangerfristig aufbewahrt werden, wurden sie - wie unter 3.3.4.5 - beschrieben,
immobilisiert. Die fiir diese Versuche verwendeten Nukleinsduren waren entweder radio-
aktiv oder iiber ein Fluorophor markiert, sodass eine Auswertung iiber Autoradiographie
oder iiber die Detektion der Fluoreszenz moglich war.

3.3.4.2 Analytische denaturierende Gelelektrophorese

Sollten Nukleinséduren in hoher Ausflosung detektiert werden, wurden sie denaturierend
in einem PAA-Gel mit 1x TBE-Puffer und 8 M Harnstoff elektrophoretisch aufgetrennt.
Je nach Lange der Nukleinsiure wurden Gele mit 10, 12 oder 15 % PAA-Gehalt verwen-
det. Die Gele hatten eine Gréfie von 40 cm X 21 c¢cm x 0,4 mm. Die Polymerisation wurde
durch Zugabe von 0,1 % (v/v) TEMED und 1% (v/v) einer 10 %igen APS-Stammlosung
zur Gellosung gestartet. Die Proben wurden in Formamid-AP aufgenommen und 3 Mi-
nuten bei 95°C denaturiert. Um wéahrend der Gelelektrophorese denaturierende Bedin-
gungen zu gewéhrleisten, wurde das Gel in einem 30-miniitigen Vorlauf auf 50 °C erhitzt.
Als Laufpuffer wurde entsprechend der Gelzusammensetzung 1x TBE-Puffer verwendet.
Fiir diese Gelelektrophoresen wurde eine Gelkammer der Firma Bio-Rad verwendet.
Zur Fixierung des Gels wurde es nach der elektrophoretischen Auftrennung in 10 %iger
Essigsdure geschwenkt und anschlieBend auf Whatman GB 002 Blotting-Papier iiber-
fithrt. Das Gel wurde bei 80°C fiir 1 bis 2h getrocknet. Die fiir diese Versuche verwen-
deten Nukleinsduren waren ausschliellich radioaktiv markiert, sodass eine Auswertung
iiber Autoradiographie moglich war.
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3.3.4.3 Préaparative denaturierende Gelelektrophorese

Fiir die sich anschlieSfenden Untersuchungen war es notwendig, die verwendeten in vitro
Transkripte nach der Transkription aufzureinigen, da die T7-Polymerase hiufig langere
Transkripte produziert oder es je nach Transkript und Template verstéirkt zu Abbriichen
kommen kann. Die in vitro Transkripte wurden denaturierend in einem 20 %igen PAA-
Gel mit 1x TBE-Puffer und 8 M Harnstoff bei einer limitierten Leistung von 17W
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde entsprechend der verwendeten Glasplatten
in der Gréfle 20cm x 17cm x 1 mm gegossen. Die Polymerisation wurde durch Zugabe
von 0,1 % (v/v) TEMED und 1% (v/v) einer 10 %igen APS-Stammlésung zur Gellosung
gestartet. Die Transkripte wurden 1:1 in Formamid-AP aufgenommen und 3 Minuten bei
95°C denaturiert. Um auch wihrend der Gelelektrophorese denaturierende Bedingungen
zu gewahrleisten, wurde das Gel in einem 30-miniitigen Vorlauf auf 50°C erhitzt. Als
Laufpuffer wurde entsprechend der Gelzusammensetzung 1x TBE-Puffer verwendet.

3.3.4.4 Reinigung von Nukleinsduren durch Gelelution

Um nicht radioaktiv markierte Nukleinsduren aus einem Gel zu eluieren, wurde das
praparative Gel (vgl. 3.3.4.3) zuniichst auf eine DC-Platte (Polygram, CEL 300) ge-
legt. Die Nukleinsduren konnten bei Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenlénge 254 nm
detektiert werden. Der gewiinschte Bereich wurde ausgeschnitten, in kleine Fragmente
zerteilt und in eine Gelelutionskammer (Biotrap Elektrophoresekammer, Schleicher &
Schuell) eingesetzt. Die Nukleinsiuren wandern nach Anlegen eines elektrischen Feldes
in Richtung Kathode. Dabei passieren sie eine semipermeable Membran und werden von
einer darauffolgenden impermeablen Membran aufgehalten. Zwischen beiden Membra-
nen findet sich die konzentrierte Nukleinsdurelosung. Nach 4 Stunden Laufzeit bei 200 V
wurde das Eluat entnommen und die Losung tiber eine Nap 25-Gelfiltrationssdule (GE
Healthcare) entsalzt. Anschliefend wurde die Nukleinsédurelosung schockgefroren und

lyophilisiert.

3.3.4.5 Elektrotransfer von Nukleinsauren

Sollten native Gele iiber einen ldngeren Zeitraum exponiert oder gelagert werden, wurden
die aufgetrennten Nukleinsduren nach der Gelelektrophorese auf eine Membran transfe-
riert. Die verwendete Nylon-Membran (Hybond-N, GE Healthcare) wurde vor Gebrauch
fiir eine Minute in Wasser geschwenkt. Des Weiteren kamen sechs Lagen an Filterpa-
pieren zum Einsatz (GB 003 Blotting Paper, Fa. Schleicher und Schuell), die vor dem
Transfervorgang in 0,5x TBE eingelegt wurden. Der Transfer erfolgte nach der Semi-
Dry-Methode mit einer Blotapparatur der Fa. GE Healthcare (SemiPhor). Die Blotein-
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heit bestand ausgehend von der Anode aus drei Lagen Blottingpapier, der Membran,
dem Gel und abschliefend drei weiteren Lagen Blottingpapier. Der Transfer wurde fiir
10 Minuten bei 3mA /cm? durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Membran getrocknet.

3.4 Enzymkinetische Methoden

Der Grofiteil der enzymkinetischen Methoden wurde mit der Reversen Transkriptase
durchgefiihrt. Dafiir wurde einheitlich, wenn nicht anders angegeben, der sogenannte
RT-Assaypuffer eingesetzt.

RT-Assaypuffer

Tris/HCI, pH 8,0 50mM
KCl1 50 mM
MgCly 10 mM

3.4.1 Untersuchungen zur Dimerisierung der Reversen
Transkriptase

3.4.1.1 HPLC-Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration wurde eingesetzt, um Protein-Praparationen auf ihre Ho-
mogenitdt hin zu iiberpriifen und die Monomer /Dimer-Verteilung der HIV-1 RT zu ana-
lysieren. Die Proben wurden auf einer Superdex 200 HR 10/30 Saule (GE Healthcare)
separiert und die Proteine iiber ihre Absorption bei 280 nm nachgewiesen. Wenn nicht
anders angegeben wurde eine Flussrate von 0,5ml/min benutzt. Der Laufpuffer setzte

sich wie folgt zusammen:

Gelfiltrationspuffer ~ 10mM  Bis-Tris-Propan/HCI pH 7,0
100mM  Ammoniumsulfat

Zur Auswertung wurden die Flichen der einzelnen Peaks Mithilfe der Millenium-Soft-
ware (Waters) integriert.

3.4.1.2 Assoziation der Reversen Transkriptase Untereinheiten

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob gezielte Punktmutationen in der p51 Un-
tereinheit die Dimerisierung mit der p66 Untereinheit beeinflussen. In diesem Zusam-
menhang wurden Assoziationsexperimente durchgefiihrt. Die Untereinheiten wurden
zunéchst separat gereinigt (siehe 3.2.7, die p66 Praparation wurden freundlicherweise
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von Dr. Tobias Restle zur Verfiigung gestellt). Die p66 Untereinheit bildet in Abwesen-
heit von p51 stabile Homodimere aus. Daher wurde die zu verwendende Menge an p66
Protein zunéchst 1:1 mit 30 % Acetonitril (ACN) versetzt, um die vorliegenden Homo-
dimere zu dissoziieren [34]. Der Ansatz wurde fir 10 Minuten auf Eis inkubiert und
anschliefend fiir 5 Minuten bei 12000 g bei 4°C zentrifugiert, um eventuell ausgefallene
Bestandteile abzutrennen. Die Monomerisierung wurde mithilfe der Gelfiltration iiber-
priift.

Die auf diese Weise monomerisierte p66 Fraktion wurde in einem 100 ul Ansatz mit der
entsprechenden p51 Untereinheit bei Raumtemperatur inkubiert. Fiir die Untereinheiten
ergab sich jeweils eine Endkonzentration von 1,175 uM. Der Assoziationspuffer enthielt
50mM Tris/HCI, pH 8,0, 10 mM MgCl,, 50mM KCI und 1mM DTT. Nach 6, 24 und
146 Stunden wurde die Monomer/Dimer-Verteilung mithilfe der Gelfiltration analysiert.

3.4.1.3 Reassoziation der Reversen Transkriptase Untereinheiten

Die in diesen Versuchen eingesetzte RT lag in 50 mM MES, pH 6,0 vor, da die Stabi-
litdt gegeniiber organischen Losungsmitteln bei leicht saurem pH erniedrigt ist und eine
vollsténdige Dissoziation mit Acetonitril erreicht werden kann [116]. Die RT-Losung
wurde zunéchst auf eine Konzentration von 31,67 uM mit 50 mM MES pH 6,0 verdiinnt.
Zur Dissoziation des RT Heterodimers wurde die Losung mit 30 %igem Acetonitril ver-
setzt, sodass eine Endkonzentration von 12 % ACN resultierte. Der Ansatz wurde fiir
10 Minuten auf Eis inkubiert und anschliefend bei 12000 g fiir 5 Minuten bei 4°C zen-
trifugiert. Die Monomerisierung des Dimers wurde mittels Gelfiltration {iberpriift. Die
Reassoziation der Untereinheiten wurde durch eine 1:15 Verdiinnung der Proteinlosung
in Acetonitril-freiem Puffer induziert. Die Ansétze wurden je nach Fragestellung bei
Raumtemperatur oder 4°C inkubiert. Es ergab sich eine Endkonzentration der RT von
1,27 uM im Reassoziationsansatz. Der verwendete Reassoziationspuffer enthielt 50 mM
Tris/HCI, pH 8,0, 10 mM MgCl,, 50mM KCI. Je nach Experiment wurden dem Puffer
mogliche Inhibitoren der Dimerisierung zugesetzt.

3.4.2 Filterbindungsassay

Sollten Bindungsaffinitdten zwischen Nukleinsduren und Proteinen gemessen werden,
kam u.a. der Filterbindungsassay zum Einsatz. Das Prinzip dieses Assays beruht auf
einer nichtkovalenten Bindung von Proteinen an einen Nitrozellulosefilter. An das Pro-
tein gebundene und damit auf dem Filter verbleibende Nukleinsduren konnen in einer
spéateren Szintillationszéhlung quantifiziert werden, nicht gebundene Nukleinsduren wer-
den zuvor weggewaschen. Die Nitrozellulosefilter mussten fiir mindestens 16 Stunden im

45



3 Methoden

entsprechenden Bindepuffer vorinkubiert werden, um die unspezifische Bindung von Nu-
kleinsduren zu minimieren.

Zunichst wurde die radioaktiv markierte Nukleinsdure (vgl. 3.3.2) mit steigenden Kon-
zentrationen an Protein fiir 10 Minuten bei 25°C in Bindepuffer inkubiert. 10 ul des
Ansatzes wurden auf einen Nitrozellulosefilter pipettiert, der auf einer Saugvorrichtung
(Saugflasche mit Frittenaufsatz) aufgelegt war. Durch das angelegte Vakuum wurde die
Fliissigkeit abgesaugt und der Filter mit 2ml Puffer gewaschen. Die Filter wurden an-
schliefend bei 60°C getrocknet und in ein Fliissigszintillationsgefafl {iberfiihrt. Nach
Einfiillen von 3ml Szintillationsfliissigkeit wurde die Radioaktivitdt der Proben fiir 1
Minute in einem Fliissigszintillationszahler ausgezahlt. Zusétzlich zu den eigentlichen
Messwerten wurden zwei Kontrollwerte mitgefithrt. Zum einen wurde ein Ansatz ohne
Protein in gleicher Weise auf einen Filter pipettiert und gewaschen. Dieser Messwert
gibt Auskunft {iber den Anteil der unspezifischen Bindung der Nukleinsdure an den Fil-
ter. Zum anderen sollte der maximal mogliche Messwert ermittelt werden, der spéter
100 % gebundener Nukleinsdure entspricht. Dafiir wurde 10 ul eines Ansatzes auf einen
trockenen Filter pipettiert und ohne Waschen sofort zur Radioaktivitdtmessung einge-
setzt.

Zur Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstanten wurde zunéchst die prozen-
tuale Menge an gebundener Nukleinsdure berechnet. Die so ermittelten Werte wurden
gegen die Proteinkonzentration aufgetragen und mithilfe des Programms Grafit mit einer
quadratischen Bindungsgleichung ausgewertet.

3.4.3 Standard-Polymeraseassay

Der Standardassay wurde eingesetzt, um die Aktivitéit verschiedener RT-Préaparationen
zu iberpriifen und um den konzentrationsabhéngigen Einfluss verschiedener Inhibito-
ren auf die RNA-abhingige DNA-Polymeraseaktivitit der Reversen Transkriptase zu
bestimmen. Folgender Reaktionsansatz wurde fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert:

Reaktionsansatz 10x Assaypuffer

10x Assaypuffer 2,5 pul | Tris/HCI pH 8,0 500 mM
22,7 uM *H-dTTP (110 Ci/mmol) 1,25 ul | KCI1 800 mM
5mM dTTP 0,25ul | DTT 50 mM
poly(rA)/oligo(dT);5 [5 ODaggo/ml] 1l | MgCl, 60 mM
H,O ad 25 ul

Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe des Enzyms. Von jedem Ansatz wurden 2 x
10 pl auf ein 1em x 2 cm groBes DEAE-Filterpapier pipettiert. Die negativ geladenen Nu-
kleinsduren binden an die positiv geladenen DEAE-Seitenketten des Papieres, wiahrend
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20x SSC
NaCl 3M
Natriumcitrat pH 7,0 0,3M

freie, nicht eingebaute Nukleotide in den folgenden Waschschritten entfernt werden. Die
Filterpapiere wurden getrocknet und anschlieffend fiir 2x 5 Minuten mit 1x SSC und
1x mit 100 % Ethanol gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Papiere fiir 30 Mi-
nuten bei 80°C getrocknet. AnschlieBend wurden sie in Szintillationsgefafle iiberfiihrt,
mit 3ml Szintillationsfliissigkeit fiir wissrige Losungen {iberschichtet und gemessen. Fiir
die Bestimmung der maximalen Aktivitdt wurden 10 ul des Reaktionsansatzes auf ein

Filterpapier gegeben, ohne Waschen getrocknet und ebenfalls vermessen.

3.4.4 RNaseH-Assay

Neben der Polymeraseaktivitit wurde auch die RNaseH-Aktivitidt der RT getestet. Da-
zu wurde der Abbau eines radioaktiv markierten RNA-Stranges aus einem RNA /DNA-
Hybrid verfolgt. Als RNA wurde ein 35-mer verwendet, als DNA ein 52-mer (Sequenzen
sind in Abschnitt Material aufgefiihrt). Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusam-

men:
Reaktionsansatz 10x Assaypuffer
Assaypuffer 1x | Tris/HCI pH 8,0 500 mM
RT 20nM | KCI 500 mM
RNA/DNA-Hybrid 133nM | MgCl, 80 mM

DTT 2mM

Die Reaktion wurde durch Zugabe des Hybrids gestartet und bei 37°C inkubiert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden 10 ul entnommen und 1:1 mit Formamid-AP gemischt,
um die Reaktion zu stoppen. Die Proben wurden fiir 3min bei 95°C denaturiert und
3 pl wurden in einem 12 %igen denaturierenden PAA-Gel aufgetrennt (3.3.4.2). Das
Gel wurde getrocknet und mit einer ?P-sensitiven Platte exponiert. Die Intensitiit der
35nt Bande wurde nach Autoradiographie mit dem Programm ImageQuant (Molecular
Dynamics) ausgewertet. Die Abnahme des Substrats wurde gegen die Zeit aufgetragen
und die Daten mit einer einfach exponentiellen Gleichung ausgewertet.
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3.4.5 Charakterisierung des Nukleotideinbaus durch die Reverse
Transkriptase

Eine detailliertere Analyse der HIV-RT Polymeraseaktivitit wurde durch zeitaufgeloste
Einzelnukleotideinbaustudien méglich, die ihrerseits in pre-steady state und steady state
Kinetiken unterschieden werden kénnen. In der pre-steady state Phase wird der Anfang
einer Reaktion bis zur Einstellung des FlieSgleichgewichtes (steady state) im Millisekun-
denbereich verfolgt. Die im Zusammenhang mit diesen Versuchen angegebenen Konzen-
trationen beziehen sich immer auf die finalen Konzentrationen im Reaktionsgemisch.
Alle Experimente wurden bei 25°C durchgefiihrt.

3.4.5.1 Untersuchung sehr schneller Einbaukinetiken

Der durch die HIV-RT vermittelte Nukleotideinbau in radioaktiv markierte Primer wur-
de mithilfe der Quench-Flow-Methode gemessen [69]. In dieser Arbeit wurde das Modell
RQF-3 der Firma KinTek verwendet, dass iiber ein Wasserbad temperiert werden konn-
te. Dieses Gerét erlaubt das schnelle Mischen zweier Losungen und das kontrollierte
Abstoppen der Reaktion nach definierten Zeitintervallen im Millisekundenbereich. In
Abbildung 3.1 ist der schematische Aufbau einer Quench-Flow-Apparatur gezeigt. Die
Probenschleife A wurde aus der Probenspritze A (gelb) mit einem vorgeformten Komplex
aus RT und Primer/Template (p/t) befiillt. Wurde der Einfluss des NCs auf die Reak-
tion betrachtet, wurde nach Ausbildung des RT - p/t-Komplexes NC zugegeben und fiir
5 Minuten inkubiert. In der Probenschleife B (rot) befand sich die ANTP-Losung. Diese
enthielt das néchste, komplementér zum Template an das 3’-Ende des Primers einzubau-
enden Nukleotid und war ggf. mit einem Kompetitor versetzt (p/t oder Pseudoknoten).
Durch die Bewegung des Motors wird der Reaktionspuffer aus den Pufferspritzen in
die Probenschleife geschossen und die Reaktionslosungen aus den Probenschleifen in die
Reaktionsschleife gedriickt. Die Reaktionszeit ist hierbei abhéngig von der Lénge der Re-
aktionsschleife. Hat die Probe die Reaktionsschleife passiert, trifft sie auf die Quencher-
Losung (0,6 % TFA), die die Reaktion sofort abstoppt. Uber die Ausgangsschleife wird
die Probe dann in ein Auffanggefafl geleitet. Wurden kleine Reaktionsschleifen benutzt,
musste die Volumendifferenz zur grofiten Schleife durch Zugabe von Quencherlosung
ausgeglichen werden, um eine gleichméfige Signalstéirke fiir die spétere Analyse der Re-
aktionsprodukte zu gewihrleisten. Der verwendete Primer war am 5’-Ende radioaktiv
markiert, sodass der verldngerte vom unverlangerten Primer in einer denaturierendem
Harnstoffgel getrennt und identifiziert werden konnte (3.3.4.2). 10 ul der aufgefangenen
Reaktionslosung wurden 1:1 mit Formamid-Auftragspuffer vermischt, fiir 3 min bei 95°C
erhitzt und 3 ul auf ein 12 %iges Gel aufgetragen. Das getrocknete Gel wurde mit einer
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32P_sensitiven Platte exponiert, die in einem PhosphorImager eingelesen wurde. Die Si-
gnalstarke wurde mit dem Programm ImageQuant ausgewertet. Fiir jeden Messpunkt
wurden die Signale des unverlingerten und des verlingerten Primers bestimmt, iiber
den Hintergrund integriert und anschlieffend aus den ermittelten Werten der prozentua-
le Produktanteil berechnet. Zur Ermittlung des Nullwerts, der den Zeitpunkt t=0 angibt,
wurden je 10 ul der RT - p/t und der ANTP Reaktionslosung in 100 ul Quenchlésung pi-
pettiert. Der Nullwert wurde von allen ermittelten Produktanteilen abgezogen. Aus der
eingesetzten Primerkonzentration konnte der Produktanteil in eine Konzentrationsanga-
be umgerechnet werden. Die Produktzunahme wurde in Abhéngigkeit von der Reaktions-
zeit ausgewertet. Die Berechnung der Polymerisationsraten erfolgte mit dem Programm
Grafit unter Verwendung von exponentiellen Gleichung.

Stempel

Dreiwegeventil

Probenschleife

- =

Spulung

Spulung

Austritt der Probe

Reaktionsschleife

Abbildung 3.1: Aufbau eines Quench-Flow Gerates.
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3.4.5.2 Untersuchung langsamer Einbaukinetiken

Wurden Polymerisationsreaktionen im Sekundenbereich betrachtet, konnte die soge-
nannte Handquench-Methode eingesetzt werden. Die Reaktion wurde durch Zugabe der
Nukleotidlosung (25 pl) zur RT - p/t-Losung (25 ul) gestartet. Nach den gewiinschten
Inkubationszeiten wurden 8yl des Reaktionsgemisches entnommen und die Reaktion
durch Mischen mit 30 ul 0,6 %ige TFA-Losung gestoppt. AnschlieBend wurden 8 ul die-
ser Losung im Verhéltnis 1:1 mit Formamid-Aufragspuffer versetzt und davon 3 ul nach
Erhitzen (95°C fiir 3 Minuten) auf ein analytisches Harnstoffgel aufgetragen. Die weitere
Handhabung und Auswertung erfolgte wie unter 3.4.5.1 beschrieben.

3.4.6 Fluoreszenzspektroskopische Methoden

Zur Analyse von Konformationséinderungen oder Bindungsgleichgewichten kénnen oft-
mals Fluoreszenuntersuchungen herangezogen werden, da sich die Fluoreszenz in Abhén-
gigkeit von der molekularen Umgebung des Fluorophors dndert. Bei Fluoreszenzmessun-
gen wird zwischen intrinsischer und extrinsischer Fluoreszenz unterschieden. Intrinsische
Fluoreszenz wird von biomolekiileigenen Fluorophoren emittiert (beispielsweise durch
Tryptophane in Proteinen). Als extrinsisch wird die Fluoreszenz von Fluorophoren be-
zeichnet, die nicht natiirlicher Bestandteil des Systems sind (in dieser Arbeit: FAM, Cy5,
Alexad48, R6G). Intra- und intermolekulare Interaktionen kénnen dariiber hinaus iiber
eine spezielle Variante der Fluoreszenzmessung, dem sogenannten Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET), verfolgt werden, bei dem zwei Fluorophore eingesetzt werden,
zwischen denen eine Energieiibertragung moglich ist.

Alle Fluoreszenzmessungen wurden am Fluoreszenzspektrometer Fluoromax III durch-
gefithrt. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte mit der Gerdtesoftware DataMax 2.20
(Horiba Jobin Yvon).

Fluorophor Exitation (nm) Emission (nm) Spalt (nm) Ex/Em

Cy5 649 670 1/1
FAM 492 516 1/1
Alexadd8 493 520 1/1
DABCYL 480 550 5/5

3.4.6.1 Gleichgewichts-Fluoreszenzmessungen

Um Dissoziationskonstanten zwischen RT und Nukleinsdureliganden zu bestimmen, wur-
den Fluoreszenztitrationen herangezogen. Interagiert die RT mit einem am Primer-
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Molekiil FAM-markierten p/t-Substrat, nimmt die Fluoreszenz des Fluorophors mit stei-
genden Mengen an hinzu titrierter RT ab. Im Fall der Verdrangungstitration wurde das
FAM-p/t vollstindig mit RT abgesittigt, sodass keine weitere Reduktion der FAM-
Fluoreszenz erreicht werden konnte. Eine Titration eines um die Nukleinsdurebindungs-
stelle kompetitierenden RT-Bindungspartners fithrt bei steigenden Konzentrationen des
Kompetitors zur Verdringung des FAM-p/t. Der Prozess kann iiber die ansteigende
Fluoreszenz des freigesetzten FAM-p/t verfolgt werden.

Die Messungen erfolgten in einer 700 ul Quarzkiivette (Hellma), mit 2mm Xx 10mm
Schichttiefe. Der Kiivettenhalter wurde iiber ein Wasserbad auf 25°C temperiert. Der
verwendete RT-Reaktionspuffer wurde vor Gebrauch filtriert (0,2 um) und entgast. Die
Fluoreszenzénderungen wurde bei jedem Titrationsschritt solange beobachtet, bis sich
ein stabiles Signal einstellte. Die gemessenen Fluoreszenzwerte sowie die Konzentration
der Liganden wurde im Anschluss korrigiert, um die Volumenzunahme wéhrend der Mes-
sung einzubezichen. Die Daten wurden mit dem Programm Grafit (Fluoreszentitration)
bzw. Scientist (Verdrangungstitration) ausgewertet.

3.4.6.2 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Messungen (FRET)

Um die Dissoziation der Substrat-RT-Komplexe zu bestimmen, wurden FRET-Messun-
gen durchgefiihrt. Dazu wurde eine Reverse Transkriptase verwendet, die in der p66
Untereinheit an Position 287 einen Aminosédureaustausche von Serin zu Cystein trug.
Des Weiteren wurden alle anderen Cysteine in der p66 Untereinheit zu einem Serin
mutiert. Damit wurde eine positionsspezifische Markierung iiber das eingefithrte Cy-
stein moglich. Die Markierung erfolgte mit dem griinen Fluoreszenzfarbstoff Alexa®8-
Cs-Maleimid (Molecular Probes). AnschlieBend wurde die p66 mit der p51 Unterein-
heit versetzt, sodass das heterodimere Protein gewonnen werden konnte. Das so mo-
difizierte Protein wurde freundlicherweise von Paul Rothwell zur Verfiigung gestellt.
Als Substrat kam ein Primer/Template zum Einsatz, das - verbunden iiber einen Cg-
Aminolinker - am 5’-Ende des Primers ein Cy5-Fluoreszenzfarbstoff trug. Die Sequenz
des Primer/Template-Substrats ist von der Sequenz der HIV-1 Primerbindungsstelle
abgeleitet. Wie aus Proteinkristallstrukturen bekannt ist, befinden sich Donor- und Ak-
zeptorfluorophor unter diesen Bedingungen im sogenannten Forster-Radius, der eine
optimale Fluoreszenziibertragung von Donor zur Akzeptor zulédsst [127].

Alle Messungen wurden in einer 70 pl Fluoreszenzkiivette (Hellma) bei 25°C in RT-
Assay-Puffer durchgefithrt. Um das FRET-Signal zu verfolgen wurde eine Exitations-
wellenldnge von 492 nm (Spaltéfnung 1,0) und eine Emissionswellenldnge von 667 nm
(Spaltoffnung 5,0) am Fluoromax IIT eingestellt. Die RT-Losung wurde in die Kiivette
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tiberfiihrt, anschlieBend das Primer/Template-Subtrat zugegeben und das FRET-Signal
bei 667 nm verfolgt. Nachdem sich ein stabiles Signal eingestellt hatte, wurden ziigig
25 uM Pseudoknoten-RNA als Kompetitor in die Losung gegeben, der nach Dissozia-
tion des p/t die Nukleinsdurebindungsstelle der RT besetzt. Die Dissoziation des Pri-
mer /Templates konnte direkt iiber die Abnahme des FRET-Signals verfolgt werden. Soll-
te der Einfluss des Nucleocapsid-Proteins auf die Dissoziation bestimmt werden, wurde
das Protein zum vorhandenen RT-p/t-Komplex zugegeben und vor Pseudoknotenzugabe
ein stabiles Signal abgewartet. Nach jedem Schritt innerhalb des Experiments wurde ein
Emissionsspektrum im Bereich von 450-750 nm aufgenommen, um die Verdnderungen
im Exitations- und Emissionsspektrum der Fluorophore zu verfolgen.

3.4.6.3 Test auf Chaperonaktivitit des Nucleocapsid-Proteins

Das Nucleocapsid-Protein besitzt eine Nukleinsdure-Chaperon-Aktivitat, die es ihm er-
moglicht, doppelstréangige Nukleinsdureabschnitte zu entwinden. Um die Funktionalitét
des gelosten Proteins (3.2.9) in dieser Arbeit zu iiberpriifen, wurde die Chaperonaktivitét
bestimmt. Wie von Beltz et al. beschrieben [9], kann hierzu ein Oligonukleotid (¢TAR)
eingesetzt werden, dass am 5’-Ende mit einem 6-Carboxyrhodamin (R6G) und am 3'-
Ende mit einem DABCYL-Fluoreszenzloscher ausgestattet ist. Das DNA-Oligonukleotid
ist von der Sequenz des TAR-Strukturelements innerhalb der HIV-Genoms abgeleitet
und bildet eine stabile Haarnadelschleife aus. Die Oligonukleotidtermini liegen in der
energetisch stabilen Stamm-Struktur dicht beeinander, sodass die Fluoreszenz des ange-
regten R6G-Fluorophors durch DABCYL gequencht wird. Bei Zugabe des NCs wird die
Stammstruktur gelost, der Fluoreszenzldscher raumlich vom Fluorophor getrennt und
ein Anstieg der Fluoreszenz kann verzeichnet werden.

NC-Bindepuffer 25mM Tris/HCl pH7,5
30mM NaCl
200 M MgCl,

Die Messungen wurden in einer 700 ul Quarzkiivette (Hellma) durchgefiihrt. Zunéchst
wurde das DNA-Oligonukleotid ¢cTAR in einer Konzentration von 100 nM in Bindepuf-
fer vorgelegt. Nach Messen des R6G-Emissionsspektrum (500 bis 700 nm, Emissions-
maximum bei 550 nm) wurde NC zupipettiert, sodass ein molares Verhéltnis von NC-
Protein zu Nukleotid von 1:5 erreicht wurde. Die Losung wurde gemischt und erneut das
DABCYL-Emissionsspektrum aufgenommen. Fiir die aktive Form des NCs sollte der
Quotient der ermittelten Fluoreszenzwerte der Emissionsmaxima bei 550 nm zwischen
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6,5 und 7,5 liegen.

Um das ¢TAR wieder in seine stabile Haarnadelstruktur zu iiberfithren, wurde EDTA in
einer Endkonzentration von 1 mM zugegeben. EDTA chelatiert das fiir die NC-Aktivitét
essentiellen Zinkionen. Nach erneutem Mischen und Inkubation fiir 5 min sollte der Fluo-
reszenzwert des Emissionsmaximums den Wert vor der Zugabe des NCs erreichen.

3.4.7 Bestimmung der Luziferaseaktivitat

Luziferase katalysiert die ATP-abhingige Oxidation des Substrats Luziferin. Dabei wird
Licht emittiert (Lumineszenz). Die Quantifizierung der Lichtemission kann als Akti-
vitédtsbestimmung fiir das Enzym herangezogen werden. Die Luziferaseaktivitat wurde in
einem Fluoroskan Ascent FL (Labsystems, Helsinki, Finnland) durchgefiihrt. Das Emis-
sionssignal (relative light units, RLU) wurde iiber 90 Sekunden aufgenommen, wobei alle
10 Sekunden ein Messpunkt ermittelt wurde. Die Messung erfolgte bei Raumtemperatur
in einer Mikrotiterplatte. Wenn nicht anders erwahnt wurden 5 ul der Luziferaseprobe
in 100 gl Lumineszenzpuffer iiberfithrt und umgehend die Messung gestartet.

Lumineszenzpuffer 25mM  Hepes, pH 7,5
50mM KCI
15mM  MgCly
2mM DTT

0,05mg/ml BSA
240mM Coenzym A
100 uM  Luziferin
1mM ATP

Die spezifische Aktivitdt des Enzyms wurde folgendermaflen definiert: RLU nach 90
Sekunden pro pug Gesamtprotein.

3.4.8 Bestimmung der ATPase-Aktivitat

Verschiedene Luziferase-Praparationen wurden vergleichend auf ihre ATPase-Aktivitét
hin iiberpriift. Ein 10 ul Ansatz enthielt 1 ul 10x Puffer 3 (500 mM Tris/HCI, pH 7,9,
1M NaCl, 15 mM Mg,Cl, 1 mM DTT), 33 fmol 7-[**P]-ATP (Perkin Elmer) und die an-
gegebenen Mengen an Luziferase. Als Kontrollen wurde Alkaline Phosphatase (CIP, Fa.
NEB) und entsprechende Mengen an rekombinanter Luziferase (Promega) eingesetzt.
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Das Reaktionsgemisch wurde 5 Minuten bei 25°C inkubiert. Anschlieend wurden 2 ul
jeder Probe auf eine DC-Platte aufgetragen (Polygram, CEL 300 PEI, Macherey & Na-
gel) und getrocknet. Der DC-Lauf erfolgte in 0,6 M KHoPOy fiir 15 Minuten. Die Platte
wurde getrocknet und fiir 15 Minuten mit einer 3?P-sensitiven Platte exponiert, die mit
einem Phosphorlmager (GE Healthcare) eingelesen wurde. Die Auswertung der Daten
erfolgte mit der Software ImageQuant. Abgespaltenes und damit freies *2Phosphat fand
sich an der Losemittel-Lauffront, ungespaltenes ATP befand sich unter den gewéhlten
Bedingungen am Auftragsort. Der integrierte Wert des freien *?Phosphat in der CIP-
Kontrolle wurde auf 100 % ATPase-Aktivitéit gesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Proteinaufreinigung

4.1.1 Praparation der HIV-1 Reversen Transkriptase

Fiir alle Inhibitionsstudien und mechanistischen Untersuchungen mit der HIV-1 Rever-
sen Transkriptase wurden gréflere Mengen an homogenem und RNase-freiem Protein
benétigt.

Die in dieser Arbeit verwendete Reverse Transkriptase wurde nach einem bereits eta-
blierten Protokoll aufgereinigt ([25], abgewandelt nach [103]). Nach Aufschluss der Zellen
und einer ersten Ammoniumsulfatfillung wurden zunéchst die Nukleinsduren ausgefillt
und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dialysiert und die ausgefallenen Bestandteile
durch eine erneute Zentrifugation abgetrennt.

— PR e - | «+—p66
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Abbildung 4.1: Aufreinigung der HIV-1 Reversen Transkriptase iiber eine DEAE-
Saule. Die gesammelten Fraktionen wurden auf einem 10 %igen SDS-Gel elektrophoretisch auf-
getrennt und anschlieBend Coomassie-Blau gefarbt. Als GroBenstandard wurde gereinigte HIV-1
RT eingesetzt: Spur M. Spur 1: Pellet nach Zentrifugation des Dialysats, Spur 2: Uberstand nach
Zentrifugation des Dialysats, Spur 3—-10: Fraktionen.

Wie in Abbildung 4.1 zu erkennen ist, befand sich nur ein sehr geringer Teil des Proteins
im Pellet (Spur 1). Der RT-haltige Uberstand (Spur 2) wurde auf eine DEAE-Siule auf-
getragen. Unter den gewihlten Bedingungen lag die Reverse Transkriptase als positiv
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geladenes Molekiil vor und bindet im Gegensatz zu den meisten bakteriellen Protei-
nen nicht an die positiv geladene DEAE-Sepharose. Daher befindet sich das Protein im
Durchfluss der Séule (Spur 3-10).

=
—4=

Abbildung 4.2: Aufreinigung der HIV-1 Reversen Transkriptase iiber eine Heparin-
Saule. Das Protein wurde mit einem linearen NaCl-Gradienten eluiert. Die aufgefangenen Fraktio-
nen sind auf einem Coomassie-Blau gefarbten SDS-Gel gezeigt. Spur M: HIV-1 RT Standard. Spur
1-14: Elutionsfraktionen.

Die Reverse Transkriptase weist eine hohe Affinitdt zu Nukleinsduren auf und wurde
daher in einem zweiten Schritt an einer Heparinsaule gereinigt. Heparin ist ein Polyanion,
an das Nukleinsiure-bindende Proteine wegen der Ahnlichkeit zum Phosphatriickgrat
von Nukleinsduren binden. Das Protein wurde iiber einen Salzgradienten eluiert. In
Abbildung 4.2 sind die Fraktionen der Elution gezeigt. Die Reverse Transkriptase konnte
hier bereits in einer iiber 70 %igen Reinheit gewonnen werden.

Im letzten Schritt wurde das Protein iiber eine Groflenausschlusschromatographiesiule
gereinigt. Diese chromatographische Methode erlaubt die Trennung von Biomolekiilen
entsprechend ihrem Molekulargewicht. Niedermolekulare Proteine, die durch die voran-
gegangenen Schritte nicht abgetrennt werden konnten, konnten {iber die Gelfiltration
effizient isoliert werden. In Abbildung 4.3 ist die Analyse der einzelnen Fraktionen ge-
zeigt. Die Ausbeute betrug 30 mg Protein pro 50 g Zellmasse.
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Abbildung 4.3: Aufreinigung der HIV-1 Reversen Transkriptase iiber eine Gelfiltra-
tionssdule. Die aufgefangenen Fraktionen sind auf einem Coomassie-Blau gefarbten SDS-Gel
gezeigt. Spur M: HIV-1 RT Standard. Spur 1-18: Elutionsfraktionen.

4.1.2 Préaparation der p51 Untereinheit der Reversen Transkriptase

Alle Klonierungsarbeiten zur Herstellung der mutierten p51 Proteine wurden von Eliane
Schweizer und Karin Vogel-Bachmayer mithilfe verschiedener PCR-Methoden am Max-
Planck-Institut in Dortmund durchgefiihrt. Dabei wurden entweder die Positionen 331
(Lysin), 363 (Asparagin) oder 364 (Asparaginsiure) jeweils durch ein Alanin ersetzt.
Um den Einfluss der einzelnen Punktmutationen in der p51 Untereinheit auf das Dime-
risierungsverhalten des RT Heterodimers untersuchen zu kénnen, mussten die mutierten
Proteine zunéchst aufgereinigt werden. Die Aufreinigung verlief nach einem etablierten
Protokoll in zwei chromatographischen Schritten. Dabei wurde fiir die Affinitédtschroma-
tographie im ersten Schritt die Anwesenheit eines Polyhistidinetiketts am N-Terminus
der p51 Untereinheit ausgenutzt. In Abbildung 4.4 sind die Elutionsfraktionen nach der
Ni-NTA-Sédule dargestellt, die bereits einen hohen Reinheitsgrad aufwiesen.

Eine anschlieBende Aufreinigung iiber eine Ionenaustauscherkombination ermdoglichte
es, die restlichen Kontaminationen zu entfernen. Auf einem SDS-Gel konnten - auch
bei hohen p51-Proteinmengen - keine bakteriellen Proteine mehr ausgemacht werden
(Abbildung 4.5). Typischerweise konnten pro 10g Zellmasse ca. 13 mg rekombinantes
p51-Protein gewonnen werden.
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Abbildung 4.4: Aufreinigung der HIV-1 RT p51 Untereinheit iiber eine Ni-NTA-
Saule. Die einzelnen Fraktionen wurden auf einem 10 %igen SDS-Gel elektrophoretisch aufge-
trennt und anschlieBend Coomassie-Blau gefarbt. Als GréBenstandard wurde gereinigte HIV-1 RT
eingesetzt: Spur M. Elutionsfraktionen: Spur 1-17; I5slicher Uberstand nach Aufschluss: Spur 18;
Durchfluss: Spur 19; Waschfraktionen: Spur 20-21.
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Abbildung 4.5: Elution der HIV-1 RT p51 Untereinheit von einer Hi-Trap-SP-Saule.
Die eluierten Fraktionen wurden auf einem 10%igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und
anschlieBend Coomassie gefarbt. Als GroBenstandard wurde gereinigte HIV-1 RT eingesetzt: Spur
M. Elutionsfraktionen: Spur 1-19.
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4.1.3 Expression und Aufreinigung der firefly Luziferase

Fiir die Emission von Licht ist beim Kéafer Photinus pyralis das Protein Luziferase ver-
antwortlich. Luziferase ist ein monomeres Protein von 62kDa, das folgende Reaktion
katalysiert:

ATP + Oy + D-Luziferin — AMP + PP; + Oxyluziferin + Licht (560 nm)

Die Reaktion liefert die hochste Quantenausbeute, die in einem Biolumineszenzsystem
bisher ermittelt wurde. Fiir jedes oxidierte D-Luziferin-Molekiil wird nahezu ein Photon
emitiert. Weitere Vorteile stellen die geringe Hintergrundstrahlung im in vitro Expe-
riment, die hohe Sensitivitidt und die einfache Handhabung dar. Aus diesen Griinden
wird das Luziferasesystem héaufig als quantitativer Assay und als Reportersystem ge-
nutzt. Um die Luziferase in solchen Systemen anwenden zu kénnen, wurde in dieser
Arbeit das Luziferasegen in einen geeigneten Expressionsvektor kloniert und zusétzlich
ein Expressions- und Aufreinigungsprotokoll fiir das Protein etabliert.

4.1.3.1 Klonierung und Expression

Zur Gewinnung rekombinanter firefly Luziferase sollte ein mdoglichst zuverlédssiges Ex-
pressionssystem gefunden werden, dass ein einfaches und effizientes Aufreinigungsproto-
koll zulésst. In dieser Arbeit wurde der Vektor pGEX-4T-1 TEV genutzt (freundlicher-
weise von Dr. Matthias Geyer, MPI, Dortmund zur Verfiigung gestellt), der das Gen
fiir Glutathion S-Transferase (GST) tragt. In die multiple Klonierungsstelle sollte das
Luziferasegen eingefiigt werden, sodass das ein Fusionsprotein exprimiert wird, das iiber
den GST-Anteil in einem Affinitétschromatographieschritt leicht isoliert werden kann.
Zusétzlich werden zwei Protease-Schnittstellen (Thrombin, TEV) kodiert, die eine Ab-
spaltung des GST-Proteins vom Zielprotein erlauben (Abbildung 4.6).

Die Gensequenz der Luziferase wurde aus dem Vektor pACYC 177 T7-Luc, der freund-
licherweise von Dr. Jochen Reinstein (Max-Planck-Institut, Dortmund) zur Verfiigung
gestellt wurde, iiber eine PCR-Amplifikation gewonnen. Die genspezifischen Primer ge-
nerierten am 5’-FEnde eine Sal I- und am 3’-Ende eine Nco I-Schnittstelle. Vektor und
PCR-Fragment wurden mit beiden Enzymen verdaut, das linearisierte Plasmid und das
geschnittene PCR-Fragment iiber ein Gel aufgereinigt und der Vektor dephosphoryliert.
Anschliefend wurde die Luziferase-Sequenz und das linearisierte Plasmid ligiert. Das
Ligationsprodukt wurde in elektrokompetente XL1-Zellen transformiert und die Bak-
terien auf Ampicillinresistenz selektiert. Positive Klone wurden in einer Fliissigkultur
angezogen und das Plasmid iiber eine Mini-Praparation isoliert. Die Anwesenheit des
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A T7-Polymerase Glutathion S-Transferase .
pACYC 177 Amp
T7-Luc pGEX-4T-1 TEV
9548 bp ~ 4900 bp
Amp
Luziferase
1716 bp

PCR mit Luziferase- Restriktion: Sall/Ncol

spezifischen Primern Gelextraktion

Restriktion: Sall/Ncol Dephosphorylierung

Gelextraktion Gelextraktion

Sall Neo | Glutathion sal |
Luziterase S-Transferase Neoll
Amp
pGEX4T-1 TEV
~ 4900 bp
Luziferase
Glutathion /\
S-Transferase
Amp
PGEX4T-1 TEV
Luc
~ 6635 bp
B
e > -
N[TGST |: |,U_J | Luziferase |c

Abbildung 4.6: Klonierung des Luziferasegens in den Vektor pGEX-4T-1 TEV. A
Das Gen fiir die firefly Luziferase wurde aus dem Vektor pACYC 177 T7-Luc amplifiziert. Die
an den Enden generierten Restriktionsschnittstellen erlaubten eine Ligation in den mit Sal | und
Nco | linearisierten Vektor. B. Schematische Darstellung des klonierten Fusionsproteins. An den
N-terminalen GST-Anteil schlieBen sich die Proteaseschnittstellen fiir Thrombin (THR) und TEV-

Protease (TEV) an. Die Luziferase befindet sich am C-Terminus.
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Luziferase-Gens wurde mithilfe einer PCR-Reaktion mit genspezifischen Primern iiber-
priift. Zur Expression wurde der Bakterienstamm BL21 DE3 genutzt.

Testexpressionen zeigten, dass das rekombinante Protein bei einer Kultivierungstempe-
ratur von 37 °C fast ausschliellich in Einschlusskérperchen vorlag. Aus diesem Grund
wurden die Kulturen bei niedrigeren Temperaturen inkubiert. Bei einer Kultivierungs-
temperatur von 25 °C konnten circa 50 % des Proteins in der 16slichen Fraktion wieder-
gefunden werden, was im Folgenden als Standardinkubationstemperatur gewahlt wurde.

4.1.3.2 Praparation und Charakterisierung der rekombinanten Luziferase

Da die rekombinante Luziferase mit einem Glutathion-S-Transferase-Anteil ausgestattet
war, konnte in einem ersten Aufreinigungsschritt eine Affinitdtchromatographie genutzt
werden. Nahezu alle bakteriellen Proteine konnten in diesem Schritt abgetrennt werden.
Das Fusionsprotein weist eine Grofie von 84 kDa auf und konnte im SDS-Gel identifiziert
werden. Lediglich ein kontaminierendes Protein von ca. 60 kDa wurde koeluiert (Abbil-
dung 4.7, Spur 3). Dieses Protein konnte jedoch im Anschluss iiber eine Ionenaustau-
schersaule abgetrennt werden. Unter den gewéhlten Bedingungen eluierte die Luziferase
bei 200mM NaCl. Zur endgiiltigen Reinigung wurde eine Gelfiltration angeschlossen.
Nach diesem letzten Schritt lag die Luziferase in ca. 95 %iger Reinheit vor. Bei einem
Molekulargewicht von etwa 62 kDa und 27 kDa sind zwei weitere, sehr schwache Banden
im Gel zu erkennen. Nach Verdau des Fusionsproteins mit der TEV-Protease sind diese
Banden ebenfalls zu finden (Spur 6). Daher liegt der Schluss nahe, dass diese Banden -
aufgrund der Gréfe als auch dem gleichen gelelektrophoretischen Verhalten - den Spalt-
produkten des Fusionsproteins zuzuordnen sind (Luziferase: 61,4 kDa, GST: 22,6 kDa).
Die Ausbeute lag bei ca. 0,16 mg rekombinantes Protein pro Gramm eingesetzter Zell-
masse.

Der Aufreinigungsgrad der priparierten Luziferase konnte zusétzlich iiber die spezifische
Aktivitat nachvollzogen werden. Hierbei wurde der emitierte Lumineszenzwert auf die
Gesamtmenge an Protein bezogen (RLU / mg Protein). Wie in Abbildung 4.8 zu erken-
nen, nimmt der Wert der spezifischen Aktivitit mit steigendem Aufreinigungsgrad zu.
Im Rohextrakt liegt er bei ca. 10, wahrend er nach der Glutathionsédule bereits bei 57
liegt. Nach der Anionenaustauschersidule konnte im Eluat ein weiterer Anstieg der spe-
zifischen Aktivitit verzeichnet werden (ca. 70), der sich nach der Gelfiltration nur noch
unwesentlich auf 72 steigert. Dies steht in guter Ubereinstimmung zur gelelektrophore-
tischen Analyse, in der das Protein bereits nach Reinigung am Anionenaustauscher sehr

rein vorliegt.
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Abbildung 4.7: Aufreinigung der firefly Luziferase. Die von den verschiedenen Saulen eluier-
ten Fraktionen wurden auf einem 10 %igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend
Coomassie gefarbt. Spur M: Molekulargewichtsmarker, 1: Aufschluss, 2: Islicher Uberstand nach
Aufschluss, 3: Glutathion-Affinitdtssdule, 4: Resource Q-lonenaustauschersiule, 5: Gelfiltration, 6:
rekombinante Luziferase nach Spaltung mit TEV-Protease, 7: TEV. Es wurden jeweils ca. 2 ug
Luziferase pro Spur aufgetragen.

Wird die pGEX-Plasmidfamilie zur Klonierung und Expression von Fusionsproteinen
genutzt, wird oftmals eine Koaufreinigung des bakteriellen Hitzeschockproteins DnaK
(66,8kDa) beobachtet [120]. DnaK benétigt fiir seine Chaperonaktivitdt ATP. Daher
kann die Anwesenheit des Proteins iiber die ATP-Spaltungsaktivitdt nachgewiesen wer-
den. Als Positivkontrolle wurde in diesen Tests alkalische Phosphatase verwendet, die
ebenfalls eine ATPase-Aktivitit besitzt. Nach der Glutathionsdule war bei der Aufrei-
nigung der Luziferase eine Verunreinigung im Groéfienbereich von DnaK zu beobachten
(Abbildung 4.7, Spur 3). Um die Préparationen auf eine Kontamination durch DnaK zu
iiberpriifen, wurde die ATPase-Aktivitidt bestimmt. In der Eluatfraktion der Glutathi-
onséule konnte eine massive ATPase-Aktivitat nachgewiesen werden (4.8 B). Wurde die
Luziferase dariiber hinaus iiber eine Ionenaustauscher- und Gelfiltrationssiaule gereinigt,
konnte mit 11 % im Eluat nur eine sehr geringe ATPase-Aktivitdt ausgemacht werden,
was in Ubereinstimmung mit den SDS-Gelanalysen darauf hinweist, dass die DnaK-
Kontamination mit dieser Aufreinigungsstrategie nahezu vollstindig entfernt werden
konnte. Die Restaktivitit von 10 % stammt moglicherweise von der intrinsischen Akti-
vitdt der Luziferase, da Biolumineszenzreaktion ebenfalls unter ATP-Verbrauch statt-
findet.

Im Vergleich mit der von der Firma Promega vertriebenen rekombinanten Luziferase
weist die hier praparierte Luziferase eine um ca. 1/3 reduzierte spezifische Aktivitéit auf
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4.2 Inhibition der Dimerisierung der Reversen Transkriptase

(Daten nicht gezeigt). Die ATPase-Aktivitit befindet sich im gleichen Bereich, was auf
einen dhnlichen Reinigungsgrad schliefen lasst.
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Abbildung 4.8: Charakterisierung der rekombinanten Luziferase iiber die spezifi-
sche Aktivitat und ATPase-Aktivitdt. Die Fraktionen der einzelnen Aufreinigungsschritte
wurden auf A: Proteingehalt und Biolumineszenzaktivitdt (spezifische Aktivitit = Biolumines-
zenz/Proteingehalt) und B: ATPase-Aktivitdt getestet, um den Anteil der Luziferase am Gesamt-
protein und Verunreinigungen durch DnaK nachzuvollziehen. Es wurde eine Luziferasekonzentration
von 7,7nM in den Reaktionsansitzen eingestellt. CIP: alkalische Phosphatase, Kontrolle: Ansatz
ohne Protein.

4.2 Inhibition der Dimerisierung der Reversen
Transkriptase

Seit Entdeckung der Korrelation zwischen Dimeranteil und Aktivitdt der HIV-1 Rever-
sen Transkriptase [117] ist die p51-p66-Wechselwirkung ein interessantes und vielverspre-
chendes Ziel zur Inaktivierung des Enzyms. Daher war es in dieser Arbeit von groflem In-
teresse, die Struktur-Funktionsbeziehungen dieser Protein-Protein-Wechselwirkung de-
tailliert zu studieren, um anschlieBend unterschiedliche Strategien zur Inhibition zu
testen. Die Vielfalt der Strategien spiegelte sich in der Diversitit der getesteten Mo-
lekiilklassen wieder: neben Nukleinsduren wurden auch Peptide und niedermolekulare
Molekiile in die Inhibitorsuche eingeschlossen.
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4.2.1 Charakterisierung des Dimerisierungsprozesses iiber
Mutationsstudien in der p51 UE

Durch detaillierte Analysen der HIV-1 RT Rontgenstruktur konnten in der p51 Unterein-
heit drei Aminoséduren identifiziert werden, die potenziell an der Interaktion der beiden
RT Untereinheiten beteiligt sein konnten (Arbeiten durchgefiihrt von E. Schweizer, ETH
Ziirich). Dabei handelt es sich um ein Lysin an der Position 331, das eine Salzbriicke
zum Aspartat an Position 364 ausbilden kann. Auflerdem wurde eine m-m Wechselwirkung
zwischen dem Asparagin 363 und dem Tryptophan 410 der p66 Untereinheit vermutet.
Alle mutierten Aminoséduren bilden direkte oder indirekte Kontakte zu den Tryptopha-
nen 410 und 402 in der p66 UE und dem an Position 401 befindlichen Tryptophan der
p51 UE aus, die die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den beiden UE vermitteln.

Abbildung 4.9: Ausschnitt aus dem Tryptophan-Cluster der HIV-1 Reversen Tran-
skriptase. Mogliche Interaktionspartner der Aminosduren K331, N363 und D364 aus der p51
Untereinheit sind gekennzeichnet. Die p66 Untereinheit ist in grau, die p51 Untereinheit in blau
dargestellt. Relevante Aminosaureseitenketten der p66 Untereinheit sind in griin, der p51 Unterein-
heit in rot hervorgehoben (Struktur HIV-1 RT: 1RTH).

Um den Einfluss dieser Aminoséuren auf die Dimerisierung zu tiberpriifen, wurden in die-
ser Arbeit zundchst die mutierten p51 Untereinheiten exprimiert und aufgereinigt (siehe
Abschnitt 4.1.2). AnschlieBend wurde die Féhigkeit zur Dimerisierung mit der p66 Un-
tereinheit tiberpriift. Dazu wurde ein in vitro Dimerisierungsassay genutzt (vgl. 3.4.1.2).
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4.2 Inhibition der Dimerisierung der Reversen Transkriptase

Da die separat gereinigte p66 Untereinheit stabile Homodimere ausbildet, wurde der
eingesetzte Anteil der p66 UE zunéchst mit dem organischen Losungsmittel Acetonitril
versetzt und dadurch eine Dissoziation der Homodimere herbeigefiihrt, sodass die p51
Untereinheit eine Assoziation mit p66 eingehen konnte. Die jeweiligen Untereinheiten
lagen in einer Konzentration von 1,175 uM im Ansatz vor. Die Ausbildung des Hetero-
dimers wurde iiber die Zeit anhand von Gelfiltrationsanalysen verfolgt (Abbildung 4.10
A).
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Abbildung 4.10: Einfluss der p51 Mutationen auf die Polymeraseaktivitit in
Abhdngigkeit vom Dimergehalt. A. Assoziationskinetik: Die jeweilige p51 Mutante (nicht
gefiillte Kreise: Wildtyp, rot: p51K331A blay: p51N303A - griin: p51P364A) bzw. p66 (schwarz)
wurde aufgereinigt und die Assoziation mit der monomerisierten p66 Untereinheit iiber die Zeit
verfolgt. Der Dimergehalt wurde iiber Gelfiltrationsmessungen bestimmt. B. In einem Standard-
Polymerasetest wurde nach 150 h die enzymatische Aktivitdt der RT in den Assoziationsansadtzen
tiberpriift. Der Assoziationsansatz mit Wildtyp-p51 wurde auf 100 % gesetzt.

Fiir die Assoziation des Wildtyp p51-Proteins mit der p66 UE konnte beobachtet wer-
den, dass nach ca. 150 Stunden nahezu 100 % der detektierten Proteine in der Dimerform
vorliegen. Ahnlich verhielt es sich fiir die Alaninmutante an Position 364. Hier wurden
96 % als Dimer wiedergefunden. Eine verdnderte Situation war fiir die Mutante N363A
zu verzeichnen. In diesem Fall waren nach 146 h nur 64 % dimerisiert. Eine deutlich re-
duzierte Dimerbildung trat bei der Mutante K331A auf. Im Reassoziationsansatz lagen
nach 146 Stunden lediglich 35,5 % als Dimer vor. Zur Kontrolle wurde die Homodimer-
bildung von p66 verfolgt. In diesem Fall wurden 33 % homodimeres Protein gebildet.
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Neben dem verringerten Dimeranteil konnte fiir die Mutante K331A zusétzlich eine
deutlich verlangsamte Dimerbildung beobachtet werden. Wéhrend fiir den Wildtypan-
satz nach ca. 16 h 50 % des spéteren Dimeranteils assoziiert waren, wurde fiir die Mutante
K331A der halbmaximale Dimeranteil erst nach 22 h erreicht.

Eine reduzierte Dimerbildung sollte sich in einer verringerten Polymeraseaktivitit wie-
derspiegeln. Die Reassoziationsansitze wurde daher nach 146 h in einen Standard-Poly-
meraseassay eingebracht (vgl. 3.4.3), in dem die RNA-abhingige DNA-Polymeraseakti-
vitdt gemessen wurde. Wie in Abbildung 4.10 B zu erkennen, korreliert die verringerte
Polymeraseaktivitat der Ansitze mit mutierten p51 Protein sehr gut mit dem Dimerge-
halt. Die Mutante K331A zeigte einen Dimeranteil von 35 % und eine Polymeraseakti-
vitdt von 49 % im Vergleich zum Wildtyp. Neben der am stérksten verringerten Assozia-
tionsfahigkeit weist die Mutante auch im Polymerasetest die stiarkste Beeintrachtigung
der RT-Aktivitdt auf. Die enzymatische Aktivitét ist bei der Mutante N363A mit 78 %
ebenfalls verringert. Wie aus dem Dimerisierungstest zu erwarten, ist die Polymeraseakti-
vitat der Mutante D364 A vergleichbar mit dem Wildtyp. Fiir das p66 Homodimer wurde
gezeigt, dass es ebenfalls enzymatisch aktiv sein kann [117, 116]. Daher ist es nicht tiber-
raschend, dass fiir den p66 Assoziationsansatz eine Polymeraseaktivitéit verzeichnet wer-
den konnte (31 %), der auf die Ausbildung eines p66 Homodimers zuriickzufiihren ist. Die
Auflésung der verwendeten Gelfiltrationsséule erlaubte keine Differenzierung zwischen
homo- und heterodimerer Form der RT. So wére es moglich, dass der Dimeranteil im
Assoziationsansatz mit K331A auf eine Homodimerisierung der p66 UE zuriickzufiithren
ist (Dimeranteil p51¥2314 /p66: 33 %, p66/p66: 35 %; Polymeraseaktivitit p51¥3314 /p66:
31 %, p66/p66: 35%) und die eingefithrte Mutation die Heterodimerisierung vollstandig
verhindert.

In beiden Assays konnte gezeigt werden, dass die Aminosdure K331A einen entscheiden-
den Einfluss auf die Ausbildung des Heterodimers hat. Eine Mutation an dieser Position
verringert den Dimergehalt auf 35%, was mit einer reduzierten Polymeraseaktivitét
einhergeht. Ein dhnlicher, aber schwécherer Effekt, konnte fiir die Mutation der Aspa-
raginsdure 363 festgestellt werden, wiahrend die Mutation des Asparagins an Position
364 zu einem Alanin keine Auswirkungen hatte.

4.2.2 Niedermolekulare Molekiile als Dimerisierungsinhibitoren

Wie bereits ausgefithrt und gezeigt, tragt der Tryptophan-Cluster innerhalb der p66
Untereinheit der RT entscheidend zur Stabilitdt des Heterodimers bei. Eine Vermin-
derung der Wechselwirkungen innerhalb des Clusters fithrt demnach zur verminderten
Dimerstabilitdat, die sich in einer verringerten enzymatischen Aktivitat niederschlégt.
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4.2 Inhibition der Dimerisierung der Reversen Transkriptase

Eine wirkungsvolle Inhibierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen konnte mehr-
fach durch niedermolekulare Molekiile hervorgerufen werden (zur Ubersicht [10, 163]).
Die Reduzierung von Protein-Wechselwirkungen durch niedermolekulare Molekiile soll-
te auch auf die Wechselwirkung der p66 und p51 UE iibertragen werden. Im Rahmen
des EU-Projektes TRIOH (Targeting Replication and Integration of HIV') war es in
Kooperation mit Prof. Botta (Universitdt Sienna) moglich, diese Idee umzusetzen. Die
biochemische Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen RT und Inhibitor-Molekiil
setzten umfassende computergestiitzte Studien voraus, die von Valentina Corradi (Uni-
versitédt Sienna) durchgefithrt wurden. Der Ansatz umfasste ein virtuelles (in silico)
Screening chemischer Bibliotheken nach kleinen Molekiilen, die mit grofler Wahrschein-
lichkeit an das Tryptophan-Motiv der p66 UE binden und dadurch die Interaktion mit
der p51 UE verringern. In in vitro Tests wurde gepriift, ob die Substanzen tatséch-
lich die Dimerisierung beeinflussen und positive Kandidaten weitergehend biochemisch
charakterisiert.

4.2.2.1 Computergestiitzter Ansatz zur Selektion niedermolekularer
Dimerisierungsinhibitoren

Die dreidimensionale Anordnung des RT-Polypeptids wurde mehrfach iiber Rontgen-
strukturanalysen bestimmt, die fiir weitere Modellierungsstudien verwendet werden kon-
nen. Fiir die durchgefithrten Computerstudien wurde die von Ren et al. geloste Struktur
der RT (1RTH) aus der Brookhaven Proteindatenbank ausgewéhlt [115]. Innerhalb der
fiir die Dimerisierung essentiellen Interaktionsdoméne der p66 UE befinden sich die Tryp-
tophane 402 und 410 (siehe Abbildung 4.9), die einen wesentlichen Beitrag zur Dimersta-
bilitdt leisten. Ziel war es daher, Molekiile zu identifizieren, die eine Wechselwirkung mit
den Tryptophanen 402 und 410 eingehen konnen. Die Selektion potenzieller Inhibitor-
Molekiile vollzog sich in mehreren Schritten, die in Abbildung 4.11 A zusammengefasst
sind.

Zunichst wurden computergestiitzte Modellierungsstudien (Molecular Modelling) durch-
gefiihrt, um die Flexibilitdt der Verbindungsdoméne zu priifen. Diese Studien ermoglich-
ten die Entwicklung eines dynamischen Pharmakophormodells (das Tryptophan-Cluster
der p66 UE der RT wird in diesem Zusammenhang als Pharmakophor bezeichnet). Mo-
lekiil-Molekiil-Interaktionen werden griéfitenteils iiber hydrophobe und ionische Wech-
selwirkungen sowie Wasserstoftbriickenbindungen vermittelt. Das Pharmakophormodell
beschreibt die dreidimensionale Anordnung der chemischen Eigenschaften (Hydropho-
bizitat der Region, Wasserstoffbriickendonoren oder -akzeptoren) der relevanten Ami-
nosdureseitenketten (siehe 4.11 B). Das Modell definiert gleichzeitig die Anforderungen
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Abbildung 4.11: Identifizierung niedermolekularer Substanzen als Modulatoren der
RT-Dimerisierung. A: Selektions-Protokoll fiir die Computerstudien. B: Uber Modelling-Studien
berechnetes dynamisches Pharmakophormodell der Verbindungsdomine der p66 UE. Grau: von
der Wechselwirkung mit Interaktoren ausgeschlossene Bereiche, Pink: Wasserstoffbriickendonoren,
Griin: Wasserstoffbriickenakzeptoren, Tiirkis: hydrophobe Bereiche. C: Position der Substanz MAS
1 (Kugelmodell) relativ zur p66 UE.
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an das Molekiil, das in der Verbindungsdoméne binden soll. Fiir die Durchmusterung
der chemischen Bibliothek ASINEX wurden die im Pharmakophormodell bestimmten
Parameter angelegt. Alle ausgewéhlten Substanzen wurden anhand der Lipinski-Regeln
auf ihre Wasserloslichkeit und Membrangéngigkeit hin iiberpriift, um spétere Kompli-
kationen hinsichtlich der zelluldren Aufnahme zu vermeiden [93, 94]. Die Molekiile, die
die Selektionskriterien erfiillten, wurden abschliefend {iber computerbasierte Docking-
Studien auf ihre tatsédchliche Interaktionsfahigkeit mit der p66 UE iiberpriift. Abbildung
4.11 C zeigt die raumliche Anordnung der Substanz MAS 1 in Relation zur p66 UE.
Zwolf Substanzen geniigten den Anforderungen und wurden von der Firma ASINEX
bezogen. Zehn dieser Substanzen wurden bisher zur biochemischen Charakterisierung
iitbermittelt. Die Strukturen der selektierten Substanzen koénnen in dieser Arbeit aus
patentrechtlichen Griinden nicht aufgefiihrt werden.

4.2.2.2 Charakterisierung der verminderten Reassoziation in Anwesenheit von
MAS 0 und MAS 1

Die zehn selektierten ASINEX-Substanzen (MAS) sollten nach den Computerstudien
in vitro auf ihre Wirksamkeit getestet werden. Dabei sollte sowohl die Interaktion mit
den monomerisierten UE (Reassoziationsansatz) als auch die Wechselwirkung mit der
dimeren Form der RT betrachtet werden (Dimeransatz).

Fiir den Reassoziationsansatz wurde dimeres Protein mit Acetonitril dissoziiert und an-
schlieend in Anwesenheit der MAS-Substanzen durch 1:15 Verdiinnung in Acetonitril-
freiem Puffer reassoziiert (vgl. 3.4.1.3). Die Verteilung zwischen monomerer und dimerer
Form der RT konnte darauffolgend iiber Gelfiltrationsanalysen untersucht werden. Die
MAS-Substanzen wurden — wie vom Anbieter empfohlen — in 100 % DMSO gelost. Zwei
der ASINEX-Substanzen waren in DMSO nur schwer 16slich und wurden nicht weiter
verwendet. Vier weitere Substanzen fielen nach Uberfithren in das wiissrige Puffersystem
aus und konnten fiir weitere Studien nicht herangezogen werden. Fiir die ersten Studien
mit den vier verbleibenden Substanzen wurde eine MAS-Konzentration von 1 mM ein-
gesetzt. Fiir zwei der Substanzen konnte ein deutlicher Einfluss auf die Reassoziation
ausgemacht werden. Wie in Abbildung 4.12 zu erkennen, beeintréchtigten die Substan-
zen MAS 0 und MAS 1 die Dimerbildung. Bei einer RT-Konzentration von 1,27 uM
reduzierte MAS 0 den Dimeranteil auf 72 %, MAS 1 auf 52 % (der Dimeranteil der Kon-
trolle wurde auf 100 % gesetzt).

Um die verminderte Reassoziation detaillierter zu untersuchen, wurde fiir MAS 1 die
Zeitabhéngigkeit der Reassoziation tiber 24 h gemessen (siehe 4.13 A). Im Vergleich zum
Ansatz ohne Wirkstoff konnte jeweils eine verminderte Dimerbildung um fast 50 % beob-
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achtet werden. Fiir beide Substanzen wurde auflerdem die Konzentrationsabhingigkeit
der Reassoziationinhibition gemessen. Dabei wurde der Reassoziationsansatz im Fall
von MAS 0 fiir 16h bei Raumtemperatur inkubiert. Im Fall von MAS 1 wurde eine
Inkubationszeit von 4 h gewahlt, da - wie aus den Studien zur Zeitabhéngigkeit hervor-
ging - zu diesem Zeitpunkt ein Grofiteil des Proteins bereits reassoziiert vorlag. Hohere
MAS-Konzentrationen als 1 mM wurden nicht eingesetzt, weil der DMSO-Anteil iiber
1% gestiegen wire und hohe DMSO-Konzentrationen sich negativ auf die Reassozia-
tion auswirkten (Daten nicht gezeigt). Die Abnahme des Dimeranteils korrelierte in
diesen Versuchen streng mit der eingesetzten MAS-Menge. Nach Auswertung der Kur-
ven konnte der ICsq ermittelt werden, der die MAS-Konzentration angibt, bei der 50 %
des beobachteten Inhibitionseffektes erreicht wurde. Fiir MAS 0 ergab sich ein IC5y von
64 (£17) uM fiur MAS 1 ein ICs¢ von 316 (£ 127) uM. Der Dimergehalt ist durch Zuga-
be von MAS 1 deutlich stiarker reduziert. Allerdings ist eine hohere Konzentration der

Substanz notig.

0,010 - 0,018
1 0,015
£ 0,008 I3
S : S
2 S 0,012 -
~ 0,006 - N
c c
2 1 O 0,009 -
2 0,004 - z
] 1 S 0,006 -
3 0,002 2"
< 1 < 0,003
0,000
0,000
-0,002 T T T T T T T T T T 1 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 4.12: Inhibition der Reassoziation durch MAS 0 und MAS 1. Durch Aceto-
nitril dissoziierte RT wurde 1:15 in Acetontril-freiem Puffer in Anwesenheit von 1 mM MAS 0 (A)
bzw. MAS 1 (B) verdiinnt (Endkonzentration 1,27 M) und fiir 16 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Ansatze wurden iiber eine Gelfiltrationssdule aufgetrennt. Es sind Elutionsprofile der Ansatze
in Abwesenheit (schwarze Linie) bzw. in Anwesenheit (rote Linie) der MAS-Substanzen gezeigt.

Im Weiteren wurde iiberpriift, ob MAS 0 und MAS 1 die dimere Form der Reversen
Trankriptase aktiv dissoziieren konnen. In diesem Fall wurden RT und MAS-Konzentra-
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tionen wie zuvor gewéhlt, ohne jedoch das Dimer einer Acetonitril-Behandlung zu un-
terziehen. Die Ansétze wurden entweder fiir 1 oder 24 h bei Raumtemperatur oder fiir
eine Woche bei 4°C inkubiert. Fiir beide Substanzen konnte unter den gewihlten Be-
dingungen keine Dissoziation des Proteins nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Eine aktive Dissoziation der RT durch MAS 0 und MAS 1 konnte demnach nicht her-
vorgerufen werden.

100 100

80
é 60 g
@ 3
E E
a 40 [a]

20

0 Y I T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 o 02 040608 1 1,214 16 1,8 2
Zeit (min) MAS (mM)

Abbildung 4.13: Kinetik der Reassoziation in Anwesenheit von MAS-Substanzen.
Konzentrationsabhdngigkeit der Reassoziationsinhibition. A: Durch Acetonitril disso-
ziierte RT wurde 1:15 in Acetontril-freiem Puffer verdiinnt (Endkonzentration 1,27 uM) und fiir
0-24h bei Raumtemperatur inkubiert. Dem Ansatz wurde 1 mM MAS 1 zugesetzt (rote Linie)
oder im Fall der Kontrolle lediglich die dquivalente Menge an DMSO (schwarze Linie). Die Ansatze
wurden {iber eine Gelfiltrationssdule aufgetrennt und der Dimeranteil im Ansatz berechnet. B: Die
Konzentrationsabhangigkeit der Inhibition der Reassoziation wurde wie unter A beschrieben aus-
gefiihrt. Die Ansdtze wurden in Anwesenheit von MAS 0 (blaue Linie) oder MAS 1 (rote Linie) fiir
4 h inkubiert und der Dimeranteil iiber Gelfiltrationsanalysen bestimmt.

4.2.2.3 Einfluss von MAS 0 und MAS 1 auf die Polymeraseaktivitat

Da die Polymeraseaktivitdt mit dem Dimergehalt der Reversen Transkriptase korreliert
[117], war anzunehmen, dass sich die verminderte Dimerbildung in Anwesenheit von
MAS 0 und MAS 1 auch auf Ebene der Aktivitat des Enzyms nachvollziehen lasst. Um
diese Vermutung zu kontrollieren, wurde ein Teil der Reassoziationsansétze in einem
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Standard-Polymerasetest eingesetzt. Es ergaben sich RT-Konzentrationen von 450 pM,
die Konzentration der jeweiligen MAS-Substanz lag bei 80 uM.

Wurde die RT in Anwesenheit von MAS 1 reassoziiert, konnte im Polymerase-Test keine
verringerte Aktivitdt der so behandelten RT festgestellt werden (Abbildung 4.14). Eine
Inkubation des Heterodimers mit MAS 1 rief ebenfalls keine Veréinderung der Aktivitét
hervor. Dies gilt fiir verschiedene Inkubationszeiten (1, 24h und 1 Woche), die bei un-
terschiedlichen Temperaturen durchgefithrt wurden (Raumtemperatur und 4°C ).
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Abbildung 4.14: Inhibition der Polymeraseaktivitat der HIV-1 RT durch MAS-
Substanzen. A: Dimere HIV-1 RT (1,27 uM) wurde vor dem Polymerasetest mit 1 mM MAS 0
inkubiert und fiir 1 h (weiBe Balken) bzw. 24 h (graue Balken) inkubiert. Im Test ergab sich eine RT-
Endkonzentration von 450 pM und eine MAS-Endkonzentration von 80 uM. B: Durch Acetonitril
dissoziierte RT wurde 1:15 in Acetontril-freiem Puffer verdiinnt und fiir 16 h inkubiert (Raumtem-
peratur). Dem Ansatz wurden steigende Konzentrationen an MAS 0 zugesetzt. Die enzymatische
Aktivitat der reassoziierten RT wurde in einem Standard-Polymerasetest liberpriift.

Im Gegensatz zu MAS 1 konnte durch MAS 0 eine konzentrationsabhéngige Inhibition
der Polymeraseaktivitét hervorgerufen werden (siche Abbildung 4.14 B). Die Auswer-
tung der Kurve ergab einen ICso von 39 (4 28) uM, was in guter Ubereinstimmung mit
dem ICjyq fiir die Reassoziationsinhibition steht. Zuséatzlich war auch dann eine Inhibi-
tion der RT-Aktivitdt moglich, wenn der Dimeransatz gewéhlt wurde. Bei Zusatz von
1mM MAS 0 zur dimeren Form der RT fiir 1h zeigte sich keine reduzierte Polymeras-
aktivitét (siehe Abbildung 4.14 A). Wurde jedoch der gleiche Ansatz nach 24 h einem
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4.2 Inhibition der Dimerisierung der Reversen Transkriptase

Aktivititstest unterzogen, verringerte sich die enzymatische Aktivitit um ca. 70 %. Ei-
ne Dissoziation der RT war unter diesen Bedingungen nicht aufgetreten (Daten nicht
gezeigt), sodass der Effekt nicht durch den verringerten Dimeranteil zu erklaren war.
Wihrend einer Inkubation {iber mehrere Stunden ist es jedoch denkbar, dass MAS 0
- ohne Beeintriachtigung der dimeren Struktur - an die RT bindet und sich somit das
Dimergleichgewicht der RT in Anwesenheit von MAS 0 verschiebt. Diese Bindung hat
offensichtlich Auswirkungen auf die enzymatische Aktivitéat des Proteins.

4.2.2.4 Spezifitat der Inhibition der Polymeraseaktivitat durch MAS 0

Der Einfluss der MAS-Substanzen auf die Polymeraseaktivitdt wurde zusétzlich an wei-
teren Polymerasen getestet. Es wurde die zu 60 % sequenzidentische RT von HIV-2,
die RT des lentiviralen EIA-Virus und eine Variante der bakteriellen Polymerase I, das
sogenannte Klenow-Fragment (KF), eingesetzt.
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Abbildung 4.15: Aktivitat verschiedener Polymerasen in Anwesenheit von MAS
0 und MAS 1. Die RNA-abhingige DNA-Polymeraseaktivitit wurde unter Verwendung von
p(rA)/o(dT)i2-18 als Template gemessen. Fiir alle Polymerasen wurde eine Konzentration von
450 pM, fiir die MAS-Substanzen eine Endkonzentration von 80 uM im Ansatz gewahlt. K: RT mit
DMSO inkubiert.
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4 Ergebnisse

Neben Informationen iiber die Spezifitdt, sollten die Experimente auch Aufschluss iiber
die Bedeutung des Tryptophan-Motivs als Zielstruktur geben.

Die Polymerasen wurden, wie bereits beschrieben, in ihrem dimeren Zustand mit den
MAS-Substanzen inkubiert. Wurde die Polymeraseaktivitét der Proteine nach 1h gemes-
sen, war keine verringerte Aktivitdat im Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen (Daten
nicht gezeigt). Wurde der Test jedoch nach 24 h durchgefiihrt, konnte in Anwesenheit von
MAS 0 eine verringerte Aktivitéit der HIV-1 und HIV-2 RT gemessen werden (siehe Ab-
bildung 4.15). Die Aktivitat der HIV-1 RT war in Anwesenheit von MAS 0 auf 28 %, die
der HIV-2 auf 44 % reduziert. Die Polymeraseaktivitit von EIAV und KF war nach Zuga-
be von MAS 0 nicht beeinflusst. MAS 1 zeigte keinerlei Wirkung auf die RT-Aktivitét al-
ler Polymerasen. Ein unspezifischer Inhibitionseffekt durch die MAS-Substanzen konnte
bei den ausgewihlten Polymerasen nicht gezeigt werden. Stattdessen legen die Ergebnis-
se den Schluss nahe, dass das in HIV-1 und HIV-2 hochkonservierte Tryptophan-Cluster
eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung der Inhibition durch MAS 0 spielt. Zusétz-
lich wurde deutlich, dass die durch Computerstudien selektierten Molekiile auch in in
vitro Experimenten hochstwahrscheinlich an die ausgewéhlte Zielstruktur binden. Erst-
mals konnten in dieser Arbeit niedermolekulare Substanzen beschrieben werden, die die
Dimerisierung und die enzymatische Aktivitdt der RT beeintrachtigen.

4.2.3 Inhibition der Dimerisierung durch Nukleinsauren

Die Idee der Dimerisierungsinhibition wurde auf unterschiedliche Art und Weise in expe-
rimentellen Ansdtzen umgesetzt. In diesem Abschnitt wird ein kombinatorischer Ansatz
beschrieben. Unter Verwendung der SELEX-Technologie (SELEX: Systematic Evolution
of Ligands by Exponential Enrichment, [150]) sollten Aptamere identifiziert werden, die
gezielt an die Dimerisierungsdoméne der p51 Untereinheit binden und die Interaktion
mit der p66 UE unterbinden. Nukleinsduren, die an frei zugéngliche Bereiche der p51
UE binden koénnen, wurden iiber eine Gegenselektion mit dimerer RT abgetrennt. Die
verbleibenden RNAs wurde anschlieffend mit der p51 UE inkubiert und einem Selekti-
onsprozess unterzogen. Die Selektion der Nukleinsduren und anschliefende Klonierungs-
arbeiten wurden von Frederic Pileur (MPI Dortmund) durchgefiihrt. In dieser Arbeit
wurden einzelne Sequenzen ausgewéihlt und auf ihre Bindung an die p51 Untereinheit
bzw. die dimere Form der RT getestet. Zum besseren Verstdndnis werden zunéchst einige
Ergebnisse beziiglich des Selektionsprozesses aufgefiihrt.
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4.2 Inhibition der Dimerisierung der Reversen Transkriptase

4.2.3.1 Ergebnisse der in vitro Selektion

Fiir die Selektion wurde eine RNA-Bibliothek eingesetzt, die eine variable Region von
40nt aufwies. Das verwendete p51-Protein war mit einem Polyhistidin-Etikett verse-
hen, sodass das Protein iiber Ni-NTA-beschichtete magnetische Agarosekiigelchen im-
mobilisiert werden konnte. Diese Technik erlaubte eine einfache Handhabung bei allen
Inkubations- und Waschschritten. Um eine unspezifische Bindung und Amplifikation
der eingesetzten RNA an die Ni-NTA-Kiigelchen zu umgehen, wurde die RNA mit einer
Fraktion der Ni-NTA-Kiigelchen vorinkubiert. Der ungebundene Anteil wurde anschlie-
Bend in die eigentliche Selektion eingefiihrt. Die Selektion umfasste 9 Runden. In den
ersten 7 Runden wurden 6 nmol RNA und 4 nmol Protein inkubiert. Der Anteil der ge-
bundenen RNA stieg von Runde zu Runde exponentiell an. Wihrend in Runde 1 ca.
6 % gebunden vorlagen, steigerte sich der gebundene RNA-Anteil in Runde 7 auf 21 %.
In Runde 8 wurde bei gleichbleibender RNA-Menge die eingesetzte Menge an pb1 auf
1nmol, in Runde 9 auf 0,5nmol reduziert. 16 % der eingefiihrten RNA in Runde 8 und
14% der RNA in Runde 9 konnten von p51 eluiert werden.

Der Nukleinsdurepool der Runde 8 und 9 wurde kloniert und 20 Klone pro Runde se-
quenziert. Die Sequenzen konnten in vier Gruppen aufgeteilt werden, die starke Se-
quenzahnlichkeiten innerhalb der Gruppe aufwiesen. Pro Gruppe wurde die am héufig-
sten vertretene Sequenz fiir weitere Studien ausgewahlt (Apt. 8.7: 4 Klone, Apt. 9.2: 4
Klone, Apt. 9.9.: 6 Klone). Da sich die zwei Klone der vierten Gruppe stark in ihrer
Sequenz unterschieden und jeweils nur einmal im Pool gefunden wurden, wurden sie
nicht in die weiteren Studien miteinbezogen. In Abbildung 4.16 sind die Sequenzen und
Strukturen der verwendeten Aptamere aufgefithrt. Mit dem Programm mfold wurden die
Sekundérstrukturen berechnet. Fiir das Aptamer 9.9 konnte dariiber hinaus ein Pseu-
doknoten als alternative Faltungsmoglichkeit identifiziert werden. Dieses Strukturmotiv
kann vom Programm mfold nicht erkannt werden.

4.2.3.2 Bindungs- und Inhibitionsstudien fiir die ausgewdhlten Aptamere

Die ausgewéhlten Aptamere 8.7, 9.2 und 9.9 wurden in vitro transkribiert, aufgereinigt
und radioaktiv markiert. 1 nM der jeweiligen RNA wurde mit steigenden Mengen Pro-
tein inkubiert und anschliefend ein Filterbindungsassay durchgefiihrt. Fiir das Aptamer
8.7 konnte weder fiir das p51 Protein noch fiir die RT eine Bindung festgestellt werden.
Wie in Abbildung 4.17 A gezeigt, interagierte das Aptamer 9.2 sowohl mit der dime-
ren Form der RT als auch mit der p51 Untereinheit. Die Bindungskurven wurden mit
einer quadratischen Gleichung ausgewertet. Fiir die Bindung an das Dimer konnte eine
Bindungskonstante von K4 = 446 (£ 360) nM berechnet werden. Die Affinitét zur p51
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4 Ergebnisse

Abbildung 4.16: Sequenz und Sekundarstruktur ausgewahlter Aptamere. Die gezeigten
Aptamere entstammen einem SELEX-Experiment mit der HIV-1 RT p51 Untereinheit als Zielprote-
in. Gezeigt sind die theoretischen, thermodynamisch stabilsten Strukturen. Die Berechnung erfolgte
mit dem Programm mfold. Fiir das Aptamer 9.9 ist zusatzlich eine mogliche Pseudoknotenstruktur
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4.2 Inhibition der Dimerisierung der Reversen Transkriptase

UE war mit einem Kg4 von 5,16 (£ 3,88) uM um den Faktor 10 geringer. Das Aptamer
9.9 wies ausschliellich eine Bindung an die p51 UE auf, die jedoch mit einem K4 von
2,33 (£ 1,74) uM schwach affin ist. Eine Bindung an die dimere Form der RT konnte
nicht beobachtet werden.

Fiir die Aptamere 9.2 und 9.9 konnte eine schwache Affinitéat zur p51 UE festgestellt wer-
den. Ob diese Interaktion einen Einfluss auf die Dimerisierung und Polymeraseaktivitét
der Reversen Transkriptase hat, sollte im Weiteren studiert werden. Die Reverse Tran-
skriptase wurde mit Acetonitril dissoziiert, sodass die p51 UE frei zugénglich war und
die Reassoziation fiir 16 h bei Raumtemperatur in Anwesenheit des jeweiligen Aptamers

durchgefiihrt (3.4.1.3).
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Abbildung 4.17: Bindung verschiedener radioaktiv markierter RNA-Aptamere an
HIV-1 RT bzw. an die p51 UE. A: Die Bindung des Aptamers 9.2 an die dimere Form der
HIV-1 RT (rot) bzw. der p51 Untereinheit (blau) wurde iiber einen Filterbindungsassay bestimmt.
Die Auswertung der Kurve mit einer quadratischen Bindungsgleichung ergab fiir die Bindung an
RT einen K4 von 446 (£ 360) nM, fiir die p51 Untereinheit 5,16 (+3,88) uM. B: Die Bindung des
Aptamers 9.9 an die p51 Untereinheit der HIV-1 RT wurde iiber einen Filterbindungsassay be-
stimmt. Die Auswertung der Kurve mit einer quadratischen Bindungsgleichung ergab einen K4 von

2,33 (£1,74) uM.

Im Ansatz wurde eine RT-Konzentration von 500 nM, fiir die Aptamere eine Konzen-
tration von 700nM eingestellt. Der Dimerisierungsgrad des Proteins wurde iiber Gel-
filtrationsanalysen iiberpriift. Fiir beide Félle konnte jedoch keinerlei Monomeranteil
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4 Ergebnisse

ausgemacht werden (Daten nicht gezeigt). Dieser Befund spiegelte sich in der Poly-
meraseaktivitdt wieder. Auch hier war keine Anderung im Vergleich zur Kontrolle zu
verzeichnen (Daten nicht gezeigt).

Die Selektion eines hochaffinen Nukleinséureliganden fiir die p51 UE der Reversen Tran-
skriptase war demnach nicht moglich. Im Vergleich zur p66 UE bildet p51 nur wenige
Kontakte zu den gebundenen Nukleinséduren aus und hat eher unterstiitzende Funktio-
nen. Die geringe Affinitédt der Nukleinséduren konnte auf diesen Umstand zuriickzufiithren
sein.

4.2.4 Inhibition der Dimerisierung durch Peptide

Bisher sind vor allem Peptide als Modulatoren der RT-Dimerisierung bekannt. Von der
Aminosauresequenz der Kontaktbereiche wurden die Peptide p7 und PepA abgeleitet
[97, 101], die mit einer Affinitét im nanomolaren Bereich nicht nur eine Wechselwirkung
mit der Reversen Transkriptase eingehen, sondern zusétzlich die Aktivitdt des Enzyms
heruntersetzen. Die Peptide sollen einen alternativen Bindungspartner an Stelle der je-
weiligen anderen Untereinheit darstellen.

Fiir viele RT-Inhibitoren wurde bei Applikation iiber langere Zeitraume das Auftreten
von Mutationen in der RT beobachtet und beschrieben, die eine Resistenz gegeniiber
dem Inhibitor vermitteln. Viele der Mutationen iiben keinen negativen Effekt auf die
enzymatische Aktivitdt aus. Fiir das Peptid p7 sollte in diesem Zusammenhang iiber-
priift werden, ob die Mutation der Aminoséuren, die den Kontakt zum Peptid vermitteln,
eine Verdnderung der Enzymaktivitdten der RT hervorruft. Die Daten sollten Aufschluss
iiber die Anwendbarkeit der Peptidstrategie geben.

Ergidnzend zu den aufgefiihrten inhibitorischen Peptiden sollten in dieser Arbeit weitere
Peptide getestet werden, die aus den Kontaktbereichen der HIV-1 RT Untereinheiten
abgeleitet wurden. Ein moglicher Einfluss der Peptide auf Assoziation und Polymerase-
bzw. RNaseH-Aktivitdt der RT sollte untersucht werden.

4.2.4.1 Mutation der Kontaktstellen des Dimerisierungsinhibitors p7

Als Dimerisierungsinhibitor wurde bereits ein 10-mer Peptid beschrieben [97]. Die Bin-
dungsstelle dieses als p7 bezeichneten Peptids wurde mittlerweile aufgeklért [29]. Es
konnte gezeigt werden, dass das Peptid vorrangig mit den Aminosduren W24 und F61
in der p51 Untereinheit interagiert. Denkbar ist, dass diese Positionen bei einer Resistenz-
entwicklung mutiert vorliegen. Daher wurden die Positionen W24 und F61 separat in der
jeweiligen UE oder in beiden UE (Doppelmutante, DM) gegen ein Glycin ausgetauscht,
um die Auswirkungen der Mutationen auf die Polymerase- und RNaseH-Aktivitat des
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4.2 Inhibition der Dimerisierung der Reversen Transkriptase

Enzyms nachzuvollziehen. Diese Untersuchungen wurden im Rahmen des TRIOH-EU-
Projektes in Zusammenarbeit mit Gilles Divita (CNRS Montpellier) durchgefiihrt, der
die bereits mutierten Proteine zur Verfiigung stellte.

Die Reinheit und Homogenitédt der RT-Priaparationen wurden iiber eine Gelfiltrations-
analyse gepriift. Dabei stellte sich heraus, dass einzelne RT-Mutanten monomere Anteile
aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Der Dimergehalt der Mutante p51"VT /p66°M lag bei-
spielsweise bei 57,7 %, der der Mutante p51PM /p66™W™ bei 51 %. Die Protein-Priipara-
tionen wurden auf Grundlage der berechneten Konzentrationen in den Tests eingesetzt
und der Dimergehalt bei der spéteren Berechnung der Aktivitdten beriicksichtigt.
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Abbildung 4.18: Polymerase- und RNaseH-Aktivitait der verschiedenen RT-
Mutanten. Die Polymeraseaktivitit der Enzyme (440nM) wurde in einem Standard-
Polymerasetest iiberpriift. Die RNaseH-Aktivitdt der Protein wurde iiber den Abbau des radio-
aktiv markierten RNA-Stranges eines DNA /RNA-Hybrids iiber die Zeit verfolgt. Die Auswertung
der Datzen erfolgte iiber eine einfach exponentielle Gleichung. DM: Doppelmutante (W24G und
F61G).

Die enzymatische Aktivitdt der Proteine wurden in einem Standard-Polymerasetest
iiberpriift. Wie in Abbildung 4.18 dargestellt, wirkte sich eine Mutation an Position
F61 in der p66 UE negativ auf die Polymeraseaktivitit des Enzyms aus (p51/p66F61¢:
58 %). Wurde zusitzlich die Position W24 mutiert, reduzierte sich die Aktivitdt auf
39 %. Die Doppelmutation in der p51 Untereinheit fiihrte dagegen zu einer Steigerung
der DNA-Polymeraseaktivitit (132 %).
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Die RNaseH-Aktivitit wurde durch einen Aminoséureaustausch an Position 24 der p66
Untereinheit verringert. Wurde die RT mit Aminosédureaustausch an Position 24 alleine
oder in Kombination mit der Mutation der Position 61 getestet, erfolgte in beiden Féllen
eine Reduktion auf 70 %. Fiir die RNaseH-Aktivitat konnte demnach kein additiver Ef-
fekt der Mutationen beobachtet werden.

Dabei ist zu beachten, dass im Virus p51 aus der p66 Untereinheit hervorgeht und damit
alle in p66 vorhanden Mutationen auch in p51 wiederzufinden wéren. Eine Resistenzent-
wicklung gegeniiber p7 wiirde daher zu einer reduzierten enzymatischen Aktivitat der
RT fiihren und damit voraussichtlich die Replikationsfahigkeit derartiger Viren beein-
trachtigen.

4.2.4.2 Peptide abgeleitet von der Verbindungsdomane

Abgeleitet von der Verbindungsdoméne wurden zwei Peptidfamilien synthetisiert, die
als kompetitive Binder zur p51 UE wirken sollten. Die Sequenzen beider Familien ent-
sprechen den Aminosduren 404—411. Die Peptide P1-P5 der ersten Familie entsprechen
den Aminosduren, die sich C-Terminal an die p7 Sequenz anschliefen. Es wurden Pep-
tide unterschiedlicher Lénge (7-, 8- und 9-mere) innerhalb der Sequenz ausgewihlt. Die
Peptide wurden freundlicherweise von Eliane Schweizer (ETH Ziirich) synthetisiert und
zur Verfiigung gestellt.

Um den Einfluss der Peptide auf die Redimerisierung der RT zu untersuchen, wurde,
wie schon zuvor beschrieben, ein Reassoziationsexperiment gewéhlt (3.4.1.3). Monome-
re Anteile im Reassoziationsansatz sollten iiber Gelfiltrations-Experimente identifiziert
werden. Nach einer i.N. Inkubation der Reassoziationsansétze in Anwesenheit des jewei-
ligen Peptids bei Raumtemperatur wurde ausschlieSlich dimeres Protein wiedergefunden
(Daten nicht gezeigt). Ergénzend zu den Gelfiltrationsanalysen wurde ein Teil der Re-
assoziationsansitze im Standard-Polymerasetest iiberpriift. Wiirden die Peptide binden,
ohne jedoch eine Dimerisierung der UE zu unterbinden, kénnte diese Bindung u. U. iiber
eine Beeinflussung der Polymeraseaktivitit festgestellt werden. Wie in Teil A der Ab-
bildung 4.19 dargestellt, zeigte jedoch keines der Peptide einen inhibitorischen Effekt.
Als Positivkontrolle wurde der monoklonale Antikorper 9 mitgefiihrt, der, wie friihere
Studien zeigten [116], die Dimerisierung der Untereinheiten unterbindet. In Anwesen-
heit von MAb9 wurde eine drastisch reduzierte RT-Aktivitdt gemessen, da die Reverse
Transkriptase nur als Dimer aktiv ist. Alle getesteten Peptide dieser Familie erwiesen
sich damit hinsichtlich ihrer Funktion als Dimerisierungsinhibitoren als nicht aktiv.
Die zweite getestete Peptidfamilie (ESP-Peptide) umfasste fiinf unterschiedliche 6-mere
(sieche Abb. 4.19 B). Das im Wildtyp vorhandene Alanin am N-Terminus der Sequenz
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4.2 Inhibition der Dimerisierung der Reversen Transkriptase

wurde gegen die Aminosduren Valin, Leucin, Isoleucin oder Phenylalanin ausgetauscht.
Auch in diesen Studien wurde wie zuvor ein Reassoziationsansatz gewéhlt, um eine
Bindung der Peptide iiber eine Modulation des Dimerisierungsgrades bzw. der Polyme-
raseaktivitdt ausmachen zu kénnen.
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Abbildung 4.19: Einfluss verschiedener Peptide auf die Polymeraseaktivitit der Re-
versen Transkriptase. Durch Acetonitril dissoziierte RT wurde 1:10 in Acetontril-freiem
Puffer in Anwesenheit von Peptiden inkubiert. Die enzymatische Aktivitat der reassoziierten
RT wurde in einem Standard-Polymerasetest iiberpriift. Als Kontrolle diente RT ohne Zu-
satz eines Peptids und ein Ansatz in Anwesenheit des monoklonalen Antikorpers 9, der die
Dimerisierung der RT inhibiert. Die Konzentration der Peptide P1-P5 (A) betrug 2 uM, die
der ESP-Peptide (B) 5 mM. Die RT-Konzentrationen betrugen 10nM (A) bzw. 81 pM (B).

In Abbildung 4.19 B ist das Ergebnis eines Polymerasetests in Anwesenheit von 5 mM
Peptid gezeigt. Im Vergleich zur Kontrolle ohne Peptid ist keine reduzierte enzymati-
sche Aktivitdt der reassoziierten RT zu verzeichnen. Auch hier ist eine deutliche Akti-
vitatsreduktion durch die Positivkontrolle MAb9 sichtbar. Die parallel durchgefiihrten
Gelfiltrationsanalysen lielen keine Verringerung des Dimergehalts nach Reassoziation
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erkennen, sodass auch bei dieser Peptidfamilie davon ausgegangen werden muss, dass
keine Bindung der Peptide an die p51 UE bzw. die dimere Form der RT stattfindet.

4.2.4.3 Von der RNaseH-Domane der RT abgeleitete Peptide

Die momentan in Anwendung befindlichen RT-Inhibitoren zielen allesamt auf die Poly-
merase-Aktivitat des Enzyms. Die RT verfiigt dariiber hinaus iiber eine weitere kataly-
tische Funktion, die RNaseH-Aktivitdt. Die RNaseH-Doméne der p66 Untereinheit geht
Wechselwirkungen mit der p51 Untereinheit ein. Diese Interaktion tragt entscheidend zur
Stabilitdt und Funktion des Enzyms bei. Binden Antikérper in diesem Proteinbereich
wird die RNaseH-Aktivitdt drastisch reduziert [116].

In diesem Zusammenhang wurden von der RT-Aminosduresequenz abgeleitete Peptide
entworfen, die die Interaktion der beiden Untereinheiten minimieren und einen inhibi-
torischen Effekt auf die RNaseH-Aktivitét ausiiben sollten. Um den Interaktionsbereich
vollstdndig abzudecken, wurden zwei Peptidsequenzen TR-1 und TR-2 gewahlt, die par-
tiell in ihrer Sequenz iiberlappen (Aminosdureposition 534-554 in der p66 UE).

Die Reverse Transkriptase wurde monomerisiert, damit eine Bindung der Peptide an die
p51 UE moglich wurde. Der fiir die Reassoziation verwendete Verdiinnungspuffer wurde
mit 10 uM Peptid versetzt und der Reassoziationsansatz fiir 16 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Anteil an monomerer bzw. dimerer RT wurde iiber einen Gelfiltrations-
lauf analysiert. In Anwesenheit der Peptide war jedoch kein reduzierter Dimergehalt
festzustellen (Daten nicht gezeigt). Im Polymerasetest konnte in Gegenwart der Peptide
keine verringerte Aktivitdt des Enzyms gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Da eine
Wechselwirkung der Peptide mit der p51 UE die Interaktion mit der RNaseH-Doméne
beeinflussen konnte, wurde zusétzlich zur Polymerase- auch die RNaseH-Aktivitiat der
RT iiberpriift. In Abbildung 4.20 ist das Ergebnis des RNaseH-Tests gezeigt. Der Abbau
des 35nt langen RNA-Strangs eines DNA /RNA-Hybrids wurde iiber die Zeit verfolgt.
Im Vergleich zum Ansatz ohne Peptid ist keine Verdnderung im Zeitverlauf der Reaktion
oder im Spaltungsmuster zu erkennen. Diese Ergebnisse legen, wie schon bei den von der
Verbindungsdoméne abgeleiteten Peptiden, den Schluss nahe, dass die TR-Peptide auf-
grund einer fehlenden Bindung an die RT deren Dimerisierungsgrad und enzymatische
Eigenschaften nicht beeinflussen.
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Abbildung 4.20: RNaseH Aktivitatstest in Anwesenheit der Peptide TR-1 und TR-2.
Der Abbau des radioaktiv markierten RNA-Stranges eines DNA/RNA-Hybrids in Anwesenheit von
RT (20 nM) und verschiedenen Peptiden (10 M) wurde iiber die Zeit verfolgt. Zur Kontrolle wurde
das Hybrid lediglich in Anwesenheit der Peptide fiir 20 min inkubiert. Die Proben wurden in einem
12 %igen denaturierendem PAA-Gel aufgetrennt.

4.3 Nukleinsaureinhibitoren

Die Reverse Transkriptase ist ein Nukleinsédure-bindendes Protein, das im viralen Lebens-
zyklus sowohl mit einzel- als auch mit doppelstrangigen Nukleinsduren (RNA, DNA und
RNA/DNA und DNA/DNA-Hybride) interagiert. Daher lag es nahe, Oligonukleotide als
Inhibitoren einzusetzen, die mit dem natiirlichen Substrat der RT um die Nukleinséure-
bindungsstelle konkurrieren bzw. einen iiberlappenden Bindungsbereich einnehmen und
die Bindung des Substrats verhindern. Ein solcher Inhibitor wurde erstmals von Tuerk
und Gold im Jahr 1992 beschrieben [151]. Die von den Autoren angewendete und zu-
vor beschriebene Methode der in witro Selektion [150] ermoglichte die Identifizierung
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von spezifischen RT-Bindungspartnern aus einer Nukleinsiurebibliothek von 10'4-10'5
verschiedenen Molekiilen. Die selektionierten Ribonukleinsduren wiesen alle ein einheit-
liches Sekundéarstrukturmotiv auf, die sogenannte RNA-Pseudoknotenstruktur. Das aus
diesem Selektionsprozess als bester Binder hervorgegangene Aptamer wurde seitdem als
Pseudoknoten bezeichneten und wurde in seinen Bindungseigenschaften bereits naher
charakterisiert [67, 76]. Von Schneider et al. wurde eine weitere Selektion mit der RT
als Zielprotein durchgefiihrt. Allerdings wurde eine DNA-Bibliothek eingesetzt. Als be-
ster Binder wurde das DNA-Aptamer RT1t49 selektiert [136]. Aptamere gehen zahl-
reiche Interaktionen mit dem Zielprotein ein, die sich iiber eine grofle Bindungsfléiche
erstrecken. Das Aufkommen von multiplen Resistenzmutationen ohne eine gleichzeitige
Beeintriachtigung der enzymatischen Eigenschaften der RT scheint daher unwahrschein-
lich. Aus diesem Grund stellen Aptamere eine interessante alternative Inhibitorklasse
dar.

In dieser Arbeit sollte geklart werden, ob RNA- und DNA-Aptamere RT-Mutanten bin-
den konnen, die resistent gegen die vielfach genutzten nukleosidischen Inhibitoren AZT
und 3TC sind. Die Charakterisierung der Bindung schloss Inhibitionsstudien mit der
Wildtyp-Form der RT und NRTI-resistenten Mutanten ein. Dariiber hinaus sollte das
Konzept eines substratihnlichen Inhibitors am Beispiel der RNA 7.7 iiberpriift werden
(sieche Abschnitt 4.3.1).

4.3.1 Bindungseigenschaften ausgewdhlter Nukleinsdureinhibitoren

Zunéchst wurden die Bindungseigenschaften der gewéhlten Nukleinsduren gegeniiber
wildtypischer RT bestimmt. Die Ergebnisse sollten als Vergleichswerte fiir die spéteren
Messungen mit den RT-Mutanten herangezogen werden.

Die Affinitét der 33 nt langen Pseudoknoten-RNA, deren Struktur in Abbildung 4.21 A
dargestellt ist, zur RT wurde iiber einen Filterbindungsassay bestimmt (vgl. 3.4.2). Die
RNA wurde an ihrem 5’-Ende radioaktiv markiert, sodass der Anteil der im Komplex
mit der RT vorliegenden RNA nach Immobilisierung auf einem Nitrozellulosefilter iiber
Szintillationsmessungen moglich war. Nach Auswertung der Daten mit einer quadrati-
schen Gleichung ergab sich ein K4 von 44 (£ 7)pM (siehe Abb. 4.21 B). Dieser Wert
steht in sehr guter Ubereinstimmung mit Messungen von Kensch et al. [76]. Die eben-
falls iiber einen Filterbindungsassay bestimmte Dissoziationskonstante betrug 44 pM.
Zusétzliche fluoreszenzspektroskopische Methoden ergaben einen K4 von 25pM. Uber
den direkten Vergleich mit den bereits veroffentlichten Daten konnte die Zuverlassig-
keit der Methode, die experimentellen Bedingungen und die Qualitit des rekombinanten
Proteins kontrolliert werden. Da die ermittelten Affinitdten mit den Werten von Kensch
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Abbildung 4.21: Affinitdt radioaktiv markierter Pseudoknoten-RNA zur HIV-1 RT.
A: Sekundarstruktur der Pseudoknoten-RNA. B: Die iiber einen Filterbindungsassay gemessene
Bindungskurve der Pseudoknoten-RNA (100 pM) an die HIV-1 RT"WT'. Die Auswertung der Kurve
mit einer quadratischen Bindungsgleichung ergab einen Kq von 44 (+7) pM.

et al. iibereinstimmten, schien eine vergleichende Analyse mit den mutierten RTs unter
den gewéhlten Bedingungen moglich zu sein.

Die radioaktive Endmarkierung des Aptamers RT1t49 war nur unzureichend moglich.
Daher wurde fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstanten die Methode der Ver-
drangungstitration eingesetzt (3.4.6.1). Ein vorgeformter Komplex aus einem FAM-
markierten 18/36-mer DNA/DNA Substrat (25nM) und RT (45nM) wurde mit stei-
genden Mengen unmarkierter RT1t49 DNA titriert. Das Ergebnis der Verdringungsti-
tration ist in Abbildung 4.22 B dargestellt. Die Auswertung der Titration erfolgte iiber
ein iteratives Verfahren unter Verwendung des Programms Scientist, dem das im Anhang
aufgefithrten Modell zugrunde liegt. Dabei konnte fiir die RT1t49-RT-Interaktion ein K4
von 123 pM ermittelt werden. Die von Schneider et al. bestimmte Bindungsaffinitét lag
mit 1 nM um Faktor 10 hoher [136]. Uber das hier verwendete Verfahren konnte jedoch
gezeigt werden, dass das DNA-Aptamer einen dhnlich stabilen Komplex mit der RT aus-
bilden kann, wie die hochaffine Pseudoknoten-RNA. In Abbildung 4.22 A ist die von den
Autoren verdffentlichte Sekundérstruktur der DNA dargestellt. Im weiteren Verlauf der
Arbeit wurde auerdem die verkiirzte Version des Aptamers (RT1t33) genutzt, dessen
Sequenz in griinen Buchstaben hervorgehoben ist.

Als dritte Nukleinsdure wurde die RNA 7.7 in die Studien einbezogen. Diese RNA
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Abbildung 4.22: Affinitdt des Aptamers RT1t49 zur HIV-1 RT. Sekundarstruktur des
Aptamers RT1t49. In griin ist die Sequenz des verkiirzten Aptameres RT1t33 dargestellt. B: Die
Affinitat des DNA-Aptamers wurde {iber eine Verdrangungstitration bestimmt. Einem Komplex aus
FAM-markierten 18/36-mer DNA/DNA Substrat (25nM) und HIV-1 RTWT (45nM) wurde das
DNA-Aptamer RT1t49 als Kompetitor in steigenden Konzentrationen zutitriert. Die Kurve wurde

mithilfe des Programms Scientist liber ein iteratives Verfahren ausgewertet. Es ergab sich ein K,
von 123 pM.
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Abbildung 4.23: Affinitdit der RNA 7.7 zur HIV-1 Reversen Transkriptase. In Teil
A ist die Sekundarstruktur der RNA 7.7 gezeigt. B: Die Affinitat der RNA zur RT wurde iiber
einen Filterbindungsassay bestimmt. Die Auswertung der Kurve erfolgte iiber eine quadratische
Bindungsgleichung und ergab einen K4 von 275 (4 183) nM.
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stammte aus einer in vitro Selektion mit dem Luziferase-Protein als Zielmolekiil, die
in dieser Arbeit durchgefithrt wurde (Daten nicht gezeigt). Die variable Region der
Nukleinsdurebibliothek umfasste 40nt. Die in diesem Zusammenhang klonierten Nu-
kleinsduren wurden sequenziert und anschliefend die Sekundérstrukturen mit den Pro-
gramm mfold berechnet. Die Nuleinsduren zeigten keine Bindung an das Luziferasepro-
tein. Ein dhnlich negatives Selektionsergebnis berichtete die Firma NascaCell, Miinchen,
(personliche Mitteilung), sodass die Vermutung nahe lag, dass das Luziferase-Protein
kein geeignetes Zielmolekiil fiir einen in vitro Selektionsprozess darstellt.

Viele der selektionierten RNAs wiesen allerdings - wie auch schon die gegen die p51 UE
selektionierten Aptamere (4.2.3) - eine Primer/Template-dhnliche Sekundéarstruktur auf
(siche Abbildung 4.23). Aufgrund dieser Ahnlichkeit zum Substrat der Reversen Tran-
skriptase wurden die Bindungs- und Inhibitionseigenschaften der RNA 7.7 in Verbindung
mit der RT ebenfalls untersucht. Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten wurden
ebenfalls der Filterbindungsassay herangezogen. Auf diese Weise konnte eine Affinitét
von 275 (£ 183) nM berechnet werden.

4.3.2 Charakterisierung der Inhibition der enzymatischen
Aktivitaten der RT durch Nukleinsdauren

In einem Standard-RT-Assay (vgl. 3.4.3) wurde die Inhibitionsfidhigkeit der Pseudokno-
ten-RNA, des DNA Aptamers RT1t49 und der RNA 7.7 iberpriift. Die Nukleinsduren
wurden in 1x RT-Assay-Puffer verdiinnt und fiir 10 Minuten mit der Reversen Transkrip-
tase vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Protein-Nukleinsdurekomple-
xes zum Reaktionsgemisch gestartet und der Ansatz fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert.
In Abbildung 4.24 A ist die Inhibition der Polymeraseaktivitit in Abhéngigkeit von
der Konzentration der eingesetzten Nukleinsdure dargestellt. Zur Berechnung des 1Csq-
Wertes wurde eine hyperbolische Gleichung genutzt. Fiir die Pseudoknoten-RNA wurde
ein IC50 von 4 (+0,5) nM, fiir das Aptamer RT1t49 von 8 (£ 1,6) nM und fiir die RNA 7.7
ein ICs von 310 (£ 80) nM ermittelt. Die IC50-Werte spiegeln die unterschiedlichen Affi-
nitdten zwischen Nukleinsduren und RT wieder. Wie erwéihnt, wurde die DNA RT1t33 -
eine verkiirzte Version des Aptamers RT1t49 - in die Inhibitionsstudien eingeschlossen.
Fiir die in vivo Anwendung sind kurzkettige Nukleinsduren von groflem Interesse, da sie
kostengiinstig zu synthetisieren und leichter zu applizieren sind. Daher sollte iiberpriift
werden, ob die verkiirzte Version ein vergleichbares inhibitorisches Potenzial wie die
komplette RT1t49 Sequenz aufweist. Wahrend fiir RT1t49 im Standard-RT-Assay ein
IC50 von 8 nM gemessen werden konnte, konnte die RT-Aktivitdt mit RT1t33 auch bei
hohen Konzentrationen (8 M) nur um 30 % reduziert werden (Daten nicht gezeigt). Ei-
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ne Verkiirzung fiihrt demnach zu einem teilweisen Verlust der Inhibitionseigenschaften.
Die dreidimensionale Faltung der Nukleinsdure und die spezifische Interaktion zwischen
einzelnen Aminoséuren und Nukleinsduren scheint damit unabdingbar fiir eine effiziente
Wechselwirkung.
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Abbildung 4.24: Inhibition der Polymerase- und RNaseH-Aktivitit der HIV-1 Re-
versen Transkriptase durch Nukleinsduren. Die HIV-1 RTWT (14nM) wurde mit den
verschiedenen inhibitorischen Nukleinsduren vorinkubiert (Kreise, blau: Pseudoknoten-RNA (PS),
Dreiecke, rot: RT1t49-DNA (RT1t49), Rauten, griin: RNA 7.7). A: Die RNA-abhingige DNA-
Polymeraseaktivitat wurde unter Verwendung von p(rA)/o(dT)12—1s als Template gemessen. Die In-
hibitionskurven wurden mit einer hyperbolischen Gleichung ausgewertet und ergaben folgende 1C50-
Werte: PS: 4(£0,5) nM; RT1t49: 8 (£ 1,6) nM; RNA 7.7: 310 (+ 80) nM. B: Die RNaseH-Aktivitat
wurde liber den Abbau eines radioaktiv markierten RNA-Stranges eines DNA/RNA-Hybrids (20 nM)
nach einer Inkubationszeit von 1h bei 37°C bestimmt. Die eingesetzte RT-Konzentration betrug
20nM. Die Hemmung der RNaseH-Aktivitdt in Abhangigkeit von der Konzentration des Inhibitors
wurde mit einer hyperbolischen Gleichung ausgewertet und ergab fiir die Inhibition durch die PS-
RNA einen ICsp von 23 (£ 2) nM, fiir die RT1t49 vermittelte Inhibition einen IC5q von 46 (+0,1) nM

Fiir die RNA 7.7 wurden zusétzlich einige Untersuchungen zur Spezifitit der Inhibiti-
on durchgefithrt (Daten nicht gezeigt), die fiir den Pseudoknoten und RT1t49 bereits
veroffentlicht waren. So wurden die Aktivitdt der HIV-1 RT und der RT des AM-Virus
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in Anwesenheit der RNA 7.7 im Standard-Polymerase-Test miteinbezogen. Die nahe ver-
wandte HIV-2 RT konnte - wenn auch in einem geringeren Mafle - durch die Anwesenheit
der RNA gehemmt werden. Die Aktivitat der AMV-RT war jedoch nicht beeintréchtigt.
In die Untersuchungen zur inhibitorischen Funktion der Nukleinsduren wurden neben
der Polymeraseaktivitdt auch die RNaseH-Aktivitdt der RT einbezogen. Die Aktivitét
des Enzyms (20 nM) konnte iiber den Abbau eines 35 nt langen RNA-Stranges aus einem
RNA/DNA-Hybrid (20 nM) verfolgt werden. Die Daten wurden mit einer hyperbolischen
Gleichung ausgewertet. Bei einer Pseudoknoten-Konzentration von 23 (£2)nM wurde
die halbmaximale Inhibition der RNaseH-Aktivitit erreicht (4.24 B). Ahnliche Ergeb-
nisse wurden fiir das Aptamer RT1t49 erzielt (IC50 = 46 (£ 0,1) nM). Die halbmaximale
Inhibition der RNaseH-Aktivitéit tritt im Vergleich zur Polymeraseaktivitdt bei einer
etwa 10fach geringeren Inhibitor-Konzentration ein.

Die Daten fiir die RNA 7.7 wurden nicht aufgefiihrt, da die Inhibition der RNaseH-
Aktivitdt bei hohen Konzentrationen zwar vorhanden, aber mit hohen Schwankungen
verbunden war. Die RNaseH-Aktivitit der RT konnte nach Inkubation mit der RNA 7.7

lediglich auf ca. 70 % reduziert werden.

4.3.3 Wechselwirkung von Nukleinsdureinhibitoren mit
NRTI-resistenten RT-Mutanten

Wie erwéhnt, ist es von groflem Interesse RT-Inhibitoren zu entwickeln, deren inhibi-
torisches Potenzial NNRTI- bzw. NRTI-resistenten RT-Varianten gegeniiber erhalten
bleibt. Daher wurde die Affinitdt und Inhibitionsfihigkeit der Aptamere gegeniiber RT-
Mutanten getestet, die durch spezifische Aminsdureaustausche nicht mehr auf die nu-
kleosidischen Inhibitoren ddI, AZT und 3TC ansprechen (ddI-Resistenz: Mutation L74V;
3TC-Resistenz: M184V; AZT-Resistenz (Vollmutante): M41L, D67N, K70R, T215Y,
K219Q; AZT /3TC-Resistenz: AZT-Vollmutante + M184V). Die verwendeten Mutanten
wurden von Ruth Krebs im Rahmen ihrer Doktorarbeit in rekombinanter Form aufgerei-
nigt [81] und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Da in vielen Féllen gezeigt wurde,
dass Mutationen innerhalb der RT-Sequenz einen Einfluss auf Nukleinsdurebindung, Ak-
tivitdt und Dimerisierungsverhalten des Proteins ausiiben konnen [159], wurden die ver-
wendeten Mutanten zunéchst hinsichtlich dieser Eigenschaften untersucht. Mithilfe der
Gelfiltrationsanalyse wurde iiberpriift, ob die Proteine vollstdndig als Dimer vorlagen.
In allen Féllen wurde der dimere Anteil auf > 99 % bestimmt (Daten nicht gezeigt). Wie
in Abbildung 4.25 A dargestellt, ist die Polymeraseaktivitit im Vergleich zur Wildtyp-
RT nicht verdndert (gemessen im Standard-RT-Test). Zusétzlich wurde die Fahigkeit
zur Bindung eines 18/36-mer DNA/DNA-Substrats iiber Fluoreszenzmessungen gete-
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stet. Bei Bindung der Reversen Transkriptase an das Substrat nimmt die Fluoreszenz
des mit dem Primer-Molekiil verbundenen FAM-Fluorophors ab. Fiir die RT-Mutante
M184YV ist eine exemplarische Bindungskurve in Abbildung 4.25 B gezeigt. Die Auswer-
tung erfolgte auch hier mit einer quadratischen Bindungsgleichung und ergab einen K4
von 1,5nM.
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Abbildung 4.25: Charakterisierung der HIV-1 RT Mutanten. A: Vergleichende Analyse
der RNA-abhangigen DNA-Polymeraseaktivitat. Die finale RT-Konzentration betrug 100 nM. B:
Die Affinitat eines 18/36-mer DNA/DNA (25nM) Substrats zur Reversen Transkriptase (exem-
plarisch fiir die RTM184V gezeigt) wurde iiber eine Gleichgewichtsfluoreszenztitration bestimmt.
Die Ausbildung des Komplexes konnte iiber die abnehmende Fluoreszenz des am 5 "-Ende des 18-
mers befindlichen FAM-Fluorophors verfolgt werden. Die Auswertung der Kurven erfolgte iiber eine
quadratische Bindungsgleichung. Die bestimmten Affinitdten zwischen 18/36-mer Substrat zu den
RT-Mutanten sind in der Tabelle aufgefiihrt (C).

Die fiir die anderen Mutanten ermittelten Dissoziationskonstanten sind in der Tabelle
(sieche Abbildung 4.25 C) aufgefiihrt. Alle Werte stimmen sowohl mit den in der Lite-
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ratur veroffentlichten als auch mit den durch Ruth Krebs durchgefiihrten Messungen
sehr gut iiberein [34, 81]. Die eingefithrten Mutationen hatten somit keinen Effekt auf
die Substratbindung und die Aktivitit des Enzyms und konnten zur weiteren Charak-
terisierung eingesetzt werden. Die RNA 7.7 wurde nicht in die folgenden Experimente
eingeschlossen, da sie im Vergleich zur Pseudoknoten-RNA und RT1t49 eine schwéchere
Affinitat zur RT zeigt und durch die Aptamere bereits beide Nukleinsdurechemien (RNA
und DNA) repriisentiert waren.

K, (pM) IC5, (NM)
RT1t49 PS RT1t49 PS
RTW 123 + 45 44 + 8 8+ 14 3,6 +07
RTM184V 97 + 16 34 £ 9 6,3+ 1,2 6,4 £ 22
RTL74V 110 = 29 42 + 7 88+ 1,6 1,8 £ 04
RTAZT 30 + 6,8 30 £ 7 7+ 0,7 1,1 £ 03
RTAZTI3TC 31 + 14,5 28 + 6 3,7+ 0,5 1,7 + 0,2

Tabelle 2: Ubersicht iiber Bindungs- und Inhibitionskonstanten der Aptamer-RT-Wechsel-

wirkung.

Die Dissoziations- und Inhibitionskonstanten wurden - wie unter 4.3.1 und 4.3.2 beschrie-
ben - iiber Filterbindungsmessungen, Verdrangungstitrationen und Standard-Polymera-
setests bestimmt. Die Bindungskonstanten und ICsy-Werte sind in Tabelle 2 zusammen-
gefasst. Fiir alle Mutanten gilt, dass sowohl die Bindung als auch die Inhibition durch
die Nukleinsduren im gleichen Konzentrationsbereich wie fiir den Wildtyp bestimmt
werden konnten. Im Fall der AZT/3TC-Mutante in Wechselwirkung mit dem Aptamer
RT1t49 konnte eine um den Faktor 4 erhéhte Affinitdt zur Nukleinsdure (RTWT: 123 pM,
RTA%T: 30 bzw. 31 pM) und in der Konsequenz eine Inhibition bei niedrigeren RT1t49-
Konzentrationen (RTW7: 8 nM, RTA4T37¢; 3 7nM) verzeichnet werden. Diese Verbesse-
rung war auch beim Pseudoknoten zu beobachten, allerdings in einem geringeren Mafle
(Faktor 2). Die erhohte Affinitat der AZT/3TC-Mutante ist auf eine allgemein besse-
re Nukleinsdurebindungsfiahigkeit zuriickzufiithren, die auch schon fiir das DNA/DNA-
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Substrat gezeigt wurde (siehe Abbildung 4.25).

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die NRTI-Resistenz verursachenden Mutationen in
der RT-Sequenz keinen negativen Effekt auf die Bindung der Aptamere ausiiben. Dies
legt die Vermutung nahe, dass die Inhibitionsfihigkeit der Nukleinsduren auch in vivo
vollsténdig erhalten bleibt.
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4.4 Einfluss des Nucleocapsid-Proteins auf den
RT-vermittelten Polymerisationsprozess

4.4.1 Ausgangssituation

Das NC-Protein hat vielfiltige Funktionen innerhalb der Regulation des HIV Lebenszy-
klus. Das Protein ist an der Ausbildung des Initiationskomplexes (tRNA, viraler RNA
und RT) beteiligt und in Strangtransfer-Reaktionen wihrend der reversen Transkripti-
on involviert. Auflerdem ist bekannt, dass das Protein in der Lage ist, Nukleinsduren zu
binden und doppelstriangige Bereiche in der Sequenz zu entwinden [113]. Dadurch wird
der Polymerisationsprozess an Sekundéarstrukturelementen innerhalb der viralen RNA
erleichtert [68]. AuBlerdem stabilisiert es die RNA im viralen Partikel. Aufgrund seiner
Beteiligung an der reversen Transkription wurde in der Literatur eine Wechselwirkung
zwischen NC und RT diskutiert [38]. Die Interaktion zwischen NC und RT zu unterbin-
den und damit den Prozess der reversen Transkiption zu beeintréichtigen, konnte eine
weitere Moglichkeit zur Inhibition der HIV Replikation darstellen. Um den Einfluss des
NC-Proteins auf den durch die Reverse Transkriptase katalysierten Nukleotid-Einbau
zu studieren, sollten in dieser Arbeit transientenkinetische Messungen durchgefiihrt wer-
den. Erkenntnisse aus diesen Experimenten konnten das Wissen um den unterstiitzenden

Einfluss des NC-Proteins erweitern und in die Entwicklung einer Inhibitonsstrategie ein-
flieBen.

4.4.2 Charakterisierung der
Protein-Nukleinsdure-Wechselwirkungen

4.4.2.1 Wahl der Substrate

Stabile Sekundérstrukturelemente innerhalb der RNA verzogern in vitro eine effizien-
te Polymerisation. Studien konnten zeigen, dass das virale Nucleocapsid-Protein (NC)
dieses sogenannte Pausieren verhindert [68]. Die chaperonartige Aktivitiat des Proteins
ermoglicht eine Destabilisierung dieser Strukturen. Daher wurde fiir die Experimente in
dieser Arbeit zunéchst ein Substrat ausgewihlt, das ein Sekundérstrukturelement auf-
weist. Das im Folgenden als Hairpin-Substrat bezeichnete Primer/Template wurde in
dhnlicher Form bereits von Suo et al. fiir kinetische Messungen verwendet (siche Ab-
bildung 4.26, B) [147]. Innerhalb des 48 nt langen Template-Stranges liegt eine Haarna-
delstruktur vor. Dem Primer (20-mer) ist es moglich, mit dem Sekundérstruktur-freien
Bereich des Templates zu hybridisieren. Eine am 3’-Ende des Primers weiterfithrende
Polymerisationsreaktion benotigt jedoch eine Entwindung der Haarnadelstruktur, da das
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néchste Nukleotid im Templatestrang bereits basengepaart vorliegt.

Alle bisherigen kinetischen Analysen des Polymerisationsprozesses wurden zumeist an li-
nearen Substraten durchgefiihrt. Dazu zéhlen DNA/DNA, DNA/RNA und RNA/RNA-
Substrate verschiedener Lénge, deren Sequenzen von der Primerbindungsstelle (PBS)
innerhalb des viralen Genoms abgeleitet wurden. Daher wurde zum Vergleich zusétzlich
das in Abbildung 4.26 A gezeigte, lineare 18/36-mer DNA /DNA Substrat in die Studien
mit einbezogen.

lineares
Substrat

5-tccctgttcgggcgccac
[ T A A O A
3-agggacaagcccgcggtgcagatctctaaaaggtgt

c a Hairpin-

a a Substrat
t—a

t—a

g-—c
t—a

Abbildung 4.26: Sequenz und Struktur der verwendeten Substrate. Die Sequenzen der
Substrate leiten sich von der Sequenz der Primerbindungsstelle innerhalb des HIV-Genoms ab. Die
Sekundarstruktur des Hairpin-Template-Stranges wurde mit dem Programm mfold berechnet. Das
nichste, korrekt in den Primer einzubauende Nukleotid (n+1) ist farbig markiert.
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4.4 Finfluss des Nucleocapsid-Proteins auf den RT-vermittelten Polymerisationsprozess

4.4.2.2 Chaperonaktivitat des NC-Proteins

Die in dieser Arbeit verwendeten NC-Proteine wurden freundlicherweise von Y. Mély
(StraBburg) und J.L. Darlix (Lyon) zur Verfiigung gestellt. Das Protein wurde synthe-
tisch hergestellt und in lyophilisierter Form iibersandt. Die Synthesechargen variierten
in ihrer Qualtitat. Daher war es nétig, die Qualitét des Proteins hinsichtlich seiner Funk-
tionalitdat zu iiberpriifen. Die Chaperonaktivitdt des NC-Proteins wurde iiber den von
Beltz et al. beschriebenen fluoreszenzspektroskopischen Test bestimmt [9].

A e B
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c g
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g c 81
/ 9 1 — CcTAR
a a 77 — CcTAR + NC (1-55)
\ c E 1 cTAR + NC (1-55) + EDTA
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c g hed |
t S 4
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cg . a E 2‘-
t a e 17
t a )
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a T T T T T T T T T 1
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g ¢
g ¢
/ \
5-R6G 3°- DABCYL

Abbildung 4.27: Chaperonaktivitdt des Nucleocapsid-Proteins. A: Sequenz und Se-
kundarstruktur des verwendeten cTAR Oligonukleotids. Am 5°-Ende der Nukleinsdure befindet
sich das Fluorophor 6-Carboxyrhodamin (R6G), am 3 -Ende der Fluoreszenzléscher DABCYL. Die
Sekundarstruktur wurde iiber das Programm mfold berechnet. A: Das Emissionsspektrum des am
cTAR befindlichen R6G-Fluorophors (1 M) wurde in Abwesenheit (griin) und Anwesenheit (rot)
des Nucleocapsid-Proteins (1,1 M, Variante 1-55) aufgenommen. In schwarz ist das Emissions-
spektrum nach Zugabe von 1 mM EDTA zum cTAR-NC-Komplex gezeigt.
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In Abbildung 4.27 A ist die Sequenz und die Sekundérstruktur des verwendeten Oli-
gonukleotids (cTAR) dargestellt. Die Sequenz entspricht der cDNA-Kopie des TAR
RNA Strukturelements aus dem HIV-1 Genom (Mal-Isolat), fiir das eine spezifische
Wechselwirkung mit dem NC-Protein nachgewiesen werden konnte [74]. Am 5’-Ende
befindet sich das Fluorophor 6-Carboxyrhodamin (R6G) und am 3’-Ende der Fluo-
reszenzloscher Dimethylaminophenylazobenzolsiure (DABCYL), der bei ausgebildeter
Haarnadelschleife die von R6G emittierte Fluoreszenz absorbiert. Durch die Chaperon-
aktivitit des NCs wird die Stammstruktur des ¢TAR-Oligonukleotids aufgewunden und
der Fluoreszenzloscher rdumlich vom Fluorophor entfernt, sodass eine erhchte R6G-
Emission verzeichnet werden konnte (sieche Abbildung 4.27 B, rote Kurve). Die Aktivitét
des NCs wird durch Zugabe von EDTA (1 mM) aufgehoben, da die fiir die Aktivitat des
NCs essentiellen Zink-Ionen chelatiert werden (griine Kurve). In weiterfithrenden Experi-
menten wurden diejenigen NC-Préparationen eingesetzt, durch deren Chaperonaktivitét
im ¢TAR-Assay eine Fluoreszenzverstirkung um Faktor 4 bis 7,5 erzielt werden konnte.

4.4.2.3 Affinitat der RT und des NC-Proteins zu den Substraten

In den fiir die Einbaustudien verwendeten Reaktionsgemischen (siehe 4.4.3) wurden so-
wohl RT und Substrat als auch NC eingesetzt. Da beide Proteine Nukleinséduren binden,
sollte zunéchst ein besseres Versténdnis fiir die Protein-Nukleinséure-Interaktionen er-
langt werden. Daher wurde die Affinitdt der Proteinkomponenten zu den Substraten
nédher charakterisiert. Wie schon in Abschnitt 4.3.3 gezeigt, kann die Dissoziationskon-
stante des Nukleinsdure-RT-Komplexes iiber eine Fluoreszenzgleichgewichtstitration be-
stimmt werden. Hierzu wurde ein Substrat eingesetzt, dass am Primer-Molekiil mit dem
Fluorophor FAM verkniipft und sequenzidentisch zum unmarkierten linearen Substrat
war. Wie in Abbildung 4.28 A gezeigt, konnte fiir das lineare 18/36-mer Substrat ein K4
von 1,2 (£ 0,27) nM bestimmt werden, der in Ubereinstimmung mit bisher veréffentlich-
ten Werten steht.

Die Affinitdt der RT zum Hairpin-Substrat wurde zunéchst iiber ein Filterbindungsex-
periment gemessen, das in Abbildung 4.28 B gezeigt ist. Die Berechnung der Dissozia-
tionskonstanten ergab einen K4 von 57 (£ 6,8) nM. Zusétzlich wurde die Affinitéat tiber
eine Verdréangungstitration bestimmt (Daten nicht gezeigt). Uber dieses Messverfahren
konnte ein K4 von 49,6 n1M berechnet werden. Beide Methoden lieferten in guter Uber-
einstimmung einen K4 im mittleren nanomolaren Bereich. Die von Suo et al. iiber einen
Filterbindungstest bestimmte Affinitdt eines Sekundarstruktur-haltigen 25/66-mer zur
RT lag bei 24nM [147]. Die hier ermittelten Messwerte fiir eine verkiirzte Version des
von Suo et al. verwendeten Substrates lag um den Faktor 2 bis 10 hoher.
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Abbildung 4.28: Charakterisierung der Substrat-Wechselwirkung mit Reverser Tran-
skriptase und Nucleocapsid-Protein. Die Affinitdt des linearen Substrates (25nM) zur Re-
versen Transkriptase wurde iiber eine Gleichgewichtsfluoreszenztitration bestimmt (A). Die Aus-
wertung der Daten erfolgte liber eine quadratische Bindungsgleichung und ergab einen K4 von
1,2(£0,27) nM. Die Affinitdt des Hairpin-Substrates zur RT wurde iiber einen Filterbindungsassay
gemessen (B). Die Daten wurden mit einer quadratischen Gleichung ausgewertet und ein K4 von
57 (£ 6,8) nM berechnet. C und D: Die Interaktion des NC-Proteins mit den Substraten wurde in
einem Gelverzégerungsexperiment tberpriift. 100 nM des radioaktiv markierten Substrates wurden
mit NC bei Raumtemperatur inkubiert und die Verzégerung des Protein-Nukleinsdure-Komplexes
in einem nativen Gel analysiert. Angegeben sind die molaren Verhiltnisse von NC zu Nukleotidkon-
zentration im Substrat.
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Im Vergleich zum linearen Substrat bleibt zu verzeichnen, dass sich die Anwesenheit
einer Haarnadelschleife im Substratmolekiil negativ auf die DNA-Bindung zur RT aus-
wirkt.

Das NC ist ein nukleinsdurebindendes Protein. Das Konzentrationsverhéltnis zwischen
NC-Protein und Subtrat wird in der Literatur oftmals im molaren Verhéltnis von NC
zu Nukleotiden im Substrat ausgedriickt. Diese Konvention wurde auch in dieser Arbeit
eingehalten. Wird im Folgenden ein molares Verhéltnis von NC zu Nukleotid erwihnt,
ist also immer die Nukleotidkonzentration im Substrat und nicht die Konzentration der
freien Desoxynukleotide angegeben. Die Affinitdt des NC-Proteins zu den hier verwen-
deten Substraten wurde iiber Gelverzogerungsexperimente verfolgt. Hierzu wurden die
Nukleinséduren (100 nM) mit steigenden Mengen an NC-Protein fiir 10 min bei Raumtem-
peratur inkubiert und anschlieffend in einem nativen Gel aufgetrennt. In Abbildung 4.28
C und D sind die Autoradiographien der Gele fiir die Gelverzégerungsexperimente mit
linearem und Hairpin-Substrat dargestellt. Mit zunehmenden NC-Konzentrationen wur-
den ansteigende Mengen eines hohermolekularen Komplexes ausgebildet, der zunéchst
als ein im Gel verzogerter Schmier zu erkennen war, bei hohen NC-Konzentrationen
nicht mehr ins Gel einlief und in den Auftragstaschen verblieb. Fiir beide Substrate
wurde bei einem molaren Verhéltnis von NC zu Nukleotid zwischen 5:1 bis 10:1 eine
vollstdndige Verzogerung beobachtet. In diesem Konzentrationsbereich waren alle Sub-
stratmolekiile mit NC abgeséttigt. Fiir das TAR-Element (RNA) konnte in #hnlichen
Verzogerungsexperimenten bei einem molaren Verhéltnis von 2:1 die vollstdndige Re-
tention der Nukleinsdure gezeigt werden. Bei der TAR/NC-Wechselwirkung handelt es
sich jedoch um eine spezifische Interaktion, die neben der ionischen Wechselwirkung zwi-
schen Phopshatriickgrat der Nukleinsdure und positiv geladenem NC-Protein zusétzlich
iiber spezifische Nukleotid-Aminosidure-Interaktionen vermittelt wird. Daher ist es nicht
verwunderlich, dass die Bindung der Substrate durch das NC-Protein erst bei hoheren
molaren Verhéltnissen eintritt.

Die Ergebnisse zeigten, dass das verwendete NC in der Lage war, mit den gewéahlten Sub-
straten in Wechselwirkung zu treten. Es konnte allerdings auch festgestellt werden, das
NC-Chargen, die im Gelverzogerungsexperiment die erwartete Nukleinsdurebindungsak-
tivitat zeigten, im ¢TAR-Test nur schwach aktiv waren. Daher wurden grundsétzlich
beide Tests durchgefiihrt, um eine differenzierte Aussage iiber die Qualitdt des Proteins
treffen zu koénnen.
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4.4.3 Einzelnukleotideinbaustudien in Anwesenheit des NC-Proteins

4.4.3.1 Auswahl der experimentellen Bedingungen fiir die Einbaustudien

Der Einfluss des NC-Proteins auf die RT-katalysierte Polymerisationsreaktion sollte
zundchst im Sekundenbereich (Handquench-Methode, siehe 3.4.5.2) analysiert werden.
Im in wvitro Polymerisationsansatz wurde zunéchst das Hairpin-Substrat eingesetzt, da
die Vermutung nahe lag, dass das NC durch seine Chaperonaktivitit den Einbau des
néichsten Nukleotids durch Entwindung der Sekundérstruktur im Template positiv be-
einflussen wiirde. Da lediglich ein Reaktionszyklus fiir das eingesetzte Enzym betrachtet
werden sollte (single turnover), wurde dem Reaktionsgemisch zusétzlich ein Kompetitor
im 50fachen Uberschuss (nicht markiertes, lineares 18/36-mer Substrat) zugefiigt. Nach
Einbau eines Nukleotids dissoziiert die RT vom Substrat und muss fiir den néchsten
Einbauschritt erneut an das Substrat binden. Liegen im Reaktionsgemisch weitere Sub-
stratmolekiile im Uberschuss vor, bindet die RT im diffusionskontrollierten Schritt der
Assoziation mit grofler Wahrscheinlichkeit an nicht markierte Substratmolekiile. Durch
diese Substratfalle wurde verhindert, dass radioaktiv markiertes Substrat erneut an die
RT bindet und ein weiterer Polymerisationsschritt ausgefiihrt werden konnte. 100 nM
des 20/48-mers wurden zunéchst mit 550nM RT vorinkubiert und anschliefiend in ei-
nem zweiten Inkubationsschritt mit NC versetzt. Die Polymerisationsreaktion wurde
durch Zugabe des néchsteinzubauenden Nukleotids (dCTP) in Anwesenheit des Kom-
petitors (5uM 18/36-mer) gestartet und fiir definierte Zeitraume bei 25°C inkubiert,
bevor die Reaktion mit TFA abgestoppt wurde. Die Analyse des verlangerten Primer-
molekiiles erfolgte iiber denaturierende Harnstoff-Gelektrophorese (siehe 3.3.4.2). Fiir
die ersten Experimente wurden verschiedene molare Verhéltnisse zwischen Nucleocapsid
und Nukleotid ausgetestet. Es wurde ein Konzentrationsbereich gew#hlt, der in den Gel-
verzogerungsexperimenten eine signifikante Wechselwirkung zwischen NC und Substrat
erkennen liefl. In Abbildung 4.29 A ist die Autoradiographie eines solchen Einbauexpe-
rimentes gezeigt. Neben eines Ansatzes ohne NC-Protein (K) wurde NC im Verhéltnis
1:2 und 1:1 eingesetzt. In allen drei Féllen war deutlich der Einbau des néchsten Nukleo-
tids in den Primer zu erkennen (n+1 Einbau). In Anwesenheit des NC-Proteins konnte
zusétzlich eine verstéirkte Bande fiir den n+2-Einbau beobachtet werden. Die Auswer-
tung der Bandenstérke erfolgte, wie in Teil B der Abbildung gezeigt, in Abhéngigkeit
von der Zeit. Ab einem NC zu Nukleotid Verhéltnis von 1:1 konnte im Vergleich zur Kon-
trolle eine gesteigerte Verldngerung des Primers verzeichnet werden. Wiahrend nach 300
Sekunden in Abwesenheit von NC 20 % des Primers verldngert waren, wurden bei einem
molaren Verhéltnis von NC zu Nukleotid von 2:1 etwa dreimal mehr Primermolekiile
verliangert (Erhshung der Amplitude auf 57,5 %).
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Abbildung 4.29: Einfluss verschiedener NC-Konzentrationen auf den RT-vermittelten
Einzelnukleotid-Einbau. Ein Komplex aus 100 nM Hairpin-Substrat (20/45-mer), 550 nM HIV-1
RT und unterschiedlichen Konzentrationen an NC (es ist jeweils das molare Verhiltnisse zwischen
NC und Nukleotidkonzentration des Substrates angegeben) wurde mit 250 uM dCTP und 5 uM
linearem 18/36-mer DNA/DNA-pt als Kompetitor vermischt. Im Kontrollansatz (K) befand sich
kein NC-Protein. Die Reaktion wurde nach definierten Zeitrdumen gestoppt und in einem denatu-
rierendem Gel analysiert (A). Der Anteil des verlangerten Primers (Summe aus 21-mer und 22-mer)
ist gegen die Inkubationszeit aufgetragen. Die Daten wurden mit einer einfach-exponentiellen Glei-
chung ausgewertet (B). C: Fiir eine Polymerisationszeit von 300 Sekunden ist fiir verschiedene
molare Verhiltnisse zwischen NC und Nukleotid die Verlangerung des Primers nach Anzahl der
eingebauten Nukleotide aufgeschliisselt (n+1-Einbau: 21-mer; n+2-Einbau: 22-mer).
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Ubersteigt die NC-Menge das Verhiltnis von 2:1 ist immer noch eine Steigerung der
Amplitude des Einbaus zu verzeichnen gewesen, allerdings ist der Einbau verlangsamt
(Kurve in grau, Verhéltnis 4:1). In Abbildung 4.29 C ist die Verldngerung des Primers
in einer nach n+1 und n+2 Einbau untergliederten Darstellung fiir die jeweiligen NC
zu Nukleotid-Verhéltnisse aufgefiithrt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die gesteiger-
te Amplitude des Einbaus nicht nur auf den Einbau eines Nukleotids in den Primer
zuriickzufithren war, sondern im Vergleich zur Kontrolle eine massive Erhohung des
n+2-Einbaus (-NC: 0,88 %, +NC [molares Verhéltnis 2:1]: 14,4 %) zu verzeichnen war.

4.4.3.2 Einbaustudien an einem sekundarstrukturhaltigem Substrat

In den Experimenten wurde deutlich, dass das NC-Protein einen stimulierenden Einfluss
auf den RT-vermittelten Nukleotideinbau ausiibt. Es wurden im Verhéltnis zur Kontrol-
le mehr Primer-Molekiile um ein Nukleotid verlangert (n+1 Einbau). Auflerdem war
der Anteil der n+2-verlangerten Primer gesteigert. Der Effekt wies ein Optimum fiir die
eingesetzte NC-Menge auf, die bei einem NC zu Nukleotid-Verhéltnis von 2:1 lag. Dieses
Verhiltnis wurde in allen spéteren Experimenten beibehalten.

Die Experimente wurden in Anwesenheit eines Kompetitors (nicht markiertes p/t) durch-
gefiihrt, der verhindern sollte, dass die RT mehrere Reaktionszyklen an unterschiedlichen
Substraten durchlaufen wiirde. Da das NC-Protein jedoch auch zur Bindung von Nu-
kleinséuren fahig ist, war nicht klar, ob die erhohte Amplitude auf Bindung des freien
p/t durch das NC zuriickzufithren war. Da dementsprechend weniger unmarkiertes Sub-
strat zur Verfiigung sténde, wére der Falleneffekt aufgehoben und ein Mehrfachumsatz
durch die RT moglich. Daher wurden weitere Experimente durchgefiihrt, in denen die
Pseudoknoten-RNA in verschiedenen Konzentrationen als Kompetitor eingesetzt wurde.
Das Pseudoknoten-Aptamer bildet einen langlebigeren Komplex mit der RT aus, da es im
Vergleich zum DNA/DNA Primer-Template eine langsamere Dissoziation vom Enzym
aufweist [76]. Aus diesem Grund eignet sich die RNA besonders gut fiir Polymerisations-
expemente mit Falleneffekt und wurde zusammen mit dem néchstfolgenden dNTP beim
Start der Reaktion zugesetzt (5 bzw. 25 uM). In Abbildung 4.30 A ist die Kinetik des
Polymerisationsprozesses am Hairpin-Substrat unter den neu gewihlten Bedingungen
gezeigt. Das Phédnomen der erhchten Amplitude in Anwesenheit von NC konnte nach
wie vor beobachtet werden. Durch die Erh6hung der Pseudoknoten-Konzentration war
eine leichte Reduktion des Effekts zu beobachten. Eine weitere Erhhung hatte jedoch
keinen weiteren Einfluss auf die Héhe der Amplitude (Daten nicht gezeigt). Durch die
erhohte Kompetitorkonzentration konnte sichergestellt werden, dass der positive Effekt
durch den Einfluss des NC-Proteins hervorgerufen wurde und nicht auf Mehrfachumsatz
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aufgrund von zu geringen Kompetitorkonzentrationen zuriickzufiithren ist. Die Anwesen-
heit des NCs erhohte die Konzentration an verlangertem Primer um den Faktor 2 (Kon-
trolle/+ PS: 14,3%, + NC/+ PS: 30,63%). In der detaillierten Analyse der Verldnge-
rungsprodukte (siche 4.30 B) ist zu erkennen, dass in Anwesenheit von NC auch die
n+2-Verlangerung um den Faktor 2,5 angestiegen war (Kontrolle + PS: 0,8 %, + NC:
21%).
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Abbildung 4.30: Einfluss von NC auf den RT-vermittelten Einzelnukleotid-Einbau in
ein Substrat mit Sekundarstruktur. A: Ein Komplex aus 100 nM Hairpin-Substrat (20/48-
mer), 550nM HIV-1 RT und 13,6 uM NC (molares Verhaltnis von NC zu Substratnukleotiden
von 2:1) wurde mit 250 uM dCTP und 5 uM bzw. 25 uM Pseudoknoten-RNA als Kompetitor ver-
mischt. Die Reaktion wurde nach definierten Zeitraumen gestoppt und in einem denaturierenden
Gel analysiert. Der Anteil des verlangerten Primers (Summe aus 21-mer und 22-mer) ist gegen die
Inkubationszeit aufgetragen. Die Daten wurden mit einer einfach-exponentiellen Gleichung ausge-
wertet. In den Kontrollansdtzen (K) befand sich kein NC-Protein. B: Fiir eine Polymerisationszeit
von 300 Sekunden ist der prozentuale Anteil des 21-mers (n+1-Einbau) und 22-mers (n+2-Einbau)
am Polymerisationsprodukt bei verschiedenen Kompetitorkonzentrationen angegeben.
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4.4.3.3 Einbaustudien an einem linearen Substrat

Fiir die Einzelnukleotideinbaustudien wurde zusétzlich auch das lineare Substrat verwen-
det. Die experimentellen Bedingungen glichen den Versuchsbedingungen fiir das Hairpin-
Substrat. Aufgrund der affineren Bindung zwischen RT und linearem Substrat reichten
jedoch 100 nM RT aus, um nahezu sittigende Bedingungen einzustellen. Die Kinetik der
Polymerisation wurde verfolgt und ist in Abbildung 4.31 gezeigt.
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Abbildung 4.31: Einfluss von NC auf den RT-vermittelten Einzelnukleotid-Einbau in
ein lineares Substrat. A: Ein Komplex aus 100nM linearem Substrat (18/36-mer), 100 nM
HIV-1 RT und 10,8 uM NC (molares Verhdltnis von NC zu Substratnukleotiden von 2:1) wurde
mit 250 uM dGTP und 5uM bzw. 25 uM Pseudoknoten-RNA als Kompetitor vermischt. Die Re-
aktion wurde nach definierten Zeitrdumen gestoppt und in einem denaturierenden Gel analysiert.
Der Anteil des verlangerten Primers (Summe aus 19-mer und 20-mer) ist gegen die Inkubations-
zeit aufgetragen. Die Daten wurden mit einer einfach-exponentiellen Gleichung ausgewertet. In
den Kontrollansdtzen (K) befand sich kein NC-Protein. B: Fiir eine Polymerisationszeit von 300
Sekunden ist der prozentuale Anteil des 19-mers (n+1-Einbau) und 20-mers (n+2-Einbau) am
Polymerisationsprodukt bei verschiedenen Kompetitorkonzentrationen angegeben.

Der fiir das Hairpin-Substrat gezeigte Effekt der Amplitudenvergéfierung konnte in die-
sem Fall nur im geringen Mafle beobachtet (+3 %) werden. Die Aufschliisselung der
Reaktionsprodukte zeigte, dass die n4+1 Verlangerung um 2 % verringert war, jedoch die
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n+2 Verldngerung um den Faktor 3 erhoht war (Kontrolle + PS: 24 %, + NC: 7,1%).
Der erhohte Prozentsatz der Primerverlangerung war bei einem linearen Template somit
auf den um den Faktor 3 gesteigerten Anteil der n+2-Verldngerung zuriickzufiihren bei
gleichzeitig leicht reduzierter n+1-Verldngerung.

4.4.3.4 Studien zum Fehleinbau in ein lineares Substrat

Die Einbaustudien an einem linearen Substrat in Anwesenheit des NC-Proteins zeig-
ten, dass der n+2-Einbau verstiarkt war. An dieser Position erfolgt der Einbau des zu-
gegebenen Nukleotids dGTP gegeniiber einem Adenosin und entspricht damit einem
Falscheinbau. Daher sollte gepriift werden, ob das NC-Protein einen Einfluss auf den
Falscheinbau ausiibt. Das in Abschnitt 4.4.3.3 beschriebene Experiment wurde fiir die-
se Versuche abgewandelt. Zum Start der Reaktion wurde entweder dATP, dCTP oder
dTTP (je 2mM) in Anwesenheit von 25 uM Pseudoknoten-RNA zugesetzt und somit ein
Falscheinbau gegeniiber einem Cytosin hervorgerufen. In Abbildung 4.32 A ist nochmals
die Sequenz des linearen Substrats aufgefithrt und die Position fiir den nadchstmoglichen
Richtigeinbau der zugesetzten Nukleotide farbig hervorgehoben. In Teil B der Abbil-
dung ist die Analyse der Polymerisationsprodukte gezeigt. Fiir die beiden Nukleotide
dATP und dCTP war im Vergleich zum Richtigeinbau (dGTP) eine deutlich reduzier-
te Produktbildung zu beobachten. Die Anwesenheit des NC-Proteins hatte einen leicht
negativen Einfluss auf den Falscheinbau der beiden Nukleotide. Die hier beobachteten
Ergebnisse stimmen mit den in der Literatur beschriebenen iiberein. Von Cramer et
al. wurde gezeigt, dass Reaktionen unter Falscheinbaubedingungen zu einer Reduktion
der Polymerisationsrate und -amplitude fiihrt [26]. Im Gegensatz dazu stehen die Daten
zum Falscheinbau von dTTP. Der Einbau dieses Nukleotids fiihrt zu einem &hnlich hohen
Anteil von verldangertem Primer wie im Fall des Richtigeinbaus (dGTP: 20,6 %, dTTP:
18,1 %). Die Anwesenheit des NC-Proteins erhoht in beiden Féllen den Prozentsatz des
verldngerten Primers (dGTP: 23,3 %, dTTP: 23,9 %), der vor allem auf eine Erhohung
der n+2 Verlangerung zuriickzufiihren ist. Fiir den Einbau des dT'TPs konnte zusétzlich
eine n+3 und n+4-Verlangerung des Primers beobachtet werden. Der Anteil der n+4
Verldngerung ist durch Anwesenheit von NC um den Faktor 5 erhoht. Der hohe Anteil
des um zwei Nukleotide verldngerten Produkts ist im Fall des dTTP-Einbaus vermut-
lich darauf zuriickzufiihren, dass dTTP an Position 2 und 4 korrekt gegeniiber einem
Adenosin eingebaut wird. Da die Einbaurate fiir ein richtiges Nukleotid deutlich héher
liegt als fiir den Falscheinbau wird der um ein Nukleotid verlangerte Primer in diesem
Zeitfenster umgehend um ein weiteres Nukleotid verldangert. In Anwesenheit des NCs
wird der weitere Einbau bis zu Position 4 moglich.
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Abbildung 4.32: Falscheinbau in Anwesenheit des NC-Proteins. Ein Komplex aus 100 nM
linearem Substrat (18/36-mer), 100 nM HIV-1 RT und 10,8 uM NC (molares Verhaltnis von NC
zu Substratnukleotiden von 2:1) wurde mit 2mM des jeweiligen dNTPs und 25 uM Pseudoknoten-
RNA als Kompetitor vermischt. Die Reaktion wurde nach definierten Zeitrdumen gestoppt und in
einem denaturierenden Gel analysiert. Im Kontrollansatz (K) befand sich kein NC-Protein. Nach
einer Polymerisationszeit von 600 Sekunden ist der Anteil des 19-mers (n+1-Einbau) und 20-mers
(n+2-Einbau) an der Verldngerung gezeigt . Es wurde der Falscheinbau der Desoxynukleotide dATP,
dCTP und dTTP gegeniiber einem Cytosin im Vergleich zum Richtigeinbau (dGTP) dargestellt. In
A ist die Sequenz des Substrats aufgefiihrt. Die Positionen fiir einen Richtigeinbau der jeweiligen
Nukleotide in das Primermolekiil sind mit farbigen Buchstaben hervorgehoben.
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In den Einzelnukleotideinbaustudien konnte gezeigt werden, dass in Gegenwart des
Nucleocapsid-Proteins der Anteil des verlangerten Primers im Vergleich zur Kontroll-
reaktion erhéht war. Da unter single turnover Bedingungen gemessen wurde, kam als
Grund fiir diese Amplitudenerh6hung eine lingere Verweildauer der Reversen Transkrip-
tase am Substrat in Frage. Durch die erhohte Lebensdauer des Komplexes wiirde die
Polymerisationsreaktion weiter ablaufen konnen. Als Ursache fiir diesen, durch das NC
hervorgerufenen, Effekt, waren folgende Griinde vorstellbar:

1. Alle beteiligten Molekiile (NC, RT, Subtrat, dNTP, Kompetitor) bilden einen Mul-
tikomplex aus. Aufgrund der hohen Konzentrationen ist eine freie Diffusion der
Molekiile nach Dissoziation vom Komplex behindert. Ein dissoziiertes RT Molekiil
kann daher umgehend erneut an das Substratmolekiil binden, ohne vom Kom-
petitor abgefangen werden zu kénnen. Ein néchster Polymerisationsschritt wird
moglich, der zur Erh6hung des umgesetzten Substratanteils fiihrt.

2. Die Prozessivitét einer Polymerase ist als Verhéltnis der Polymerisationsrate zur
Dissoziation des Substrats vom Enzym definiert. Ein gesteigerter Einbau koénnte
demnach

e auf eine verringerte Dissoziation des Substrats oder

e auf eine gesteigerte Polymerisationsrate

zuriickzufiithren sein. Beide Effekte konnten durch eine Wechselwirkung des NCs
mit der RT vermittelt werden.

In dieser Arbeit wurden zeitaufgeloste fluoreszenzspektroskopische Messungen etabliert,
die Aussagen iiber die Dissoziationsraten des Substrats und die unter Punkt 1 auf-
gefithrte Moglichkeit der Multikomplexausbildung méglich machten. Zusétzlich wurde
die Quench-Flow-Methode herangezogen, um die Polymerisationsrate der Reversen Tran-
skriptase in Anwesenheit des NCs zu messen.

4.4.4 Einfluss des NC-Proteins auf die Dissoziation des Substrats
von der HIV-1 RT

Um die Dissoziation der RT vom Substrat zu bestimmen, wurde ein fluoreszenzspektro-
skopischer Ansatz gewéhlt, der bereits erfolgreich eingesetzt wurde, um Einzelmolekiilun-
tersuchungen an RT-Substrat-Komplexen durchzufiihren [128]. Hierbei sind sowohl die
Reverse Transkriptase als auch das Primer-Molekiil des Substrats mit einem Fluorophor
versehen. Liegen RT und Substrat in einem Komplex vor, wird aufgrund der rdumlichen
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Nihe der Fluorophore eine Ubertragung der Fluoreszenzenergie von Donor (Alexa488)
zu Akzeptor (Cy5) moglich. Durch Messen des Fluoreszenzsignals des Akzeptors wird
eine Aussage zur Fluoreszenziibertragung und damit zur rdumlichen Nédhe der Molekiile
moglich.

Fiir diese Versuche wurde eine RT eingesetzt, die an Position 287 das einzig zugéngliche
Cystein trug. Das Fluorophor Alexa488 wurde kovalent mit dem Cystein verkniipft und
alle freien Farbstoffmolekiile abgetrennt. Das so priaparierte Protein wurde freundlicher-
weise von Paul Rothwell (MPI Dortmund) zur Verfiigung gestellt. In ihren katalytischen
Eigenschaften zeigt diese RT-Variante keinerlei Unterschied zum unmodifizierten Pen-
dant [127]. Als Substrat wurde eine lineares 19/36-mer eingesetzt. Am 5’-Ende des
Primer-Molekiils befand sich — verkniipft iiber eine C6-Aminobriicke — das Fluorophor
Cyb. In Abbildung 4.33 A ist die rdumliche Anordnung der Fluorophore in der RT-
Struktur gezeigt. Der anhand der Kristallstruktur abgeschétzte Abstand der Fluoro-
phore zueinander liegt mit 40 A im Bereich des Forster-Radius, in dem eine optimale
Ubertragung der Fluoreszenzenergie moglich ist.

Zunéchst wurde iiberpriift, ob eine Fluoreszenziibertragung von Akzeptor- auf Donor-
fluorophor im RT-Substrat-Komplex stattfindet. Dafiir wurden Emissionspektren im Be-
reich von 450 bis 750 nm aufgenommen (Anregungswellenléinge: 493 nm). Befand sich
lediglich die Reverse Transkriptase (100 nM) im Messpuffer, konnte ein Emissionssignal
im Wellenldngenbereich der Alexa488-Emission gemessen werden (siehe Abb. 4.33 B,
schwarze Linie). Wurde die RT mit dem fluoreszenzmarkierten Substrat (100 nM) ver-
setzt, konnte zusatzlich ein zweiter Peak ermittelt werden, der im Wellenldngenbereich
der Cy5-Emission lag (rote Kurve). Wie es fiir eine Energieiibertragung zu erwarten
war, verringerte sich gleichzeitig die Alexa488-Emission. Fiir das gewéhlte Fluorophor-
paar konnte unter den gewéhlten Versuchsbedingungen somit bei Vorhandensein eines
RT-Substrat-Komplexes eine Fluoreszenzenergieiibertragung vom Donor auf den Akzep-
tor nachgewiesen werden, das im Weiteren als ,, FRET-Signal® bezeichnet wird.

Die Zugabe des Kompetitors sollte in diesem System zu einer Substratverdriangung
fithren, was am Ausbleiben des FRET-Signals zu erkennen wére. Der RT-Substrat-
Komplex wurde mit 25 M Pseudoknoten-RNA in Anwesenheit des néchst einzubau-
enden Nukleotids (dATP) versetzt. Das nach kurzer Zeit aufgenommene Emissionsspek-
trum weist keinen Cy5-Emissionspeak mehr auf (griine Linie); der RT-Substrat-Komplex
lag nicht mehr vor. Auch hier war ein vermindertes Signal fiir die Alexa488-Emission zu
verzeichnen, das allerdings auf Fluoreszenzquenching-Effekte aufgrund der Pseudokno-
tenbindung an die RT zuriickzufiihren war. Kontrollexperimente mit fluoreszenzmarkier-
ter RT und Pseudoknoten-RNA in Abwesenheit des Substrats fithrten zu einem ebenfalls
verminderten Alexa488 Emissionssignal (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.33: FRET-System zur Bestimmung der Dissoziation von p/t Substrat
von HIV-1 RT. A: Die Struktur der HIV-1 Reversen Transkriptase. Die p51 Untereinheit ist in
grau dargestellt, die p66 Doméanen in folgenden Farben: RNaseH in blau, Finger in magenta, Hand-
flache in gelb, Daumen in griin und Verbindungsdomane in rot. Das Substrat ist als Stabmodell ge-
zeigt (Primer: magenta, Template: blau). Zusatzlich sind die Struktur und Eigenschaften des Donor-
und Akzeptorfluorophors abgebildet. Das Donorfluorophor Alexa488 ist kovalent mit einem Cystein
an Position 287 (p66 UE) verkniipft. Das Akzeptormolekiil Cy5 ist iiber einen C6-Aminolinker mit
dem 5°-Ende des Primer-Molekiils verbunden. B: Das Emissionsspektrum (Exitation: 493 nm) im
Bereich von 450 nm bis 750 nm wurde fiir 100 nM HIV-1 RT p51[6H]/p66X287CIA448] (schwarze Kur-
ve), fiir einen Komplex aus 100 nM HIV-1 RT p51[6H]/p66X287CIA448] ynd 100 nM Cy5-p/t (rote
Kurve) und in Anwesenheit des néchst einzubauenden Nukleotids und der Pseudoknoten-RNA als
Kompetitor (griine Kurve) aufgenommen. Fiir die Emission des Akzeptorfluorophors (Wellenlangen-
bereich um 670 nm) ist eine AusschnittsvergroBerung gezeigt.
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Uber diese Methode war es moglich, direkt die Dissoziationsrate des Substrats von der
RT zu messen. Da der Pseudoknoten keine aktive Verdréangung des Substrats von der
RT hervorrufen kann, ist Abnahme des FRET-Signals nach Zugabe des PS ausschlieSlich
auf die Dissoziation des Substrats von der RT zuriickzufiihren.
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Abbildung 4.34: Dissoziation von p/t von HIV-1 RT. 100nM HIV-1 RT
p51[6H]/p66K287CIA48] ind 100nM  Cy5-p/t wurden vorinkubiert und schnell mit 250 M
dATP und 25 uM Pseudoknoten-RNA gemischt. Die Zeitabhangigkeit der p/t Dissoziation iiber
das FRET-Signal bei 670nm verfolgt (A). Die Kurve wurde mit einer dreifach exponentiellen
Gleichung ausgewertet. In B ist der Verlauf der Dissoziation in Anwesenheit des NC-Proteins
dargestellt. Die Tabelle gibt eine Ubersicht der Dissoziationsraten in An- und Abwesenheit des
NC-Proteins (C).

Um die Dissoziationsrate zu bestimmen, wurde ein vorinkubierter Komplex aus RT und
Substrat (je 100nM) sehr schnell mit dem Kompetitor (25 uM Pseudoknoten-RNA) in
der Kiivette vermischt und das FRET-Signal iiber die Zeit verfolgt. Um die Ergebnis-
se aus den Einbaustudien mit den hier ermittelten Ergebnissen vergleichen zu koénnen,

109



4 Ergebnisse

wurde die Kompetitorlosung zusétzlich mit 250 uM dATP, dem néchsten in den Primer
einzubauenden Nukleotid, versetzt. In Abbildung 4.34 A ist der zeitliche Verlauf der
FRET-Signal-Abnahme gezeigt. Uber einen Zeitraum von 300 Sekunden ist eine Abnah-
me des Signals um 90 % zu verzeichnen gewesen. Innerhalb dieses Zeitraumes hatte sich
das Signal stabilisiert und der Dissoziationsprozess war abgeschlossen. Die Daten lielen
sich iiber eine dreifach exponentielle Gleichung auswerten. Die Ratenkonstanten fiir die
drei Phasen beliefen sich auf: 2,4 (+0,07)s7%, 0,11 (£0,004) s~! und 0,01 (£ 0,0002) s~
Die Daten stimmen gut mit bisherigen Messungen zum Dissoziationsprozess iiberein.
In Abhéngigkeit von Substrat und verwendetem Fluorophor konnten von Ruth Krebs
folgende Raten iiber Stopped-Flow-Messungen ermittelt werden: 1,5-3s ! fiir die erste
Phase, 0,24-0,8s7! fiir die zweite Phase und 0,01-0,09s7! fiir die dritte Phase [81]. Es
muss angemerkt werden, dass die erste Phase in den hier durchgefiihrten Messungen nur
schwer zu erfassen war, da wihrend des Mischprozesses bereits ein Signalabfall um ca.
40 % erfolgte. Trotz dieser Verzogerung in der Signalaufzeichnung stimmten die Daten
mit den wesentlich genaueren Messungen iiber die Stopped-Flow-Technik iiberein. Das
hier etablierte System erlaubte somit die zuverlédssige Bestimmung der Dissoziationsrate
iiber eine Zeit- und Material-sparenden Methode.

Wurden die Experimente unter Zugabe des NC-Proteins durchgefiihrt, wurde der RT-
Substrat-Komplex mit dem NC-Protein vermischt und abgewartet, bis sich das FRET-
Signal stabilisiert hatte. Durch Zugabe von NC sank das Signal um ca. 20 % ab, was
entweder auf Quenching-Effekte oder eine Bindung von Substratmolekiilen durch das
NC-Protein zuriickzufithren war. In Anwesenheit des NC-Proteins reduzierte sich das
FRET-Signal nach Zugabe des Kompetitors um ca. 70 % (siehe Abbildung 4.34 B). Nach
Ausbildung des neuen Gleichgewichts lagen noch 30 % des Substrats im Komplex mit
der HIV-1 RT vor. Zusétzlich war eine deutliche Verlangsamung des Dissoziationsprozes-
ses zu beobachten. Folgende Dissoziationsraten wurden berechnet: kqiss1: 2,9 (£0,5)s7,
Eaisso: 0,01 (£0,0004) s71, kqissz: 0,002 (£ 0,00002) s~1. Fiir die erste Phase ist kein Un-
terschied zum Kontrollexperiment ohne NC zu erkennen, aber auch hier muss darauf
hingewiesen werden, dass der Abfall des Signals wihrend des Mischprozesses zu schnell
war, um eine gesicherte Aussage zuzulassen. Die Raten der Phasen 2 und 3 sind jedoch
um den Faktor 10 geringer. Daraus ergibt sich in Anwesenheit von NC eine Verlangsa-
mung des Dissoziationsprozesses um den Faktor 50-100.

Uber diese Methode konnten zusitzlich Informationen zum Mechanismus der NC-vermit-
telten Amplitudenverstirkung wihrend des Nukleotideinbaus gewonnen werden. Wie
unter 4.4.3.4 ausgefiihrt, kam als Grund fiir die beobachtete Verstirkung die Ausbil-
dung eines Multikomplexes in Frage, der die freie Dissoziation der Molekiile unterbinden
konnte. Vergleichend wurden daher NC-Chargen getestet, die keine Chaperonaktivitét
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aber vollstindige Nukleinsdurebindungsfihigkeit aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Ei-
ne Verstirkung der Amplitude war in Anwesenheit der inaktiven NC-Proteine nicht
moglich. Im FRET-System wurden nach Inkubation der RT-Substrat-Komplexe mit de-
fektem NC Dissoziationsraten bestimmt, die mit einer Messung ohne NC vergleichbar
waren (Daten nicht gezeigt). Obwohl das NC-Protein nach wie vor Nukleinsduren binden
konnte und gleiche Konzentrationen fiir alle Komponenten vorlagen, war keine Verringe-
rung der Substratdissoziation zu verzeichnen. Diese Experimente lieen den Schluss zu,
dass aufgrund der hohen Protein- und Nukleinsdurekonzentrationen keine verminderte
Dissoziation hervorgerufen wurde und sich alle Molekiile ungehindert in Losung bewegen
konnten. Die Moglichkeit des Multikomplexes schied damit als Ursache fiir die beobach-
teten NC-Effekte aus. Vielmehr wurde deutlich, dass die Chaperonaktivitdt des NCs
mit der Verringerung der Dissoziationsrate korreliert. Unter der Annahme, dass das NC
gleichzeitig mit Nukleinsduren als auch mit der RT interagieren kann, tritt die Interakti-
on mit der RT scheinbar nur dann auf, wenn das NC in einem aktiven Zustand vorliegt.
Diese Interaktion zwischen RT und NC wiirde die beobachteten Effekte erkléren.

4.4.5 Kinetik des Nukleotideinbaus in Anwesenheit von NC

Um die dritte Moglichkeit fiir die durch das NC vermittelte erhdhte Produktbildung
zu untersuchen, wurden transientenkinetische Messungen mithilfe der Quench-Flow-
Technik (siehe 3.4.5.1) durchgefiihrt. Mit dieser Methode ist es moglich, enzymatische
Reaktionen im Millisekundenbereich vor Einstellung eines Gleichgewichts zu analysie-
ren. Bisherige kinetische Messungen zeigten, dass der RT-vermittelte Einbau an linearen
Substraten in zwei exponentiellen Phasen mit einer anschlieBenden linearen Phase er-
folgt [81].

Zunéchst wurden die Experimente mit linearem Substrat (100nM) durchgefiihrt, das
mit der RT (100nM) vorinkubiert wurde. Der Start der Reaktion erfolgte durch sehr
schnelles Mischen mit der Nukleotidlosung (250 uM dGTP). Die Nukleotidlosung wurde
dabei in sédttigenden Konzentrationen eingesetzt, um eine Beeinflussung der zu ermitteln-
den Einbaukinetik durch Bindungsprozesse des Nukleotids auszuschlieen. In Abbildung
4.35 A ist der Verlauf der Produktbildung iiber die Zeit gezeigt. Die Daten wurden mit
einer doppelt exponentiellen Gleichung mit linearer Steigung ausgewertet. Fiir die zwei
exponentiellen Phasen der Polymerisationsreaktion wurden folgende Polymerisationsra-
ten bestimmt: kpon 135 (£44) s und kpoe 2,4 (£0,5) s, Die Rate der linearen Phase
betrug 2,6 (+0,3)s™!. Die erste schnelle Polymerisationsphase, der sogenannte burst,
spiegelt die Menge des polymerisationsfihigen RT-Substratkomplexes wieder (produkti-
ver Komplex). Die zweite Phase spiegelt den Anteil des Komplexes wieder, der zunéchst
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einen Isomerisierungsschritt durchlaufen muss, bevor ein Nukleotideinbau erfolgen kann.
Die Enzymmolekiile, die im sogenannten dead end Komplex vorliegen, miissen zunéchst
vom Substrat dissoziieren und erneut binden, um einen produktiven Komplex zu bilden.
Dieser Anteil wird durch den linearen Anteil reprisentiert.
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Abbildung 4.35: Pre-Steady-State Einbaukinetik von dGTP in ein lineares Substrat.
A: 100nM HIV-1 RT wurde mit 100 nM linearem Subtrats vorinkubiert, anschlieBend mit 250 uM
dGTP schnell gemischt und die Reaktion zu den gewiinschten Zeitpunkten mit TFA gestoppt. Eine
kompetitierende Nukleinsdure wurde nicht eingesetzt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit einer
zweifach exponentiellen Gleichung. Fiir die exponentiellen Phasen wurden folgende Polymerisations-
raten berechnet: kpo11: 135 (£ 44) s~ und kpol2: 2,4 (%0,5) s~! Im Ausschnitt ist die Anfangsphase
der Reaktion gezeigt. B: Unter gleichen Reaktionsbedingungen wurde die Einbaukinetik in Anwe-
senheit von NC (molares Verhiltnis NC zu Substratnukleotidkonzentration = 2:1) verfolgt. Fiir
die exponentiellen Phasen wurden folgende Polymerisationsraten berechnet: kpoii: 2,9 (£1,7) s,
kpol2: 0,04 (£0,002)s7L.

In Anwesenheit des NCs (NC zu Nt-Verhéltnis 2:1) waren alle drei Phasen verlang-
samt (kpor: 2,9 (£ 1,7) 571, kpora: 0,04 (£0,002) s71, die Rate des linearen Anteils betrug
0,009 (£ 0,002) s7!). Die Polymerisation an einem linearen Substrat lduft in Anwesenheit
des NCs vor Einstellung eines Gleichgewichts damit verlangsamt ab.

Vergleichend wurde die Einbaukinetik der Reversen Transkriptase am Hairpin-Substrat
gemessen. Um séttigende Bedingungen zu gewéhrleisten, mussten aufgrund der niedrige-
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ren Affinitdt des Substrats zur RT hohere RT-Konzentrationen (2 uM) gewihlt werden.
Auch hier lielen sich die Daten mit einer zweifach exponentiellen Gleichung auswerten
(Abbildung 4.36A). Der lineare Anteil entfiel, da die Anwesenheit des Kompetitors eine
wiederholte Bindung der RT an ein radioaktiv markiertes Substrat verhinderte.
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Abbildung 4.36: Pre-Steady-State Einbaukinetik von dCTP in das Hairpin-Substrat.
A: 2 yM HIV-1 RT wurde mit 100 nM Hairpin-Subtrat vorinkubiert, anschlieBend mit 250 uM dCTP
in Anwesenheit von 5uM 18/36-mer als Kompetitor schnell gemischt und die Reaktion zu den
gewiinschten Zeitpunkten mit TFA gestoppt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit einer zwei-
fach exponentiellen Gleichung. Fiir die exponentiellen Phasen wurden folgende Polymerisationsraten
berechnet: kpol1: 4,9 (£0,25) s, kporo: 0,06 (£0,02)s™1. Im Ausschnitt ist die Anfangsphase der
Reaktion gezeigt. B: Unter gleichen Reaktionsbedingungen wurde die Einbaukinetik in Anwesen-
heit von NC (molares Verhdltnis NC zu Substratnukleotidkonzentration = 2:1) verfolgt. Fiir die
exponentiellen Phasen wurden folgende Polymerisationsraten berechnet: kpo11: 8,1 (41,0) s~! und
kpol2: 0,12 (£0,03)s7!

Die RT musste zunéchst die Stammstruktur des Substrats entwinden bevor der Nukleoti-
deinbau stattfinden konnte. Die Polymerisationsraten waren daher erwartungsgeméfl im
Vergleich zum linearen Substrat reduziert (kpoir: 4,9 (£0,25) s71 | kpor2: 0,06 (£0,02) s71).
Im Gegensatz zum linearen Template konnten fiir die Reaktion in Anwesenheit des NCs
jedoch keine verminderten Raten beobachtet werden. Die Raten der exponentiellen Pha-
sen sind mit 8,1 (+1,0)s™! und 0,12 (£ 0,03) s~ um ca. Faktor 2 grofer als in der Kon-
trollreaktion. Als mogliche Erkldrung kann die Chaperonfunktion des NCs herangezogen
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werden. Die Aufschmelzung der Haarnadelschleife im Template-Strang wird durch das
NC beschleunigt und damit der umgehende Einbau des Nukleotids moglich. Wie in Ta-
belle 3 aufgefiihrt, war fiir das lineare Template keine erhdhte Polymerisationsrate zu
messen. Die ermittelten Werte wiesen auf eine dramatische Verlangsamung des Poly-
merisationsprozesses in Anwesenheit des NCs hin. Fiir das Hairpin-Substrat war eine
Verlangsamung nicht zu beobachten. Die Zugabe des NC-Proteins fiihrte zu einer um
den Faktor 2 erhohten Polymerisationsrate.

Substrat NC Kpolt (s Amplitude 1 (%) Kpol2 (s1) Amplitude 2 (%)
linear - 135+ 44 91+12 24+0,5 247+19
linear + 29+17 763 0,04 £ 0,002 45029
Hairpin - 49+0,25 32,3+0,6 0,06 + 0,02 12,2+1,2
Hairpin + 8,1+1,0 26,0+1,1 0,12+ 0,03 189+1.8

Tabelle 3: Uber Quench-Flow Messungen bestimmte Polymerisationsraten der HIV-1 RT
an unterschiedlichen Substraten.

Die Frage, ob der beobachtete Effekt der Amplitudenverstirkung auf die gesteigerte Po-
lymerisationsrate zuriickzufithren ist, kann somit nicht fiir alle Substrate gleichermafien
beantwortet werden. Im Fall des linearen Substrats ist die Einbaurate nicht Ursache der
Amplitudenverstarkung. Fiir das Hairpin-Substrat kommt eine gesteigerte Einbaurate
als Grund fiir den hoheren Substratumsatz in Frage. Neben den Polymerisationsraten
sind in Tabelle 3 auch die Amplituden der jeweiligen Polymerisationsphasen aufgefiihrt.
Fiir das lineare Template stellte sich heraus, dass in Anwesenheit des NCs der Anteil
der zweiten Amplitude um Faktor 2 erhcht war. Fiir das Hairpin-Substrat war ebenfalls
eine Steigerung um den Faktor 1,5 zu verzeichnen.

4.4.6 Einfluss des NCs auf die Substratdissoziation von der RT in
Anwesenheit von RT-spezifischen Antikérpern

Der in den Einbaustudien und Dissoziationsexperimenten beobachtete Einfluss des NCs
deutete auf eine Wechselwirkung zwischen RT und NC hin, die bereits von Druillenec
et al. diskutiert wurde [38]. Diese Interaktion beeinflusst unter anderem die Polyme-
risation an Sekundérstrukturelementen und den Strang-Transfer positiv. Daher ist die
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Wechselwirkung zwischen RT und NC zum einen essentiell fiir den Replikationszyklus
zum anderen ein interessantes Ziel fiir die Inhibitorentwicklung. Das in dieser Arbeit eta-
blierte System zur Bestimmung der Dissoziationsrate eignet sich, um den Einfluss von
Molekiilen auf die Interaktion zwischen RT und NC zu ermitteln. Anhand der Dissozia-
tionsrate kann bestimmt werden, ob das NC weiterhin einen Einfluss auf die Dissoziation
des Substrats ausiiben kann.

Ein Blockade der NC-RT-Interaktion ist bisher nicht moglich gewesen, da nicht bekannt
ist, welche Proteindoménen in die Wechselwirkungen der Proteine involviert sind. Um die
Kontaktstellen zwischen den Proteinen zu identifizieren, konnen Antikorper eingesetzt
werden, die einen Teil der Aminosiuresequenz fiir den Interaktionspartner maskieren.
Die Bindung eines Antikorpers an sein Epitop konnte moglicherweise die Interaktion
der RT mit dem NC-Protein beeinflussen, was sich wiederum im etablierten Assay in
einer verdnderten Dissoziationsrate fiir das Substrat &uflern wiirde. Fiir diese Arbeiten
standen RT-gerichtete monoklonale Antikorper zur Verfiigung, die von Tobias Restle
im Rahmen seiner Dissertation hergestellt wurden [116]. Die Bindungsdoménen der An-
tikorper sind innerhalb der AS 200-230, 300-428 und 528-560 lokalisiert und decken
damit einen Grofiteil der Aminoséduresequenz der HIV-1 RT ab. Testweise wurden dem
RT-Substrat-Komplex vor Zugabe des NCs jeweils ein Antikorper zupipettiert. In An-
wesenheit der Antikorper konnte jedoch keine verdnderte Dissoziationsrate bestimmt
werden, sodass mithilfe dieser Methode keine Blockade der RT-NC-Wechselwirkung her-
vorgerufen werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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Seit der Entdeckung des HI-Virus als Ursache der erworbenen Immunschwéiche des Men-
schen (AIDS) im Jahr 1983 wurde das Virus in den letzten Jahrzehnten detailliert
studiert und biochemisch charakterisiert. Je umfassender das Verstédndnis der enzyma-
tischen Abldufe innerhalb der Virusreifung und -vermehrung wurde, desto effektivere
Inhibitoren konnten entwickelt werden. Bisher sind in erster Linie die viralen Proteine
Reverse Transkriptase (RT) und Protease Ziel der Wirkstoffe, da die enzymatische Akti-
vitéit beider Enzyme essentiell fiir den Lebenszyklus des Virus ist. Auf Grund der hohen
Fehlerrate der viralen Polymerase verbunden mit der hohen Replikationsrate traten und
treten jedoch immer wieder resistente Formen des Virus auf, die kaum bzw. keinerlei Re-
aktion auf die Inhibitoren zeigen. Demnach bleiben diese und andere Proteine weiterhin
im Fokus der Inhibitorentwicklung.

Ziel dieser Arbeit war es, neue Wege in der Inhibitorentwicklung zu gehen. Studien zur
Dimerisierung der Reversen Transkriptase (siehe 5.1) und die Untersuchungen zum Ein-
fluss des Nucleocapsid-Proteins auf die RT-katalysierte Polymerisationsreaktion (siehe
5.5) sollten Einblicke in die Funktionsweise der RT geben und Méglichkeiten zur Inhibi-
tion aufdecken.

Aufbauend auf diesen Arbeiten wurden potenzielle inhibitorische Molekiile auf ihre Wirk-
samkeit getestet. Dabei sollte ein breites Spektrum an Molekiilklassen abgedeckt werden,
sodass sowohl Peptide (siehe 5.3) als auch Nukleinséuren (siehe 5.4) und niedermoleku-
lare Substanzen (siehe 5.2) in die Tests einbezogen wurden.

5.1 Aminosauren in der p51 UE stabilisieren das
RT-Heterodimer

Die Reverse Transkriptase ist ein heterodimeres Protein, das aus den beiden Unter-
einheiten p66 und pb1 besteht. Dabei geht die p51 Untereinheit durch eine proteoly-
tische Spaltung am C-Terminus aus dem p66 Protein hervor. Die grofiere p66 Unter-
einheit beherbergt alle enzymatischen Funktionen (RNA- und DNA-abhidngige DNA-
Polymeraseaktivitat, RNaseH-Aktivitéit). Im Gegensatz dazu ist die p51 Untereinheit
katalytisch inaktiv und dient als Stabilisator der grofien Untereinheit.
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Basierend auf Informationen aus einer Kristallstrukturanalyse (Kooperation mit Eliane
Schweizer, ETH Ziirich) wurde eine Mutationsstudie durchgefiihrt, um Aminosiuren in
der p51 Untereinheit zu identifizieren, die einen Einfluss auf die Interaktion der Un-
tereinheiten haben. Dadurch sollte ein erweitertes Verstédndnis des Dimerisierungspro-
zesses erlangt werden. Die Aminosduren Lys331, Asn363 und Asp364 waren aufgrund
ihrer intermolekularen Wechselwirkungen von Interesse: Lysin 331 bildet mit der As-
paraginsdure 364 ein Salzbriicke aus; Asparagin 363 geht eine m-m Wechselwirkung mit
dem Tryptophan 401 der p66 Untereinheit ein. Dieses Tryptophan interagiert mit dem
Tryptophan 401 der p51-Untereinheit iiber eine edge-to-face-Wechselwirkung. Alle Ami-
nosduren liegen im Interaktionsbereich des sogenannten Tryptophan-Clusters [148]. Die
dort gehéuft auftretenden Tryptophane tragen entscheidend zur Dimerstabilitdat bei. Die
in dieser Arbeit durchgefithrten Assoziationsstudien der mutierten p51 Untereinheiten
mit wildtypischen p66 zeigten, dass eine Mutation des Lysins 331 zu Alanin die Dimeri-
sierung um ca. 70 % reduziert. Fiir die N363A Mutante konnte ebenfalls eine Reduktion
gemessen werden, die mit ca. 40 % aber deutlich schwicher ausfillt. Eine Mutation an
Position 364 rief keine verminderte Assoziation der Untereinheiten hervor. Die Ergeb-
nisse ergidnzen Two-Hybrid-Studien von Tachedjian et al. [148], in denen nachgewiesen
wurde, dass in der p66 Untereinheit vor allem die Tryptophane 401 und 414 und in der
p51 Untereinheit das Lysin 331 mafigeblich zur Dimerstabilitéit beitragen. Die Autoren
schlagen fiir Lysin 331 allerdings eine Interaktion zu den Carbonylgruppen der Ami-
nosauren W402, Y405 und Q407 der p66 Untereinheit vor, die iiber Wasserstoftbriicken
vermittelt wird. Wére die hier vermutete Salzbriicke zwischen K331 und D364 die maf-
gebliche Interaktion, wiirde man fiir eine Mutation von D364A ebenfalls eine reduzierte
Dimerbildung erwarten. Dies konnte in den hier durchgefiihrten Experimenten jedoch
nicht bestéatigt werden, sodass die Interaktion mit dem Riickgrat der erwdhnten Ami-
nosauren wahrscheinlicher scheint.

Die verminderte Dimerbildung der N363A Mutante wurde hier erstmals gezeigt. Wie
erwiahnt, wurde eine m-m Wechselwirkung mit dem Tryptophan 410 (p66) vermutet.
Die Beeinflussung des Tryptophans 410 hat auch Auswirkungen auf dessen direkten
Interaktionspartner, das Tryptophan 401 (p51). Fiir eine Mutation an dieser Position
(Two-Hybrid-System) wurde eine Reduktion der Interaktion der Untereinheiten um 30 %
gezeigt [148]. Da auch in den hier durchgefiihrten Assoziationsstudien eine Reduktion
um 40 % gezeigt wurde, liegt die Vermutung nahe, dass der Einfluss von N363 tatséichlich
iiber W410 bzw. 401 vermittelt wird.

Analysen der Protein-Protein-Wechselwirkungen zeigten, dass einzelne Aminoséduren
gehduft in den Interaktionsbereichen wiederzufinden sind [14]. Die als Hot-Spot-Amino-
sduren bezeichneten hydrophoben Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Arginin treten
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wiederholt in Dimerisierungsgrenzflachen auf. Dieses Prinzip scheint sich in den unter-
suchten Protein-Protein-Interaktionen der HIV-1 RT wiederzufinden. Auch hier tragen
vor allem die hydrophoben Tryptophane zur Wechselwirkung bei. Weniger oft, aber den-
noch iiberdurchschnittlich treten Proline, Leucine, Lysine und Asparaginsduren auf. Der
Beitrag dieser Aminoséduregruppe zur Interaktion konnte im Fall der HIV-1 RT in dieser
Arbeit am Beispiel des Lysins 331 bestétigt werden. Die Hot-Spot-Aminoséduren sind von
Aminoséduren umgeben, deren Funktion vermutlich in der Abschirmung gegen Losungs-
mittelmolekiile besteht.

Wie von Restle et al. gezeigt, ist die RT ausschliellich als Dimer aktiv. Eine Redukti-
on des Dimergehalts sollte daher auch Auswirkungen auf die Polymeraseaktivitidt des
Enzyms haben. Diese Korrelation zwischen Dimergehalt und Aktivitit konnte fiir die
Reassoziationsansédtze mit mutierter p51 UE im Polymerasetest nachgewiesen werden.
Lag die Mutation K331A in der p51 UE vor, sank die Polymeraseaktivitit im Vergleich
zum Wildtyp auf 49 %. Die Mutation an Position 363 in der p51 UE wies eine Polyme-
raseaktivitit von 78 % auf. Dass die Stabilitéit des Heterodimers eine Auswirkung auf
die Polymeraseaktivitat hat, konnte auch in ex vivo Experimenten gezeigt werden. Die
Mutation des Tryptophans 401 in der p66 UE fiihrt in in vitro Studien zu einer stark
verminderten Ausbildung des Heterodimers. Wurde die RT-Mutante in Zellkultursyste-
men getestet war die RT-Aktivitdt in infizierten Zellen und viralen Partikeln drastisch
reduziert [157]. Die gebildeten viralen Partikel waren nicht mehr infektios.

Die Dimerstabilitdt konnte, wie in dieser Arbeit gezeigt, durch die Mutation der Ami-
nosauren K331 und N363 in der p51 UE verringert werden. Molekiile, die diese Ami-
nosduren blockieren und damit die Dimerausbildung unterbinden, kénnten somit die
Assoziation der Untereinheiten beeintréchtigen und zur verminderten Replikationsfihig-
keit des HI-Virus fiithren. In Abschnitt 5.2 ist gezeigt, wie die hier erlauterten Ergebnisse
zur Dimerisierung in die Inhibitorentwicklung einflossen.

5.2 Niedermolekulare Molekiile als
Dimerisierungsinhibitoren

1990 wurde von Restle et al. gezeigt, dass die Reverse Transkriptase ausschliefSlich als
Dimer enzymatisch aktiv ist [117]. Seitdem wird eine Beeintrachtigung der p51-p66-
Interaktion als attraktive Inhibitionsméglichkeit diskutiert [29, 34, 117, 139]. Die Ver-
minderung der Assoziation der RT Untereinheiten wurde als alternatives therapeutisches
Ziel vorgeschlagen, weil Inhibitoren der Assoziation wahrscheinlich weniger anfillig fiir
Wirkstoffresistenzen sind. Bisher wurden allerdings nur wenige Inhibitoren entwickelt,
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die die p51-p66 Interaktion effektiv verhindern. Zu diesen gehéren Peptide, die von den
Protein-Protein-Grenzflachen abgeleitet wurden [35, 97]. Die Verwendung von kleinen
Molekiilen als Modulatoren der Protein-Protein-Wechselwirkungen bereitet in der An-
wendung mehrere Probleme [10]. Zum einen ergaben Untersuchungen, dass die Ausdeh-
nung der Grenzfliche in Proteinkomplexen in der Regel groBer als 1100 A2 ist [95] und
damit die potenzielle Bindungsfliche kleiner Molekiile um ein Vielfaches iibersteigt. Ei-
ne weitere Schwierigkeit besteht in der Tatsache, dass die Grenzfldchen oft relativ eben
sind und daher moglicherweise keine Bindungsstellen fiir kleine organische Molekiile auf-
weisen. Um so iiberraschender war es, in dieser Arbeit zwei niedermolekulare Molekiile
selektionieren und charakterisieren zu konnen, die einen Einfluss auf die Protein-Protein-
Interaktion der Reversen Transkriptase haben.

Die chemische Datenbank ASINEX wurde von der Gruppe um Prof. Massa virtuell
durchgemustert (Molecular Modelling Studien), um Molekiile zu identifizieren, die mit
erhohter Wahrscheinlichkeit im Bereich der Tryptophane 401 und 410 der p66 Unterein-
heit der HIV-1 RT binden. Aus den Dimerisierungsstudien (5.1) wurde klar, dass diese
Aminosduren in Wechselwirkung mit den fiir die Stabilitdt des Dimers wichtigen Ami-
noséuren Lysin 331 und Asparagin 363 stehen. Die ausgewéahlten niedermolekularen Mo-
lekiile wurden in dieser Arbeit biochemisch charakterisiert. Die Substanz MAS 1 konnte
die Reassoziation der beiden Untereinheiten deutlich (um ca. 50 %) reduzieren. Der ICj,
betrug ca. 316 uM. Allerdings konnte kein Einfluss auf die Polymeraseaktivitdt der RT
nachgewiesen werden. Aulerdem war es nicht moéglich, das dimere Protein mit MAS 1
aktiv zu dissoziieren. Diese Daten lassen vermuten, dass die MAS 1-Bindung nur méglich
ist, wenn die Untereinheiten separat vorliegen. Die Bindungsstelle an Trp 401 und 410 ist
im Dimer nicht zugénglich, wie aus den Interaktionen des Tryptophan-Clusters deutlich
wird. Beide Tryptophane sind an extensiven Protein-Protein-Wechselwirkungen betei-
ligt. Der Hot-Spot-Theorie folgend, sind die Protein-Protein-Grenzflichen zudem vom
Losungsmittelzugang abgeschirmt. Die Interaktion der Untereinheiten ist in Anwesenheit
des Substrats (Primer/Template) stabilisiert [34, 36, 37]. Dies konnte erkldren, warum
die reduzierte Dimerisierung in Anwesenheit von MAS 1 sich nicht im Polymerasetest
widerspiegelt. Vorstellbar ist, dass durch Anwesenheit des Substrats (im Polymerasetest
in mikromolaren Konzentrationen anwesend) die Dimerisierung verstérkt wird. MAS 1
konnte aufgrund der Substratbindung verdéngt werden, wenn sich die Bindungsstellen
fiir beide Molekiile iiberlappen. Das Substrat weist eine affine Bindung (K4 von 1-2nM)
an die HIV-1 RT auf, sodass ein niederaffiner Ligand verdrdngt werden wiirde.

Mit MAS 0 konnte ein niedermolekulares Molekiil identifiziert werden, das neben einer
Beeintrachtigung der Reassoziation (ca. 30 % Verminderung des Dimeranteils) zusétz-
lich einen Einfluss auf die Polymeraseaktivitdt ausiibt. Die Restaktivitdt des Enzyms
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(450 pM) lag bei einer MAS 0 Konzentration von 80 uM bei ca. 30 %. Interessant ist
die Tatsache, dass die Wirkung von MAS 0 auf die dimere Form der RT nur dann
auftritt, wenn {iber langere Zeitrdume inkubiert wird (frithester gemessener Zeitpunkt
hier: 16 h). Mehrere Erklarungsansétze konnen aufbauend auf diesen Ergebnissen dis-
kutiert werden. Zum einen wére es denkbar, dass MAS 0 neben der Bindungsstelle im
Tryptophan-Cluster eine alternative Bindungsstelle besitzt, iiber die die Modulation der
Polymeraseaktivitéit hervorgerufen wird. So ist es verschiedenen NNRTTs moglich, die
RT Dimerisierung zu beschleunigen oder die dimere Form zu destabilisieren [141], ohne
jedoch im Grenzflachenbereichen zu binden. Fiir den Fall einer unabhéngigen zweiten
Bindungsstelle fiir MAS 0 wére zu erwarten, dass sich unterschiedliche 1C5o-Werte fiir
die Reassoziation und Polymeraseaktivitéit ergeben. Diese stimmten jedoch gut iiberein
(64 uM versus 39 uM). Zusitzlich ist eine Wirkung von MAS 0 auf die enzymatische Ak-
tivitdt des Heterodimers nach kurzen Inkubationszeitrdumen nicht nachweisbar. Wiirde
MAS 0 ausschlieflich als Polymeraseinhibitor wirken (wie beispielsweise der NNRTT BB-
NH, [3, 15]) sollte aufgrund der Bindung eine umgehende Wirkung einsetzen. Aufgrund
dieser Ergebnisse kénnen jedoch zwei Bindungsstellen ausgeschlossen werden. MAS 0
kann keine aktive Dissoziation hervorrufen, durch die die Ergebnisse aus den Polymera-
setests erklart werden kénnten. Moglicherweise kann MAS 0 jedoch bei Bindung an die
HIV-1 RT eine Konformationsénderung hervorrufen, die die Polymeraseaktivitdt und
Dimerisierung negativ beeinflusst. Diese Bindungsstelle wére im monomeren Zustand
zugénglich bzw. wihrend der dynamischen Strukturverédnderung des Proteins. Eine Wir-
kung zeigt sich daher erst nach mehreren Stunden, da sich nur unter diesen Bedingungen
eine Bindung an die {ibergangsweise zugéngliche p66 UE einstellen kénnte.

Die Untersuchungen zur Sperzifitit zeigten zum einen, dass sich die Wirkung von MAS
0 auf die Polymeraseaktivitit der Reversen Transkriptase des HIV-Virus beschréankt.
Lentivirale Polymerasen, die nicht aus Primaten-Viren isoliert wurden (EIAV RT) bzw.
Polymerasen anderer Organismen (E.coli), wurden nicht beeintriachtigt. Als Grund fir
die beobachtete Spezifitit kann die Anwesenheit des Tryptophan-Clusters herangezogen
werden, das bei lentiviralen RTs der Primaten (wie HIV-1 und HIV-2) hoch konserviert
ist [148], bei anderen lentiviralen RTs (wie EIAV) jedoch nicht auftritt.

Wie in Abbildung 5.1 zu erkennen, sind die fiir die Interaktion der Untereinheiten essen-
tiellen Aminoséuren in der Sequenz der HIV-1/2 RT identisch. Zusétzlich ist die drei-
dimensionale Anordnung dieser Aminoséuren in der Struktur beider RTs sehr &hnlich
(Abbildung 5.1), sodass die Bindung der niedermolekularen MAS-Substanzen an beide
RTs wahrscheinlich ist. Die HIV-2 RT ist im Vergleich zur HIV-1 RT um den Faktor
10 stabiler [37], sodass Modulatoren der Protein-Protein-Wechselwirkungen innerhalb
der HIV-2 RT eine hohere Affinitéat zeigen miissten, um einen zu HIV-1 vergleichbaren
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Effekt hervorzurufen. Dissoziationsexperimente mit der EIAV-RT lassen ebenfalls ver-
muten, dass eine hohere Dimerstabilitéit fiir dieses Enzym vorliegt [143]. Zusétzlich muss
erwihnt werden, dass die Modellierungsstudien an der HIV-1 RT durchgefiihrt wurden.
So ist es erkliarbar, dass die MAS-Substanzen eine geringere Auswirkung auf die Akti-
vitat der verwandten, aber nicht identischen HIV-2 RT und EIAV-RT zeigten.

401
414

HIv-15"° A [
HIV-2""* R D v v
EIAV ©% QVMWEMQKG Y S L

Abbildung 5.1: Sequenz- und Strukturvergleich des Tryptophan-Clusters lentiviraler
Reverser Transkriptasen. Die konservierten Aminosiuren sind blau unterlegt. Aminosiuren der
p66 UE (grau) sind in griin, Aminosauren der p51 UE (blau) in rot dargestellt (Struktur HIV-1 RT:
1RTH, Struktur HIV-2 RT: 1MU2).

Als Dimerisierungsinhibitoren sind in der Literatur Peptide (p7 und PepA) und ver-
schiedene NNRTI-Derivate diskutiert [140, 141]. Die Peptide kénnen eine aktive Disso-
ziation der RT einleiten [97], wihrend die NNRTI-Derivate BBNH und TSAO lediglich
die Stabilitdt der RT beeinflussen, ohne jedoch eine Dissoziation hervorzurufen [140].
Die NNRTI-Derivate wurden allerdings nicht in einem Reassoziationsansatz iiberpriift.
Allerdings scheint eine Beeintréachtigung der Reassoziation durch diese Molekiile un-
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wahrscheinlich, da die Autoren eine Bindungsstelle nahe der NNRTI-Bindungstasche
vorschlagen. Die Bindung koénnte eine Konformationsdnderung bewirken, die sich auf
die Aktivitat und Stabilitdt auswirkt, aber nicht ausreichend fiir eine aktive Dissoziati-
on ist. Verschiedene Vertreter der Klasse der N-Acyl Hydrazone inhibieren Polymerase-,
RNase H-Aktivitit oder beide enzymatischen Funktionen der RT - der ICsq fiir BBNH
liegt bei 2,5 uM (Polymeraseaktivitiat) bzw. 3,5 uM (RNase H Aktivitdt). Daher sind die
MAS-Substanzen neben den peptidischen Inhibitoren die bisher einzigen Molekiile, die
die Reassoziation der RT beeinflussen. Allerdings ist beispielsweise der BBNH-Inhibitor
mit einem 1C5q von 2,5 uM ein potenterer Inaktivator der Polymeraseaktivitét.

Die hier vorgestellten Substanzen konnen als Leitstrukturen zur weiteren Optimierung
der Bindungs- und Inhibitionseigenschaften angesehen werden. Es sei daran erinnert,
dass beide Substanzen die Lipinsky-Regeln erfiillen, sodass eine zelluldre Aufnahme sehr
wahrscheinlich scheint und damit Importprobleme wie bei Nukleinsédurewirkstoffen oder
peptidischen Inhibitoren nicht auftreten. Fiir verschiedenste niedermolekulare Molekiile
konnte gezeigt werden, dass eine Modifizierung der Leitstruktur in vielen Féllen zur Op-
timierung der Bindung fiihren ohne dabei an Spezifitéit zu verlieren. Zwei solche nieder-
molekulare Modulatoren von Protein-Protein-Wechselwirkungen werden bereits klinisch
eingesetzt [110].

Die hier charakterisierten Substanzen kénnen somit tatséchlich die Dimerstabilitéit der
HIV RT beeinflussen und haben eine Auswirkung auf die Polymeraseaktivitiat. Die Da-
ten deuten darauf hin, dass der in Computerstudien berechnete Bindungsmodus iiber
die Tryptophane 401 und 410 der p66 Untereinheit von den MAS-Substanzen tatséchlich
eingenommen wird und dieser rationale Ansatz damit erfolgreich war. Erstmals konn-
ten in dieser Arbeit somit niedermolekulare Inhibitoren der Dimerisierung beschrieben
werden.

5.3 Peptidische Inhibitoren

5.3.1 Kurzkettige Peptide zeigen keinen Effekt hinsichtlich der
Dimerstabilitdt der RT

Die Wechselwirkung multimerer Proteine kann oft durch Peptide beeinflusst werden, die
von den Protein-Protein-Grenzflichen abgeleitet wurden. Fiir die HIV-1 RT wurde ein
10-mer Peptid beschrieben, dessen Sequenz einem Teilbereich des Tryptophan-Clusters
der p66 UE entspricht. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich Peptidsequenzen,
die sich ebenfalls im Tryptophan-Cluster finden, als kompetitive peptidische Inhibitoren
wirken konnen. Die Peptidldnge wurde auf 6 bis 9 Aminosduren beschrankt, da kiirze-
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re Sequenzen hinsichtlich Applikation und Synthese einfacher zu handhaben sind. Der
untersuchte Sequenzbereich reicht von der Aminosédure 400 bis 411, in dem sich drei
Tryptophane und ein Tyrosin finden. Tryptophane und Tyrosine sind Aminoséuren, die
verstirkt an der Ausbildung von Protein-Wechselwirkungen beteiligt sind und daher
innerhalb von Peptidsequenzen die erforderlichen Wechselwirkungen mit Proteinen ein-
gehen konnen.

Fiir alle Peptide wurde tiberpriift, ob sie einen Einfluss auf die Ausbildung des Dimers
und die Polymeraseaktivitit der RT ausiiben. In allen Fillen konnte keine reduzierte Di-
merbildung verzeichnet werden. Auch die Polymeraseaktivitat war nicht beeintriachtigt.
Ahnliche Ergebnisse lieferten Experimente mit 6-mer Peptiden (ESP-Familie), die den
Aminoséauren 409-413 entsprechen.

Uberlappende Peptidsequenzen innerhalb des Tryptophan-Clusters wurden bereits von
Morris et al. auf ihre Wechselwirkung mit der RT untersucht [97]. Die Affinitdt des Pep-
tids p7 zur RT betrug 240 nM. Wurde das Peptid p7 um N-terminale Aminoséduren in
der RT-Sequenz erweitert, sank die Affinitdt der Peptide um den Faktor 10. Erfolgte
eine C-terminale Erweiterung, lag der K4 sogar im zweistelligen mikromolaren Bereich.
Aminoséuren, die sich an die p7 Sequenz in Richtung C-Terminus anschliefen, tragen
offensichtlich nicht zur Wechselwirkung des Peptids mit der RT bei. Neue Studien von
Depollier et al. zeigen zusétzlich [29], dass das Peptid p7 nicht als kompetitiver Inhibitor
wirkt, sondern in einer Tasche zwischen Finger- und Verbindungsdoméne der p51 UE
bindet. Diese Bindung induziert eine Konformationséinderung in der RT-Struktur, die
sich in einer reduzierten Dimerstabilidt duflert.

Die hier gewahlten Peptide vermdgen nicht, kompetitiv an die p51 UE zu binden. Zusétz-
lich fehlen offensichtlich die strukturellen Voraussetzungen und die notigen Wechselwir-
kungen spezifischer Aminoséureseitenketten, um wie p7 die hydrophobe Bindungstasche
in der p51 UE zu besetzen.

Kontakte zwischen der Daumendoméne von p51 und der RNaseH-Doméne von p66 tra-
gen zusétzlich zur Ausbildung der dimeren RT-Struktur bei. Das Peptid PepA, das
von der Daumendoméne abgeleitet wurde, reduziert die Polymeraseaktivitdt des En-
zyms [101]. Die Autoren vermuteten, dass PepA eine Konformationséinderung induziert
und dadurch die enzymatische Aktivitidt des Enzyms beeintriachtigt wird, da das Pep-
tid keinen Einfluss auf die Dimerstabilitdt hatte. In dieser Arbeit wurden zusétzlich
Peptide (TR-Peptide) untersucht, die von der Grenzfliche zwischen RNaseH- und Dau-
mendoméne (p51) abgeleitet wurden, hier aber der Sequenz der RNaseH-Doméne ent-
sprachen (AS 534-554). Die p51 UE unterstiitzt die fiir die enzymatischen Aktivitdten
essentielle dreidimensionale Anordnung des Heterodimers. Eine kompetitive Bindung der
von der RNaseH-Doméne abgeleiteten Peptide wiirde den Einfluss der p51 UE verrin-
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gern, was an der veranderten Aktivitdt des Enzyms auszumachen wére. Die in dieser
Arbeit untersuchten Peptide beeintrachtigten jedoch weder Polymerase- noch RNaseH-
Aktivitat der RT. Eine Erklarung fiir die Unwirksamkeit der Peptide konnte der zweistu-
fige Assoziationsprozess der RT Untereinheiten liefern [36, 37]. Der schnellen Assoziation
der Monomere folgt eine langsame Konformationsdnderung, die zum enzymatisch akti-
ven Dimer fithrt. PepA interferiert mit dieser Konformationsdnderung. Die schnelle As-
soziation wird wahrscheinlich {iber das Tryptophanmotiv in den Verbindungsdoménen
vermittelt. Nach diesem Schritt liegt bereits das Heterodimer vor. Die Sequenzen der
TR-Peptide befinden sich im Vergleich zur PepA Sequenz nicht an der Oberfldche des
Proteins. Die Aminosduren kénnten somit bereits in Wechselwirkungen mit p51 invol-
viert und der Bereich unzugénglich fiir Losungsmittel sein. Die p51 UE wiirde daher
nicht mit den angebotenen freien Peptiden interagieren konnen, da sie bereits in Kon-
takt mit der p66 UE steht und die freien Peptide keinen Zugang zu den Aminoséduren
der Grenzflachen héitten. Fiir PepA ist zudem nicht auszuschlielen, dass es wie p7 nicht
als kompetitiver Partner zur p66 UE agiert, sondern durch eine Bindung innerhalb der
RT-Sequenz die erwidhnte Konformationsdnderung hervorruft. In diesem Fall gilt fiir die
RT-Peptide das Gleiche wie fiir die ESP- und P-Peptide: die Eigenschaften der gewéhl-
ten Peptide stimmen nicht mit den Anforderungen fiir die Bindung innerhalb definierter
Furchen und Taschen in der RT-Struktur iiberein, sodass die Ausbildung einer Wechsel-
wirkung nicht moglich ist.

Zusétzlich wire es denkbar, dass die in dieser Arbeit unternommenen Anstrengungen,
verschiedenste Peptid-RT-Wechselwirkungen zu untersuchen, an den falschen Versuchs-
bedingungen scheiterten. Obwohl die Pufferzusammenstellung und Methodik weitgehend
den verdffentlichten Daten folgten, kénnen u.U. kleinste Anderungen ein Scheitern des
Experiments hervorrufen, die mit den hier gewahlten Methoden allerdings nicht nachzu-
vollziehen waren. Abschlieend bleibt zu verzeichnen, dass die Auswahl von Peptiden als
RT-Inhibitoren nicht trivial ist. Methoden, die eine schnelle und zuverlissige Aussage
iiber die direkte Wechselwirkung zwischen Peptid und Protein zulieflen, wiirden diesen
Ansatz vorantreiben.

5.3.2 RT-Mutanten, die eine verminderte Bindung des Peptids p7
zeigen, sind in ihren enzymatischen Fahigkeiten eingeschrankt

Die langanhaltende Wirksamkeit eines Inhibitors in der HIV-Therapie ist nur dann wahr-
scheinlich, wenn der inhibitorische Effekt nicht durch Resistentmutationen aufgehoben
werden kann oder entsprechende Mutationen die Replikationsfihigkeit des Virus zu stark
beeintrichtigen. Wenn Aminosédureaustausche innerhalb des Zielmolekiils den inhibito-
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rischen Effekt minimieren konnen und gleichzeitig die Funktionalitét nicht vermindert
wird, setzen sich dagegen Resistenzmutationen in der HIV-Population schnell durch. Ist
der Mechanismus eines Inhibitors bekannt, kénnen in in vitro Experimenten die Auswir-
kungen moglicher Resistenzmutationen auf die enzymatische Aktivitdt des Proteins un-
tersucht werden. Fiir p7 konnte gezeigt werden, dass das Peptid vorrangig mit den Ami-
nosduren W24 und F61 in der p51 Untereinheit interagiert [29]. Denkbar wére, dass diese
Positionen wahrend einer Resistenzentwicklung mutiert vorliegen. Daher wurden diese
Aminoséuren in der p66, in der p51 oder in beiden Untereinheiten mutiert, um eventuel-
le Auswirkungen auf die Polymerase-und RNaseH-Aktivitdat des Enzyms nachzuweisen.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein Aminosdureaustausch an Position 24
der p66 Untereinheit die RNaseH-Aktivitdt um 30 % reduziert. Dagegen wirken sich die
Mutationen sowohl an Position F61 als auch an Position W24 in der p66 Untereinheit ne-
gativ auf die Polymeraseaktivitéit aus. In der Doppelmutante ist die Polymeraseaktivitét
um 60 % reduziert. Dabei ist zu beachten, dass im Virus p51 aus der p66 Untereinheit
hervorgeht und damit alle in p66 vorhanden Mutationen auch in p51 wiederzufinden
wiren. Eine Mutation dieser hochkonservierten Aminosduren hat daher mehrfach ne-
gative Auswirkungen. Zum einen wird die Stabilitdt des Dimers beeintrachtigt [29], da
beide Aminosduren eine Wechselwirkung mit dem Tryptophan-Cluster der p66 UE ein-
gehen und damit zur Stabilitdt des Dimers beitragen. Zum anderen ist, wie Fisher et al.
zeigen konnten [47], bei Mutation des Phenylalanins die Prozessivitit der RT reduziert.
Zusétzlich sind, wie in dieser Arbeit gezeigt, Polymerase- und RNaseH-Aktvitdat der
RT reduziert, wenn beide Mutationen vorliegen. Langzeitexperimente miissen kldaren, ob
die beschriebenen RT-Mutationen bei Applikation des Peptids auftreten oder die Be-
eintrachtigung der Struktur und Aktivitdat der RT durch die Aminosdureaustausche das
Aufkommen von resistenten Varianten verzogern oder sogar verhindern wiirde.

5.4 Nukleinsaureinhibitoren

Als Aptamere werden kurzkettige RNAs und DNAs bezeichnet, die aus einer in wvitro
Selektion (SELEX: Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) stam-
men. Ausgehend von einer randomisierten Nukleinséurebibliothek werden wahrend des
Selektionsprozesses hochaffine Liganden angereichert, die duflerst spezifisch das Ziel-
molekiil binden und ggf. mit einer vorhandenen enzymatischen Aktivitét interferieren
[150]. Mit dieser Methode konnten gegen die Reverse Transkriptase gerichtete DNA-
und RNA-Aptamere identifiziert werden [2, 18, 30, 72, 136, 151]. In dieser Arbeit wur-
den Aptamere aus einer in vitro Selektion mit der p51 UE der RT als Zielprotein und
bereits beschriebene inhibitorische Aptamere nidher charakterisiert.
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5.4.1 Nukleinsauren als Dimerisierungsinhibitoren

Fiir verschiedene Molekiilklassen konnte ein Einfluss auf die Dimerisierung der RT nach-
gewiesen werden. Zu ihnen zaéhlen Peptide [97, 101], nicht nukleosidische RT Inhibito-
ren [64], Hydrazone [140], organische Losungsmittel wie beispielsweise Acetonitril [37],
Antikorper [119] und, wie in dieser Arbeit gezeigt, niedermolekulare Substanzen. Fiir
Nukleinsauren (in dem zitierten Fall das Primer/Template-Substrat) konnte bisher le-
diglich nachgewiesen werden, dass sie die Dimerstabilitéit der RT erhohen [37]. Denkbar
wire jedoch auch, dass Nukleinséduren iiber Wechselwirkungen mit den jeweiligen Un-
tereinheiten die Ausbildung des Heterodimers beeintriachtigen.

In diesem Zusammenhang wurde ein kombinatorischer Ansatz gewéhlt, bei dem die
p51 UE als Zielprotein eingesetzt wurde. Um auszuschlieflen, dass Nukleinsédureliganden
(Aptamere) angereichert werden, die an die im Heterodimer zugénglichen Bereiche der
p51 UE binden, wurde zunéchst eine sogenannte Gegenselektion mit der dimeren Form
der RT durchgefiihrt. Die daraus resultierende RNA-Nukleinsédurebibliothek wurde mit
der p5b1 Untereinheit inkubiert und die bindenden Nukleinsduren der néchsten Selek-
tionsrunde zugefiithrt. Nach neun Zyklen war die fiir ein SELEX-Experiment typische
exponentielle Steigerung des gebundenen Nukleinsdureanteils zu verzeichnen. Die an-
schliefend sequenzierten Aptamere konnten in drei Familien unterteilt werden, die in
ihrer Nukleotidabfolge Ahnlichkeiten untereinander aufwiesen. Die Sequenzen, die am
héufigsten im selektierten Nukleinsdurepool auftraten, wurden in ihren Bindungseigen-
schaften ndher charakterisiert. Das Aptamer 8.7 wies keine Bindung an die dimere Form
und die p51 UE auf. Die Aptamere 9.2 und 9.9 banden an die p51 UE. Die Affinitét
lag jedoch im mikromolaren Bereich. Das Aptamer 9.2 zeigte zusétzlich eine schwach
affine Wechselwirkung mit dem RT-Heterodimer. Obwohl die Sekundérstrukturen der
selektierten RNAs teilweise Ahnlichkeiten zur Struktur des Primer/Template-Substrats
hatten, war eine Wechselwirkung mit der RT nicht vorhanden. Aptamere zeigen ty-
pischerweise Affinitdten im unteren nanomolaren Bereich. Die hier ermittelten hohen
Dissoziationskonstanten weisen somit eher auf eine unspezifische Wechselwirkung zwi-
schen RNA und Protein hin. Daher war es nicht verwunderlich, dass die Bindung der
Nukleinsauren die Ausbildung des Heterodimers nicht beeinflussten.

Liegt die p51 UE im Komplex mit der p66 vor, konnte nachgewiesen werden, dass die
p51 UE Kontakte zur gebundenen Nukleinsduren ausbildet. Vor allem die Aminoséduren
der p51 Fingerdoméne interagieren mit einzelnen Nukleotiden im Template-Strang eines
gebundenen Substrats [63]. Die Struktur der RT im Komplex mit dem Pseudoknoten
RNA-Aptamer zeigt ebenfalls eine Beteiligung der p51 UE an der Nukleinsédurebindung
[67]. In diesem Fall werden die Kontakte von Aminosduren in der Finger- und Verbin-
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dungsdoméne vermittelt. In der Literatur wurde fiir die seperate, monomere p51 UE
bisher noch keine Nukleinsdurebindefidhigkeit nachgewiesen. Denkbar wire, dass der hy-
drohobe Charakter der p51-p66 Grenzflachen eine Nukleinsdurebindung nicht erlaubt
und die Selektion aus diesen Griinden nur schwach affine Liganden hervorbrachte.

5.4.2 Das DNA-Aptamer RT1t49 zeigt eine hohe Affinitat zur
HIV-1 RT

Das in dieser Arbeit verwendete DNA-Aptamer (RT1t49) wurde von Schneider und
Kollegen selektiert [136], die einen K4 von 1 nM und einen K; von 300 pM beschrieben
haben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das DNA-Aptamer hinsichtlich Bindung und
Inhibitionsaktivitdt ndher untersucht, um die Daten in weiterfiihrenden Studien mit
mutanten RTs vergleichen zu kénnen. Dabei stellte sich heraus, dass die Bindungseigen-
schaften des Aptamers deutlich besser als bisher angenommen sind. Die Dissoziations-
konstante lag bei 123 pM und ist damit um den Faktor 10 kleiner als der von Schneider
bestimmte K 4-Wert. Bisher wurde angenommen, dass RNA-Aptamere aufgrund der viel-
seitigeren Faltungsmoglichkeiten intensivere Wechselwirkungen mit Proteinen eingehen
kénnen. Im Vergleich zum hochaffinen RNA-Aptamer bindet RT1t49 jedoch nur um
ca. den Faktor 3 schlechter an die RT. Die experimentellen Bedingungen wurden zuvor
mit der Pseudoknoten-RNA iiberpriift. Die Daten stimmten mit den verdffentlichten
Dissoziationskonstanten sehr gut iiberein. So ist davon auszugehen, dass die hier be-
stimmten Dissoziationskonstanten korrekt sind. Damit wurde erstmals gezeigt, dass ein
DNA-Aptamer eine vergleichbare Affinitdt wie ein RNA-Aptamer zur RT besitzt.

Die sehr guten Bindungseigenschaften des Aptamers reflektierten sich in der Inhibiti-
onsfiahigkeit. Fiir das Aptamer RT1t49 konnte ein 1C5y von 8 nM bestimmt werden und
befindet sich damit im gleichen Konzentrationsbereich wie der IC5y der Pseudoknoten-
RNA. Beide Aptamere konnten die RNaseH-Aktivitdt reduzieren. Die 1C50-Werte la-
gen etwa um den Faktor 8 hoher. RT1t49 und die Pseudoknoten-RNA zeichnen sich
unter allen bisher selektierten RT-Aptameren [2, 18, 60, 72, 142] durch die hohe Affi-
nitdt und ausgezeichnete Inhibitionsfahigkeit aus, die beide enzymatische Aktivitdten
umfasst. Dass die Inhibitoren beide enzymatischen Aktivitdten beeinflussen, ist nicht
verwunderlich, da die kompetitive Bindung iiber die Nukleinsdurebindungsfurche erfolgt
und dadurch beide aktiven Zentren blockiert werden.
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5.4.3 NRTI-resistente RTs zeigen keine Resistenz gegeniiber der
Pseudoknoten-RNA und RT1t49

Das HI-Virus bringt - bedingt durch seine hohe Mutationsrate - immer wieder RT-
Varianten hervor, die keine Sensitivitéit gegen die eingesetzten nukleotidischen und nicht
nukleotidischen Inhibitoren zeigen. Wirkstoffen, die resistente RT-Varianten binden und
inhibieren, gilt daher besonderes Interesse. Vor diesem Hintergrund wurde iiberpriift,
ob RT1t49 und die Pseudoknoten-RNA die Polymeraseaktivitéit verschiedener NRTI-
resistenter RT-Mutanten inhibieren kénnen. In allen Féllen konnte gezeigt werden, dass
sowohl die Affinitédt zur RT als auch die Inhibitionsfahigkeit vergleichbar mit dem RT-
Wildtyp waren. Im Vergleich dazu wurde von Fisher et al. gezeigt, dass die Mutation
K65R, die in ddI/ddC-resistenten RT-Populationen zu finden ist, einen um den Faktor
5 hoheren IC50-Wert fiir das Aptamer RT1t59 hervorruft [49].

Fiir die Pseudoknoten-RNA ist bekannt, dass die Interaktion der Nukleinsdure vor al-
lem {iber Aminoséduren in der Daumen- und Fingerdoméne der p66 UE und Finger-
und Verbindungsdoméne der p51 UE vermittelt wird [67]. Mutationen im Bereich des
katalytischen Zentrums, die typischerweise fiir die Resistenzentwicklung gegeniiber nu-
kleosidischen RT-Inhibitoren zu finden sind, scheinen die Gesamtstruktur der RT nicht
zu beeinflussen, sodass die Aptamere alle notwendigen Interaktionen zur Bindung mit
der RT ausbilden kénnen.

Allgemein wird angenommen, dass fiir eine Resistenz gegeniiber Aptameren mehrere
Mutationen vorliegen miissen, da die Nukleinsédure eine grofie Bindungsfliache aufweist.
Fiir das Aptamer RT1t49 wurde jedoch gezeigt, dass bereits zwei RT-Mutationen (an
Position N255 und N265) die Wirksamkeit des Aptamers deutlich herabsetzen [48].
Im Gegenzug dazu ist die Polymerase- und RNaseH-Aktivitéit negativ beeinflusst, so-
dass die Partikelproduktion stark beeintréichtigt wird [48, 49]. Zusétzlich wurde von
den Autoren nachgewiesen, dass die erwahnten RT-Mutationen keine Kreuzresistenz
zur Pseudoknoten-RNA oder zu géngigen nukleosidischen RT-Inhibitoren zeigten. Im
Zellkulturexperiment konnte das Pseudoknoten-Aptamer intrazellular ohne Verlust der
inhibitorischen Fahigkeiten exprimiert werden. Die Produktion von viralen Partikeln
konnte in Anwesenheit des Aptamers um 75 % gesenkt werden [21]. Die Autoren vermu-
ten, dass das Aptamer, im Komplex mit der RT, in die viralen Partikel verpackt wird
und so auch in den Zielzellen eine Inhibition auftreten kann. Vor diesem Hintergrund
bleibt der Einsatz von Nukleinsdureinhibitoren weiterhin interessant. Mehrere Griinde
empfehlen unter den neu gewonnen Erkenntnissen den Einsatz des DNA-Aptamers als
RT-Inhibitor:

e DNAs weisen eine hohere Nukleaseresistenz auf als RNAs und sind damit im zel-
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lularen Umfeld stabiler.

e Der inhibitorische Effekt des DNA-Aptamers (IC5 von 8,8nM) ist vergleichbar
mit dem des RNA-Aptamers (ICs, von 3,6 nM)

e Desoxynukleotide kénnen kostengiinstiger synthetisiert werden.

e Werden die Oligonukleotide synthetisch hergestellt, ist leicht eine Stabilisierung
der Nukleinsduren iiber Modifikationen am Zucker zu erreichen.

Neben der sehr guten Wirksamkeit und Vertréglichkeit von Nukleinsdurewirkstoffen
bleibt aber auch in Zukunft das Problem des Zellimports zu 16sen. Nukleinsduren kénnen
die Zellmembran nicht iiberwinden und miissen daher in die Zelle eingeschleust wer-
den. Momentan werden neben rekombinanten viralen Systemen vor allem synthetische
Import-Systeme wie Liposomen, Polymere und Peptide eingesetzt [155].

5.4.4 Ist die rationale Entwicklung von p/t-dhnlichen
Nukleinsaureinhibitoren moglich?

Nukleinsduren, die iiber einen ca. 18 nt langen, doppelstréngigen Bereich verfiigen, kon-
nen als Primer/Template-&hnlich angesehen werden. Mit dieser Struktur &hneln sie dem
Initiationskomplex aus tRNA und PBS. Experimente mit synthetischen Substraten zeig-
ten, dass die Bindungsaffinitdt der DNA/DNA-Hybride unabhéngig von der Sequenz der
verwendeten 18/36-mere ist (Daten nicht gezeigt). Auch RT'1t49 wurde von den Autoren
in die Gruppe der substratdhnlichen Nukleinsédureinhibitoren eingeordnet. Allerdings be-
sitzt dieses Aptamer am 3 “-Terminus eine zweite, zusédtzliche Stammstruktur. Die gegen
die p51 UE selektierten RNA-Aptamere 8.7 und 9.2 und die RNA 7.7, die einem SELEX-
Experiment mit Luziferase als Zielprotein entstammt, weisen ebenfalls eine p/t-dhnliche
Struktur auf. Obwohl die Aptamere diese Strukturdhnlichkeiten zeigten, unterschieden
sie sich in ihren Bindungseigenschaften sehr deutlich. Das Aptamer 8.7 vermochte nicht
an die RT zu binden. Fiir die Aptamere 7.7 und 9.2 konnte eine Affinitdt zur RT im
oberen nanomolaren Bereich ermittelt werden, die sich um den Faktor 2 unterschied.

De Stefano et al. konnten p/t-dhnliche DNA-Aptamere selektieren, deren Affinitéten zur
RT im unteren nanomolaren Bereich lagen [30]. Der Selektionsprozess brachte in die-
sem Fall ausschliellich Liganden hervor, die an ihrem 3°- Ende iiber ein Sequenzmotiv
von mindestens sechs hintereinanderliegenden Guanosinen verfiigen. Sequenzen, die GC-
reiche Regionen mit aufeinanderfolgenden Guanosinen beinhalten, zeigen entgegen der
tiblichen B-Form fiir DNA /DNA-Hybride die A-Form, wie sie auch im aktiven Zentrum
der RT vorliegt. Die Autoren schliefen aus diesen Beobachtungen, dass die strukturelle
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Komponente entscheidend fiir die gute Bindungsfihigkeit der gezeigten Aptamere ist
und in diesem Fall die Sequenz eine untergeordnete Rolle spielt. Die zuvor diskutierten
Daten deuten dagegen darauf hin, dass eine dhnliche Struktur nicht notwendigerweise
vergleichbares Bindungsverhalten impliziert.

Trotzdem bleibt die Struktur ein entscheidender Parameter, wie aus den Inhibitionsda-
ten des verkiirzten RT1t49-Aptamers (RT1t33) hervorgeht. Fehlt ein Teil der Stamm-
struktur am 5’-Ende, verliert das Aptamer an Inhibitionspotenz. Wird die 3 “-terminale
Stammstruktur entfernt (RT1t30), ist eine um den Faktor 250 verschlechterte Bindung
an die RT zu verzeichnen [136].

Die Konzeption von inhibitorischen Nukleinsdureliganden ist iiber rationale Methoden
schwierig, da die Affinitédt sowohl von Sequenz als auch Struktur bestimmt wird. Beide
Parameter lassen sich im kombinatorischen Ansatz variieren, sodass dieser Ansatz auch
in Zukunft erfolgversprechendere RT-Liganden hervorbringen wird.

5.5 Die Wechselwirkung der RT mit dem NC-Protein
als potenzielle Inhibitionsmaoglichkeit

Interaktionen zwischen Biomolekiilen stellen oft regulatorische Weichen dar. Aktivitdten
konnen iiber Protein-Protein- oder Protein-Nukleinsdurewechselwirkungen an- oder ab-
geschaltet werden. Im Hinblick auf virale Infektionen kann die Beeinflussung solcher
Wechselwirkungen zwischen viralen bzw. viralen und zelluliren Molekiilen als therapeu-
tische Interventionsmoglichkeit genutzt werden.

Die Tatsache, dass sowohl die Reverse Transkriptase als auch das Nucleocapsid-Protein
wéihrend des viralen Lebenszyklus vorrangig Nukleinsdure-assoziiert vorliegen und das
NC-Protein innerhalb der RT-katalysierten reversen Transkription eine Schliisselfunk-
tion einnimmt, weist auf eine Wechselwirkung der beiden Proteine hin, die bereits in
der Literatur diskutiert wurde [38]. Die Chaperonfunktion des NCs wurde als Erklarung
fir das Uberwinden sogenannter pausing sites innerhalb der Template-Sequenz heran-
gezogen [89]. Die Polymerisation ist an sekundarstrukturhaltigen Template-Sequenzen
verzogert, da vor dem Nukleotideinbau zunéchst die vorhandenen Watson-Crick-Ba-
senpaare aufgewunden werden miissen [162]. Zusétzlich vermittelt das NC-Protein die
Strangtransfer-Reaktion innerhalb der reversen Transkription, indem es die Struktur
der beteiligten Nukleinsduren destabilisiert, die RNasH-Aktivitat stimuliert [108] und
die intramolekulare Riickfaltung des initiierten (-) DNA-Stranges verhindert [91]. Wel-
chen Einfluss die NC-RT-Wechselwirkung jedoch auf die Einbaukinetik der RT ausiibt,
ist bisher nicht untersucht.
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5.5.1 Das NC-Protein erhoht die Amplitude des RT vermittelten
Nukleotideinbaus

Die in dieser Arbeit durchgefithrten Einzelnukleotideinbaustudien in Anwesenheit des
NCs zeigten, dass das NC-Protein die Amplitude des Nukleotideinbaus erhéht. Die Ex-
perimente wurden in Anwesenheit einer Substratfalle durchgefiihrt, sodass lediglich ein
Einbauzyklus studiert wurde. Es zeigte sich, dass bei einem NC zu Nukleotid Verhé&ltnis
von 2:1 der gréfite stimulatorische Effekt auftrat. In der Literatur wurde beschrieben,
dass die durch das NC gesteigerte Transfereffizienz bereits bei molaren Verhéltnissen von
1:7 bis 1:2 eintritt [85], was dem vermutlich im Virion vorliegenden Verhéltnis entspricht.
Das NC deckt dort etwa 7 Nukleotide ab. Warum war bei den hier durchgefiihrten Ex-
perimenten ein solch hohes molares Verhéltnis nétig? Ein inaktives NC scheidet als
Begriindung aus, da die genutzten NC-Chargen im Chaperontest vollsténdige Aktivitét
zeigten. Stattdessen kommen zwei andere Griinde dafiir in Frage. Zum einen werden
die Strangtransfer-Reaktionen bei niedrigen Magnesium-Konzentrationen durchgefiihrt.
Millimolare Konzentrationen, wie sie fiir die Aktivitédt der RT notwendig sind, iiben einen
negativen Effekt auf die NC-Aktivitéit aus (personliche Mitteilung Y. Mély). Zum ande-
ren konnten die erhohten NC-Konzentrationen darauf hinweisen, dass der beobachtete
Effekt nicht auf die Chaperonaktivitdat des NCs sondern auf eine direkte Wechselwirkung
zwischen NC und RT zuriickzufiihren ist.

Der stimulierende Effekt war auf ein enges NC-Konzentrations-Spektrum beschrankt.
Uberstieg das molare Verhiltnis die Relation von 4:1, wurde der Nukleotideinbau durch
das NC-Protein negativ beeinflusst, wie bereits in der Literatur beschrieben wurde
(68, 125].

Fiir die Einbaustudien wurde ein lineares und ein sekundérstrukturhaltiges Substrat
verwendet. Die Erhohung der Amplitude resultierte beim linearen Primer/Template aus
dem gesteigerten n+2 Einbau, wihrend beim Hairpin-Substrat der n+1 Einbau forciert
wurde. Die Bedeutung der unterschiedlichen Verteilung in Abhéngigkeit von der Tem-
platestruktur wird in Abschnitt 5.5.3 ausfiihrlicher diskutiert.

5.5.2 Das NC-Proteine stabilisiert den binaren
RT-Substrat-Komplex

Das NC-Protein erhohte die Amplitude des RT-vermittelten Nukleotideinbaus. Fiir diese
Beobachtung kamen verschiedene Erkldrungen in Frage.

Das NC-Protein ist in der Lage, Nukleinsduren spezifisch und unspezifisch zu konden-
sieren [83]. Diese Eigenschaft des NCs konnte in dem hier genutzten Modellsystem dazu
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fithren, dass der RT-Substrat-Komplex in einem Aggregat vorliegt und die freie Diffusi-
on der RT nach Dissoziation eingeschréankt ist. Die Substratfalle konnte die erleichterte
Reassoziation eines RT- und Substrat-Molekiils nicht verhindern, sodass ein erneuter
Einbau stattfinden koénnte. Diese Moglichkeit konnte ausgeschlossen werden, da NC-
Praparationen, die in ihrer Chaperonaktivitét, jedoch nicht in ihrer Nukleinsdurebin-
dungsfahigkeit eingeschrinkt waren, keine Amplitudenerhohung hervorriefen.

Dass eine NC-RT-Wechselwirkung die Polymerisationsrate der RT positiv beeinflusst,
kam als weitere Ursache in Frage. In pre-steady-state Messungen konnte fiir das lineare
Substrat eine um den Faktor 50 verlangsamte Polymerisationsrate bestimmt werden.
Wie schon in der Literatur beschrieben, ist die Polymerisation in Anwesenheit des NCs
verlangsamt, da die Nukleinsiure vom NC-Protein geschiitzt wird. Dieser bereits be-
stehende Nukleoproteinkomplex verhindert offensichtlich den umgehenden Einbau des
néchsten Nukleotids. Im Fall des Hairpin-Substrats war eine Erhéhung der Einbaura-
te in beiden exponentiellen Phasen um den Faktor 2 messbar. Der storende Effekt des
NC-Proteins konnte hier nicht beobachtet werden. Es ist vorstellbar, dass das NC die
Stammstruktur aufschmilzt und der Einbau des néchsten Nukleotids erfolgen kann.
Ebenso interessant war die Verteilung der Amplituden in den pre-steady-state Experi-
menten. Wéahrend sowohl beim linearen als auch beim Haiprin-Substrat die erste Phase
nahezu gleichverteilt war, konnte in der zweiten Phase eine Erhchung der Amplitude ge-
messen werden. Im Fall des linearen Substrats verdoppelte sich die Amplitude der zwei-
ten exponentiellen Phase in Anwesenheit des NCs. Die erste, schnelle Phase des Einbaus
wird von einem produktiven RT-Substrat-Komplex im Produktstatus (PP) vollzogen.
Der produktive Komplex im Eduktstatus (PE) muss zunéchst eine Konformationsénde-
rung vollziehen, ehe ein Einbau erfolgen kann, der sich in der zweiten exponentiellen
Phase widerspiegelt. RT-Molekiile, die im unproduktiven Komplex mit dem Substrat
vorliegen (dead-end Komplex), miissen zunéchst dissoziieren und neu an das Substrat
binden, um einen Einbau katalysieren zu konnen. Da die Amplitude der ersten Phase
in Anwesenheit von NC unverédndert blieb, muss die Zunahme der zweiten exponentiel-
len Phase eine Reduktion der linearen Phase zur Folge haben. Die Ergebnisse deuteten
darauf hin, dass das NC ein Umwandlung des dead-end Komplexes in den PE-Komplex
vermittelt. Weitere Messungen miissen zeigen, ob diese Ergebnisse zuverlassig sind oder
ein Artefakt darstellen.

Eine dritte Moglichkeit — der gesteigerte Einbau aufgrund einer erhhten Verweildauer
der RT am Substrat — konnte in dieser Arbeit mit fluoreszenzspektroskopischen Verfah-
ren iiberpriift werden. Die Dissoziation des RT-Substrat-Komplexes wurde anhand eines
FRET-Signals iiber die Zeit verfolgt (Bestimmung der offrate). Der Vergleich des hier
bestimmten dreiphasigen Verlaufs der Dissoziation stand in Ubereinstimmung mit Da-
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ten, die iiber Stopped-Flow-Messungen gewonnen wurden [81]. Da die Dissoziationsraten
beider Verfahren vergleichbar waren, erwies sich dass das hier gewéhlte Verfahren trotz
der geringeren zeitlichen Auflosung als zuverlissig. Die Anwesenheit des NC-Proteins
verlangsamte den Dissoziationsprozess um den Faktor 100-200, der sich aus der Ver-
langsamung der zweiten und dritten Phase um jeweils den Faktor 10-20 herleitet. Der
bindre RT-Substrat-Komplex wird offenbar durch das NC-Protein stabilisiert, die Ver-
weildauer der RT am Substrat erhoht sich. Die verringerte Dissoziation erméglichte im
Fall des linearen Primer/Template den n+2 Einbau.

Eine dhnliche Beobachtung wurde kiirzlich von Bampi et al. beschrieben [5]. Die Disso-
ziationsrate wurde in diesem Fall indirekt iiber den Nukleotideinbau bestimmt. Fiir die
Versuche wurde ein NC-Vorlduferprotein verwendet, das iiber 16 zusétzliche Aminoséur-
en verfiigt. In Anwesenheit des NCs (1-71) konnte eine zehnfach verringerte Dissoziati-
onsrate bestimmt werden. Allerdings zeigte sich ein einfach exponentieller Verlauf mit

! was der dritten Phase des in dieser Arbeit beobachteten Disso-

einer Rate von 0,059 s~
ziationsprozesses entspricht. Uber dieses Verfahren kann lediglich der fiir die Polymeri-
sationsreaktion geschwindigkeitsbestimmende Dissoziationsschritt verfolgt werden. Die
in dieser Arbeit iiber ein Verdringungsverfahren bestimmten Raten geben daher einen
differenzierteren Einblick in den Dissoziationsprozess und den Einfluss des NCs. Zusétz-
lich konnte die Arbeitsgruppe feststellen, dass die NC-Variante 1-55 keinen Einfluss auf
die Dissoziationsrate hatte. Allerdings wurde die Hybridisierung des Primer/Templates
in Anwesenheit des NCs vorgenommen und anschlieBend die RT zugefiigt. Wahrend in
dieser Arbeit zunéchst der bindre RT-Substrat-Komplex vorgeformt wurde und erst da-
nach die Inkubation mit dem NC-Protein erfolgte. Diese experimentellen Unterschiede
konnten die Diskrepanz zwischen den in der Literatur und in dieser Arbeit beschriebenen
Ergebnissen erkléren.

Fiir andere virale Proteine konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sie die Stabilitdt des
RT-Substrat-Komplexes beeinflussen. Fiir das Nef-Protein wurde nachgewiesen, dass es
die Affinitdt der RT zu verschiedenen RNAs erhoht, ohne selbst an die Nukleinsdure zu
binden [50]. Die Anwesenheit des Nef-Proteins beeinflusste jedoch nicht die Prozessivitét
der RT.

5.5.3 Der Einfluss des NC-Proteins auf die enzymatische Funktion
der RT - ein Modell

Ausgehend von den beschriebenen Daten erhértet sich die Vermutung einer spezifischen
Interaktion zwischen RT und NC. Zusammenfassend soll ein Modell vorgestellt wer-
den, das den Einfluss des NC-Proteins auf den Nukleotideinbau an linearen und se-
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kundérstrukturhaltigen Substraten verdeutlicht (siche Abbildung 5.2).

Im Fall des linearen Substrats bedeckt das NC-Protein die Nukleinsdure und geht gleich-
zeitig eine Interaktion mit der RT ein. In Anwesenheit von Nukleotiden erfolgt der Ein-
bau an Position n+1. Der Einbau ist verlangsamt, da das NC-Protein moglicherweise
die Einbauposition verdeckt und eine Neuverteilung erfolgen muss. Wahrend die RT in
Abwesenheit des NCs vom Substrat dissoziiert, ist der RT-Substrat-Komplex in Anwe-
senheit des NCs stabilisiert, sodass ein weiterer Einbau an Position n+2 erfolgen kann.
Die Anwesenheit des NCs manifestiert sich bei Verwendung des linearen Substrat daher
vorwiegend im verstéirkten n+2 Einbau.

A B

lo—
N\

*—
+NC \NC +NC

/o s
= *— Sl

r:

l +dNTP l +dNTP

“ OOl t . l + dNTP l + dNTP
i
o

— Template NC

— Primer —0—0—
— verlangerter Primer ® RT

.+|
s
T

Abbildung 5.2: Modell — Einfluss des NC-Proteins auf den RT-vermittelten Nukleoti-
deinbau. Der vorgeschlagene Mechanismus der NC-vermittelten Stimulation des Nukleotideinbaus
ist fiir ein lineares (A) bzw. ein sekundarstrukturhaltiges Substrat (B) gezeigt.
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Bevor am Hairpin-Substrat ein Nukleotideinbau erfolgen kann, muss zunéchst die Stamm-
struktur der Hybrids entwunden werden. Die RT kann diesen Prozess selbststdndig
durchfithren, was allerdings zu einer reduzierten Einbaurate fiithrt. In Anwesenheit des
NCs ist es vorstellbar, dass durch die Chaperonaktivitdt des NCs die Stammstruktur
gelost wird und bei Zugabe des Nukleotids ein sofortiger Einbau moglich wird. Auch hier
muss vermutlich eine Neuverteilung des NCs erfolgen, bevor das Nt in den Primerstrang
eingebaut werden kann. Anhand der Einbauraten ist zu erkennen, dass der positive Cha-
peroneffekt die Verlangsamung der Polymerisation aufgrund der NC-Protektion aufwiegt
und daher keine verlangsamte Einbaurate zu verzeichnen ist. Die in Anwesenheit des NCs
lingere Komplexlebenszeit triagt dazu bei, dass dariiberhinaus ein n+2-Einbau stattfin-
den kann, wiahrend der Komplex ohne NC bereits dissoziiert.

Je nach Substrat liegen somit vermutlich unterschiedliche Mechanismen vor, die An-
wesenheit des NCs wirkt sich jedoch immer positiv auf den Nukleotideinbau aus: Das
,Pausieren* der RT an Sekundarstrukturelementen wird durch das NC verringert und
an linearen Strukturen die Prozessivitit der RT erhoht. Zusétzlich wird die Wahrschein-
lichkeit eines Falscheinbaus erhoht und die genetische Diversitdt der proviralen DNA
begiinstigt. Denkbar wére auch, dass die Stabilisierung des vRNA-RT-Komplexes noch
vor der eigentlichen reversen Transkription notig ist. Detaillierte Studien zur Lebenszeit
von Transkriptionskomplexen zeigten, dass die RT von der viralen RNA (vRNA) nach
Eintritt des Capsids in die Zelle dissoziiert [43]. Der in der Literatur beschriebene sti-
mulatorische Einfluss des NCs auf die Initiation der reversen Transkription [65] und das
Uberwinden von missgepaarten Substratstrukturen [85] konnte ebenfalls durch den hier
vorgestellten Mechanismus erklart werden.

Der Einfluss des NCs innerhalb der reversen Transkription beschrénkt sich nicht auf
die Hybridisierungs- und Strangtransferereignisse. Die hier durchgefiithrten Arbeiten zei-
gen, dass das NC - vermutlich iiber eine direkte Interaktion mit der RT - stimulierend
auf den Nukleotideinbau einwirkt. Eine Blockade dieser Wechselwirkung kénnte mogli-
cherweise zu einer verringerten Transkriptionseffizienz fithren, die wiederum den viralen
Replikationszyklus verlangsamen konnte. Erste Ansétze, die Interaktion mithilfe von RT-
gerichteten monoklonalen Antikérpern zu beeinflussen, zeigten keinen Erfolg. Dennoch
bleibt die Modulation des RT-NC-Komplexes ein interessanter Angriffspunkt, um die
reverse Transkription zu beeinflussen. Das hier etablierte FRET-System stellt ein ein-
faches Assay-System dar, um potenzielle Inhibitoren der RT-NC-Wechselwirkung funk-
tionell zu testen. Weiterfiihrende Experimente miissen zeigen, inwieweit diese Blockade
die Replikationsfihigkeit des Virus beeinflusst.
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5.6 Ubergreifende Diskussion der Inhibitionsstrategien

Neben dem Inhibitionspotenzial der einzelnen Molekiilklassen miissen fiir eine klinische
Anwendung zahlreiche weitere Anforderungen erfiillt werden. In diesem Abschnitt soll
fiir die jeweilige Molekiilklasse ein kurzer Uberblick iiber die Vor- und Nachteile hin-
sichtlich einer intrazellularen Applikation gegeben werden.

Nukleinsduren, wie RT1t49 und die Pseudoknoten-RNA, weisen im Allgemeinen eine
niedrige Immunogenitéit auf. Aulerdem zeichnen sie sich durch eine hohe Spezifitiat aus,
die eine Beeintriachtigung zelluldrer Proteine gering erscheinen lédsst. Zusétzlich wur-
de in dieser Arbeit gezeigt, dass keine Kreuzresistenz zu bereits vorhandenen NRTI-
Resistenzmutationen zu beobachten ist. Als groler Nachteil dieser Molekiilklasse ist die
schwierige intrazelluldre Applikation zu sehen.

Die Problematik der Bioverfiigharkeit wirft sich auch bei den Peptiden auf, da diese meist
schwer wasserloslich sind und die Zellmembran nicht eigenstédndig passieren konnen. Wie
in dieser Arbeit gezeigt, ist die Selektion geeigneter inhibitorischer Molekiile schwierig
und beruht eher auf einem Versuch-Irrtum-System. Fiir das Peptid p7 konnte allerdings
gezeigt werden, dass die potenziellen Resistenzmutanten in ihrer enzymatischen Fahig-
keit eingeschréankt sind, sodass deren Aufkommen auf den ersten Blick unwahrscheinlich
scheint.

Die Eigenschaften der hier charakterisierten MAS-Substanzen weisen diese Molekiile als
vielversprechende neue Wirkstoffklasse aus. Die Molekiile erfiillen die Lipinsky-Regeln,
sodass davon auszugehen ist, dass eine orale Applikation moglich wére. Zudem rufen
niedermolekulare Molekiile selten eine Immunantwort hervor. Die Affinitat und Inhibiti-
onsfahigkeit der Substanzen kann vermutlich {iber Seitenkettenmodifikationen gesteigert
werden, wie es auch fiir viele andere niedermolekulare Modulatoren gezeigt wurde. Die
Entwicklung von Resistenzen im Grenzflachenbereich erscheint unwahrscheinlich, da ste-
rische Anderungen im Tryptophan-Motiv zur reduzierten Aktivitit des Enzyms fiihren.
Denkbar wire auflerdem, dass eine Kombination aus verschiedenen MAS-Substanzen die
RT-Aktivitat multifunktional beeinflusst. MAS 0 reduziert die Dimerisierung und MAS
1 zusétzlich die Polymeraseaktivitit. Eine weitere MAS-Substanz wirkt sich negativ auf
die RNaseH-Aktivitat aus (personliche Mitteilung F. Horenkamp). Zum gegenwiéirtigen
Zeitpunkt scheint daher die Weiterentwicklung der MAS-Molekiile der vielversprechend-
ste Ansatz auf dem Weg zu einem effektiven HIV-Medikament zu sein.
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6 Zusammenfassung

Die Reverse Transkriptase (RT) des HIV-1 Virus stellt ein attraktives Zielprotein in
der HIV-Therapie dar, da eine Hemmung des Enzyms den viralen Replikationszyklus in
sehr frithen Stadien unterbricht. Der Einsatz von momentan verfiigbaren RT-Inhibitoren
in der medikamentosen Behandlung fiithrt jedoch schnell zur Selektion von resistenten
Virusstammen. Die Entwicklung neuartiger antiviraler Strategien bleibt deshalb eine
fortdauernde Aufgabe und stand im Mittelpunkt dieser Arbeit.

Die HIV-1 Reverse Transkriptase ist ein Heterodimer, das aus den Untereinheiten (UE)
p66 und pb1 besteht und ausschliefflich in seiner dimeren Form enzymatisch aktiv ist.
Aufgrund der Korrelation zwischen Dimergehalt und Aktivitat der RT ist die Interakti-
on der beiden Untereinheiten ein interessanter Angriffspunkt zur Inhibitorentwicklung.
Uber Mutationsstudien konnten die Aminosduren Lysin 331 und Asparagin 363 in der
p51 UE identifiziert werden, die einen entscheidenden Beitrag zur Dimerstabilitét leisten.
Ein Aminosdureaustausch an diesen Positionen fiihrte zu einer stark reduzierten Dimer-
bildung und infolgedessen zu einer verringerten Polymeraseaktivitdat. Kristallstruktur-
analysen zeigten, dass Lysin 331 und Asparagin 363 wahrscheinlich mit den Tryptopha-
nen (W) an Position 401, 402 und 410 in der p66 UE interagieren. Eine Blockade dieser
Wechselwirkung fiihrt voraussichtlich zu einer verminderten Dimerstabilitéit. Basierend
auf diesen Ergebnissen wurde im Rahmen des EU-Projektes TRIOH in Zusammenar-
beit mit Prof. Massa (Sienna) die chemische Bibliothek ASINEX nach niedermoleku-
laren organischen Molekiilen durchmustert, die mit hoher Wahrscheinlichkeit an W401
und W410 binden. Zwei der aus dem Selektionsprozess hervorgegangenen Substanzen,
MAS 0 und MAS 1, konnten in dieser Arbeit als Dimerisierungsinhibitoren charakteri-
siert werden. MAS 0 reduzierte die Dimerbildung um ca. 30 %, MAS 1 um ca. 50 %. Die
halbmaximale Inhibition konnte bei etwa 316 uM (MAS 0) bzw. 64 uM (MAS 1) erreicht
werden. Zusétzlich reduzierte MAS 0 unter den gewéhlten Bedingungen die Polymera-
seaktivitit der RT um ca. 70 %. Der Inhibitionseffekt war hochspezifisch. Die Aktivitit
der HIV-1 und HIV-2 RT war reduziert, jedoch nicht die Aktivitit der nahe verwandten
EIAV RT. In dieser Arbeit konnten somit erstmals niedermolekulare Dimerisierungsin-
hibitoren fiir die HIV-1 RT beschrieben werden, die interessante Leitstrukturen fiir die
Medikamentenentwicklung darstellen.

In einem weiteren Ansatz wurde iiberpriift, ob Nukleinsiduren die Wechselwirkung der
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RT Untereinheiten blockieren kénnen. Die untersuchten Nukleinsduren entstammten ei-
ner in vitro Selektion, in der die monomere p51 UE als Zielprotein eingesetzt wurde.
Der Selektionsprozess sollte zur Anreicherung von Nukleinsduren fithren, die mit den
Aminoséduren der Dimerisierungsgrenzflichen interagieren. Die untersuchten Aptamere
iibten jedoch weder einen Einfluss auf die Dimerisierung noch die enzymatische Akti-
vitdt der RT aus. Gleiches galt fiir verschiedene Peptidfamilien, die von den Grenzflichen
der p66 und p51 UE abgeleitet wurden. Die Entwicklung von peptidischen Modulato-
ren der p66-p51-Interaktion stellte sich in dieser Arbeit daher als schwer umzusetzender
Ansatz heraus. Eine Mutation der Aminosduren 24 und 61, die die Bindung des pepti-
dischen Dimerisierungsinhibitors p7 vermitteln, fithrte zu einer reduzierten Polymerase-
und RNaseH-Aktivitit. Eine Resistenzentwicklung gegeniiber p7 wiirde daher die Repli-
kationsfahigkeit derartiger Viren beeintrachtigen.

In dieser Arbeit wurden dariiber hinaus Inhibitionsexperimente mit klinisch relevan-
ten RT-Mutanten, die eine Resistenz gegeniiber nukleosidischen Inhibitoren (NRTT) wie
AZT aufweisen, durchgefithrt. Das DNA-Aptamer RT1t49 und die Pseudoknoten-RNA
reduzierten mit einem ICjq im unteren nanomolaren Bereich effektiv sowohl die enzy-
matischen Aktivitdten des RT-Wildtyps als auch die Aktivitdten von NRTI-resistenten
RT-Mutanten. Zusétzlich konnte nachgewiesen werden, dass RT1t49 eine zehnfach bes-
sere Affinitét (K4 von 123 pM) zur RT als bisher angenommen aufweist. Nukleinsduren,
die wie die RT1t49 und die Pseudoknoten-RNA die Bindungsfurche der RT besetzen
und dadurch das natiirliche Substrat verdréingen, kommen somit als potente antivirale
Wirkstoftklasse in der Behandlung von NRTI-resistenten HIV-Stdmmen in Frage.

Ein weiterer Ansatz umfasste mechanistische Untersuchungen zum Einfluss des vira-
len Nucleocapsid-Proteins auf die Polymeraseaktivitét der RT. Uber Nukleotideinbau-
studien konnte nachgewiesen werden, dass das NC bei einem molaren Verhéltnis von
NC zu Nukleotid im verwendeten Substrat von 1:1-2:1 den Nukleotideinbau stimuliert.
Zeitaufgeloste fluoreszenzspektroskopische Messungen zeigten, dass dieser Effekt auf eine
NC-vermittelte, reduzierte Dissoziationsgeschwindigkeit der RT-Nukleinsdure-Komplexe
zuriickzufiihren ist. Fiir den Prozess der reversen Transkription innerhalb der Zelle ist
daher anzunehmen, dass durch die NC-vermittelte Stabilisierung des bindren Komple-
xes im Nukleoproteinkomplex eine hohere Prozessivitdt an stabilen Sekundérstruktur-
elemente erreicht werden kann. Diese mechanistischen Untersuchungen zeigen eine wei-
tere und neuartige Moglichkeit der Inhibition auf: die Blockade der NC-RT-Interaktion,
die vermutlich eine ineffiziente reverse Transkription zur Folge hétte. Die in dieser Ar-
beit entwickelte fluoreszenzspektroskopische Methode zur Bestimmung der RT-Substrat-
Dissoziation stellt ein einfaches Assay-System dar, um potenzielle Inhibitoren der RT-
NC-Wechselwirkung funktionell zu testen.
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Boten-/messenger-RNA

Nukleotid(e)

Nukleinsédure

Nucleocapsid

nukleosidischer Inhibitor der Reversen Transkriptase
nicht nukleosidischer Inhibitor der Reversen Transkriptase
Ribonukleotidtriphosphate

optische Dichte

Polyacrylamid
Polyacrylamidgelelektrophorese

primer binding site

Phosphatgepufferte Salzlosung
Polymerasekettenreaktion
Phenylmethylsulfonylfluorid
pol-Genprodukt, Polymerase

polypurine tract

virale Protease

Primer/Template-Hybrid

Quench-Flow

Ribonukleinséaure

Ribonuklease H



A.2 Definitionen

rRNA
RT
SELEX
siRNA
SDS

T
TEMED
TFA
TGGE
Tris
tRNA
U

UE

[OAY
Virion
v/v
vRNA
w/v

WT

ribosomale RNA

Reverse Transkriptase

Systematic Fvolution of Ligands by Exponential Enrichment
short interfering RNA
Natriumdodecylsufat

Thymidin

Tetramethylendiamin
Trifluoressigsédure
Temperaturgradientengelelektrophorese
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan
Transfer-RNA

Uracil

Untereinheit

Ultraviolett

infektioses Viruspartikel

Volumen pro Volumen

virale RNA

Gewicht pro Volumen

Wildtyp

A.2 Definitionen

IC50

K4

kdiss

kpol

pre-steady state

Primer
single turnover

steady state
Template

Konzentration eines Inhibitors, bei der 50 % der gemessenen
Reaktion gehemmt wird
Dissoziationsgleichgewichtskonstante
Dissoziationsratenkonstante

Nukleotideinbaurate

Anfangsphase einer enzymkatalysierten Reaktion, in der sich
der Enzym-Substrat-Komplex aufbaut

Oligonukleotid, das mit einer komplementéren Nukleinsdure-
matrize einen Doppelstrang bildet und an dessen 3" OH-Ende
die Nukleinsduresynthese beginnt

Reaktion, mit nur einer Substrat-Umsetzung am Enzym
Reaktion, die sich im FlieBgleichgewicht befindet
Nukleinsdure-Matrize, deren Gegenstrang von der Polymerase
synthetisiert wird
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B Theoretische Grundlagen der Kinetischen
Methoden

B.1 Bestimmung der Dissoziationskonstante durch
Gleichgewichtstitration

Die Gleichgewichtsreaktion zweier Bindungspartner A und B kann folgendermaflen be-

schrieben werden:

k
A+B+= AB (B.1)
Die Dissoziationsgleichgewichtskonstante K4 ergibt sich aus dem Massenwirkungsgesetz:

[A] - [B]
[AB]

Kq = (B.2)

Nach der Massenerhaltung gilt:

(Ao = [A] + [AB] (B.3)

analog fiir [B]y

[A]o, [BJo= Gesamtkonzentration an Bindungspartner A bzw. B
[A], [B] = Konzentration an freiem Bindungspartner A bzw. B

[AB]= Konzentration des Komplexes aus A und B

Aus Massenwirkungsgesetz (Gl. B.2) und Massenerhaltung (Gl. B.3) ergibt sich folgende
Beziehung:
([AJo — [AB]) - ([B]o — [AB])

Ky = (AT (B.4)
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B Theoretische Grundlagen der Kinetischen Methoden

Die Auflosung der Gleichung nach [AB] liefert zwei Losungen:

[AB] =

[Alo +[Blo + Ka \/( [Alo + [Bo + Kd)g ~[Alo - [Bo (B.5)

2 2

Eine physikalisch sinnvolle Losung ist jedoch nur die, mit dem negativen Vorzeichen
vor dem Wurzelterm. Bei der in dieser Arbeit beschriebenen Gleichgewichtstitration ist
die MessgroBe die Anderung des Fluoreszenzsignals, das von dem Bindungspartner mit
konstanter Konzentration ausgeht. Die Anderung ist proportional zum Bindungsgrad,
der durch das Verhiltnis von [AB] zu [B]y gegeben ist. Die Proportionalititskonstante
ist dabei die maximale Fluoreszenzénderung AF,,.., die unter Sattigungsbedingungen
zu beobachten ist.

[AB]

AF = AFpax - ——
[Blo

(B.6)

AF = Fluoreszenzénderung wihrend eines Titrationsschritts

AF,,.. = maximale Fluoreszenzinderung

Die in jedem Titrationsschritt gemessene Gesamtfluoreszenz F setzt sich zusammen aus
der Grundfluoreszenz F( des freien fluoreszierenden Bindungspartners und der Fluo-
reszenzénderung AF durch die Zugabe des zweiten Bindungspartners. Zusammen mit
Gleichung B.6 ergibt sich:

AB
F=Fo+ (Fmax - FO) ’ [ ] (B7)
[Blo
Somit ergibt sich fiir die Gesamtfluoreszenz folgender Zusammenhang;:
[Alo+[BJo+Kqa + [Alo+[Blo+Ka\2 Al, - [B
PSS P st e e s L L R

[Blo

F = Fluoreszenzintensitét
Fo = Grundfluoreszenz des vorgelegten Bindungspartners
Frax = maximale Gesamtfluoreszenz
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B.2 Bestimmung der Dissoziationskonstante durch Verdrdngungstitration

[A]o = Gesamtkonzentration von A
[B]o = Gesamtkonzentration von B

Die bei einer Gleichgewichts-Fluoreszenztitration in Abhéngigkeit von [A]y oder [Bly
gemessene Bindungskurve von F kann mit Hilfe der quadratischen Gleichung (Gl. B.8)
ausgewertet werden. Dabei wird [A]y oder [B]y als Konstante vorgegeben.

B.2 Bestimmung der Dissoziationskonstante durch
Verdrangungstitration

Uber Verdriangungstitrationen kénnen Affinitéiten von Liganden bestimmt werden, die
bei Bindung an einen Bindungspartner kein messbares Signal hervorrufen. Ist die Disso-
ziationskonstante fiir einen Liganden bekannt, z.B. fiir das hier verwendete fluoreszenz-
markierte p/t, kann durch Verdréingung dieses Liganden die Affinitit eines um die Bin-
dungsstelle kompetitierenden, zweiten Liganden (z.B. das Aptamer RT1t49) bestimmt
werden. Die Auswertung erfolgte mithilfe des Programms Scientist. Fiir den Fall der
kompetitiven Titration kann jedes einzelne Gleichgewicht, das Verhéltnis zwischen ge-
samter und freier Konzentration der Komponenten und die Zugehorigkeit des beobach-
teten Signals definiert werden. Daraus ergab sich folgendes Modell:

Modell Definitionen

IndVars: Ctot A Enzym

DepVars: Af, Bf, AB, AC, Cf, F B markiertes p/t
Params: Kd1, Kd2, Atot, Btot, Yb, Yab C unmarkierte Nukleinsdure
AB = Af*Bf/Kd1 f freie Konzentration
AC = Af*Cf/Kd2 tot  gesamte Konzentration
Atot = Af+AB+AC F Fluoreszenz

Btot = Bf+AB Kdl Kg4von B

Ctot = Cf+AC Kd2 K4 vonC

0<Af<Atot Yb F(Btot,frei)/[BtOt]
0<Bf<Btot Yab F(AB,komplex)/[AB]
0<Cf<Ctot

F = Bf*Yb+AB*Yab

Wiéhrend der Berechnung wurde die bekannte Dissoziationsgleichgewichtskonstante des
markierten p/t (Kd1), sowie wahlweise einer oder mehrere der anderen Parameter kon-

stant gehalten.
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B Theoretische Grundlagen der Kinetischen Methoden

B.3 Bestimmung der Pre-Steady State Geschwindigkeit
des Nukleotideinbaus

Fiir die Bestimmung der pre-steady state Geschwindigkeit des Nukleotideinbaus wurde
ein Primer/Template genutzt, dass aufgrund der Templatesequenz nur den Einbau einer
Base erlaubt. Mischt man Enzym mit einem Uberschuss an Substrat (Nukleotid), beob-
achtet man zunéchst eine Anhéufung (burst) von Produkt, dessen Bildungsgeschwindig-
keit hoher ist als die des steady state Umsatzes. Dieser burst entsteht durch Anhéufung
des Produkts (p+1) am aktiven Zentrum des Enzyms und seine Amplitude entspricht
der aktiven Enzymkonzentration, die zu Beginn der Reaktion p/t produktiv gebunden
hat [(RTp/t)o]. Es folgt eine steady state Phase, die abhéngig von der Freisetzungsge-
schwindigkeit des Produktes (py1/t) ist. Aufgrund des hohen Substratiiberschusses kann
eine Riickreaktion kaum erfolgen, sodass die Reaktion als irreversibel angesehen werden
kann und einfach exponentiell verlduft. Fiir die nachfolgende steady state Phase wird ein
linearer Term (kcat[(RTp/t)o]t) eingefiihrt. Der Verlauf der Produktbildung kann daher
durch folgende Gleichung ausgedriickt werden:

P11l = [(RT/6)o][1 — (e Fo")] + ket [(RTp/t)o]t (B.9)

P+1 Primer, der um ein Nukleotid verlangert wurde
(RTp/t)o p/t-Konzentration, die bei t=0 produktiv an RT gebunden ist
(burst-Amplitude)

Epol Produktbildungsgeschwindigkeit in der burst-Phase
kcat Geschwindigkeitskonstante der steady state Phase
t Messzeit

Fiir Reaktionen, deren burst-Phase zweifach exponentiell verlief, erweiterte sich Glei-
chung B.9 um einen exponentiellen Term.
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