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Meiner Familie






Abstract. The HIV-1 Nef protein belongs to the so-called accessory proteins and is criti-
cal for optimal viral replication and the pathogenesis of AIDS. It is supposed that the
functions of Nef require its membrane association. For many years it was thought, that
this targeting is mediated by an N-terminal myristoylation site. But recent studies showed
that also a non-myristoylated mutant can stably bind to cellular membranes. Therefore, it
has been suggested that the N-terminal basic residues also play an important role in the
association of Nef with cellular membranes via electrostatic interactions with the head
groups of lipids.

The aim of this study was to investigate the influence of the membrane anchor and the
impact of the basic amino acid cluster on the interaction of Nef with artificial membrane
systems. The results obtained with the wild type protein were compared with those ob-
tained with a non-myristoylated mutant (Nef G2A) or with mutants with a reduced basic
cluster (Nef KKAA, Nef R4A).

Surprisingly, for all measurements performed with either large unilamellar vesicles or
solid supported membranes, no stable binding of Nef to membranes was monitored even
in the presence of the myristoyl anchor; in fact, the experiments show that the protein is
able to perturb the membrane assembly. This was shown in vesicle leakage experiments
by the release of 5(6)-carboxyfluorescein. In time resolved QCM and ellipsometry
measurements the addition of the protein resulted in a loss of material from the surface.
This observation was visualised by fluorescence and scanning force microscopy. By us-
ing a FITC-conjugated rabbit anti-6xHIS antibody, the protein was localised in mem-
brane defects.

Apart from the vesicle leakage experiments performed with vesicles composed of
1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (POPC):1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-gly-
cero-3-(phospho-L-serine) (POPS) (4:1) all results indicate that the N-terminal myristoyl
anchor is not the decisive determinant for the disturbing impact of the protein on lipid
membranes. They rather demonstrate that the mutation of the basic residues results in a
decrease of the membrane disordering induced by Nef. Beside the influence of mutations
in the membrane binding motif of the protein the impact of the lipid composition on the
interaction of Nef with artificial membranes was investigated. The results of this study
show that the introduction of negative charge into the membrane results in a decrease of

the membrane perturbing ability of the protein.
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1 Einleitung

1.1 Humanes Immunodefizienzvirus (HIV) und Acquired Immunodefi-

ciency Syndrome (AIDS)

Zu Beginn der 1980er Jahre wurde in den USA erstmals der Verlauf einer Krankheit be-
schrieben, die spiter als Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) bekannt wurde.
Bei an AIDS Erkrankten ist das Immunsystem stark geschwicht und durch Folgeinfek-
tionen fiihrt die Krankheit schlielich zum Tod der Infizierten. 1983 gelang es Luc Mon-
tagnier und kurz darauf auch Robert Gallo von an AIDS Erkrankten einen Retrovirus zu
isolieren."” * Dieses Retrovirus wurde als Ausloser der erworbenen Immunschwiche
AIDS identifiziert und als Humanes Immunodefizienzvirus (HIV) bezeichnet. Heute
wird das Virus in zwei Arten unterschieden: HIV-1 und HIV-2. HIV-2 ist in Westafrika
endemisch und breitet sich inzwischen auch in Indien aus. Die weltweit meisten AIDS-
Félle werden jedoch von HIV-1 verursacht. Obwohl HIV seit mehr als 25 Jahren als Aus-
l6ser von AIDS bekannt ist, gilt die Krankheit als unheilbar und hat sich zu einer welt-
weiten Pandemie entwickelt. Seit 2000 hat sich zwar die Zahl der mit HIV Infizierten
stabilisiert, dennoch lebten 2007 nach Schitzungen der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) circa 33 Millionen Menschen mit HIV. Pro Jahr infizieren sich weltweit ungefahr
3 Millionen Menschen neu mit dem Virus.” Obwohl in der Entwicklung von Wirkstoffen
grof3e Fortschritte gemacht wurden, fiihrt die hohe Mutationsrate von HIV immer wieder
zu Riickschldgen. Daher steht die Entwicklung einer erfolgreichen Therapie oder eines
Impfstoffes noch aus, allerdings konnte bisher die Lebenserwartung von Infizierten er-

heblich gesteigert werden.

1.2 Aufbau des HI-Virus

Das HI-Virus gehort zur Klasse der Retroviren. Diese Virusklasse ist nach dem Enzym
Reverse Transkriptase (RT) benannt, welches 1970 von Temin und Mituzami sowie von
Baltimore entdeckt wurde.* ° Die Reverse Transkriptase versetzt Retroviren in die Lage,
den genetischen Informationsfluss umzukehren. Es vermag die einzelstrangige virale
RNA in doppelstringige DNA umzuschreiben. Diese wird dann in den Kern der Wirts-

zelle eingeschleust und von dem Enzym Integrase in das Wirtsgenom eingebaut. Inner-
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halb der Klasse der Retroviren gehdrt das HI-Virus zur Untergruppe der Lentiviren. Die
Bezeichnung fiir diese Gruppe leitet sich vom lateinischen /entus (langsam) ab und be-
zieht sich auf das langsame Voranschreiten der Krankheit.®

Das Genom des Virus besteht aus einer einzigen RNA, umfasst circa 9000 Basen und
enthélt 9 offene Leserahmen, die von sogenannten long terminal repeats (LTRs) flankiert

werden. Insgesamt werden 15 Proteine codiert (siche Abbildung 1.1).””

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau des HIV-Genoms und Virions. LTR: long terminal repeat, gag:
group-specific antigen, pol: polymerase, env: envelope, MA: Matrix, CA: Capsid, NC: Nukleocapsid,
p6: Protein mit der Grofie 6 kDa, PR: Protease, RT: Reverse Transkriptase, IN: Integrase, SU: sur-

face protein, TM: Transmembranprotein.

Drei dieser Leserahmen codieren fiir die Polyproteine group-specific antigen (gag), po-
lymerase (pol) und envelope (env). Diese werden proteolytisch in einzelne Proteine ge-
spalten, die allen Retroviren eigen sind. So wird gag in vier Proteine gespalten: Matrix
(MA), Capsid (CA), Nukleocapsid (NC) und p6. Zusammen mit den zwei env Proteinen
dem surface protein (SU oder gp120) und dem Transmembranprotein (TM oder gp41)
bilden sie die strukturellen Komponenten, die den Kern des Virions und die dullere Vi-
rushiille bilden. Die drei pol Proteine Protease (PR), Reverse Transkriptase (RT) und
Integrase (IN) bilden die Enzyme des Virus, die im Partikel vorhanden sind. Neben die-
sen neun Proteinen codiert HIV-1 noch 6 zuséitzliche Proteine, die auch als akzessorische
Proteine bezeichnet werden und keine enzymatische Aktivitét besitzen, aber bei der Vi-

rusreplikation eine wichtige Rolle spielen. Vif, Vpr und Nef sind im Viruspartikel lokali-
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siert. Tat und Rev stellen wichtige regulatorische Faktoren dar, und Vpu ist erforderlich,
um das Virion korrekt zusammenzubauen. Neben diesen Proteinen enthélt das Virion

noch zwei genomische RNA-Molekiile (siche Abbildung 1.1).

1.3 HIV-1 Nef Protein

Das HIV-1 Nef Protein gehort zu den sogenannten akzessorischen Proteinen.'™ ! Nef ist
eine Abkiirzung fiir negative factor. Diese Bezeichnung wurde dem Protein irrtiimlich
gegeben, da bei der Untersuchung von Zellkulturen (in vitro) der Verlust des nef-Gens
keinen oder sogar einen positiven Einfluss auf die HIV-Replikation hatte.'*" Bei der
Untersuchung von nef-deletierten Viren (in vivo) wurde dieser Irrtum allerdings schnell
deutlich, da sich in diesen Experimenten zeigte, dass die Funktion von Nef darin besteht

die Virusreplikation zu steigern.'®"'®

Struktur des HIV-1 Nef Proteins

Das HIV-1 Nef Protein besteht aus 206 Aminosduren und hat eine molare Masse von
26 kDa. Die Kiristallstruktur der Kerndomine von Nef wurde durch Komplexierung mit
der SH3-Domine einer Fyn-Tyrosinkinanse geklart.'” *° Zusitzlich wurde die Struktur
von HIV-1 Nef in Losungen allein und durch Bindung an ein Peptid des cytoplasmati-
schen Teils von CD4 mittels NMR-Spektroskopie aufgeklirt.”' > In Abbildung 1.2 ist die
Sekundérstruktur des Proteins dargestellt. Zudem sind die Strukturmotive gekennzeich-
net, die zur Interaktion mit anderen Proteinen nétig sind. Nur ein geringer Teil des Pro-
teins besitzt eine definierte Struktur. Der gut strukturierte Teil von HIV-1 Nef stellt die
Kerndoméne des Proteins dar und umfasst circa 93 Aminosduren. Innerhalb dieser Do-
méne findet sich eine Typ Il Polyprolinhelix (Aminosduren 70-77), diese stellt die
Hauptbindungsstelle fiir Proteine der Scr-Protein-Familie dar. Dieser Helix schlieBen sich
zwei o-Helices (Aminosduren 81-120), vier antiparallele B-Faltblétter (Aminosduren
121-186) und nochmals zwei o-Helices (Aminoséduren 187-203) an. Die Aminosduren
60-71 und 149-180 bilden dem umgebenden Medium zugewandte flexible Schleifen.
Innerhalb der C-terminalen flexiblen Schleife findet sich ein Di-Leucin (LL-) Motiv,

welches im vesikuldren Zelltransport die Internalisierung eines Molekiils steuert.
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Abbildung 1.2: Sekundérstruktur von HIV-1 Nef, sowie die Strukturmotive, die fiir die Funktionen

von Nef von Bedeutung sind."’

Auch der N-terminale Bereich des Proteins (Aminosduren 1-70) ist recht flexibel.” !
Zudem ist der N-Terminus des Proteins myristoyliert. Dieser N-terminale Lipidanker
wurde iiber viele Jahre als entscheidender Parameter flir die Protein-Membran-
Wechselwirkung verantwortlich gemacht.”* In den letzen Jahren konnten aber mehrere
Gruppen zeigen, dass auch eine unmyristoylierte Mutante des Proteins die Fahigkeit be-

sitzt an Membranen zu binden und damit funktionell zu sein.>> 2

Daher wird vermutet,
dass es andere strukturelle Motive im Protein geben muss, die einen Einfluss auf die In-
teraktion des Proteins mit Membranen haben, wie zum Beispiel die Anhdufung basischer
Aminoséduren im N-Terminus des Proteins. Innerhalb der ersten 26 N-terminalen Amino-
sduren befinden sich insgesamt sieben basische Aminosduren in Form von Lysin und
Arginin. Diese bilden unter physiologischen Bedingungen einen positiven Ladungscluster
und konnen so mit den Kopfgruppen der Lipide interagieren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen sowohl der Einfluss des N-terminalen Lipidankers als

auch die Bedeutung des positiven Ladungsclusters beleuchtet werden. Daher wurden die

Wechselwirkung des Wildtyps (wt) Nef sowie die Interaktion der nichtmyristoylierten
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Mutante Nef G2A und die der Mutanten Nef KKAA und Nef R4A, welche eine verrin-
gerte positive N-terminale Ladungsdichte besitzen, mit Lipiddoppelschichten untersucht.

In der Zelle kann HIV-1 Nef in verschiedenen Konformationen vorliegen. Es wird von
einem , Nef-Zyklus* gesprochen (Abbildung 1.3).”” Nach der Translation kann das Pro-
tein in der sogenannten closed conformation vorliegen. Dabei sind der N-Terminus des
Proteins und die flexible C-terminale Schleife um die Kerndomine gewickelt. Dadurch
sind der Membrananker und Bindungsmotive unzuginglich. Die Myristoylsdure inter-
agiert mit hydrophoben Regionen in der Kerndomine, die positiven Ladungen des
N-Terminus wechselwirken mit negativen Ladungen der Kerndoméne. Der Kontakt mit
der Plasmamembran kann eine Konformationsinderung des Proteins bewirken und so die
Membranbindungsstelle freigeben. In der sogenannten signalling conformation inter-
agiert Nef fast ausschlieBlich mit Signalmolekiilen. Durch eine weitere Konformations-
anderung, welche wahrscheinlich durch eine Modifikation des Proteins ausgeldst wird,
kann auch die flexible C-terminale Schleife freigegeben werden (open conformation).
Die genauen Mechanismen dieser Konformationsdnderung wurden noch nicht aufgeklért.
In der open conformation ist HIV-1 Nef in der Lage, auch mit anderen Proteinen wech-
selwirken zu konnen.”” Alle Nef-Modelle wurden auf der Basis von NMR-Daten

konstruiert.?"* 28
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Abbildung 1.3: Uberblick iiber die verschiedenen Konformationen, die HIV-1 Nef in der Zelle ein-

nehmen kann.”’

Funktionen des HIV-1 Nef Proteins

In der Literatur ist bekannt, dass das HIV-1 Nef Protein eine Vielzahl von Funktionen in
der Pathogenese von AIDS erfiillt. Die wichtigsten sollen hier vorgestellt werden. Sie
beinhalten unter anderem die Induzierung des Abbaus von CD4-Molekiilen (cluster of
differentiation 4) und MHC I-Proteinen (major histocompatibility complex 1), die Er-
hohung der viralen Infektigsitidt und die Rekrutierung von Kinasen zur Verdnderung der

Zellaktivitit.'"?°

Downregulierung von CD4-Molekiilen

Die Downregulierung von CD4 ist die bestverstandene Funktion von HIV-1 Nef. CD4-
Molekiile bilden den primdren Rezeptor fiir HIV." Sie sind transmembrane Glykopro-
teine, die in den Membranen von Zellen des Immunsystems (T-Helferzellen, Monocyten,
Macrophagen) vorkommen. CD4 ist von grofler Bedeutung fiir das Immunsystem. So
sind CD4-Molekiile zum Beispiel notwendig fiir die Reifung von T-Zellen, aullerdem

sind sie in die Aktivierung von vollentwickelten T-Helferzellen involviert.
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Wie wichtig die Downregulierung von CD4 fiir die Pathogenese von AIDS ist, zeigt sich
darin, dass HIV-1 drei Proteine (Vpu, Env, Nef) fiir diese Aufgabe beansprucht.’' Wih-
rend Vpu und Env die Zahl an CD4-Molekiilen verringern, indem sie den Transport von
neuen Molekiilen an die Zelloberfliche verhindern, wird Nef im viralen Zyklus friih
exprimiert und degradiert CD4-Molekiile von der Zelloberfliche durch Endozytose.** **
Nur HIV-1 Nef ist in der Lage, CD4-Molekiile, welche bereits vor der HIV-Infektion an
der Zelloberfliche prisent waren, abzubauen und spielt so die wichtigste Rolle bei der
Downregulierung von CD4.** Durch den Abbau von CD4 wird die Freisetzung und die
Infektidsitdt von HIV-1-Partikeln erhoht und einer Superinfektion durch HIV vorge-
beugt.>> *® Im Verlauf der HIV-Infektion wird die Zahl der CD4-Molekiile kontinuierlich
verringert und fiihrt schlielich zu einem schweren Immundefekt. Die Zahl der CD4-

Zellen pro Mikroliter Blut ist unter anderem ein Faktor, der den Ubergang von HIV zu
AIDS markiert.

Downregulierung von MHC 1

Neben der Induzierung des Abbaus von CD4 ist die Downregulierung von MHC I-
Molekiilen am besten verstanden.’” ** MHC I-Molekiile spiclen eine wichtige Rolle bei
der Immunerkennung. Sie sind fiir die Prasentierung von Antigenen an der Zelloberfldche
verantwortlich und zeigen somit an, ob eine Zelle gesund ist oder nicht. So wird verhin-
dert, dass gesunde Zellen cytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) zum Opfer fallen. Durch
die Verminderung dieser Molekiile werden HIV-1 infizierte Zellen vor der Lysierung
durch CTLs geschiitzt. HIV-1 infizierte Zellen entkommen somit einer Immunantwort
des Wirts.* HIV-1 Nef downreguliert allerdings nicht alle MHC I-Molekiile, sondern nur
die Untertypen HLA-A/B (human leucocyte antigen). Die Untertypen HLA-C/D bleiben
auf der Zelloberfliche prisent.” Dadurch schiitzt HIV-1 Nef infizierte Zellen vor der
Immunantwort der natural killer cells (NK). Diese wiirden bei einem Fehlen beider Un-
tertypen auf der Zelloberfliche aktiviert. Durch die selektive Downregulierung gelingt
HIV-1 infizierten Zellen die Balance zwischen der Lysierung durch CTLs und der Ver-
nichtung durch NKs.

Erhéhung der viralen Infektiositdt
Die Erhéhung der viralen Infektiositdt wird unter anderem durch die Downregulierung
von CD4 von HIV-1 Nef erreicht. Durch den Abbau wird die Freisetzung von Virionen

erleichtert. Zudem steigert die Anwesenheit von Nef in infizierten Zellen die Aktivitdt
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der Reversen Transkriptase und sorgt so flir ein effizienteres Umschreiben der viralen

RNA in DNA. !

Rekrutierung von Kinasen

Proteinkinasen sind Enzyme, die die Aufgabe haben andere Proteine zu phosphorylieren.
Sie spielen eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion der Zelle. Es ist bekannt, dass
HIV-1 Nef mit einer Vielzahl von zelluldren Proteinkinasen wechselwirkt. Dabei ist Nef
zum einen das Substrat der Kinasen, zum anderen moduliert es auch deren Aktivitit.*?
Durch diese Wechselwirkungen ist HIV-1 Nef in der Lage in die Signaltransduktion der

Zelle einzugreifen.



2 Zielsetzung

Das HI-Virus verursacht die bisher unheilbare Krankheit AIDS. Mehr als 30 Millionen
Menschen weltweit sind mit HIV infiziert. Das akzessorische HIV-1 Nef Protein spielt
eine wichtige Rolle in der Pathogenese von AIDS. Die Erh6hung der viralen Infektiositét,
Verianderungen der signalen Transduktionswege der Zellen und die Downregulierung von
CD4- und MHC I-Molekiilen, die von entscheidender Bedeutung fiir das Immunsystem
des Menschen sind, sind als Funktionen des Proteins bekannt.

In der Literatur wurde berichtet, dass HIV-1 Nef mit der Plasmamembran der Wirtszelle
assoziiert sein muss, um seine Funktionen ausiiben zu kénnen.

Ziel dieser Arbeit war es mittels artifizieller Membransysteme zur Aufkldrung der Pro-
tein-Membran-Wechselwirkung beizutragen. Neben dem Wildtyp des Proteins wurde in
dieser Arbeit mit einer nichtmyristoylierten Mutante Nef G2A gearbeitet, um den Ein-
fluss des N-terminalen Lipidankers zu untersuchen. Des Weiteren wurde die Interaktion
von zwel Mutanten mit reduziertem positiven Ladungscluster (Nef KKAA und Nef R4A)
mit artifiziellen Lipiddoppelschichten untersucht.

Um den Einfluss der Lipidzusammensetzung auf die Protein-Membran-Wechselwirkung
zu untersuchen, wurden verschiedene Lipidsysteme eingesetzt. Neben reinen
POPC-Membranen, wurden Membranen mit raft-dhnlicher Zusammensetzung
(POPC:SM:Chol (2:1:1)) untersucht, da in der Literatur postuliert wird, dass eine Sub-
population des Proteins mit /ipid rafts assoziiert ist. Des Weiteren wurde mit Membranen
der Zusammensetzung POPC:POPS (4:1) und POPC:POPG (4:1) gearbeitet, welche die
innere Hélfte der Plasmamembran nachahmen und die Untersuchung des Einflusses von
negativer Ladungsdichte auf die Interaktion des Proteins mit artifiziellen Membranen

ermoglichen.






3 Materialien und Methoden

3.1 Verwendete Substanzen

3.1.1 Lipide

In der vorliegenden Arbeit wurde mit unterschiedlichen Lipiden gearbeitet. In Tabelle 3.1

ist ein Uberblick iiber diese gegeben.

Tabelle 3.1: Namen und Strukturformeln der verwendeten Lipide.

Name

Strukturformel

1-Palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-
3-phosphocholin
(POPC)

~ -
N (6]
/ _\—0/\'?\/

o]

OW

O\”/\/\/\/E/\/\/\/\

0]

1-Palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-
(phospho-L-serin)
(POPS)

e} +
HSN B
O)\&\ O‘P/O
P
o\
(0]

W
o
O\”/\/\/\/E/\/\/\/\

0]

1-Palmitoyl-2-
oleoyl-sn-glycero-

3-[phospho-rac-(1-

ofp/
HO/\/\O/ \\
(0]

OH

0]

)WW\A
O/\/\o
O\H/\/\/\/E/\/\/\/\

glycerin)] (POPG)
OH
. . N / + -
Sphingomyelin N—\_ O, o =

—P”

(SM) 0™

Cholesterin
(Chol)

11
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POPC, POPS und POPG sind Phosphoglycerolipide, die iiber gleiche Fettsdureketten
verfiigen und sich lediglich in der Struktur und Ladung ihrer Kopfgruppe unterscheiden.
Bei POPC handelt es sich um ein Lipid mit zwitterionischer Kopfgruppe. Es hat eine mo-
lare Masse von M = 760,1 g/mol und eine Hauptphasenumwandlungstemperatur (7y1) von
-2 °C. POPS (M =783,5 g/mol, Ty =14 °C) und POPG (M =770,5 g/mol, Ty =-2 °C)
sind einfach negativ geladene Lipide.

Sphingomyelin ist ein zwitterionisches Lipid und gehort zur Klasse der Sphingolipide,
deren Grundgeriist das Sphingosin ist. Die Aminofunktion des Sphingosins ist {iber eine
Amidbindung mit einer Fettsdure verkniipft. In dieser Arbeit wurde mit natiirlichem
Sphingomyelin gearbeitet, welches aus Rinderhirn isoliert wurde. Daher ist es ein Ge-
misch aus mit unterschiedlichen Fettsduren (hauptsidchlich Stearinséure) verkniipften
Molekiilen. Es hat eine mittlere molare Masse von M = 731,1 g/mol und einen Hauptpha-
senumwandlungstemperaturbereich von 37-41 °C.

Cholesterin (M = 368,7 g/mol) wird zu den Steroiden gezdhlt und kommt nur in tieri-
schen Membranen vor.

Neben Experimenten an Membranen beziehungsweise Vesikeln bestehend aus reinem
POPC wurden auch Messungen mit folgenden Lipidgemischen durchgefiihrt:
POPC:POPS im molaren Verhéltnis (4:1), POPC:POPG (4:1), und POPC:SM:Chol
(2:1:1). Sollten die Membranen mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops visualisiert werden,

so waren sie zuséatzlich mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotiert.

3.1.2 Proteine

Das Protein HIV-1 Nef wurde von Holger Gerlach (AK PD Matthias Geyer, MPI fiir mo-
lekulare Physiologie, Dortmund) in Escherichia coli expremiert.”® Zur Aufreinigung
wurde das Protein C-terminal mit einem Hise-tag versehen, der nach der Aufreinigung
nicht wieder abgespalten wurde.

Neben dem Wildtyp (wt Nef) wurden zum besseren Verstindnis der Wechselwirkung
von HIV-1 Nef mit artifiziellen Membransystemen in dieser Arbeit auch 3 Mutanten un-
tersucht. Zur Untersuchung des Einflusses des Myristoylankers wurde mit der Mutante
Nef G2A gearbeitet, welcher der Myristoylanker N-terminal, durch den Austausch
der Aminosdure Glycin gegen Alanin, fehlt. Alanin ist kein Substrat der
N-Mpyristoyltransferase, somit kann dieses Protein nicht posttranslational modifiziert

werden. Um Informationen tliber den Einfluss des positiven Ladungsclusters zu erhalten,
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wurden des Weiteren folgende Mutanten untersucht: Nef KKAA ist myristoyliert, aller-
dings wurde hier die Aminosdure Lysin an den Positionen 4 und 7 durch die ungeladene
Aminosdure Alanin ersetzt und somit der positive Ladungscluster im N-Terminus des
Proteins von 7 geladenen Aminosiuren auf 5 reduziert. Noch umfangreicher ist die Ver-
ringerung der positiven Ladung bei der Mutante Nef R4A. Hier wurden alle Arginine
(Position 17, 19, 21, 22) auf der ersten Helix durch Alanine ersetzt. Durch den Austausch
dieser 4 Aminosduren tragt der N-Terminus nur noch 3 positive Ladungen. Abbildung
3.1 zeigt die Abfolge der ersten 26 Aminoséduren des N-Terminus von Nef, die basischen

und die ausgetauschten Aminoséduren sind farbig markiert.

wt Nef MGGKWSKCSMEKGWPTIRERMRRAETLDQOQ
Nef G2A MAGKWSEKCSMEKGWPTIRERMRRAETLDQ

NefKKAA MGGAWSACSMKGWPTIRERMRRAETLQ

Nef R4A MGGKWSKCSMEKGWPTIAEAMAAAETLDQOQ

Abbildung 3.1 Aminosiuresequenz des N-Terminus von wt Nef beziehungsweise. der Mutanten Nef
G2A, Nef KKAA und Nef R4A im Einbuchstabencode. Die Aminosiuren mit positiv geladenen Sei-

tenketten sind blau markiert, die ausgetauschten rot.

Um das Protein im Fluoreszenzmikroskop visualisieren zu kénnen, wurde ein Fluores-
ceinisothiocyanat (FITC)-konjugierter Anti-Hise-tag-Antikorper (Immunology Consul-
tants Laboratory, Inc. — USA), welcher aus Kaninchen isoliert wurde, verwendet. Dieser
bindet spezifisch an den C-terminalen Hisg-tag von HIV-1 Nef und zeigt somit die

Position von Nef auf der Probe.

3.2 Herstellung artifizieller Membransysteme

3.2.1 Herstellung von Lipidfilmen

Bei der Herstellung von Lipidfilmen ist darauf zu achten, dass stets oberhalb der Haupt-
phasenumwandlungstemperatur aller Lipide gearbeitet wird. Zundchst wurden Stammlo-
sungen der jeweiligen Lipide hergestellt. Hierzu wurden diese in Chloroform be-

ziehungsweise POPS und POPG in einer Mischung aus Chloroform und Methanol (5/1)
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gelost. Die Konzentration der Stammldsungen wurde entweder mittels Veraschungen und
anschlieender Bestimmung des Phosphatgehalts oder durch Aufnahme von Isothermen
an der Filmwaage bestimmt.** Von diesen Stammldsungen wurden entsprechende Volu-
mina in Reagenzgldser pipettiert. Aus diesen wurde dann bei 30 °C oder bei 55 °C fiir die
Lipidmischung POPC:SM:Chol (2:1:1) unter leichtem Stickstoffstrom das Losungsmittel
verblasen. AnschlieBend wurden die Lipidfilme im Vakuum fiir zwei Stunden weiter bei

30 °C oder 55 °C getrocknet und dann bei 4 °C gelagert.

3.2.2 Herstellung unilamellarer Vesikel

Fiir die Herstellung von unilamellaren Vesikeln wurden die Lipidfilme mit einem be-
stimmten Volumen an Puffer versetzt und fiir 20 min oberhalb der Hauptphasenumwand-
lungstemperatur aller verwendeten Lipide inkubiert. Fiir Lipidfilme bestehend aus POPC
oder aus POPC:SM:Chol (2:1:1) wurde ein Puffer folgender Zusammensetzung verwen-
det: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4. Sollten Vesikel bestehend aus
POPC:POPS (4:1) fiir die Herstellung von festkdrperunterstiitzten Membranen verwendet
werden, so enthielt oben genannter Puffer zusétzlich noch 1 mM CaCl,. Fiir die Herstel-
lung von Vesikeln fiir Release-Messungen bestehend aus POPC:POPS (4:1) oder
POPC:POPG (4:1) enthielt der Puffer zusétzlich 0,5 mM EGTA. Nach der Inkubations-
zeit der Lipidfilme mit Puffer wurde dreimal in flinfminiitigen Abstdnden jeweils 30 s
gevortext. Die so erhaltenen multilamellaren Vesikel wurden durch zwei Methoden in
unilamellare Vesikel umgewandelt. Large unilamellar vesicles (LUVs) bestehend aus
POPC oder POPC:SM:Chol (2:1:1) wurden durch die Verwendung eines Miniextruders,
welcher eine Polycarbonatmembran mit der Porengréf3e 100 nm enthielt, erhalten. Small
unilamellar vesicles (SUVs) bestehend aus POPC:POPS (4:1) wurden durch den Einsatz
von Ultraschall (50 W, 0,4 s Puls, zweimal 15 min) hergestellt.

Fiir Release-Messungen wurden die Vesikel immer durch die Extrusionsmethode herge-
stellt, zusétzlich enthielt der obengenannte Puffer noch 100 mM 5(6)-Carboxy-
fluorescein. Nach Herstellung der Vesikel wurde der externe Farbstoff durch Séaulen der
Vesikel iiber eine Sephadex™ G-25-Sdule entfernt. Von den Vesikeln wurde mittels
Veraschung und anschlieBender Bestimmung des Phosphatgehalts die Konzentration be-

stimmt.* Die Vesikel wurden bis zu den Experimenten im Dunkeln gelagert.
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3.2.3 Herstellung planarer festkorperunterstiitzter Membranen auf Gold

Zur Herstellung von planaren festkdrperunterstiitzten Membranen wurden beidseitig mit
Gold bedampfte 5 MHz Schwingquarze verwendet. Zunidchst wurde die Elektrode mit
Silberleitlack mit einem Kontaktstiick auf der Unterseite des Quarzes verbunden. Dieser
wurde dann fiir 5 min im Argonplasma gereinigt, anschlieend in die Messkammer ein-
gebaut und mit 200 pL einer 2 mM ethanolischen Oktanthiollosung fiir zwei Stunden
inkubiert. Danach wurde iiberschiissiges Oktanthiol (OT) durch Spiilen entfernt. Insge-
samt wurde fiinfmal mit 500 uL. Ethanol und flinfmal mit 500 puL Puffer
(20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4) gespiilt. Im Anschluss wurde die Qualitdt der
Oktanthiolschicht mittels Impedanzspektroskopie untersucht. Lag die Kapazitit der Mo-
noschicht zwischen 1,7-2,3 pF/cm?, so konnte von einer vollstindigen Belegung der O-
berfliche ausgegangen werden, und der Quarz wurde fiir 1 h mit unilamellarer Vesikel-
16sung (200 pL, 0,2 mg/mL) oberhalb der Hauptphasenumwandlungstemperatur aller
Lipide inkubiert. Durch Spiilen mit Puffer (20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4)
(10 mal) wurden {iberschiissige Vesikel entfernt. Die Membran wurde ebenfalls impe-
danzspektroskopisch {iberpriift. Lag die erhaltene spezifische Kapazitit bei

(1,0 + 0,3) uF/cm?, so wurde die Membran fiir Quarzmikrowaagemessungen verwendet.

3.2.4 Herstellung planarer festkorperunterstiitzter Membranen auf Silizi-

umdioxid

Substratvorbehandlung

Fiir das Spreiten von Lipidvesikeln auf Siliziumdioxidoberflichen wurden aus Silizium-
wafern Stiicke der passenden Grofle geschnitten. Diese wurden mit Isopropanol und
Reinstwasser gespiilt. Anschlieend wurden sie fiir 20 min in einer 70 °C heillen wissri-
gen ammoniakalischen (25 %ig), wasserstoffperoxidhaltigen (30 %ig) Ldsung
(H,O/NH3/H,0, 5/1/1(v/v/v)) inkubiert. Danach wurden sie mehrfach mit Reinstwasser
gespiilt und bis zur Verwendung unter Wasser gelagert. Filir Ellipsometriemessungen
wurden Siliziumwafer (Si-Mat, Landsberg/Lech, Deutschland, Dicke: 725 um, Orientie-
rung: (100), Dotierung: p-Typ Bor, Widerstand: 0-50 Q*cm) mit einer 0,1-5 nm dicken
nativen Siliziumdioxidschicht verwendet. Fiir Fluoreszenzmessungen wurden Silizium-

wafer (CrysTec, Berlin, Deutschland, Dicke: 625 um, Orientierung: (100), Dotierung:
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p-Typ Bor, Widerstand: 1-20 Q*cm) mit einer Siliziumdioxidschicht von 100 nm ver-

wendet, um den Kontrast zu verbessern.

AFM- und Fluoreszenzmessungen

Fiir die AFM- und Fluoreszenzmessungen wurden die Siliziumpléittchen in einen Teflon-
trog eingespannt und mit unilamellaren Vesikeln flir eine Stunde inkubiert. POPC-
Vesikel wurden bei Raumtemperatur inkubiert, die Konzentration der Vesikellosung be-
trug 0,1 mg/mL. Vesikel bestehend aus POPC:POCS (4:1) wurden bei 40 °C inkubiert
(0,2 -0,25 mg/mL) und der Calciumionengehalt auf 5 mM erhoht. Nach dem Spreitvor-
gang wurden die Membranen mit Puffer (20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4) ge-

spiilt, um tiberschiissige Vesikel zu entfernen.

Ellipsometriemessungen

Fiir Ellipsometriemessungen wurden die Siliziumwafer in die EP’-Fliissigkeitszelle ein-
gebaut und eine Vesikellosung (0,19 mg/mL) fiir circa eine Stunde durch die Zelle mit
einer FlieBgeschwindigkeit von 0,5 mL/min gepumpt. Der Spreitvorgang wurde durch
die Anderung der ellipsometrischen Winkel (A und V') verfolgt. Nachdem dieser beendet
war, wurde 30 min mit Puffer (20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4) gespiilt, um

iberschiissige Vesikel zu entfernen.

3.3 Biophysikalische Methoden

3.3.1 Vesikelcosedimentationsassays

Mit Hilfe von Vesikelcosedimentationsassays kann die Anbindung von Proteinen an
sphérische Lipiddoppelschichten untersucht werden. Hierzu wurden frisch hergestellte
unilamellare Vesikel (c = 0,5 mg/mL) bei 4 °C iiber Nacht mit 1,9 uM wt Nef, Nef G2A,
Nef KKAA oder Nef R4A inkubiert. Hierzu wurde dem Puffer noch 1 mM DTT hinzuge-
fiigt, um die Bildung von Proteindimeren oder —oligomeren via Disulfidbriicken zu ver-
hindern. Am néchsten Tag wurden die Vesikel mittels einer Ultrazentrifuge bei 4°C und
232000 x g fiir eine Stunde abzentrifugiert. Vom Uberstand (U;) wurde eine Probe ent-
nommen und der Rest verworfen. Das Pellet wurde mit Puffer aufgeschlammt und erneut

zentrifugiert. Vom Uberstand (U;) und vom Pellet (P) wurde eine Probe entnommen.
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Von den Proben wurden jeweils 15 pL mit 5 uLL Probenpuffer versetzt und fiir 5 min auf
95°C erwdrmt. Nach dem Abkiihlen der Proben wurden sie per Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) analysiert. Hierzu wurde ein 17 %iges
Trenngel verwendet, welches zur besseren Trennung mit einem Sammelgel (5 %ig) iiber-
schichtet war. Zur Proteintrennung wurde pro Gel mit einer Stromstdrke von 15 mA ge-
arbeitet. Die Proteine im SDS-Gel wurden mit Coomassie-Brilliantblau nachgewiesen.
Hierzu wurden sie fiir 3 min in einer Firbelosung geschwenkt, danach wurden sie so-
lange in eine Entférbelosung gelegt, bis nur noch die Proteinbanden blau geférbt waren.
Zur Aufbewahrung wurden sie fiir 30 min in Trocknungslosung geschwenkt und an-

schlieBend zwischen Cellophanfolien fiir zwei Tage getrocknet.

Zusammensetzung der verwendeten Losungen

Sammelgel (5 %ig): 1,4 mL H;0O, 0,25 mL 1 M TRIS/HCI (pH 6,8), 0,33 mL Acryl-
amid-Bisacrylamid (30 %), 20puL 10 % (w/v) SDS, 20 puL
10 % (w/v) APS, 2 uL TEMED

Trenngel (17 %ig): 0,81 mL H,O, 1,3 mL 1,5 M TRIS/HCI (pH 8,8), 2,89 mL Acryl-
amid-Bisacrylamid (30 %), 50 uL 10 % (w/v) SDS, 50 uL 10 %
(w/v) APS, 2 uL TEMED

Laufpuffer: 25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS

Probenpuffer (6x): 175 mM TRIS/HCI (pH 6,8), 5 % (w/v) SDS, 15 % (v/v) Glycerin,
0,006 g/L Bromphenolblau, 0,3 M DTT

Farbeldsung: 0,5 % (w/v) Coomassie-Brilliantblau R250, 45 % (v/v) Methanol,
18,5 % (v/v) Eisessig

Entfarbeldsung: 5 % (v/v) Ethanol, 7,5 % (v/v) Eisessig

Trocknungslésung: 20 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Glycerin
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3.3.2 Fluoreszenzspektroskopie (Release-Messungen)

Bei der Fluoreszenzspektroskopie werden Uberginge von Elektronen zwischen angereg-
ten elektronischen Zustinden und dem elektronischen Grundzustand der Molekiile beob-
achtet. Die Anregung eines Molekiils in den ersten angeregten elektronischen Zustand
erfolgt durch Aufnahme eines Photons geeigneter Energie und erfolgt streng nach dem
Franck-Condon-Prinzip. Dieses besagt, dass durch den Ubergang eines Elektrons vom
elektronischen Grundzustand (Sp) in den ersten angeregten elektronischen Zustand (S;)
sich der Abstand der Kerne innerhalb des Molekiils nicht dndert. Die Kerne konnen auf-
grund ihrer viel hheren Masse im Vergleich zu den Elektronen nicht auf Elektronen-
iiberginge und die damit verdnderte Elektronendichte reagieren. Elektroneniibergénge,
die ohne eine Verdnderung des Kerngeriists ablaufen, werden als vertikal bezeichnet. Des
Weiteren ergibt sich aus dem Franck-Condon-Prinzip, dass der wahrscheinlichste Uber-
gang aus dem Gleichgewichtsabstand R.q des Schwingungsgrundzustands des elektroni-
schen Grundzustands in den angeregten Zustand erfolgt, bei welchem der Kernabstand
dem Gleichgewichtsabstand moglichst dhnlich ist.

Befindet sich ein Elektron in einem angeregten Schwingungszustand des ersten angereg-
ten elektronischen Zustands, so kann es durch strahlungslose Desaktivierung, zum Bei-
spiel durch StéBe mit anderen Molekiilen, in den Schwingungsgrundzustand des ersten
angeregten elektronischen Zustands gelangen. Von dort aus kann das Molekiil durch
spontane Emission eines Photons in den Grundzustand zuriickkehren. Dieses Phidnomen
wird als Fluoreszenz bezeichnet. Die Fluoreszenz erfolgt ebenfalls vertikal und ist im
Einklang mit dem Franck-Condon-Prinzip. Die Energie, die bei der Emission eines Pho-
tons frei wird, muss nicht zwangsldufig der Energie des aufgenommenen Photons ent-
sprechen. Die Energie der Fluoreszenz ist zu kleineren Werten hin verschoben, da das
Molekiil einen Teil seiner Anregungsenergie durch strahlungslose Desaktivierung verlo-
ren hat.*’ Dies wird als Stokes-shift bezeichnet. In Abbildung 3.2 ist der Mechanismus
der Fluoreszenz schematisch dargestellt. Die Anregung ist in blau, die strahlungslose

Desaktivierung in griin und die Fluoreszenz in rot dargestellt.
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Energiezustinde von Sy und S; mit Schwingungszu-
stinden (0,1,2). Die Anregung ist in blau und die Fluoreszenz in rot veranschaulicht. Die strahlungs-

lose Desaktivierung ist in griin dargestellt.

Aufbau eines Fluoreszenzspektrometers
In dieser Arbeit wurde mit einem Spektralfluorometer FP 6500 der Firma Jasco (Gotha,

Deutschland) gearbeitet, dessen schematischer Aufbau in Abbildung 3.3 gezeigt ist.

Anregungs-
Lichtquelle monochromator

® _____________________________________ .| Fluoreszenz-
i | kiivette

Emissions-
monochromator

Detektor

Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau eines Spektralfluorometers.

Als Lichtquelle diente eine 150 W Xenonlampe, welche einen Wellenldngenbereich von

A =220-750 nm abdeckt. Die Monochromatoren (hier Gittermonochromatoren) dienen
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dazu, aus dem breiten Spektrum der Lampe einen schmalen Spektralbereich herauszufil-

tern. Als Detektor wird ein Photomultiplier verwendet.

Durchfiihrung und Auswertung der Release-Messungen

Mit Hilfe der Release-Messungen konnen Porenbildung in Membranen oder Membran-
destabilisierungen untersucht werden. Das Messprinzip beruht auf der Freisetzung von in
den Vesikeln eingeschlossenem 5(6)-Carboxyfluorescein (CF). Dieses liegt in den Vesi-
keln in sich selbstloschender Konzentration vor. Die Freisetzung von CF aus unilamella-
ren Vesikeln wurde iiber die zeitliche Anderung des Fluoreszenzsignals F(¢), nach Zuga-
be von HIV-1 Nef (Protein:Lipid-Verhiltnis 1:65), verfolgt. Hierzu wurden in einer
Fluoreszenzkiivette (Starna® GmbH, Pfungstadt, Deutschland) 600 uL. Vesikellosung
(1,3 uM) vorgelegt und der Losung 1 mM DTT hinzugefiigt. Die Losung wurde iiber den
Zeitraum der Messung geriihrt. CF wurde bei Aex =490 nm (Bandbreite Alex =5 nm)
angeregt und die Fluoreszenz bei Ay =520 nm (Bandbreite A)ey, =5 nm) beobachtet.
Das maximale Fluoreszenzsignal F.x wurde nach der Zugabe von 2 pL TritonX-100
(10 % (w/w)) erreicht. TritonX-100 zerstort die Vesikel und fiihrt somit zum voll-
staindigen  Austritt von  5(6)-Carboxyfluorescein. Die  Strukturformeln von

A 5(6)-Carboxyfluorescein und B TritonX-100 sind in Abbildung 3.4 dargestellt.

A B
@)
@]
)
HO O (@) OH

Abbildung 3.4: Strukturformeln von A: 5(6)-Carboxyfluorescein und B: TritonX-100.

Um die einzelnen Fluoreszenzsignalanstiege besser miteinander vergleichen zu konnen,

wurde das Fluoreszenzsignal normiert **:

F(t)_Fo
Fmax_FO

Eel (t) = (31)
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mit Fi (7): relative Fluoreszenzintensitit, Fy: Fluoreszenz vor Proteinzugabe. Abbil-

dung 3.5 zeigt einmal den Originaldatensatz einer Release-Messung sowie die dazugeho-

rige Normierung. Der Zeitpunkt der Proteinzugabe wurde als ¢ = 0 gesetzt.

150 ~

A 1.0 e B
F s S S, -
140 i
0.8
130 _
TritonX-100 0.6+ TritonX-100
S
s 120 E
= HIV-1 wt Nef 044 HIVaD wiNef
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Abbildung 3.5: Release-Messung an POPC-Vesikeln mit 100 mM CF. Die Zugabe von HIV-1 wt Nef

erfolgte bei ¢=0 (Protein:Lipid-Verhiiltnis: 1:65). F,,x wurde durch Zugabe von

2 pL TritonX-100 erreicht. A: Originaldatensatz und B: normierter Datensatz.

3.3.3 Impedanzspektroskopie

Hauptsdchlich findet die elektrochemische Impedanzspektroskopie (EIS) ihre Anwen-
dung in der Materialforschung. Allerdings wird sie auch in der Biophysik zur Charakteri-
sierung der elektrischen Eigenschaften von Lipidmembranen verwendet.”’

Bei der Impedanzspektroskopie wird mit einer sinusformigen Wechselspannung kleiner
Amplitude gearbeitet, deren Frequenz iiber einen groflen Bereich variiert. Aufgezeichnet
wird dabei die Impedanz (Wechselstromwiderstand) der Probe in Abhédngigkeit von der
Frequenz. Zur Auswertung der Impedanzspektren wird das Messsystem durch ein Ersatz-
schaltbild beschrieben. Dieses besteht aus einer Reihen- und Parallelschaltung von Impe-
danzelementen, die dasselbe frequenzabhingige Verhalten zeigen sollten wie das Proben-

48
system.

Elektrochemische Beschreibung einer Lipiddoppelschicht

Die elektrischen Eigenschaften einer Membran lassen sich in erster Ndherung durch eine

Membrankapazitit Cy, und einem dazu parallel geschalteten Membranwiderstand Ry, be-
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schreiben. Die Membrankapazitit kann dabei analog zu einem Plattenkondensator darge-

stellt werden:

&, 4

Cm
d

(3.2)
mit 4: Fliche der Membran, d: Dicke der Membran, &: elektrische Feldkonstante und
&: relative Dielektrizitétskonstante des hydrophoben Teils der Membran.

Zur vollstandigen Beschreibung des Probensystems miissen zusétzlich der Ohmsche Wi-
derstand der Elektrolytlosung R., die Grenzflichenkapazitdten sowohl der elektroche-
mischen Doppelschicht der verwendeten Platinelektrode als auch der Grenzfliche zwi-
schen Membran und Elektrolyt C, beriicksichtigt werden. In Abbildung 3.5 A ist das
resultierende Ersatzschaltbild (CRRC) dargestellt.

A B
Cm Re Cel+m Re
— — e -

C

el

Abbildung 3.6: A Ersatzschaltbild fiir eine mit Puffer iiberschichtete Lipiddoppelschicht und B: fiir

das vereinfachte System, geltend fiir hohe Membranwiderstéinde.

Fiir den Fall hoher spezifischer Membranwiderstinde (> 1 MQ*cm?) im Messbereich
(10'1 bis 10° Hz) lassen sich die Kapazititen C und Cy, nicht mehr unterscheiden und

konnen zu Cepy zusammengefasst werden (siehe Abbildung 3.6 B).

Darstellung und Auswertung von Impedanzspektren
Der Wechselstromwiderstand ist wie der Gleichstromwiderstand abhédngig vom Strom /
und der Spannung U. Dargestellt werden kann die Impedanz Z in Polarkoordinaten (Glei-

chung 3.3) oder in kartesischen Koordinaten (Gleichung 3.4):

U(w,t) U, exp(iot)

Z(w) = I(o,t) [,(w)exp(i(wt —P(®)))

=|Z|(w) exp(ig(w)) (3-3)
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 beschreibt hierbei die Kreisfrequenz und ¢ die Phasenverschiebung zwischen Strom
und Spannung.

Es gilt:

Z(0)=Z% (0)+iZ™ (o) (3.4)

wobei Z*¢ den Realteil (Wirkwiderstand) und Z"™ den Imaginirteil (Blindwiderstand) der

Impedanz bezeichnen.

Zur Darstellung der Impedanzspektren wurde in dieser Arbeit ein sogenanntes Bode-
Diagramm verwendet. Hierbei werden der Betrag der Impedanz | Z | und die Phasenver-
schiebung zwischen Strom und Spannung in Abhéngigkeit von der Frequenz aufgetragen.
In Abbildung 3.7 ist zur Veranschaulichung ein simuliertes Bode-Diagramm fiir das in

Abbildung 3.6 B dargestellte Ersatzschaltbild dargestellt.

7_“ b T T T T T T
103 ()
10°3 L 20
G
210’4 F-40
N T
10" 4 --60
1
0y e 80
T T AL T N UL AL B r——rrre- -1 00
0" 10 100 100 100 100 100 10
f/Hz

Abbildung 3.7: Simuliertes Bode-Diagramm fiir das in Abbildung 3.6 B dargestellte Ersatzschaltbild.
Um die aufgenommenen Impedanzspektren auswerten zu konnen, miissen entsprechende

Ersatzschaltbilder mittels einer nicht-linearen Kurvenanpassung an die experimentellen

Daten angepasst werden.
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Messaufbau und Bedingungen

Fiir die impedanzspektroskopische Charakterisierung der auf der Goldelektrode pripa-
rierten OT/Lipid-Doppelschichten wurde ein Impedanzanalysator SI 1260 (Solartron In-
struments, Farnborough, UK) verwendet. Als Arbeitselektrode diente die Goldelektrode
des Schwingquarzes, Gegenelektrode war ein Platindraht, der in Puffer eingetaucht war.
Es wurde mit einer Wechselspannung von U =30 mV (peak to peak) gearbeitet und die
Frequenz in einem Bereich von f=10"-10°Hz variiert. Aufgezeichnet wurden
der frequenzabhidngige Betrag der Impedanz und die Phasenverschiebung zwischen
Strom und Spannung. Insgesamt wurden 61 Messpunkte aufgenommen und in

doppelt-/halblogarithmischer Form gegen die Frequenz aufgetragen.

3.3.4 Quarzmikrowaagetechnik (QCM)

Die Quarzmikrowaagetechnik ist fiir die Biophysik von groBer Bedeutung, da mit ihrer
Hilfe kleinste Massenidnderungen (zum Beispiel Adsorption von Proteinen an Mem-
branen) detektiert werden konnen.*! Den Mittelpunkt der QCM bildet ein Schwing-
quarz. Quarze sind Piezoelektrika und koénnen somit durch Anlegen einer Wechselspan-
nung zur resonanten Schwingung angeregt werden. Zum Einsatz kommen meist soge-
nannte AT-cut Quarze, da diese eine hohe Temperaturstabilitét beziiglich ihrer Resonanz-
frequenz aufweisen.”
Der lineare Zusammenhang von Frequenzidnderung Af des Quarzes und Massenabschei-
dung Am auf selbigem wurde erstmals 1959 von G. Sauerbrey beschrieben >*:

Af = _yhm —CiAm (3.5)

A\ 1P

Jfo steht hierbei fiir die Resonanzfrequenz des Quarzes, 4 und pq stehen fiir den Schermo-
dul und die Dichte des Quarzes, A beschreibt die Elektrodenfliche und C steht fiir die
Sauerbreykonstante.
Aus Gleichung 3.5 geht hervor, dass mit steigender Masse die Frequenz fillt. Diese Pro-
portionalitdt von Af und Am gilt allerdings nur an Luft beziehungsweise in Vakuum und
fiir dlinne, starre Filme. Da die meisten biophysikalischen Systeme nur in Fliissigkeiten
stabil sind, konnte diese Technik erst in der Biophysik verwendet werden, als der Zu-
sammenhang der Resonanzfrequenzdnderung des Quarzes und den Eigenschaften der

Fliissigkeiten beschrieben wurde. In viskosen Fliissigkeiten kommt es zu einer Ausbrei-
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tung der Schwerwelle in die Fliissigkeit hinein, diese wird dann in Abhingigkeit von
Dichte und Viskositét der Fliissigkeit unterschiedlich stark geddmpft.

Dieser Zusammenhang wurde erstmal von Kanazawa und Gordon 1985 beschieben **:

3
Af =1} m.PL (3.6)
TTHqPq

wobei 77; und py fiir die Viskositit beziehungsweise fiir die Dichte der Fliissigkeit stehen.
In dieser Arbeit wurde die QCM im aktiven Modus betrieben, hierbei ist der Quarz das
frequenzbestimmende Bauteil und in eine Riickkopplungsschleife des Oszillatorschalt-
kreises eingebaut. Somit kann die auftretende Dampfung phasenrichtig ausgeglichen wer-

den.

Messaufbau und Durchfiihrung

Der mit Silberleitlack kontaktierte 5 MHz Quarz wurde zwischen zwei Dichtringen in die
Messkammer eingebaut. Dann wurde, wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, eine festkorper-
unterstiitzte Membran pripariert und mittels Impedanzspektroskopie iliberpriift. Um si-
cherzustellen, dass keine Luftblasen im System waren, welche die Membran zerstoren
konnten, wurden die Schlduche und der Deckel der Messzelle griindlich mit Puffer ge-
spilt. Dann wurde die Kammer luftdicht verschlossen und an den Oszillatorschaltkreis
(TTL SN74LS124N, Texas Instruments, Dallas, USA) angeschlossen. Dieser befand sich
in einem auf 20 °C temperierten Faradaykifig. Uber eine Peristaltikpumpe wurde ein
Fliissigkeitskreislauf angeschlossen und auf eine konstante Pumpgeschwindigkeit von
0,46 mL/min eingestellt. Uber diesen Kreislauf konnte Proteinldsung zugegeben oder mit
Puffer gespiilt werden. Abbildung 3.8 zeigt den schematischen Aufbau einer QCM mit

angeschlossener Messkammer und Pumpkreislauf.
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Peristaltik-
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Abbildung 3.8: Schematischer Aufbau einer Quarzmikrowaage.

3.3.5 Ellipsometrie

Die Ellipsometrie ist eine optische, nicht-invasive Methode zur Charakterisierung diinner
Filme.”>”” Erstmals wurde das Prinzip der Ellipsometrie von Paul Drude 1901 beschrie-
ben.”® *° Es wird die Anderung des Polarisationszustandes des Lichts, welche auftritt,
wenn Licht von einer Probe reflektiert wird, gemessen. So lassen sich von diinnen
Schichten die Dicken oder die Brechungsindices bestimmen. In der Biophysik kann die
Ellipsometrie zur Bestimmung von Membraneneigenschaften, zur Charakterisierung von
Membran-Protein-Wechselwirkungen oder zur Untersuchung von Proteinadsorptionen an

funktionalisierte Oberflichen eingesetzt werden.®***

Polarisation von Licht

Licht ldsst sich als eine sich im Raum ausbreitende elektromagnetische Welle beschrei-
ben. Diese kann durch Kombination eines elektrischen Feldvektors £ und eines magneti-
schen Feldvektors B dargestellt werden. Stehen £ und B senkrecht aufeinander und senk-
recht zur Ausbreitungsrichtung, so wird von Transversalwellen gesprochen. Das elektri-

sche Feld kann durch folgende Gleichung beschrieben werden:

E = E,sin(wt —kx+0) (3.7)

E\ entspricht hierbei der Amplitude, o steht fiir die Kreisfrequenz, k& fiir den Wellenvek-

tor und ¢ fiir die Phasenverschiebung.
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Bei natiirlichem Licht sind die Schwingungsebenen der Feldvektoren statistisch verteilt.
Bei polarisiertem Licht hingegen schwingen die Feldvektoren in definierten Ebenen. Fiir
diesen Fall ergibt sich der elektrische Feldvektor aus der Uberlagerung zweier polarisier-
ter Teilstrahlen gleicher Wellenlidnge, die senkrecht zueinander stehen. Sie konnen als
elektrisches Feld senkrecht (Es) und parallel (Ep) zur Einfallsebene des Lichtes darge-

stellt werden. Daraus ergibt sich fiir die Wellengleichungen:

Eg = Eg , sin(wt) (3.8)

E,=E, ,sin(wt +5) (3.9)

Hierbei stellen Esp und Ep die jeweiligen Amplituden dar.
Insgesamt konnen drei Arten der Polarisation von Licht unterschieden werden. Diese sind

in Abbildung 3.9 dargestellt.

Lineare Polarisation
Es und Ep iiberlagern sich so, dass der resultierende elektrische Feldvektor nur in einer

Ebene mit der Phasenbeziehung 6 =nz (n=0, 1, 2, ...) schwingt. Dies veranschaulicht

Abbildung 3.9 A.

Zirkulare Polarisation
Zirkulare Polarisation von Licht ergibt sich wenn die Amplituden von Es und Ep gleich

groB, aber um S=nz/2 (n=1, 3, 5, ...) phasenverschoben sind. Der resultierende

elektrische Feldvektor rotiert zirkular mit definierter Kreisfrequenz um den Wellenvektor

(siehe Abbildung 3.9 B).

Elliptische Polarisation
Die elliptische Polarisation von Licht kann wiederum in zwei Fille unterteilt werden:

Zum einen kann elliptisch polarisiertes Licht entstehen, wenn Eg, # E, ,, aber eine Pha-
senverschiebung von d =nz/2 (n=1, 3, 5, ...) vorliegt (siche Abbildung 3.9 C); zum

anderen, wenn die Amplituden gleich groB3 sind, aber eine Phasenverschiebung von

& #nr/2 vorliegt (Abbildung 3.9 D).
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung von A: linear polarisiertem Licht, B: zirkular polarisier-
tem Licht, C: elliptisch polarisiertem Licht mit Esy# Epy und §=n#2 (n=1,3,5, ...) und D: ellip-

tisch polarisiertem Licht mit Esy = Epy und 8 # nw2.

Reflexion und Brechung an Oberflichen

Wie bereits erwédhnt kann das elektrische Feld des Lichts in zwei Komponenten (Es und
Ep) zerlegt werden. Eg steht dabei senkrecht und Ep parallel zur Einfallsebene. Trifft ein
polarisierter Lichtstrahl auf eine Grenzfliche, so wird er an dieser nicht nur reflektiert,
sondern auch gebrochen. Dabei werden sowohl der reflektierte als auch der gebrochene
Strahl teilpolarisiert. Das Amplitudenverhiltnis der reflektierten und gebrochenen Teil-

wellen ist durch die Fresnelkoeffizienten 7 und »° gegeben: *

P _ 12 C0S¢ —m cos g, (3.10)
2 ncosd +n cosd,

s _ 1, cosd —n,cosd,
12 =

n, cos ¢, +n, cos ¢, (3.11)
wobei n~ fiir den komplexen Brechungsindex steht, ¢ der Einfallswinkel und ¢ der
Winkel nach Brechung an der Grenzflache ist.

In den meisten zu untersuchenden Systemen kommen jedoch mehrere Grenzflachen vor.
Die Brechungen und Reflexionen an zwei Grenzflachen sind in Abbildung 3.10 veran-

schaulicht, wobei ¢ fiir den Winkel nach Brechung am Substrat steht.
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Abbildung 3.10: Reflexion und Brechung eines Lichtstrahls an zwei Grenzflichen.

Die Fresnelkoeffizienten hierfiir lauten:

RP = ot 1 exp(=i2f3) (3.12)
L+ o exp(=i2 )

RS = fa 15 exp(=i2f3) (3.13)
1+ 15r, exp(=i28)

mit 73" : Fresnelkoeffizient der senkrechten/parallelen Teilwellen bei der Reflexion an
der Grenzschicht 1/2, ) : Fresnelkoeffizient der senkrechten/parallelen Teilwellen bei

der Reflexion an der Grenzschicht 2/3 und f: der optischen Weglédnge. Diese ist unter

anderem von der Schichtdicke d abhédngig.

B =27x(d/2)n, cos(g,) (3.14)

Ellipsometrische Grundgleichungen

In der Ellipsometrie werden die Winkel Delta (A) und Psi (W) bestimmt. Delta représen-
tiert hierbei die Phasendifferenz zwischen Es und Ep der einfallenden Welle (o)) gegen-
iber der Phasendifferenz zwischen Es und Ep der reflektierten Welle (&;).
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A=5-35, (3.15)

Delta ist die Anderung der Phasendifferenz, verursacht durch Reflexion, und kann Werte
von 0-360 ° einnehmen.

Neben der Phasendifferenzanderung koénnen sich auch die Amplituden der senkrechten
und der parallelen Komponenten aufgrund von Reflexionen éndern. Diese Anderung wird

durch den Winkel Psi beschrieben und kann Werte von 0-90 ° einnehmen.

P

tan ¥ exp(iA) = % (3.16)

Uber die ellipsometrische Grundgleichung werden diese beiden GroBen miteinander ver-

kniipft: 53,65

tanV =— (3.17)

Aufbau eines Ellipsometers
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Null-Ellipsometer EP® der Firma Nanofilm (Géttin-
gen, Deutschland) verwendet, dessen schematischer Aufbau in Abbildung 3.11 darge-

stellt ist.

Laser CCD Kamera

Einfallswinkel

Kompensator

Polarisator % % @ Analysator
- N

Objektiv

Probe

Abbildung 3.11: Schematischer Aufbau eines Ellipsometers.
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Als Lichtquelle wurde ein Laser der Wellenldnge A = 636,7 nm verwendet. Der Einfalls-
winkel betrug 60 °. Trifft Licht auf den Polarisator, so wird es durch diesen linear polari-
siert. Durch den Kompensator (A/4-Plattchen) wird dieses in elliptisch polarisiertes Licht
umgewandelt und trifft auf die Probe. Der Polarisator und der Kompensator werden so
eingestellt, dass von der Probe linear polarisiertes Licht reflektiert wird. Dies trifft nun
auf den Analysator, dessen Winkel so eingestellt sind, dass die Intensitdt am Detektor
(CCD Kamera) minimal ist. Durch diesen Vorgang werden die Winkel A und ¥ ermittelt.
Alle in dieser Arbeit aufgefiihrten Messungen wurden in der EP*-Fliissigkeitszelle durch-

gefiihrt.

Durchfiihrung und Auswertung der Ellipsometriemessungen

Die festkorperunterstiitzten Lipiddoppelschichten wurden wie in Kapitel 3.2.4 beschrie-
ben pripariert. Wurde nach der Vesikelzugabe ein Sichtdickenanstieg von 5-7 nm ver-
zeichnet, der sich auch nach Spiilen mit Puffer nicht dnderte, konnte von der Ausbildung
einer vollstindigen Membran ausgegangen werden und die Proteinzugabe erfolgte. Die
Konzentration lag stets bei 0,5 uM. HIV-1 Nef wurde fiir ungefdhr eine Stunde in den
Pumpkreislauf eingespeist. Die Pumpgeschwindigkeit betrug 0,5 mL/min. Die Mes-
sungen mit HIV-1 Nef erfolgten stets in Gegenwart von 1 mM DTT. Wenn keine Ande-
rung der Winkel mehr zu beobachten war, wurde fiir 30 min mit Puffer
(20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4) gespiilt, um {iiberschiissiges Protein zu ent-
fernen. Die Schichtdicke der Membran wurde aus den Winkeln Delta und Psi iiber ein

Modell berechnet, welches in Abbildung 3.12 veranschaulicht ist.

Puffer n=1,3328

Membran d=5-7 nm n=1,4844
Si0O, d=0.1-5nm n=1,4571

Abbildung 3.12: Schematische Darstellung des Modells, welches zur Berechnung der Membran-

schichtdicke verwendet wurde, mit den zugehérigen Schichtdicken und Brechungsindices.
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Das Modell besteht aus folgenden Schichten: Silizium dient als Substrat, gefolgt von
einer diinnen Schicht Siliziumdioxid, auf der die Membran aufgebracht ist. Die Bre-
chungsindeces fiir dotiertes Silizium, Siliziumdioxid und Wasser wurden von der Daten-
bank des Auswerteprogramms LayTec (Berlin, Germany) ibernommen. Der Brechungs-
index von Puffer wurde dem des Wassers gleichgesetzt Als Brechungsindex fiir die

Lipiddoppelschicht wurde der von Jin et al. 1996 publizierte verwendet.”’

3.3.6 Fluoreszenzmikroskopie

Das unter Kapitel 3.3.2 beschriebe Phidnomen der Fluoreszenz wird unter anderem in
Fluoreszenzmikroskopen genutzt. Durch intrinsische Fluorophore oder gezielte Markie-
rung von Biomolekiilen mit Fluorophoren lassen sich hiermit biologische Prozesse visua-
lisieren. Abbildung 3.13 zeigt den schematischen Aufbau eines Auflichtfluoreszenzmik-

roskops.

Computer

/ CCD-Kamera

| Filter 2

dichroitischer //\\ o E """""" @

Spiegel

Filter 1 Hg-Lampe

= '.;'.'.4 e e T n

— Objektiv

1
[
1
[
'y
T
n
n
/~/
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Abbildung 3.13: Schematischer Aufbau eines Auflichtfluoreszenzmikroskops.

Membranprobe

Als Lichtquelle dient eine Quecksilberdampflampe, welche einen Wellenldngenbereich
von 270-700 nm abdeckt. Zur Anregung eines Fluorophors wird jedoch nur ein spezi-

fischer, kleiner Wellenldngenbereich bendtigt. Dieser wird iiber einen Bandpassfilter (Fil-
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ter 1) eingestellt und liber den dichroitischen Spiegel auf die Probe gelenkt. Das von der
Probe emittierte Licht passiert den dichroitschen Spiegel ohne Ablenkung, zusétzlich
passiert es noch einen zweiten Bandpassfilter (Filter 2), der storendes Streulicht absor-

biert, bevor es auf die CCD-Kamera trifft.

Durchfiihrung

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe eines Auflichtfluoreszenzmikroskops (AxioTech Va-
rio) der Firma Zeiss Lipiddoppelschichten visualisiert. Dazu wurden den Lipidmischun-
gen das fluoreszenzmarkierte Lipid TexasRed DHPE, dessen Strukturformel in Abbil-
dung 3.14 dargestellt ist, mit 0,1 mol% beigesetzt.

Abbildung 3.14: Strukturformel von TexasRed DHPE.

TexasRed DHPE (M = 1381,9 g/mol) ist ein Glycerophospholipid, dessen Kopfgruppe
mit einer Sulforhodamingruppe verkniipft ist. Das Anregungsmaximum liegt bei
A =538 nm und das Emissionsmaximum bei A = 601 nm.

Die festkOrperunterstiitzten Membranen wurden wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben pripa-
riert. Nachdem sie mit Puffer (20 mM TRIS/HCI, 100 mM NacCl, pH 7,4) gespiilt waren,
wurde mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops ihre Qualitdt tiberpriift. Zeigten die Memb-
ranen eine homogene Fluoreszenz, so wurde Protein zugegeben. Die Inkubation der
Membranen fand unter zwei verschiedenen Bedingungen statt: Zum einen wurde die Li-
piddoppelschicht {iber Nacht bei 4 °C mit HIV-1 Nef (1,0 uM) in Gegenwart von
I mM DTT inkubiert und anschlieBend mit Puffer (20 mM TRIS/HCI, 100 mM NacCl,
pH 7,4) gespiilt, zum anderen wurden Messungen in einer Durchflusszelle durchgefiihrt.

Hierbei wurden die Membranen fiir 2 h mit HIV-1 Nef (0,1 uM-1,0 uM) bei einer kon-
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stanten Pumpgeschwindigkeit von 0,25 mL/min bei Raumtemperatur in Gegenwart von
1 mM DTT inkubiert. AnschlieBend wurde mit Puffer (20 mM TRIS/HCI, 100 mM NacCl,
pH 7,4 gespiilt), um iiberschiissiges Protein zu entfernen. Danach wurden sie mittels
Fluoreszenzmikroskopie und AFM charakterisiert. Die nach der Inkubation mit
HIV-1 Nef erhaltenen Fluoreszenzbilder wurden zur Quantifizierung einer Pixelanalyse
unterzogen. Verwendet wurde dazu das Programm ImageJ (National Institutes of
Health, USA).

Um die Position von HIV-1 Nef auf den festkorperunterstiitzten Membranen fluores-
zenzmikroskopisch zu lokalisieren, wurde ein FITC-konjugierter Anti-Hise-tag-
Antikorper (siehe Kapitel 3.1.2) verwendet. Die Strukturformel von FITC ist in Abbil-
dung 3.15 dargestellt.

Ny
C

~s

Abbildung 3.15: Strukturformel von FITC.

Fluoresceinisothiocyanat wird an Proteine meist iiber primdre Aminfunktionen (Lysine,
N-Terminus des Proteins) gekoppelt. Es wird bei A =495 nm angeregt und hat sein Emis-
sionsmaximum bei A =519 nm. Der Antikérper (Verdiinnung 1:250) wurde fiir zwei
Stunden auf der Membran bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde mit Puffer
(20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4 gespiilt) und die Proben erneut mit dem Fluo-
reszenzmikroskop betrachtet.

Zur Beobachtung der TexasRed DHPE-Fluoreszenz wurde der Filtersatz 45 (BP 560/40,
FT 485, BP 630/75, Zeiss) und zur Visualisierung der FITC-Fluoreszenz wurde der Fil-
tersatz 44 (BP 475/40, FT 500, BP 530/50, Zeiss) verwendet. Als Objektiv wurde ein

40x Wasserimmersionsobjektiv (Achroplan 40x/0,8 W) verwendet.

34



3 Materialien und Methoden

3.3.7 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Bei der Auflosung atomarer Strukturen stofSen herkommliche Mikroskope schnell an ihre
Grenzen, da nach dem Gesetz von Abb¢ das Auflosungsvermdgen durch die Wellenldnge
des sichtbaren Lichts auf A/2 limitiert ist. So liegt zum Beispiel bei einer Wellenldnge
von A =400 nm die maximale Auflosung bei 200 nm. Der erste Meilenstein in der Abbil-
dung einzelner Atome wurde 1981 von Binnig und Rohrer mit der Entwicklung des Ras-
tertunnelmikroskops gemacht.®® 1986 erhielten sie dafiir den Nobelpreis fiir Physik. Al-
lerdings eignete sich diese Methode nicht zur Untersuchung von biologischen Proben, da
sich die Anwendung auf leitende Proben beschrankt. 1986 entwickelten Gerd Binnig und
Calvin Quate das Rasterkraftmikroskop (engl. atomic force microscope AFM).®” Mit dem
AFM ist die Abbildung von leitenden und nichtleitenden Proben mit atomarer Auflosung
sowohl an Luft als auch in Fliissigkeiten moglich.®® Seit der Entwicklung des AFMs hat
sich die Methode zu einer der wichtigsten in den Biowissenschaften entwickelt. 1993
wurde erstmals der sogenannte intermittent contact mode auch als Anwendung fiir Mes-
sungen in Fliissigkeiten kurz aufeinanderfolgend von Hansma et al. und Putman et al.

beschrieben.®” 7

Dies stellte einen weiteren Durchbruch fiir die Abbildung von biolo-
gischen Proben dar, da somit die Probe schonender als im contact mode abgerastert wer-
den konnte. Im Jahr darauf gab es die ersten Veroffentlichungen, in denen die Kraftkur-
ven zur Bestimmung von Kriften zwischen wechselwirkenden Biomolekiilen genutzt
wurden. Lee et al. quantifizierten die Kraft, welche notig ist, um DNA-Doppelhelices
aufzubrechen.”' Ende der 1990er Jahre wurden mittels Kraftspektroskopie erstmals Pro-
teine entfaltet.”” Bis heute hat sich die Technik mannigfaltig weiterentwickelt und findet
in vielen Bereichen der Biowissenschaften Anwendung. So ist es moglich die Abbildung
der Oberfliche mit der Kraftspektroskopie zu kombinieren, auch lebende Zellen und
deren Wechselwirkungen untereinander kénnen mittels AFM visualisiert werden.”

Durch die Entwicklung von sogenannten high-speed AFMs ist sogar die Visualisierung

. v q- 74
von biomolekularen Prozessen moglich.

Aufbau
Das Rasterkraftmikroskop gehort zur Familie der Rastersondenmikroskope. Das heif3t,
die Oberflache der Probe wird mit einer Sonde abgerastert. Der schematische Aufbau

eines AFMs ist in Abbildung 3.16 dargestellt.
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Abbildung 3.16: Schematischer Aufbau eines Rasterkraftmikroskops.

Herzstiick des AFMs ist ein Federbalken (engl. cantilever), an dessen Ende sich eine fei-
ne Spitze befindet. Diese Spitze rastert die Oberfliche ab. Hierbei wirken auf den canti-
lever mikroskopische Kréfte, welche beim Abtastvorgang zur Auslenkung desselbigen
fiihren konnen. Die Verbiegung des Federbalkens wird durch die Ablenkung eines auf die
Spitze gerichteten Laserstrahls mittels einer 4-Quadranten-Photodiode detektiert (Licht-
zeigerprinzip). Diese Information wird zusammen mit den Rasterdaten zur Abbildung

genutzt.

Kridfte in der Rasterkraftmikroskopie
Wihrend der Messung findet die Spitze-Probe-Wechselwirkung auf atomarer Ebene statt.
Zum einen wirken auf die Spitze abstoende (zum Beispiel Pauli-Repulsion), zum ande-
ren anziehende (zum Beispiel van der Waals-Wechselwirkungen) Kréfte. Das Wechsel-
wirkungspotential zweier miteinander wechselwirkender Atome oder Molekiile ldsst sich
durch das Lennard-Jones-Potential beschreiben:
A B

V(r)er_r_é (3.18)
A und B sind materialspezifische Konstanten,  reprasentiert den Spitze-Probe-Abstand.
Abbildung 3.17 zeigt den Verlauf des Lennard-Jones-Potentials und in welchem Kréfte-

bereich die einzelnen Betriebsmodi wirken.
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Abbildung 3.17: Lennard-Jones-Potential und die daraus abgeleitete Kraft als Funktion des Spitze-
Probe-Abstands. Auflerdem sind die Arbeitsbereiche des contact und intermittent contact modes ein-

gezeichnet.

Neben den van der Waals-Kriften und der Pauli-Repulsion wirken auch noch Kapillar-
und elektrostatische Kréfte auf die Spitze. Kapillarkréfte sind allerdings nur bei Messun-

gen an Luft vorhanden und die Reichweite elektrostatischer Wechselwirkungen ist an

Luft am gréften.

Messmodi

Contact mode

Im contact mode steht die Messspitze im stdndigen repulsiven Kontakt mit der Probe. Sie
wird entweder mit konstanter Kraft (constant force mode) oder konstanter
z-Piezoposition (constant height mode) iiber die Probe gerastert.

Im constant force mode wird die Verbiegung des cantilevers und damit die Kraft, welche
zwischen Spitze und Probe wirkt, konstant gehalten. Hohenunterschiede auf der Probe
werden durch die Bewegung des z-Piezos kompensiert. Allerdings kann die Auslenkung
des cantilevers durch die Tragheit der Regelkreise nicht immer konstant gehalten werden.
Dieses Fehlersignal wird im vertical deflection-Bild dargestellt.

Beim constant height mode wird die Auslenkung des Federbalkens nicht durch die

z-Piezobewegung ausgeglichen.
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Der Vorteil im contact mode ist das hohe Auflosungsvermodgen. Zudem ist er vergleich-
weise leicht zu realisieren und die Probe kann mit hoher Rastergeschwindigkeit abgetas-
tet werden, da der Regelkreis unempfindlich ist. Nachteilig ist allerdings, dass beim Ab-
tasten grofle Lateralkrdfte wirken (1-2 nN) und so Objekte zur Seite geschoben werden
konnen. Weiche Oberflichen konnen durch zu hohe Krifte eingedriickt oder zerstort

werden. Auch lassen sich adhdsive Proben nur schwer abbilden.

Lateral force microscopy (LFM)

Die lateral force microscopy ist eine Form des contact modes, bei der die Abtastrichtung
senkrecht zur Liangsachse des cantilevers ist. Dabei wird ausgenutzt, dass der cantilever
eine Torsion erfahrt, wenn laterale Krifte wirken. So konnen Materialunterschiede auf
der Probe sensitiv im LFM-Bild detektiert werden. Wie unterschieden werden kann, ob
die Torsion des cantilevers wirklich durch Materialunterschiede hervorgerufen wird oder

topographisch bedingt ist, veranschaulicht Abbildung 3.18.

A

Trace Retrace
------- oo P o < T R T
Probe [ | | Bl Probe R | | |
anderes Material anderes Material

LFM Bild LFM Bild

B
Trace Retrace
Probe Probe
LFM Bild LFM Bild

Abbildung 3.18 A: cantilever Torsion aufgrund von Materialunterschieden resultiert in einer Kon-
trastinversion des LFM-Bilds bei Trace und Retrace, wihrend B: eine topographisch bedingte latera-

le Verbiegung des cantilevers richtungsunabhéngig ist.

Im Falle eines Materialunterschieds (Abbildung 3.18 A) wird im LFM-Bild zwischen
Trace und Retrace eine Konstrastinversion beobachtet, das heif3t, die Torsion des cantile-
vers ist richtungsabhingig. Ist die laterale Verbiegung des cantilevers beispielsweise
durch Erhebungen auf der Probe bedingt (Abbildung 3.18 B), so ist sie richtungsunab-
hingig und es wird keine Kontrastumkehr im LFM-Bild beobachtet.
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Intermittent contact mode

Im Gegensatz zum contact mode ist der cantilever im intermittent contact mode nicht im
standigen repulsiven Kontakt mit der Probe, vielmehr beriihrt er die Oberflédche der Probe
periodisch schwingend. Dazu wird er iiber ein zusétzliches Piezoelement sinusformig bei
seiner Resonanzfrequenz angeregt. Um diese zu finden, wird vor der Messung ein soge-
nannter frequency-sweep durchgefiihrt. Hierbei werden alle Frequenzen durchlaufen und
sowohl die Amplitude als auch die Phasenverschiebung zwischen angeregter und tatséch-
licher cantilever-Schwingung ausgegeben. Die Resonanzfrequenz liegt idealerweise bei
maximaler Amplitude und einem Phasendurchgang von /2.

Im intermittent contact mode wird im Gegensatz zum contact mode nicht mit einer kon-
stanten Verbiegung gearbeitet, sondern mit konstanter Amplitude. Wenn der cantilever
noch weit von der Probe entfernt ist, kann er ungestort bei seiner Resonanzfrequenz
schwingen, da keine Oberfldchenkrifte auf ihn wirken. Wird er der Probe angenéhert,
kommt er in das Wechselwirkungspotential der Probe und kann nicht mehr frei schwin-
gen. Dies resultiert in einer Verschiebung der Resonanzfrequenz zu kleineren Werten.
Um das auszugleichen, wird als Anregungsfrequenz zum Abbilden der Probe eine Fre-
quenz gewdhlt, die etwa 5-8 % kleiner ist als die des frei schwingenden cantilevers. Bei
der Abbildung wird die Probe mit konstanter Schwingungsamplitude abgerastert. Analog
zum contact mode lasst sich auch hier ein Fehlersignal aufzeichnen, das Amplitudenbild.
Materialunterschiede lassen sich im Phasenbild detektieren.

Biologische Proben konnen in der Regel im intermittent contact mode besser bezie-
hungsweise zerstorungsfreier abgebildet werden, da die Messspitze nicht im stindigen

Kontakt mit der Probe ist.

Abbildungsfehler

Die Giite der Abbildung der Oberflache einer Probe wird unter anderem von der Spitzen-
geometrie des cantilevers bestimmt, da die abzubildenden Strukturen meist in der glei-
chen Grofenordnung liegen wie die Messspitze. Abbildung 3.19 zeigt die gingigsten
Fehlerquellen, die aus der Spitzengeometrie resultieren. Ist die Spitze kontaminiert (Ab-
bildung 3.19 A), zum Beispiel durch Proteine, so beeinflusst dies die Spitzengeometrie
und die Topographie wird nicht korrekt wiedergegeben. Ein weiteres Abbildungsproblem
entsteht durch sogenannte Doppelspitzen (Abbildung 3.19 B) am cantilever, hierdurch
wird die Struktur doppelt in der Abbildung dargestellt. Auch die Breite der Messspitze
hat einen Einfluss auf die Darstellung von Konturen (Abbildung 3.19 C/D). Die Abbil-
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dung setzt sich aus Spitzenform und eigentlicher Form des Objekts dar. Eine schmale

Messspitze gibt die Topographie besser wieder als eine breite.

A B C

)

Abbildung 3.19: Maégliche Abbildungsfehler durch A: eine kontaminierte Spitze, B: Doppelspitze.
C/D: verdeutlichen den Einfluss der Spitzenbreite. Mit einer schmalen Spitze (D) wird die Topogra-

phie besser wiedergegeben.

Neben den Abbildungsfehlern, die durch die Spitzengeometrie entstehen, gibt es auch
diverse Artefakte, die durch den Piezoscanner entstehen.”” Ein Problem ist die intrin-
sische Nichtlinearitdt der Piezos, das heilt, die angelegte Spannung ist nicht linear zur
Ausdehnung des Scanners. Die fiihrt zu einer fehlerhaften Positionsbestimmung der Spit-
ze gegeniiber der Probe. Zudem unterliegt die Ausdehnung der Piezos einer Hysterese,
was ebenfalls zur einer fehlerhaften Positionsbestimmung fiihrt. Der Effekt der Nichtli-
nearitdt und der Hysterese konnen durch Linearisierungen der Piezoscanner ausgeglichen
werden. So kann zum Beispiel mit einem Gitter mit definiertem Linienabstand die tat-
sdchliche Position des Scanners bestimmt werden. Eine weitere Fehlerquelle ist das so-
genannte Kriechen. Bei einer sprunghaften Spannungsinderung reagiert der Piezo verzo-
gert. Der sogenannte Bow-Effekt tritt vor allem bei R6hrenscannern auf, die Scannerbe-
wegung ist nicht linear, sondern beschreibt eine Kugelkappe (engl. bow). Dies kommt vor
allem bei groflen Scanfenstern zum Tragen, kann aber durch eine nachtrigliche Bildbear-

beitung ausgeglichen werden.

Durchfiihrung

In dieser Arbeit wurden die AFM-Aufnahmen mit einem Nanowizard I/II der Firma JPK
(Berlin, Deutschland) durchgefiihrt. Die Proben wurden wie in Kapitel 3.2.4 und 3.3.6
beschrieben préipariert. Fiir Messungen im contact mode wurde mit CSC 38 Silizium-
cantilevern (Mikromash, Tallinn, Estland) gearbeitet. Sie haben eine nominale Federkon-
stante von 0,03 N/m und eine Resonanzfrequenz bei 10 kHz. Im intermittent contact

mode wurden CSC 37 cantilever (Mikromash, Tallinn, Estland) mit einer Resonanzfre-
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quenz bei 21 kHz und einer nominalen Federkonstante von 0,3 N/m verwendet. Die

Scangeschwindigkeit lag zwischen 0,5-1 Hz. Die Bildauflosung betrug 512 x 512 Pixel.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung der Bindung von HIV-1 Nef an unilamellare
Vesikel mittels Vesikelcosedimentationsassays

In der Literatur wird postuliert, dass HIV-1 Nef mit der Plasmamembran assoziert sein
muss, um seine Funktionen in der Zelle ausiiben zu konnen. Dies wird unter anderem
durch den N-terminalen Lipidanker in Form einer Myristoylsdure gewihrleistet.”* "® Um
die Bindung von Nef an Membranen zu charakterisieren, wurde ein Vesikelcosedimenta-
tionsassay gewéhlt. Hierbei handelt es sich um eine etablierte Methode, um die Bindung
von Proteinen an Lipidvesikel zu untersuchen.”” Hat ein Protein nach einer bestimmten
Inkubationszeit stabil an die Lipidmembran gebunden, so wird es in der Aufarbeitung des
Assays durch Zentrifugation mit den Vesikeln sedimentiert und kann im Pellet nachge-
wiesen werden. Findet keine Bindung statt, oder ist diese nicht stabil, so wird das Protein
nach der Aufarbeitung des Assays in den Uberstéinden detektierbar sein.

Mit Hilfe des Vesikelcosedimentationsassays wurden mehrere Faktoren untersucht. Zu-
nichst sollte der Einfluss des Membranankers auf die Bindung von HIV-1 Nef an die
Membran untersucht werden. Hierzu wurden Messungen mit HIV-1 wt Nef und der
nichtmyristoylierten Mutante Nef G2A durchgefiihrt und miteinander verglichen. Die
Rolle des positiven Ladungsclusters im N-Terminus des Proteins wurde mit Hilfe der
Mutanten Nef KKAA und Nef R4A untersucht. Bei diesen Mutanten wurde die positive
Ladungsdichte durch Mutation verringert. Beim Wildtyp sind unter den ersten 26 Amino-
sduren des N-Terminus insgesamt 7 basische Aminosduren in Form von 3 Lysinen und 4
Argininen zu finden (siehe Kapitel 3.2.1). Bei der Mutante Nef KKAA wurden zwei Ly-
sine (Position 4, 7) gegen Alanin ausgetauscht. Damit wurde die Anzahl positiver Ladun-
gen von 7 auf 5 reduziert. Beim Nef R4A wurden alle 4 Arginine (Position
17,19, 21, 22) auf der ersten a-Helix durch die neutrale Aminosdure Alanin ersetzt. Mit
diesen Mutanten wurden die gleichen Experimente durchgefiihrt und die Ergebnisse mit
denen des Wildtyps verglichen.

Weiterhin wurde auch der Einfluss der Lipidzusammensetzung der Vesikel auf die Pro-
teinanbindung untersucht. Hierzu wurde der Vesikelcosedimentationsassay mit verschie-

denen Lipidmischungen durchgefiihrt.
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4.1.1 Untersuchung der Bindung von HIV-1 Nef an POPC-Vesikel

Zunichst wurden Messungen mit unilamellaren Vesikeln (LUVs) bestehend aus POPC
durchgefiihrt. Nach der Inkubation der Vesikel mit 1,9 uM wt Nef oder Nef G2A {iber
Nacht wurden diese zentrifugiert und die Uberstéinde (Uj, Uy) und das Pellet (P) per SDS-
PAGE analysiert. Der erste Uberstand wurde hierbei nach der Zentrifugation der Vesikel
erhalten, U, ergab sich nach dem Waschen des Pellets mit Puffer und erneuter Zentrifu-

gation. Abbildung 4.1 zeigt ein solches SDS-Gel.

kDa M wt wt o wt GgA G%A G2A
U, U, P U, U, P

205.,0 ;
97,0 s

66,0
55,0
45,0
36,0

29,0
24.0

I N

20,0

14,2

-
6,5

Abbildung 4.1: Analyse des Vesikelcosedimentationsassays von POPC-Vesikeln mit wt Nef und Nef
G2A per SDS-PAGE. Die Proteinbanden wurden mit Coomassie-Brilliantblau gefirbt.

In Bahn M des Gels ist ein Proteinmarker (Sigma Marker, Sigma-Aldrich, Saint-Luis,
USA) aufgetragen. In den Taschen 2-4 wurden die Proben der Uberstinde (U, U,) und
des Pellets (P) von wt Nef aufgetragen. Die Taschen 5-7 wurden mit den Proben von Nef
G2A beladen. In dem Gel sind die Proteinbanden von HIV-1 wt Nef und Nef G2A deut-
lich in den Bahnen 2 und 5 sichtbar, das heilit, sowohl HIV-1 wt Nef als auch Nef G2A
sind nur im Uberstand U; zu finden. Weder im Uberstand nach dem Waschen der Vesikel
(Uy), noch im Pellet l4sst sich eine Proteinbande detektieren. Daraus kann gefolgert wer-
den, dass HIV-1 nicht oder nicht stabil an unilamellare Vesikel bestehend aus POPC bin-
det. Die molare Masse des Proteins wurde bei der Analyse per SDS-PAGE leicht {iberbe-
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stimmt. Nef hat eine molare Masse von 26 kDa, wird aber in allen SDS-Gelen bei einer

Masse von ungefahr 30 kDa detektiert.

4.1.2 Untersuchung der Bindung von HIV-1 Nef an Vesikel bestehend aus
POPC:SM:Chol (2:1:1)

In der Literatur wird unter anderem diskutiert, dass eine Subpopulation von Nef in soge-
nannten detergent-resistant membrane Mikrodomidnen, welche auch als lipid rafts be-

zeichnet werden, lokalisiert ist.””80

Diese Mikrodoménen befinden sich auf der exoplas-
matischen Seite der Plasmamembran und sind mit Sphingomyelin und Cholesterin ange-
reichert. Sie befinden sich im Gegensatz zu den umgebenden Lipiden in der fliissig ge-
ordneten Phase. Um diese /ipid rafts nachzuahmen, wurde als Lipidzusammensetzung der
Vesikel folgende gewéhlt: POPC:SM:Chol (2:1:1). Der Vesikelcosedimentationsassay
wurde sowohl mit HIV-1 wt Nef als auch mit HIV-1 Nef G2A durchgefiihrt. Erneut wur-
de der Einfluss der Myristoylsdure auf die Bindefdhigkeit, durch Vergleich der Ergebnis-
se von wt Nef mit denen der N-terminal unmyristoylierten Mutante Nef G2A, charakteri-
siert.

Nachdem die Vesikel iiber Nacht mit entweder 1,9 uM wt Nef oder 1,9 uM Nef G2A
inkubiert wurden, wurden sie durch Zentrifugation aufgearbeitet und per SDS-PAGE

analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.2 gezeigt.
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Abbildung 4.2: Analyse des Vesikelcosedimentationsassays von Vesikeln bestehend aus
POPC:SM:Chol (2:1:1) mit wt Nef und Nef G2A per SDS-PAGE. Die Proteinbanden wurden mit

Coomassie-Brilliantblau gefirbt.

Auch hier wurde die erste Bahn des Gels mit dem Proteinmarker beladen. Die Bahnen
2-4 wurden mit den Proben aus den Uberstinden und dem Pellet von wt Nef beladen. In
den Bahnen 5-7 wurden die Uberstinde und das Pellet von Nef G2A aufgetragen. Die
Proteinbanden von wt Nef und Nef G2A lassen sich im jeweils ersten Uberstand nach-
weisen. Es konnte keine oder keine stabile Bindung von Nef an Vesikel bestehend aus
POPC:SM:Chol im molaren Verhiltnis von (2:1:1) beobachtet werden, da sich keine Pro-
teinbande im Pellet nachweisen lie. Die molare Masse von wt Nef und Nef G2A wurde
auch hier wieder leicht iberbestimmt, sie wurde bei circa 30 kDa detektiert. Im ersten
Uberstand von Nef G2A ist neben der Hauptproteinbande noch eine weitere Bande im
hohermolekularen Bereich bei einer Masse von 55-66 kDa sichtbar. Sie lédsst sich Nef-

Dimeren zuordnen, die durch Bildung von intramolekularen Disulfidbriicken entstanden

sind.
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4.1.3 Untersuchung der Anbindung von HIV-1 Nef an Vesikel bestehend aus
POPC:POPS (4:1)

Nachdem eine Bindung des Proteins weder an POPC-Vesikel noch an Vesikel bestehend
aus POPC:SM:Chol (2:1:1) beobachtet werden konnte und das HIV-1 Nef Protein in
Wirtszellen an cytoplasmatischen Hélfte der Plasmamembran lokalisiert ist, wurde ver-
sucht diese Membranhélfte in artifiziellen Systemen, wie es Lipidvesikel darstellen,
nachzuahmen. Es ist bekannt, dass auf der cytoplasmatischen Membranhélfte sehr viele
negativ geladene Lipide, hauptséchlich in Form von Phosphatidylserinen (PS), lokalisiert
sind. Daher wurde ein Vesikelcosedimentationsassay mit Vesikeln bestehend aus
POPC:POPS (4:1) durchgefiihrt. Mit diesem Assay konnte auch der Einfluss von negativ
geladenen Lipiden auf die Bindung von Nef an Membranen untersucht werden. Es wur-
den Experimente mit dem Wildtyp Nef und seinen drei Mutanten Nef G2A, Nef KKAA
und Nef R4A ausgefiihrt.

Um die Bindung von HIV-1 Nef an die Vesikel zu induzieren, wurden diese {iber Nacht
bei Raumtemperatur mit 1,9 uM Protein inkubiert und am nichsten Tag aufgearbeitet.

Die Uberstiinde und Pellets wurden per SDS-PAGE analysiert.
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Abbildung 4.3: Analyse des Vesikelcosedimentationsassays von Vesikeln bestehend aus POPC:POPS
(4:1) mit wt Nef und Nef G2A (A), beziehungsweise mit Nef KKAA und Nef R4A (B) per SDS-PAGE.

Die Proteinbanden wurden mit Coomassie-Brilliantblau gefirbt.

Abbildung 4.3 A zeigt das Resultat des Vesikelcosedimentationsassays mit wt Nef und
Nef G2A. In der ersten Tasche wurde ein Proteinmarker aufgetragen. In den Taschen 2-4
wurden die Proben von wt Nef und in den Bahnen 5-7 die Proben von Nef G2A aufgetra-
gen. In Abbildung 4.3 B ist das analysierte SDS-Gel fiir die Mutanten Nef KKAA und
Nef R4A dargestellt. Analog zu Abbildung 4.3 A wurde zuerst ein Proteinmarker aufge-
tragen, dann die Uberstinde und das Pellet von Nef KKAA und die Proben von Nef R4A.

Die Proteinbanden der einzelnen Nef Proteine wurde jeweils im ersten Uberstand detek-
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tiert, somit konnte auch fiir diese Lipidmischung keine stabile Bindung von HIV-1 Nef
an Lipidmembranen beobachtet werden. Auch wurde durch die Verminderung des positi-

ven Ladungsclusters keine Bindung an Lipidvesikel hervorrufen.

4.2 Untersuchung der Freisetzung von 5(6)-Carboxyfluorescein (CF)
aus unilamellaren Vesikeln induziert durch HIV-1 Nef

In den Vesikelcosedimentationsassays konnte keine beziehungsweise keine stabile Bin-
dung von HIV-1 Nef an Vesikel beobachtet werden. Zudem wurden Mitte der 1990er
Jahre von Azad und Mitarbeitern Ergebnisse veroffentlicht, die darauf schlielen lassen,
dass Nef sowie N-terminale Fragmente von Nef in der Lage sind, die Stabilitit von
Membranen zu stéren.’ Um diese Beobachtungen zu verifizieren, wurden Release-
Messungen durchgefiihrt. Im Unterschied zu den von Azad und Mitarbeitern durchge-
fiihrten Experimenten wurde in dieser Arbeit immer mit dem full length Protein gearbei-
tet. Zudem wurde darauf geachtet natiirliche vorkommende Lipide zu verwenden.

Die 5(6)-Carboxyfluorescein-Release-Methode ist eine in der Literatur bekannte und
etablierte Methode zur Untersuchung von Porenbildung oder Membranstdrungen in uni-

lamellaren Lipidvesikeln.46’ 82-84

Das Messprinzip beruht auf der Freisetzung von in den
Vesikeln eingeschlossenem Carboxyfluorescein. In diesen liegt das CF in selbstldschen-
der Konzentration vor, daher wird nur ein schwaches Fluoreszenzsignal beobachtet. Wird
nun zu einer Losung von mit CF gefiillten Vesikeln ein membranaktives Protein oder
Peptid gegeben, so kann der Farbstoff aus den Vesikeln austreten und unterschreitet die
selbstloschende Konzentration. Dies resultiert in einem Anstieg des Fluoreszenzsignals.
Um den maximalen Anstieg des Fluoreszenzsignals detektieren zu konnen, wurde am
Ende jeder Messung TritonX-100, welches die Vesikel vollstindig zerstort, zugesetzt.
Die Release-Messungen wurden in dieser Arbeit mit dem Wildtyp Nef und den drei
Mutanten Nef G2A, Nef KKAA und Nef R4A durchgefiihrt.

Um die Bedeutung der Lipidzusammensetzung zu analysieren, wurden Vesikel verschie-
dener Lipidmischungen verwendet. Neben POPC-Vesikeln wurde mit Vesikeln beste-
hend aus POPC:POPS (4:1) sowie POPC:POPG (4:1) gearbeitet. POPC ist ein zwitter-
ionisches Lipid, POPS und POPG hingegen sind einfach negativ geladene Lipide, welche

auf der cytoplasmatischen Seite der Plasmamembran vorkommen. Somit konnte unter-

sucht werden, ob negative Ladungen in der Membran die Wechselwirkung mit
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HIV-1 Nef beeinflusst. Bei allen Release-Messungen wurde mit einem konstanten
Protein:Lipid-Verhéltnis von 1:65 gearbeitet, da sich diese Konzentration an HIV-1 Nef
als ausreichend fiir die Wechselwirkung erwies. Bei kleineren Protein:Lipid-
Verhéltnissen konnte kaum eine Wechselwirkung des Proteins mit den Vesikeln beob-

achtet werden.

4.2.1 Freisetzung von 5(6)-Carboxyfluorescein aus unilamellaren POPC-

Vesikeln induziert durch HIV-1 Nef

Als erstes wurde die Wechselwirkung von HIV-1 Nef mit unilamellaren POPC-Vesikeln
untersucht. Zunichst wurde in eine Fluoreszenzkiivette 600 pL. Vesikellosung (1,3 uM)
vorgelegt. Die Fluoreszenz von CF wurde bei einer Wellenldnge von A = 520 nm tiiber die
Zeit aufgezeichnet. Waren die Vesikel stabil, so konnte kein Farbstoff austreten und es
wurde ein konstantes Fluoreszenzsignal beobachtet. Im diesem Fall wurde HIV-1 wt Nef
oder eine seiner Mutanten (Nef G2A, Nef KKAA, Nef R4A) zugegeben. Die Konzentra-
tion der Proteine betrug 0,02 uM, so dass mit einem konstanten Protein:Lipid-Verhiltnis
von 1:65 gearbeitet wurde. Die maximale Fluoreszenzintensitidt wurde durch Zugabe von
2 uL TritonX-100 (10 % (w/v)) erhalten. Die Messdaten wurden nach Gleichung 3.1
normiert. Abbildung 4.4 zeigt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der Release-

Messungen an unilamellaren POPC-Vesikeln.
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Abbildung 4.4: Freisetzung von CF aus unilamellaren POPC-Vesikeln (1,3 pM) iiber die Zeit nach
Zugabe von A: wt Nef, B: Nef G2A, C: Nef KKAA, D: Nef R4A. Die Konzentration aller Proteine
betrug 0,02 pM. Die Graphen wurden nach Gleichung 3.1 normiert. Die Proteinzugabe erfolgte bei
t=0. Das Protein:Lipid-Verhiltnis betrug 1:65. Puffer: 20 mM TRIS/HC]l, 100 mM NaCl,
1 mM DTT, pH 74.

Abbildung 4.4 A zeigt den charakteristischen Anstieg der Fluoreszenzintensitdt nach Zu-
gabe von 0,02 uM HIV-1 wt Nef. Diese resultierte in einer Freisetzung von 14,7 %
5(6)-Carboxyfluorescein. Um den Einfluss des Membranankers zu untersuchen, wurden
auch Messungen mit HIV-1 Nef G2A, das N-terminal unmyristoyliert ist, durchgefiihrt
(Abbildung 4.4 B). Nach der Zugabe von Nef G2A erhdhte sich die Intensitit des Fluo-
reszenzsignals um 22,7 %. Neben dem Einfluss des Myristoylankers wurde auch die Rol-
le des positiven Ladungsclusters auf die Freisetzung von CF aus Vesikeln bestehend aus
POPC untersucht. Hierzu wurden Messungen mit Nef KKAA, welches nur noch 5 statt 7
positive Ladungen im N-Terminus trdg,t und Nef R4A, welches nur noch 3 positive La-
dungen besitzt, durchgefiihrt. Durch die Zugabe von 0,02 uM Nef KKAA erhohte sich
das Fluoreszenzsignal lediglich um 2,8 % (Abbildung 4.4 C). Nach der Zugabe von Nef

R4A konnte keine Freisetzung von CF beobachtet werden, die Fluoreszenzintensitit blieb
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konstant (Abbildung 4.4 D). In Tabelle 4.1 sind die Ergebnisse der Release-Messungen

an POPC-Vesikeln zusammengefasst.

Tabelle 4.1: Relative prozentuale Fluoreszenzanstiege nach der Zugabe von HIV-1 Nef zu unilamel-

laren Vesikeln bestehend aus POPC. Das Protein:Lipid-Verhéltnis betrug 1:65. n: Anzahl der Mes-

sungen.
Protein Fa/ %
HIV-1 wt Nef 12 £ 4 (n=20)
HIV-1 Nef G2A 14 +£4 (n=20)
HIV-1 Nef KKAA 3+1,5(m=14)
HIV-1 Nef R4A 0 (n=20)

Fiir HIV-1 wt Nef ergab sich ein mittlerer Fluoreszenzintensititsanstieg von (12 £ 4) %,
wiahrend nach der Zugabe von HIV-1 Nef G2A (14 + 4) % Farbstoff freigesetzt wurden.
Die Zugabe von HIV-1 Nef KKAA resultierte im Vergleich zu wt Nef in einem geringe-
ren mittleren Anstieg des Fluoreszenzsignals von (3 + 1,5) %. Bei den Messungen mit
der Mutante HIV-1 Nef R4A wurde bei keinem Experiment eine Freisetzung von CF
beobachtet.

4.2.2 Freisetzung von 5(6)-Carboxyfluorescein aus unilamellaren Vesikeln

bestehend aus POPC:POPS (4:1) induziert durch HIV-1 Nef

Nachdem die Freisetzung von 5(6)-Carboxyfluorescein aus unilamellaren POPC-
Vesikeln induziert durch HIV-1 Nef untersucht worden war, wurde durch die Lipidmi-
schung POPC:POPS (4:1) versucht die natiirliche Membranumgebung von Nef besser
darzustellen. Zudem konnte mit dieser Lipidzusammensetzung auch mittels Release-
Messungen untersucht werden, inwieweit negativ geladene Lipide die Membrandestabili-
sierung und die damit verbundene Freisetzung von 5(6)-Carboxyfluorescein nach der
Zugabe von HIV-1 Nef beeinflussen. Zu diesem Zweck wurden Vesikel bestehend aus
POPC:POPS im Verhiltnis von (4:1) gefiillt mit 100 mM CF prépariert und 600 pL die-
ser Vesikellosung (1,3 uM) in einer Fluoreszenzkiivette vorgelegt. War die Stabilitdt der
Vesikel gewihrleistet, so konnte Protein zu der Losung gegeben werden und der Anstieg
des Fluoreszenzsignals bei A =520nm iiber die Zeit beobachtet werden. Das

Protein:Lipid-Verhiltnis betrug 1:65. Die maximale Fluoreszenzintensitdt wurde erneut
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durch Zugabe von 2 pL. TritonX-100 (10 % (w/v)) erreicht und der Originaldatensatz

nach Gleichung 3.1 normiert.
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Abbildung 4.5: Freisetzung von CF aus unilamellaren POPC:POPS (4:1) Vesikeln (1,3 pM) iiber die
Zeit nach Zugabe von A: wt Nef, B: Nef G2A, C: Nef KKAA, D: Nef R4A. Die Konzentration aller
Proteine betrug 0,02 pM. Die Graphen wurden nach Gleichung 3.1 normiert. Die Proteinzugabe
erfolgte bei 7=0. Das Protein:Lipid-Verhiltnis betrug 1:65. Puffer: 20 mM TRIS/HCI,
100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 74.

Abbildung 4.5 A zeigt den typischen Verlauf der Fluoreszenzintensitit nach Zugabe von
0,02 uM wt Nef zu unilamellaren Vesikeln bestehend aus POPC:POPS (4:1). In diesem
Beispiel wurden 19,2 % des Farbstoffs freigegeben. Um den Einfluss des Membranan-
kers zu untersuchen, wurden ebenfalls Release-Messungen mit Nef G2A durchgefiihrt. In
Abbildung 4.5 B ist eine beispielhafte Messung dargestellt. In diesem Fall stieg die Fluo-
reszenzintensitdt nur um 2,6 % an, nachdem das Protein der Vesikelldsung hinzugefiigt
wurde. Des Weiteren wurde auch die Bedeutung des positiven Ladungsclusters im
N-Terminus von HIV-1 Nef analysiert. Hierzu wurden Experimente mit den Mutanten

HIV-1 Nef KKAA und HIV-1 Nef R4A durchgefiihrt. In Abbildung 4.5 C und D sind
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jeweils beispielhafte Messungen dargestellt. In beiden Fillen konnte keine Interaktion der
Proteine mit den Vesikeln beobachtet werden, die zu einer Freisetzung der Farbstoffs
gefiihrt hitte.

Im Mittel ergab sich fir HIV-1 wt Nef ein relativer Fluoreszenzanstieg von
(20,0 £ 6,5) %. Fiir die nichtmyristoylierte Mutante Nef G2A konnte eine mittlere Frei-
setzung von 5(6)-Carboxyfluorescein aus den Vesikeln von nur (3,3 + 2,3) % beobachtet
werde. Bei der Mutante Nef KKAA wurde ein relativer Fluoreszenzanstieg von
(0,3 +£0,6) % beobachtet, bei Nef R4A wurde kein Anstieg des relativen Fluoreszenzsig-

nals detektiert. Tabelle 4.2 fasst diese Ergebnisse zusammen.

Tabelle 4.2: Relative prozentuale Fluoreszenzanstiege nach der Zugabe von HIV-1 Nef zu unilamel-
laren Vesikeln bestehend aus POPC:POPS 4:1. Das Protein:Lipid-Verhiltnis betrug 1:65.

n: Anzahl der Messungen.

Protein Fra ! %
HIV-1 wt Nef 20,0£6,5(m=9)
HIV-1 Nef G2A 33£23 (n=18)
HIV-1 Nef KKAA 0,3+£0,6 (n=17)
HIV-1 Nef R4A 0 (n=20)

4.2.3 Freisetzung von 5(6)-Carboxyfluorescein aus unilamellaren Vesikeln

bestehend aus POPC:POPG (4:1) induziert durch HIV-1 Nef

Ein weiterer Faktor, der in dieser Arbeit mit Hilfe der Freisetzung von CF aus unilamella-
ren Vesikeln, induziert durch HIV-1 Nef, untersucht wurde, war der Einfluss der Kopf-
gruppe des negativ geladenen Lipids. Hierzu wurde im Vergleich zu POPS das Lipid
POPG gewihlt. Wie POPS ist auch POPG ein einfach negativ geladenes Phosphoglyce-
rolipid, allerdings ist die Phosphorsdureeinheit der Kopfgruppe mit Glycerin und nicht
wie im Fall von POPS mit der Aminosédure Serin verkniipft. Als molares Verhéltnis von
POPC zu POPG wurde ebenfalls (4:1) gewéhlt.

In eine Fluoreszenzkiivette wurden 600 uL Vesikel (1,3 uM), welche mit
100 mM 5(6)-Carboxyfluorescein gefiillt waren, vorgelegt. Die Stabilitit der Vesikel
wurde durch das Aufzeichnen des Fluoreszenzsignals bei A = 520 nm {iber die Zeit fest-

gestellt. Wurde eine stabile Basislinie beobachtet, so konnten der Wildtyp Nef bezie-
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hungsweise Nef G2A, Nef KKAA oder Nef R4A (0,02 uM) zu der Losung hinzugegeben
werden. Das Pro-tein/Lipid-Verhéltnis betrug 1:65. Die Freisetzung von CF wurde iiber
die Zeit detektiert und die maximale Fluoreszenzintensitit konnte durch Zugabe von 2 pLb
TritonX-100 (10 % (w/v)) erreicht werden. Zum besseren Vergleich der Intensitdtsanstie-

ge wurden die Daten anschlieBend nach Gleichung 3.1 normiert.
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Abbildung 4.6: Freisetzung von CF aus unilamellaren POPC:POPG (4:1) Vesikeln (1,3 pM) iiber die
Zeit nach Zugabe von A: wt Nef, B: Nef G2A, C: Nef KKAA, D: Nef R4A. Die Konzentration aller
Proteine betrug 0,02 pM. Die Graphen wurden nach Gleichung 3.1 normiert. Die Proteinzugabe
erfolgte bei 7=0. Das Protein:Lipid-Verhiltnis betrug 1:65. Puffer: 20 mM TRIS/HCI,
100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7.4.

Ein beispielhafter Kurvenverlauf des Fluoreszenzsignals nach der Zugabe von wt Nef zu
unilamellaren Vesikeln bestehend aus POPC:POPG (4:1) ist in Abbildung 4.6 A darge-
stellt. Eine relative Freisetzung von 2,6 % Farbstoff wurde beobachtet. Abbildung 4.6 B
zeigt ein exemplarisches Experiment mit Nef G2A. In diesem Fall wurde ein Fluores-
zenzintensitatsanstieg von 3,0 % detektiert. Des Weiteren wurde auch der Einfluss des

positiven Ladungsclusters charakterisiert. Zu diesem Zweck wurde die Freisetzung von
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CF aus unilamellaren Vesikeln auch nach der Zugabe von Nef KKAA und Nef R4A
beobachtet. Beispielhafte Messungen nach der Zugabe von 0,02 uM Nef KKAA oder
Nef R4A sind in Abbildung 4.6 C und D gezeigt. In beiden Fillen konnte keine Freiset-

zung des Farbstoffs erfasst werden.

Tabelle 4.3: Relative prozentuale Fluoreszenzanstiege nach der Zugabe von HIV-1 Nef zu unilamel-
laren Vesikeln bestehend aus POPC:POPG (4:1). Das Protein:Lipid-Verhéltnis betrug 1:65. n: An-

zahl der Messungen.

Protein Fra/ %
HIV-1 wt Nef 2,8+2,0(n=11)
HIV-1 Nef G2A 2,618 (n=14)
HIV-1 Nef KKAA 0(n=12)
HIV-1 Nef R4A 0(n=20)

In Tabelle 4.3 ist ein Uberblick iiber alle Release-Messungen an Vesikeln bestehend aus
POPC:POPG (4:1) gegeben. Als mittlerer relativer Anstieg der Fluoreszenzintensitét er-
gab sich fiir wt Nef aus 11 Messungen ein Wert von (2,8 +2,0) %. Die Zugabe von
HIV-1 Nef G2A fiihrte im Mittel zu einer Freisetzung von (2,6 +1,8) %
5(6)-Carboxyfluorescein. Bei den beiden Mutanten Nef KKAA und Nef R4A konnte
keine Wechselwirkung mit den Vesikeln beobachtet werden, die zu einem Anstieg des

Fluoreszenzsignals fiihrte.

4.3 Untersuchung der Wechselwirkung von HIV-1 Nef mit planaren
Lipiddoppelschichten mittels Quarzmikrowaagemessungen

In den vorherigen Kapiteln wurden alle Experimente mit unilamellaren Lipidvesikeln
durchgefiihrt. In dem Vesikelcosedimentationsassay konnte keine Bindung beobachtet
werden und die Zugabe von HIV-1 Nef zu Lipidvesikeln gefiillt mit
5(6)-Carboxyfluorescein resultierte in einer Freisetzung des Farbstoffs. Diese Ergebnisse
schlieBen allerdings nicht aus, dass HIV-1 Nef schwach oder reversibel an Lipidmem-
branen bindet. Die bisher verwendeten Methoden konnen eine solche Wechselwirkungen
nicht detektieren. Im Gegensatz zu den bisher verwendeten Messmethoden erlaubt die

Quarzmikrowaagetechnik die Detektion solcher Interaktionen. Mit Hilfe dieser Mess-
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technik konnen kleinste Massenidnderungen auf dem Schwingquarz erfasst werden. Einen
weiteren Vorteil bietet die Technik, da sich im Gegensatz zu den durchgefiihrten Vesi-
kelcosedimentationsassays sowohl Adsorptions- als auch Desorptionsprozesse zeitaufge-
16st verfolgen lassen.

Mittels der QCM-Experimente sollte iiberpriift werden, ob HIV-1 Nef schwach oder re-
versibel an Lipidmembranen bindet. Des Weiteren wurde sowohl die Rolle des
N-terminalen Membranankers als auch der Einfluss der Lipidzusammensetzung auf die
Wechselwirkung mit Membranen untersucht. Hierzu wurden neben den Messungen mit
wt Nef auch Experimente mit Nef G2A durchgefiihrt. Als Membransysteme wurden fol-
gende Lipidmischungen gewdhlt: OT/POPC- und OT/(POPC:SM:Chol 2:1:1)-
Doppelschichten. Alle Messungen fanden ohne Zugabe von DTT statt.

4.3.1 Impedanzspektroskopische Charakterisierung der Membranen

Um die Wechselwirkung von HIV-1 Nef mit artifiziellen festkorperunterstiitzten Mem-
branen beobachten zu kdnnen, ist es notwendig, dass diese vollstindig und defektfrei
ausgebildet sind. Daher wurden sowohl die Monoschichten als auch die Doppelschichten
vor der QCM-Messungen mittels Impedanzspektroskopie charakterisiert. Die Praparation
der Doppelschichten erfolgte gemilB3 Kapitel 3.2.3. Zuerst wurde eine Oktanthiolmono-
schicht auf die Goldelektrode des Quarzes chemisorbiert. Im Anschluss wurden unilamel-
lare Lipidvesikel mit gewlinschter Zusammensetzung auf der hydrophoben Oberfldche
gespreitet. Die Impedanzspektren beider Schichten wurden in einem Bode-Diagramm
graphisch dargestellt. Hier werden zum einen der Betrag der Impedanz (m,m) und zum
anderen die Phasenverschiebung (e,e) gegen die Frequenz in einem Bereich von
0,1-10° Hz aufgetragen. In Abbildung 4.7 ist ein exemplarisches Bode-Diagramm so-
wohl einer OT-Monoschicht als auch einer OT/POPC-Doppelschicht dargestellt. Die
Parameter des in Abbildung 3.6 B dargestellten Ersatzschaltbildes wurden an die erhalte-

nen Messdaten angepasst.
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Abbildung 4.7: Impedanzspekturm einer OT-Monoschicht (m,e) und (OT/POPC)-Doppelschicht
(m,®). Der Betrag der Impedanz, sowie die Phasenverschiebung sind als Funktion der angelegten
Wechselspannung aufgetragen. Durch Anpassung der Parameter des Ersatzschaltbildes aus Abbil-
dung 3.6 B an die Daten wurde fiir die Kapazitiit der Monoschicht ein Wert von 2,06 nF/cm, fiir die
Kapazitit der Doppelschicht ein Wert von 0,90 pF/cm™ ermittelt. Puffer: 20 mM TRIS/HCI,
100 mM NaCl, pH 7,4.

Die erhaltenen Kapazititen fiir die OT-Monoschicht lagen typischerweise bei
(2,0 £0,3) puF/em?, die der OT/POPC-Doppelschicht oder der OT/(POPC:SM:Chol
2:1:1)-Doppelschicht bei (1,0 +0,3) pF/cm™. Lagen die ermittelten Kapazititen in die-
sem Fehlerbereich, konnte von einem Belegungsgrad von iiber 99 % ausgegangen wer-
den. Doppelschichten, die einen geringeren Belegungsgrad hatten, wurden nicht fiir

QCM-Messungen verwendet.

4.3.2 Wechselwirkung von HIV-1 Nef mit festkorperunterstiitzten
OT/POPC-Membranen

Die Wechselwirkung von HIV-1 Nef mit auf Gold immobilisierten Lipiddoppelschichten,
wurde zundchst mit Membransystemen bestehend aus Oktanthiol als untere und POPC
als obere Monoschicht untersucht. Zur Durchfiihrung der Experimente wurde der
Schwingquarz in der Messzelle an die QCM angeschlossen und zur resonanten Schwin-
gung angeregt. Die Anderung der Frequenz wurde dabei zeitlich aufgeldst aufgenommen.

War die Schwingung stabil, das heifit die Frequenz énderte sich kaum, so konnte Protein
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in den Pumpkreislauf injiziert werden. Die Pumpgeschwindigkeit betrug 0,46 mL/min.
Zum besseren Vergleich der Daten wurde die Anderung der Resonanzfrequenz
Af = f(t)— f(t = Anfang) graphisch dargestellt. f(¢) stellt hierbei die Resonanzfrequenz
zum Zeitpunkt ¢ dar und f(t=Anfang) die Frequenz zu Beginn der Messung. Des Weite-
ren wurde der Zeitpunkt der Proteinzugabe als ¢ = 0 gesetzt.

Nach der Zugabe von wt Nef zu den Membranen zeigten sich zwei mogliche reprisenta-

tive Verldufe der Resonanzfrequenz (Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8: Exemplarische QCM-Messungen an OT/POPC-Doppelschichten. Dargestellt ist der
zeitliche Verlauf der Resonanzfrequenzinderung bei der Zugabe von HIV-1 wt Nef. A: Sowohl nach
der ersten als auch nach der zweiten Zugabe von jeweils 0,15 pM HIV-1 wt Nef findert sich die Fre-
quenz nicht signifikant. B: Nach der Zugabe von 0,3pM HIV-1 wt Nef steigt die
Resonanzfrequenz um 9 Hz. Der Zeitpunkt der Proteinzugabe wurde als 7=0 gesetzt.

Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4.

Im ersten Beispiel (Abbildung 4.8 A) wurden bei =0 0,15 uM wt Nef in den Pump-
kreislauf gegeben. Die Frequenz war iiber circa 400 s nach der Zugabe annéhernd kon-
stant. Daher wurden nochmals 0,15 uM wt Nef zu der Membran hinzugefiigt. Die Ge-
samtproteinkonzentration betrug also 0,3 uM. Auch nach der zweiten Proteinzugabe in-
derte sich die Frequenz nicht signifikant. Ein anderer Fall ist in Abbildung 4.8 B darge-
stellt. Hier wurden direkt 0,3 uM wt Nef in den Kreislauf injiziert. Direkt nach der Zuga-
be ist ein Anstieg der Resonanzfrequenz zu beobachten. Insgesamt stieg die Frequenz um
9 Hz an. Nachdem diese sich nicht mehr dnderte, wurde mit Puffer gespiilt, um iiber-
schiissiges Protein zu entfernen. Durch den Spiilvorgang dnderte sich die Resonanzfre-

quenz nicht mehr.
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Um die Rolle des Myristoylankers zu untersuchen, wurden QCM-Messungen auch mit

der unmyristoylierten Mutante Nef G2A an OT/POPC-Doppelschichten durchgefiihrt.
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Abbildung 4.9: Zeitlicher Verlauf der Resonanzfrequenzinderung bei der Zugabe von HIV-1 Nef
G2A. Bei jeder Zugabe wurden 0,3 pnM Nef G2A in das System eingebracht, so dass die Gesamt-
proteinkonzentration 0,6 pM betrug. Der Zeitpunkt der Proteinzugabe wurde als #=0 gesetzt.

Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 74.

In Abbildung 4.9 ist der typische Verlauf der Resonanzfrequenzanderung nach der Zuga-
be von HIV-1 Nef G2A dargestellt. Nachdem die Frequenz des Schwingquarzes stabil
war, wurden 0,3 uM Nef G2A in dem Pumpkreislauf eingebracht. Durch die Zugabe
stieg die Frequenz um 22 Hz an. Nachdem die Frequenz wieder stabil war, wurden erneut
0,3 uM Protein zugegeben. Dadurch fiel die Resonanzfrequenz um circa 2 Hz. Abschlie-
end wurde mit Puffer (20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4) gespiilt, um iiber-
schiissiges Protein zu entfernen. Durch diesen Vorgang stieg die Frequenz erneut bis auf

einen Endwert von 27 Hz.

Mit Hilfe der Quarzmikrowaagetechnik sollte untersucht werden, ob HIV-1 Nef an artifi-
zielle Lipiddoppelschichten bindet. Eine Bindung des Proteins wiirde zu einer Massenzu-
nahme auf dem Quarz fiihren. Laut Gleichung 3.5 ist eine Erhéhung der Masse mit einer
Abnahme der Resonanzfrequenz des Quarzes verbunden. Allerdings resultierte, wie oben
beschrieben, sowohl die Zugabe von wt Nef als auch die von Nef G2A in einer Erh6hung
der Resonanzfrequenz. Der in den Quarzmikrowaagemessungen beobachtete Frequenz-

anstieg beschreibt also entgegen der Erwartungen einen Massenverlust des auf dem
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Schwingquarz aufgebrachten Membransystems. Dieser Massenverlust konnte darauf

hinweisen, dass HIV-1 Nef Lipide aus den Membranverbund herausldst.

4.3.3 Wechselwirkung von HIV-1 Nef mit festkorperunterstiitzten
OT/(POPC:SM:Chol 2:1:1)-Membranen

Wie schon in Kapitel 4.1.2 aufgefiihrt, wird in der Literatur diskutiert, dass ein Teil der in
der Zelle vorliegenden Nef-Population mit sogenannten lipid rafts assoziiert ist. "' lipid
rafts sind Mikrodoménen auf der exoplasmatischen Seite der Plasmamembran, welche
mit Sphingomyelin und Cholesterin angereichert sind. Erneut wurde als rafi-dhnliche
Lipidmischung POPC:SM:Chol (2:1:1) gewéhlt. Daher wurden auf Gold Membranen
bestehend aus OT/(POPC:SM:Chol 2:1:1) immobilisiert. Danach wurde die Messzelle an
die QCM angeschlossen und {iberpriift, ob der Quarz stabil bei einer Frequenz schwingt.
War dies gewdhrleistet, konnte HIV-1 wt Nef zugegeben werden. Wie schon bei den
Messungen an OT/POPC-Membranen zeigte sich auch hier kein einheitliches Verhalten
nach Proteinzugabe. Ein exemplarischer Verlauf der Resonanzfrequenz nach Hinzufiigen
von HIV-1 wt Nef ist in Abbildung 4.10 A gezeigt. Nach der Zugabe von 0,3 uM HIV-1
wt Nef war ein Anstieg der Resonanzfrequenz um 43 Hz zu beobachten. Danach wurden
dem System erneut 0,3 uM wt Nef injiziert. Die Gesamtkonzentration an Protein betrug
nun 0,6 uM. Trotz wiederholter Zugabe énderte sich die Resonanzfrequenz des Quarzes
nicht. Durch anschlieBendes Spiilen, bei dem tiberschiissiges Protein entfernt wurde, stieg

die Frequenz erneut um 8 Hz auf einen Endwert von 51 Hz.
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Abbildung 4.10: Zwei exemplarische QCM-Messungen an OT/(POPC:SM-Chol 2:1:1)-
Doppelschichten. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Resonanzfrequenzinderung bei Zugabe
von HIV-1 wt Nef. A/B: Die Pfeile markieren die Zugaben von jeweils 0,3 uM HIV-1 wt Nef. Der
Zeitpunkt der Proteinzugabe wurde als 7=0 gesetzt. Puffer: 20 mM TRIS/HCI], 100 mM NacCl,
pH 7.4

Eine weitere Messung unter den gleichen Bedingungen ist in Abbildung 4.10 B darge-
stellt. Nach der ersten Zugabe von 0,3 uM wt Nef stieg die Resonanzfrequenz ebenfalls.
Sie stabilisierte sich auf einen Wert von 23 Hz. Daraufhin wurden erneut 0,3 uM Protein
in den Pumpkreislauf hinzugefiigt. Die Resonanzfrequenz fiel darauthin {iber einen lan-

gen Zeitraum sehr stark ab. Nach 56000 s hatte sie einen Endwert von -107 Hz erreicht.

Wie schon in Kapitel 4.3.2 erwéhnt, war das Ziel der Quarzmikrowaagemessungen, die
Bindung von wt Nef an festkorperunterstiitzte Membranen zu untersuchen. Nach Glei-
chung 3.5 fiihrt Massenzunahme auf dem Quarz, welche einer Bindung des Proteins
dentspricht, zu einer Resonanzfrequenzerniedrigung. Auch bei den Untersuchungen mit
dieser Lipidmischung konnte direkt nach der Zugabe des Proteins kein Frequenzabfall
und damit keine Bindung von wt Nef an die Lipiddoppelschicht beobachtet werden. Wie
schon bei den Messungen mit OT/POPC-Membranen wurde nach der ersten Zugabe von
wt Nef ein Anstieg der Resonanzfrequenz detektiert. Dies ldsst erneut die Vermutung zu,
dass Nef Lipide aus der Membran entfernen konnte und Membranen destabilisiert. Aller-
dings scheint die in den QCM-Messungen verwendete OT/Lipid-Doppelschicht aufgrund

der unterschiedlichen Ergebnisse nicht das geeignete Membransystem zu sein.
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4.4 Charakterisierung der Schichtdickeninderungen von festkorper-
unterstiitzten POPC-Membranen induziert durch HIV-1 Nef mit-
tels Ellipsometrie

Das in den QCM-Messungen verwendete Membransystem stellte sich aufgrund der un-
terschiedlichen Verldufe der Resonanzfrequenz nach der Zugabe von HIV-1 Nef als un-
geeignet dar. Um eine eventuelle Bindung des Proteins oder eine Membrandestabilisie-
rung, verursacht durch HIV-1 Nef, wie es sowohl die Release- als auch die QCM-
Messungen indizieren, wurden die Wechselwirkung des Proteins mittels Ellipsometrie
erneut versucht zu quantifizieren. Mit Hilfe dieser Technik kénnen Schichtdickenénde-
rungen diinner Filme zeitaufgeldst verfolgt werden. Die Membran wird hierbei durch
Spreiten unilamellarer Lipidvesikel (0,2 mg/mL) auf Siliziumdioxid pripariert. Im Ge-
gensatz zu den OT/Lipid-Doppelschichten bestehen hier beide Membranhilften aus der-
selben Lipidmischung, zudem ist dieses Membransystem deutlich fluider, da die untere
Membranhilfte nicht chemisch mit dem Festkorper verbunden ist. Aus diesen Griinden
ist das bei ellipsometrischen Messungen verwendeten Membransystem natiirlichen
Membranen viel dhnlicher als das OT/Lipid-System. Durchgefiihrt wurden alle ellipso-
metrischen Messungen an Membranen bestehend aus POPC. Der Prozess der Membran-
bildung wurde durch die Anderung der ellipsometrischen Winkel A und ¥ verfolgt. Aus
diesen Winkeln wurde mit Hilfe des Programms Laytech iiber ein Modell (siche Abbil-
dung 3.12) die Schichtdicke der Lipiddoppelschicht ermittelt. In Abbildung 4.11 A sind
exemplarisch zeitliche Anderungen von A und W nach der Vesikelzugabe dargestellt. A
fallt durch den Membranspreitprozess um insgesamt 4 °, ¥ éndert sich nur um wenige
Zehntelgrad. Die daraus ermittelte Membrandicke ist in Abbildung 4.11 B dargestellt.
Fiir dieses Beispiel ergibt sich nach dem Spreiten und Spiilen der Membran mit Puffer

eine Schichtdicke von d = 7,1 nm.
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Abbildung 4.11: A: Zeitliche inderungen der ellipsometrischen Winkel Delta und Psi nach Zugabe
von POPC-Vesikeln (0,2 mg/mL) und anschlieBendem Spiilen mit Puffer. B: Aus Delta und Psi iiber
ein Modell berechnete Schichtdickeninderungen wihrend des Vesikelspreitprozesses. Puffer:

20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 74.

Im Mittel ergab sich eine Membranschichtdicke von d = (6.3 £ 0.8) nm (n = 12). Dieser
Wert spricht fiir die Ausbildung einer vollstindigen Lipiddoppelschicht. Wenn nach dem
Spreiten der Vesikel eine Schichtdicke fiir die Membran in diesem Bereich errechnet
wurde, konnte Protein in den Pumpkreislauf gegeben werden. Durchgefiihrt wurden die
Messungen sowohl mit wt Nef als auch mit der nichtmyristoylierten Mutante Nef G2A.
Die Proteinkonzentration betrug stets 0,5 uM. Das Protein wurde fiir circa eine Stunde
mit einer Geschwindigkeit von 0,5 mL/min durch die Zelle gepumpt. Danach wurde mit
Puffer gespiilt, um Protein zu entfernen, das nicht mit der Membran interagiert hatte. Der
Zeitpunkt der Proteinzugaben wurde stets als ¢ = 0 gesetzt.

In Abbildung 4.12 ist ein typischer Verlauf der Schichtdickendnderung der Membran
nach der Zugabe von 0,5 pM wt Nef gezeigt. Bevor HIV-1 wt Nef zu der Membran hin-
zugefiigt wurde, hatte diese eine Schichtdicke von 6,4 nm. Die Zugabe von wt Nef sowie
das anschlieBende Spiilen resultierten in einer Verringerung der Schichtdicke um 0,8 nm.

Dies entspricht einer prozentualen Abnahme von 9,0 %.
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Abbildung 4.12: Ellipsometriemessung an einer POPC-Membran nach Zugabe von 0,5 pM

HIV-1 wt Nef und anschlieendem Spiilen mit Puffer. Der Zeitpunkt der Proteinzugabe wurde als
t = 0 gesetzt. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 74.

Nachdem die Zugabe von HIV-1 wt Nef zu einer Verringerung der Schichtdicke fiihrte,

wurden die Messungen mit der unmyristoylierte Mutante Nef G2A durchgefiihrt, um zu

untersuchen welchen Einfluss der N-terminalen Membrananker auf die Wechselwirkung

mit Membranen bestehend aus POPC hat. Eine exemplarische Messung ist Abbildung

4.13 dargestellt.
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Abbildung 4.13: Ellipsometriemessung an einer POPC-Membran nach Zugabe von 0,5 uM

HIV-1 Nef G2A und anschlieendem Spiilen mit Puffer. Der Zeitpunkt der Proteinzugabe wurde als
t =0 gesetzt. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7.4.

65



4 Ergebnisse

Vor dem Hinzufiigen von 0,5 uM HIV-1 Nef G2A hatte die POPC-Membran eine
Schichtdicke von 7,2 nm. Wie schon bei wt Nef induzierte die Zugabe von Nef G2A eine
Reduzierung der Schichtdicke. In der hier gezeigten Messung verringerte sich die
Schichtdicke um 2,1 nm. AnschlieBend wurde die Probe mit Puffer gespiilt, um {iber-
schiissiges Protein aus der Zelle zu entfernen. Die Schichtdicke blieb dabei konstant. Ins-
gesamt induzierte die Zugabe von HIV-1 Nef G2A in diesem Beispiel eine Abnahme der
Schichtdicke von 29,1 %.

Tabelle 4.4 fasst die Ergebnisse der Ellipsometriemessungen zusammen. Die Zugabe von
HIV-1 wt Nef induzierte im Mittel eine Abnahme der Membrandicke um (9 + 4) %, die
Inkubation der POPC-Membran mit HIV-1 Nef G2A resultierte in einer mittleren Verrin-
gerung der Schichtdicke von (30 £ 7) %.

Tabelle 4.4: Prozentuale Abnahme der Membrandicke nach Zugabe von HIV-1 Nef. n: Anzahl der

Messungen.
Protein Abnahme der Membrandicke / %
HIV-1 wt Nef 9+4(n="17)
HIV-1 Nef G2A 307 (n=5)

In den Ellipsometriemessungen konnte keine Bindung von HIV-1 wt Nef oder HIV-1 Nef
G2A an Membranen, was in einer Zunahme der Schichtdicke resultiert wire, beobachtet
werden. Die Zugabe beider Proteine induzierte eine Verringerung der Schichtdicke. So-
mit deuten auch die Ellipsometriemessungen darauf hin, dass Nef in der Lage ist die
Struktur von Membranen zu storen und auch Lipide aus dem Membranverbund herauslo-

sen konnte.

4.5 Visualisierung der Interaktion von HIV-1 Nef mit artifiziellen fest-
korperunterstiitzten Membranen mittels Fluoreszenz- und Raster-
kraftmikroskopie

Die bisherigen Messungen an Vesikeln und planaren festkérperunterstiitzten Lipiddop-
pelschichten lassen die Vermutung zu, dass HIV-1 Nef Membranen destabilisieren konn-

te. Dies zeigte sich zum Beispiel bei den Release-Messungen in einer Freisetzung von
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5(6)-Carboxyfluorescein nach der Zugabe des Proteins. Der bei den QCM-Messungen
beobachtet Resonanzfrequenzanstieg nach dem Hinzufiigen des Proteins sowie die bei
den Ellipsometriemessungen durch HIV-1 Nef induzierte Verringerung der Schichtdicke
stiitzen diese Hypothese. Um diese Annahme zu iiberpriifen und visualisieren zu kénnen,
wurden Experimente am Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt. Hierzu wurden Mem-
branen auf Siliziumdioxid gespreitet. Die Lipidfilme wurden zur Visualisierung der
Membranen mit 0,1 mol% des Fluorophors TexasRed DHPE dotiert. Um eine hohere
Auflésung zu erzielen und die Topographie zu erfassen, wurden die Proben zudem mit
dem Rasterkraftmikroskop charakterisiert. Mit Hilfe dieser beiden Methoden wurde zum
einen der Einfluss des Membranankers des Proteins untersucht. Hierfiir wurden Experi-
mente mit dem Wildtyp Nef und seiner nichtmyristoylierten Mutante Nef G2A durchge-
filhrt und die Ergebnisse miteinander verglichen. Zum anderen wurde auch die Bedeu-
tung des positiven Ladungsclusters im N-Terminus von Nef mit Hilfe der Mutanten Nef
KKAA und Nef R4A untersucht. Weiterhin wurde der Einfluss der Lipidzusammen-
setzung auf die Wechselwirkung von HIV-1 Nef mit artifiziellen Membranen charakteri-
siert. Neben Lipiddoppelschichten bestehend aus POPC wurden auch Membranen beste-
hend aus POPC:POPS im molaren Verhéltnis von (4:1) pripariert. Mit dieser Lipid-
mischung wurde, wie in Kapitel 4.1.3 erldutert, die innere Hélfte der Plasmamembran
und damit die natiirliche Membranumgebung von HIV-1 Nef nachgeahmt. Zudem konnte
untersucht werden, inwieweit negativ geladene Lipide die Wechselwirkung mit

HIV-1 Nef beeinflussen.

4.5.1 Visualisierung der Interaktion von HIV-1 Nef mit artifiziellen festkor-

perunterstiitzten POPC-Membranen

Zunichst wurden Experimente mit reinen POPC-Membranen durchgefiihrt. Dabei kamen
zwei verschiedene Inkubationsbedingungen zum Einsatz. Zum einen wurden Lipiddop-
pelschichten mit HIV-1 Nef unter statischen Bedingungen iiber Nacht inkubiert, zum
anderen wurde eine Fluoreszenz- und Rasterkraftmikroskopie-kompatible Durchfluss-
zelle konzipiert. Hiermit konnten die erhaltenen Ergebnisse besser mit den Ergebnissen
aus Ellipsometrie- und Quarzmikrowaagemessungen, die auch unter Durchfluss durchge-
fiihrt wurden, verglichen werden. Zunédchst sollen die Resultate fiir die statischen Inkuba-

tionsbedingungen vorgestellt werden.
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4.5.1.1 Visualisierung der Interaktion von HIV-1 Nef mit artifiziellen festkorper-

unterstiitzten Membranen unter statischen Inkubationsbedingungen

Um die Wechselwirkung von HIV-1 Nef mit artifiziellen Membranen bestehend aus
POPC beobachten zu kdnnen, wurden diese wie unter Kapitel 3.2.4 beschrieben auf Sili-
ziumdioxid prépariert. Zur Visualisierung der Lipiddoppelschichten mit dem Fluores-
zenzmikroskop wurden sie mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotiert. Abbildung 4.14 A
zeigt eine solche POPC-Membran nach dem Spreiten und anschlieBendem Spiilen mit
Puffer. Die homogene Fluoreszenz zeigt die Ausbildung einer vollstindigen, defektfreien
Lipiddoppelschicht an. Die helleren Punkte auf der Oberfliche kdnnen Vesikeln zuge-
ordnet werden, welche an die Membran adsorbiert sind. Mit Hilfe des Rasterkraftmikro-
skops wurde die Topographie der Membranoberfliche erfasst. In Abbildung 4.14 C ist
die topographische Aufnahme einer auf Siliziumdioxid gespreiteten POPC-Membran
gezeigt. Die Lipiddoppelschicht wurde im intermittent contact mode abgebildet. Wie
schon in den Fluoreszenzaufnahmen wurden auch hier keine Defekte beobachtet. Zu de-
fektfreien Membranen konnte HIV-1 Nef zugegeben und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert
werden. Am nédchsten Tag wurden die Proben fiir 30 min bei Raumtemperatur aufge-
wiarmt und dann mit Puffer gespiilt, um iiberschiissiges Protein zu entfernen. Um auszu-
schlieBen, dass die beobachteten Verdnderungen auf Membranalterung zuriickzufiihren
sind, wurde eine POPC-Membran unter den gleichen Bedingungen ohne die Zugabe von
Protein inkubiert und am néchsten Tag fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Abbil-
dung 4.14 B). Es konnte keine Verdnderung der Membranfluoreszenz im Vergleich zu
Abbildung 4.14 A beobachtet werden. Diese Membran wurde ebenfalls mit dem Raster-
kraftmikroskop untersucht (Abbildung 4.14 D). Auch hier lieB sich im Vergleich zu Ab-
bildung 4.14 C keine Verdanderung detektieren. Das heif3t, die Lipiddoppelschichten sind
iber Nacht stabil und eventuell auftretende Verdnderungen der Membranfluoreszenz be-
ziehungsweise der Oberflichentopographie sind auf die Wechselwirkung mit HIV-1 Nef

zuriickzufiihren.
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Abbildung 4.14 : Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotier-
ten POPC-Membran A: direkt nach dem Spreiten und B: Kontrollexperiment, bei dem die Membran
ohne Protein iiber Nacht bei 4 °C inkubiert wurde. Mafistabsbalken: 20 pm. C: Topographische
AFM-Aufnahmen einer POPC-Membran vor Proteinzugabe und D: Kontrollexperiment, bei dem die
Membran ohne Protein iiber Nacht bei 4 °C inkubiert wurde. Die Aufnahmen wurden im intermittent
contact mode aufgenommen. cantilever: CSC 37, Federkonstante: 0,3 N/m. Malistabsbalken: 2 pm.
Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4.

HIV-1 wt Nef

Zunichst wurden Experimente mit dem Wildtyp Nef durchgefiihrt. Hierfiir wurden voll-
standig ausgebildete Lipiddoppelschichten mit 1,0 uM wt Nef iiber Nacht bei 4 °C inku-
biert. Am nichsten Tag wurden sie mit Puffer gespiilt, um iiberschiissiges Protein zu ent-
fernen. AnschlieBend wurden die Proben mit dem Fluoreszenzmikroskop visualisiert. In

Abbildung 4.15 ist das Ergebnis eines solchen Experiments gezeigt.
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Abbildung 4.15: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotier-
ten POPC-Membran nach der Inkubation mit 1,0 pyM wt Nef iiber Nacht bei 4 °C. Puffer:
20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,4. Mafistabsbalken: 20 pm.

Nach der Inkubation mit HIV-1 wt Nef wurde eine deutliche Verédnderung der Membran-
fluoreszenz beobachtet. Statt einer homogenen Fluoreszenz waren viele nichtfluoreszie-
rende Bereiche zu sehen. Die helleren Punkte auf der Membranoberfldache sind erneut
Vesikel, welche an der Oberfliche haften und sich auch durch Spiilen mit Puffer nicht
entfernen lieBen.

Um herauszufinden, ob HIV-1 wt Nef in den nichtfluoreszierenden Bereichen lokalisiert
ist, wurde die Probe fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur mit einem FITC-konjugierten
Anti-Hise-tag-Antikorper (Verdiinnung 1:250) inkubiert. Dieser sollte spezifisch an den
C-terminalen His¢-tag von Nef binden und so Aufschluss iiber die Position des Proteins
auf der Membran geben. Nach der Inkubationszeit wurde die Probe mit Puffer gespiilt,
um nicht gebundenen Antikérper zu entfernen.

Abbildung 4.16 A zeigt erneut die TexasRed DHPE-Fluoreszenz der Membran. Diese ist
durch die Inkubation der Probe mit dem Antikérper nicht verdndert. Die nichtfluoreszie-
renden Bereiche in der Membran sind deutlich sichtbar. Auch hier befinden sich auf der

Probe noch Lipidvesikel, welche als hellere Punkte auf der Oberfldche zusehen sind.
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Abbildung 4.16: A: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE
dotierten POPC-Membran nach der Inkubation mit 1,0 pM wt Nef iiber Nacht bei 4 °C und zwei-
stiindiger Inkubation mit dem FITC-konjugierten Anti-His¢-tag-Antikorper (1:250) bei Raumtempe-
ratur. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der FITC-Fluoreszenz des Antikdrpers von dersel-
ben Stelle. Die Vergroflerungen zeigen Ausschnitte der jeweiligen Aufnahmen. Puffer:
20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,4. MaBistabsbalken: 20 pm.

In Abbildung 4.16 B ist die Fluoreszenz des Antikorpers gezeigt. Es konnte eine nahezu
perfekte Uberlagerung der nichtfluoreszierenden Membranbereiche im TexasRed DHPE-
Fluoreszenzbild mit der Fluoreszenz des Antikdrpers beobachtet werden. Dies indiziert,
dass wt Nef in den lipidfreien Bereichen lokalisiert ist. Durch ein Kontrollexperiment
wurde zuvor ausgeschlossen, dass der Antikorper mit der Membran wechselwirkt und
somit die Ergebnisse verfalscht. Die POPC-Membran wurde ebenfalls fiir zwei Stunden
mit dem Antikdrper inkubiert und danach mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die
Membranfluoreszenz war weiterhin homogen (Abbildung 4.17 A). Eine Fluoreszenz des

Antikdrpers konnte nicht beobachtet werden (Abbildung 4.17 B).
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Abbildung 4.17: A: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit 0,1 mol/% TexasRed DHPE

dotierten POPC-Membran nach zweistiindiger Inkubation mit einem FITC-konjugierten
Anti-Hiss-tag-Antikorper (1:250). B: dieselbe Stelle der Membran durch den Filtersatz aufgenom-
men, in dem die Fluoreszenz des Antikorpers zu sehen ist. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl,
pH 7,4. Maf}stabsbalken: 20 pm.

Um die nach der Inkubation mit HIV-1 wt Nef erhaltenen Membranfluoreszenzbilder
quantifizieren zu konnen, wurde eine Pixelanalyse mit dem Programm ImageJ (National
Institutes of Health, USA) durchgefiihrt. Hierbei wurde der prozentuale Anteil an nicht-
fluoreszierenden Bereichen auf den Membranen nach der Inkubation mit
1,0 uM wt Nef bestimmt. Es ergibt sich fiir HIV-1 wt Nef ein mittlerer Wert von
(4,5+£1,5) % (n=22).

Die Oberfliche der POPC-Membranen wurde, nachdem sie mit dem Fluoreszenzmikro-
skop untersucht worden war, mit dem AFM abgebildet. Das Rasterkraftmikroskop er-
laubt eine hohere Auflosung als das Fluoreszenzmikroskop. Somit konnte mit dieser Me-
thode die Struktur der nichtfluoreszierenden Membranbereiche mit hoher lateraler Auflo-
sung visualisiert werden. Abbildung 4.18 zeigt zwei reprisentative topographische Auf-
nahmen einer POPC-Membran nach der Inkubation mit 1,0 uM wt Nef liber Nacht bei
4 °C.
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Abbildung 4.18: Topographische AFM-Aufnahmen einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotierten
POPC-Membran nach der Inkubation mit 1,0 pM wt Nef iiber Nacht bei 4 °C. A: Malistabs-
balken : 5 pm, B: Mafstabsbalken: 1 pm. Die Aufnahmen wurden im contact mode aufgenommen.
cantilever: CSC 38, Federkonstante: 0,03 N/m. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT,
pH 7,4.

Die Bilder wurden im contact mode aufgenommen. In der topographischen Abbildung
konnten nach der Inkubation mit Protein neben der planaren Membranoberfldche eine
hellere und damit h6here Struktur visualisiert werden (Abbildung 4 18 A). Diese Struktu-
ren sind den nichtfluoreszierenden Bereichen, welche in den Fluoreszenzaufnahmen
sichtbar waren, in Grof3e, Form und Verteilung sehr dhnlich. Beim Abrastern von kleine-
ren Bildausschnitten konnte die laterale Struktur noch detaillierter visualisiert werden
(Abbildung 4.18 B). Die hohere Struktur indiziert, wie schon die Verteilung des FITC-
konjugierten Anti-Hise-tag-Antikorpers, dass HIV-1 wt Nef in diesen Bereichen zu fin-
den ist. Insgesamt war es sehr schwierig die Strukturen abzubilden. Driickte die Mess-
spitze des cantilevers wihrend des Abtastvorgangs mit einer zu hohen Kraft auf die Pro-
benoberfliche, so wurden diese Strukturen durch die Spitze heruntergedriickt oder das
Protein wurde zum Teil durch den cantilever aus der Membran herausgerissen. In diesen
Féllen wurde eine Vertiefung an diesen Stellen abgebildet. Daher konnte auch die Hohe
der Proteincluster nicht bestimmt werden. Auch der fiir biologische Proben schonendere
intermittent contact mode war zur Abbildung der Proben nicht geeignet. Hier zeigte sich

in den meisten Féllen eine Hoheninversion zwischen dem 7Trace und Retrace.

73



4 Ergebnisse

HIV-1 Nef G24

Nachdem die Inkubation von wt Nef mit fluoreszenzmarkierten POPC-Membranen ge-
zeigt hatte, dass das Protein die Bildung von nichtfluoreszierenden Bereichen in Lipidop-
pelschichten induziert, wurde mit Hilfe der Mutante HIV-1 Nef G2A untersucht, welchen
Einfluss das Fehlen des N-terminalen Lipidankers auf die Wechselwirkung mit POPC-
Membranen hat.

Defektfreie Membranen wurden unter den gleichen Bedingungen wie bei wt Nef mit Nef
G2A inkubiert. Auch hier zeigte sich nach der Inkubation mit Nef G2A eine deutliche
Verianderung der Membranfluoreszenz. Eine Vielzahl von nichtfluoreszierenden Berei-
chen konnte detektiert werden. Um das Protein auf der Probenoberfldche lokalisieren zu
konnen, wurde die Membran fiir zwei Stunden mit einem FITC-konjugierten Anti-Hise-
tag-Antikorper (1:250) inkubiert. AnschlieBend wurde mit Puffer gespiilt, um nichtge-
bundenen Antkdrper zu entfernen. In Abbildung 4.19 A ist die Fluoreszenz einer solchen

mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotierten POPC-Membran gezeigt. Durch die Zugabe des

Antikorpers zeigte sich die Membranfluoreszenz unverindert.

Abbildung 4.19: A: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE
dotierten POPC-Membran nach der Inkubation mit 1,0 pM Nef G2A iiber Nacht bei 4 °C und zwei-
stiindiger Inkubation mit dem FITC-konjugierten Anti-Hiss-tag-Antikorper (1:250) bei Raumtempe-
ratur. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der FITC-Fluoreszenz des Antikdrpers von dersel-
ben Stelle. Die VergroBlerungen zeigen Ausschnitte der jeweiligen Aufnahmen. Puffer:
20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,4. Maf3stabsbalken: 20 pm.

In Abbildung 4.19 B ist die Fluoreszenz des Antikdrpers derselben Stelle dargestellt. Es
konnte ebenfalls eine nahezu perfekte Uberlagerung der FITC-Fluoreszenz des Antikor-

pers mit den nichtfluoreszierenden Bereichen der Membranfluoreszenz beobachtet wer-

74



4 Ergebnisse

den. Zur Quantifizierung der nach der Inkubation mit Nef G2A erhaltenen Membranfluo-
reszenzbilder wurde der prozentuale Flichenanteil der nichtfluoreszierenden Bereiche
mittels Pixelanalyse bestimmt. Im Mittel ergibt sich fiir Nef G2A ein prozentualer Anteil

von (4,4 £ 2,6) % (n = 19) nichtfluoreszierender Bereiche.

Um die nichtfluoreszierenden Bereiche in den Lipiddoppelschichten mit einer hoheren
lateralen Auflosung zu visualisieren, wurden die Proben mittels Rasterkraftmikroskopie
untersucht. In Abbildung 4.20 ist eine mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotierte Membran
bestehend aus POPC nach der Inkubation mit 1,0 uM Nef G2A {iiber Nacht bei 4 °C ge-

zeigt. Die Bilder wurden im contact mode aufgenommen.

10 nm

0 nm

Abbildung 4.20: Topographische AFM-Aufnahmen einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotierten
POPC-Membran nach der Inkubation mit 1,0 pM Nef G2A iiber Nacht bei 4 °C. A: Maflstabsbal-
ken : 5 pm, B: Mafistabsbalken: 1 pm. Die Aufnahmen wurden im contact mode aufgenommen. canti-

lever: CSC 38, Federkonstante: 0,03 N/m. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM, 1 mM DTT, pH 7.4.

Die Oberfliche der Membran war nach der Inkubation mit dem Protein stark verdndert.
Eine Vielzahl von runden helleren und damit hoheren Bereichen wurde beobachtet (Ab-
bildung 4.20 A). Eine VergroBerung dieser Strukturen ist in Abbildung 4.20 B darge-
stellt. Form, GroBe, Anzahl und Anordnung dieser Erh6hungen stimmt gut mit den nicht-
fluoreszierenden Membranbereichen, welche mittels Fluoreszenzmikroskopie beobachtet
wurden, iiberein. Die Erhebung dieser Bereiche bestétigt, wie schon der FITC-

konjugierte Antikorper, dass HIV-1 Nef G2A in diesen Strukturen lokalisiert ist.
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Die Abbildung dieser Proben gestaltete sich schwierig, da das sehr weiche Protein-
material bei einer zu hohen Abtastkraft der Messspitze heruntergedriickt wurde und dann
Tiefen abgebildet wurden. Zudem kontaminierte das Protein leicht die Messspitze und
verfilschte so die Abbildung. Aufgrund dieser Probleme konnte die Hohe der Protein-
cluster nicht bestimmt werden. Insgesamt war die Abbildung von Proben, die mit Nef
G2A inkubiert wurden, schwieriger als die Abbildung von Proben, welche mit wt Nef

inkubiert wurden.

4.5.1.2 Visualisierung der Interaktion von HIV-1 Nef mit artifiziellen festkorper-

unterstiitzten Membranen unter dynamischen Inkubationsbedingungen

Um die mit dem Fluoreszenz- und Rasterkraftmikroskop durchgefiihrten Experimente
besser mit den Ellipsometrie- und QCM-Messungen vergleichen zu kénnen, wurden die-
se erneut mit POPC-Membranen unter Durchflussbedingungen wiederholt. Als weitere
Vorteile ergeben sich aus den dynamischen Inkubationsbedingungen deutlich kiirzere
Inkubationszeiten und niedrigere einzusetzende Proteinkonzentrationen.

Zur Durchfiihrung der Experimente wurden Membranen bestehend aus POPC dotiert mit
0,1 mol% TexasRed DHPE wie unter Kapitel 3.2.4 beschrieben auf Siliziumdioxid
gespreitet. AnschlieBend wurden die Proben mit Puffer gespiilt, um {iberschiissige Vesi-
kel zu entfernen.

Die TexasRed DHPE-Fluoreszenz einer solchen Membran ist in Abbildung 4.21 A dar-
gestellt. Die homogene Fluoreszenz ldsst auf die vollstindige Ausbildung der Lipiddop-
pelschicht schliefen. Die helleren Punkte auf der Oberfliche konnen an die Membran
adsorbierten Vesikeln zugeordnet werden. Die Probe wurde ebenfalls mit dem AFM ab-
gebildet. Eine planare Membran ohne Fehlstellen konnte visualisiert werden (vergleiche
Abbildung 4.14 C). Wenn eine solche defektfreie Lipiddoppelschicht gegeben war,
konnte sie mit HIV-1 Nef im Durchfluss mit einer Pumpgeschwindigkeit von
0,25 mL/min inkubiert werden. Die Inkubationszeit betrug stets zwei Stunden. Auch hier
wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt, um auszuschlieen, dass die beobachteten
Verdnderungen der Membran auf die Durchflussbedingungen zuriickzufiihren sind. Hier-
zu wurde eine POPC-Membran ohne Protein unter den gleichen Bedingungen fiir zwei
Stunden dem Durchfluss ausgesetzt und anschlieBend mit dem Fluoreszenzmikroskop
untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.21 B dargestellt. In der reprasentativen Auf-

nahme ist keine Verdnderung der Membranfluoreszenz zu beobachten. Auch beim an-
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schlieBenden Abrastern der Membranoberflaiche mittels AFM konnten keine Defekte
abgebildet werden. Daraus kann gefolgert werden, dass die Lipiddoppelschicht unter den
gegebenen Bedingungen stabil ist und Verdnderungen nach der Inkubation mit HIV-1

Nef auf die Wechselwirkung des Proteins mit der Membran zuriickzufiihren sind.

Abbildung 4.21: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE do-

tierten POPC-Membran. A: Direkt nach dem Spreiten und B: Kontrollexperiment, bei dem die
Membran ohne Protein fiir 2 h in der Durchflusszelle mit Puffer inkubiert wurde. Die Pumpge-
schwindigkeit betrug 0,25 mL/min. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4. Maf3stabsbal-
ken: 20 pm.

HIV-1 wt Nef

Um den Einfluss der Proteinkonzentration auf die Interaktion von wt Nef mit POPC-
Membranen zu untersuchen und die bestmoglich Konzentration fiir die Messungen zu
finden, wurden unterschiedliche Konzentrationen von wt Nef bei Raumtemperatur durch
die Messzelle fiir zwei Stunden mit einer Geschwindigkeit von 0,25 mL/min gepumpt.
Anschliefend wurden die Membranen mit Puffer gespiilt, um Protein, das nicht inter-
agiert hatte, zu entfernen. Die Membranfluoreszenz wurde danach mit Hilfe des Fluores-
zenzmikroskops visualisiert. Abbildung 4.22 fasst das Ergebnis dieser Konzentrations-
reihe zusammen. Begonnen wurde mit einer Konzentration von 0,1 uM wt Nef (Abbil-
dung 4.22 A). Abbildung 4.22 B zeigt das Ergebnis mit hoherer Proteinkonzentration
(0,2 uM). Des Weiteren wurden POPC-Membranen mit einer Konzentration von 0,5 uM
wt Nef flir 2 h im Durchfluss inkubiert (Abbildung 4.22 C). Abschlieend wurde die Pro-
teinkonzentration nochmals auf 1,0 uM erhoht. Dies ist in Abbildung 4.22 D dargestellt.
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Abbildung 4.22: Reprisentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer mit 0,1 mol% Texas-

Red DHPE dotierten POPC-Membran nach der zweistiindigen Inkubation mit A: 0,1 pM, B: 0,2 pM,

C: 0,5 uM, D: 1,0 puM HIV-1 wt Nef im Durchflusssystem bei Raumtemperatur mit einer Pumpge-
schwindigkeit von 0,25 mL/min. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,4. Maf}-
stabsbalken: 20 pm.

In allen Féllen war eine Veridnderung der Membranfluoreszenz zu beobachten. Nach der
Inkubation mit wt Nef waren viele nichtfluoreszierende Bereiche zu sehen. Die Anzahl
dieser schwarzen Flecken nimmt mit Erh6hung der Proteinkonzentration von 0,1-0,5 uM
zu. Eine weitere Steigerung der Konzentration auf 1,0 uM scheint nicht in einen weiteren
Anstieg der Anzahl der lipidfreien Bereiche zu resultieren. Um diese Beobachtungen
quantifizieren zu kdnnen, wurde eine detaillierte Pixelanalyse mit dem Programm ImagelJ
durchgefiihrt. Bestimmt wurde dabei der prozentuale Flichenanteil der nichtfluoreszie-

renden Bereiche. Tabelle 4.5 fasst das Resultat der Pixelanalyse zusammen.
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Tabelle 4.5: Prozentualer Anteil der nichtfluoreszierenden Bereiche der POPC-Membranen nach

Inkubation mit HIV-1 wt Nef. n: Anzahl der analysierten Fluoreszenzbilder.

Konzentration / pM | Anteil der nichtfluoreszierenden Bereiche / %
0,1 1,5+ 1,0 (n=19)
0,2 33+1,7(n=238)
0,5 58+ 1,8(n=43)
1,0 47+1,6(n=14)

Fiir die Inkubation mit 0,1 uM wt Nef ergab sich im Mittel ein prozentualer Anteil von
nichtfluoreszierenden Bereichen von (1,5 £ 1,0) %. Nach der Inkubation einer POPC-
Membran mit 0,2 uM HIV-1 wt Nef betrug der Flachenanteil an schwarzen Punkten
(3,3 £ 1,7) %. Durch die Steigerung der Proteinkonzentration auf 0,5 uM erhohte sich der
mittlere Anteil an nichtfluoreszierenden Bereichen auf (5,8 + 1,8) %. Fiir 1,0 uM ergab
sich ein Mittelwert von (4,7 = 1,6) %. Wie schon aus der Betrachtung der Fluoreszenz-
bilder vermutet, steigt mit einer Erhohung der Proteinkonzentration auf 0,5 uM wt Nef
der Anteil an nichtfluoreszierenden Bereichen. Eine weitere Steigerung auf 1,0 uM fiihrte
nicht zu einem groBeren Anteil lipidfreier Bereiche.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde bei Messungen mit der Durchflusszelle stets mit
einer Proteinkonzentration von 0,5 uM gearbeitet, da mit dieser Konzentration die maxi-
male Interaktion beobachtet werden konnte. Zudem war diese auch schon bei Ellipso-
metriemessungen verwendet worden und erlaubt somit einen Vergleich der Ergebnisse.
In weiteren Experimenten mit wt Nef, sollte herausgefunden werden, ob das Protein auch
nach den Durchflussbedingungen in den nichtfluoreszierenden Bereichen lokalisiert ist.
Hierzu wurden POPC-Membranen, welche vorher mit 0,5 uM wt Nef inkubiert worden
waren, mit einem FITC-konjugierten Anti-Hises-tag-Antikorper (1:250) versetzt. Dieser
sollte spezifisch an den C-terminalen His¢-tag von HIV-1 Nef binden und somit die Posi-
tion des Proteins visualisieren. Nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe
mit Puffer gespiilt, um nicht gebundenen Antikorper zu entfernen. Danach wurden die
Membranen mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Abbildung 4.23 zeigt zum einen
die Membranfluoreszenz (A) einer solchen Probe und zum anderen die FITC-Fluoreszenz

des Antikorpers von derselben Stelle (B)

79



4 Ergebnisse

Abbildung 4.23: A: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE

dotierten POPC-Membran nach zweistiindiger Inkubation mit 0,5 pM wt Nef mit einer Pumpge-
schwindigkeit von 0,25 mL/min und zweistiindiger Inkubation mit dem FITC-konjugierten Anti-
Hisg-tag-Antikorper (1:250) bei Raumtemperatur. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der
FITC-Fluoreszenz des Antikorpers von derselben Stelle. Puffer: 20 mM TRIS/HCIl, 100 mM NaCl,
1 mM DTT, pH 7,4. Mafistabsbalken: 20 pm.

Die Position der Fluoreszenz des Antikdrpers stimmt nahezu perfekt mit der Position der
nichtfluoreszierenden Bereiche iiberein. Somit konnte HIV-1 Nef in diesen Bereichen
lokalisiert werden.

Um eine hohere Auflosung der Membranverdanderung zu erzielen und die Topographie
der Oberfldche abzubilden, wurden die Proben im contact mode rasterkraftmikroskopisch
untersucht. Abbildung 4.24 zeigt AFM-Aufnahmen einer Lipiddoppelschicht bestehend
aus POPC nach der zweistiindigen Inkubation mit 0,5 uM HIV-1 wt Nef im Durchfluss
und anschlieBendem Spiilen der Probe mit Puffer, um iiberschiissiges Protein zu entfer-
nen. Die Zugabe des Proteins bewirkt eine starke Verdanderung der Oberflachentopogra-
phie. Bei einer intakten Membran wére eine glatte Oberflédche zu sehen. Hier jedoch wur-

de eine Vielzahl von punktuellen Erhebungen abgebildet (Abbildung 4.24 A).
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Abbildung 4.24: Topographische AFM-Aufnahmen einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotierten
POPC-Membran nach zweistiindiger Inkubation mit 0,5 pM wt Nef mit einer Pumpgeschwindigkeit
von 0,25 mL/min bei Raumtemperatur. A: Mafistabsbalken: 7 pm, B: Mafistabsbalken: 1 pm. Die
Aufnahmen wurden im contact mode aufgenommen. cantilever: CSC 38, Federkonstante: 0,03 N/m.

Puffer: 20 mM TRIS/HCI], 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 74.

In der in Abbildung 4.24 B gezeigten VergroBerung lédsst sich zudem eine Struktur dieser
erhohten Bereiche erkennen. Die Gestalt und Grofe dieser Bereiche dhnelt stark den
nichtfluoreszierenden Bereichen, welche unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet
wurden (vergleiche Abbildung 4.23 A). In Ubereinstimmung mit dem FITC-konjugierten
Anti-Hise-tag-Antikorper konnte auch durch rasterkraftmikroskopische Untersuchungen
gezeigt werden, dass wt Nef in den nichtfluoreszierenden Bereichen lokalisiert ist. Wie
auch schon unter statischen Inkubationsbedingungen lieB3 sich die Topographie der Pro-
ben schwer abbilden. Das Protein kontaminierte beim Abtasten schnell den cantilever
und verschmierte so die Abbildungen. AuBlerdem bewirkte auch hier eine zu hohe Kraft,
mit der der cantilever die Probe abrasterte, das Herunterdriicken oder Herausreiflen von

wt Nef aus der Membran.

HIV-1 Nef G24

Die Experimente mit wt Nef zeigten, dass die Zugabe des Proteins auch unter dynami-
schen Inkubationsbedingungen in der Bildung von nichtfluoreszierenden Bereichen resul-
tiert. Um den Einfluss des N-terminalen Myristoylankers zu untersuchen wurden im Fol-
genden Messungen mit nichtmyristoylierten Mutante HIV-1 Nef G2A durchgefiihrt. Zur
Durchfiihrung der Experimente wurden mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotierte POPC-

Membranen auf Siliziumdioxid durch Vesikelspreiten prépariert. Zeigten diese eine ho-
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mogene TexasRed DHPE-Fluoreszenz, so waren sie vollstindig ausgebildet und frei von
Defekten. Sie konnten im Durchfluss mit einer konstanten Pumpgeschwindigkeit von
0,25 mL/min mit 0,5uM Nef G2A fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert wer-
den. Um {tberschiissiges Protein zu entfernen, wurden die Proben danach mit Puffer ge-
spiilt.

Das Hinzufiigen des Proteins zu dem Durchflusssystem resultierte in der Entstehung von
sehr vielen nichtfluoreszierenden Bereichen. Dass Nef G2A in diesen Bereichen lokali-
siert ist, zeigte sich durch die anschlieBende zweistiindige Inkubation mit einem FITC-
konjugierten Anti-Hise-tag-Antikorper (1:250) bei Raumtemperatur. In Abbildung 4.25 A
ist die exemplarische Membranfluoreszenz einer solchen POPC-Membran nach der Inku-
bation mit Nef G2A und anschlieBender Inkubation mit dem Antikdrper gezeigt. Die
Fluoreszenz der Membran wurde durch die Zugabe des Antikdrpers nicht verdndert und
es konnten immer noch viele nichtfluoreszierende Stellen visualisiert werden. Die Fluo-
reszenz des Antikdrpers (Abbildung 4.25 B) konnte mit fast perfekter Uberlagerung in

den nichtfluoreszierenden Bereichen der POPC-Membran beobachtet werden.

Abbildung 4.25: A: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE

dotierten POPC-Membran nach zweistiindiger Inkubation mit 0,5 pM Nef G2A mit einer Pumpge-
schwindigkeit von 0,25 mL/min und zweistiindiger Inkubation mit dem FITC-konjugierten Anti-
Hisg-tag-Antikorper (1:250) bei Raumtemperatur. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der
FITC-Fluoreszenz des Antikorpers von derselben Stelle. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl,
1 mM DTT, pH 7,4. MaB3stabsbalken: 20 pm.

Um die nach der Inkubation mit Nef G2A aufgenommenen Fluoreszenzbilder der POPC-
Membran quantifizieren zu kénnen, wurde mit Hilfe einer Pixelanalyse der Anteil der

Flache bestimmt, in dem keine fluoreszierenden Lipide mehr lokalisiert waren. Fiir Nef
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G2A ergibt sich ein mittlerer Flachenanteil von (6,4 +2,4) % (rn=17), welcher in der

gleichen GroBenordnung liegt wie der Wert der fiir wt Nef erzielt wurde.

Auch bei den Durchflussexperimenten mit HIV-1 Nef G2A wurden die Proben, nachdem
sie fluoreszenzmikroskopisch untersucht worden waren, mit Hilfe des Rasterkraft-
mikroskops im contact mode abgebildet. In Abbildung 4.26 A ist ein reprisentatives Ho-
henbild einer POPC-Membran nach der Inkubation mit HIV-1 Nef G2A mit dazugehori-
ger Vergroerung (Abbildung 4.26 B), dargestellt.

. 6nm

Abbildung 4.26: Topographische AFM-Aufnahmen einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotierten
POPC-Membran nach zweitstiindiger Inkubation mit 0,5 pM Nef G2A mit einer Pump-
geschwindigkeit von 0,25 mL/min bei Raumtemperatur. A: Mafistabsbalken: 6 pm, B: Maf3stabsbal-
ken 2 pm. Die Aufnahmen wurden im contact mode aufgenommen. cantilever: CSC 38, Federkon-

stante: 0,03 N/m. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7.4.

Wie nach den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen erwartet, konnte keine plana-
re Membran abgebildet werden. Die Oberfliche war von einer Vielzahl von Vertiefungen
iibersit, die nur leicht tiefer waren als die Membranoberfliche. Die Form und Anordnung
war auch hier den nichtfluoreszierenden Bereichen, welche mittels Fluoreszenzmikro-
skopie visualisiert wurden, dhnlich. Zudem lieBen sich auch Vertiefungen in Form von
Streifen parallel zur Durchflussrichtung abbilden. Im Gegensatz zu den statischen Inku-
bationsbedingungen konnte keine Hohen abgebildet werden. Dies ist auf die schon ange-

sprochenen Abbildungsprobleme zuriickzufiihren. Die Tiefe der Locher spricht nicht fiir
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Membrandefekte, welche 4-6 nm tief wéren, sondern fiir durch leicht zu hohe Abtastkraft

heruntergedriicktes Protein.

HIV-1 Nef KKAA

Nachdem die Zugaben von wt Nef sowie Nef G2A zu festkorperunterstiitzten POPC-
Membranen in einer vergleichbaren Anzahl nichtfluoreszierender Bereiche resultierten,
wurde nun der Einfluss des positiven Ladungsclusters auf die Interaktion des Proteins mit
artifiziellen Membranen untersucht. Hierzu wurden Durchflussexperimente mit der Dop-
pelmutante Nef KKAA durchgefiihrt. Bei der Mutante Nef KKAA wurden zwei Lysine
an den Positionen 4 und 7 durch die neutrale Aminosdure Alanin ersetzt. Dadurch verrin-
gert sich die Anzahl der positiven Ladungen auf 5.

Zunichst wurden wieder POPC-Vesikel dotiert mit 0,1 mol% TexasRed DHPE, wie in
Kapitel 3.2.4 beschrieben, auf dem Substrat Siliziumdioxid gespreitet und die entstande-
nen Membranen anschlieBend mit dem Fluoreszenzmikroskop auf ihre Vollstdndigkeit
hin tiberpriift. Zeigte sich eine homogene Membranfluoreszenz (sieche Abbildung 4.21 A),
so konnten sie fiir die Durchflussexperimente genutzt werden. Hierzu wurden sie fiir 2 h
bei Raumtemperatur mit einer konstanten Pumpgeschwindigkeit von 0,25 mL/min mit
0,5 uM Nef KKAA inkubiert. Danach wurden die POPC-Membranen mit Puffer gespiilt,
um iiberschiissiges Protein zu entfernen. Statt einer homogenen TexasRed DHPE-
Fluoreszenz wurde die Bildung von nichtfluoreszierenden Bereichen beobachtet, die zum
Teil clusterartige Strukturen bildeten. Im Vergleich zum Wildtyp war die Anzahl dieser
Bereiche jedoch geringer. Um herauszufinden, ob HIV-1 Nef KKAA in diesen dunklen
Bereichen lokalisiert ist, wurde die Probe anschlieBend mit einem FITC-konjugierten
Anti-Hise-tag-Antikorper (1:250) bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden inkubiert. Abbil-
dung 4.27 A zeigt eine exemplarische fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Mem-
bran nach der Inkubation mit Nef KKAA und anschlieender Inkubation mit dem Anti-
korper. Die Struktur der nichtfluoreszierenden Membranbereiche wurde durch die Zuga-

be des Antikdrpers nicht verdndert.
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Abbildung 4.27: A: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE
dotierten POPC-Membran nach zweistiindiger Inkubation mit 0,5 pM Nef KKAA mit einer Pump-

geschwindigkeit von 0,25 mL/min und zweistiindiger Inkubation mit dem FITC-konjugierten Anti-
His¢-tag-Antikorper (1:250) bei Raumtemperatur. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der
FITC-Fluoreszenz des Antikorpers von derselben Stelle. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl,
1 mM DTT, pH 7,4. Maf3stabsbalken: 20 pm.

Die Fluoreszenz des Antikorpers ist in Abbildung 4.27 B gezeigt und ist fast deckungs-
gleich mit den nichtfluoreszierenden Bereichen der Membranfluoreszenz. Um den pro-
zentualen Flichenanteil dieser dunklen Bereiche zu bestimmen, wurde eine Pixelanalyse
durchgefiihrt. Die Zugabe von 0,5 uM Protein in das Durchflusssystem fiihrt zu
(1,7 £ 1,1) % (n = 36) nichtfluoreszierenden Fliache auf der POPC-Membran.

Nachdem die Proben mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops visualisiert wurden, wurde
mittels AFM-Messungen versucht die Struktur der Membranverdnderung abzubilden. Die
Messungen wurden alle im contact mode durchgefiihrt. In Abbildung 4.28 ist die Topo-
graphie einer Membran bestehend aus POPC nach der zweistiindigen Inkubation mit

HIV-1 Nef KKAA gezeigt.
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Abbildung 4.28: Topographische AFM-Aufnahmen einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotierten
POPC-Membran nach zweitstiindiger Inkubation mit 0,5 pM Nef KKAA mit einer Pump-
geschwindigkeit von 0,25 mL/min bei Raumtemperatur A: Maflstabsbalken: 10 pm, B: Mafistabs-
balken: 2 pm. Die Aufnahmen wurden im contact mode aufgenommen. cantilever: CSC 38, Feder-

konstante: 0,03 N/m. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7.4.

Statt einer planaren intakten Membran wurden auf der Oberfldche viele Erhebungen,
welche den nichtfluoreszierenden Bereichen glichen, abgebildet (Abbildung 4.28 A).
Auch bei der Mutante Nef KKAA traten die schon beschriebenen Abbildungsprobleme
auf. Besonders in der VergroBerung des Bildausschnitts (Abbildung 4.28 B) werden diese
deutlich. Durch eine etwas zu hohe bei der Abrasterung zwischen Messspitze und Probe
wirkende Kraft wurde das Protein aus der Membran geschoben, weshalb neben der Erhe-
bung auch eine Vertiefung abzubilden war. Auch kontaminierte das Protein leicht den

cantilever und verschmierte so die Abbildung.

HIV-1 Nef R44

AbschlieBend wurde untersucht, in wie weit sich eine weitere Reduzierung des positiven
Ladungsclusters im N-Terminus von wt Nef auf die Wechselwirkung von Nef mit POPC-
Membranen auswirkt. Hierzu wurden die Experimente unter den gleichen Bedingungen
mit der Mutante Nef R4A durchgefiihrt. Bei diesem Protein wurden alle vier Arginine
(Position 17, 19, 21, 22) auf der ersten a-Helix durch die ungeladene Aminosdure Alanin
ersetzt und somit die Anzahl der positiven Ladungen auf 3 verringert.

Nachdem die POPC-Membranen gespreitet und auf ihre Qualitdt mittels Fluoreszenz
mikrokopie tiberpriift worden waren, wurden sie fiir 2 h mit 0,5 uM Nef R4A im Durch-

fluss inkubiert. AnschlieBend wurden die Membranen mit Puffer gespiilt, um tiberschiis-
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siges Protein zu entfernen. Die Membranfluoreszenz zeigte sich nach der Inkubation
stark verdndert. Neben helleren Punkten auf der Oberflache, welche adsorbierten Vesi-
keln zugeordnet werden konnen, konnten auch nichtfluoreszierende Membranbereiche
aufgenommen werden. Die Membranfluoreszenz verénderte sich auch nach anschlieen-
der Inkubation mit einem FITC-konjugierten Anti-Hise-tag-Antikérper, welcher zur Lo-
kalisierung des Proteins auf der Oberflidche zugegeben wurde, nicht. In Abbildung 4.29 A

ist die Membranfluoreszenz einer solchen POPC-Membran dargestellt.

Abbildung 4.29: A: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE

dotierten POPC-Membran nach zweistiindiger Inkubation mit 0,5 pM Nef R4A mit einer Pumpge-
schwindigkeit von 0,25 mL/min und zweistiindiger Inkubation mit dem FITC-konjugierten Anti-
Hisg-tag-Antikorper (1:250) bei Raumtemperatur. B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der
FITC-Fluoreszenz des Antikorpers von derselben Stelle. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl,
1 mM DTT, pH 7,4. Mafistabsbalken: 20 pm.

Eine représentative fluorezenzmikroskopische Aufnahme der FITC-Fluoreszenz des An-
tikorpers ist in Abbildung 4.29 B gezeigt. Die Fluoreszenz des Antikdrpers iiberlagert
sich mit den nichtfluoreszierenden Bereichen der Membranfluoreszenz und lokalisiert
somit das Protein.

Zur Auswertung der erhaltenen Fluoreszenzbilder wurde eine detaillierte Pixelanalyse
durchgefiihrt und so der prozentuale Flachenanteil bestimmt, welcher von den nichtfluo-
reszierenden Bereichen eingenommen wird. Fiir HIV-1 Nef R4A ergibt sich im Mittel ein
Anteil von (1,4 £ 1,6) % (n = 32) von nichtfluoreszierenden Bereichen, welcher geringer

ist als der, der fir wt Nef erzielt wurde.
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Im Anschluss an die Charakterisierung der Probenoberfliche mittels Fluoreszenzmikro-
skopie wurden dieselben Proben rasterkraftmikroskopisch untersucht. Die topographi-
schen Aufnahmen entstanden im contact mode.

In Abbildung 4.30 A ist eine typische Hohenaufnahme einer POPC-Membran nach der

Inkubation mit HIV-1 Nef R4A dargestellt. Eine VergroBBerung desselben Bildausschnitts
zeigt Abbildung 4.30 B.

0 nm

Abbildung 4.30: Topographische AFM-Aufnahmen einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotierten
POPC-Membran nach zweitstiindiger Inkubation mit 0,5 pM Nef R4A mit einer Pump-
geschwindigkeit von 0,25 mL/min bei Raumtemperatur A: Maflstabsbalken: S pm, B: Maf3stabsbal-
ken: 1 pm. Die Aufnahmen wurden im contact mode aufgenommen. cantilever: CSC 38, Federkon-

stante: 0,03 N/m. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7.4.

Auf der Oberfliche finden sich viele Erhebungen. Diese gleichen den nichtfluoreszieren-
den Bereichen in Form, Anzahl und GréBe. So konnte durch rasterkraftmikroskopische
Untersuchungen bestétigt werden, dass Nef R4A in den nichtfluoreszierenden Bereichen

der Membran lokalisiert ist.

4.5.1.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Wechselwirkung von HIV-1 Nef mit

artifiziellen festkorperunterstiitzten POPC-Membranen

Die Wechselwirkung von HIV-1 Nef mit festkorperunterstiitzten POPC-Lipid-
doppelschichten wurde im Rahmen dieser Arbeit unter zwei verschiedenen Inkuba-

tionsbedingungen untersucht.
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Zunichst wurden die Membranen iiber Nacht bei 4 °C mit 1,0 uM HIV-1 Nef inkubiert.
Diese Experimente wurden mit wt Nef und Nef G2A durchgefiihrt. In beiden Fillen wur-
den nach der Inkubation mit dem jeweiligen Protein viele nichtfluoreszierende Bereiche
in der Membranfluoreszenz detektiert. Mit Hilfe eines FITC-konjugierten Anti-Hise-tag-
Antikorpers konnte HIV-1 Nef in diesen Bereichen detektiert werden. Zur Quantifizie-
rung der Membranfluoreszenzbilder wurde der Flidchenanteil der nichtfluoreszierenden

Bereiche bestimmt. Tabelle 4.6 fasst diese Ergebnisse zusammen.

Tabelle 4.6: Prozentualer Anteil der nichtfluoreszierenden Bereiche der POPC-Membranen nach der

Inkubation iiber Nacht mit 1,0 nM wt oder 1,0 pM Nef G2A bei 4 °C. n: Anzahl der analysierten

Fluoreszenzbilder.
Protein Anteil der nichtfluoreszierenden Bereiche / %
HIV-1 wt Nef 45+ 1,5(n=22)
HIV-1 Nef G2A 44+2,6((n=19)

Nach der Inkubation der Lipiddoppelschicht bestehend aus POPC mit HIV-1 wt Nef
konnte ein mittlerer Anteil von (4,5 £ 1,5) % an nichtfluoreszierenden Bereichen beob-
achtet werden. Fiir Nef G2A ergab sich ein dhnlicher Wert von (4,4 £+ 2,6) %.

Zusitzlich zu den Fluoreszenzmikroskopiemessungen wurden dieselben Proben ebenfalls
mit dem Rasterkraftmikroskop abgebildet, um die Struktur der nichtfluoreszierenden Be-
reiche mit einer hoheren lateralen Auflosung zu visualisieren. Hier konnte HIV-1 Nef als
Erhebung aus der Membranebene abgebildet werden. Die visualisierten Strukturen &h-
neln denen der nichtfluoreszierenden Bereiche und konnten so diesen zugeordnet werden.
Um die mit dem Fluoreszenz- und Rasterkraftmikroskop erzielten Ergebnisse besser mit
den aus Ellipsometriemessungen erhaltenen Daten vergleichen zu konnen, wurden fest-
korperunterstiitzte POPC-Membranen ebenfalls im Durchfluss mit 0,5 pM HIV-1 Nef fiir
zwei Stunden bei einer Pumpgeschwindigkeit von 0,25 mL/min bei Raumtemperatur in-
kubiert. Die Membranen wurden anschliefend mittels Fluoreszenzmikroskopie visuali-
siert. Diese Messungen wurden neben dem Wildtyp Nef auch mit der N-terminal un-
myristoylierten Mutante Nef G2A durchgefiihrt, um die Bedeutung des Membranankers
zu untersuchen. Zudem wurde mit den Mutanten Nef KKAA und Nef R4A der Einfluss
des positiven Ladungsclusters charakterisiert.

Alle 4 Proteine bewirkten bei der Inkubation die Bildung von nichtfluoreszierenden Be-

reichen in der Membran. In diesen konnte wieder durch den FITC-konjugierten Antikor-
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per HIV-1 Nef lokalisiert werden. Auch die unter Durchflussbedingungen erhaltenen
Bilder der Membranfluoreszenz wurden einer Pixelanalyse unterzogen. In Tabelle 4.7
sind die daraus erhaltenen prozentualen Flichenanteile der nichtfluoreszierenden Berei-

che fiir die einzelnen Proteine zusammengefasst.

Tabelle 4.7: Prozentualer Anteil der nichtfluoreszierenden Bereiche einer mit 0,1 mol% TexasRed
DHPE dotierten POPC-Membran nach der Inkubation der Membranen fiir zwei Stunden mit
0,5 uM wt Nef, Nef G2A, Nef KKAA oder Nef R4A im Durchflusssystem bei Raumtemperatur.

Pumpgeschwindigkeit: 0,25 mL/min. n: Anzahl der analysierten Fluoreszenzbilder.

Protein Anteil der nichtfluoreszierenden Bereiche / %
HIV-1 wt Nef 58+ 1,8 (n=43)
HIV-1 Nef G2A 6,4+24(n=17)
HIV-1 Nef KKAA 1,7+ 1,1 (n=36)
HIV-1 Nef R4A 1,4+ 1,6 (n=232)

Fiir HIV-1 wt Nef wurde ein mittlerer Wert von (5,8 £ 1,8) % fiir den Flachenanteil der
dunklen Stellen erhalten. Die Inkubation der POPC-Membran mit HIV-1 Nef G2A resul-
tierte in einer Bildung von (6,4 £ 2.4) % nichtfluoreszierendern Bereichen, welche in
derselben GroBenordnung liegt wie der fiir wt Nef erzielte Wert. Die Reduzierung des
positiven Ladungsclusters im N-Terminus von HIV-1 Nef fiihrte auch zu einer Verringe-
rung der durch das Protein induzierten nichtfluoreszierenden Bereiche. Der mittlere An-
teil war fiir die verwendeten Mutanten circa um den Faktor 4 kleiner. Fiir Nef KKAA
wurde im Mittel ein Anteil von (1,7 £1,1) % erhalten und fiir Nef R4A betrug dieser
Anteil (1,4 £+ 1,6) %.

Auch hier wurden im Anschluss an die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
dieselben Proben mit dem AFM vermessen. Hierbei wurden in allen Féllen die nichtfluo-
reszierenden Bereiche, welche unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet wurden, Er-
hebungen auf der Probe, in denen das Protein lokalisiert ist, zugeordnet. Bei der Mutante

Nef G2A wurden leichte Vertiefungen in der Membran detektiert.
Durch Kombination der hochauflosenden Methoden Fluoreszenz- und Rasterkraftmikro-

skopie konnte gezeigt werden, dass die Inkubation von festkdrperunterstiitzten POPC-

Membranen mit dem Protein in der Bildung von nichtfluoreszierenden Bereichen bezie-
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hungsweise in einer Verdnderung der Oberflichentopographie der Proben resultiert und
das Protein in diesen nichtfluoreszierenden Bereichen lokalisiert ist. Diese Beobachtun-
gen stiitzen die schon in den vorherigen Kapiteln aufgestellte Hypothese, dass Nef in der
Lage ist die Stabilitit von Membranen zu beeinflussen und Lipide aus dem Membranver-

bund 10st.

4.5.2 Visualisierung der Interaktion von HIV-1 Nef mit artifiziellen festkor-

perunterstiitzten Membranen bestehend aus POPC:POPS (4:1)

Wie schon erwihnt ist HIV-Nef in Wirtszellen auf der cytoplasmatischen Membranhailfte
lokalisiert. Um diese Membranzusammensetzung nachzuahmen, wurde als Lipidmi-
schung POPC:POPS im molaren Verhéltnis von (4:1) gewihlt. Mit dieser Lipidzusam-
mensetzung konnte auerdem der Einfluss von negativ geladenen Lipiden auf die Wech-
selwirkung des Proteins mit Membranen untersucht werden. Zur Visualisierung der
Membranen im Fluoreszenzmikroskop wurde auch dieses Lipidgemisch mit 0,1 mol%
TexasRed DHPE dotiert. Zudem wurden die Proben mit dem Rasterkraftmikroskop cha-
rakterisiert. Durchgefiihrt wurden die Experimente mit diesem Membransystem stets un-
ter Durchflussbedingungen. Untersucht wurde die membrandestabilisierende Wirkung
mit den Proteinen HIV-1 wt Nef und seiner Mutante HIV-1 Nef R4A, um den Einfluss
des positiven Ladungsclusters auf die Wechselwirkung mit negativ geladenen Membra-

nen zu untersuchen.

4.5.2.1 Visualisierung der Interaktion von HIV-1 Nef mit artifiziellen festkorper-

unterstiitzten Membranen unter dynamischen Inkubationsbedingungen

Zur Durchfiihrung der Experimente wurden als erstes Membranen bestehend aus
POPC:POPS im molaren Verhéltnis von (4:1) auf Siliziumdioxid in Anwesenheit von
Calciumionen gespreitet (siche Kapitel 3.2.4). Dann wurden die Proben mit calciumfreien
Puffer gespiilt, um zum einen iiberschiissige Vesikel zu entfernen, zum anderen sollten
auch die Calciumionen aus dem System entfernt werden, da diese sonst die negative La-
dung der Membran abschirmen wiirden. Dann wurden die Lipiddoppelschichten mittels
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. In den meisten Féllen zeigte sich nach dem Spreiten
eine homogene Membranfluoreszenz (Abbildung 4.31 A), was fiir die Ausbildung einer

defektfreien Lipiddoppelschicht spricht. Solche Membranen konnten im Durchfluss fiir
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zwei Stunden mit 0,5 uM HIV-1 Nef inkubiert werden. Um auszuschlieBen, dass eventu-
elle Verdnderungen der Membranfluoreszenz auf die Durchflussbedingungen zuriickzu-
filhren sind, wurde ein Kontrollexperiment durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Membran
unter den gleichen Bedingungen ohne Protein fiir zwei Stunden mit Puffer inkubiert. Da-

nach zeigte sich keine Verdnderung der Membranfluoreszenz (Abbildung 4.31 B).

Abbildung 4.31: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE do-

tierten Membran bestehend aus POPC:POPS (4:1). A: direkt nach dem Spreiten vor Proteinzugabe
und B: Kontrollexperiment, bei dem die Membran ohne Protein fiir 2 h in der Durchflusszelle mit
Puffer inkubiert wurde. Die Pumpgeschwindigkeit betrug 0,25 mL/min. Puffer: 20 mM TRIS/HCI,
100 mM NaCl, pH 7,4. Mafistabsbalken: 20 pm.

Zum Teil waren nach dem Spreiten in der Fluoreszenz auch schwarze Bereiche sichtbar,
die keine Membrandefekte darstellten, sondern mittels Rasterkraftmikroskopie als
Membrandominen identifiziert werden konnten. Form und Gréfe der Domédnen konnte
variieren. Zwei mogliche Beispiele sind in Abbildung 4.32 A und B dargestellt. Auch

solche Membranen konnten, da sie defektfrei waren, mit Protein inkubiert werden.
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Abbildung 4.32: A/B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Membran bestehend aus
POPC:POPS (4:1), die nach dem Spreiten und Spiilen mit Puffer Doménen ausgebildet haben.
Die Membran wurde zur Visualisierung mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotiert. Puffer:

20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4. MaBstabsbalken: 20 pm.

Zur genaueren Charakterisierung dieser Membranen wurden diese nach dem Spreiten mit
dem AFM im contact mode abgebildet. Eine solche Membran ist in Abbildung 4.33 dar-
gestellt. Waren direkt nach der Membranbildung in der Membranfluoreszenz keine Do-
ménen sichtbar, so wurde auch im AFM eine planare Oberfliche abgebildet (Abbil-
dung 4.33). Haufig induzierte aber das Abrastern der Oberfliche mit dem cantilever eine
Dominenbildung. Dieser Vorgang ist in Abbildung 4.33 in zeitlicher Abfolge dargestellt.
Im ersten Bild sind noch keine Doménen vorhanden, die Oberflache ist sehr eben. Der
Abtastvorgang wurde nach circa der Hélfte des Bildes, wegen der schlechten Abbildung,
abgebrochen und neu begonnen. Das nachfolgende Bild ist circa 20 min spéter entstan-
den. Es haben sich bereits erste Doménen gebildet, die im Laufe der weiteren Abbildung
der Probenoberfliche sowohl lateral als auch vertikal immer weiter anwachsen (drittes
und viertes Bild in Abbildung 4.33). Dies indizieren auch die zu den Topographien geho-
rigen Hohenprofile. Die Doménen haben einen Durchmesser von etwa 5-10 um und ha-
ben nach 60 min eine Hohe von (1,5 + 0,3) nm erreicht. Die einzelnen Abbildungen der
Oberflichentopographien sind im Abstand von circa 20 min entstanden. Die Doménen
lieBen sich auch bei anschlieBender Untersuchung mit dem Fluoreszenzmikroskop durch

das Auftreten von groBen nichtfluoreszierenden Bereichen wieder-finden (vergleiche

Abbildung 4.32).
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Abbildung 4.33: Topographische AFM-Aufnahmen einer Lipiddoppelschicht bestehend aus
POPC:POPS (4:1) direkt nach dem Spreiten mit dazugehorigem Hohenprofil. Die Dominenbildung
ist zeitaufgelost dargestellt. Die Messung wurde im contact mode durchgefiihrt. cantilever: CSC 38,

Federkonstante: 0,03 N/m. Mafstabsbalken: 20 pm. Puffer: 20 mM TRIS/HCL 100 mM NaCl,
pH 7.4.
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HIV-1 wt Nef

Um die Interaktion von HIV-1 wt Nef mit negativ geladenen Membranen zu untersuchen
wurden festkorperunterstiitzte Lipiddoppelschichten bestehend aus POPC:POPS im mo-
laren Verhéltnis von (4:1) dotiert mit 0,1 mol% TexasRed DHPE auf Siliziumdioxid pra-
pariert und mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops visualisiert. Waren die Membranen de-
fektfrei, so wurden sie fiir zwei Stunden im Durchfluss mit 0,5 pM wt Nef bei Raumtem-
peratur inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben mit Puffer gespiilt, um tiberschiissi-
ges Protein zu entfernen. Die Probe wurde dann mittels Fluoreszenzmikroskopie visuali-
siert. Hierbei konnten mehrerer Phdnomene beobachtet werden. Abbildung 4.34 fasst

diese zusammen.

Abbildung 4.34: A/B/C/D: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer mit 0,1 mol% TexasRed
DHPE dotierten Membran bestehend aus POPC:POPS (4:1) nach zweistiindiger Inkubation mit

0,5uM wt Nef bei Raumtemperatur im Durchflusssystem bei einer Pumpgeschwindigkeit von

0,25 mL/min. MaBistabsbalken: 20 pm. Puffer: 20 mM TRIS/HCIL, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 74.
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Bei manchen Proben konnte nach der Inkubation der Lipiddoppelschicht mit wt Nef kei-
ne Veridnderung der Membran beobachtet werden. Die Membran leuchtete weiter homo-
gen (Abbildung 4.34 A) oder im Falle von Doménenbildung vor der Inkubation mit Pro-
tein konnte auch hier keine Verdnderung der Membranfluoreszenz detektiert werden
(Abbildung 4.34 B). Dass es sich hierbei um Dominen handelte wurde auch in anschlie-
Benden Untersuchungen mit dem AFM gezeigt (vergleiche Abbildung 4.36). Die Bildung
von nichtfluoreszierenden Bereichen induziert durch wt Nef konnte aber ebenfalls visua-
lisiert werden. Teilweise lieBen sich auch nichtfluoreszierende Streifen parallel zur
Durchflussrichtung erkennen (Abbildung 4.34 C). Induzierte wt Nef die Bildung von
diesen nichtfluoreszierenden Bereichen, unterschieden sich zum Teil schon verschiedene
Stellen derselben Probe recht stark voneinander. Manche Bereiche der Probe waren fast
vollstédndig intakt und nur wenige schwarze Flecken konnten visualisiert werden, an an-
deren Stellen der Probe waren sehr viele nichtfluoreszierende Bereiche zu sehen. Zudem
bildeten sich wéhrend der Inkubationszeit Doménen aus. Auf dem in Abbildung 4.34 D
gezeigten Fluoreszenzbild lassen sich neben den Doménen auch eine Vielzahl kleinerer
nichtfluoreszierender Bereiche detektieren. Dies konnte auch durch rasterkraftmikrosko-
pische Visualisierung der Membranoberfliche bestitigt werden (vergleiche Abbil-
dung 4.36). Die helleren Punkte auf der Membranoberfldche sind Lipidvesikel, welche an
der Membran haften. Sie lieBen sich auch durch mehrfaches Spiilen mit Puffer nicht ent-
fernen.

Trotz der Inhomogenitét der erhaltenen Fluoreszenzbilder wurde versucht diese zu quan-
tifizieren. Wenn die Inkubation mit wt Nef die Bildung nichtfluoreszierender Bereiche
induzierte, wurden die Fluoreszenzbilder einer Pixelanalyse unterzogen, um den prozen-
tualen Anteil an nichtfluoreszierenden Bereichen zu bestimmen. Fiir wt Nef ergab sich
hierbei ein Anteil von (3,6 £2,7) % (n = 21). Der gro3e Fehler spiegelt die oben erwéhn-
te Heterogenitét innerhalb einer Probe wider.

Der FITC-konjugierte Anti-Hiss-tag-Antikdrper konnte bei dieser Lipidmischung nicht
zur Lokalisierung des Proteins auf der Probe verwendet werden, da er mit der Membran
selbst wechselwirkte und homogen auf der Oberfliche verteilt war (Abbildung 4.36).
Abbildung 4.35 A zeigt die TexasRed DHPE-Fluoreszenz einer Membran bestehend aus
POPC:POPS (4:1) nach zweistiindiger Inkubation mit dem FITC-konjugierten Antikor-
per. Die Membran fluoreszierte weiter homogen, die hellen Punkte kdnnen an die Mem-

bran adsorbierten Vesikeln zu geordnet werden. Abbildung 4.35 B zeigt die FITC-
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Fluoreszenz des Antikorpers von derselben Probenstelle. Anhand der adsorbierten Vesi-

kel lisst sich besonders gut die Uberlagerung der Fluoreszenzen erkennen.

Abbildung 4.35: A: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer mit 0,1 mol/% TexasRed DHPE
dotierten Membran bestehend aus POPC:POPS (4:1) nach zweistiindiger Inkubation mit

einem FITC-konjugierten (1:250). B: Fluoreszenz des Antikérpers von derselben Stelle. Puffer:
20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, pH 7,4. MaBstabsbalken: 20 pm.

Um die topographische Struktur der Probenoberfldche zu visualisieren, wurden die Pro-
ben mit Hilfe des AFMs charakterisiert. Die topographischen Aufnahmen wurden im
contact mode erstellt.

In Abbildung 4.36 sind reprisentative AFM-Bilder einer Membran bestehend aus
POPC:POPS im Verhiéltnis von (4:1) nach zweistiindiger Inkubation mit HIV-1 wt Nef
gezeigt. Konnte unter dem Fluoreszenzmikroskop nach der Inkubation mit Protein keine
Verdnderung der Membranfluoreszenz detektiert werden (vergleiche Abbildung 4.34 A),
so wurde auch mit dem Rasterkraftmikroskop eine planare Oberflache abgebildet. Dies
ist Abbildung 4.36 A dargestellt.

Wenn sich nach dem Spreiten der Vesikel bereits Domédnen in der Membran gebildet
hatten und nach der Inkubation mit Protein ebenfalls keine Verdnderung der Membran-
fluoreszenz auftrat (vergleiche Abbildung 4.34 B), konnten die Doménen mit einer Hohe
von 1,5 nm per AFM visualisiert werden. Allerdings waren die Proben mit Material kon-
taminiert, was eine Abbildung sehr schwierig machte. Ob es sich hierbei um Protein oder

anderes Material handelte, konnte nicht festgestellt werden.
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Abbildung 4.36: Topographische AFM-Aufnahmen einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotierten
Lipiddoppelschicht bestehend aus POPC:POPS (4:1) nach zweitstiindiger Inkubation mit
0,SpuM wt Nef bei einer Pumpgeschwindigkeit von 0,25 mL/min bei Raumtemperatur.
A/C: Mafistabsbalken: 10 pm, B/D: Maflstabsbalken 2 pm. Die Aufnahmen wurden im contact mode
aufgenommen. cantilever: CSC 38, Federkonstante: 0,03 N/m. Puffer: 20 mM TRIS/HCI,
100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7.4.

Des Weiteren ist in Abbildung 4.36 C eine topographische AFM-Aufnahme gezeigt, bei
der nach der Inkubation mit wt Nef Erhebungen aus der Membranebene detektiert wur-
den. Eine Vergroferung desselben Ausschnittes ist in Abbildung 4.36 D dar gestellt.
Konnten solche Erhéhungen auf der Oberfldche abgebildet werden, so waren vorher un-
ter dem Fluoreszenzmikroskop nichtfluoreszierende Bereiche sichtbar, die keine Doma-
nen darstellten. Insgesamt war es sehr schwierig dieses Probensystem mittels Raster-
kraftmikroskopie zu visualisieren. Neben den schon unter Kapitel 4.5.1 beschriebenen

Problemen kam hier noch die spontane Doménenbildung wihrend des Abbildungsvor-
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gangs hinzu. Des Weiteren waren diese Proben trotz mehrfachen Spiilens mit Puffer stér-
ker mit Material kontaminiert als die POPC-Membranen. Dies verschmutzte leicht den

cantilever und erschwerte somit die Abbildung der Oberflache erheblich.

HIV-1 Nef R44

Um den Einfluss des positiven Ladungscluster im N-Terminus von Nef auf die Wechsel-
wirkung mit negativ geladenen Membranen zu untersuchen, wurden Experimente mit der
Mutante Nef R4A durchgefiihrt. Lipiddoppelschichten bestehend aus POPC:POPS im
molaren Verhiltnis von (4:1) wurden, wie in Kapitel 3.2.4 beschrieben, auf Siliziumdi-
oxid gespreitet. Waren sie vollstindig ausgebildet, so wurden sie fiir 2 h im Durchfluss
bei einer konstanten Pumpgeschwindigkeit von 0,25 mL/min mit 0,5 uM Nef R4A bei
Raumtemperatur inkubiert. Um iiberschiissiges Protein zu entfernen, wurden sie danach
mit Puffer gespiilt. AnschlieBend wurde die Membranfluoreszenz unter dem Fluores-
zenzmikroskop untersucht. Dabei ergab sich wie schon bei wt Nef kein einheitliches
Bild. Abbildung 4.37 gibt einen Uberblick iiber die erhaltenen Ergebnisse. Zum einen
konnte keine Verdnderung der Membranfluoreszenz beobachtet werden. Die Membran
zeigte weiterhin eine homogene Fluoreszenz (Abbildung 4.37 A). In einigen Féllen bilde-
ten sich wahrend der Inkubationszeit Domédnen aus, ansonsten konnte aber keine Verin-
derung visualisiert werden (Abbildung 4.37 B). Zum anderen wurde aber auch die Bil-
dung von nichtfluoreszierenden Bereichen induziert durch Nef R4A in der Membran be-
obachtet (Abbildung 4.37 C), die zum Teil auch clusterartige Strukturen bildeten (Abbil-
dung 4.37 D). Diese Beobachtung konnte auch durch rasterkraftmikroskopische Untersu-

chungen bestétigt werden.
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Abbildung 4.37: A/B/C/D: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer mit 0,1 mol% TexasRed
DHPE dotierten Membran bestehend aus POPC:POPS 4:1 nach zweistiindiger Inkubation mit
0,5 uM Nef R4A bei Raumtemperatur im Durchflusssystem bei einer Pumpgeschwindigkeit von
0,25 mL/min. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,4. Mafistabsbalken: 20pm.

Die Proben, welche nach der Inkubation mit Protein nichtfluoreszierende Bereiche indu-
ziert durch HIV-1 Nef R4A aufwiesen, wurden zur Quantifizierung einer Pixelanalyse
unterzogen. Hierbei wurde der Flachenanteil der nichtfluoreszierenden Stellen bestimmt.
Fiir Nef R4A ergab sich hierbei ein mittlerer Anteil von (2,5 = 1,5) % (n=16). Wie
schon bei den Untersuchungen mit wt Nef zeigte sich auch bei den Proben, welche mit
Nef R4A inkubiert worden waren und danach nichtfluoreszierende Bereiche, induziert
durch das Protein, aufwiesen, eine Inhomogenitét der Ergebnisse auf derselben Probe. An
manchen Stellen interagierte Nef R4A sehr viel stirker mit der Membran als anderen.
Dies spiegelt sich auch in dem grof3en Fehler wider.

Auch nach der Inkubation mit Nef R4A und der fluoreszenzmikroskopischen Visualisie-
rung, wurden dieselben Proben mittels AFM abgebildet. Wenn nach der Inkubation mit

Nef R4A keine Verdnderung der Membranfluoreszenz beobachtet werden konnte, so
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wurde mit dem Rasterkraftmikroskop eine planare Membranoberflache, vergleichbar mit
Abbildung 4.36 A, abgebildet.

Des Weiteren trat der Fall auf, dass nach dem Inkubationszeitraum die Bildung von
nichtfluoreszierenden Bereichen mit dem Fluoreszenzmikroskop visualisiert werden
konnten. Diese Bereiche konnten dann auch mit Hilfe des Rasterkraftmikroskops abge-

bildet werden. Ein solches Beispiel ist in Abbildung 4.38 dargestellt.

10 nm

0 nm

Abbildung 4.38: Topographische AFM-Aufnahmen einer mit 0,1 mol% TexasRed DHPE dotierten
Lipiddoppelschicht bestehend aus POPC:POPS (4:1) nach zweitstiindiger Inkubation mit
0,5uM Nef R4A bei einer Pumpgeschwindigkeit von 0,25 mL/min bei Raumtemperatur
A: Malfistabsbalken: 10 pm, B: Mafstabsbalken 2 pm. Die Aufnahmen wurden im contact mode auf-
genommen. cantilever: CSC 38, Federkonstante: 0,03 N/m. Puffer: 20 mM TRIS/HCI, 100 mM NaCl,
1 mM DTT, pH 74.

Im ersten topographischen Bild (Abbildung 4.38 A) sind auch streifenartige Vertiefungen
zu sehen, die auch schon in der Membranfluoreszenz sichtbar waren (vergleiche Abbil-
dung 4.37 D). In Abbildung 4.38 B ist ein vergroBerter Ausschnitt der Probe dargestellt.
Alle Aufnahmen wurden im contact mode erzielt. In beiden Bildern wird gut das schon
erwahnte Abbildungsproblem, wenn die Probe mit einer leicht zu hohen Kraft abgerastert
wird, sichtbar. Hierbei wird das Protein zum Teil heruntergedriickt und auch teilweise
aus der Membran herausgezogen. Dies resultiert dann in Tiefen beziehungsweise, in Ver-

tiefungen, die direkt neben Erhebungen lokalisiert sind.

Sowohl die Inkubation von festkOrperunterstiitzten Membranen bestehend aus

POPC:POPS (4:1) mit wt Nef als auch der Mutanten Nef R4A resultierte teilweise in der
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Induzierung von nichtfluoreszierenden Bereichen. Mittels AFM-Technik konnte das je-
weilige Protein in diesen Stellen lokalisiert werden. Diese Beobachtungen zeigen, wie
schon die Release-Messungen an derselben Lipidmischung, dass HIV-1 Nef prinzipiell in
der Lage ist auch die Stabilitdt von negativ geladenen Membranen zu beeinflussen. Al-
lerdings muss aufgrund der Inhomogenitit der erhaltenen Ergebnisse auf den festkorper-
unterstiitzten POPC:POPS (4:1)-Membranen die Quantifizierung dieses Effekts kritisch

betrachtet werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit verschiedenen Methoden die Wechselwirkung von
full length HIV-1 Nef mit artifiziellen Membranen quantifiziert und visualisiert. Neben
dem Einfluss des Myristoylankers am N-Terminus des Proteins auf die Interaktion mit
Lipidmembranen wurde auch die Bedeutung des positiven Ladungsclusters untersucht.
Hierzu wurden neben den Messungen mit dem Wildtyp Nef auch Experimente mit den
Mutanten Nef G2A, welcher der N-terminale Lipidanker fehlt, sowie Nef KKAA und
Nef R4A, welche eine verringerte positive Ladungsdichte besitzen, durchgefiihrt. Zudem
wurde die Membranzusammensetzung variiert, um den Einfluss der Struktur und der La-
dung verschiedener Lipide auf die Wechselwirkung mit HIV-1 Nef zu untersuchen.

Zunichst sollen hier die Ergebnisse, welche mit Nef G2A erzielt wurden, denen von
wt Nef gegeniibergestellt und diskutiert werden. Im Anschluss soll der Einfluss des posi-

tiven Ladungsclusters diskutiert werden.

5.1 Untersuchung des Einflusses des N-terminalen Lipidankers von
HIV-1 Nef auf die Wechselwirkung mit artifiziellen Membran-
systemen

In der Literatur wird postuliert, dass das HIV-1 Nef Protein mit Zellmembranen assoziiert
sein muss, um seine Funktionen ausiiben zu konnen. Daher wurde mittels eines Vesikel-
cosedimentationsassays die Bindung der Proteine an unilamellare Vesikel untersucht.
Allerdings konnte unabhéngig von der Lipidzusammensetzung der Vesikel keine bezie-
hungsweise keine stabile Bindung von HIV-1 wt Nef oder HIV-1 Nef G2A an Lipid-
membranen festgestellt werden. Alle darauffolgenden Experimente, welche sowohl mit
unilamellaren Lipidvesikeln als auch mit festkorperunterstiitzten Membranen durchge-
fihrt wurden, deuten vielmehr darauthin, dass sowohl HIV-1 wt Nef als auch Nef G2A in
der Lage ist, die Struktur von Lipiddoppelschichten zu stéren.

Dies zeigte sich bei Release-Messungen an unilamellaren Vesikeln in einer Freisetzung
von 5(6)-Carboxyfluorescein (CF) aus diesen nach der Zugabe von HIV-1 Nef. In Abbil-

dung 5.1 ist ein Uberblick iiber die mittleren prozentualen Fluoreszenzintensititsanstiege
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nach Zugabe von entweder 0,02 uM wt Nef oder Nef G2A fiir alle verwendeten Lipidmi-

schungen gegeben.

304

254

Frel / %

Abbildung 5.1: Ubersicht iiber die gemittelten prozentualen Anstiege der Fluoreszenzintensitit nach
Zugabe von entweder wt Nef oder Nef G2A zu unilamellaren Lipidvesikeln. Protein:Lipid-
Verhiiltnis: 1:65.

Aus Abbildung 5.1 wird ersichtlich, dass die Freisetzung von CF aus POPC-Vesikeln
(rote Balken in Abbildung 5.1) durch den Lipidanker des Proteins nicht beeinflusst wird.
Dies ist auch bei der Lipidmischung POPC:POPG (4:1), welche die Lipidzusammenset-
zung der cytoplasmatischen Membranhilfte besser nachstellt als POPC, der Fall (blaue
Balken in Abbildung 5.1). Hier sind die mittleren Anstiege des Fluoreszenzsignals, wel-
che durch die Zugabe des Proteins induziert wurden, allerdings ungefdhr um den Faktor
4,5 kleiner. Dies kann durch das Einbringen von negativer Ladung in die Membran er-
klart werden. Wie schon in Kapitel 3.1.2 beschrieben, besitzt HIV-1 Nef innerhalb der
ersten 26 N-terminalen Aminosduren insgesamt sieben basische Aminosduren in Form
von Lysin und Arginin. Ist die Membran nun nicht mehr nur aus zwitterionischen Lipiden
wie POPC aufgebaut, sondern enthélt zusétzlich noch negativ geladene Lipide, so konnte
Nef aufgrund elektrostatischer Wechselwirkung stirker an die Membran binden und die-

se nicht mehr so stark destabilisieren. Dieses Phiinomen wurde bereits von Ohki et al.®®
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und Hincha et al.¥’ bei Release-Messungen, welche mit Melittin durchgefiihrt wurden,
beobachtet. Melittin ist ein aus 26 Aminosduren aufgebautes Peptid mit einer molekula-
ren Masse von 2850 Da und stellt den Hauptbestandteil des Bienengifts der westlichen
Honigbiene dar. Es ist ein amphiphiles Peptid, welches insgesamt 6 basische Aminosiu-
ren enthdlt. Von Melittin ist seit langem bekannt, dass es lytische Eigenschaften gegen-

- .. 88 89
uber Membranen besitzt.”™

Hinch et al. beobachteten, dass aus Vesikeln bestehend aus
Phosphatidylcholin (PC) bei gleicher Konzentration Melittin um den Faktor 5 mehr CF
freigesetzt wurde als aus Vesikeln bestehend aus Phosphatidylserin (PS). Ahnliches
konnte auch Ohki et al. detektieren. Um aus PS-Vesikeln eine vergleichbare Menge CF
wie aus PC-Vesikeln freizusetzen, mussten sie das Protein Lipid-Verhéltnis um den
Faktor 7 erhohen.

Fiir die Lipidmischung POPC:POPS im molaren Verhiltnis von (4:1) ergab sich entgegen
der Erwartungen nach der Zugabe von wt Nef eine groBere relative Fluoreszenzintensi-
tdtszunahme als die, die fiir wt Nef bei POPC-Vesikeln erzielt wurde. Dies zeigt, dass das
Einbringen von negativer Ladung in die Lipiddoppelschicht nicht zwangsldufig in einer
Verringerung der Freisetzung von CF resultieren muss. So wird zum Beispiel bei einer
ganzen Reihe von antimikrobiell wirksamen tryptophan- und argininreichen Peptiden
(zum Beispiel Indolicidin oder Tritrpticin) gerade durch das Einbringen von negativ ge-
ladenen Lipiden in Vesikel deren Fahigkeit Membranen zu destabilisieren erheblich ge-

steigert.”” !

Release-Messungen mit diesen Peptiden zeigten, dass bei Verwendung von
partiell negativ geladenen Vesikeln der lytische Effekt der Peptide viel groBer ist als bei
Vesikeln, die aus zwitterionischen Lipiden aufgebaut sind. Als Erkldrung fiir diese Beob-
achtung wurde postuliert, dass diese Peptide sehr viel stirker in negativ geladene Mem-
branen insertieren und so deren lytischer Effekt verstirkt wird. Warum sich bei wt Nef
allerdings ein so groBer Aktivititsunterschied zwischen Vesikeln bestehend aus
POPC:POPG (4:1) oder POPC:POPS (4:1) ergibt, bleibt ungeklirt. Bei wt Nef scheint
die Interaktion mit negativ geladenen Lipiden stark vom strukturellen Aufbau der Kopf-
gruppe abzuhdngen.

Die fiir wt Nef mit allen Lipidmischungen erzielten Ergebnisse stimmen gut mit Beob-
achtungen iiberein, die Holger Gerlach (MPI fiir molekulare Physiologie, Dortmund) in
seiner Dissertation verdffentlichte.” Er untersuchte mittels Fluoreszenz-Stopped-Flow
Experimenten auf einer sehr kleinen Zeitskala mittels FRET-Effekt zwischen den Tryp-
tophanen des Proteins und einem fluoreszenzmarkiertem Lipid (3-DPH-HPC) die Bin-

dung von HIV-1 wt Nef an unilamellare Vesikel. Bei zwitterionischen Vesikeln beste-
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hend aus DOPC:B-DPH-HPC (96:4) oder DOPC:DOPE:-DPH-HPC (66:30:4) konnte er
keine Bindung zwischen Nef und den Vesikeln beobachten. Bei Vesikeln bestehend aus
DOPC:DOPG:B-DPH-HPC in verschiedenen molaren Verhiltnissen konnte er hingegen
eine Wechselwirkung in Form einer Bindung detektieren. Durch sogenannte PIP-Strip
Experimente untersuchte er genauer den Einfluss der Lipidzusammensetzung der Vesikel
auf die Bindung von Nef. PIP-Strips sind aus Nitrozellulosemembranen aufgebaut, die
mit verschiedenen Lipiden dotiert sind. Mittels dieser PIP-Strips kann die Bindung von
Proteinen an Lipide abgeschitzt werden. Auch hier zeigte sich, dass fiir ungeladene Lipi-
de keine Bindung detektiert werden konnte. Vielmehr stellte er fest, dass negativ gelade-
ne Lipide fiir eine Interaktion des Proteins mit Membranen notwendig sind. Erstaunli-
cherweise stellte er aber bei dem einfach negativ geladenen Lipid POPS keine Bindung
fest. Im Umkehrschluss ldsst sich festhalten, dass er bei den Lipidzusammensetzungen
eine Bindung von wt Nef detektieren konnte, die in den Release-Messungen kaum zu
einer Freisetzung von CF fiihrten. Induzierte wt Nef eine Membrandestabilisierung, die
zu einem groflen Austritt von CF fiihrte, konnte er keine Bindung beobachten.

Einzig bei der Vesikelzusammensetzung POPC:POPS (4:1) scheint der Myristoylanker
die Wechselwirkung zu beeinflussen, wie die Release-Messungen mit Nef G2A vergli-
chen mit denen mit wt Nef zeigen (griine Balken in Abbildung 5.1). Bei dieser Lipidmi-
schung induzierte wt Nef eine circa sechsfach stirkere Freisetzung von CF als Nef G2A
bei gleicher Konzentration. Fiir POPC:POPS (4:1) stimmt der mittlere prozentuale An-
stieg der Fluoreszenzintensitit fiir Nef G2A aber gut mit dem iiberein, welcher bei der
Lipidmischung POPC:POPG (4:1) erzielt wurde. AbschlieBend lésst sich fiir die durchge-
filhrten Release-Messungen festhalten, dass abgesehen von der Lipidmischung
POPC:POPS (4:1) der Lipidanker des Proteins nicht der entscheidende Faktor fiir die
Freisetzung von Farbstoff aus Lipidvesikeln ist. Des Weiteren zeigt sich, dass das Ein-
bringen von negativer Ladung allein nicht zu einem Aktivititsverlust von wt Nef fiihrt,
sondern vielmehr die Struktur der Kopfgruppe des Lipids eine entscheidende Rolle spielt.
Dass HIV-1 Nef in der Lage sein konnte, Membranen zu destabilisieren und eventuell
lytische Eigenschaften haben konnte, wurde bereits Mitte der 1990er Jahre diskutiert. Bei
Experimenten mit Lipidvesikeln wurde 1994 von Curtain et al. dhnliches beobachtet.”’
Sie flihrten Lichtstreuexperimente und Membranfusionsstudien mit Hilfe kleiner unila-
mellarer Vesikel bestehend aus 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC)
durch. Nach der Zugabe von nichtmyristoyliertem Nef sowie N-terminalen Nef-

Fragmenten konnten sie sowohl eine Erh6hung der Streuung beobachten, als auch ein
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lipid-mixing bei den Membranfusionsstudien detektieren. Diese Messungen fanden aller-
dings nicht unter physiologischen Bedingungen statt, sondern bei 42 °C, da DPPC bei
Raumtemperatur in der Gelphase vorliegt und eine Hauptphasenumwandlungstemperatur
von 41 °C besitzt. Die Messtemperatur von 42 °C ist als kritisch zu betrachten, da es Stu-
dien gibt, die belegen, dass HIV-1 Nef ab einer Temperatur von 44 °C beginnt zu denatu-
rieren.”

Des Weiteren konnten Fujii et al.”* zeigen, dass die Zugabe von HIV-1 Nef zu CD4" Zel-
len in niedrigen Konzentrationen das Wachstum der Zellen inhibiert und bei héheren
Konzentrationen gar cytotoxisch wirkt. In weiteren Studien konnten Azad und Mitarbei-
ter beobachten, dass N-terminale Fragmente von Nef nach Zugabe zum Zelltod von He-

fezellen und bakteriellen Zellen fiihren.”™ *®

Die N-terminalen Fragmente bestanden min-
destens aus den ersten 22 Aminosduren des N-Terminus. Waren diese Fragmente zusétz-
lich N-terminal myristoyliert, so flihrten sie zum vollstindigen Tod der Zellkolonien,
wihrend nichtmyristoylierte Fragmente lediglich 80 % der Zellen téteten. Im einem an-
deren Zellassay dieser Gruppe konnte beobachtet werden, dass die schon erwdhnten
Fragmente des Proteins ebenfalls auf CD4" Zellen und peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) hidmolytisch und cytotoxisch wirken.”” In diesem Assay beobachteten sie,
dhnlich zu den in dieser Arbeit durchgefiihrten Release-Messungen an Lipidvesikeln, die
Freisetzung von Milchsduredehydrogenase (LDH) aus den Zellen. Sie konnten zeigen,
dass die myristoylierten Fragmente eine sehr viel hohere Aktivitit gegeniiber den Zellen
zeigten als die entsprechenden nichtmyristoylierten. Dass das N-terminale Fragment von
HIV-1 Nef iiberhaupt diese Fihigkeiten besitzt, fiihrten sie auf die Ahnlichkeit der Pep-
tidstruktur mit dem bekannten membranaktiven Peptid Melittin zuriick.” NMR-
Strukturuntersuchungen derselben Gruppe mit N-terminalen Nef-Fragmenten, die aus den
ersten 26 Aminosduren bestehen, zeigten, dass diese Fragmente wie Melittin in der Lage
sind, eine amphiphile a-Helix in unpolarer, membranéhnlicher Umgebung auszubilden.
Allerdings ist diese weniger definiert als die o-helicale Struktur von Melittin.”

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden im Gegensatz zu den erwéhnten
Studien mit dem full length Protein durchgefiihrt und nicht mit kiinstlich erzeugten
amphiphilen Peptiden, wie sie die N-terminalen Fragmente des Proteins bilden. Auch
konnte in den Release-Messungen lediglich beobachtet werden, dass das Protein zu einer
transienten Membrandestabilisierung der Vesikel fiihrt und nicht lytische Eigenschaften
besitzt, was zu einer vollstdndigen Freisetzung des 5(6)-Carboxyfluoresceins fithren wiir-

de.
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Dass HIV-1 Nef in der Lage ist, Lipiddoppelschichten zu destabilisieren, zeigte sich auch
in QCM-Experimenten mit artifiziellen festkdrperunterstiitzten Membranen. Sowohl fiir
Messungen mit wt Nef als auch mit der unmyristoylierten Mutante Nef G2A konnte fiir
Membranen bestehend aus Oktanthiol als untere und POPC als obere Monoschicht ein
Anstieg der Resonanzfrequenz des Quarzes beobachtet werden. Laut Gleichung 3.5 ist
ein Anstieg der Frequenz mit einer Massenabnahme der auf dem Quarz aufgebrachten
Schicht verbunden. Da das System nur aus Membran und zugegebenem Protein besteht,
ist anzunehmen, dass durch Nef Lipide aus dem Membranverband der oberen bewegli-
chen Monoschicht gelost werden. Bei den durchgefiihrten Messungen zeigte sich aller-
dings kein einheitliches Bild fiir unter identischen Bedingungen durchgefiihrte Experi-
mente. Dies ist vermutlich eher auf das Proben- beziehungsweise Membransystem zu-
riickzufiihren als auf eine nicht einheitliche Interaktion des Proteins mit der Lipiddoppel-
schicht.

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten QCM-Messungen wurde das Membransystem
aus zwei unterschiedlichen Monoschichten aufgebaut. Die untere bestand aus der Thiol-
verbindung Oktanthiol, welche an die Goldoberfldche iiber einen selbstorganisierenden
Prozess chemisorbiert ist. Diese Monoschicht ist sehr rigide. So ist bekannt, dass eine auf
Gold (Au(111)) chemisorbierte Oktanthiolmonoschicht in einer dicht gepackten kristalli-

. 100, 101
nen Phase vorliegt. ™

Die obere Monoschicht wird durch das Spreiten von Lipidvesi-
keln mit gewliinschter Zusammensetzung erzeugt. Ein solches Membransystem ist zur
Untersuchung von Proteinadsorption an Membranen geeignet. Wenn ein Protein wie
HIV-1 Nef nicht an die Membran bindet, sondern Lipide aus dem Membranverbund 16st,
ist dieses System kritisch zu betrachten, da anzunehmen ist, dass die Bindung von Nef
iber eine periphere hinausgeht. Die kristallartige Struktur der Oktanthiolschicht verhin-
dert moglicherweise die Integration von Nef in die Membran. Durch die Chemisorption
der Thiole an die Goldoberflache ist es dem Protein wahrscheinlich auch nicht moglich
Teile der unteren Monoschicht herauszuldsen. Es ist denkbar, dass die Rigiditét der unte-
ren Monoschicht zum Teil eine Interaktion des Proteins mit der Membran verhindert.
Dies konnte erkldren, warum in einigen Fillen ein Anstieg, in anderen dagegen gar keine
Anderung der Resonanzfrequenz zu beobachten war.

Da in der Literatur postuliert wird, dass eine Subpopulation von HIV-1 Nef in lipid rafts
lokalisiert ist, wurden neben Lipiddoppelschichten bestehend aus OT/POPC auch Mes-
sungen mit Lipiddoppelschichten bestehend aus OT/(POPC:SM:Chol 2:1:1), welche die

lipid rafts nachstellen, mit wt Nef durchgefiihrt. Beide Membransysteme lieferten das
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gleiche Ergebnis. Auch bei dieser Lipidmischung konnte ein Anstieg der Resonanzfre-
quenz nach Zugabe von HIV-1 wt Nef beobachtet werden, was darauf schlieBen ldsst,
dass Lipide aus dem Membranverbund der oberen Monoschicht herausgeldst werden. In
der Halfte der Fille, bei denen die raft-dhnliche Lipidmischung verwendet wurde, nahm
nach der zweiten Proteinzugabe die Resonanzfrequenz ab. Dies konnte darauf zuriickzu-
fiihren sein, dass sich das Protein oder micellare Strukturen, welche sich aus Lipiden und
Protein zusammensetzen, in die entstandenen Locher in der oberen Monoschicht einla-
gern und somit die Masse auf dem Quarz erh6éhen und zu einer Frequenzerniedrigung
fiihren.

Auffallig ist bei fast allen QCM-Messungen, dass der durch HIV-1 Nef induzierte Fre-
quenzanstieg sehr viel grofler ist als der, der sich theoretisch fiir die komplette Ablosung
der oberen Lipidmonoschicht berechnen ldsst. Fiir einen starren, diinnen, gleichmiBig
verteilten Film ergibt sich folgender linearer Zusammenhang zwischen Massen- und Fre-

quenzédnderung:

Am =St ap (5.1)
n

mit n: Zahl der Oberschwingung. Fiir einen 5 MHz Quarz verwendeten Pfeiffer et al.'®?
2008 einen Wert fiir die Sauerbreykonstante (Cr) von 17,7 ng cm™ Hz™', welcher bereits
1959 von Sauerbrey verdffentlicht wurde. Unter Verwendung dieser Konstante ergibt
sich fiir POPC als obere Monoschicht bei vollstindiger Ablosung eine maximale Fre-
quenzdnderung von 10,2 Hz und fiir die Lipidmischung POPC:SM:Chol (2:1:1) ein ma-
ximaler Frequenzanstieg von 8,9 Hz.
Diese Berechnung beriicksichtigt jedoch nicht, dass auch Dichte und Viskositit des um-
gebenden Mediums einen Einfluss auf die integrale Schichtwéigeempfindlichkeit haben.
Janshoff et al.'” bestimmten mittels Kupferabscheidung auf dem Quarz in Fliissigkeiten
die Konstante zu Cy= 27,8 ng cm™ Hz™'. Wird dieser Wert zur Berechnung der Anderung
der Resonanzfrequenz genutzt, so ergibt sich ein Afmax = 6,5 Hz bei vollstindiger Ablo-
sung der oberen Monoschicht bestehend aus POPC, fiir SM:POPC:Chol (2:1:1) ergibt
sich Afmax = 5,6 Hz. Unabhéngig von gewihlten C; liegen die berechneten Afp.x-Werte in
der gleichen Gréfenordnung, weichen aber stark von den experimentell beobachteten ab.
Im Experiment lagen die beobachteten Frequenzerh6hungen zwischen 10-50 Hz. Es kann
davon ausgegangen werden, dass eine vollstindige Ablosung der oberen Monoschicht

unwahrscheinlich ist, wie die Ergebnisse, die mittels Ellipsometrie, Fluoreszenz- und
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Rasterkraftmikroskopie erhalten wurden, bestdtigen. Das heif3t, der starke Frequenzan-
stieg muss durch andere Faktoren hervorgerufen werden. So spielt neben der Massenédn-

104-106 Ist die

derung auf dem Schwingquarz auch die Rauigkeit der Oberflidche eine Rolle.
Oberfldache des Schwingquarzes rau, so wird die durch die Schwingung verursachte Be-
wegung der Fliissigkeit komplexer als bei einer glatten Oberfliche. Durch die Disas-
semblierung der Lipide in der Membran durch HIV-1 Nef wird die Oberfliche rauer.
Zudem spielen viskoelastische Effekte eine grole Rolle. Beim Herauslosen der Lipide
aus der oberen Monoschicht bilden sich wahrscheinlich micellare Strukturen, die aus
Protein und Lipid bestehen. Diese Strukturen haben im Gegensatz zu der rigiden Lipid-
doppelschicht viskoelastische Eigenschaften. Wahrend ein auf dem Quarz aufgebrachter
steifer Film keine Auswirkungen auf Resonanzfrequenz hat, stellt ein viskoelastischer

Film einen gekoppelten Oszillator dar.'”’

Durch die Quarzschwingung kann Energie in
das System dissipieren und so die Frequenz der Schwingung beeinflussen, ohne dass eine
Massendnderung stattgefunden hat. Dass viskoelastische Filme zu einer Erniedrigung der
Resonanzfrequenz der Quarzschwingung fithren, zeigten Ho6k und Kasemo.'™ Sie ver-
folgten den Prozess des Spreitens von Vesikeln auf Siliziumdioxid mit Hilfe der QCM-
D-Technik. Nach der Vesikelzugabe detektierten sie eine Frequenzerniedrigung und ei-
nen Anstieg in der Dissipation. Sie fiihrten dies auf die Anlagerung der Vesikel an die
Oberflache zuriick, welche dort eine viskoelastische Schicht bilden. Durch das Spreiten
der Vesikel stieg die Resonanzfrequenz an und die Dissipation ging bis fast auf null zu-
riick, da sich eine rigide Membran bildete. Dies bedeutet fiir die in dieser Arbeit prisen-
tierten Ergebnisse, dass die Einlagerung von viskoelastischen, micellaren Strukturen be-
stehend aus Protein und aus dem Membranverbund herausgeldstem Lipid in den meisten
Féllen unwahrscheinlich ist, da dies eine Erniedrigung der Resonanzfrequenz zur Folge
hétte. Weitere Faktoren, die die Frequenz der Quarzschwingung beeinflussen, sind die
Hydropathie der Oberfliche und die an die Oberflache gekoppelten Wasserschichten. Bei
einer hydrophilen Oberflidche sind die Wassermolekiile iiber Wasserstoffbriicken an diese
gekoppelt und werden zur Schwingung angeregt. Diese Wasserschichten stellen einen
viskoelastischen Film dar und konnen eine 4-1000fach hohere Viskositit haben als die
aus der bulk Phase.'” '’ Es wurde auBerdem bestimmt, dass das gekoppelte Wasser zu
einer 1,5-4fachen Uberbestimmung der eigentliche Massenabscheidung fiihren
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kann.

Wird nun wéhrend der Messung ein Wechsel von einer hydrophilen zu einer
hydrophoben Oberflache vollzogen, so werden die Wassermolekiile hdher geordnet, sind

aber durch das Fehlen von Wasserstoffbriicken von der Oberfldche entkoppelt. Dies be-
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deutet, dass die Wassermolekiile keine viskoelastische Schicht mehr bilden und somit
eine Erh6hung der Frequenz der Quarzschwingung zu beobachten ist. Durch das Entfer-
nen von Lipiden aus der oberen Monoschicht werden die hydrophoben Teile der unteren
Monoschicht exponiert und treten in Kontakt mit Puffer. Es ist zu vermuten, dass der
stellenweise Wechsel von hydrophiler zu hydrophober Oberfliche die Frequenz der
Quarzschwingung malgeblich beeinflusst und somit der durch HIV-1 Nef induzierte
Massenverlust tiberbestimmt wird. Da all diese Faktoren neben der eigentlichen Protein-
Membran-Wechselwirkung die Resonanzfrequenz beeinflussen, kann zwar das eigentli-
che Phidnomen der Membrandestabilisierung beobachtet werden, eine Quantifizierung
dieses Effekts ist anhand der vorliegenden Messdaten jedoch nicht moglich.

Daher wurde zur Beobachtung und Quantifizierung der Interaktion von HIV-1 Nef mit
Lipiddoppelschichten das Membransystem gewechselt. Alle folgenden Experimente wur-
den mit Membranen durchgefiihrt, die durch das Spreiten von LUVs auf Siliziumdioxid
prapariert wurden. Der Vorteil der so erzeugten Lipiddoppelschichten liegt in der hohe-
ren Flexibilitdit und Mobilitdt. Zudem sind beide Monoschichten der Membran aus
Phospholipiden aufgebaut und stellen so natiirliche Membranen besser nach als
OT/Lipid-Doppelschichten. Zur Quantifizierung der Wechselwirkung des Proteins mit
Membranen wurden unter anderem Ellipsometriemessungen durchgefiihrt. Vergleichbar
zur QCM-Technik kénnen mittels Ellipsometriemessungen Adsorptions- und Desorpti-
onsprozesse zeitaufgelost verfolgt werden. Hierbei werden Verdnderungen in der
Schichtdicke des Systems detektiert. Die oben genannten Faktoren beeinflussen die El-
lipsometriemessungen nicht. Die Zugabe des Proteins resultierte in einer Verringerung
der Gesamtschichtdicke des Systems. In Abbildung 5.2 ist eine Ubersicht iiber die
Schichtdickenénderungen der auf SiO; gespreiteten POPC-Membranen gegeben.
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Abbildung 5.2: Ubersicht iiber die prozentuale Schichtdickenabnahme der Membran nach Zugabe
von 0,5 pM Protein.

Auch aus den Ellipsometriemessungen wird deutlich, dass der Myristoylankers des Pro-
teins nicht entscheidend fiir die Interaktion von Nef mit Lipiddoppelschichten ist. Die
QCM- und Ellipsometrimessungen zeigen aber, unabhingig von gewéhlten Membransys-
tem, dass die Zugabe von Nef in einem Materialverlust resultiert. Somit stiitzen diese
Ergebnisse die nach den Release-Messungen und deren Einordnung in die Literatur for-
mulierte Hypothese, dass HIV-1 Nef in der Lage ist die Struktur von Membranen zu sto-
ren.

Mit Hilfe der fluoreszenz- und rasterkraftmikroskopischen Experimente wurde die De-
stabilisierung der Membranen visualisiert. Es wurde nicht nur die Rolle des N-terminalen
Myristoylankers charakterisiert, sondern auch der Einfluss der Proteinkonzentration so-
wie die Bedeutung der Inkubationsbedingungen auf die Membrandestabilisierung.

In Abbildung 5.3 ist ein Uberblick iiber den mittleren Anteil nichtfluoreszierender
Membranbereiche nach der Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von wt Nef

gezeigt.
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Abbildung 5.3: Ubersicht iiber die Anteile nichtfluoreszierender Bereiche nach der Zugabe von
wt Nef zu POPC-Membranen bei verschiedenen Konzentrationen unter dynamischen Inkubations-

bedingungen.

Schon eine Proteinkonzentration von 0,1 puM wt Nef fiihrt zu einer Destabilisierung der
Membran und zum Abtragen von Lipiden aus dieser. Der mittlere Anteil nichtfluoreszie-
render Bereiche steigt mit zunehmender Proteinkonzentration bis auf 0,5 uM an. Eine
weitere Erhohung der Konzentration fiihrt nicht zu einem weiteren Verlust von Lipiden
aus der Membran. Die Fluoreszenzaufnahmen der TexasRed DHPE markierten Membra-
nen (vergleiche Abbildung 4.21) zeigen, dass noch groBBe Teile der Membran intakt sind.
Es ist in der Literatur bekannt, dass nur ein Teil (~40%) der gesamten Nef-Population in
Zellen an der Plasmamembran lokalisiert ist.”> ”" ''> ' Der restliche Teil der Proteinpo-
pulation befindet sich im Cytosol der Zelle. Ob es ein Gleichgewicht zwischen diesen
Populationen gibt, ist nicht bekannt. Arold und Bauer vermuten, dass im Cytosol der Zel-
le HIV-1 Nef nach der Translation in einer sogenannten closed conformation vorliegt.”’
Bei dieser liegt die Myristoylsdure des N-Terminus in der Kerndomine des Proteins ver-
steckt und somit ist das Membranbindungsmotiv des Proteins nicht frei zugidnglich. Die
closed conformation koénnte Nef vor enzymatischen Abbauprozessen der flexiblen Pro-
teinregionen in der Zelle schiitzen. Dies konnte erkldren, warum ein Teil von Nef im Cy-
tosol lokalisiert ist.

Zellen und Zellmembranen stellen natiirlich ein sehr viel komplexeres System dar als das

in dieser Arbeit verwendete Modellsystem. Allerdings ist es durchaus denkbar, dass Nef
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auch in vitro zum Teil in der closed conformation vorliegt und so grof3e Teile des Prote-
ins gar nicht mit der Membran in Wechselwirkung treten.

Neben dem Einfluss der Proteinkonzentration wurde mittels fluoreszenz- und raster-
kraftmikroskopischer Experimente der Einfluss der Inkubationsbedingungen auf die
Membrandestabilisierung untersucht. In Abbildung 5.4 ist der mittlere Anteil der nicht-
fluoreszierenden Membranbereiche dargestellt, die fiir wt Nef und Nef G2A unter stati-

schen und dynamischen Inkubationsbedingungen erzielt wurden.
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Abbildung 5.4: Ubersicht iiber die mittleren Anteile nichtfluoreszierender Bereiche nach der Zugabe
von entweder 1,0 uM Protein unter statischen (sI) beziehungsweise 0,5 pM Protein unter dynami-

schen Inkubationsbedingungen (dI).

Die Messungen unter statischen Bedingungen wurden mit einer Proteinkonzentration von
1,0 uM durchgefiihrt, die unter dynamischen Bedingungen dagegen mit einer Konzentra-
tion von 0,5 uM. Zum einen wurde diese Proteinkonzentration gewihlt, da sie schon bei
den Ellipsometriemessungen verwendet wurde und somit einen besseren Vergleich er-
laubt, zum anderen wurde bei dieser Konzentration der hochste Anteil an nichtfluoreszie-
renden Bereichen bestimmt. Bei den statischen Inkubationsbedingungen wurde mit einer
Konzentration von 1,0 uM gearbeitet, da sich diese als notwendig fiir eine Interaktion
zwischen Protein und Membran herausstellte. Eine kleinere Konzentration fiihrte zu sehr

geringen Membrandestabilisierungen (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Bei der Inkubation der Membranen unter dynamischen Bedingungen konnte die Inkuba-
tionszeit stark verkiirzt werden, da das Protein durch die konstante Pumpgeschwindigkeit
direkt an die Oberfliche transportiert wird. Hier konnten bereits nach zwei Stunden viele
nichtfluoreszierende Bereiche detektiert werden, wihrend unter statischen Bedingungen
nach gleicher Inkubationszeit noch keine Verdnderung der Membranfluoreszenz beob-
achtet werden konnte. Unter diesen Bedingungen waren Verdnderungen erst nach der
Inkubation iiber Nacht detektierbar, da das Protein nur durch Diffusion an die Membran-
oberflache transportiert wird, was einen langsamen Prozess darstellt. Allerdings beweist
diese Inkubationsmethode, dass die beobachteten Verdnderungen der Membran nicht aus
den Durchflussbedingungen, sondern aus der Protein-Membran-Wechselwirkung resul-
tieren.

Unter beiden Inkubationsbedingungen konnte bei Experimenten mit dem Fluoreszenz-
mikroskop durch den FITC-konjugierten Anti-Hise-tag-Antikdrper eine Bindung des Pro-
teins detektiert werden. Dies widerspricht den Ergebnissen aus dem Vesikelcosedimenta-
tionsassay. Zudem wurde in den Release-Messungen nur eine partielle Freisetzung von
5(6)-Carboxyfluorescein beobachtet, was darauf hindeutet, dass die Storungen der
Membran induziert durch Nef transient sind. Bei einer stabilen Bildung von Lochern in
der Membran, wie es die nichtfluoreszierenden Bereiche suggerieren, wiirde ein vollstin-
diges Auslaufen der Vesikel erwartet werden. Diese Unterschiede sind auf das unter-
schiedliche Membransystem zuriickzufiihren. Bei den festkdrperunterstiitzten Membra-
nen dient Siliziumdioxid als Substrat, bei den Lipidvesikeln ist kein Substrat vorhanden.
Siliziumdioxid ist partiell negativ geladen und bildet somit eine artifizielle Adsorptions-
stelle fiir das Protein aufgrund der vielen basischen Aminosduren im N-Terminus. Mittels
Ellipsometriemessungen konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von Nef zu einem rei-
nen Siliziumdioxidplittchen zu einem starken Anstieg der Schichtdicke fiihrt (Ergebnisse
sind nicht gezeigt). Durch das Abtragen von Lipiden aus der Membran werden auflerdem
noch hydrophobe Teile der Lipiddoppelschicht exponiert und bilden so eine weitere arti-
fizielle Adsorptionsstelle fiir die hydrophoben Bereiche des Proteins. In Vesikeln sind
diese kiinstlichen Adsorptionsstellen nicht prisent. Es ist mdglich, dass das Substrat die
Stérungen der Membran stabilisiert. So ist denkbar, dass die betrachteten Strukturen in
den festkorperunterstiitzten Membranen als eine Art eingefrorener Zustand betrachtet
werden miissen. Dies wiirde auch erkldren, warum bei den Membranen auf Siliziumdi-

oxid
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HIV-1 Nef in den Membrandefekten lokalisiert ist, wiahrend bei den Vesikelcosedimenta-
tionsassays keine Bindung beobachtet werden konnte.

Zusammenfassend ldsst sich aus allen mit wt Nef und Nef G2A durchgefiihrten Experi-
menten schlieBen, dass der Verlust des N-terminalen Myristoylankers nicht die Wech-
selwirkung des Proteins mit Membranen unterbindet. Vielmehr zeigte sich, abgesehen
von den Release-Messungen mit der Lipidmischung POPC:POPS (4:1), dass die Fettsdu-
re nicht den entscheidenden Parameter darstellt. Nef G2A war wie wt Nef in der Lage die
Stabilitdt der Membranstruktur zu stéren und Lipide aus dem Membranverbund zu 16sen.
Bei den présentierten Ellipsometrieergebnissen flihrte die nichtmyristoylierte Mutante
sogar zu einer stirkeren Membrandestabilisierung, was in einer gro3eren Erniedrigung
der Gesamtschichtdicke des Systems resultierte. Dies ldsst vermuten, dass es noch andere
Strukturmotive des Proteins geben muss, die die Wechselwirkung des Proteins mit
Membranen beeinflussen.

In der Literatur wird davon ausgegangen, dass ein Myristoylanker, welcher den kiirzest-
moglichen Lipidanker von Proteinen reprisentiert, nicht ausreicht, um Proteine stabil in
der Plasmamembran zu verankern.''”'"” So wurde die freie Enthalpie AG fiir die Bindung
zwischen myristoylierten Peptiden und elektrisch neutralen Phospholipidvesikeln zu
8 kcal/mol bestimmt. Dies entspricht einer effektiven Dissoziationskonstante von
10* M."?% 2! Zudem wurde gezeigt, dass fiir jede zusitzliche CH,-Gruppe, die zu der
Fettsiurekette hinzugefiigt wird, die Bindungsenergic um 0,8 kcal/mol steigt.'*
8 kcal/mol sind nicht ausreichend, um ein Protein stabil in der Membran zu verankern. Es
wird vermutet, dass weitere Mechanismen zusitzlich zur Myristoylierung nétig sind, um
modifizierte Proteine stabil an der Plasmamembran zu assoziieren. Eine Mdéglichkeit, um
die Affinitdt der Proteine zu Membranen zu erhéhen, wére einen weiteren Lipidanker
einzufiihren. Dies ist zum Beispiel bei Proteinen der Scr-Protein-Familie der Fall, die
neben einem N-terminalen Myristoylanker einen Palmitoylanker besitzen.'" Auch ist
eine zusitzliche elektrostatische Wechselwirkung von Proteinteilen mit den Kopfgruppen
der Membranlipide denkbar.

Die Rolle des Myristoylankers von HIV-1 Nef wird auch in der Literatur kontrovers dis-
kutiert. In frithen Studien wurde gezeigt, dass Nef N-terminal myristoyliert sein muss, um
mit der Plasmamembran assoziiert zu sein und seine biologischen Funktionen ausiiben zu
kénnen.'% 2+ 32 76 116122 fahei wurde postuliert, dass der N-terminale Membrananker von
essentieller Bedeutung ist. 2006 wurden jedoch sowohl von Bentham et al.** als auch von

Fackler et al.?® Studien veroffentlicht, die zeigen, dass auch die nichtmyristoylierte Form
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von Nef mit Membranen assoziiert sein kann und funktionell ist. Wie schon in Kapi-
tel 3.1.2 erwiahnt, besitzt HIV-1 Nef innerhalb der ersten 26 N-terminalen Aminosiuren
insgesamt sieben basische Aminosduren. Im N-Terminus wurde zudem in der argininrei-
chen Region eine Neigung zur Bildung einer a-helikalen Struktur gefunden. Es wird
vermutet, dass diese vermehrten positiven Ladungen die Assoziation von HIV-1 Nef mit
der Plasmamembran erleichtern und stabilisieren.”® Zudem ist in der Literatur bekannt,
dass HIV-1 Nef in Zellen mit einer Lck Tyrosinkinase und einer Serinkinase in einem

271233 pyjege Proteine sind ebenfalls mit der Plasmamembran

Proteinkomplex assoziiert ist.
verbunden und koénnen so eventuell HIV-1 Nef-Membran-Wechselwirkungen in vivo
stabilisieren. In artifiziellen Systemen, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurden, sind
keine weiteren Proteine an die Membran gebunden. Deshalb wurde im Weiteren der Ein-

fluss des basischen Ladungsclusters von HIV-1 Nef analysiert.

5.2 Untersuchung des Einflusses des positiven Ladungsclusters im
N-Terminus von HIV-1 Nef auf die Wechselwirkung mit artifiziel-
len Membransystemen

Im vorherigen Kapitel wurde gezeigt und diskutiert, dass der N-terminale Membran-
anker von HIV-1 Nef nicht der entscheidende Faktor bei der beobachteten Protein-
Membran-Wechselwirkung ist. Daher wurde der Fokus auf die Rolle des positiven La-
dungsclusters gelegt. Um diesen zu untersuchen, wurde mit zwei verschiedenen Mutan-
ten, Nef KKAA und Nef R4A, gearbeitet. Bei Nef KKAA wurde durch den Austausch
zweier Lysine gegen Alanin die Ladungsdichte um zwei verringert, bei Nef R4A wurden
insgesamt vier Arginine gegen Alanin ausgetauscht. Somit trégt diese Mutante nur noch
drei positive Ladungen.

In den Vesikelcosedimentationsassays konnte, wie schon fiir wt Nef keine stabile Bin-
dung von Nef KKAA oder Nef R4A detektiert werden. In den Release-Messungen zeigte
sich hingegen ein deutlicher Unterschied in der Aktivitit der einzelnen Proteine. In Ab-
bildung 5.5 ist ein Uberblick iiber die mittleren prozentualen Fluoreszenzintensititsan-
stiege nach Zugabe von 0,02 uM wt Nef, Nef KKAA oder Nef R4A fiir alle verwendeten

Lipidmischungen gegeben.
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Abbildung 5.5: Ubersicht iiber die gemittelten prozentualen Anstiege der Fluoreszenzintensitit nach
Zugabe von wt Nef, Nef KKAA und Nef R4A zu unilamellaren Lipidvesikeln. Protein:Lipid-
Verhiiltnis: 1:65.

Bei allen Lipidmischungen fiihrte die Zugabe von wt Nef zu unilamellaren Lipidvesikeln
zu einem deutlich héheren mittleren Anstieg des Fluoreszenzsignals. Die Zugabe der
Mutante Nef KKAA fiihrte nur bei POPC-Vesikeln zu einer Freisetzung von
5(6)-Carboxyfluorescein. Negative Ladung in den Lipiddoppelschichten bewirkte, dass
die Zugabe von Nef KKAA zu keinem Austritt des Farbstoffs fiihrte. HIV-1 Nef R4A
fithrte bei keiner der untersuchten Lipidmischungen zu einer Freisetzung von 5(6)-Carb-
oxyfluorescein.

Dass eine Verringerung der positiven Ladungen im N-Terminus die Wechselwirkung des
Proteins mit artifiziellen Membransystemen beeinflusst, zeigten auch die fluoreszenz-
und rasterkraftmikroskopischen Ergebnisse. Diese wurden fiir HIV-1 Nef KKAA und
HIV-1 Nef R4A stets unter dynamischen Inkubationsbedingungen durchgefiihrt. In Ab-
bildung 5.6 ist eine Ubersicht iiber den mittleren prozentualen Anteil nichtfluoreszieren-
der Bereiche gegeben, welche nach der Inkubation der Membranen mit wt Nef,

Nef KKAA oder Nef R4A beobachtet werden konnten.
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Abbildung 5.6: Ubersicht iiber die Anteile nichtfluoreszierender Bereiche nach der Zugabe von wt
Nef, Nef KKAA oder Nef R4A zu Membranen bestehend aus POPC unter dynamischen Inkuba-
tionsbedingungen (dI).

Aus Abbildung 5.6 ist ersichtlich, dass wt Nef zu einem 3-4fach hoheren Anteil an nicht-
fluoreszierenden Membranbereichen fiihrt als Nef KKAA oder Nef R4A. Die Werte fiir
Nef KKAA und Nef R4A liegen in der gleichen Grof3enordnung. Allerdings ist der Feh-
ler bei Nef R4A grofer als der eigentlich erzielte Anteil an dunklen Stellen auf der
Membran. Dies resultiert aus der starken Streuung der Messergebnisse. In manchen Fél-
len konnte fast keine Modulation der POPC-Membranen in TexasRed DHPE-
Fluoreszenzbildern beobachtet werden, in anderen Fillen konnte eine deutliche Destabili-
sierung der Lipiddoppelschichten mit resultierenden nichtfluoreszierenden Bereichen
detektiert werden. Zum Teil zeigte sich auch auf derselben Probe ein heterogenes Bild.

Auffillig ist bei einem Vergleich der Release-Messungen an POPC-Vesikeln mit den
fluoreszenz- und rasterkraftmikroskopischen Versuchen an Lipiddoppelschichten beste-
hend aus POPC, dass die beiden Mutanten, vor allem Nef R4A, an festkorperunterstiitz-
ten Membranen eine stirkere destabilisierende Wirkung auf die Membranen haben als bei
Lipidvesikeln. Bei den Release-Messungen resultierte die Zugabe von Nef KKAA in
einer um den Faktor 4 verringerten Freisetzung von CF im Vergleich zu wt Nef, bei den
fluoreszenzmikroskopischen Experimenten war der mittlere prozentuale Anteil an nicht-
fluoreszierenden Bereichen nur um den Faktor 3 geringer. Deutlicher ist der Unterschied

bei Nef R4A. Das Protein zeigte bei den Release-Messungen keine Wechselwirkung mit
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den Lipidvesikeln, die zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignal fiihrten, resultierte aber
auf festkorperunterstiitzten Membranen in der Entstehung von nichtfluoreszierenden Be-
reichen, deren mittlerer Flachenanteil im Vergleich zu wt Nef um den Faktor 4 geringer
war. Diese unterschiedlichen Beobachtungen lassen sich durch die unterschiedlichen
Membransysteme erklaren.

Bei Release-Messungen wird die Freisetzung eines Fluorophors aus Lipidvesikeln detek-
tiert. Damit dieser aus den Vesikeln austreten kann, muss die Membrandestabilisierung,
welche durch das Protein induziert wird, eine bestimmte Porengrofle erreichen. Da bei
den Release-Messungen mit den Mutanten Nef KKAA und Nef R4A wenig beziehungs-
weise gar kein Austritt von 5(6)-Carboxyfluorescein beobachtet werden konnte, die Ex-
perimente mit festkdrperunterstiitzten Membranen aber zeigten, dass beide Proteine in
der Lage sind Lipide aus dem Membranverbund zu 16sen, liegt die Vermutung nahe, dass
Nef KKAA und Nef R4A auch die Lipiddoppelschichten von Vesikeln destabilisieren,
die resultierende Porengréf3e in der Membran aber kleiner ist als bei wt Nef. So kann nur
sehr wenig oder gar kein Farbstoff freigesetzt werden.

Neben Lipidanker und basischen Aminosduren tragen zu einer stabilen Membran-
Protein-Wechselwirkung auch aromatische Aminoséduren wie Tyrosin, Tryptophan und
Phenylalanin bei.'** ' Im Gegensatz zu den basischen Aminosiuren Arginin und Lysin,
die mit den Kopfgruppen der Lipide interagieren, sind aromatische Aminosiuren an der
Grenzfliche zwischen den hydrophoben Fettsdureketten und den hydrophilen Kopfgrup-
pen lokalisiert und stabilisieren so die Wechselwirkung. Im N-Terminus von Nef sind
aromatische Aminosduren in Form von Tryptophan an Positionen 5 und 13 lokalisiert.
Diese Tryptophane konnten den Mutanten Nef KKAA und Nef R4A, trotz reduzierter
positiver Ladung, Stabilitdt in der Membran verleihen. Dass Tryptophan die Protein-
Membran-Wechselwirkung stark beeinflusst, zeigte auch Holger Gerlach in seiner Dis-
sertation, als er Fluoreszenz-Stopped-Flow Experimente mit einer Nef-Mutante durch-
fiihrte, bei der die Tryptophane durch Alanin ersetzt worden waren. Diese Mutante zeigte
eine stark eingeschrénkte Bindefdhigkeit an Lipidvesikel. War neben Tryptophanen auch
noch der basische Arginin-Cluster durch Alanin ersetzt, zeigte das Protein kaum noch
eine Wechselwirkung mit Vesikeln.”” Neben der Interaktion der aromatischen Aminosdu-
ren mit der Membran muss allerdings auch beriicksichtigt werden, dass bei festkdrperun-
terstiitzten Membranen, wie in Kapitel 5.1 beschrieben, das Substrat Siliziumdioxid eine
artifizielle Adsorptionsstelle fiir HIV-1 Nef bildet. Dies ist bei den Experimenten mit
Lipidvesikeln nicht gegeben.
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Fiir die fluoreszenz- und rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen zur Visualisierung
der Storung der Membranstabilitit wurden neben Lipiddoppelschichten bestehend aus
POPC auch die Lipidmischung POPC:POPS im molaren Verhéltnis von (4:1) verwendet,
um die natiirliche Membranumgebung von Nef nachzustellen und den Einfluss von nega-
tiv geladenen Lipiden auf die Wechselwirkung mit dem Protein zu untersuchen. Diese
Experimente wurden nicht mit allen vier Nef-Proteinen durchgefiihrt, sondern nur mit
wt Nef und Nef R4A, da von diesen die groBtmoglichen Aktivitdtsunterschiede erwartet
wurden. Die Messungen wurden alle unter dynamischen Inkubationsbedingungen durch-
gefiihrt. Die Experimente lieferten aber fiir keines der untersuchten Proteine ein einheitli-
ches Bild. Sowohl wt Nef als auch Nef R4A waren teilweise in der Lage, die Membran
zu destabilisieren, was sich in der Bildung von nichtfluoreszierenden Bereichen zeigte.
Zum Teil konnte aber auch gar keine Wechselwirkung beobachtet werden. Induzierte Nef
eine Entstehung von nichtfluoreszierenden Bereichen in der Membran, wurden die davon
aufgenommenen Fluoreszenzbilder einer Pixelanalyse unterzogen, um den Flidchenanteil
dieser Bereiche zu bestimmen. Ein Uberblick iiber den mittleren prozentualen Flichenan-

teil ist in Abbildung 5.7 gegeben.
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Abbildung 5.7: Ubersicht iiber die Anteile nichtfluoreszierender Bereiche nach der Zugabe von wt
Nef oder Nef R4A zu Membranen bestehend aus POPC:POPS (4:1) unter dynamischen Inkubations-

bedingungen.
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Auch bei dieser Lipidmischung scheint es die Tendenz zu geben, dass wt Nef in grof3e-
rem MalBe als Nef R4A zu einer Membrandestabilisierung zu fiihren scheint, die verbun-
den ist mit dem Herausldsen von Lipiden aus der Membran. Allerdings muss hierbei be-
achtet werden, dass beide Proteine iiberhaupt nur in 50 % der Félle die Entstehung von
nichtfluoreszierenden Bereichen in der Membran induzierten. Aufgrund dieser Inhomo-
genitdt der Messergebnisse konnen diese Daten nur bedingt denen von POPC-
Membranen gegeniibergestellt werden. Prinzipiell konnte aber gezeigt werden, dass Nef
generell auch in der Lage ist, die Stabilitdt von negativ geladenen Membranen zu beein-
flussen und auch Lipide aus solchen Lipiddoppelschichten herausreilen kann. Dass sich
bei dieser Lipidmischung ein so heterogenes Ergebnisbild ergibt, konnte unter anderem
mit der Membranpréparation zusammenhingen. Wie in Kapitel 4.5.2 erwdhnt, wurden
die Vesikel in Gegenwart von Calciumionen gespreitet. Da diese Ionen die negative La-
dung von POPS abschirmen und somit die Wechselwirkung der negativ geladenen Lipide
mit dem positiven Ladungscluster von HIV-1 Nef verhindern wiirden, wurden die Memb-
ranen nach dem Spreiten intensiv mit calciumfreiem Puffer gespiilt. Allerdings ist es
moglich, dass trotz des Spiilens zum Teil Calciumionen an POPS koordiniert blieben und
somit das Messergebnis beeinflussen. In Vorversuchen wurden die Proben mit EGTA-
haltigem Puffer gespiilt, um die Ca*"-Ionen vollstindig zu entfernen. Allerdings wurde
hierbei festgestellt, dass das Spiilen mit diesem Puffer die Membran teilweise wieder
vom Substrat 16ste, da das EGTA auch die Ionen, welche das Substrat und POPS ver-
briicken, komplexierte. Auch die Bildung von PS-Lipiddominen in der Membran deutet
darauf hin, dass in der Pufferlosung noch Ca*"-Ionen anwesend sind. Dass Calciumionen
eine laterale Phasenseparation in Lipidvesikeln bestehend aus PC- und PS-Lipiden ver-
schiedener Zusammensetzung induzieren, wurde bereits 1984 von Silvius und Gagné

mittels differential scanning calorimetry (DSC) untersucht.'*

Die Lipide einer Mischung
hatten dabei stets dieselbe Kettenlinge. Bei keiner der verwendeten Lipidmischungen
konnten sie in Abwesenheit von Calciumionen eine Phasenseparation detektieren, wih-
rend die Prisenz der Ionen zu einer Phasenseparation fiihrte. Spéter konnten sie diese
Ergebnisse auch mittels Fluoreszenzstudien bestitigen.'”” Hierfiir markierten sie die PC-
Lipide an der Seitenkette mit einem Fluorophor und die PS-Lipide mit dem dazugehori-
gen Fluoreszenzloscher. In Abwesenheit von Calciumionen wurde die Fluoreszenz ge-
16scht. Wurden dem Puffer Ca®'-Ionen hinzugefiigt, beobachteten sie einen Anstieg der

Intensitdt des Fluoreszenzsignals. Daraus schlossen sie, dass Calciumionen zu einer Ent-

mischung der Lipide fiihren. Menke et al.'*® konnten eine Phasenseparation in auf Glim-
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mer immoblisierten Membranen bestehend aus POPC:POPS (4:1) in Gegenwart von
1 mM CaCl, mit Hilfe des Rasterkraftmikroskops visualisieren. Sie bestimmten die Hohe
der POPS-Doménen zu 0,4-1,0 nm, der Durchmesser der Dominen betrug 20-100 nm.
Auch in den in dieser Artbeit untersuchten festkorperunterstiitzten Membranen lagerte
sich unter den verbleibenden Calciumionen POPS zu steiferen Doméinen, welche den
Fluorophor TexasRed DHPE ausschlossen, zusammen. Daher erschienen die Doménen in
den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen dunkel und beim Abrastern der Oberfldche
mit Hilfe des Rasterkraftmikroskops (1,5 £ 0,3) nm hoher. Die in dieser Arbeit visuali-
sierten Doménen sind etwas hoher und sehr viel grofer als die von Menke et al. Es ist
denkbar, dass das verwendete Substrat einen Einfluss auf Form und Grof3e der Doménen
hat, in dieser Arbeit wurde Siliziumdioxid verwendet, wihrend Menke et al. die Lipid-
doppelschichten auf Glimmer immobilisierten.

Abgesehen von diesen Problemen bei festkorperunterstiitzten Membranen bestehend aus
POPC:POPS (4:1) deuten sowohl die Release-Messungen als auch die fluoreszenz- und
rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen darauf hin, dass dem N-terminalen positiven
Ladungscluster eine groflere Bedeutung bei der membrandestabilisierenden Wirkung des
Protein mit Lipiddoppelschichten zukommt als dem Myristoylanker.

Dass die Anzahl der basischen Aminosduren die Stabilitit der Interaktion von Proteinen
mit Membranen beeinflusst, wurde auch von Arbuzova et al. gezeigt.'*’ Sie fiihrten Vesi-
kelcosedimentationsassays mit LUVs, welche mit Sucrose gefiillt waren, und Peptiden
aus der Geriistregion von Caveolin (Aminosiuren 92-101) und der Effektorregion von
MARCKS (myristoylated alanine rich C kinase substrate) (Aminosduren 151-175)
durch. Beide Peptide enthalten 5 aromatische Aminosduren, aber unterschiedlich viele
basische Aminosduren. MARCKS(151-175) enthélt insgesamt 13 positive Ladungen,
wihrend Caveolin(92-101) nur drei positive Ladungen besitzt. Sie fanden speziell bei
partiell negativ geladenen Vesikeln, dass MARCKS(151-175) viel stirker an die Mem-
bran bindet als Caveolin(92-101). Sie fiihrten dies auf die unterschiedlich hohe positive
Ladungsdichte zurtick.

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten zeigte sich die Tendenz, dass Nef
KKAA zu einer stirkeren Membrandestabilisierung fiihrt als Nef R4A. Dies konnte auf
die unterschiedlich hohe Anzahl an basischen Aminosduren zuriickzufiihren sein. Aller-
dings wurde nicht nur die Ladungsdichte der Mutanten verdndert, sondern es wurden
auch unterschiedliche Aminosduren gegen Alanin ausgetauscht. Bei Nef KKAA wurden

zwei Lysine ausgetauscht und bei Nef R4A ausschlieBlich Arginine. Dies konnte auch
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darauf hinweisen, dass nicht nur die Eliminierung von positiven Ladungen, sondern auch
die nach dem Austausch resultierende Aminosiuresequenz die Wechselwirkung beein-
flusst. Dies konnte bei tryptophan- und argininreichen antimikrobiellen Peptiden gezeigt
werden. Bei Lactoferricinpeptiden konnte durch gezielte Mutationen gezeigt werden,
dass Arginine und Trytophane eine entscheidende Rolle bei der hamolytischen Aktivitit
gegeniiber menschlichen roten Blutkdrperchen und der antibakteriellen Aktivitit gegen-
tiber E. coli und S. aureus spielen. Selbst der Austausch von Arginin gegen die ebenfalls
basische Aminosdure Lysin und die Mutation von Tryptophan zu den ebenfalls aromati-
schen Aminosduren Tyrosin oder Phenylalanin resultierte in einer Reduzierung der lyti-
schen Aktivitit der Peptide.”*” ! Dieses Phinomen konnte nicht nur bei Lactoferricin-
peptiden beobachtet werden, auch bei anderen tryptophan- und argininreichen antimikro-
biellen Peptiden fiihrten Mutationen zum gleichen Effekt. So konnten zum Beispiel
Blondelle und Houghten in kombinatorischchemischen Studien von antimikrobiellen
Hexapeptiden beobachten, dass Hexapeptide, die reich an Tryptophan und Arginin sind,
eine hohere antimikrobielle Wirkung gegeniiber verschiedenen Bakterienstimmen haben
als Peptide, die analoge Aminoséuren enthalten.'*

Nicht nur bei antimikrobiellen Peptiden spielt das Zusammenspiel von Arginin und Tryp-
tophan eine entscheidende Rolle bei der Interaktion mit Membranen, auch die meisten
cell penetrating peptides (CPPs) weisen einen hohen Anteil an diesen Aminosduren auf.
So konnte bei dem CPP Penetratin durch molekulardynamische Simulationen die Wich-
tigkeit der Wechselwirkung der Tryptophane (Position 48 und 56) mit Arginin (Position

133

52) fiir die Aktivitdt des Proteins geklart werden. ” Die Besonderheit der Tryptophan-

Arginin-Wechselwirkung liegt in einer moglichen Kationen-n-Wechselwirkung zwischen

. - 134, 135
den Seitenketten der Aminosduren. =

Prinzipiell ist auch die basische Aminosdure
Lysin zu solch einer Wechselwirkung mit Tryptophan befdhigt, allerdings kann Arginin
im Gegensatz zu Lysin zusdtzlich zum m-stacking mit Tryptophan noch als Was-
serstoftbriickendonor dienen und so gleichzeitig mit den Kopfgruppen der Lipide wech-
selwirken. Dies stirkt die Protein-Membran-Interaktion und konnte erkldren, warum in
antimikrobiellen Peptiden Arginin eine groflere Bedeutung zukommt als Lysin. Da im
N-Terminus von HIV-1 Nef ebenfalls zwei Tryptophane lokalisiert sind, kdnnte eine &hn-
liche Arginin-Tryptophan-Wechselwirkung zusitzlich zu der Gesamtladungsstruktur ver-

mutet werden, welche den Aktivitidtsunterschied zwischen Nef KKAA und Nef R4A er-

klaren wiirde.
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Dass bei HIV-1 Nef die N-terminalen Arginine ebenfalls eine entscheidende Rolle bei
den Wechselwirkungen mit Interaktionspartnern in der Zelle spielen, wurde von Bentham
et al. beobachtet.”” Sie bestimmten zum einem den Anteil an HIV-1 Nef, der an der
Plasmamembran lokalisiert ist, und zum anderen den Einfluss von Mutationen auf die
Fahigkeit CD4-Molekiile downzuregulieren. Sie fanden, dass durch den Austausch der
basischen Lysine an den Positionen 4 und 7 sowohl die Membranbindung, als auch die
Downregulation von CD4 nur geringfiigig beeinflusst werden. Der Arginincluster an den
Positionen 17, 19, 21, 22 hingegen spielt eine entscheidende Rolle. Sowohl der an der
Plasmamembran lokalisierte Teil des Proteins war stark reduziert als auch die Fahigkeit
dieser Mutante, den Abbau von CD4-Rezeptoren zu induzieren. Eine weitere Mutante,
bei der alle basischen Aminosduren im N-Terminus gegen neutrale ausgetauscht wurden,
zeigte sich gar inaktiv. Dass die N-terminalen Lysine von Nef keine entscheidende Rolle
bei der Downregulation von CD4 spielen, wurde auch von Aiken et al. beschrieben.'*®
Auch H. Gerlach untersuchte in seiner Dissertation den Einfluss von Mutationen auf die
Fihigkeit von Nef mit Membranen zu assoziieren.”” Er stellte dabei fest, dass diese Fi-
higkeit von Nef R4A im Vergleich zum Wildtyp stark verringert ist.

Insgesamt konnte mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten gezeigt werden,
dass eine Verringerung der positiven Ladungsdichte im N-Terminus des Proteins zu einer

Reduzierung der membrandestabilisierenden Eigenschaften von HIV-1 Nef fiihrt.

5.3 Einordnung in den physiologischen Kontext

Im Rahmen dieser Arbeit wurde festgestellt, dass anstatt einer Bindung von HIV-1 Nef
an artifizielle Membransysteme eine Storung der Membranstruktur detektiert werden
konnte. Der N-terminale Membrananker in Form einer Myristoylsdure spielt dabei nicht
die entscheidende Rolle, vielmehr werden die Wechselwirkungen mit Membranen durch
den basischen Ladungscluster in N-Terminus des Proteins beeinflusst. Frithere Studien
zeigten, dass der myristoylierte Wildtyp eine kompaktere Struktur aufweist als die unmy-
ristoylierte Mutante.”® Es wurde vermutet, dass die Fettsiure mit der Kerndoméne assozi-
iert (closed conformation) ist, wihrend bei Abwesenheit der N-Terminus flexibel vor-
liegt. Da es HIV-1 Nef moglich ist, die closed conformation einzunehmen, liegt die Ver-
mutung nahe, dass es in den hydrophoben Bereichen der Kerndoméne des Proteins eine

Lipidbindungsstelle geben konnte. 2007 zeigten Hoffmann et al., dass Nef seinen my-
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ristoylierten N-Terminus binden kann."*” Hierfiir fiihrten sie Fluoreszenztitrationsstudien
mit HIV-1 Nef und Nef-Fragmenten (Aminosduren 2-7) durch, die entweder myristoy-
liert oder unmyristoyliert waren. Nur das myristoylierte Fragment konnte gebunden wer-
den. Sie formulierten dies als ersten Beweis fiir eine Lipidbindungsstelle. Kiirzlich zeig-
ten auch Rontgenstrukturuntersuchungen der Arbeitsgruppe von PD Dr. M. Geyer (MPI
fiir molekulare Physiologie, Dortmund), dass die Kerndoméne von HIV-1 Nef eine hyd-
rophobe Tasche besitzt, in der entweder der eigene Membrananker oder auch andere Li-
pide gebunden werden konnen (Ergebnisse noch nicht verdffentlicht).

Die in dieser Arbeit dargestellten Wechselwirkungen des Proteins mit Lipiddoppelschich-
ten wurden an artifiziellen Membransystemen beobachtet. Zellen stellen ein sehr viel
komplexeres System dar, daher konnen die erhaltenen Ergebnisse nur bedingt libertragen
werden. Allerdings liegt der Vorteil der artifiziellen Membransysteme gerade in ihrer
Einfachheit. Im Gegensatz zu Zellmembranen erlauben sie die gezielte Untersuchung der
Protein-Membran-Wechselwirkung ohne die Interaktion mit anderen Zellbestandteilen,
wie zum Beispiel anderen Membranproteinen oder Protein-Cytoskelett-Wechsel-
wirkungen. AuBerdem kann die Lipidzusammensetzung der Membranen auf die natiirli-
che Umgebung des Proteins abgestimmt und variiert werden, um den Einfluss einzelner
Lipide zu untersuchen. Allerdings muss beachtet werden, dass HIV-1 Nef in Zellen auf
der cytoplasmatischen Seite lokalisiert ist, das heifit an Membranen mit keiner Kriim-
mung oder mit leicht negativer Kriimmung. In den hier durchgefiihrten Vesikelexperi-
menten wurden LUVs mit einem Durchmesser von 100 nm verwendet, welche sehr viel
kleiner sind als Zellen und deren Lipiddoppelschichten somit auch sehr viel stirker ge-
kriimmt sind. Auflerdem wurde Nef zu der Vesikellosung gegeben und interagiert somit
mit Membranen positiver Kriimmung. Es konnte denkbar sein, dass Nef iiber clustern
oder andere Mechanismen dieser ,,falschen* Membrankrimmung versucht entgegenzu-
wirken. Dadurch steht die Lipidmembran unter einer zusétzlichen Spannung, was sich in
einer Destabilisierung und damit verbundenen Freisetzung von CF duflern konnte. In
lebenden menschlichen Zellen fiihrt die Expression von HIV-1 Nef nicht zum Zelltod
durch Stérungen der Membranstruktur. Trotzdem lasst diese Fahigkeit darauf schliefen,
dass Nef in der Lage sein konnte, Eigenschaften von Membranen zu beeinflussen bezie-
hungsweise zu verindern. Fackler und Mitarbeiter'*® beobachteten, dass HIV-1 Nef wih-
rend der Virionenproduktion in T-Lymphozyten deren rafi-Charakter erhoht, indem der
Anteil an ungesittigten Phosphocholinlipiden signifikant reduziert und Sphingomyelin

angereichert wurde. Bereits frither wurde vermutet, dass Nef nicht nur mit Proteinen der
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Wirtszellen interagiert, sondern auch die Biosynthese und den Transport von speziellen

139,140 Dies konnten Fackler und Mit-

Lipiden, wie zum Beispiel Cholesterin, beeinflusst.
arbeiter jedoch nicht bestitigen; sie fanden, dass Nef den Gehalt an Cholesterin und
Phosphoglycerolipiden nicht mafigeblich beeinflusst. Es zeigt aber, dass der Einfluss von
Nef auf die Lipidzusammensetzung von Zellmembranen und Virionen keine génzlich
neue Fragestellung darstellt, jedoch noch viel zum Verstidndnis der Wechselwirkung von

HIV-1 Nef mit Membranen beigetragen werden muss.

5.4 Modell der Interaktion von HIV-1 Nef mit artifiziellen Membranen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Interaktion von HIV-1 Nef mit artifiziellen Lipid-
doppelschichten untersucht. Die Rolle von strukturellen Eigenschaften im N-Terminus
des Proteins und der Einfluss der Membranzusammensetzung wurden charakterisiert. Es
wird ein Modell aufgestellt, welches die destabilisierende Wirkung von HIV-1 auf
Membranstrukturen beschreibt. Das Modell (Abbildung 5.8) basiert auf dem von Arold
und Baur®’ sowie auf dem von Holger Gerlach’, welches er in seiner Dissertation vor-
schlug, und ergénzt diese. Nach der Translation liegt HIV-1 Nef in der closed conforma-
tion im Cytosol der Zelle vor (1). Die initiale Assoziation von Nef an Membranen erfolgt
tiber Wechselwirkung der basischen Aminosduren des N-Terminus mit den Kopfgruppen
der Lipide (2). Die Interaktion bewirkt eine Konformationséinderung des Proteins. Zum
einen wird der Myristoylanker aus der hydrophoben Tasche der Kerndomine freigegeben
und insertiert in die Membran, zum anderen wird die Ausbildung einer kurzen amphipati-
schen a-Helix in der argininreichen Region induziert (3). Im einen weiteren Schritt wird
vermutet, dass diese a-Helix tiefer in die Membran insertiert, wobei die basischen Ami-
nosduren mit den Kopfgruppen, die unpolaren mit den hydrophoben Resten und die aro-
matische Aminosdure Tryptophan mit der Grenzflache zwischen den Kopfgruppen und
den hydrophoben Ketten der Lipide interagieren (4). Barnham et al.” zeigten, dass die
ersten 25 Aminosduren des N-Terminus von Nef in unpolarer, membrandhnlicher Umge-
bung eine amphipatische a-Helix ausbilden konnen. Die in dieser Arbeit prasentierten
Ergebnisse zeigen, dass HIV-1 Nef membrandestabilisierende Wirkung hat und Lipide
aus dem Membranverbund 16sen kann. Daher wird angenommen, dass sich diese 25
Aminosduren umfassende o-Helix in der Membran ausbildet, diese durchspannt und in

einer Storung der Membranstruktur resultiert. Dabei herausgeldstes Lipid kann mit der
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hydrophoben Tasche der Kerndoméne des Proteins interagieren (5). Durch Vesikelcose-
dimentationsassays wurde gezeigt, dass die Wechselwirkung von Nef mit Membranen
nicht stabil ist. Daher vermuten wir, dass zwischen den Schritten (3), (4) und (5) ein nicht
nédher geklértes Gleichgewicht vorliegt und HIV-1 mit Lipiden, welche mit hydrophoben

Teilen des Proteins interagieren, von der Membran dissoziiert (6, 7).
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Abbildung 5.8: Modell der HIV-1 Nef-Membran-Interaktion, welches die beobachtete Membrande-

stabilisierung und den grofieren Einfluss des positiven Ladungsclusters erklért.
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Neben den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen stiitzen auch die von Holger Ger-
lach durchgefiihrten Fluoreszenz-Stopped-Flow Experimente den vorgeschlagenen Inter-
aktionsmechanismus des Proteins mit Membranen. Nach der Assoziation von Nef an Li-
piddoppelschichten konnte er einen FRET-Effekt beobachten, der iiber die Zeit stabil
war. Wiirde das Protein nach dem Herauslosen von Lipiden aus dem Membranverbund
nicht weiter mit diesen wechselwirken, so konnte kein FRET-Effekt mehr detektiert wer-
den.

Das vorgeschlagene Modell ist auch in der Lage zu erkldren, warum der positive La-
dungscluster im N-Terminus von Nef eine wichtigere Rolle bei der Membrandestabilisie-
rung spielt als der Myristoylanker. Im Gegensatz zu dem Lipidanker sind die basischen
Aminosduren essentiell fiir die Ausbildung der amphipatischen a-Helix bestehend aus
den Aminosduren 1-25. Ist die Anzahl dieser Aminosduren verringert, wird nicht nur die
initiale Assoziation des Proteins an Membranen erschwert, sondern auch die Ausbildung,
der in Schritt (5) dargestellten Struktur und die damit verbundene Disassemblierung der

Lipide in der Membran.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Interaktion des HIV-1 Nef Pro-
teins mit artifiziellen Membransystemen. In der Literatur wurde in den 1990ern postu-
liert, dass der N-terminale Lipidanker fiir die Wechselwirkung des Proteins mit Membra-
nen essentiell ist. Allerdings wurden in letzter Zeit Studien verdffentlicht, die zeigen,
dass auch das unmyristoylierte Protein mit Membranen assoziiert sein kann. Somit muss
es noch andere Strukturmotive geben, die die Wechselwirkung mal3geblich beeinflussen.
Daher wurde in dieser Arbeit zum einen der Einfluss des N-terminalen Myristoylankers
untersucht und zum anderen der Einfluss des positiven Ladungsclusters im N-Terminus
des Proteins. Hierzu wurden neben den Messungen mit wt Nef auch Messungen mit der
unmyristoylierten Mutante Nef G2A sowie mit Mutanten mit reduzierter positiver La-
dungsdichte Nef KKAA und Nef R4A durchgefiihrt.

Uberraschenderweise konnte sowohl bei Experimenten an unilamellaren Lipidvesikeln
als auch bei Experimenten mit festkdrperunterstiitzten Lipiddoppelschichten keine Bin-
dung des Proteins an Membranen beobachtet werden. Vielmehr lassen die Untersuchun-
gen darauf schlieBen, dass das Protein in der Lage ist, die Stabilitit von Lipid-
doppelschichten zu stéren und Lipide aus dem Membranverbund herauszulosen.
Dies zeigte sich bei den Release-Messungen in einer Freisetzung des Farbstoffs
5(6)-Carboxyfluorescein. Bei den QCM-Experimenten konnte eine Anstieg der Reso-
nanzfrequenz der Schwingquarzes und bei den Ellipsometriemessungen eine Verringe-
rung der Schichtdicke des Membransystems beobachtet werden. Mittels der hochauflo-
senden bildgebenden Methoden Fluoreszenz- und Rasterkraftmikroskopie konnte diese
Storung der Struktur von Lipiddoppelschichten visualisiert werden. Durch den Einsatz
eines FITC-konjugierten Antikdrpers konnte gezeigt werden, dass HIV-1 Nef in den ge-
storten Bereichen der Membran lokalisiert ist. Mittels rasterkraftmikroskopischer Unter-
suchungen konnte das Protein ebenfalls in den Membrandefekten visualisiert werden.
Abgesehen von den Release-Messungen mit der Lipidmischung POPC:POPS (4:1) zeigte
sich bei den Experimenten, dass der N-terminale Lipidanker des Proteins die Interaktion
mit artifiziellen Membranen nicht maB3geblich beeinflusst. Sowohl an Lipidvesikeln als
auch an festkorperunterstiitzten Membranen lagen die von Nef G2A induzierten Storun-
gen in der Organisation der Lipiddoppelschichten in der gleichen GroBenordnung wie die
von wt Nef verursachten. Eine Verringerung des positiven Ladungsclusters im

N-Terminus des Proteins beeinflusst die Wechselwirkung mit Membranen stark. Dies
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zeigten die Untersuchungen mit den Mutanten Nef KKAA und Nef R4A. Diese Mutanten
destabilisierten die untersuchten Membransysteme in viel geringerem Umfang als wt Nef.
Die Mutanten Nef KKAA fiihrte dabei noch zu einer etwas groferen Stérung der Mem-
branstruktur als Nef R4A. Dies konnte zum einen darin begriindet sein, dass Nef KKAA
im Gegensatz zu Nef R4A mit nur noch 3 positiven Ladungen noch 5 positive Ladungen
besitzt, zum anderen konnte es auch zeigen, dass die N-terminalen Arginine eine wichti-
gere Rolle bei der Wechselwirkung mit Membranen spielen als die Lysine.

In Rahmen dieser Arbeit wurde ebenfalls der Einfluss der Lipidzusammensetzung von
Membranen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass das Einbringen von negativer Ladungs-
dichte in die Membranen zu einer Verringerung der Aktivitit des Proteins fiihrt. Aller-
dings scheint vor allem bei wt Nef mehr die Struktur der Kopfgruppe des Lipids die In-

teraktion zu beeinflussen als die Ladung selbst.
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8 Anhang

8.1 Symbolverzeichnis

A Wellenlénge

A ellipsometrischer Winkel

Y ellipsometrischer Winkel

p optische Wegliange

@ Phasenverschiebung

Jo, Dichte

0] Kreisfrequenz

Y7, Schermodul

n Viskositit

& elektrische Feldkonstante

& relative Dielektrizitdtskonstante des hydrophoben Teils
der Membran

A Flache

B magnetischen Feldvektor

Ce Sauerbreykonstante

Chvel Kapazitit der Membran beziehungsweise des Elektrolyten

d Dicke

ESF elektrischer Feldvektor

f Frequenz

F Kraft

Fret/0/max Fluoreszenzintensitit

G Entalpie

1 Strom

k Wellenvektor

M molare Masse

m Masse

n Brechungsindex

' Fresnelkoeffizient

Req Gleichgewichtsabstand

147



8 Anhang

Rl Widerstand der Membran beziehungsweise des Elektrolyten

RSP Reflektionskoeffizient

Son elektronischer Grundzustand beziehungsweise erster angeregter
Zustand

t Zeit

Twm Hauptphasenumwandlungstemperatur

U Spannung

V Potential

Z Impedanz

8.2 Abkiirzungsverzeichnis

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome

AFM atomic force microscopy

APS Ammoniumpersulfat

CA Capsid

CD cluster of differention

CF 5(6)-Carboxyfluorescein

Chol Cholesterin

CPPs cell penetrating peptides

CTL cytotoxischer T-Lymphozyt

dl dynamische Inkubationsbedingungen

DNA Desoxyribonukleinsdure

DOPC 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
DOPG 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-[phospho-rac-(1-glycerin)]
DOPS 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-(phospho-L-serin)
DPPC 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
DSC differential scanning calometry

DTT Dithiothreitol

EGTA Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N'-tetraessigséure
EIS elektrochemische Impedanzspektroskopie
env envelop

FITC Fluoresceinisothiocyanat

gag group specific antigen
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HIV
HLA
IN
LDH
LFM
LUVs
LTR
MA
MARCKS
MHC
NC
NK
OoT

P
PBMC
pol
POPC
POPG
POPS
PC

PR

PS
QCM
RNA
RT
SDS-PAGE
sl

SM
SUVs
TEMED
TRIS

WHO

wt

Humanes Immunodefizienzvirus

human leucocyte antigen

Intergrase

Milchsduredehydrogenase

lateral force microscopy

large unilamellar vesicles

long terminal repeats

Matrix

myristoylated alanine rich C kinase substrate
major histocompatibility complex

Nukleocapsid

natural killer cell

Oktanthiol

Pellet

peripheral blood mononuclear cell

polymerase
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-[phospho-rac-(1-glycerin)]
1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-(phospho-L-serine)
Phosphatidylcholin

Protease

Phosphatidylserin

Quarzmikrowaagetechnik

Ribonukleinsédure

Reverse Transkriptase
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
statische Inkubationsbedingungen

Sphingomyelin

small unilamellar vesicles
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Uberstand

Weltgesundheitsorganisation

Wildtyp
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8.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Acrylamid-Bisacrylamid (30 %)

Ammoniak (25 %)
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau
cantilever CSC 37
cantilever CSC38
Calciumchlorid
Chloroform

Cholesterin

Coomassie Brilliant Blau
Eisessig

Ethanol, reinst
FITC-konjugierter Anti-
Hise-tag-Antikorper
Glycerin

Glycin

Isopropanol, reinst
Methanol

Mucasol®
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Pipettenspitzen
Polycarbonatmembran
POPC

POPS

POPG

Perchlorsdure

Salzsdure

SDS

Sephadex™ G-25 DNA Grade

Sigma-Marker (wide range)

Silberleitlack
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Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Mikromasch, Tallin (Estland)
Mikromasch, Tallin (Estland)
Merck, Darmstadt

Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

ICL, Inc., Newberg (USA)

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht
Avestin, Ottawa (Kanada)

Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
Avanti Polar Lipids, Alabaster (USA)
Merck, Darmstadt

USB, Cleveland (USA)

Merck, Darmstadt

Biotech Ab, Uppsala (schweden)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Conrad Elektronik, Wernberg
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Siliziumtrager (ohne Oxid)
Siliziumtrager (100 nm Oxid)
Sphingomyelin

TEMED

TexasRed DHPE

TRIS

Wasserstoffperoxid (30 %)

8.4 Materialen

Eppendorfpipetten
Fluoreszenzkiivette
Kalrez® Dichtringe

5 MHz-AT-cut Quarze
Platindraht

Trocknungsrahmen fiir Gele

8.5 Geriite

Ellipsometer
EP3

Fluoreszenzmikroskop
Axiotech Vario

Filtersatz 44

(BP 475/40, FT 500, BP 530/50)
(BP 560/40, FT 585, BP 630/75)

Objektiv Achroplan
(40x/n.A. 0,8 W)

Gelelektrophoreseapparatur
PerfectBlue Twin S

Spannungsquelle Consort E85

Si-Mat, Landsberg/Lech
CrysTec, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg

Starna GmbH, Pfungstadt
DuPont

KVG, Neckarbischofsheim
Good Fellow, Cambridge, UK
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Nanofilm Surface Analysis, Gottingen

Carl Zeiss, Jena
Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Peqlab, Erlangen
Peqlab, Erlangen
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Impedanzspektrometer

SI11260 Solartron Instruments, Farnborough, UK

Fluoreszenzspektrometer

FB-6500 Spektrofluorometer Jasco, Gotha
Quarzmikrowaage

Frequenzzéhler 53181 HP, San Diego, USA
Netzteil E3630A HP, San Diego, USA
Oszillatorschaltkreis (TTL SN74LS124N) Texas Instruments, Dallas, USA
Peristaltikpumpe Ismatec, Wertheim
Rasterkraftmikroskop

Nanowizard I JPK Instruments, Berlin
Nanowizard II, BioAFM JPK Instruments, Berlin
Zentrifugen

Ultrazentrifuge Optima™ L-90K Beckman Coulter , Krefeld
Galaxy Mini VWR, Darmstadt
Sonstiges

Feinwaage CP 225D Sartorius, Géttingen
Heizplatte Heidolph MR 3001 K
LiposoFast® Gerét Aventin, Ottawa (Kanada)
pH-Meter Calimatic 766 Knick, Berlin
Plasmareiniger Harrick, New York (USA)
Reinstwasseranlage, Milli Elix 5 Millipore, Eschborn
Schiittler Reax Top Heidolph, Schwabach
Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg
Tip-Sonifier Sonoplus HD2070 Bandelin, Berlin
Ultraschallbad Sonorex Bandelin, Berlin
Vakuumtrockenschrank Binder, Tuttlingen
Wippschiittler ST5 CAT, Staufen

Wasserbad E11 Dinkelberg analytics, Neu-Ulm
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