Untersuchungen zur Konformation und Dynamik
der Reversen Transkriptase von HI'V-1

durch ESR- und Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)
des Fachbereichs Chemie

der Universitit Dortmund

angefertigt am Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund

vorgelegt von
Oliver Kensch

aus Unna

Dortmund, August 2000



Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von November 1996 bis Juni 2000 am Max-Planck-
Institut fiir molekulare Physiologie in Dortmund unter Anleitung von Prof. Dr. Roger S.

Goody in der Abteilung Physikalische Biochemie angefertigt.

1. Gutachter: Prof. Dr. R.S. Goody
2. Gutachter: Prof. Dr. B. Lippert



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
[ 1 Einleitung 1]
1.1 Retroviren 1]
1.2 Aufbau von Retroviren 1|
1.3 Der Replikationszyklus von HIV 2|
.4 Reverse Transkription 3]
[L.5 Struktur der RT von HIV-1 5
1.6 Substratbindung und Nukleotideinbau durch HIV-1 RT 8|
(1.7 Strukturuntersuchungen 10|
IL.8 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR) 11]
1.9 Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie 12|
[1.10 Ziele der Arbeit 13
© Material und Methoden 14|
.1 Molekularbiologische Methoden 14
.1.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren in Losungen 14
2.1.2 Reinigung von DNA mittels Phenol-/Chloroform-Extraktion und anschlieBender
Fthanolfillung 14
D.1.3 Restriktion von DNA 14
D.1.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus LM-A garose gelen (QN-Extraktion) 15
D.1.5 Ligation 16
P.1.6 Herstellung kompetenter Escherichia coli -Zellen (E.coli) zur Elektroporation 16
D.1.7 Transformation von E. coli durch Elektroporation 16
D.1.8 Glycerindauerkulturen von Bakterien 17
E. 1.9 Plasmidisolierung aus Bakterien im kleinen Malistab 17
.1.10 Priparation von Plasmid-DNA im groBeren MalB3stab 18
D.1.11 TBE-Agarosegele 18
D.1.12 In vitro Mutagenese mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) 18
D.1.13 DNA-Sequenzierung 20
D.1.14 Induktion der Expression rekombinanter Proteine in E.coli 21
R.2 Proteinbiochemische Methoden 22
D.2.1 Denaturierende SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 22
D.2.2 Reinigung von Mutanten der Reversen Transkriptase von HIV-1 23
li.2.3 Farbstoffkopplung an Cysteinreste von RT-Mutanten mit einem freien Cystein 24
2.2.4 Kopplung von Nitroxid-Spinsonden an Cysteinreste von RT-Mutanten mit einem oder zwei
ffreien Cysteinresten 25|
2.3 Nukleinsiiuren 26
D.3.1 Oligonukleotide 26
D.3.2 Farbstoff-markierte Oligodesoxynukleotide 26
D.3.3 Herstellung von DNA/DNA bzw. DNA/RNA Primer/Matrizen 26




Inhaltsverzeichnis

2.4 Enzymkinetische Methoden 27
D.4.1 Pre-Steady-State Fluoreszenzmessungen (Stopped-Flow) 27
D 4.2 Gleichgewichts-Fluoreszenz-Messungen (Steady-State Ensemble-Messungen) 28

2.4.2.1 Fluoreszenzmessungen zur Bestimmung von Dissoziationsgleichgewichts-konstanten und
Dissoziationskonstanten von RT-Primer/Matrize Komplexen 28
D.4.2.1.1 Titrationen 28
D.4.2.1.2 Bestimmung von Dissoziations gleichgewichtskonstanten (kp) 29
2.4.2.1.3 Bestimmung der Dissoziationskonstanten (k.¢) von RT-Primer/Matrize Komplexen
| 29
R.4.3 Bestimmung der RNA-abhingigen DNA-Polymeraseaktivitit 30
.5 Biophysikalische Methoden 31
E.S.l Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR) 31
%.5. 1.1 Allgemeine Grundlagen der Elektronenspinresonanz-Spektroskopie 31
.5.1.2 Hyperfeinwechselwirkung 33
P.5.1.3 Anisotropie von 4 und ¢ / Immobilisierungseffekte 35
D.5.1.4 ESR-Spektren Simulation zur Bestimmung von Interspinabstinden 37
D.5.1.5 Aufbau des Elektronenspinresonanz-Spektromters 38
P.5.1.6 Molekulardynamik-Simulationen 41
D.5.1.7 NNRTIs und dsDNA fur ESI-{—Experimente 41
D.5.1.8 Probenvorbereitung 41
.5.2. Fluoreszenzspektroskopie 41
E.S.Z.l Multidimensionale Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie durch BIFL 41
.5.2.1.1 MeBBanordnung / Konfokales Mikroskop 42
D.5.2.1.2 Datenaufnahme 43
D.5.2.1.3 Zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung 44
D.5.2.1.4 Fluoreszenzlebensdauerbestimmung: Maximum-Likelihood-Schitzer 44
D.5.2.1.5 Datenselektion 46
0.52.1.6 Datenanalyse durch integrierte Studien 48
D.5.2.1.7 Vielkanalzihlerspur (MCS) 48
D.5.2.1.8 Konfokales Mikroskop 49
D.5.2.1.9 Laserlichtquellen 49
P.5.2.1.10 Teleskop und Linsen 49
D.5.2.1.11 Dichroitische Strahlteiler und Fluoreszenzfilter 50
.5.2.1.12 Lochblende 50
D.5.2.1.13 Detektoren 50
E.S.Z. 1.14 Fluoreszenzstrahlteiler 50
.5.2.1.15 Elektronische Datenverarbeitung 51
D.5.2.2 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) 51
D.5.2.3 Probenvorbereitung 52

2.6 Verwendete Materialien 53

%.6.1 Zellstamm 53

.6.2 Plasmide 53
D.6.3 Enzyme 54
%.6.3.1 Restriktionsendonukleasen 54
.6.3.2 DNA-modifizierende Enzyme 54
D.3.3.3 Chemikalien 54
D.3.3.4 Verbrauchs materialien 55
P.3.3.5 Medien und Puffer 55

B Experimente und Ergebnisse 58|

B.1. Klonierung, Expression und Reinigung von HIV-1 RT Mutanten 58
B.1.1 Zielgerichtete Mutagenese mit Hilfe der iiberlappenden PCR 59




Inhaltsverzeichnis

3.1.2 Expression der Untereinheiten p66 und p51 von HIV-1 RT und Aufreinigung der

heterodimerem p66/p5 1-Mutanten 60|
B.2 Markierung der RT-Mutanten mit MTSL-"N-d;s 62|
.3 Markierung der RT-Mutanten mit Alexa Fluor_ 488 C5 maleimide 63
.3.1 Bestimmung der Quantenausbeute von an RT gebundenem Alexa488 65
3.4 RNA-abhéingige DNA-Polymeraseaktivitit der RT-Mutanten im Vergleich zur HIV-1

Wildtyp RT 67|

3.5 Dissoziationsgleichgewichtskonstanten und Dissoziationskonstanten von RT-Primer/Matrize
Komplexen 69
B3.5.1 Dissoziationsgleichgewichtskonstanten (kp) von RT-Primer/Matrize Komplexen 69
B.5.2 Dissoziationskonstanten (k¢ ) von RT-Primer/Matrize Komplexen 70
3.5.2.1 Bestimmung der Dissoziationskonstanten mittels Stopped-Flow (K¢ > 0,01 s™) 70

3.5.2.2 Bestimmung der Dissoziationskonstanten im Fluoreszenzspektrometer (Ko < 0,01 s™) 74

B.6 Analyse der Konformation von HIV-1 RT mittels ESR-Spektroskopie 75
3.6.1 Konformation der Komplexe von HIV-1 RT-Mutanten in gefrorener Losung 76
3.6.2 Konformation der Komplexe von HIV-1 RT-Mutanten in Losung (T = 294 K) 79

B.6.2.1 Eigenschaften der einfach spinmarkierten HIV-1 RT-Mutanten 79

3.6.2.2  Konformation der ligandenfreien und komplexierten HIV-1 RT-Mutante RT®" <"
SRR

3.6.2.3  Temperaturabhingigkeit der ESR-Spektren 83
3.6.2.4  Konformation von HIV-1 RT-NNRTI Komplexen in Losung 86
3.7 Analyse der Konformation von HIV-1 RT-Primer/Matrizen Komplexen mittels
Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie 87
3.7.1 Darstellung der Ergebnisse der Einzelmolekiil-Experimente in 2D-Diagrammen 89
B.7.2 MeBergebnisse der Einzelmolekiil-Experimente 92
B.7.2.1 Alexa488 markierte RT-Mutanten RT"°"™ und RT™"™ 92
3.7.2.2 RT *” im Komplex mit DNA/DNA und DNA/RNA Substraten 92
B.7.2.3 RT o im Komplex mit DNA/DNA und DNA/RNA Substraten 96
3.7.2.4 Bestimmung der Anteile der unterschiedlichen Spezies in den RT-Nukleinséure
Komplexen 100
@ Diskussion 107
H.1 Polymeraseaktivitit und Substratbindungseigenschaften der RT-Mutanten 107
.2 Konformation der Reversen Transkriptase von HIV-1 in Losung 108|

4.3 Analyse der Konformation von RT-Primer/Matrize Komplexen mittels Einzelmolekiil-

IFluoreszenzspektroskopie 112]
4.4 Zusammenfassung 119|
k.5 Ausblick 120]
b Literatur 121]
6 Anhang 129

6.1 Oligodesoxyribonukleotide (Sequenz: 5‘— 3¢) 129|




Inhaltsverzeichnis

6.2 Oligoribonukleotid (Sequenz: 5= 3¢) 129)
.3 2D-Diagramme der Einzelmolekiil-Experimente 129
.3.1 2D-Diagramme zu den zeitauf%eqi")sten Experimenten (Tabellen 3.7.2.4-2 - 3.7.2.4-6) 129
6.3.1.1 Experimente mit RT " Y 130
6.3.1.2 Experimente mit RT' /X% 131

132

6.3.2 2D-Diagramme der Einzel-Messungen (Abbildung 3.7.2.1-1 - Abbildung 3.7.2.3-2)




Abkiirzungen

AIDS acquired immunodeficiency syndrome

Alexa488 Alexa Fluor 488 C5 maleimide, sodium salt

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BIFL Burst-Integrated-Fluorescence-Lifetime

BI-RG 587 11-Cyclopropyl-5,11-dihydro-4-methyl-6 H-dipyrido{3,2-b:2' 3'-e}-
(1,4)diazepin-6-one

BP Baasenpaar

C Cystein

Ci Curie

cpm counts per minute

Cys Cystein

Da Dalton

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

DEAE Diethylaminoethylcellulose

dGTP Desoxyguanidintriphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleicacid

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

dsDNA doppelstrangige DNA

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidintriphosphat

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EtOH Ethanol

Fab fragment antigen binding, Antigen-bindendes proteolytisches Fragment

eines Antikorpers

Flo1+4 Primer/Matrize Flo1/Flo4
FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
HIV humaner Immunschwéchevirus

HOAc Essigsdure



HPLC
HTLV
IN
IPTG

kp

KOAc

LB

LM

LTR

Lys

MeOH

MTS
MTSL-Nd
MTSL-""N-d;s

NaAc
Neverapine
NH4Oac
Ni-NTA
OD

p.A.
PAGE
PBS
PCR
PEG
PPT

PR

QN

R1

RNA
RNaseH

RT
RT&270)

high preformance liquid chromatography
Humanes-T-Zell-Leukidmie- Virus
Integrase
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Lysin
Dissoziationsgleichgewichtskonstante
Kaliumacetat

Luria Broth

lowmelting

long terminal repeats

Lysin

Methanol

methanthiosulfonate

MTSL-""N-d;s
(1-Oxyl-2,2,5,5-tetramethyl-A3-pyrrolin-3-methyl)methanthiosulfonat-
ENE

Natriumacetat

BIRG 587

Ammoniumacetat
Ni*-nitrilotriacetic acid

optische Dichte

pro Analysis
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Primer-Bindungs-Stelle
Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglykol

poly purine tract

Protease
Cetyltrimethylammoniumbromid
MTSL-""N-dis

ribonucleic acid

Ribonuklease H

Reverse Transkriptase
p6 (C388. €280, K287C) 6H-p51 (C2808)



RTW240) p6 6(W24C.C385, C2808), 6H-p5 1(C2805)

RT(VV24C, K287C) p66(W24C,C3SS, C2808, K287C)/6H_p5 1 (C2808S)

SDS sodiumdodecylsulfate

SELEX systematic evolution of ligands by exponential enrichment
STE sodium-Tris-EDTA

TE Tris-EDTA

TBE Tris-Borsdure-EDTA

TEMED N,N,N’,N’, Tetramethylethylendiamin

TIBO Tetrahydroimidazo(4,5, 1-jk)(1,4)-benzodiazepin-2(1H)-one und —thione
Tris Trihydroxymethylaminomethan

Trp Tryptophan

U unit

upm Umdrehungen pro Minute

v/v volume/volume

W Tryptophan

w/v weight/volume



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Retroviren

Retroviren wurden 1911 von Peyton Rous bei Hiithnern als filtrierbares, krebserregendes
Agens (Rous Sarkom Virus RSV) entdeckt und gehdren damit zu den am ldngsten bekannten
Viren'"!. In den 70er Jahren erkannte man, dall Retroviren auch bei Sdugetieren, wie z.B.
Mausen, die Ursache von Krebs und Leukdmie (Miuse Leukdmie Virus MLV und Mouse

2.3 . . .
(23] Retroviren konnen bei Menschen

Mammary Tumor Virus MMTV) sein kdnnen

Leukdmie, durch die T-Zell-Leukdmie-Viren HTLV-1 und HTLV-2 sowie die erworbene

Immunschwiche AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrom), durch die humanen

Immunschwéacheviren HIV-1 und HIV-2, hervorrufent®*®7,

Der Aufbau von Retroviren ist mit dem von anderen tierischen Viren vergleichbar. Sie

unterscheiden sich jedoch von diesen in zwei wesentlichen Merkmalen:

a) Retroviren besitzen ein RNA Genom, das iiber ein DNA-Intermediat repliziert wird. Bei
diesem Vorgang, der als reverse Transkription bezeichnet und von dem Enzym Reverse
Transkriptase (RT) katalysiert wird, flieBt die genetische Information von der RNA zur
DNA®™ Bis zur Entdeckung der Reversen Transkriptase, im Jahre 1970, wurde dieser
Weg des genetischen Informationsflusses angezweifelt, da er im Gegensatz zum zentralen
Dogma der Biologie steht, das besagt, dal die genetische Information von der DNA iiber
die RNA zum Protein flieBt!"”.

b) Die gebildete doppelstringige DNA wird irreversibel in das Wirtsgenom integriert.

In den vergangenen Jahren ist das Interesse an der Erforschung der Retroviren HIV-1 und

HIV-2, aus medizinischen Griinden, gewachsen. Doch obwohl sie mittlerweile zu den best

untersuchten Viren zdhlen, konnte bisher kein wirksames Medikament zur Heilung von HIV-

Infektionen gefunden werden. Alle momentan verfiigbaren Wirkstoffe und speziell die

Kombination verschiedener Wirkstoffe konnen den Krankheitsverlauf zwar verlangsamen, die

erworbene Immunschwiche verlduft jedoch in den allermeisten Féllen todlich.

1.2 Aufbau von Retroviren

In Abbildung 1 ist der Aufbau von Retroviren am Beispiel von HIV-1 dargestellt. Die duBere
Hiille (Membran) des Virions besteht aus einer Lipid-Doppelschicht, in die transmembrane
Glykoproteine (gp41) eingelagert sind. Auf der Oberfliche befinden sich Glykoproteine
(gp120), die nicht kovalent an das gp41 gebunden sind"""?!, Das Matrixprotein bildet eine
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innere Hiille, die zwischen der Membran und dem Nukleokapsid des Virions lokalisiert ist. Im
Nukleokapsid, dal vom Kapsidprotein umgeben ist, befinden sich zwei genomische RNA-
Molekiile, an die jeweils eine tRNA, ca. 70-100 RT-Molekiile und mehrere
Nukleokapsidproteine gebunden sind. Desweiteren enthélt der Kern des Virions mehrere

Integrase- und Protease-Molekiile.

Matrixprotein

Kapsidprotein
Nukleokapsidprotein

Protease

Reverse Transkriptase
Integrase
Oberflachenglykoprotein
transmembranes Glykoprotein
virale genomische RNA

tRNA Primer

Abb. 1: Schematische Darstellung des humanen Immunschwéchevirus HIV-11"2,

HIV infiziert Zellen des Immunsystems, Makrophagen und sogenannte T4-Helferzellen, die
eine entscheidende Rolle bei der natiirlichen Bekdmpfung von Infektionen spielen. Hierdurch
wird die Immunantwort des Korpers auf Infektionen gestort. Die T4-Helferzellen tragen ein

Rezeptormolekiil, das ein wichtiges Glied im Replikationszyklus von HIV darstellt.

1.3 Der Replikationszyklus von HIV

Zu Beginn des Replikationszyklus (vgl. Abbildung 1.3-1) bindet das virale Glykoprotein
gp120, das sich in der Lipidhiille des Virions befindet, an ein CD4-Rezeptormolekiil und ein
Korezeptormolekiil (CCRS5 oder CXCR4), die beide auf der Oberfliche von T4-Helferzellen
oder Makrophagen lokalisiert sind 13181 Durch die darauffolgende Fusion von Virus- und
Wirtszellenmembran, gelangt das Kapsid des Virus in das Zytoplasma. Hier wird mit Hilfe
der RT, die sich zusammen mit der viralen Integrase und der genomischen, viralen RNA im
sogenannten Nukleoproteinkomplex befindet, die doppelstrangige provirale DNA (dsDNA)
gebildet[w’zo]. Diese gelangt dann, gebunden an die virale Integrase und assoziiert mit dem

Nukleoproteinkomplex, in den Zellkern, wo sie, katalysiert durch die virale Integrase, in das

2
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Wirtsgenom integriert wird. Die zellulire RNA Polymerase II transkribiert dann die provirale

DNA, wodurch neue gespleifite und ungespleifite virale RNA entsteht, die in das Zytoplasma

transportiert wird. Ein Teil der ungespleifiten RNA und die gespleiite RNA dienen als mRNA

fiir die Produktion der viralen Proteine™'. Jeweils zwei ungespleiite RNA-Molekiile und neu

gebildete virale Polyproteine gelangen dann zur Plasmamembran, wo sie durch Knospung aus

der Zelle das neue Virion konstituieren. Die du3ere Membran des Virions bildet sich dabei

aus der Lipidmembran der Wirtszelle, in die virale Glykoproteine eingelagert werden. Nach

der Knospung reift das Virus durch Prozessierung der Polyproteine in funktionelle Proteine.

Prozessierung
und Reifung
Ty -
Adsorption
4 Knospung
branfusi Virale Proteine | _unf[i
Membranfusion .
& "Uncoating” und genomische ~ [[TCISCZUNS
RNA
gpl120 \
® -
[ Reverse Transkription | N J AAAg
— T L —AAA,
‘ @ Transkription
und
Prozessierung
.
ARAAT N [ NARARA
Provirale DNA
Zytoplasma Kern Zelludare DNA

Abbildung 1.3-1: Replikationszyklus von HIV?*]

1.4 Reverse Transkription

Die reverse Transkription von viraler, genomischer, einzelstringiger RNA in lineare, doppel-

strangige DNA wird durch das Enzym RT katalysiert. Hierzu ist die RT mit einer RNA- und

einer DNA-abhingigen DN A-Polymeraseaktivitdt ausgestattet. Zusétzlich besitzt die RT eine
RNaseH-Aktivitit, die RNA in einem RNA/DNA-Hybrid endonukleolytisch schneidet.
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Abbildung 1.4-1: Umwandlung der Genom-(+)RNA eines Retrovirus in eine doppelstringige
provirale DNA. Die (+)RNA ist weil (L__J), die (-)DNA mittelgrau (C__J) und die (+)DNA
dunkelgrau (1) dargestellt™*!.

Abbildung 1.4-1 zeigt schematisch die Umwandlung von genomischer (+)-RNA eines

Retrovirus in doppelstringige provirale DNA. Eine in das Virion aufgenommene Wirts-tRNA
lagert sich in der Nédhe des 5’-Endes der viralen RNA an die Primer-Bindestelle (PBS) an. Die
tRNA wird dann, mit Hilfe der RT, bis zum 5’-Ende der RNA-Matrize verlingert, wobei die

4
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US- und die R-Region kopiert werden (1. Schritt). Die R-Region ist als terminale Redundanz
zweimal in der RNA enthalten. Durch die RNaseH-Aktivitdt der RT wird dann der RNA-
Anteil des gebildeten RNA/DNA-Hybrids hydrolysiert (2. Schritt). AnschlieBend hybridisiert
die R-Region des neuen DNA-Stranges mit der komplementéren R-Region am 3’-Ende der
RNA (3. Schritt). Diesen intra- oder intermolekularen Vorgang bezeichnet man als ersten
Sprung (first jump). Danach wird der (-)DNA-Strang verlingert und gleichzeitig die schon
kopierte RNA abgebaut (4. und 5. Schritt). Zuriick bleibt eine Region, die als polypurinreiche
Region oder PPT (polypurine tract) bezeichnet wird. Diese Region kann nicht durch die
RNaseH-Aktivitdt der RT abgebaut werden und dient im nichsten Schritt als Primer fiir die
(+)DNA-Synthese. Ausgehend vom PPT-Primer wird (+)DNA synthetisiert, wobei die (-
)DNA als Matrize benutzt wird. Die Synthese stoppt, nachdem die PBS-Region am 3‘-Ende
der (+)DNA vervollstandigt ist (6. Schritt). Der PPT-Primer sowie die tRNA werden durch
die RNaseH-Aktivitdt der RT abgetrennt (7. Schritt). Die PBS-Regionen der (+)DNA und (-
)DNA sind komplementér und hybridisieren (8. Schritt). Diese Umlagerung wird als zweiter
Sprung (second jump) bezeichnet. AbschlieBend werden die (+)DNA- und (-)DNA-Striange
vervollstindigt. Das Produkt ist eine lineare, doppelstringige DNA, die zwei LTRs (long
terminal repeats) enthélt und in das Wirtsgenom integriert werden kann (9. Schritt). Die LTRs
des Provirus, die in der genomischen RNA nur teilweise enthalten sind, sind essentiell fiir die

Expression der RNA und die Integration des Provirus in das Wirtsgenom.

1.5 Struktur der RT von HIV-1

Die biologisch relevante Form der HIV-1 RT ist ein Heterodimer, das aus einer 66 kDa- und
einer 51 kDa-Untereinheit (p66 und p51) besteht. Die Aminosduresequenzen der beiden
Untereinheiten sind identisch, jedoch besitzt nur die p66-Untereinheit katalytische Aktivitt.
Die p51-Untereinheit wird im Virus mit Hilfe der viralen Protease durch proteolytische
Spaltung der p66-Untereinheit gebildet[24]. Die monomeren Formen von p51 und p66 besitzen
keine katalytische Aktivitat™,

Die Abbildung 1.5-1 zeigt die Rontgen-Kristallstruktur von HIV-1 RT gebunden an eine
18/19mer DNA/DNAP. Die p66-Untereinheit kann in fiinf Subdominen aufgegliedert
werden. Die drei N-terminalen Subdominen bilden die Polymerase-Doméne, die vierte, die
sogenannte Verbindungs-Doméne (connection, gelb), verbindet die Polymerase- mit der

RNaseH-Domine (orange). Da die Polymerase-Domine der p66- Untereinheit einer rechten

Hand &hnelt, bezeichnet man die ersten drei Subdoménen mit Finger (fingers, blau), Daumen
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Abbildung 1.5-1: Kristallstruktur der HIV-1 RT im Komplex mit einer 18/19mer
DNA/DNA, die in magenta/hellblau gezeigt ist*®!. Die p66-Untereinheit der RT ist ebenfalls
farbig dargestellt, die p51-Unterheit ist grau geférbt.

(thumb, griin) und Handfldche (palm, rot). Auch die p51- Untereinheit (grau), in der die
RNaseH-Domine fehlt, besteht aus den vier Subdoménen, die allerdings anders angeordnet
sind. Im Gegensatz zur p66-Untereinheit bildet die p51-Untereinheit keine Furche fiir die
Bindung eines Nukleinséure-Substrates. Dieser Untereinheit werden vorwiegend strukturelle
Aufgaben zugeschrieben.

Neben der in Abbildung 1.5-1 gezeigten Kristallstruktur wurden noch weitere Rontgen-
Kristallstrukturen der HIV-1 RT gelost. Darunter befinden sich Strukturen von ligandenfreier
RT? RT im Komplex mit einer pseudoknot—RNA[zg] und RT im Komplex mit nicht-
nukleosidischen Inhibitoren®**'*2.

Vergleicht man alle verfligbaren Strukturen so féllt auf, daf} sie sich im Wesentlichen in der
Position der Daumen-Doméne unterscheiden. Abhéngig von der Lage der Daumen-Domine
unterscheidet man zwischen einer offenen und einer geschlossenen Konformation der RT. Der
Ubergang zwischen diesen beiden Konformationen geht mit einer 30° - 40° Rotation der

Daumen-Doméne, relativ zur Handflichen-Doméne, einher (vlg. Abbildung 1.5-2). Die
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offene Konformation findet man in Kristallstrukturen von RT in Komplexen mit dsDNA und
nicht-nukleosidischen Inhibitoren. Die Kristallstruktur der ligandenfreien RT =zeigt die
geschlossenen Konformation. Zusitzliche, kleinere strukturelle Unterschiede zwischen den

beiden Konformationen sind in der RNaseH-Doméne und der Finger-Doméne zu erkennen.

Abbildung 1.5-2: Kristallstruktur der Finger- und Daumen-Doméne der p66-Untereinheit von
ligandenfreier HIV-1 RT (griin, [27]) und RT im Komplex mit dsDNA (lila[zg]). Die
Nukleinsiure ist aus Ubersichtsgriinden nicht gezeigt. Die verschiedenen Konformationen
fihren zu verschiedenen Abstinden zwischen den Resten Trp24 wund Lys287
(Kugeldarstellung).

Die Daumen-Domédne der p66-Untereinheit besitzt eine auBBergewohnlich grofle Flexibilitét
(s.0.). Es ist daher vorstellbar, da3 diese Flexibilitdt eine Funktion hat. Da die Daumen-
Doméne an der Bindung des Nukleinsdure-Substrates beteiligt ist und einen Teil der
Polymerase-Domidne darstellt, kann man vermuten, da sie u.a. an der richtigen
Positionierung des 3°-Endes des Primerstranges im aktiven Zentrum der Polymerase-Domine
beteiligt ist. Diese Positionierung spielt eine wichtige Rolle in der Polymerasereaktion, da
nach jedem Einbau eines Nukleotids das 3‘-Endes des Primerstranges erneut positioniert

werden muB3. Eine genauere Kenntnis iiber die Konformation und Dynamik der Daumen-
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Doméne ist daher fiir ein Verstindnis des Mechanismus der Polymerasereaktion von
Interesse. Bislang gibt es keine Informationen {iiber die Konformation/Dynamik der
Polymerase-Domine, bzw. die Lage der Daumen-Doméne, in Losung. Ein Ziel dieser Arbeit
war es daher, die Konformationen der Polymerase-Domédne, bzw. der Lage der Daumen-

Doméne der HIV-1 RT in Lésung zu analysieren.

1.6 Substratbindung und Nukleotideinbau durch HIV-1 RT

RTs von Retroviren, wie HIV, sind sehr vielseitige Enzyme. Um die reverse Transkription
katalysieren zu konnen, besitzen sie mehrere enzymatische Aktivititen (RNA-abhingige
DNA-Polymerase-, DNA-abhdngige-DNA-Polymerase- und RNaseH Aktivitdten). Im
Verlauf der reversen Transkription miissen sie in der Lage sein mit einem Spektrum von
unterschiedlichen Nukleinsdure-Substraten (Primer/Matrizen) in Wechselwirkung zu treten,

wobei folgende Situationen in Bezug auf die Struktur der Primer/Matrize vorkommen:

a) tRNA/RNA (natiirlicher Initiationskomplex; Initiation der (-)Strangsynthese)
b) DNA/RNA (Elongationsphase der (-)Strangsynthese)

c) RNA/DNA (Initiation der (+)Strangsynthese vom Polypurintrakt)

d) DNA/DNA (Elongationsphase der (+)Strangsynthese)

Um diese verschiedenen Nukleinsdure-Substrate, die sich in ihrer Struktur stark
unterscheiden, binden zu kdnnen mufl das Enzym eine relative groe Anzahl von
unterschiedlichen Konformationen annehmen koénnen. Allein die Tatsache, dal3 die Doméinen
in der p51-Untereinheit eine andere rdumliche Anordnung als in der p66-Untereinheit
aufweisen, deutet auf diese konformationelle Flexibilitdt hin. Konkrete Hinweise auf grofere
Strukturanderungen wéhrend der enzymatischen Katalyse stammen aus einem Vergleich der
Strukturen der RT in Abwesenheit von Liganden und in Anwesenheit einer DNA/DNA (vgl.
1.5). Hier sieht man eine eindeutige Bewegung der sogenannten Daumendoméne. Allerdings
liegen bisher keine direkten Hinweise auf das Vorkommen solcher Strukturdnderungen in
Losung vor, weder zwischen verschiedenen Nukleinsdure-gebundenen Zustinden noch
wiahrend der Katalyse.

Fiir die RT von HIV-1 wurden zwei Rontgen-Kristallstrukturen des Enzyms im Komplex mit
einer DNA/DNA aufgeklirt. Eine zeigt die RT gebunden an eine 18/19mer DNA/DNA (vgl.
Abbildung 1.5-1)[26]. Die zweite stellt den Komplex aus RT und einer 25/21mer DNA/DNA
dar, die kovalent an das Enzym gebunden ist. Der 21mer Primerstrang ist hierbei am 3‘-Ende

mit einem Didesoxynukleotid terminiert. Dies ermdglicht die Bindung eines dNTPs, hier

8
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eines dTTPs, am aktiven Zentrum der Polymerase-Domédne, ohne dafl dieses in den
Primerstrang eingebaut werden kann. Diese Struktur simuliert die Konformation von Enzym,
Nukleinsdure und dNTP in einem katalytisch aktiven Komplex.

In beiden RT-DNA/DNA Komplexen ist die Nukleinsdure jeweils so an das Protein
gebunden, daB3 sich das 3°-Ende des Primerstranges in unmittelbarer Nahe des aktiven
Zentrums der Polymerase-Domine befindet. In dieser Konformation kann ein dNTP am
aktiven Zentrum binden, mit dem Matrizenstrang eine Basenpaarung eingehen und durch die
DNA-abhingige Polymerasefunktion der RT in den Primerstrang eingebaut werden.

Wiirden in Losung alle RT-Substrat Komplexe in der Konformation vorliegen, die die
Kristallstrukturen zeigen, so wiirde man erwarten, daf3 in einem Experiment, in dem alle
Substratmolekiile von der RT gebunden sind, die Kinetik des Einbaus eines Nukleotids durch
eine einfach exponentielle Gleichung zu beschreiben ist. In Pre-Steady-State Analysen des
Nukleotideinbaus konnten allerdings drei Geschwindigkeiten fiir diese Reaktion, mit
Geschwindigkeitskonstanten von 20-60 s',4-7s" und ca. 0,1 " nachgewiesen werden.
Detaillierte Untersuchungen zur Substratbindung von HIV-1 RT geben Hinweise auf die
Existenz unterschiedlicher RT-Substrat Komplexe in Lésung[33]. Hierbei wurde, ebenfalls
durch Pre-Steady-State Analysen, die Geschwindigkeit der Substratbindung untersucht, wobei
der Nukleotideinbau als Signal fiir die Substratbindung diente. Dadurch konnten drei

verschiedenen Komplexe identifiziert werden.

RTo-p!'t (dead end)

WL 3x10% m-1s-1 4.7 51

RT + p/t o) <> RT-p/to <~ RT'pito
17571

WL WL " TP

5x108 m-1s1 475" \ 20.60e°¢
RT + p/t* (i _» RT-pitfay -~ RT*p/t* @) RTp4q/t

;- .

RTo-pft# (dead end)

Abbildung 1.6-1: Ein Modell des kinetischen Mechanismus der HIV-1 RT-Substrat-
Wechselwirkung. Die Symbole °, * und * kennzeichnen verschiedene strukturelle Zustinde
der entsprechenden  Protein-Nukleinsdure Komplexe. p/t (primer/template):
Primer/Matrize"',
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Aus den Ergebnissen der Analysen zum Nukleotideinbau und zur Substratbindung wurde ein
Modell des kinetischen Mechanismus der HIV-1 RT-Substrat-Wechselwirkung, das in
Abbindung 1.6-1 dargestellt ist, entwickelt. Das Modell besagt, dall ein gewisser Anteil des
Substrates, in einem zweistufigen Bindungsprozefl produktiv an die RT gebunden wird.
Dieser Komplex baut Nukleotide mit einer Geschwindigkeit von 20-60 s' ein.
Geschwindigkeitsbestimmend ist hierbei eine Konformationsinderung des terndren
Komplexes aus RT, Nukleinsdure und dNTP. Ein weiterer Teil des Substrates bindet
unproduktiv und wird durch eine Konformationsinderung in den produktiven Komplex
umgewandelt. Ein dritter Anteil bindet ebenfalls unproduktiv und kann erst nach Dissoziation
und nachfolgender Reassoziation des Substrates in den produktiven Komplex iibergehen
(dead end). Die genaue Verteilung dieser drei RT-Nukleinsdure Komplexe ist hierbei
abhéngig von der Natur des Substrates (DNA/DNA, DNA/RNA oder RNA/RNA).

Das Modell des kinetischen Mechanismus der HIV-1 RT-Substrat-Wechselwirkung gibt
wichtige Hinweise auf das Wechselspiel von Struktur und Funktion in RT-Substrat
Komplexen. So steht fest, dal die rdumliche Anordnung von RT und Substrat im
unproduktiven ,,dead end“-Komplex keinen Nukleotideinbau erlaubt. Ebenfalls kann man
feststellen, daB im zweiten unproduktiven Komplex eine strukturelle Anderung stattfinden
muf, bevor dieser in den produktiven Komplex iibergeht. Die Orientierung von Enzym und
Substrat in diesen Komplexen bleibt allerdings vollig unklar. Zum tieferen Verstidndnis des
gesamten Polymerisationsmechenismus ist es daher notwendig, strukturelle Informationen
iiber die unterschiedlichen Komplexe zu bekommen. In dieser Arbeit sollten daher, ausgehend
von dem vorgestellten kinetischen Modell, solche Strukturinformationen iiber RT-
Primer/Matrize Komplexe mit eine neuartigen Methode erarbeitet. Diese Methode kombiniert
Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie mit Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)

(siehe 1.9).

1.7 Strukturuntersuchungen

Die Kenntnis einer detaillierten Proteinstruktur ist eine unabdingbare Voraussetzung fiir das
Verstindnis der Funktionsweise eines Proteins. Die Struktur liefert einerseits
Erkldrungsansitze fiir Reaktionsmechanismen und stellt andererseits die Grundlage fiir das
Design  biochemischer = Analysen  dar.  Rontgen-Kristallstruktur-Analysen  und
multidimensionale Kernspinresonanz-Spektroskopie ermoglichen einen detaillierten Einblick
in Struktur-Funktionsbeziehungen von Proteinen. Ein entscheidender Nachteil der Rontgen-

Kristallstruktur-Analyse ist allerdings, daB3 sie nur ein statisches Bild liefert und keine
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Aussagen iiber die Dynamik zuldf3t. Informationen iiber die Struktur eines Makromolekiils in
Losung kann z.B. die multidimensionale Kernspinresonanz-Spektroskopie liefern, wobei die
Grofe der zu untersuchenden Proteine bislang auf ca. 30 kDa beschriankt ist. Daher konnen
beide Methoden keinen genauen Aufschlul iiber die Dynamik von Protein-Substrat-
Wechselwirkungen (> 30 kDa) in Losung geben.

In dieser Arbeit wurden zwei spektroskopische Methoden, die ESR- und Einzelmolekiil-
Fluoreszenzspektroskopie angewendet, die diesen Restriktionen nicht unterliegen und es
daher ermoglichen, die Konformation der HIV-1 RT und ihrer Substratkomplexe in Losung

zu analysieren.

1.8 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR)

Die gezielte Analyse der Struktur von Proteinen mittels ESR—Spektroskopie wird durch
gentechnische Methoden ermoglicht. Wihrend an Proteine gebundene paramagnetische
Metallionen nur die Analyse bestimmter kleiner Bereiche eines Proteins ermoglichen, kann
mit Hilfe der ortspezifischen Mutagenese an nahezu jede Stelle des Proteins ein Cysteinrest
eingefithrt werden, der anschlieBend mit speziellen Nitroxid-Spinsonden markiert werden
kann. Die Analyse der ESR-Spektren, die man durch diese Spinsonden erhilt, gibt Aufschluf3
iber eine Vielzahl von strukturellen Merkmalen des jeweiligen Proteins. So hat sich diese Art
der Spinmarkierung von Proteinen als duB8erst niitzliche Technik zur Analyse der Struktur und
Dynamik von wasserloslichen und Membranproteinen bewihrt"**], Beispielsweise konnte
durch gezielte Markierung mit einzelnen Spinsonden die Sekundér- und Tertidrstruktur von
Membranproteinen wie Rhodopsin und Bakteriorhodopsin analysiert werden”®. Hierbei
ermoglichte die Analyse der Dynamik der Spinsonden-Seitenkette die Bestimmung der
Orientierung von Sekundirstrukturelementen von Proteinen und deren Topographie in Bezug
auf eine Membran-Wasser Grenzflache.

Markiert man ein Makromolekiil mit zwei oder mehr Spinsonden, die einen Abstand kleiner
~25A aufweisen, fiihrt dies zu Verinderungen in der Linienform der ESR-Spektren, die auf
dipolare Wechselwirkungen zwischen den Spinsonden zuriickzufiihren sind. Durch eine
Analyse der Linienform kann auf den Abstand zwischen den Spinsonden geschlossen werden
71 Dadurch erhilt man ein Werkzeug zur Abstandsbestimmung zwischen nahezu beliebigen
Positionen (mit einem Abstand < 25A) in einem Protein. Diese Technik wurde u.a. benutzt,

) . . . . [38-40]
um Doménenbewegungen in verschiedenen Proteinen zu analysieren .
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1.9 Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie

In den letzten Jahren sind in dem Bereich der Einzelmolekiil-Fluoreszenzdetektion erhebliche

[142] Einzelmolekiil-Experimente ermoglichen die detaillierte

Fortschritte erzielt worden
Analyse einzelner Molekiile. Daraus ergeben sich entscheidende Vorteile gegeniiber der
konventionellen Fluoreszenzspektroskopie, bei der ein Ensemble von Molekiilen analysiert
wird. Es findet keine Mittelung der Fluoreszenzsignale verschiedener Molekiile mit evtl.
unterschiedlichen Eigenschaften statt. Einzelne fluoreszenzmarkierte Biomolekiile konnen,
frei diffundierend, in Losung detektiert werden. Ebenfalls ist eine Analyse von
immobilisierten Molekiilen moglich.

Eine iibliche Methode zur Messung von Einzelmolekiilen ist die Anregung der Fluorophore
durch Laser in einem Volumenelement, das durch ein konfokales Mikroskop generiert wird.
Bedingt durch die geringe Grof3e des konfokalen Volumens (~1 fl), in dem gleichzeitig die
Anregung und die Detektion der Fluoreszenz stattfindet, halten sich die zu analysierenden
Molekiile, bei freier Diffusion in Losung, nur fiir wenige Millisekunden im Detektionsbereich
auf. Dadurch ist der Zeitrahmen fiir die Betrachtung eines einzelnen Molekiils begrenzt.
Allerdings konnen viele Ereignisse (Photonen-Bursts), die von einzelnen Molekiilen
stammen, in recht kurzer Zeit aufgenommen werden. Abhéngig vom experimentellen Aufbau
kénnen Fluoreszenzparameter wie Intensitét, Spektralbereich, Polarisation,
Fluoreszenzlebensdauer und Aufenthaltsdauer ermittelt werden. Durch eine statistische
Auswertung der Fluoreszenzparameter konnen dann Subpopulationen der analysierten
Molekiile oder Komplexe identifiziert, separiert und quantifiziert werden!™*,

Um Aussagen iiber die Konformation von RT-Primer/Matrize Komplexen treffen zu konnen,
bendtigt man Informationen iiber die relative Orientierung von RT und Nukleinsdure. Die
relative Orientierung kann durch die Bestimmung des Abstandes bestimmter Positionen
innerhalb der beiden Bindungspartner eines Komplexes ermittelt werden. In der
Fluoreszenzspektroskopie macht man sich das Phinomen des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfers (FRET) zur Abstandsbestimmung zu Nutze. Hierbei ist der Transfer von Energie
zwischen zwei Fluorophoren abhédngig von ihrem Abstand. Daher erlaubt es diese Methode
Aussagen iiber den Abstand zwischen zwei fluoreszenzmarkierten Positionen in einem
Molekiil/Komplex zu treffen.

In dieser Arbeit wurde die Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie mit der FRET-Methode
verkniipft, wodurch es prinzipiell moglich ist zwischen verschiedenen Konformationen von
Enzym-Substrat Komplexen in einer Mischung zu unterscheiden, wenn sowohl das Enzym als

auch das Substrat mit geeigneten Fluoreszenzfarbstoffen markiert ist.
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1.10 Ziele der Arbeit

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente sollten das Verstdndnis der Struktur der RT
und ihrer Nukleinsdure-Komplexe im Hinblick auf den Mechanismus der Polymerisationsre-
aktion verbessern. Hierzu sollten unter Anwendung der ESR- und Einzelmolekiil-
Fluoreszenzspektroskopie Testsyteme entwickelt werden, die es ermdglichen die notwendigen
strukturellen Informationen zu ermitteln.

So sollte zum einen untersucht werden, ob die Polymerase-Domine in Losung in einer
offenen oder geschlossenen Konformation vorliegt. Hierzu sollten, durch ESR-Spektroskopie
an zweifach spinmarkierter RT, Abstinde zwischen der Daumen- und Finger-Doméne
ermittelt werden.

Zum anderen sollte die Kombination aus FRET und Einzelmolekiilspektroskopie zur Analyse
der Konformation von RT-Nukleinsdure Komplexen sowie zur Identifizierung und
Quantifizierung unterschiedlicher Komplexe in Gemischen etabliert werden. Dazu sollte die
RT ortsspezifisch mit Fluorophoren markiert und im Komplex mit fluoreszenzmarkierten

Nukleinsiduren untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

2.1.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren in Losungen

Zur Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren in Losungen wurde die optische
Dichte der Losungen bei 260 nm in einer Quarzkiivette bestimmt. Eine optische Dichte von
eins entsprach einer Konzentration von 50 pg/ml bei doppelstrangiger DNA, 40 pg/ml bei
einzelstrangiger DNA und RNA sowie 30 ng/ml bei Oligonukleotiden.

2.1.2 Reinigung von DNA mittels Phenol-/Chloroform-Extraktion und anschlieffender
Ethanolfillung

Zur Reinigung von DNA wurden Phenol-/Chloroform-Extraktionen mit anschlieBender
Ethanolfdllung durchgefiihrt. Dazu wurden die DNA-L6sung mit einem Volumen Phenol und
einem Volumen Chloroform versetzt. Nach Mischen der Losungen und anschlieBender
Zentrifugation fiir 2 min bei 10000 g wurde die wiBrige Phase abgenommen und nochmals
mit Chloroform extrahiert. AnschlieBend wurde die wilrige Phase mit 1/20 Volumen 5 M
NaAc und dem zweieinhalbfachen Volumen Ethanol versetzt. Nach Zentrifugation der
Losung (10 min, 10000 g, 4°C) wurde das gebildete Pellet zweimal mit kaltem 70% Ethanol

gewaschen, getrocknet und in H,O aufgenommen.

2.1.3 Restriktion von DNA

Die Restriktionen wurden entsprechend den Angaben des Herstellers der Restriktionsenzyme
durchgefiihrt. Im Anschlufl wurde entweder DNA-Probenpuffer zugesetzt oder eine Phenol-
/Chloroform-Extration mit Ethanolfdllung durchgefiihrt. Die einzusetzenden Enzymmenge
(Einheiten) wurde unter Beriicksichtigung der zu schneidenden DNA-Menge und der Anzahl
ihrer Schnittstellen im Verhéltnis zu der DNA wie folgt berechnet:

Einheiten. = 0P (DNAp,;) - # Schnittstellen (DNA)
"M #bp (DNA) - # Schnittstellen (DNA ;)

Hierbei bezeichnet der Index ,,Def.”“ die Parameter auf die eine Einheit Enzym vom Hersteller

definiert wurde.
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2.1.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus LM-Agarosegelen (QN-Extraktion)

Die bei einer Restriktion entstandenen DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch in einem
Agarosegel aufgetrennt, die einzelnen Banden durch UV-Licht lokalisiert und wie folgt aus
dem Gel extrahiert.

Die Banden des gewiinschten Fragments wurden aus dem Gel ausgeschnitten, das
Agarosestiick in ein LM-Agarosegel (‘low melting’) eingepalit und die Elektrophorese
fortgesetzt, bis die DNA vollstindig in das LM-Gel iibertragen war. AnschlieBend wurde die
DNA-Bande aus dem LM-Agarosegel ausgeschnitten und das Fragment durch QN-Extraktion
aus der Agarose eluiert.

QN (Cetyltrimethylammoniumbromid) ist ein quartires Ammoniumsalz, das sich an
Polyanionen (DNA) anlagert und diese aufgrund seiner lipophilen Alkylgruppen in
organischen Losungsmitteln 16slich macht. Fiir die QN-Extraktion wurde eine 1%ige Losung
von QN in H>O-gesittigtem Butanol hergestellt und mit einem Volumen Butanol-gesittigtem
Wasser zu einer Emulsion vermischt. Durch Zentrifugation (5 min, 10000 g) der Emulsion
wurden die Phasen getrennt und die fiir die Extraktion bendtigten Volumina bei 65°C
inkubiert.

Die DNA-haltige Agarose wurde 5 min bei 65°C aufgeschmolzen und mit jeweils dem
einfachen Volumen an vorbereitetem QN/Wasser und QN/Butanol versetzt. Die Extraktion
erfolgte durch intensives Mischen (mind. 30 s) auf einem Vortex-Mischer. Nach Trennung
der Phasen durch Zentrifugation (30 s, 10000 g) wurde die Butanol-Phase, die nun die DNA
enthilt, in ein neues Reaktionsgefd3 tiberfiihrt. Die wiBrige Phase wurde anschlieBend ein
zweites Mal mit dem einfachen Volumen an Butanol-Ldsung reextrahiert. Nach Vereinigung
der Butanol-Phasen wurden diese zur Wasserabtrennung 1 min auf Eis inkubiert, zentrifugiert
(30 s, 10000 g) und dann in ein neues Reaktionsgefal} liberfiihrt. Zur Extraktion der DNA aus
der Butanol-Phase wurde diese mit %4 Volumen 1M NaCl versetzt, wodurch das QN von der
DNA verdringt wurde und diese wieder in der wiBirigen Phase loslich wurde. Diese
Suspension wurde nun insgesamt 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und dabei zu Beginn
und nach jeweils 10 min intensiv gemischt. Nach Zentrifugation der Suspension (1 min,
10000 g) wurde die wilrige Phase von der Butanol-Phase getrennt. AbschlieBend wurde die
wilrige Phase dreimal mit CHCIs extrahiert, wobei vor der letzten Extraktion das Volumen
der wiBrige Phasen durch Zugabe von TE verdreifacht wurde. Uberschiissiges CHCl; wurde

bei 65°C abgedampft. Die Gesamtausbeute der Extraktionen betrugt etwa 80%.
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2.1.5 Ligation

Fiir eine Ligation wurden zwischen 20 und 40 ng linearisierte Vektor-DNA (= 0,01 pmol) und
die 10fache molare Menge an Fragment eingesetzt. Die Reaktion erfolgte in einem Volumen
von 20 pl unter Zugabe von 4 ul 5 x Ligase-Puffer und 0,2 Einheiten T4 DNA-Ligase fiir 12-
16 h bei 16°C.

2.1.6 Herstellung kompetenter Escherichia coli -Zellen (E.coli) zur Elektroporation

1 1 LB-Medium wurde mit 10 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODgoonm
von 0,5-0,8 bei 37°C geschiittelt. Die folgenden Schritte wurden bei 4°C mit vorgekiihlten
GefdBen und Losungen durchgefiihrt, um eine maximale Transformationsrate zu erreichen.
Zur Sedimentation der Zellen wurde die gesamte Kultur zentrifugiert (GS3-Rotor, 7000 upm,
15 min, 4°C), und in 1 1 Wasser resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die
Zellen in 500 ml Wasser resuspendiert, erneut abzentrifugiert und in 20 ml Wasser
aufgenommen. Nach Abschluf3 des letzten Zentrifugatiosnschrittes (,,Labofuge™ 800 g, 15
min) wurden die Zellen in 2 ml 10% (v/v) Glycerin resuspendiert, portioniert und sofort in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die so gewonnenen Portionen wurden bei -80°C
gelagert.

Die Transformationsrate wurde durch Transformation von 0,1 ng ungeschnittener Plasmid-

DNA bestimmt und sollte groBer als 10° Zellen/ pg DNA sein.

2.1.7 Transformation von E. coli durch Elektroporation

Zur Transformation wurden 40 pl kompetente Zellen mit 10 pl Ligationsansatz vermischt, 1
min auf Eis inkubiert und in eine eisgekiihlten Elektroporationskiivette gegeben. Nach Gabe
eines Elektropulses (1350 V, 5 ms) wurden die Zellen sofort mit 1 ml LB-Medium in ein
Reagenzglas tliberfiihrt und fiir 45 min bei 37°C in einem Schiittler inkubiert. Im Anschluf3
wurden die Zellen auf LB-Agarplatten, die die entsprechenden Antibiotika zur Selektion der
Transformanden enthalten, ausplattiert und 12-16 h bei 37°C zur Ausbildung der Kolonien
inkubiert.

In dieser Arbeit wurden der E.coli Stamm MlS/pDMI.1[45] zur Transformation und spéteren

Proteinexpression eingesetzt.
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2.1.8 Glycerindauerkulturen von Bakterien

300 pl 50%iges, autoklaviertes Glycerin wurden mit 700 pl einer Bakterienkultur (ODsoonm =
0,7) in einem Dauerkulturgefa3 vermischt und bei -80°C gelagert.

2.1.9 Plasmidisolierung aus Bakterien im kleinen Maflstab

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde das Verfahren der alkalischen Lyse verwendet.
Hierbei werden die Bakterien durch Lysozym aufgeschlossen. Die Abtrennung der Plasmid-
DNA von der iibrigen Zell-DNA wird durch selektive Denaturierung der chromosomalen
DNA erreicht, wobei die gesamte Zell-DNA in alkalisches Milieu gebracht wird. Durch
Neutralisation der Lésung renaturieren dann selektiv nur kleiner DNA-Fragmente, wie z.B.
Plasmiden. Die chromosomale DNA fillt in Form eines unloslichen Aggregats aus und kann
zusammen mit den mit SDS beladenen Proteinen, die als Kaliumsalze ausfallen, durch
Zentrifugation abgetrennt werden. Der aus der Zentrifugation gewonnene Uberstand enthiilt
die Plasmid-DNA und ebenfalls renaturierte RNAs.

Bakterienkolonien wurden mit einer sterilen Impfose einzeln von LB-Agarplatten in je 1,5 ml
antibiotikahaltiges LB-Medium {iberimpft und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Zellen
wurden dann fiir 30 s bei 10.000 g pelletiert und in 100 pl Losung I auf Eis resuspendiert.
Nach fiinfminiitiger Inkubation wurde der Zellaufschlu8 durch Zugabe von 200 pl Losung 11
vervollstindigt und die DNA denaturiert. Bakterielle DNA sowie SDS-Proteinkomplexe
wurden mit 150 pl Losung III 10 min auf Eis prézipitiert und anschlieBend durch
Zentrifugation bei 10.000 g fiir 30 min pelletiert.

Da der Anteil der RNA fiir eine genaue Konzentrationsbestimmung der Plasmid-DNA stort,
wurde die Methode durch folgende Reinigungsschritte erweitert. Das getrocknete
Nukleinsdure-Pellet wurde in 50 pl TE-RNase-Puffer (20 pg/ml RNase A und 500
Einheiten/ml RNase T1) gelost und 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 20 pl 10 M
NH4sOAc wurde die DNA mit 150 pl Ethanol 2 min bei Raumtemperatur gefillt, 2 min bei
10000 g pelletiert und nach dem Trocknen in 10 pl TE-Puffer gelost. Durch Zusatz von 1 pl
10 M NH4OACc und 25 pl Ethanol wurde die DNA erneut gefillt. Das Prizipitat wurde in 70%
Ethanol gewaschen, getrocknet, in 20 pl TE-Puffer aufgenommen und die Konzentration der

gewonnenen DNA bestimmt.

Losung I: 25 mM Tris-HCIL, pH 7,9
10 mM EDTA, pH 7,9
50 mM Glucose
Lysozym
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Losung II: 200 mM NaOH
1% SDS

Losung III: 5 M KOAc
11,5% HOAc

2.1.10 Priparation von Plasmid-DNA im grofleren Malistab

100 ml LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin, 25 pg/ml Kanamycin) wurden mit 0,5 ml einer 6
h Kultur rekombinanter Bakterien angeimpft. Nach 12 h Inkubation im Warmluftschiittler
bei 37°C wurden die Bakterien sedimentiert (15 min, 6000 g, GSA-Rotor, Raumtemperatur)
und die Plasmid-DNA mit dem DNA-Reinigungs-System (‘DNA-Purification System’;
Qiagen) nach den Angaben des Herstellers aufgearbeitet.

Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde anschlieBend durch Messung der OD26onm

bestimmt.

2.1.11 TBE-Agarosegele

Die Eletrophorese in Agarosegelen erfolgte in horizontalen Gelkammern bei 90 V. Je nach
GroBe der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden Gele mit Agarose-Konzentrationen von
0,7% - 1,5% (w/v) hergestellt. Dazu wurde die entsprechende Menge Agarose mit TBE-Puffer
aufgekocht, mit Ethidiumbromid versetzt und in die GieBform gegeben, wo sich das Gel
durch Abkiihlen auf Raumtemperatur bildet. Als Laufpuffer wurde ebenfalls TBE-Puffer
verwendet. Als DNA-GroBenstandard diente ein 1 kb Leiter-Standard (GibcoBRL).

2.1.12 In vitro Mutagenese mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Zielgerichtete Mutagenese mit Hilfe der iiberlappenden PCR

Diese Mutagenese-Technik lehnt sich an das von Ho et al.*® sowie Herlitz und Koen™”

entwickelte Verfahren an. Mit dieser Methode konnen unabhingig von vorhandenen
Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme an jeder beliebigen Position des Gens eine oder mehrere
Mutationen erzeugt werden. Hierzu wurden bei diesem Verfahren drei PCR-Reaktionen mit
insgesamt vier verschiedenen Primern durchgefiihrt. In Abbildung 2.1.11-1 ist das Prinzip
dieser Technik dargestellt. Fiir die erfolgreiche Verwendung dieser Methode war es
notwendig, dal sich zwischen Primer 1 und Primer 2 sowie zwischen Primer 3 und Primer 4,
des zu mutierenden DNA-Doppelstrangs, jeweils eine Restriktionsschnittstelle befindet.
Desweiteren mufl ein dullerer Primer (Nr.1) komplementdr zum codierenden Strang, der
andere, Nr. 4, komplementidr zum Gegenstrang des zu mutierenden DNA-Doppelstrangs sein.
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Die beiden mittleren Primer, Nr. 2 und 3, trugen die Mutation und fiihrten diese in die DNA-
Sequenz ein.

Die Mutationen wurden in die Plasmide pRT166[48] und p6HRT51 4] eingefiihrt.

A)
Primer 4
L ' ................. «—
5 ¢ 3 19
+> ....................
Primer 2
Primer 3
o )
3 5 14
Primer1 ' ......
B)

1) Auffiillen der 3‘-Enden der mutierten DNA-Stringe aus A)
5¢ ‘ ...................... 3¢

Primer 4

3‘

’
¢’

3¢ ¢ 5¢
'

Primer 1

Abbildung 2.1.11-1: Schema der in vitro Mutagenese mit Hilfe der iiberlappenden PCR.
A) PCR-Reaktionen der 1. Runde, B) PCR-Reaktionen der 2. Runde (Erlduterungen im Text)

Zu Beginn wurden zwei PCR-Reaktionen, unter den am Ende dieses Abschnittes
beschriebenen Bedingungen , parallel ausgefiihrt. In der ersten Reaktion (vgl. Abbildung
2.1.11-1) wurde die zu mutierende DNA in Anwesenheit von Primer Nr. 1 und 3
vervielfdltigt, im zweiten Ansatz fand die Vervielfiltigung der zu mutierenden DNA durch
die Primer Nr. 2 und 4 statt. Die hieraus resultierenden PCR-Produkte, die nun die
gewlinschte Mutation trugen und teilweise iiberlappten, wurden iiber ein LM-Gel gereinigt.
Durch ein Agarosegel wurde die Menge der isolierten Fragmente abgeschétzt. Darauf folgend
wurden jeweils 100 fmol der PCR-Produkte zur Hybridisierung in einem Volumen von 15 pl
in TE-Puffer bei 95°C denaturiert, anschlieBend 5 min bei 37°C inkubiert und danach auf
Raumtemperatur abgekiihlt. Fiir die nachfolgende PCR-Reaktion wurden 2 pl (13 fmol) des
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Hybridisierungsansatzes eingesetzt. Wihrend dieser Reaktion fiillte die Pfu Polymerase
zunéchst die 3’-Enden der hybridisierten DNA-Stridnge auf, bevor durch Zugabe der Primer
Nr. 1 und 4 die Amplifikation des gesamten DNA-Fragments gestartet wurde. Das
Reaktionsprodukt dieser PCR-Reaktion wurde dann iiber ein LM-Agarosegel gereinigt, mit
den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und in den gewiinschten Vektor ligiert.

Das Vorhandensein der eingefilhrten Mutationen wurde durch Sequenzierung des

entsprechenden Abschnitts des erhaltenen Vektors bestétigt.

PCR-Ansitze und —Zyklen:

Fiir einen 50 pul PCR-Ansatz (1. Runde, Abbildung 2.1.11-1 A) wird verwendet:

1 fmol DNA-Matrize (Endkonzentration 2 pM)

2 ul 15 uM Primer 1 (Endkonzentration 0,6 uM)
2 ul 15 uM Primer 2 (Endkonzentration 0,6 uM)
1 ul 10 mM dNTP’s (Endkonzentration 0,2 mM)
Sul 10 x Reaktionspuffer

1U Pfu Polymerase

ad 50 pul H2O

Fir die zweite PCR-Runde (entspricht Abbildung 2.1.11-1 B) wurde folgender Ansatz
gewdhlt:

2 ul  des o.g. Hybridisierungsansatzes (13 fmol) aus der ersten PCR-Runde
2ul 15 uM Primer 1

2ul 15 uM Primer 4

5ul  10x Reaktionspuffer

I ul 10 mM dNTPs

1U  Pfu Polymerase

ad 50 ul H,O

Ein typisches PCR-Protokoll sah wie folgt aus, wobei in Abhéngigkeit von der Linge und der

Sequenz der verwendeten Primer die Hybridisierungstemperatur variiert wurde.

Denaturierung: 3 min bei 95°C
Hybridisierung: 1 min bei 46°C
Polymerisation: 2 min bei 72°C

Der Zyklus wurde 20 mal wiederholt.

2.1.13 DNA-Sequenzierung

Zur Sequenzanalyse der mutierten und klonierten DNA-Fragmente wurde der , PRISM™
Ready Reaction DyeDeoxyTM Terminator Cycle Sequenzing Kit“ (Perkin Elmer) verwendet.
Dieses System basiert auf einer modifizierten Methode der Sequenzierung nach Sanger et al.
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% Hierbei wird das Prinzip der selektiven Termination der Synthese von DNA-Fragmenten
durch zufdlligen Einbau von Didesoxynukleotiden verwendet. Jedes der vier
Didesoxynukleotide trigt einen spezifischen Fluoreszenzfarbstoff, durch den es identifiziert
werden kann. Der Einsatz einer thermostabilen Polymerase und die vier unterschiedlich
markierten dNTPs ermdglichen, dall die Reaktion, dhnlich wie eine PCR-Reaktion in nur
einem ReaktionsgefdB durchgefiihrt wird.

Fiir eine Sequenzierung (20 pul Ansatz) wurden 1 pg Plasmid-DNA, 3 pmol Primer und 8 pl
Terminator-Mix zundchst 1 min bei 95°C inkubiert und durchliefen danach folgendem

Reaktionszyklus 25 mal:

30s  Denaturierung 95°C
I min Hybridisierung 46°C
4 min Polymerisation 60°C

Die DNA wurde anschlieBend mit Ethanol gefillt, zentrifugiert und das Pellet getrocknet.
Durch Zugabe von 4 pl deionisiertem Formamid (8,3 mM EDTA, pH 8,0) wurde das Pellet
wieder gelost. Die DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des ,,4BI Model 373 DNA Sequencers™
(Perkin-Elmer, Applied Biosystems) analysiert. Dazu wurden die Fragmente durch
Polyacrylamid-Gelelektrophorese  aufgetrennt. Am Ende des Gels wurde die
Fluoreszenzintensitdt der unterschiedlich gefarbten Banden bestimmt. Aus der Verteilung der
Intensitdten der vier Farbstoffe wurde dann die Sequenz ermittelt. Die Gelelektrophorese

wurde im Haus von der Zentralen Einheit ,,Sequenzierung und Synthese* durchgefiihrt.

2.1.14 Induktion der Expression rekombinanter Proteine in E.coli

10 pul Glycerindauerkultur (vgl. 2.1.7) der gewiinschten Bakterien wurden in 10 ml LB-
Medium (100pg/ml Ampicillin, 25 pg/ml Kanamycin) iiberimpft und 14 h (Ubernachtkultur)
bei 37°C geschiittelt. Im analytischen Mafstab wurden 10 pl dieser Kultur in 20 ml frisches
Medium iiberimpft und unter gleichen Bedingungen bis zu einer ODgoo von 0,7 - 0,8
inkubiert. Die Expression des unter der Kontrolle des Lac-Repressors stehenden Gens wurde
dann durch Zugabe von 100 pg/ml IPTG fiir 3 h induziert. Zur Kontrolle der Expression
wurden 1 ml Aliquots der Kultur nach 1h, 2h und 3h entnommen und die Zellen fiir eine
Analyse durch SDS-PAGE nach Sedimentation in 100 ul Auftragspuffer aufgenommen. Fiir
priparative Zwecke wurden aus der Ubernachtkultur 100 ml Zwischenkulturen angeimpft und
bis zu einer ODgoo von 4 wachsen gelassen. Je 6 ml dieser Zwischenkulturen wurden dann in
700 ml LB-Medium iiberimpft und die Induktion wie oben erldutert durchgefiihrt. Nach Ende
der Induktion wurden die Zellen 15 min (4500 g, 4°C) zentrifugiert und der Uberstand
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verworfen. Das Pellet wurde dann bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert. Zur
Uberpriifung der Induktion wurden 10 pl der abgenommenen Aliquots durch SDS-PAGE
analysiert.

Aus 10 1 Expressionskultur konnten so typischerweise 30 g Zellen gewonnen werden.

2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.1 Denaturierende SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Zum Nachweis von Proteinen und zur Bestimmung deren Reinheitsgrades wurde die
denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet. Wahrend der Elektropho-
rese wandern die denaturierten Proteine im elektrischen Feld durch eine Polyacrylamidmatrix
und werden ihrer Groe nach aufgetrennt. Kleine Proteine wandern schneller als grof3e. Nach
der Elektrophorese werden die Proteine mit Coomassie-Blue angeférbt.

Alle in dieser Arbeit gezeigten Elektrophoresegele zu Proteinanalyse sind denaturierende
SDS- Polyacrylamidgele mit einem Acrylamidgehalt von 10% (v/v).

Zur Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele wurden zuerst die Komponenten fiir das
Trenngel zusammengegeben und die Losung zwischen zwei Glasscheiben mit einem
Zwischenraum von 0,7 mm gefiillt. Nach vollstdndiger Polymerisation wurden die
Komponenten fiir das Sammelgel zusammengegeben und zwischen die Glasplatten iiber das
Trenngel gefiillt und ein Kamm eingesetzt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit

Coomassie-Blue angefirbt.

Zusammensetzung der verwendeten Trenn- und Sammelgele:

Trenngel: 2,5 ml Trenngelpuffer
1,15 ml H.O
1,25 ml 40%ige Acrylamid/Bis-acrylamid-Losung
25 pul 10%ige APS-Losung
5 ul TEMED
Sammelgel: 1,25 ml Sammelgelpuffer
960 ul HO
250 ul 40%ige Acrylamid/Bis-acrylamid-Lésung
12,5 ul 10%ige APS-Losung
2,5 ul TEMED
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2.2.2 Reinigung von Mutanten der Reversen Transkriptase von HIV-1

Zur Herstellung heterodimerer RT-Mutanten wurden die RT-Untereinheiten p66 und p51
getrennt in E.coli exprimiert und die E.coli-Zellen anschlieBend zusammen lysiert und das
daraus resultierende heterodimere Protein gereinigt. Da die Expression des p66-Proteins viel
geringere Mengen Protein lieferte als die Expression des p51-Proteins mufiten stark
Unterschiedliche Mengen Biomasse der entsprechenden E.coli-Kulturen eingesetzt werden
(s.u.).

75 g Biomasse von E.coli-Kulturen, die das p66-Protein exprimierten und 5 g Biomasse von
E.coli-Kulturen die das p51-Protein exprimierten wurden in 200 ml A78 Puffer bei 4°C
resuspendiert und dann mit Hilfe eines ,, Microfluidizers* aufgeschlossen. Hierbei wurden die
Zellen mit hohem Druck durch eine kleine Diise gedriickt, wodurch die Zellwand zerstort
wurde. Nach anschlieBender Zentrifugation bei 46000 g (30 min, 4°C) wurde der Uberstand
mit MgCl> auf eine Endkonzentration von 1mM MgCl, versetzt, das Pellet wurde verworfen.
Zur Dimerisierung der Untereinheiten wurde diese Losung 12 h bei 4°C inkubiert.
Nachfolgend wurde die Losung bei 4°C mit 1 ml/min auf eine 6 ml Ni-NTA-Superflow-Séiule
aufgetragen. Die His-Verldngerung am N-Terminus der p51-Untereinheit ermdglichte eine
effiziente Reinigung des Proteins durch eine Ni-NTA-Superflow-Séule, da die Histidine
spezifisch an das Sdulenmaterial binden. Durch Imidazol, das in Konkurrenz zu den
Histidinen tritt, konnte das Protein eluiert werden. Anschlielend wurde zuerst mit 50 ml A78
Puffer und danach mit 50 ml A78 Puffer gewaschen (5 mM Imidazol) und dann das Protein
mit einem Imidazolgradienten eluiert (Basispuffer A78) (vgl. Abbildung 2.2.2-1).

500+
400 -
300+
2001

100+

c(Imidazol) / (mM)

0 20 40 60 80
t/ (min)

Abbildung 2.2.2-1: Profil des Imidazolgradienten (Basispuffer A78) zur Elution des Proteins
von der Ni-NTA-Séule.

Durch eine SDS PAGE wurde analysiert, welche Fraktionen RT enthalten. Diese Fraktionen
wurden vereinigt und 12 h gegen 2 1 RT-D-10 Puffer dialysiert. Die dialysierte Losung wurde
iiber eine 15 ml DEAE-Sepharose ,,Fast-Flow-Sdule” (Pharmacia Biotech, Schweden)
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gegeben und anschlieBend auf eine ,,Hi-Trap Sp* Kationentauscher-Séule (Pharmacia
Biotech) aufgetragen. Die Elution des Proteins erfolgte mit einem NaCl-Gradienten
(Basispuffer RT-D-10).Die Fraktionen, in denen das Protein enthalten war, wurden durch eine
SDS PAGE ermittelt, vereinigt und durch Ultrafiltration mit einer UH 100/25 Ultrahiilse
(Schleicher & Schuell, Dassel) gegen RT-D-10 Puffer bei 4°C auf eine Konzentration von
typischerweise 200 uM eingeengt. Nach Zentrifugation der konzentrierten Losung wurde der

Uberstand aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80°C gelagert.

200+

150+

)

/ (mM

<100+
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c(NaCl)
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t/ (min)

Abbildung 2.2.2-2: Profil eines NaCl-Gradient zur Elution des Proteins (25 mM NaCl, ImM
EDTA, 10% (v/v) Glycerin, 50 mM Tris-HCI, pH 7).

2.2.3 Farbstoffkopplung an Cysteinreste von RT-Mutanten mit einem freien Cystein

Alle in dieser Arbeit gezeigten Fluoreszenzmessungen mit Reverser Transkriptase wurden mit
Alexa Fluor® 488 markiertem Protein durchgefiihrt. Im Folgenden wird die Farbstoftf-
kopplung beispielhaft erldutert. In einem Volumen von 300 pul wurden 26 uM RT und 138uM
Alexa Fluor® 488 C5-maleimid (geldst in DMSO, Abbildung 2.2.3-1, Molecular Probes) fiir
2 Stunden bei 4°C unter Lichtausschlul auf einem Vortexgerdt auf niedrigster Stufe
geschiittelt (Puffer: 300 mM Tris-HCL, pH 7.0, 1,6% Glyzerin , 4mM NaCl, maximal 1%
DMSO). AnschlieBend wurde iiberschiissigen Farbstoff iiber eine mit RT-D-10 Puffer
equilibrierte Gelfiltrationssdule (Nap-5, Pharmacia, Freiburg) abgetrennt und das Eluat auf
eine mit A78 (250 mM NaCl) equilibrierte 1 ml Ni-NTA-Superflow-Séule aufgetragen.
Danach wurde die Sdule mit 10 Sdulenvolumen A78 (250 mM NaCl) gewaschen und das
modifizierte Protein mit A78 (250 mM NaCl, 250 mM Imidazol) eluiert. Das Eluat wurde mit
einem ,,Biomax 5 Ultrafree-Zentrifugationsfilter in RT-D-10 umgepuffert, auf eine
Konzentration von 50uM - 200uM aufkonzentriert, alliquotiert und in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Lagerung erfolgt bei —80 °C.
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Abbildung 2.2.3-1: Strukturformel von Alexa F luor® 488 C5-maleimid.

2.2.4 Kopplung von Nitroxid-Spinsonden an Cysteinreste von RT-Mutanten mit einem

oder zwei freien Cysteinresten

In dieser Arbeit wurde die MTSL-ISN-dls-Nitroxid-Spinsonde (Abbildung 2.2.4-1, Toronto
Chemicals Inc., Canada) zur Spinmarkierung von Cysteinen der Reversen Transkriptase
verwendet. Um die Zugénglichkeit der Cysteine in den Daumen- und Finger-Doménen von
p66 zu erhohen und bei Mutanten mit zwei freien Cysteinresten evtl. entstandene
Disulfidbriicken aufzubrechen wurden die RT-Losungen vor der Kopplungsreaktion mit DTT
versetzt und das Protein anschlieend mit einem 18/36mer p/t komplexiert. Die Einzelschritte
der Kopplungsreaktion ergaben sich demnach fiir die Markierung einer RT mit zwei freien
Cysteinresten wie folgt.

In einem Volumen von 200 pl wurden 43,5 uM RT und 10 mM DTT fiir 30 min bei 4°C
inkubiert (Puffer: 25 mM Tris-HCI, pH 7, 10% Glycerin, 25mM NaCl). Danach wurde die
Losung mit 16nmol 18/36mer DNA/DNA versetzt und die Mischung weitere 10 min
inkubiert. AnschlieBend wurde das DTT tiber eine mit RT-D-10 Puffer (300 mM Tris-HCI,
pH 7) equilibrierte Nap-5-Saule abgetrennt, wobei das Eluat (850 pl) in 2ul einer 100 mM
MTSL—ISN—dls—Lésung (gelost in DMSO) eingetropft wurde. Das Reaktionsgemisch wurde
nun 16 Stunden bei 4°C auf einem Vortexgerit auf niedrigster Stufe geschiittelt. Danach
wurden 400 ul A78 hinzugefiigt und die Losung auf eine mit A78 Puffer equilibrierte 1 ml
Ni-NTA-Superflow-Séule aufgetragen. Die Sédule wurde anschliefend mit jeweils 10
Saulenvolumen A78 und A78 (250mM NaCl) gewaschen. Die Elution des Proteins erfolgte
dann mit A78 Puffer (250mM NaCl, 250 mM Imidazol). Das Eluat wurde mit einem ,,Biomax
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5 Ultrafree-Zentrifugationsfilter (Millipore, Erkrath) in RT-D-10 Puffer umgepuffert, auf
eine Konzentration von 50uM - 200uM aufkonzentriert, alliquotiert und in fliissigem

Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgt bei —80 °C. gelagert.

SO
\S/ CH

CD,

3

IT CD,
0

Abbildung 2.2.4-1: Strukturformel der MTSL-""N-d;s-Spinsonde.
*+ Das ungepaarte Elektron () ist zwischen dem Stickstoff- und dem Sauerstoffatom
delokalisiert.

2.3 Nukleinsiduren

2.3.1 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligodesoxynukleotide und Oligodesoxyribonukleotide
wurden HPLC- oder PAGE-aufgereinigt von NAPS (Goéttingen) oder MWG (Ebersberg)

bezogen.

2.3.2 Farbstoff-markierte Oligodesoxynukleotide

Bei 5°-End markierten Oligodesoxynukleotide wurden Cy5-NHS-Ester liber eine (CHa)s-
NH;-Briicke durch Amid-Bildung gekoppelt. Markierungen innerhalb der Oligodesoxynukle-
otidsequenz erfolgten direkt an der Base Thymin (T) mit einer (CH»)s-Kette iiber eine

Aminobriicke zum Cs des Pyrimidingeriists[su.

2.3.3 Herstellung von DNA/DNA bzw. DNA/RNA Primer/Matrizen

Zur Hybridisierung von Primer- und Matrizenstrang wurden die komplementiren
Oligodesoxynukleotide in Hybridisierungspuffer gemischt, 2 min auf 90°C erhitzt und im
Heizblock iiber einen Zeitraum von 2 Stunden auf Raumtemperatur abgekiihlt. Um sicher
zugehen, daf3 alle Primermolekiile hybridisiert waren, wurde die Matrize in 10%igem
UberschuB eingesetzt. Im Falle der verwendeten fluoreszenzmarkierten Matrizen wurde der

komplementiire Primer in 10%igem Uberschuf eingesetzt.
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2.4 Enzymkinetische Methoden

2.4.1 Pre-Steady-State Fluoreszenzmessungen (Stopped-Flow)

Pre-Steady-State Fluoreszenzmessungen wurden an einem Stopped-Flow Gerét (Abb. 2.4.1-1)
der Firma Hi-Tech durchgefiihrt. Das Gerdt war mit einer Hg-Xe-Lampe und einem

Fluoreszenzdetektor ausgeriistet.

Gj LAMPE

MONOCHROMATOR

AN TRItB
ENZYM /"*'W-""-“‘?F'-” SCHALTER
STOPPSPRITZE \\‘
STOPP
SUBSTR. \|
DETEKTOR
VENTIL - AUSLOSER

Abbildung 2.4.1-1: Schematischer Aufbau eines Stopped-Flow Gerites.

Dieses Gerites ermdglichte Fluoreszenzmessungen im Millisekundenbereich. Das Prinzip
beruhte darauf, da3 zwei Reaktanden aus zwei Vorratsspritzen durch Druckluft sehr schnell in
eine Mischkammer mit direkt nachfolgender MeBzelle gedriickt wurden und durch eine
Stoppspritze gebremst wurden. Die Bewegung der Stoppspritze loste den Start der
Signalaufnahme aus. Die hierzu benoétigte Zeit (Totzeit) zwischen Mischen der Reaktanden
und der Signalaufnahme betrugt ca. 2 ms. Reaktionen mit einer Halbwertszeit unter ca. 5 ms
konnten daher zeitlich nicht aufgelost werden. Das Reaktionsvolumen wurde durch das
Volumen der Stoppspritze bestimmt und betrug bei den in dieser Arbeit gezeigten Messungen
~100 pl.

Die Anregung der Probe erfolgte mit der Hg-Xe-Lampe, deren Spektrum durch einen
Monochromator nm-genau begrenzt werden war. Das emitierte Licht wurde durch einen
Kantenfilter gemessen, um Anregungsstreulicht im Fluoreszenzlicht zu filtern .

In dieser Arbeit wurde die Stopped-Flow Methode zur Bestimmung der
Dissoziationskonstanten von RT-Primer/Matrize Komplexen benutzt. Das Fluoreszenzsignal
wurde hierbei durch das FRET-Farbstoff-Paar Alexa488/Cy5 generiert. Als Emissionsfilter
wurde der Kantenfilter OG520 benutzt , so da3 die gemessene Fluoreszenz im wesentlichen

vom Alexa488 ausging. Die Anregung des Alexa488 erfolgte bei 435nm.
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Die Aufzeichnung der Daten wurde mit dem Programm ,,RKBIN* (Hi-Tech), die Auswertung
mit dem Programm ,,Grafit* (Erithacus Software Ltd.) durchgefiihrt. Fiir die Messungen

verwendete Puffer wurden zuvor filtriert und entgast.

2.4.2 Gleichgewichts-Fluoreszenz-Messungen (Steady-State Ensemble-Messungen)

Alle Fluoreszenzmessungen wurden mit einem ,,AB2 Spektrofluorimeter” (Sopra) mit
temperierbarem Kiivettenblock in einer 0,7 ml Quarzglaskiivette durchgefiihrt. Die
Absorptions- und Emissionsmaxima der in dieser Arbeit verwendeten Fluorophore sind in
Tabelle 2.4.2-1 aufgefiihrt. Um das Signal/Rauschverhéltnis zu minimieren erfolgte die

Anregung bzw. Emission der Fluoreszenz bei den aufgefiihrten Maxima.

Tabelle 2.4.2-1: Extinktions- und Emissionsmaxima der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe.

Aex/ (nm) | Aem/ (nm)

Alexa488 |496 519

Cys5 646 667

2.4.2.1 Fluoreszenzmessungen zur Bestimmung von Dissoziationsgleichgewichts-

konstanten und Dissoziationskonstanten von RT-Primer/Matrize Komplexen

Anderungen der Polaritit, der Dielektrizititskonstanten oder der Polarisierbarkeit der
Umgebung eines Fluorophors, bewirken eine Verschiebung des Emissionsmaximums Amax
und eine Intensitidtsdnderung der Fluoreszenz. Letzteres konnte ausgenutzt werden um das
Gleichgewicht der Bindung von RT an einen Primer/Matrize Komplex und die
Dissoziationskonstanten von RT-Primer/Matrize Komplexen zu ermitteln. Hierzu wurde die
Primer/Matrize und/oder die Reverse Transkriptase mit einem Fluorophor markiert und die
Anderung der Fluoreszenz betrachtet, die sich aus der Bindung der Primer/Matrize an die RT

ergabt.

2.4.2.1.1 Titrationen

In Titrationsexperimenten wurden grundsétzlich 30 nM Ldsungen, z.B. der FAM-markierten
Primer/Matrize vorgelegt und diese dann mit steigenden Konzentrationen, z.B. Wildtyp RT
titriert. Nach jeder Zugabe wurde die Gleichgewichtseinstellung abgewartet und dann die

dazugehorige Fluoreszenzintensitét notiert.
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2.4.2.1.2 Bestimmung von Dissoziationsgleichgewichtskonstanten (kp)

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten kp des RT-Primer/Matrize Komplexes wurden
die Titrationsdaten mit den Programm ,,Grafir* ausgewertet. Folgende Die Titrationsdaten

wurden an folgende Gleichung mathematisch angepal3t:

pop A= F) (B + Py k) = (By + Py +kp) —4E,Py 1)

(2.4.2.1.2-1)

F ist die relative Fluoreszenzintensitét, Fmx die relative Fluoreszenzintensitdt zu Beginn der
Titration, Fmin die relative Fluoreszenzintensitdt im Sittigungsbereich, Py die Endkonzentra-
tion der Primer/Matrize und Eo die Konzentration an Reverser Transkriptase. Alle
Konzentrationen und gemessenen Fluoreszenzintensitdten wurden auf das zu einem MefB3punkt
gehorende Gesamtvolumen in der Kiivette korrigiert. Zur Kurvenanpassung wurden Fmax, Fiin

und kp frei variiert.

2.4.2.1.3 Bestimmung der Dissoziationskonstanten (koff) von RT-Primer/Matrize

Komplexen

In Abhéngigkeit von der Geschwindigkeit der Dissoziation eines RT-Primer/Matrize
Komplexes konnten die Dissoziationskonstanten durch eine Ensemble-Messung in einem
Fluoreszenzspektrometer ermittelt werden (ko < 0,01 s'l). Bei schnellerer Dissoziation
wurden die Dissoziationskonstanten in einem Stopped-Flow Gerét ermittelt (vgl. 2.4.2).

Beide Methoden haben gemeinsam, daB3 eine fluoreszenzmarkierte Primer/Matrize durch
Zugabe eines groBen Uberschusses (100-fach) einer unmarkierten Nukleinsiure aus dem RT-
Primer/Matrize Komplex verdringt wird. Die daraus resultierende Fluoreszenzinderung
konnte zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten verwendet werden. Die gemessenen
Fluoreszenzwerte wurden durch das Programm ,,Grafit“ an folgende zweifach exponentielle

Gleichung angepalit:

F(t)=A,1-e* " + A, 2™ 4off,

hierbei war F die relative Fluoreszenzintensitdt, Aol und A¢2 die Amplituden der ersten und
zweiten exponentiellen Phase, kol bzw. ko2 die Dissoziationskonstanten fiir die erste bzw.
zweite Phase und off die Fluoreszenz am Ende der Messung. Zur bestmdglichen

Kurvenanpassung wurden Aol, Ao2, Koffl, ko2 und off frei variiert.
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Die in dieser Arbeit gezeigten Dissoziationskonstanten wurden fiir den Komplex bestehend
aus p66 808 g p51 (CHIOTKIBICALNIEE) g JHMI16/36Cy5-3¢ durch Verdringung mit
der Primer/Matrize Flo1/Flo4 (Flo1+4) bestimmt.

Speziell wurde der EinfluB des nicht-nukleosidischen RT-Inhibitors BI-RG 587 und der
Salzkonzentration im MeBpuffer (Basis-Puffer: RT-salt) auf die Dissoziationskonstanten
untersucht. Hierzu wurde vor der Verdrangung der Nukleinsdure aus dem Komplex 200 nM
BI-RG 587 zum RT-Primer/Matrize Komplex gegeben und/oder die KCl-Konzentration im
Basispuffer zwischen 10 und 80 mM variiert. Alle Messungen wurden bei 25°C durchgefiihrt.

2.4.3 Bestimmung der RNA-abhiingigen DNA-Polymeraseaktivitit

Zur Bestimmung der RNA-abhidngigen DNA-Polymeraseaktivitit von HIV-1 Wildtyp RT
und RT-Mutanten wurde der Einbau von [3H]-markiertem dTTP in ecine
poly(rA)/oligo(dT)12-18 bestimmt. Unmarkiertes dTTP und [3H]-markiertes dTTP wurden im
Verhéltnis 1:65 eingesetzt. Da der Einbau von [3H]-dTTP statistisch erfolgte, konnte zur
Auswertung die Menge an [3H]-dTTP der Gesamtmenge an eingesetztem dTTP gleichgesetzt
werden. Zur Durchfiihrung des Aktivitédtstests wurde man wie folgt vorgegangen.

Eine Losung bestehend aus 0,2 U/ml poly(rA)/oligo(dT)i2-13, 50 uM dTTP, 8,3 pM (& 2,1
uCi/ml) [Methyl-3H]-dTTP (ICN Pharmaceuticals, USA) wird hergestellt. 25 ul dieser
Losung wurden mit 5 ul RT-Losung (21 nM) versetzt und 10 min bei 37°C inkubiert. Danach
wurden je 6 pl der Reaktionslosung auf zwei ~2 cm’ grofle Stiicke DEAE-Papier (,,DESI®,
Whatman, England) gegeben und diese vollstdndig getrocknet. AnschlieBend wurden die
Papierstreifen zweimal in 100 ml 2xSSC Puffer (0,3 M NaCl, 30 mM Natriumcitrat) und
einmal in 50 ml abs. Ethanol gewaschen. Zur Ermittlung eines Minimal- und eines
Maximalwertes wurde genauso verfahren, aber anstatt RT-Losung RT-D-10 Puffer
verwendet. Der Papierstreifen fiir den Maximalwert wurde nicht gewaschen. Nach
vollstindigem  Trocknen wurden die Papierstreifen zusammen mit 3 ml
Szintillationsfliissigkeit (,,OptiPhase HiSafe*, Whatman) in ein Szintillationsgefal3 iiberfiihrt

und 60 s in einem Szintillationszdhler (Wallac 1409) ausgezihlt.
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2.5 Biophysikalische Methoden

2.5.1 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR)

Durch Elektronenspinresonanz-Spektroskopie lassen sich paramagnetische Substanzen
untersuchen. Molekiile sind paramagnetisch (Radikale), wenn sie eine ungerade Anzahl von
Elektronen besitzen. In biologischen Systemen existieren paramagnetische Spezies in
verschiedenen Formen, beispielsweise als Ubergangsmetallkomplexe (mit z.B. Cu®’, Fe’*
oder Mn2+), als Folgeprodukte von lichtinduzierten Reaktionen (z.B. bei der Photosynthese),
oder als Zwischenprodukte bei Elektronentransferreaktionen. Verfligt das zu untersuchende
System (z.B. ein Protein) selbst nicht iiber ungepaarte Elektronen, oder sind diese nicht
geeignet, um eine gegebene Fragestellungen zu untersuchen, kdnnen Spinsonden gezielt an
bestimmte Positionen in das Protein eingefiihrt werden (vgl. 2.2.5). Spinsonden sind stabile
organische Radikale, hdufig verwendet werden Nitroxid-Radikale, wie TEMPO- oder MTS-
Spinsonden (s.u.).

Intermedidr auftretende Radikale sind oft sehr reaktiv und daher nur kurzlebig, so dafl man die
Untersuchungen dann meist bei tieferen Temperaturen durchfithren muf3, bei denen die

Radikale langlebiger sind. Alternativ konnen kurzlebige Radikale zur Quantifizierung durch

sogenannte Radikalfallen konserviert werden und stehen damit einer Analyse zur Verfiigung.

2.5.1.1 Allgemeine Grundlagen der Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

5
Ungepaarte Elektronen eines Atoms besitzen einen Bahndrehimpuls L und einen

-

Eigendrehimpuls (Spin) S. Der Gesamtdrehimpuls .J setzt sich additiv aus dem

Bahndrehimpuls und dem Eigendrehimpuls zusammen:

—

J=L+S (1) mit

| J|=J(J+D  (J = Gesamtdrehimpulsquantenzahl)

| L|=VL(L+Dh (L = Gesamtbahndrehimpulsquantenzahl)

|1S]=+S (S+Dn (S = Gesamtspinquantenzahl)

Die Bewegung des Elektrons ruft ein magnetisches Moment hervor, das sich aus den Anteilen

des Bahn- und Eigendrehimpulses zusammensetzt:
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Hy=H,+Hg (2)
Das magnetische Moment ergibt sich aus dem Drehimpuls .J zu

=g —J @)
2m

e

mit dem Landé-Faktor (g-Faktor):

_, JO DS HD - LL+)
20(J+1)

(4)

Man kann das magnetische Moment auch in den Einheiten des BOHRschen Magnetons
angeben:

Uy = % =9274-10* . (5)

e

Da in organischen Radikalen der Bahndrehimpulsanteil vernachldssigbar ist, muf hier nur der

Spin betrachtetet werden (g = 2,00232). Fiir diesen Fall gilt also:

|:Zl.]|= |ﬁs| = glzyS(S+1) (6)

Wird ein ungepaartes Elektron in ein &uBleres Magnetfeld der FluBdichte Bo gebracht,
wechselwirkt es mit dem Magnetfeld und die zuvor rdumlich isotrope Verteilung der
Elektronenspins hebt sich auf (Zeemann-Effekt). Liegt das Bo-Feld an, gilt fiir die potentielle

Wechselwirkungsenergie
E=-[iB, = giymgB,  (7)

Mit S = % sind, bezogen auf die Eo-Feldrichtung, nur zwei Spineinstellungen erlaubt. Diese
sind durch die magnetische Quantenzahl ms = + ' (,,parallele” Spinrichtung) und ms = -2
(,,antiparallele Spinrichtung) charakterisiert. Allgemein gilt ms = S, S-1, ..., -S und es gibt
(25+1) Moglichkeiten der Orientierung des Spins zur E’O-Feldrichtung. Mit ms = £ ' fiir ein

ungepaartes Elektron ergeben sich also zwei Energieniveaus

E. =-(2)gusBo (unteres Energieniveau) und
E+ =+ (/2)gusBo (oberes Energieniveau).
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Damit ergibt sich ein Abstand der beiden Niveaus (vgl. Abbildung 2.5.1.1-1) von

AE=E: +E. = gusBo (8).

Ein Absorptionssignal entsteht also dann, wenn die Energie AE = gupBo in Form von
elektromagnetischer Strahlung eingestrahlt wird, wodurch eine Anregung der Elektronen vom
unteren in das obere Energieniveau erfolgt. Durch Relaxationsvorginge, vorwiegend die
Wechselwirkung der Radikale mit ihrer unmittelbaren Umgebung, wird die BOLTZMANN-

Verteilung der Energieniveaus wieder hergestellt.

A
i >
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By/T
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a
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Abbildung 2.5.1.1-1: A, Zeemann-Aufspaltung der Energieniveaus eines Elektrons im Bo-
Feld zunehmender Stirke. Bei Einstrahlen einer Mikrowellenfrequenz von 9,5 GHz tritt
Absorption der Mikrowellenstrahlung bei 0,34 T ein; B, Das Absorptions-ESR-Signal als
Funktion des im Bo-Feldes; C, 1.Ableitung (d4/dBo) des Absorptions-E SR-Signals[Sz].

2.5.1.2 Hyperfeinwechselwirkung

Das in Abbildung 2.5.1.1-1 C dargestellte Absorptionssignal zeigt die Wechselwirkung eines
einzelnen freien Elektrons mit dem angelegten Bo-Feld. In einer realen Probe, wie z.B. einem
Nitroxid-Radikal, beeinflussen neben dem Bo-Feld aber noch andere magnetische Felder, wie
die intramolekularen Felder anderer Elektronen und des Kerns, das ungepaarte Elektron. Dies

fiihrt zu einer Aufspaltung der Energieniveaus des Elektrons. Relevant diesbeziiglich ist
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jedoch nur das durch den Kernspin erzeugte magnetische Feld. Die durch andere Elektronen
erzeugte Felder sind im Vergleich zum Bo-Feld nur sehr klein, und kénnen daher
vernachlédssigt werden. Das von den Atomkernen erzeugte lokale Feld addiert sich mit dem
Bo-Feld zu einem effektiven Feld. Durch die Kernspinquantenzahl / haben die Atomkerne
(2I+1) Einstellmoglichkeiten zum Bo-Feld, welche durch ihre mi-Werte festgelegt sind.
Hierdurch spaltet die ESR-Linie (2n/+1)-fach auf (mit n = Anzahl &quivalenter
Nachbarkerne). Diese durch den Kernspin hervorgerufene Aufspaltung bezeichnet man als
Hyperfeinwechselwirkung. Das Aufspaltungsmuster ist in Abbildung 2.5.1.2-1 exemplarisch
fir /=1 (z.B. 14N) und S = ' dargestellt.

™ Mg

-1

Energie
2/ TN\
= \

-1
b1
41 2

1. Ableitung des
Absorptionssignals

AVA

-
= > B,
0

Abbildung 2.5.1.2-1: Hyperfeinaufspaltung (A) durch Wechselwirkung eines ungepaarten
Elektrons (S = '4) mit den magnetischen Momenten eines Kernspins (/ = 1, fiir 14N-Kern). Die
Orientierungen des Kernspins ergeben sich durch m; = 1, m; = 0 und m; = -1. Es gelten
folgende Auswahlregeln: Ams = +1 und Am;= 0.

Eine ESR-Linie wird hierbei in drei Linien aufgespalten und die Resonanzbedingung ergibt
sich zu

Bres:BO_A.mI (9)

Die Hyperfeinkopplungskonstante A gibt den Abstand der Hyperfeinlinien im ESR-Spektrum
an. By ist die Feldstarke bei der ohne Elektron-Kern-Wechselwirkung Resonanz auftritt. Das
Muster der Hyperfeinstruktur eines ESR-Spektrums, also die Anzahl der Linien und deren

Intensitit, hdngt somit von der Anzahl und der Kernspinquantenzahl der benachbarten Kerne
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ab, die mit dem Elektronenspin wechselwirken. Fiir organische Radikale, wie z.B. einem
Nitroxid-Radikal, dominiert die Kopplung mit Kernen, die direkt gebunden sind, das
Spektrum. Kerne, die eine Bindung weiter entfernt sind, koppeln nur sehr schwach und haben
daher kaum Auswirkungen auf das Spektrum. In Abbildung 2.5.1.2-2 sind die
Aufspaltungsmuster fiir kovalent an Proteine gebundene Nitroxid-Radikale mit “N- und N -
Kernen gezeigt (/= 1 bzw. /2). Das Spektrum der Spinsonde mit PN weist, im Ge gensatz zum

N- Spektrum (3 Linien), nur zwei Linien auf.

14
N 15N

Abbildung 2.5.1.2-2: ESR-Spektren von MTS-Spinsonden gebunden an HIV 1 RT. Die
Hyperfeinaufspaltung ist abhédngig von der Kernspinquantenzahl: A, MTS (¢ N, I = 1); B,
MTS (PN, I = 1%).

2.5.1.3 Anisotropie von A und g / Immobilisierungseffekte

Aus der Geometrie des Nitroxid-Radikals ergibt sich eine ausgeprigte Anisotropie der
Hyperfeinaufspaltung (A) und des Landé-Faktors (g), weswegen beide als Tensoren betrachtet
werden. Diese Anisotropie bewirkt, dal das Spektrum der Spinsonde Information iiber die
Korrelationszeit Tr seiner thermischen Molekularbewegung enthélt. Dies sei im folgenden
verdeutlicht. Nehmen wir zunéchst an, die Spinsonde sei vollig immobil, und in der Probe
seien alle moglichen Orientierungen des Nitroxides zum Magnetfeldvektor gleich verteilt
vertreten (Abbildung 2.5.1.2-3, unteres Spektrum); das gemessene Spektrum reprisentiert die
Summe tber die orientierungsabhidngigen Spektren aller Nitroxidmolekiile in der Probe.
Wegen der starken Anisotropie der Hyperfeinaufspaltung findet man eine breite Verteilung
der duBleren Hyperfeinlinien, so dal3 die spektrale Breite des Spektrums entsprechend grof3
wird. Die Zentralresonanz erfihrt eine Verbreiterung durch die Anisotropie von g. In diesem

Bereich iiberlagern sich Linien mit leicht verschobenen Resonanzfrequenzen.
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Dementsprechend findet man fiir ein sogenanntes Pulverspektrum auch eine maximale
Linienbreite. Proben, die auf Temperaturen < 200K abgekiihlt werden, zeigen solche
Pulverspektren. Im zweiten Grenzfall hat das Nitroxid eine isotrope Rotationsdiffusion und
eine kurze Korrelationszeit (Abbildung 2.5.1.2-3 oben). Wenn der Kehrwert der
Korrelationszeit grof3 ist gegeniiber der spektralen Aufspaltung der Hyperfeinniveaus, kann
letztere nicht mehr aufgelost werden. Das bedeutet, dal nun zwar die gleiche Winkel- und
Elementarspektrenverteilung wie im immobilisierten Fall vorliegt, doch wird diese in einer so
kurzen Zeit durchlaufen, dall nur ein isotroper Mittelwert iiber alle Resonanzen detektiert

wird. Man mift ein Spektrum mit drei diskreten Absorptionslinien minimaler Breite; auch die

01 — freie

! Rotationsdiffusion
0.6 schwach

' immobilisiert

N ~ B stark

300 A\/\/ ™~ immobilisiert

5300 starres
/\-f\/_{ Pulverspektrum

be———
0,005 T

Abbildung 2.5.1.2-3: Abhingigkeit der Linienform eines ESR-Spektrums von der
Beweglichkeit/Rotationskorrelationszeit einer kovalent an ein Protein gebundenen
Spinsonde[sz].

gesamte spektrale Breite des Spektrums wird minimal. In den dazwischen liegenden
Bereichen der Nitroxidmobilitdt findet man Spektren, deren Gestalt in Form von Linienbreite
und zweitem Moment stark von der Mobilitdt abhingt.

Fir die in dieser Arbeit verwendete MTS-Spinsonde wurde gezeigt, dal die
Bindungsrotationen des Linkers im gebundenen Zustand ausreichen, um die Anisotropien von
g und A hinreichend auszumitteln™). Das Spektrum der proteingebundenen Spinsonde wird

somit durch die Dynamik der markierten Proteinseitenkette als Funktion ihrer
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Wechselwirkung mit der lokalen Proteinumgebung bestimmt. Man hat also eine Sonde, die

Information iiber die Sekundir- und Tertidrstruktur in ithrer unmittelbaren Umgebung liefert.

2.5.1.4 ESR-Spektren Simulation zur Bestimmung von Interspinabstinden

In gefrorener Losung (T < 200K) ist die Beweglichkeit der Aminosdureseitenketten sehr stark
eingeschrankt. Die Dynamik des Proteins zeigt in diesem Temperaturbereich ein Glas-
dhnliches Verhalten und die Rotationskorrelationszeit der Seitenketten der Spinsonden
iiberschreitet 100ns”*. Es sind nur Vibrationsbewegungen des an das Protein gebundenen
Nitroxids mit sehr kleiner Amplitude detektierbar. Die residuale Ausmittelung der g- und
Hyperfeinanisotropie verringert die Hyperfeinaufspaltung um weniger als 2%. Daher kann die
Linienform der Proteinproben in gefrorener Losung gut durch ein Pulverspektrum
beschrieben werden. Die Linienform eines Pulverspektrums, in dem die rdumliche Verteilung
der Spinsonden zufillig ist, wird auf der Basis der Eigenwerte des Hamiltonoperators

simuliert:
H = f3.SgBo + SAI (2.5.1.4-1)

Hierbei ist Bo der Vektor des externen Magnetfeldes, 5 das BOHRsche Magneton, g der
Tensor des g-Wertes eines Elektrons und A der Spin-Kern-Wechselwirkungstensor. Die

Eigenwerte des Hamiltonoperators konnen wie folgt dargestellt werden):

E :ﬁeBOMs + A(G, (p) M M
g(@, ¢) = Gxdzx + Gyylzy + g2l 2z
A6,9)= (ALL, +ALL +AL1, )" (2.5.1.4-2)

yy-zy

mit gi und A4ii als Hauptwerte fiir die Tensoren g bzw. A, [, als Cosinus-Quadrat der
Richtungen der molekularen Achse des Nitroxids ; und der Magnetfeld-Richtung z. Msund M
sind die Eigenwerte von S, bzw. I,. In dem von Steinhoff et al®® entwickelten Algorithmus
werden die Position der ESR-Linie durch die Gleichung (2.5.1.4-2) berechnet, mit
Schrittweiten von 3° fiir 8 und ¢. Die Intensitit jeder Absorptionslinie, /d€2, ist dabei
proportional zu der Anzahl der Molekiile, deren z-Achse in den Raumwinkel dQ zeigt. Die
Intensitit fiir eine gegebene zufillige Verteilung der Orientierung der Nitroxide ergibt sich

aus

JdQ <sin 0d0dp  (2.5.1.4-3).

37



Material und Methoden

Das so erhaltene Strichspektrum wird mit einer Verbreiterungsfunktion gefaltet, die aus der
Superposition einer Gaus- und einer Lorenzverteilung besteht. Dadurch wird der natiirlichen
Linienverbreiterungs-Mechanismus in die Berechnung mit einbezogen. Dabei geht man davon
aus, daB3 die Linienverbreiterung unabhéngig von der Orientierung der Spinsonden ist. Durch
eine nicht lineare Anpassung mittels der Methode der kleinsten Fehlerquadrate werden die
eingesetzten Startwerte fiir g und A und die drei Parameter fiir die Linienbreite (die Breite der
Gaus- und der Lorenzfunktion sowie deren Anteile) iterativ variiert, bis das Quadrat der

Differenz des gerechneten und des gemessenen Spektrums ein Minimum aufweist"".

Dipolare Linienverbreiterung

Die dipolare Wechselwirkung zweier ungepaarter Elektronen fiihrt zu einer deutlichen
Linienverbreiterung, wenn Mittellungen durch bewegliche Spinsonden nicht auftreten, wie
z.B. in gefrorener Losung bei T < 200K (s.0.). Die Absorptionslinien wechselwirkender Spins

werden dann um den Betrag AB verschoben. AB ist gegeben durch

AB =

2
43880 co8 -1 (2.5.1.4-4).

4p

Hier ist 6 der Winkel zwischen dem magnetischen Feld Bo und dem Abstandsvektor p
zwischen den wechselwirkenden Spins. Die resultierende Funktion fiir die Linienform, G(B),
wird mit der Gleichung (2.5.1.4-4), unter Verwendung diskreter Schritte von 3° fiir 6,
berechnet. In einer gefrorenen Losung kann die Verteilung der Orientierung der Spinsonden
als isotrop angenommen werden. Dann berechnet sich die Intensitdt der Linien fiir jedes
Winkelinterval nach Gleichung (2.5.1.4-3). Um der Verteilung der Interspinabstinde in einer
realen Probe gerecht zu werden wird eine Gausverteilung fiir die Abstinde mit einem

mittleren Abstand 7 und einer Breite von G angenommenB”.

2.5.1.5 Aufbau des Elektronenspinresonanz-Spektromters

Abbildung 2.5.1.5-1 zeigt den schematischen Aufbau der verwendeten ESR-Anlage. Aus

folgenden Komponenten ist ein ESR-Spektrometer grundsétzlich aufgebaut:

e Fin stabiles externes magnetisches Feld, das durch einen Elektromagneten erzeugt wird
und iiber einen Feldbereich variiert werden kann.

e Eine Mikrowellenquelle, meist eine Klystron-Mikrowellenoszillator-Rohre.

¢ Ein Resonator, in dem sich die Probe befindet.
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e FEin Detektor fiir die Mikrowellenabsorption im Resonanzfall.
e Ein rauschunterdriickendes Verstarkersystem fiir das Absorptionssignal.
e Eine phasenempfindliche Gleichrichtung, die an eine Modulation des Magnetfeldes

gekoppelt ist, um das Signal-Rauschverhiltnis zu verbessern.

HL
= (@ / < Kly
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Abbildung 2.5.1.5-1: Schematischer Aufbau der ESR-Anlage. Die einzelnen Komponenten
sind wie folgt abgekiirzt: AD Analog-Digital-Wandler, Dim Dadmpfer zur Regulierung der
Leistung, Det Detektordiode, Gen 50kHz-Generator, HL Hohlleiter, Kly Klystron Sender (9
GHz), LV Lock-In-Verstarker (phasenempfindlicher Gleichrichter), M Elektromagnet fiir das
Mikrowellenquelle, Probe und Detektionssystem sind iiber eine Briickenschaltung verbunden.
Bo-Feld, PC Computer zur Datenaufzeichnung, Phs Phasenschieber, R Hohlraumresonator als
Probenraum, Tun Slide-Screw-Tuner, Vor Vorschub, Zir Zirkulator.

Sendet das Klystron im Mikrowellen X-Band, so liegt die Frequenz im Bereich von 9 MHz,
was einer Wellenldnge von 3,33 cm entspricht. Das Klystron wird abgestimmt und dann auf
die Resonanzfrequenz des Resonators eingestellt. Die Probe befindet sich hierbei im
Resonator. FEine automatische Frequenzregelung (AFC) sorgt fiir eine konstante
Klystronfrequenz. Um die in den Resonator eingestrahlte Leistung P, variieren zu konnen,
sind in das Mikrowellensystem Abschwiécher eingebaut. Die Ausgangsleistung des benutzten
Klystrons betriagt ca. 90 mW. Durch geeignete Ankopplung bildet sich im Resonator eine

stehende Welle aus. Diese Welle ist linear polarisiert, d.h. aus zwei in der xy-Ebene
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entgegengesetzt umlaufenden zirkular polarisierten Wellen zusammengesetzt. Durch den
Hohlraumresonator wird das magnetische Wechselfeld B; resonanziiberhoht.

Das dullere Magnetfeld B, definiert die z-Richtung des Laborsystems und steht senkrecht zum
Bi- Feld im Resonator. Die Messung der FluBdichte B, dient der magnetfeldsynchronen
Aufzeichnung des Spektrums durch den Computer. Die magnetische FluBdichte By wird mit
konstanter Anderungsrate erhoht. Die Mikrowellenstrahlung des Klystrons erreicht den
Resonator. Der Resonator ist so an das Hohlleitersystem angepal3t, da3 durch Dampfung die
gesamte ankommende Energie verbraucht wird, daher tritt keine Reflexion auf. Wird im
Resonanzfall allerdings Energie von der Probe im Resonator absorbiert, so wird die
Anpassung gestort und ein Teil der Mikrowelle wird reflektiert. Hierbei ist die reflektierte
Mikrowellenleistung proportional zur von der Probe absorbierten Mikrowellenleistung. Ein
Zirkulator leitet das reflektierte Mikrowellensignal iiber einen Nachweiszweig zur Diode,
einem Kristalldetektor, der eine der Intensitdt der reflektierten Mikrowelle proportionale
Gleichspannung liefert. Um ein besseres Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu bekommen, wird
dem &duBeren Magnetfeld B, ein richtungsgleiches Magnetfeld durch einen Generator und
zusitzliche Spulen aufmoduliert. Der Modulationshub ABy muf3 kleiner als die Linienbreite
des Spektrums sein. Diese Uberlagerung bewirkt, daB das tatsichliche Magnetfeld B(t) mit
dem Modulationshub ABx um das duBlere Magnetfeld Bo(t) schwingt. Somit schwingt im
Resonanzfall auch die Absorption des Systems. Die Amplitude dieser Schwingung ist das
MaB fiir die Anderung der Absorption bei Anderung des Bo-Feldes, also die erste Ableitung
der Absorption (Abbildung 2.5.1.5-2). Die nun am Kristalldetektor entstehende
Wechselspannung ist ein MaB fiir die erste Ableitung der Absorption A(B,). Sie wird auf

A [ Absorption

B,

. dA
/\ erste Ableitung B
\/BO

Abbildung 2.5.1.5-2: Die Modulation des externen Magnetfeldes (A) fithrt zur Aufzeichnung
der ersten Ableitung des Absorptionssignals (B).
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einem Oszillographen beobachtet und einem Lock-In-Verstirker (Phasengleichrichter)
zugefiihrt. Nach der Gleichrichtung wird das ESR-Signal als erste Ableitung der Absorption
beobachtet. Dieses Signal wird mittels eines AD-Wandlers digitalisiert und durch einen

Computer aufgezeichnet (Abbildung 2.5.1.5-2).

2.5.1.6 Molekulardynamik-Simulationen

Die Simulationen der Molekulardynamik der Spinsonden-Seitenketten wurde nach der

Methode von Steinhoff et al. durchgefuhrt[37’57].

2.5.1.7 NNRTIs und dsDNA fiir ESR-Experimente

Fir die ESR-Messungen mit den NNRTIs S-TIBO und Nevirapine wurden 50 mM
Stocklosungen in DM SO hergestellt, die bei —20°C gelagert wurden. Bei Bedarf wurden diese
mit Wasser verdiinnt.

In den Messungen mit dsDNA wurde die 18/36mer DNA/DNA Primer/Matrize Flol1/Flo4

(Flo1+4) verwendet.

2.5.1.8 Probenvorbereitung

Alle Proben fiir die ESR-Spektroskopie wurden in Quarzglasrohrchen vermessen. Das
Probenvolumen betrug bei den Messungen in Losung 7ul und bei den Messungen in
gefrorener Losung 30 pl. Die Konzentration der RT in der MeBlosung variierte hierbei
zwischen 40 uM und 70 uM, wobei das molare Verhéltnis zwischen RT und Ligand immer
1:2 betrug. Fiir alle Messungen wurde der Puffer RT-D-10 verwendet, wobei der Pufferanteil
in der MeB16sung zwischen 50% und 80% variierte. In vergleichenden Messungen wurden die
Konzentrationen von RT und Ligand sowie die Pufferanteile in den MefBlosungen konstant

gehalten.

2.5.2. Fluoreszenzspektroskopie

2.5.2.1 Multidimensionale Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie durch BIFL

Die in dieser Arbeit verwendete spektroskopische Technik fiir die Datenaufnahme und
-analyse der Fluoreszenz von einzelnen Molekiilen wird als BIFL-Methode (,,Burst-
Integrated-Fluorescence-Lifetime*) bezeichnet. Diese Technik wurde in der Arbeitsgruppe

von Dr. Claus Seidel am Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie in Gottingen
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entwickelt. Die folgenden theoretischen Erlduterungen sind in Anlehnung an die
Dissertationsschrift von Christian Eggeling verfaBt®'.

Die Grundidee der BIFL-Technik wurde von Keller et al.”" vorgestellt. Eine wirkliche
Anwendung auf konkrete Fragestellungen der Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie

[59-63]

wurde aber erst in der Identifizierung von einzelnen, fluoreszierenden Molekiilen und in

der zeitlichen Verfolgung von molekularen Konformationsdnderungen durch Beobachtung
von Fluoreszenzparametern an einzelnen Molekiilen gefunden[64].

Durch die gleichzeitige Aufzeichnung der Informationen {iber die Fluoreszenzlebensdauer,
die Fluoreszenzintensitit, die Fluoreszenzanisotropie und den spektralen Bereich jedes
einzelnen detektierten Photons, ist es mdglich, Prozesse die das Fluoreszenzsignal
beeinflussen auf verschiedenste Arten zu analysieren. Insbesondere findet bei diese Art der
Datenaufzeichnung keine statistische Mittelung liber mehrere Ereignisse oder eine heterogene
Probe statt, wie zB. in der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) oder einer
Vielkanalzihlerspur, wodurch kein Rohsignal verloren geht. Einen Uberblick iiber mdgliche

Anwendungsgebiete wurde von Eggelmg[65]

vorgestellt, wihrend der prinzipielle
elektronische Aufbau von Brand®” beschrieben wurde. Im Folgenden werden die BIFL-

Technik und die Schritte der Datenanalyse vorgestellt.

2.5.2.1.1 MeBanordnung / Konfokales Mikroskop

Alle Einzelmolekiilspektroskopie-Messungen wurden an einem epi-illuminierten konfokalen
Mikroskop durchgefiihrt. In Abbildung 2.5.2.1.1-1 ist der schematischer Aufbau dargestellt.
Lichtstrahlen von einem oder zwei Lasern werden {iber einen dichroitischen Strahlteiler in ein
Objektiv eingekoppelt und auf die Probe fokussiert. Durch den fokussierten Laserstrahl wird
ein offenes Volumenelement definiert, in dem fluoreszenzfidhige Probenmolekiile vielfach zur
Emission von Fluoreszenzphotonen angeregt werden. Dieses offene Volumenelement stellt
gleichzeitig auch das Detektionsvolumen dar. Die Fluoreszenzphotonen werden mit dem
selben Objektiv gesammelt, passieren den dichroitischen Spiegel und werden durch die
Tubuslinse auf eine Lochblende abgebildet. Hinter dieser Lochblende erfolgt eine Aufweitung
des Fluoreszenzlichtes durch eine weitere Linse (f = 100 mm), eine Aufspaltung durch einen
Polarisationsstrahlteiler in zwei Strahlengéinge und eine weitere Aufspaltung dieser beiden
Strahlengiinge durch zwei weitere dichroitische Farbteiler (DF). Die Abbildung erfolgt durch
zusitzliche Linsen (f = 50 mm) auf vier Detektoren (D1 bis D4) mit jeweils einem eigenen
Fluoreszenzfilter (IF). Das Signal der Detektoren wird in einem Multiplexer vervielfiltigt und

zu drei verschiedenen, simultan laufenden Mef3gerdten weitergeleitet: einem Vielkanalzidhler
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(,,Multichannelscaler*, MCS), einem Hardwarekorrelator (FCS) und der Anordnung zur

zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlung (BIFL).

FCS

Multi. -dim. ) 1-2-3-4 .
BIFL ] Start I T *— mcs |

L 4
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Objektiv

Abbildung 2.5.2.1.1-1: Epi-illuminiertes konfokales Mikroskop (DF: dichroitische Farbteiler,
IF: Fluoreszenzfilter, D1 - D4: Detektoren 1 bis 4, ndhere Einzelheiten siche Text).

2.5.2.1.2 Datenaufnahme

Das Prinzip der Datenaufnahme der BIFL-Methode ist in Abbildung 2.5.2.1.2-1 dargestellt.
Den regelmiBigen Pulsen (73 MHz) einer Laserlichtquelle (graue senkrechte Linien) als
Fluoreszenzanregung folgt aufgrund der Detektionseffizienz von ca. 2% nur nach einigen
dieser Pulse die Detektion von Signalphotonen (kleinere senkrechte Linien)[SI]. Zu jedem
detektierten Signalphoton werden vier verschiedene Parameter gespeichert: (1) die zeitliche
Detektionsreihenfolge der Photonen in Form der Ereignisnummer, ev#; (2) die Abklingzeit,
At (schwarzer waagerechter Balken), als Abstand zwischen dem auslosenden Laserpuls und
der Detektion des Photons (zeitkorrelierte Einzelphotonenzéhlung, ps- bis ns-Zeitbereich); (3)
der Abstand, At (graue waagerechte Pfeile), zum vorher detektierten Signalphoton (us- bis
ms-Zeitbereich) als Mal} fiir die makroskopische Zeit der Detektion innerhalb des
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Experiments und fiir die Zdhlrate des Signals; (4) die Kanalnummer, ch# (1 bis 4), die jedem
Signalphoton die Nummer des Detektors, in dem die Detektion erfolgte, und damit die
Polarisationsrichtung relativ zum Anregungslicht und den Wellenldngenbereich (hier grof3er

oder kleiner 620 nm) zuordnet.

- At i
4—)4_)4—)04404—) time [ms]
. 1,234 | 1 3 1 21 1 4 3 2

Abbildung 2.5.2.2-1: Prinzip der Datenaufnahme der BIFL-Methode: Photonenemission
auslosende Laserpulse (senkrecht orangene Linien); zu jedem detektierten Photon (kleine

senkrechte Linien) werden vier Parameter gespeichert: Ereignisnummer, ev#; Abklingzeit, AT
(graue Balken); Zeitabstand, At, zwischen zwei detektierten Photonen (blaue Pfeile);
Kanalnummer, ch# (Details s. Text).

2.5.2.1.3 Zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung

Mit der zeitkorrelierte Einzelphotonenzidhlung wird der BIFL-Methode die Moglichkeit zur
zeitaufgelosten Fluoreszenzspektroskopie eroffnet. Eine detaillierte Darstellung dieser
Methode wurde von Brand”” veroffentlicht. Den Kernpunkt dieser Methode stellt der Zeit-
zu-Amplitude-Konvertierer (TAC) dar, bei dem der zeitliche Abstand zwischen der Detektion
eines Photons und dem, dieses Photon auslosenden, Laserpuls gemessen wird. Der Laserpuls
16st eine mit der Zeit linear aufsteigende Spannungsrampe aus, die durch die Detektion des
Photons gestoppt wird. Der an dieser Stelle gemessene Spannungswert wird in eine Zeit
umgerechnet und bestimmt die Abklingzeit, At. Im Fall einer hohen Pulswiederholungsrate
wird der TAC in einem umgekehrten Modus betrieben, wobei das Detektionsereignis eines
Photons als Startsignal der Spannungsrampe und der nidchste Laserpuls als stoppendes
Ereignis dient. Von der Statistik liefert dies das gleiche Ergebnis, nur vermeidet es Fehler,

denn nicht jeder Laserpuls 16st eine Detektion eines Photons ausP’.

2.5.2.1.4 Fluoreszenzlebensdauerbestimmung: Maximum-Likelihood-Schétzer

Die Abklingzeiten, At, der detektierten Photonen bestimmen die Lebensdauer der

Fluoreszenz. Hierzu werden Héufigkeits-Histogramme erstellt und durch Anpassung eines
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Modells die charakteristische Abklingzeit, d.h. die Lebensdauer der Fluoreszenz ermittelt. Die
Anpassung erfolgt hierbei durch einen Maximum-Likelihood- Schitzer™ ",

Diese Haufigkeits-Histogramme bestehen hier aus k = 256 Kanidlen in einem endlichen
zeitlichen MefBfenster der Breite, T = 12.5 ns, in die die entsprechenden Einzelereignisse, AT,
eingeordnet werden und im i-ten Kanal eine Akkumulation, c;, ergeben. Da die Anzahl an
detektierten Photonen in der Einzelmolekiilspektroskopie klein, die Gesamtanzahl der
Photonen, C = X¢; (i = 1 bis k), jedoch bekannt ist, unterliegt die Streuung der MeBwerte der

Multinomialverteilung[66'68].

In der Anpassung wird die experimentell erhaltenen
Wahrscheinlichkeit, Pdi, ¢; Ereignisse in dem i-ten Kanal zu detektieren, mit einem
synthetisch generierten Wahrscheinlichkeitsmodell, Pp;, verglichen.

Das detektierte Signal enthdlt variable Anteile an Fluoreszenz mit einer charakteristischen
Lebensdauer, T, und an Untergrundsignal, d.h. von Licht, das nicht aus dem
Anregungsvolumen kommt (z.B. Ramanstreulicht, Umgebungslicht oder Fluoreszenzlicht von
auBlerhalb des Anregungsfokus). Daher ist das Modell, Ppi(t,T,k,y8,PB), des zeitlichen Abfalls
des Signals in dem i-ten Kanal durch einen variablen Anteil, yg, an Untergrund, PBy(T,k), und,

1-ys, an Fluoreszenz, Pfi(t,T,k), gegeben. Deren Normierung wird durch die Summenbildung

tiber alle k Kanile sichergestellt.

PB, (T.k) Pf.(7,T,k)
Ppi(t, T8 PB) =7, — " + (1-73) —————  (2.5.2.14-1)
) PB,(T,k) ) Pf,(7,T,k)
i=0 i=0

Das Untergrundsignal durch Ramanstreulicht ist identisch mit der Instrumentenfunktion, PB,
die mit reinem Losungsmittel experimentell bestimmt wird. Die Wahrscheinlichkeit, Pf;, bei
einem monoexponentiellen Fluoreszenzzerfall ein Ereignis in dem i-ten Kanal zu registrieren,
kann in 2 Schritten berechnet werden: (1) u Kanidle der Dichtefunktion fiir die
Instrumentenfunktion, PB, werden mit der Exponentialfunktion der Fluoreszenzlebensdauer,
T, gefaltet. (2) Da die Anregungsfrequenz, f= 73 MHz bzw. 76 MHz, des Lasers im Vergleich
zu den Lebensdauern, T > 3 ns, hoch ist, mull berilicksichtigt werden, dafl der
Fluoreszenzfarbstoft evtl. auch von vorhergehenden Laserpulsen angeregt wurde. Dadurch
ergibt sich Pf; durch eine Summe {iber mehrere Pulse, 0, vor dem Fluoreszenzphoton mit

einem Kanalinkrement, W = k/(T f).

2] min(i,u) G+ W- . T
PR(LTK) = D ( > PB, exp(u)] (2.5.2.1.4-2)
=0

v=0 T k
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In neueren Arbeiten wurde ein Ausdruck abgeleitet, der die duBBere Summenbildung umgeht
und zu einem schnelleren Algorithmus fiihrt!*>%,

Die Giite der Anpassung wird durch einen Maximum-Likelihood-Schitzer” "™ basierend
auf der Multinomialverteilung iiberpriift. Dabei dient das reduzierte 21, als Giiteparameter,

.. . e . 59,60,61,65
das durch Variation der beiden Parameter, T und yg, minimiert wird! ]

*—ii G (2.5.2.1.4-3)
k-3 5 CPpi(T,T,k,yB,PB) T

Die Standardabweichung, o(t), der ermittelten Fluoreszenzlebensdauer, T, zeigt dann

folgende Abhéingigkeit[59’60].

6(1) o ——  (2.5.2.1.4-4)

N

2.5.2.1.5 Datenselektion

Die Selektion eines Einzelmolekiilereignisses aus den aufgezeichneten den Daten erfolgt mit
Hilfe der Zeitabstandsinformation, At, eines jeden Photons. Abbildung 2.5.2.1.5-1 a zeigt
dieses At aufgetragen gegen die Ereignisnummer, ev#, eines jeden Photons fiir eine
Einzelmolekiilmessung an Rhodamin6G in Wasser. Wahrend einer Einzelmolekiilmessung
besteht das Fluoreszenzsignal liberwiegend aus Untergrundsignal mit einer niedrigen Zihlrate
und damit einem relativ hohen zeitlichen Abstand, At, zwischen zwei Photonen (z.B.
Ereignisnummern 0 bis 2000). Diffundiert ein Fluorophor durch das Detektionsvolumen, so
fiihrt die wiederholte Anregung durch das gepulste Laserlicht zur Fluoreszenzemission,
wodurch die detektierte Signalzdhlrate stark erhoht wird und dadurch der Abstand, At, auf
sehr niedrige Werte abfillt (z.B. Ereignisnummern 8000 bis 8500). Verldf3t der Fluorophor
das Detektionsvolumen oder wird er durch das Laserlicht zerstort (Photozerstérung), so stoppt
die Fluoreszenzemission und die Signalzdhlrate sinkt wieder auf das Untergrundniveau,
wodurch die mittlere Zeit, At, wieder ansteigt. Da nur Fluoreszenzereignisse fiir die weitere
Datenanalyse von Interesse sind, wird der Wert, At, als Selektionskriterium fiir tatsdchliche
Fluoreszenzereignisse gewihlt. Dazu werden die At-Daten mit Hilfe eines LEE-Filters
ge gléittet””. Eine bestimmte minimale Anzahl an aufeinanderfolgenden Photonen mit einem
geglitteten At-Wert unter einem bestimmten Schwellenwert wird als ein

Einzelmolekiilereignis gewertet. Dies ist in Abbildung 2.5.2.1.5-1 b dargestellt. Hier wurden
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die Daten aus Abbildung 2.5.2.1.5-1 a verwendet. Aus den mit den LEE-Filter-Parametern,
Breite m = 30 und Abweichung so = 10, geglétteten Daten wurden nur solche Abfille in der
Abstandszeit, At, als Fluoreszenzereignisse (schwarze Punkte) herausgeschnitten, bei denen
mindestens 50 Photonen einen Wert, At < 0,035 ms (schwarze Linie), besitzen. Diese
Fluoreszenzereignisse stellen die Detektion eines einzelnen Molekiils, also ein
Einzelmolekiilereignis dar. Im Folgenden wird nun, unter Beibehaltung der Originalwerte,

ev#, At, AT und ch#, jedes selektierte Photon der Datenanalyse unterzogen.

0.5 0.1
0.4 0
E
S
iy o 0.014
b= 1]
E’ g
I:Ij
L
=
w 1E-3
< 4
. y T T T T T 1
5000 10000 0 5000 10000 15000

Ereignisnummer ev# Ereignisnummer ev#

Abbildung 2.5.2.1.5-1: Prinzip der Datenselektion durch BIFL: (a) originale Abstandszeiten,
At, der detektierten Photonen gegen ihre Ereignisnummer, ev#, von Rhodamin6G (10'11 M) in
Puffer (experimentelle Parameter: 528 nm, Ip = 140 kW/cmz, ®o = 0,6 um, zo/®o = 2,5). (b)
Lee-gefilterte (Gl. (3.7-5), m = 30, so = 10) Daten aus (a), Schwellenkriterium (waagerechte
Linie, At* = 0,035 ms) und selektierte Fluoreszenzereignisse (schwarze Kastchen).

Die Gldttung der Daten erfolgt hier durch die Anwendung eines LEE-Filters'""\. Dieser Filter
glittet poissonverteilten Untergrund; Signalspitzen bleiben erhalten. Der LEE-Filter der
Breite, m, und der Abweichung, so, angewendet auf den diskreten Datensatz des Zeitabstands,

At(i), von M Photonen mit den Ereignisnummern, i = ev#, ist definiert durch:

_ 1 il
M) = S— > Atk + ) m <k <M-m
j=m
o’ = ! i[At(k-ﬁ-j)—E(k-Fj)]z 2m <k <M-2m
2m+1 j=-m

Die gefilterten Daten, At*(i), sind durch folgenden Ausdruck gegeben.

2

At (i) = At(Q) + (At() - At(i)) % (2.5.2.1.5-1)

K So
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Der Filter mit den charakteristischen Parametern (Breite m und Abweichung so) ist daher nur

fiir Photonen mit den Ereignisnummer 2m < i < M-2m definiert.)

2.5.2.1.6 Datenanalyse durch integrierte Studien

Die selektierten Daten konnen jetzt durch verschiedene Analysealgorithmen analysiert
werden.

Aus den Abklingzeiten, AT, aller in einem selektierten Fluoreszenzeignis enthaltenen
Photonen wird ein Hiufigkeitshistogramm erstellt und gemiB3 Gl. (2.5.2.1.5-1) bis (2.5.2.1.5-
3) die charakteristische Abfallszeit, d.h. die Lebensdauer, T, der Fluoreszenz und der
Untergrundanteil, vy, des gesamten Ereignis bestimmt. Aufgrund der Kanalnummer, ch#, ist
die Polarisationsrichtung relativ zu dem Anregungslicht und der Wellenldngenbereich eines
jeden Photons bekannt und zur Bestimmung der Fluoreszenzanisotropie, rr, bzw. des
Verhiltnisses, Grrer, der Signale der beiden Wellenldngenbereiche des gesamten
Fluoreszenzereignisses herangezogen werden. Die Anzahl der Photonen, Nr, und die
Zeitdauer, tp, des Fluoreszenzereignisses, die durch Summation iiber die
Abstandsinformation, At, aller geschnittenen Photonen gewonnen werden kann, bestimmen
die Fluoreszenzintensitit, F = Ng/ts = Ng/(XAt). Diese iiber das Einzelmolekiilereignis
integrierte Analyse dient z.B. zur Identifizierung einzelner Molekiille durch ihre

charakteristischen Fluoreszenzparameter.

2.5.2.1.7 Vielkanalzihlerspur (MCS)

Eine genaue Analyse der Fluoreszenzschwankungen ist durch eine Vielkanalzdhlerspur
(MCS, ,,Multi-Channel-Scaler*) moglich. Sie gibt Aufschlufl iiber Schwankungen in der
Fluoreszenzzéhlrate. Die Vielkanalzihlerspur besteht aus einer Anzahl, M, an konstanten
Zeitintervallen, Tiv, wobei iiber die gesamte Mel3zeit, M Ty, kontinuierlich die Anzahlen, Ng(t
= iT), an in dem jeweiligen Zeitintervall, (iTiy) < t < ((i+1)Tw), registrierten Photonen als
Mal fiir die Signalstirke zu diesem Zeitpunkt berechnet werden. Dabei bestimmt Tiy die
Zeitauflosung dieser Methode. Aufgrund der Zeitinformation, At, das die makroskopische
Zeit, t, eines jeden Photons festlegt, ist es mit BIFL moglich eine Vielkanalzihlerspur mit
beliebigen Zeitfenstern, Tiy, und mit beliebig ausgewdhlten Photonen aufzubauen. Eine
kinetische Analyse mdglicher Prozesse, die zu Schwankungen in dieser Vielkanalzdhlerspur
filhren, ist nun iber die Korrelation moglich. Eine statistische Analyse bietet die

Verteilungsdichte der Vielkanalzdhlerspur, d.h. der Fluoreszenzzihlrate .
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2.5.2.1.8 Konfokales Mikroskop

Alle Einzelmolekiil- und Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemessungen wurden an einem
epi-illuminierten konfokalen Mikroskop durchgefiihrt. Der Grundkorper besteht aus einem
inversen 1X70-Mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan) mit einer Eigenbau-Detektionseinheit
(MPI-Werkstatt, Gottingen). In  Abbildung 2.5.2.1.1-1 ist der schematischer Aufbau
dargestellt. Das Mikroskop ist mit dem Objektiv ,,UPlanapo 60x, NA 1,2, Wasser* (Olympus)

ausgestattet.

2.5.2.1.9 Laserlichtquellen

Als Anregungslichtquellen standen folgende Laser zur Verfiigung:

e ein Argon-lonen Laser (Sabre, Coherent) fiir gepulstes (aktiver Modenkoppler (APE,
Berlin), Pulslinge ca. 180 ps, Pulsfolgefrequenz 73 MHz) oder kontinuierliches Laserlicht bei
496nm.

o ein Krypton Laser (Innova 400, Coherent) fiir kontinuierliches Laserlicht bei 647 nm.

Fiir linear polarisiertes Anregungslicht wurde ein Glan-Tompson Polarisator (B. Halle Nachf.,
Berlin) in den Strahlengang eingebaut. Zur Abschwidchung und Regulierung der
Anregungsleistung  dienten OD-Filter (New Focus, Santa Clara, Ca). Die
Anregungsleistungen wurden mit LeistungsmeBkopfen (Fieldmaster, Coherent) vermessen.
Die zugehorige Leistungsdichte kann iiber den Fokusdurchmesser, der durch

Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie bestimmt wurde, berechnet werden.

2.5.2.1.10 Teleskop und Linsen

Das Teleskop bestand aus zwei aufeinanderfolgenden Linsen und diente zur Aufweitung und
Parallelisierung des Laserstrahls. Hierdurch kann der Radius des Laserfokus in der Probe
zwischen 0,5 pm und 4 um variiert werden. Alle eingesetzten Linsen (Fokuslidngen zwischen
40 mm und 500 mm, Spindler & Hoyer, Gottingen) bestehen aus Quarz-Suprasil und sind mit
einer Antireflexbeschichtung (ARB2-UV) versehen.
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2.5.2.1.11 Dichroitische Strahlteiler und Fluoreszenzfilter

Die dichroitischen Strahlteiler (DS) reflektieren Licht der Anregungswellenlinge und sind
transparent flir das Fluoreszenzlicht. Die Fluoreszenzfilter (IF) sind Interferenzfilter, die Licht
der Anregungswellenlinge um einen Faktor 10° bis 10° und der Ramanwellenldnge des
Losungsmittels um einen Faktor groBBer 100 schwédchen und moglichst transparent (90% bis
95%) fiir das Fluoreszenzlicht sind. Beide Komponenten werden in den Strahlengang gelegt,
um Anregungs- (Rayleigh-) und Ramanstreulicht im Fluoreszenzlicht zu unterdriicken.
Folgende dichroitische Strahlteiler und Interferenzfilter wurden fiir die verschiedenen
Farbstoffe und Anregungswellenldngen eingesetzt:

e Anregung von Alexa488 bei 496,5 nm:

(DS) 498DCLP, Q505LP-XR, 510DCLP, 525DCLP, Q530LP-XR (AHF),

(IF) HQ 535/50 (AHF)

e Anregung von Alexa488 bei 496,5 nm und gleichzeitige Anregung von Cy5 bei 647 nm:
(DS) 502/636PC (AHF),

(IF) HQ 535/50 (AHF), HQ 730/140 (AHF)

2.5.2.1.12 Lochblende

Die Lochblende (Owis, Staufen) diente zum Abblocken von Untergrundsignal, d.h. von Licht,
das nicht aus dem Anregungsvolumen kommt (z.B. Umgebungslicht oder Fluoreszenzlicht
von auferhalb des Anregungsfokus), und zur Begrenzung der Tiefe des offenen
Detektionsvolumens. Der Durchmesser der Lochblende (zwischen 50 pm und 400 pm)
bestimmt entscheidend die rdumliche Sammeleffizienz der Fluoreszenz und fithrt zu einem

offenen Detektionsvolumen in der GroBenordnung mehrerer Femtoliter.

2.5.2.1.13 Detektoren

Es wurden Einzelphotonen-Avalanchephotodioden (EG&G, Vaudreuil, Quebec, Kanada)
benutzt.

2.5.2.1.14 Fluoreszenzstrahlteiler

Zur Aufspaltung der Fluoreszenz standen folgende Komponenten zur Verfiigung:
o Polarisations-Strahlteiler (Gsdnger, Planegg) zur Aufspaltung in die parallel bzw.

senkrecht polarisierte Fluoreszenzlichtkomponente relativ zum Anregungslicht.
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e dichroitischer Farbteiler (DF) 620 DCXR (AHF) zur Trennung des Fluoreszenzlichtes in
Komponenten oberhalb und unterhalb 620 nm (fiir FRET Experimente).

2.5.2.1.15 Elektronische Datenverarbeitung

o Multiplexer: Zur Vervielfiltigung der elektronischen Detektorsignale (Eigenbau der MPI-
Werkstatt, Gottingen).

e Vielkanalzdhler (MCS): PC-Einsteckkarte (CTR-05, Plug in, Eichenau) zur Betrachtung
des zeitlichen Verlaufs der Fluoreszenzzihlrate: der Vielkanalzihler summiert die Anzahl der
Detektorsignale fiir ein vorgegebenes Zeitintervall (z.B. 1 ms, minimale Intervallbreite 5 ps)
auf und stellt diese Ereigniszahl als Funktion der makroskopischen MeBzeit (mehrere
Sekunden) dar.

o BIFL : PC-Einsteckkarte (SPC 432, Becker & Hickl GmbH, Berlin, oder Eigenbau der
MPI-Werkstatt, Gottingen) fiir die zeitkorrelierte Einzelphotonenzdhlung bei zeitaufgelosten

Einzelmolekiilexperimenten.

2.5.2.2 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)

Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer ist die strahlungslose Energielibertragung durch
Resonanz zwischen Chromophoren. Dabei ist der Donor das Molekiil, das die Energie abgibt
und der Akzeptor das Molekiil, welches die Energie aufnimmt. Die Methode ist in bestimmten
Abstandsbereichen sehr empfindlich und kann zur Abstandsbestimmung im Bereich von 10-
80 A verwendet werden.

Eine Voraussetzung fiir den FRET ist, da das Emissionspektrum des Donors mit dem
Absoptionsspektrum des Akzeptors {iiberlappen. Desweiteren diirfen die Ubergangs-
dipolmomente der beiden Chromophore nicht senkrecht angeordnet sein. Ihre Anordnung
wird durch den Orientierungsfaktor i beschrieben, der oft vereinfacht als 2/3 angenommen
wird, was aber nur fiir eine statistische Orientierung frei beweglicher Chromophore gilt.

Das Ausmal} der Energieilibertragung hiangt von vielen Faktoren ab und wird durch die

Transfereffizienz Eans beschrieben:

D, 1
@, 1+(R/Ry)"’

trans — T
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hierbei sind ®p und dpa die Quantenausbeuten des Donors in Ab- bzw. Anwesenheit des
Akzeptors. R ist der Abstand von Donor und Akzeptor und Ro der Forsterradius. Der

Forsterradius ist fiir jedes Paar von Fluorophoren verschieden und definiert sich nach
Ro=9.78x10°{®p > n* D' [A].

J ist die GroBe des Uberlappungsintegrals zwischen dem Fluoreszenzspektrum des Donors
und dem Absorptionsspektrum des Akzeptors, n der Brechungindex des Mediums. Abbildung
2.5.2.2-1 verdeutlicht, daB Anderungen des Abstandes zwischen Donor und Akzeptor
besonders im Bereich des Forsterradius grole Auswirkungen auf die Transfereffizienz haben.
Entscheidend zur Messung von Abstandsinderungen ist daher, dal der Abstand zwischen
Donor und Akzeptor im Bereich von 1+0,5 - Ro liegt. Der Forsterradius fiir das in dieser

Arbeit verwendete Donor/Akzeptor-Paar Alexa488/CyS5 betrigt 51A7,

Transfereffizienz

T T T T 1
80 100 120
R, R/ (A)

0 20 40

—
A |
(e)

Abbildung 2.5.2.2-1: Auftragung der Transfereffizienz gegen den Abstand von Donor und
Akzeptor mit einem Forsterradius von Ro= 51 A.

2.5.2.3 Probenvorbereitung

Alle in dieser Arbeit gezeigten Fluoreszenzmessungen am konfokalen Mikroskop wurden an
einem offenen Tropfen (100 pl) durchgefiihrt, der auf einem Deckglas mit einer Dicke von
0,13 mm bis 0,17 mm (Roth) plaziert wurde. Hierbei bildet das Deckglas den Boden einer mit

Wasserdampf gesittigten, abgeschlossenen Kammer, die die Verdunstung des Tropfens
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verhinderte. Testexperimente haben gezeigt, dall RT oder RT-Primer/Matrize Komplexe stark
an das Glas adsorbieren, wodurch sich die Konzentration in der Probe innerhalb einer
Messung erheblich verringerte. Daher wurde fiir alle in dieser Arbeit gezeigten Messungen,
zur Reduktion der Adsorption unmittelbar vor jeder Messung das Deckglas mit einer
Caseinschicht versehen. Hierzu wurden 200 pl Img/ml Casein-Losung (in Wasser) auf das
Deckglas gegeben und eine Minute bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung
moglichst vollstdndig abgehoben und die benetzte Fliche 10 Mal mit 100ul Wasser gespiilt.
Die Konzentration der RT in der MeBlosung variierten bei den Messungen zwischen 50 pM
und 100 pM, wobei das molare Verhéltnis zwischen RT und Ligand immer 1:4 betrug. Fiir
alle Messungen wurde folgender Puffer verwendet: 25 mM Tris-HCI, pH 7.6, 10 mM KCIl
und 6 mM MgCl. Zur Reinigung des Puffers wurde dieser als 10xPuffer angesetzt und
mindestens 12 Stunden iiber Aktivkohle aufbewahrt. Der Uberstand wurde dann zum
Gebrauch entsprechend mit Wasser verdiinnt.

Alle gemessenen Losungen, die RT-Nukleinsdure Komplexe enthielten, wurden direkt vor der
Messung durch zwei Verdiinnungsschritte (1.Schritt: 1:100, 2.Schritt: 1:25 — 1:50) aus einer
Stocklosung mit 250nM RT / 1uM Nukleinsédure hergestellt, wobei die 2. Verdiinnung bereits
auf dem Deckglas stattfand.

2.6 Verwendete Materialien

2.6.1 Zellstamm

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

2.6.2 Plasmide
pRT166
Eigenschaften: Amp', HIV-1 RT p66 (Stamm BH10)

Vektor: pKK 233-2 (Pharmacia)
Herkunft: MPI f. med. Forschung, Abt. Biophysik, Heidelbergm]
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p6HRT51

Eigenschaften: Amp', HIV-1 RT p6H51 (Stamm HXB2)[74]
Vektor: pdSS6RBSII
Herkunft: Roche!"

pDMI.1
Eigenschaften: Kan', lac IQ-Repressor

Herkunft: Certa ef al. !

2.6.3 Enzyme

2.6.3.1 Restriktionsendonukleasen

BamHI Boehringer, Mannheim
EcoRI Pharmacia Biotech, Freiburg
EcoRV Boehringer, Mannheim
HindIII Pharmacia Biotech, Freiburg

2.6.3.2 DNA-modifizierende Enzyme

AmpliTaqg DNA-Polymerase Perkin-Elmer, Weiterstadt
Lysozym Boehringer, Mannheim
RNase A Boehringer, Mannheim

T4 DNA-Ligase Life Technologies, Karlsruhe
Pfu DNA-Polymerase Pharmacia Biotech, Freiburg

2.3.3.3 Chemikalien

Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden in p.A. Qualitdt von den Firmen Baker
(Deventer), Sigma (Deisenhofen), Serva (Heidelberg) und Merck (Darmstadt) bezogen.

RNase-freie Chemikalien wurden von der Firma Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Accugel 40% (Acrylamid/Bisacrylamid, 29: 1) Biozym, Hess. Oldendorf

Agarose Biozym, Hess. Oldendorf
Alexa Fluor® 488 C5-maleimide Molecular Probes, Eugene
Ampicillin Boehringer, Mannheim
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DTT Gerbu Biotechnik, Gaiberg
EDTA Gerbu Biotechnik, Gaiberg
IPTG Gerbu Biotechnik, Gaiberg
Kanamycin AGS, Heidelberg
Methyl-[’H]-TTP (65Ci/mmoi) ICN, Meckenheim

Phenol Roth, Karlsruhe
Poly(rA)/oligo(dT)12-18 Boehringer, Mannheim
Rhodamine Green Reference Standard Molecular Probes, Eugene
Szintillationsfliissigkeit (Betaplate Scint) Berthold, Bad Wildbach
Tris ICN, Meckenheim

Die NNRTIs S-TIBO und Nevirapine wiirden freundlicherweise von Dr. A. Mertens
(Boehringer Mannheim) zur Verfiigung gestellt.

2.3.3.4 Verbrauchsmaterialien

Biomax 5 Ultrafree-Zentrifugationsfilter (Millipore, Erkrath)
DEAE-Cellulose-Papier (DES 1) Whatman, Maidson

DEAE Sepharose Fast Flow Pharmacia, Freiburg
Dialysehiilsen UH 100/75 Schleicher&Schuell, Dassel
NAP-5 Gelfiltrationssdulen (Sephadex G-25) Pharmacia, Freiburg
Ni-NTA Fast Flow Qiagen, Hilden

2.3.3.5 Medien und Puffer

A78-Puffer 50 mM Phoshat-Pufter, pH 7,8
25 mM NaCl

DNA-Probenpuffer (5-fach Konzentriert) 25 % Ficoll
0,125 % Bromphenolblau
0,125 % Xylencyanol
10 mM EDTA
Hybridisierungspuffer 25 mM Tris-HC1, pH 7,5

25 mM NaCl
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LB-Medium, 1 mM MgCl,,50 mM
Na-Phosphat-Puffer, pH 7,3 (fiir 11)

RT-D-10-Puffer

RT-Reaktionspuffer

Sammelgel-Puffer

TBE-Puffer (10-fach konzentriert)

Terminator-Mix

Trenngel-Puffer

16
10
10

50
25
10

50
50
10

0,25
0,2

890
890
20

0,42
168,42
42,1
4,21
1,58
94,74
0,42
47,37
15,79
78,95

0,75
0,2

g

g
ml

M
%
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Bacto-Trypton
Hefeextrakt
Glycerin

Tris-HCI, pH 7,5
NaCl

Glycerin

EDTA

KCl
Tris-HCI, pH 8,0

MgCl,
DTT

Tris-HCI, pH 6,8
SDS

Tris-Base
Borsaure
EDTA, pH 8,0

AmpliTaqg DNA-Polymerase
Tris-HCI, pH 9,0

MgCl,

(NH4)2SO04

A-DyeDeoxy

T-DyeDeoxy

G-DyeDeoxy

C-DyeDeoxy

dATP, dTTP, dCTP

dITP

Tris-HCI, pH 8,8
SDS
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T4 DNA-Ligase-Puffer 5x

100
25
25

25
7,5

mM
mM
mM
mM

Material und Methoden

Tris-HCI, pH 7,6
MgClh

DTT

ATP

% (w/v) BSA
% (w/v) PEG 600
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3 Experimente und Ergebnisse

3.1. Klonierung, Expression und Reinigung von HIV-1 RT Mutanten

Fiir die gezielte, ortsspezifische Markierung der Reversen Transkriptase mit Reportergruppen
bieten sich Cysteinreste an, da diese spezifisch mit verschiedenen Substanzklassen, wie
Iodacetamiden, Maleimiden und Thiosulfonaten reagieren.

Die heterodimere HIV-1 RT enthélt vier natiirliche Cysteine, jeweils an Position 38 und 280
in p66 und in p51. In der Kristallstruktur der HIV-1 RT’" wird deutlich, da$ das Cys38 in der
p51-Untereinheit nicht fiir das Losungsmittel zugidnglich ist und daher auch nicht durch
Reportergruppen markierbar sein sollte. Die restlichen drei Cysteine des p66/p51 sind, nach
der Kristallstruktur zu urteilen, fiir das Losungsmittel zugénglich und sollten daher durch
Reportergruppen markierbar sein. Da die Positionen der natiirlichen Cysteinreste fiir die
geplanten Experimente nicht geeignet sind wurde zundchst eine quasi Cystein-freie RT
Mutante hergestellt, die nur noch das unzugdngliche Cys38 in der p51-Untereinheit enthélt
und deren andere Cysteinreste 38 und 280 in p66 sowie 280 in pS1 durch Serine ausgetauscht
wurden. Anschlielend konnten gezielt neue Cysteine eingefiihrt.

Um gezielt in den einzelnen Untereinheiten Cysteinreste einzufilhren wurden die
Untereinheiten getrennt voneinander mutiert und in E.coli exprimiert. Durch Ko-
Homogenisation der E.coli-Zellen aus der Expression konnte dann das heterodimere Enzym
rekonstituiert und aufgereinigt werden.

Fiir die Expression von p66 und p51 wurden die Plasmide pRT166, bzw. p6HRTS1 benutzt

Xnol | EcoRI
6 x His

ECORI (5994) ECORI (1)
BAMHI (5987) / ECORYV (437)

KPNI (1288)

fLMI
AVAI (4937) B

pP6HRTS51
4750 bp

KPNI (16186)
HINDIII (1689)

&~ HindIll
d‘} Puoull
PVUI (2630) Xbal Scal
Abbildung 3.1-1: Expressionsplasmide fiir die beiden Untereinheiten der HIV-1 RT. Gezeigt
sind die fiir die Klonierungen wichtigen Restriktionsschnittstellen sowie die offenen

Leserahmen der RT (RT166 bzw. 6HRTS1), des Resistenzgens bla (ampR) fiir die
Ampizillinresistenz und des Promotors (Ptrc).
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(siche Abb. 3.1-1) 148991 Die Ausgangsvektoren waren die Expressionsvektoren pKK233-2

bzw. pdS56RBSII. Das klonierte RT-Gen wurde jeweils dem HIV-1 Stamm BHI10 bzw.

HXB2 entnommen!’>">7%,

3.1.1 Zielgerichtete Mutagenese mit Hilfe der iiberlappenden PCR

Ausgehend von den Expressionsplasmiden pRT1lg und p6HRTS51 wurden die RT Mutanten

durch zielgerichtete Mutagenese mittels liberlappenden PCR (s. 2.1.12) hergestellt. Die

Einfiihrung einer Mutation sei im Folgenden am Beispiel der Mutagenese von p66(C385) -

p6 (C385/C2803) gezeigt.

A B

1544 BP—— 1636 BP
1018 BP— .
904 BP— 1018 BP
el —— 075 BP
-— 512 BP
C D
2 34 5 6 7 8 910 11
5046 BP 5090 BP -« ; ’ - 4640 BP
/3054 Bp 4072 BP—~ = e e g g <—3740 BP
1254 BP—= 1030 B 030 P - g

1018 BP

Abbildung 3.1.1-1: Reaktionsprodukte aus den drei PCR-Reaktionen der zielgerichteten
Mutagenese. A, Spur 1: 1. PCR, Spur 2: Langenstandard (LS), Spur 3: 2. PCR; B, Spur 1: 3.
PCR, Spur 2: LS; C, Spur 1: Isoliertes Fragment aus Restriktion des Produktes aus 3. PCR
mit EcoRV und HindIIl, Spur 2: LS, Spur 3: Isoliertes Fragment aus Restriktion von
pRT166(C38S) mit EcoRV und HindIIl; D, Restriktion der aus verschiedenen Kolonien
isolierten Plasmid DN A mit EcoRI und HindIII, nach Transformation von E.coli.

Zu Beginn werden zwei PCR-Reaktionen parallel ausgefiihrt, in denen das Plasmid

pRT166(C38S), (a) mit den Primern C280Ssense und QX66anti und (b) mit den Primern

59



Experimente und Ergebnisse

C280Santi und S68Csense umgesetzt wird. Die Reaktionsprodukte aus (a, 904 Basenpaare
(BP)) und (b, 675 BP) sind in Abbildung 3.1.1-1 A dargestellt. In einem nichsten Schritt
werden diese hybridisiert, die einzelstrangigen Bereiche aufgefiillt und dann mit den beiden
duleren Primern, nach dem Schema aus Abbildung 2.1.12-1, in einer dritten PCR-Reaktion
umgesetzt. Das Reaktionsprodukt dieser dritten PCR-Reaktion ist in Abbildung 3.1.1-1 B
dargestellt. Nach Isolierung des 1544 BP Fragmentes aus einem LM-Agarosegel wird es, wie
auch das Plasmid, mit den Restriktionsenzymen EcoRV und HindIll verdaut. Die
Restriktionsansdtze werden auf ein LM aufgetragen und die entsprechenden Fragmente
isoliert. Die isolierten Fragmente (Abbildung 3.1.1-1 C) werden anschlieBen ligiert und in den
E.coli Stamm M15 transformiert. Nach der Transformation werden die Zellen auf LB-Platten
(Amp, Kan) ausgestrichen und bei 37°C inkubiert. Einzelne Kolonien dieser Platten werden
dann angezogen, die Plasmid DNA isoliert und mit EcoRI und HindIIl verdaut. Das
Restriktionsmuster (Abbildung 3.1.1-1 D) gibt Aufschluf iiber den Erfolg der Ligation.
Entspricht das Muster dem des fiir die Mutagenese eingesetzten unverdnderten Vektor
(Abbildung 3.1.1-1 D, Probe 8), so wurde das aus den PCR-Reaktionen gewonnene Fragment
in den geschnittenen Vektor eingefligt. Durch Sequenzierung des Plasmids wird die Abfolge

der Basen in dem verdnderten Bereich auf die eingefiihrte Mutation hin {iberpriift.

3.1.2 Expression der Untereinheiten p66 und p51 von HIV-1 RT und Aufreinigung der
heterodimerem p66/pS1-Mutanten

Fir die Expression der Untereinheiten p66 und p51 wurden E. coli Zellen des Stammes
M15/pDML.1, die das Lac-Repressorgen auf dem Plasmid pDMI.1 tragen, mit den Plasmiden
pRTles bzw. p6HRTS1, welche die entsprechenden RT-Gene enthalten, transformiert. In
diesen Systemen kann die durch den Lac-Repressor reprimierte Proteinexpression durch
Zugabe des synthetischen Induktors IPTG aufgehoben werden. Das rekombinante Protein
wird dann exprimiert, im Fall des p51 als Fusionsprotein mit einem N-terminalen
Histidinhexamer ([6H]). Hierdurch wird eine Reinigung des rekonstitutierten heterodimeren
p66/6H-p51 Proteins mit Hilfe der Ni-NTA-Affinitdtschromatographie ermdglicht.

Die Expression und Aufreinigung der RT-Mutanten ist im Folgenden am Beispiel des
heterodimeren p66(0388/C2808)/6H—p5 1(C2809) gezeigt.

In Abbildung 3.1.1-2 die Induktion der Expression von p66(C388/C2808) und 6H-p51(C2803)
dargestellt. Deutlich erkennbar werden die Proteine nach Zugabe von IPTG exprimiert, wobei

die Expression der pS1-Untereinheit ca. 10-15 mal stirker ist als die der p66-Untereinheit.
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Abbildung 3.1.2-1: Induktion der Expression von p66'“>*>“*** und 6H-p51“*** in M15.
A, Spurl: 500 pg p66/p51, Spur 2: pRT166(C3SS/C2808) vor Induktion, Spur 3:
pRT166(C385/C2805) 3h nach Induktion; B, Spur 1: p6HR51(C2808) vor Induktion, Spur 2:
p6HR51*** 1h nach Induktion, Spur 3: 500 pg p66/p51, Spur 4: p6HR51** 2h nach
Induktion.

(C385/ C280S)/6H—p5 1999 Wwerden E.coli-Zellen aus der

Zur Aufreinigung des heterodimeren p66
Expression von p66(C388/C2808) und 6H-p5 129 im  Verhiltnis 15:1 vereinigt und
kohomogenisiert. Nach Zentrifugation wird der Uberstand zur Dimerisierung 10 h bei 4°C
inkubiert und dann in einem ersten Schritt mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie

gereinigt. Abbildung 3.1.1.-3 zeigt das Elutionsprofil der Ni-NTA-Séiule.
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Abbildung 3.1.2.-2: SDS-PAGE des Elutionsprofils der Ni-NTA-Sdule. In Spur 5 wurde
bereits gereinigtes p66/p51 als Standard aufgetragen.

Die Fraktionen 1-4 und 6-15 der Ni-NTA-Sdule werden vereinigt und iiber eine DEAE-
Anionentauscher-Séule auf eine ,,Hi-Trap Sp* Kationentauscher-Sdule aufgetragen. In einem
letzten Schritt wird das Protein von der Kationentauscher-Sdule eluiert (Abbildung 3.1.1.-4),

wodurch eine Trennung des Heterodimers von iiberschiissigem p51 und niedermolekularen
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Verunreinigungen (ab Fraktion 24 ), moglich ist. Die Fraktionen 1-3 und 5-22 vereinigt und

aufkonzentriert.

1 23 45 6 7 8 9 10 11 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

= - p66
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-Gy e — — —— —— P e S -

Abbildung 3.1.2.-3: SDS-PAGE des Elutionsprofils der HiTrap SP-Séule. In Spur 4 und 27
wurde bereits gereinigtes p66/p51 als Standard aufgetragen.

Die Reinheit der so gewonnen RT-Mutanten ist > 99%, die Ausbeute an heterodimer Protein
betrug ca. Smg prol0 1 p66-Expressionskultur.

In Tabelle 3.1.2.-4 sind alle im Rahmen dieser Arbeit exprimierten und aufgereingten HI'V-1
RT Mutanten aufgefiihrt.

In Tabelle 3.1.2.-4: Im Rahmen dieser Arbeit exprimierten und aufgereingten HIV-1 RT
Mutanten mit einem oder zwei freien Cysteinen.

RT-Mutanten, mit einem freien Cystein | RT-Mutanten, mit zwei freien Cysteinen

p6 (W24C, €385, C2808) 6H-p51 (C2808) p6 (W24C, C385, C2808, K287C), 6H-p51 (C280S)

p66(T27C, C38S, CZSOS)/6H_p5 1 (C280S) p66(T27C, C38S, C2808S, K287C)/6H_p5 1 (C280S)

p6 (385, T69C, C2805), 6H-p51 (C280S)

p6 (385, C2808, K287C), 6H-p51 (C280S)

p6 (385, C2805) /6H-p5 1 (C2805, K281C)

3.2 Markierung der RT-Mutanten mit MTSL-'""N-dis

RT-Mutanten mit einem oder zwei freien Cysteinen wurden wie in 2.2.4 beschrieben mit der
Nitroxid-Spinsonde MTSL-"N-d;s (MTSL-Nd) markiert. Der Markierungsgrad wurde durch
vergleichen der Spinzahl (Konzentration der Spinsonde) mit der Konzentration des markierten

Proteins der Losung ermittelt und lag bei allen Proben zwischen 85% - 90%.
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In Tabelle 3.2.-1 sind die in dieser Arbeit verwendeten, spinmarkierten Mutanten der HIV-1

RT aufgefiihrt.

Tabelle 3.2.-1: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellten spinmarkierten HIV-1 RT- Mutanten.

RT-Mutanten, mit einer Spinsonde RT-Mutanten, mit zwei Spinsonden

p66(W24C-MTSL-Nd, C38S, CZSOS)/6H_p5 l(CZSOS) p66(W24C-MTSL-Nd, C38S, C2808, K287C-MTSL-Nd)/6H_

p6 (6(C385. C280S, K287C- MTSL-Nd), 6H-p5 1(€2808) | p5 1(€2808)

Nach Mutagenese und Spinmarkierung zeigt die Mutante p66(W24C'MTSL'Nd’ 385, C2805, K287C-

MTSL-Nd), 6H-p5 1999 noch 50% der RNA abhingigen DNA Polymeraseaktivitdt von Wildtyp

HIV-1 RT.

3.3 Markierung der RT-Mutanten mit Alexa Fluor”® 488 C5 maleimide

RT-Mutanten mit einem freien Cysteinen wurden wie in 2.2.3 beschrieben mit Alexa Fluor®
488 C5-maleimid (Alexa488) markiert. Der Markierungsgrad wurde durch vergleichen der
Absorption des Fluoreszenzfarbstoffes mit der Proteinkonzentration der Ldsung des

6(C3SS/C2SOS/K287C-Alexa488)/6H_p5 1(C2SOS) sei

markierten Proteins ermittelt. Fiir die RT-Mutante p6
dies im Folgenden exemplarisch gezeigt. Nach der Markierung und Aufreinigung des
markierten Proteins wurden zwei Absorptionsmessungen, eine bei 280 nm und eine bei 493
nm durch gefiihrt. Der Markierungsgrad ergibt sich dann nach folgender Formel:

Alexadss Agm” Exr_ 0,072-260000M'em’”

Markierungsgrad = © = = —
Crr Agonm © Entexasss  0,256-72000M " cm

=1,02 mit

CAlexadgs = Konzentration des Fluorophors Alexa488
crr = Konzentration der Reversen Transkriptase
As93nm = molarer Extinktionskoeffizient von Alexa488 bei 493 nm und

As93nm = molarer Extinktionskoeffizient der Reversen Transkriptase bei 280 nm.

Unter Beriicksichtigung der Genauigkeit der Absorptionsmessung (Fehler = 10%) kann bei
einem Makierungsgrad von 1,02 auf eine vollstdndige Markierung des Cys287 in p66 von

p66(C3SS/C2808K287C)/ 6H-p5 1(C2805) geschlossen werden.
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52863.0

Relative Abundance

52940.0
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mass
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65725.0 65799.0
65751.0
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Abbildung 3.3-1: Massenspektrum der RT-Mutante p66 <> %> 28961515 pach
der Markierung mit Alexa488-maleimide. Die Hauptmassen konnen bei 52863 kDa und
65412 kDa identifiziert werden.

Zusitzlich wurde die Markierung in Einzelfdllen durch ESI-Massenspektrometrie tiberpriift,
um auszuschlieBen, da3 auch andere Positionen markiert wurden. Abbildung 3.3.-1 zeigt

51289 hach der

Ausschnitte aus dem Massenspektrum der Mutante p66(C388’ 2805, K287C), 6H-p
Markierung mit Alexa488-maleimid. Die Analyse der Masse der p51-Untereinheit in der
unmarkierten RT-Mutante ergibt eine Masse von 52863 kDa. Fiir die markierte RT findet man
im Rahmen der MefB3genauigkeit einen identischen Wert (52863 kDa). Fiir die Masse der p66-
Untereinheit der unmarkierten RT-Mutante erhdlt man in der MS-Analyse einen Wert von

64707,5 kDa. Die mit Alexa488-maleimid markierte Mutante zeigt eine Masse von 65408
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kDa. Diese ist in sehr guter Ubereinstimmung mit der theoretisch bestimmten Masse von
65406 kDa, die sich aus der Summe der Masse der unmarkierten Mutante und der des
Farbstoffrestes (698,7 kDa) ergibt. Weitere Massen, neben den beiden in Abbildung 3.3.-1
gezeigten, konnten im gesamten Spektrum nicht identifiziert werden.

In Tabelle 3.3.-1 sind die in dieser Arbeit verwendeten, fluoreszenzmarkierten Mutanten der

HIV-1 RT aufgefiihrt.

Tabelle 3.3-1: Im Rahmen dieser Arbeit in den Einzelmolekiil-Experimenten verwendeten
fluoreszenzmarkierten HIV-1 RT- Mutanten.

Fluoreszenzmarkierung in p66 Fluoreszenzmarkierung in p51

p6 (0385, C2808, K287C-Alexadss) 6H-p5 1(C2808) p6 (385, C2808), 6H-p51 (C280S,K281C-Alexa488)

3.3.1 Bestimmung der Quantenausbeute von an RT gebundenem Alexa488

Bei der Ermittlung der Quantenausbeute eines an RT gebundenen Fluorophors vergleicht man
die Fluoreszenz des an das Protein gebundenen Fluorophors mit der eines freien Fluorophors,
dessen Quantenausbeute bekannt ist.

Zur Bestimmung der Quantenausbeute von an RT gebundenem Alexa488 wird die Absorption
einer Losung des markierten Proteins und die der Referenzlosung (Rhodamine 110 Reference
Standard) in einer Kiivette bestimmt, wobei die Absorption 0,05 OD nicht iiberschreiten
sollte. Von den selben Losungen werden dann je zwei Emissionsspektren angefertigt, eines
mit einer Anregungswellenldnge von Aex = 460 nm und das andere mit Aex = 496 nm. Zur
Bestimmung der Integrale der Spektren mit Aex = 460 nm werden diese auf das Maximum der
Emission des Spektrums mit Acx = 496 nm extrapoliert. Die ermittelten Spektren miissen
dann noch fiir die Absorptionswerte und entsprechende Pufferwerte korrigiert werden. Diese
korrigierten Spektren, sind in Abbildung 3.3.1.1-1 dargestellt. AbschlieBend werden die
Integrale der korrigierten Spektren ermittelt.

Die Quantenausbeute des an das Protein gebundenen Alexa 488 ergibt sich, z.B. fiir die RT-

Mutante p66(C388, C280S, K287C-Alexa488)/6H_p5 l(CZSOS)’ wie fOlgtI
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650nm

J' Fluoreszenz von p66C38S, C280S, K287C-Alexa488 / ps 1 [6H] C280S

D jenasss = A0 6507m *D grodamin 110
jFluoreszenz von Rhodamin 110
470nm
:§£§§~Q95=034.
97127

Die Quantenausbeuten aller in dieser Arbeit verwendeten fluoreszenzmarkierten RT-

Mutanten sind in Tabelle 3.3.1.1-1 aufgefiihrt.

2000 |-
E‘ 1900+ Integral (Rhodamin 110) = 97127
(O]
N
2] N
(O]
—
S
i 1000
(O]
= i
—-—
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S °388, K A lexa:
= 500 | Integral (p66czxs c‘zsos 287C-Al 488/
pS1[6H]""") = 34298
ot ' . : 1 ) 1 : i
500 550 600 650
Ay, ! (NM)

Abbildung 3.3.1.1-1: Extrapolierte Emissionsspektren von p66'©*"> ©280%, K2V C-Axdss), gy

pS 1°**) und Rhodamine 110 Reference Standard. Die Spektren wurden fiir Puffer korrigiert
und auf gleiche Absorption normiert.

Tabelle 3.3.1.1-1: Quantenausbeuten von Alexa 488 an verschiedenen Positionen der RT.

fluoreszenzmarkierte RT-Mutante Quantenausbeuten von Alexa 488

p66(C385, C2808, K287C—Alexa488)/6H_p5 1(C2805) 0’34

p66(CSSS, CZSOS)/6H_p5 1(C2805,K281C—Alexa488) 0’79
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3.4 RNA-abhiangige DNA-Polymeraseaktivitit der RT-Mutanten im Vergleich zur
HIV-1 Wildtyp RT

Um die Auswirkungen der Mutationen auf die RNA-abhingige DNA-Polymeraseaktivitit zu
analysieren, wurden die spezifischen Aktivitditen von HIV-1 Wildtyp RT und RT-Mutante
parallel bestimmt (vgl. Kapitel 2.4.3). Hierzu wurde der Einbau von [3H]-markiertem dTTP in
eine Poly(rA)-Matrize mit Oligo(dT)-Primern durch eine Fliissigszintillationszdhlung
quantifiziert.

Zur Bestimmung der Aktivitét initiiert man die Polymerasereaktion durch Zugabe einer RT-
Losung definierter Konzentration zu einer Pufferlosung, die den Primer/Matrizen-Komplex
und das dTTP enthélt. Nach 10 min Reaktion bei 37°C entnimmt man ein definiertes Volu-
men und gibt es auf ein DEAE-Papier. Nach dem Trocknen wird das Papier mit 2xSSC Puffer
und Ethanol gewaschen und wiederum getrocknet. AnschlieBend wird die Radioaktivitit
durch eine Fliissigszintillationszahlung ermittelt.

Die spezifische Aktivitét ist wie folgt definiert:

CPMprobe — CPMpyin  Ngrrp
CPM oy — CPM iy mgr

spezifische Aktivitit =

CPMPprobe, CPMmin, Und cpmmax sind die Zéhlwerte fiir die Probe, den Minimal- und den
Maximalwert aus der Szintillationszdhlung des Aktivitétstests. narre ist die eingesetzte
Stoffmenge an dTTP und mgr die eingesetzte Masse an Reverser Transkriptase. Die Einheit
der spezifischen Aktivitit ist [nmol/(mg-10min)].

Die MeBwerte aus den Aktivititstests und die daraus berechneten spezifischen Aktivititen
sind in Tabelle 3.4-1 aufgefiihrt. Die Abbildung 3.4-1 stellt vergleichend die spezifischen
Aktivitdten von RT-Mutanten, fluoreszenzmarkierten RT-Mutanten und Wildtyp RT dar. Mit

Ausnahme der Mutanten p66(C38S, T69C, CZSOS)/6H_p5 lCZSOS) und p66(C3SS, W24C-Alexa488, CZSOS)/ 6H-

1(€2809) zeigen alle unmarkierten und markierten RT-Mutanten eine spezifische Aktivitét,

pS
die zwischen 70% und 129% der Aktivitdt der Wildtyp-RT (53554 nmol/(mg:10min) = 100%)
entspricht. Die Mutante p66‘<>*> "% ngos)/6H-p51(C280S‘) weist in eine spezifische Aktivitdt

von 173% der Wildtyp-RT-Aktivitét auf.
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Tabelle 3.4-1: Vergleich der spezifischen Aktivitdt von Wildtyp RT und RT-Mutanten. Die
Spezifische Aktivitdt des Wildtyp-Enzyms betrug 53554 [nmol/(mg-10min)] und wurde

gleich 100% gesetzt.

Enzym Spezifische Aktivitidt im Vergleich zum Wildtyp
HIV-1 Wildtyp RT 100%
p66(C385: TEOC, C2805) 1y 51 C2805) 173%
p66(C8S: TOC-S-AF. CO808), gy 51 C2805) 96%
p66(C8S: C280S. K28TO) cpy 151 C2808) 1299
D66 38S: C280S. K2RTC-5-Bosin) ey 51(C2808) [ 1550,
P66/ 385 TOC. COS.KIRTC)/ gy 157 (C2805) | 41 j0
D66 385 W2AC. COR0S), g1y 151 (C2805) 80%
p66C38S: W2AC-Alexadss, C280S); gpy 15 (C2808) | 4o0,
p66(C38SC2) gpy 151 (C280S.K2BIC) 70%
P66 IS gpy 15 (C2808, K2BIC-Alexads$) | coo

180 -

Y
[<2]
o

-
N
o

120

@
o

D
o

N
o

spezifische Aktivitit in % der Wildtyp Aktivita

N
o

K287C)

Wildtyp RT  p66(T69C)  p66(K287C) p66(T69C/ p66(T69C- p66(K287C  p66(W24C) pbB(W24C- p51(K281C) p51(K281C-

5-AF) Eosin) Alexa488) Alexad88)

Abbildung 3.4-1: Spezifische Aktivitdit von HIV-1 Wildtyp RT, RT-Mutanten und
fluoreszenzmarkierten RT-Mutanten. Die Spezifische Aktivitit des Wildtyp-Enzyms wurde
gleich 100% gesetzt. 5-AF steht fiir 5-Acetamidofluorescein.
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3.5 Dissoziationsgleichgewichtskonstanten und Dissoziationskonstanten von RT-

Primer/Matrize Komplexen

3.5.1 Dissoziationsgleichgewichtskonstanten (kp) von RT-Primer/Matrize Komplexen

Zur Bestimmung der Dissoziationsgleichgewichtskonstanten von RT-Primer/Matrize
Komplexen wurde eine mit FAM markierte Primer/Matrize mit Wildtyp RT und der RT-
Mutante RTV <527 titriert (vgl. 2.4.2.1.1). Die Fluoreszenzdnderung des Alexa488 wurde

als Signal fiir die Bindung von RT an den Komplex verwendet.

relative Fluoreszenz

0 20 40 60 80 100 120 140 160
c(Wildtyp RT) / (nM)

Abbildung 3.5.1-1: Titration der FAM-markierten Primer/Matrize mit HIV-1 Wildtyp RT.

In Abbildung 3.5.1-1 ist die Titrationskurve von HIV-1 Wildtyp RT mit einer Primer/Matrize
dargestellt. An die gemessenen Datenpunkte (o) wurde mit Hilfe eines Computerprogramms
eine Kurve (—) angepal3t, die sich als Losung der Gleichung (2.4.2.1.2-1) ergibt. Die zu der
Losung der Gleichung gehdrende Dissoziationskonstante kp hat fiir den Komplex aus HIV-1
Wildtyp RT und Primer/Matrize den Wert kp = 3,5 =+ 1,1 nM. Aus der Titrationskurve in
Abbildung 3.5.1-2 ergibt sich analog zur Abbildung 3.5.1-1 die Dissoziationsgleichgewichts-

konstante fiir den Komplex aus RTWHC K270 1hd Primer/Matrize zu kp= 6,0+ 1,1 nM.
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realtive Fluoreszenz

0 20 40 60 80 100 120 140
c(RT-Mutante) / (nM)
Abbildung 3.5.1-1: Titration der FAM-markierten Primer/Matrize mit R

(W24C. K287C)

3.5.2 Dissoziationskonstanten (Kotf ) von RT-Primer/Matrize Komplexen

Die Bestimmung der Dissoziationskonstanten von RT-Primer/Matrize Komplexen ist
besonders fiir die Einzelmolekiilspektroskopie wichtig, da dort in einem Konzentrations-
bereich (= 50 pM) gemessen wird, in dem die Reassoziation eines zerfallenen Komplexes
nicht mehr entscheidend zur Konzentration des RT-Primer/Matrize Komplexes beitrdgt. Bei
MeBzeiten von mehr als 30 min ist es von groBer Bedeutung das der beobachtete RT-
Primer/Matrize Komplex eine mdglichst groe Halbwertszeit besitzt, da sich durch stark
sinkende Komplexkonzentration die MeBzeiten erheblich verlingert. Die Dissoziations-
konstanten wurden wie in Kapitel 2.4.2.1.3 beschrieben durch Verdrdngungsexperimente

bestimmt.

3.5.2.1 Bestimmung der Dissoziationskonstanten mittels Stopped-Flow (kofr > 0,01 s'l)

Zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten des RT-Primer/Matrize Komplexes p66(C3SS’
C2808)) gH-p51 2805, KBICALxadsE) H1NT16/36Cy5-3¢ wurde der Komplex in der Spritze A des
Stopped-Flow-Gerites und die verdringende doppelstrangige DNA Flol1+4 in der Spritze B
vorgelegt. Nach zusammenschiefen der beiden Losungen wurde die Fluoreszenzintensitit
aufgezeichnet.
Es wurden verschiedene Messungen durchgefiihrt, wobei die Salzkonzentration im Puffer
variiert wurde. Zusdtzlich wurden auch Experimente mit dem nicht-nukleosidischen RT-
Inhibitor BI-RG 587 durchgefiihrt, der vor dem Mischen mit der verdraingenden DNA 2 min
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mit dem RT-Primer/Matrize Komplex inkubiert wurde. Im folgenden sind die Bedingungen
fiir jedes Verdrangungsexperimente jeweils in einer Tabelle aufgefiihrt. Daran anschliefend
sind die aufgezeichneten MeBBkurven und Analysen dargestellt. Der Parameter t,, wurde durch
ablesen aus dem Graphen ermittelt und gibt an zu welchem Zeitpunkt, nach Start des

Experiments, die Fluoreszenz auf 50% des Startwertes abgesunken ist.

a) 80 mM KClI

Spritze A Spritze B Puffer

80 nM p66“**>- “¥%)/6H- |24 uM Flo1+4 | RT-salt (80 mM KCl)

p5 1(C280$, K281C-Alexa488)

240 nM 2HMI16/36Cy5-3°

' ! ' ! ! Parameter aus der
1 +— T T T T T 1 —
1 g Kurvenanpassung:
N L 1
g 09 | " .
o E o8 T :
g £ 17 |l. Amplitude: 0,221
= & | i
s 038 v 3 1 | korl: 0,327 7!
k: o T T | |2 Amplitude: 0,088
0.7 |- Vo ] | kor2: 0,060 5™
B | | Offset: 0,667
0.6 | | | | | |
0 100 200 300
) t(Komplex) =
2,56 s

Abbildung 3.5.2.1-a: Verdringung von 2HMI16/36Cy5-3 aus p66'85: C205) /g1 _p51(C2805:
K2BIC-Alxad®S) JHMI16/36Cy5-3¢ durch Flol+4, in RT-salt mit 80 mM KCI. Die MeBdaten
lassen sich an eine zweifach-exponentielle Gleichung (—) anpassen. Eingefiigtes Diagramm:
Die Anpassung der MeBldaten an eine einfach exponentielle Gleichung zeigt deutlich
Abweichungen der gerechneten Kurve von den MefBdaten.

Die Anpassung aller MeBBkurven aus den Verdringungsexperimenten gelingt am besten wenn
man einen zweifach-exponentiellen Kurvenverlauf annimmt. Die Anpassung an eine einfach-
exponentielle Gleichung zeigt dahingegen deutliche Abweichungen des gerechneten

Kurvenverlaufs vom experimentell ermittelten (vgl. Abb. 3.5.2.1-a, kleines Diagramm).

71



Experimente und Ergebnisse

Dieses Ergebnis zeigt, daB3 die Dissoziation des RT-Primer/Matrize Komplexes entweder ein
zweistufiger Prozef3 ist oder das die beiden Dissoziationskonstanten die Dissoziation zweier
unterschiedlicher Komplexe reflektieren. Fiir eine KCl-Konzentration von 80 mM hat die
schnellere Phase der Dissoziation einen Wert von 0,327 s'l, die langsamer betrdgt 0,060 s

Die mittlere Halbwertszeit des Komplexes betriagt 2,56 s.

b) 10 mM KCI
Spritze A Spritze B Puffer
40 nM p66'“*™> “28%) /6 - 12 uM Flo1+4 | RT-salt (10 mM KCI)

p5 1(C280$, K281C-Alexa488)

120 nM 2HMI16/36Cy5-3¢

Fiihrt man das Verdringungexperiment dahingegen in Puffer mit 10 mM KCI (vgl. Abb.
3.5.2.1-b) durch, so verlangsamen sich beide Raten ungefahr um den Faktor 20. kol betragt
dann 0,017 s'1, ko2 0,003 s und die Halbwertszeit des Komplexes verlingert sich auf 156 s,

also um den Faktor 60.

Parameter aus der

Kurvenanpassung:

1. Amplitude: 0,120

Koftl: 0,017 £ 0,0002 s~

2. Amplitude: 0,365

kofi2: 0,003 £ 0,00002 s™'s™
Offset: 0,491

relative Fluoreszenz

t »(Komplex) =
0 200 400 600 800 1000 | 156's
t/(s)

Abbildung 3.5.2.1-b: Verdringung von 2HMI16/36Cy5-3 aus p66' S 28/ g _p51 (€205
KIB1C-AlexadSS)_HHMI16/36Cy5-3¢ durch Flo1+4, in R T-salt mit 10 mM KCI.
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c) 80 mM KCI/BIRG 587

Spritze A Spritze B Puffer

40 nM p66'“*> ¥05)/6H- 12 uM Flo1+4 | RT-salt (80 mM KCl)
p5 1(C2805, K281C-Alexa488)

120 nM 2HMI16/36Cy5-3°

200 nM BIRG 587

Die Analyse der Dissoziationskonstanten eines RT-Primer/Matrize Komplexes, an den der
nicht-nukleosidische RT-Inhibitor BI-RG 587 gebunden ist (Abbildung 3.5.2.1-c), zeigt dal
die Bindung des Inhibitors ebenfalls den Zerfall des Komplexes verlangsamt. Ein 5-facher
molarer UberschuB an Inhibitor iiber Protein bewirkt eine 4-fache Erniedrigung der Raten auf
0,085 s (korl) und 0,016 s (ko). Die Halbwertszeit des Komplexes erhdht sich im
Vergleich zum Komplex ohne BI-RG 587 auf 18,4 s.

1 | | Parameter aus der

Kurvenanpassung:

1. Amplitude: 0,073
Kofrl: 0,085 £ 0,002 5™
2. Amplitude: 0,135
kofi2: 0,016 = 0,0002 s~
Offset: 0,766

relative Fluoreszenz

t(Komplex) =
0 100 200 300 |18,4s
t/(s)

Abbildung 3.5.2.1-c: Verdringung von 2HMI16/36Cy5-3 aus p66385 €2808)/6 1 151 (C2805:
K2BIC-AlexadSS) YHMI16/36Cy5-3°-BI-RG 587 durch Flo1+4, in RT-salt mit 80 mM KCL.

Da das Zeitfenster des Stopped-Flow Gerétes auf 1000 s begrenzt ist wurde Messung mit 10
mM KCl und BIRG 587, wie im ndchsten Abschnitt folgt, in einem Fluoreszenzspektrometer
durchgefiihrt.
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3.5.2.2 Bestimmung der Dissoziationskonstanten im Fluoreszenzspektrometer (Kofr < 0,01
s'l)

Zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten des RT-Primer/Matrize Komplexes
p66(C3SS’C2808)/6H-p51(ngos’mg1C'Alexa488)-2HMIl6/36Cy5-3‘ im  Fluoreszenzspektrometer
wurde der Komplex zusammen mit dem nicht-nukleosidischen RT-Inhibitor BI-RG 587 in
einer Kiivette vorgelegt und die verdrangende DNA, Flol+4, vor dem Start der Messung
zugegeben. Auch hier diente die Fluoreszenz des an die RT gebundenen Alexa488 als Mal}
fiir die Verdringung der Cy5-markierten Nukleinsdure. Wird diese durch unmarkierte DNA
(Flo1+4) ersetzt steigt die Fluoreszenz des Alexa488 an, da keine Energie mehr auf das Cy5

iibertragen werden kann. Der Parameter ty, wurde wie in 3.5.2.1 ermittelt.

d) 10 mM KCIl/BIRG 587

In der Kiivette vorgelegte Losung | Zugabe vor  Start  der| Puffer

Messung

33 nM p66'“**S 86 H- 10 uM Flo1+4 RT-salt (10 mM KCI)
p5 1(C2SOS, K281C-Alexa488)

100 nM 2HMI16/36Cy5-3°

167 nM BIRG 587

Die Verdringung der DNA aus einem RT-DNA Komplex, an den zusitzlich der nicht-
nukleosidische RT-Inhibitor BI-RG 587 gebunden ist, wird durch Erniedrigung der
Salzkonzentration von 80 mM auf 10 mM KCI ebenfalls verlangsamt. Hierbei multiplizieren
sich die Einfliisse von Inhibitor und Salzkonzentration (vgl. Abbildung 3.5.2.2-d). Die
Dissoziationskonstanten kofl und ko2 wurden zu 0,002 s bzw. kof2: 0,0005 s bestimmt
und sind damit 120-fach langsamer als die Raten die im Verdrdngungsexperiment ohne
Inhibitor und mit 80 mM KCI ermittelt wurden. Die Halbwertszeit des Komplexes verldngert
sich um das 300-fache, auf 768 s.
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Parameter aus der

Kurvenanpassung:

1. Amplitude: 0,277

Kofrl: 0,002 = 0,0002 s~
2. Amplitude: 0,468

kofi2: 0,0005 + 0,00003 s~
Offset: 1,770

relative Fluoreszenz
P
N

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
t/(s)

t(Komplex) =
768 s

Abbildung 3.5.2.2-d: Verdringung von 2HMI16/36Cy5-3* aus p66' < C20) /g 512805
K2BIC-AlexadS) Y HMI16/36Cy5-3°-BI-RG 587 durch Flo1+4, in RT-salt mit 10 mM KCL.

3.6 Analyse der Konformation von HIV-1 RT mittels ESR-Spektroskopie

Rontgen-Kristallstruktur-Analysen von komplexierter und ligandenfreier HIV-1 RT zeigen,
daBl das Enzym verschiedene Konformationen annehmen kann, die sich im wesentlichen in
der Orientierung der Daumen-Doméne von p66 unterscheiden. Es existieren Kristallstrukturen

27,77

von ligandenfreier und mit dsDNA komplexierter RT' Desweiteren wurde die

Kristallstruktur von HIV-1 RT im Komplex mit einem pseudoknot-RNA-Inhibitor

291, Aufgrund der Orientierung der Daumen-Domidne unterscheidet man zwei

bestimmt
Konformationen. In der geschlossenen Konformation, die in der Kristallstruktur des
ligandenfreien und an pseudoknot-RNA gebundenen Enzyms vorliegt, sind die Spitzen der
Daumen- und der Fingerdomine sehr nah zusammen. Dem gegeniiber entfernt sich die
Daumen-Doméne in der Kristallstruktur des mit dsSDNA komplexierten Enzyms etwa 25 A
von der Finger-Doméne, was in der einer offenen Konformation resultiert.

Eine Uberlagerung der Struktur freier RT mit der mit dsDNA komplexierten RT (vgl.
Abbildung 1.5-2) veranschaulicht die 30° - 40° Bewegung der Daumen-Doméne relativ zur
Handflachen-Doméne bei der Bindung der Nukleinséure.

Um die Konformationen verschiedener RT-Komplexe in Losung zu charakterisieren und die

Ergebnisse mit den Rontgen-Kristallstruktur-Analysen zu vergleichen, wurden mit Hilfe der

ESR-Spektroskopie Abstandsbestimmungen zwischen der Finger- und Daumen-Domine
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durchgefiihrt. Speziell wurde die dipolare Wechselwirkung zweier an das Enzym gebundener
Spinsonden ausgenutzt. Die Intensitdt der Wechselwirkung zweier Spinsonden hat einen
EinfluB auf die Form ihrer ESR-Spektren und ermoglicht so eine Quantifizierung ihres
Abstandes. Allerdings beschridnkt sich diese Wechselwirkung auf einen Abstand von maximal
25 AP Daher miissen die Spinsonden so in das Protein eingefiihrt werden, da3 ihr Abstand
kleiner als 25 A ist. Zwei Positionen, die dieses Kriterium erfiillen, sind Trp24 (Finger-
Domine) und Lys287 (Daumen-Domine) der p66-Untereinheit (vgl. Abbildung 1.5-2). Die
Cp-Atome dieser Aminosduren haben in der Kristallstruktur des freien Enzyms einen Abstand
von 12 A und sind im RT-DNA Komplex 30 A voneinander entfernt. Um spezifisch die
Positionen 24 und 287 in p66 mit Spinsonden zu markieren wurden Trp24 und Lys287 in p66
durch Cysteine ersetzt, wohingegen die natiirlichen, Losungsmittel-zugénglichen Cys38 in
p66 und 280 in p66 und p51 durch Serine ersetzt wurden. Die neu eingefiihrten Cysteine
wurden dann mit der Spinsonde MTSL-'""N-d;s (R1) markiert (vgl. 2.2.4). Dadurch erhilt man
die spinmarkierte RT-Mutante p66("24C-MTSL-NG, €385, C2805, K2§TC-MTSL-NG) 6y 151 €2808) (e

RT wird im Folgenden als RTMWHORL KBTCRD o eichnet).

3.6.1 Konformation der Komplexe von HIV-1 RT-Mutanten in gefrorener Losung

ESR-Spektren von freier RT und RT gebunden an eine 18/36mer DNA/DNA sowie an den
pseudoknot-RNA-Inhibitor wurden bei 170 K gemessen, um die Absolutwerte der Abstdnde
der Spinsonden in der spinmarkierten RT zu bestimmen (Abbildung 3.6.1-1). Bei dieser
Temperatur sind dynamische Effekte der Spinsonden ausgeschlossen und die Spektren
konnen als Pulverspektren betrachtet werden (vgl. 2.5.1.4).

RT(W24C-R1)

Das ESR-Spektrum der einfach markierten Mutante kann als

wechselwirkungsfreies Referenzspektrum betrachtet werden. Vergleicht man dieses Spektrum
mit dem der RTMWACRE K2TCRD 4y Komplex mit DNA/DNA, so zeigt das Spektrum des
Komplexes eine leichte Verbreiterung der Absorptionslinien, was mit einer geringeren
Amplitude einher geht. Die Linienform des Spektrums der ligandenfreien Mutante RTMWHCERL
K27CRD ist annahernd identisch mit der des DNA/DNA Komplexes. Daher sollten auch die
Abstinde der Spinsonden in der Daumen- und Finger-Doméne &hnlich sein. Durch
Anpassung simulierter Pulverspektren an die gemessenen Spektren (vgl. 2.5.1.4), erhédlt man
fiir den RT-dsDNA Komplex einen mittleren Abstand der Spinsonden von 19 A. Fiir die
ligandenfreie RT betrigt der mittlere Abstand 18 A. Hierbei variiert die Verteilungsbreite &
zwischen 5 A und 7 A. In den Kristallstrukturen von HIV-1 RT im Komplex mit

DNA/DNAY" wird die Daumen-Domine der p66-Untereinheit durch die gebundene
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Nukleinsdure in einer offenen Konformation fixiert, in der der Abstand der Cg-Atome von
W24 und K287 29 A" bzw. 35 APY betrigt. Will man die aus den ESR-Messungen
erhaltenen Abstinde mit denen in der Kristallstruktur vergleichen, mu3 man zwei Punkte
beriicksichtigen. Erstens resultieren die aus den ESR-Spektren ermittelten Abstidnde aus der
Wechselwirkung der Elektronen in den m-Orbitalen der Stickstoffatome der Nitroxid-
Gruppen. Zweitens sind die Nitroxid-Gruppen iiber einen Linker mit einer Linge von ca. 7 A
an die Cysteinreste gebunden. Nimmt man beide Faktoren zusammen, so stimmen die aus den
ESR-Spektren ermittelten Abstdnde gut mit denen in der Kristallstruktur {iber ein. Daraus
folgt, daB3 in gefrorener Losung, sowohl der RT-dsDNA Komplex als auch die ligandenfreie
RT in der offenen Konformation vorliegt. Schockgefrieren der Probe der ligandenfreien RT

von 273 K auf 170 K hat keine Auswirkung auf die Linienform des ESR-Spektrums.

RT(W24CR1)

RT(W24C-R1,K287C-R1) _nNA/DNA
RT(W24C-R1,K287C-R1)

T (W24C-R1,K287C-R1)

R -pseudoknot RNA

Abbildung 3.6.1-1: ESR —Spektren von einfach und doppelt spinmarkierter HIV-1 RT bei
170 K. Die Spektren sind auf gleiche Spinzahl normiert. Das Spektrum der einfach markierten
Mutante RTV*RD gtellt ein wechselwirkungsfreies Referenzspektrum dar. Aus der
mathematischen Anpassung der Spektren der dog}gelt markierten RT-Mutante ergaben
folgende Abstinde zwischen den Spinsonden: RTWHCRL KBTCRD_ DNA/DNA: >19 A;
RTOVHCRLK2RTCRD, g & - R TWHC-RLKBICRD _ oo doknor RNA: 11,5 A.

Betrachtet man das ESR-Spektrum des R T-pseudoknot-RNA Komplexes, so erkennt man eine
extreme Linienverbreiterung sowie eine erheblich reduzierte Amplitude. Diese Linienform ist
auf starke dipolare Wechselwirkung der Spinsonden zuriickzufiihren. Der mittlere Abstand

der Spinsonden, der durch Anpassen simulierter Spektren ermittelt werden konnte, betrdgt
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11,5 A. In der Kristallstruktur des Komplexes sind die Cs-Atome von W24 und K287 11,9 A
voneinander entfernt™".

Ein genauerer Vergleich der experimentellen Daten mit der Kristallstruktur wird durch eine
Analyse der Lage der Nitroxid-Gruppen moglich. Hierzu wurden Molekulardynamik-

I nach der

Simulationen an der Kristallstruktur des RT-pseudoknot-RNA Komplexes[29
Methode von Steinhoff et al. durchgefuhrt[37’57]. Wiéhrend der Simulation waren die
Aminosdure-Reste 20-28 und 284-290 aus p66 frei beweglich, alle anderen Reste wurden
festgehalten. Eine Analyse der Nitroxid-Trajektorien einer 4 ns dauernden Simulation
(Abbildung 3.6.1-2) liefert einen mittleren Abstand der Spinsonden von 10 A (o = 3 A). Die
simulierten Abstinde und Verteilungsbreiten sind damit etwas kleiner als die Werte, die fiir

die gefrorene Losung ermittelt wurden. Diese Diskrepanz deutet auf eine geringe Flexibilitét

der Finger- und Daumen-Doméne in p66 hin, die in der Simulation nicht beriicksichtigt

wurde.
4,0
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o 3.0-
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8 ]
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E J
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Abstand der Spinsonden / (A)

Abbildung 3.6.1-2: Auswertung der Trajektorien einer 4 ns Molekulardynamik Simulation
der Kristallstruktur von HIV-1 RT im Komplex mit einem pseudoknot-RNA-Inhibitor[zg].
Wiéhrend der Simulation waren die Aminosdure-Reste 20-28 und 284-290 in p66 frei
beweglich, alle anderen Reste wurden festgehalten. Das Diagramm zeigt die
Wahrscheinlichkeitsverteilung des Abstandes der Stickstoffatome der beiden Spinsonden

wihrend der Simulation. Der mittlere Abstand betriigt 10 A, die Verteilungsbreite (6) 3 A.
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3.6.2 Konformation der Komplexe von HIV-1 RT-Mutanten in Losung (T = 294 K)

3.6.2.1 Eigenschaften der einfach spinmarkierten HIV-1 RT-Mutanten

Bei Raumtemperatur (T = 294 K) findet die Bewegung der Spinsonde im ns-Bereich statt.
Daher hat die Mobilitit der Nitroxid-Gruppen sowie die Flexibilitdt ihrer Bindestellen einen
direkten EinfluB3 auf die Form der ESR-Absorptionslinie.

Um den EinfluB der Liganden auf die Linienform der Signale der Spinsonden an den
einzelnen Positionen (Cys24 und Cys287 in p66) zu iiberpriifen, wurden ESR-Spektren der
TW2ACRD) g RK28TC-RD)

einfach spinmarkierten RT Mutanten R

3.6.2.1-1). Es wurden Spektren fiir die freie RT, den RT-dsDNA Komplex und den

aufgenommen (Abbildung

pseudoknot-RNA Komplex aufgenommen.

Alle fiir die Mutante RTV4RD aufgenommenen Spektren haben eine identische Linienform
(Abbildung 3.6.2.1-1 A). Daraus folgt, da weder die 18/36mer DNA/DNA, noch die
pseudoknot-RNA signifikant mit der an das Cys24 gebundenen Spinsonde wechselwirken.
Damit hat auch die Konformationsinderung der RT, von der offenen (RT-DNA/DNA
Komplex) zur geschlossenen Form (RT-pseudoknot-RNA Komplex), keinen Einflul auf die

Wechselwirkung der Spinsonde mit der Sekundér- oder Tertidrstruktur des Proteins.

B

Abbildung 3.6.2.1-1: Raumtemperatur-ESR-Spektren (294 K) der einfach spinmarkierten RT
Mutanten RTV**“*) (A) und RTH7CRD (B). Die Spektren der ligandenfreien RT (—), des

dsDNA Komplexes (---) und des pseudoknot-RNA Komplexes (---) sind auf gleiche
Amplitude normiert.

Im Fall der Mutante RT**¥RD zeigt sich ein etwas anderes Bild (Abbildung 3.6.2.1-1 B).
Die Spektren fiir die freie RT und den RT-pseudoknot-RNA Komplex sind identisch,
wohingegen die Mobilitdt der Spinsonde im RT-DNA/DNA Komplex leicht erhoht ist. Hier
sinkt die Rotationskorrelationszeit um 25% auf 1,3 ns (siehe Tabelle 3.6.2.1-1) , was zu einer
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geringen Linienbreite und leicht vergroBerter Amplitude fiihrt. Fiir alle anderen Proben der

KBTCRD 1nd RTVCRD wurden Rotationskorrelations-

einfach markierten RT-Mutanten RT
zeiten zwischen 1,6 und 1,9 ns bestimmt (vgl. 2.5.1.4). Damit sind alle fiir die Spinsonden
ermittelten Rotationskorrelationszeiten und damit deren Mobilitdten in einer GroBenordnung,
die man fiir Spinsonden, die an Schleifenregionen eines Proteins gebunden sind, erwarten

wiirde!"™®"),

Tabelle 3.6.2.1-1: Rotationskorrelationszeiten der einfach spinmarkierten RT-Mutanten
RTV#RD ynd RT*®RD ynd ihrer dsDNA sowie pseudoknot-RNA Komplexe bei 294 K.

Enzym / Komplex TR/ (ns)
RT(W24C-RD) 1,57
RT(K287C-R1) 1 ,85
RTV*“RV.DNA/DNA 1,78
RT®*“R)_DNA/DNA 1,36
RT™*“RD_pseudoknot-RNA | 1,55
RT®#7CRD_pseudoknot-RNA | 1,83

3.6.2.2 Konformation der ligandenfreien und komplexierten HIV-1 RT-Mutante
RT(WVH4CRI, K287C-R1)

In Abbildung 3.6.2.2-1 sind die ESR Spektren der zweifach spinmarkierten RT-Mutante
RTWHCRL K2BTCRD dargestellt. Vergleichend sind 1:1-Superpositionen (Mischspektren) der
entsprechenden einfach markierten Mutanten RTVHCRD yng RTH#7CRD dargestellt.

Das Spektrum der mit dsDNA komplexierten, zweifach markierten RT ist weitgehend
identisch mit den Spektren des einfach markierten Enzyms (Abbildung 3.6.2.2-1 A). Die
leichten Abweichungen im Hochfeld-Bereich des Spektrums sind auf einen geringen Anteil
an einfach markiertem Enzym zurlickzufiihren. Da die Spektren nahezu identisch sind, ist in
der zweifach markierten Probe keine Wechselwirkung zwischen den Spinsonden zu erkennen,
weshalb der Abstand der Spinsonden mindesten 25 A betragen mufB. Die Konformation des
RT-Komplexes ist demnach offen.

Die Spektren der ligandenfreien (Abbildung 3.6.2.2-1 B) und der an pseudoknot-RNA
(Abbildung 3.6.2.2-1 C) gebundenen RT weisen beide eine dominante Komponente auf, die
im Vergleich zu der Superposition der Spektren der einfach markierten RT deutlich
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verbreitert ist. Durch doppelte Integration erhdlt man die Anteile der verbreiterten
Komponente am Gesamtspektrum. Der Anteil der verbreiterten Komponente betrdagt 80% fiir
den RT-pseudoknot-RNA Komplex und 70% im Spektrum der freien RT. Durch
Spektrensimulation kann ausgeschlossen werden, daB3 die Linienverbreiterung von einer
weiteren Bewegungseinschrankung der Spinsonden herriihrt. Daher muf3 die verbreiterte
Komponente durch Spin-Spin-Wechselwirkung zwischen den beiden am Enzym gebundenen
Spinsonden hervorgerufen werden. Die Konvolution der Spektren der einfach markierten RT
mit einer Lorenz-Verbreiterungsfunktion (vgl. 2.5.xx Raumtemperatur-Messungen) ergibt
eine Verbreiterung des Spektrums der zweifach markierten RT von 6,5 G.

Um den Abstand der Spinsonden in doppelt spinmarkierter RT zu bestimmen, miissen einige
Annahmen getroffen werden (vgl. 2.5.1.4). Eine Annahme ist, daf die Rotationskorrelations-
zeit des Vektors zwischen den Spinsonden der des Proteins entspricht und damit ca. 50 ns (in
Wasser, bei Raumtemperatur) betrégt. Dann mitteln sich statische dipolare Wechselwirkungen
der Spinsonden ab einem Abstand groBer 30 A aus. Dem zufolge sollten statische dipolare
Verbreiterungen die ESR-Spektren fiir Abstéinde kleiner 20 A und Temperaturen kleiner als
Raumtemperatur dominieren. Simulationen von dipolar verbreiterten Spektren zeigen eine
Ubereinstimmung mit der breiten Komponente der experimentell ermittelten Linienform des
Spektrums der an pseudoknot-RNA gebundenen RT im Bereich von Interspinabstinden
zwischen 11 A bei 272 K und 14 A bei 313 K.

Die Verringerung der Linienbreite mit zunehmender Temperatur ist ein deutlicher Hinweis
darauf, daB3 Austauschwechselwirkungen nicht signifikant zur Linienverbreiterung beitragen.
Vielmehr deutet es darauf hin, da der Abstand der Spinsonden durch ihre Bewegung
moduliert wird, wodurch sich bei hoheren Temperaturen die dipolaren Wechselwirkungen
ausmitteln, was zu einer scheinbaren VergroBerung des Interspinabstandes fithren kann™".
Berticksichtigt man dies, so sind die durch die Simulation ermittelten Abstdnde in guter
Ubereinstimmung mit dem in der gefrorenen Ldsung ermittelten Abstand von 11,5 A, was
zeigt, dal die RT im Komplex mit der pseudoknot-RNA bei Raumtemperatur eine
geschlossenen Konformation annimmt.

In Abbildung 3.6.2.2-1 B ist ein Spektrum dargestellt, das man erhélt, wenn man die Spektren
des RT-pseudoknot-RNA Komplexes und des RT-dsDNA Komplexes im Verhéltnis von 9:1
mischt. Dieses superponierte Spektrum ist fast identisch mit dem fiir die freie RT gemessenen
Spektrum. Da das gemischte Spektrum zu 90% aus dem des R T-pseudoknot-RNA Komplexes
besteht, sind die Spin-Spin-Wechselwirkungen in der freien RT nahezu identisch mit denen

der RT im Komplex mit der pseudoknot-RNA. Daraus 148t sich ableiten, dal auch der

81



Experimente und Ergebnisse

Abstand der Daumen- und Finger-Doméne und damit die Konformation in der freien RT sehr
dhnlich sein muB3 wie im Komplex mit der pseudoknot-RNA. Damit liegen 90% des

ligandenfreien Enzyms bei Raumtemperatur in einer geschlossenen Konformation vor. Dies

2mT

;

Abbildung 3.6.2.2-1: Raumtemcperatur ESR Spektren (294 K) der zweifach spinmarkierten
RT Mutante RTVHCR!L KFTERD (—) im Vergleich mit Superpositionen (1:1) der
entsprechenden Spektren der einfach markierten RT Mutanten (----). Alle Spektren sind auf die
gleiche Amplitude der Niedrigfeld-Linie normiert. (A) RT im Komplex mit dsDNA, (B)
ligandenfreie RT, (C) RT im Komplex mit dem pseudoknot-RNA-Inhibitor. Die Linienform
der Spektren der ligandenfreien und an pseudoknot-RNA gebundenen RT wird, im Vergleich
zu den superponierten Spektren, durch eine zusitzliche breite Komponente dominiert. Eine
Superposition der Spektren von an pseudoknot-RNA gebundener RT (Anteil: 90% der
Spinzahl) und an dsDNA gebundener RT (10%) ist in B (---) dargestellt. Ihre Linienform
stimmt mit der des fiir die zweifach markierte ligandenfreie RT gemessenen Spektrums
iberein.
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steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der Tieftemperatur-Messungen bei denen die
ligandenfreie RT eine offene Konformation annimmt. Zusammen genommen legen beide
Ergebnisse nahe, dafl die Konformation der ligandenfreien HIV-1 RT temperaturabhéngig ist.
Daraufhin wurde die Temperaturabhédngigkeit der Spektren untersucht. Die Ergebnisse sind

im folgenden Kapitel dargestellt.

3.6.2.3 Temperaturabhiingigkeit der ESR-Spektren

Um zu iberpriifen, ob die Konformation der Daumen-/Finger-Domédne der HIV-1 RT
temperaturabhidngig ist, wurde eine Reihe von ESR-Spektren der einfach und zweifach
markierten ligandenfreien und komplexierten RT zwischen 272 K und 313 K aufgenommen
(Abbildung 3.6.2.3-1). Fiir den RT-pseudoknot-RNA Komplex wurde der Anteil der
wechselwirkenden Spezies durch Integration der Spektren bestimmt und betrug bei allen
Praparationen zwischen 70% und 80% und variierte weniger als 5% in dem betrachteten
Temperaturbereich. Der nicht  wechselwirkende  Anteil resultiert aus einer
Markierungseffizienz von 85% - 90% (vgl. 2.2.4). Unter der Annahme, dal die Effizienz der
Markierung fiir beide Positionen (Cys24 und Cys287) gleich ist, ergibt sich aus dem Quadrat
der Markierungseffizienz die Wahrscheinlichkeit fiir das Vorhandensein einer Spinsonde an
beiden Positionen. Daher sollten 70% - 81% aller Molekiile Spin-Spin-Wechselwirkung
zeigen, was mit den experimentellen Ergebnissen iibereinstimmt.

Zur Analyse der Konformation der ligandenfreien RT konnte fiir jede Temperatur das
Spektrum der freien RT durch eine Superposition der Spektren der RT-dsDNA- und RT-
pseudoknot-RNA Komplexes dargestellt werden. Dies ist exemplarisch in Abbildung 3.6.2.2-
1 B dargestellt. Dieses Ergebnis zeigt, dal der Anteil, der im Spektrum der ligandenfreien RT
Spin-Spin-Wechselwirkung zeigt, eine Konformation annimmt, die der im RT-pseudoknot-
RNA Komplex, also der geschlossenen Konformation, entspricht. Die zweite Komponente im
Spektrum der ligandenfreien RT hat einen Interspinabstand von mehr als 19 A, d.h., daB hier
eine Konformation vorliegt, die dhnlich oder gleich der sein muf}, diec im RT-dsDNA
Komplex vorliegt und damit offen ist. Der Anteil, der Spin-Spin-Wechselwirkung zeigt,
variiert zwischen 67% bei 272 K bis 94% bei 313 K (vgl. Tabelle 3.6.2.3-1). Dies ist ein
Beweis fiir ein temperaturabhidngiges Gleichgewicht zwischen der offenen und der

geschlossenen Form der Daumen-/Finger-Doméne der HIV-1 RT.
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‘7 Spin-Spin-Wechselwirkung i

272,6 K

Abbildung 3.6.2.3-1: ESR Spektren der zweifach spinmarkierten RT Mutante RT" >*“%"

KITERD im Temperaturbereich von 272 K bis 313 K. Die Spektren der ligandenfreien RT

(—) sind im Vergleich mit denen des dSDNA- (---) und pseudoknot-RNA Komplexes (—)
dargestellt.

Bestimmung der Enthalpie- und Entropiewerte fiir die Konformationsdnderung

Mit Hilfe der fiir alle gemessenen Spektren durch mathematische Anpassung ermittelten
Anteile der beiden Komplexe an den superponierten Spektren kann man die Enthalpie- und
Entropiewerte fiir die betrachtete Konformationsdnderung bestimmen. Die ermittelten Anteile
sind in Tabelle 3.6.2.3-1 aufgefiihrt.

Der Quotient

K=x/y

der Anteile des -dsDNA Komplexes (x) und des RT-pseudoknot-RNA Komplexes (y) stellt
die Gleichgewichtskonstante der Konformation der ligandenfreien RT dar. Die Temperaturab-
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Tabelle 3.6.2.3-1: Durch mathematische Anpassung ermittelte Anteile der Spektren des RT-
dsDNA- und -pseudoknot-RNA Komplexes in den superponierten Spektren.

T/(K) |x (Anteil RT-dsDNA) |y (Anteil RT-pseudoknot-RNA) [ K=y /x
272,65 |0,32894 0,67106 2,04007
280,15 10,2175 0,7825 3,5977
287,8 10,1496 0,8504 5,68449
297,4 10,09731 0,90269 9,27644
305,81 [0,02575 0,97425 37,83945
313,15 [0,06355 0,93645 14,73614

hangigkeit der Gleichgewichtskonstanten wird durch die van’t Hoffsche Reaktionsisochore

beschrieben:

dénTK - ARfZO . Mit

% = —% ergibt sich die Geradengleichung
atnk =2 gy

Durch Auftragung von In K gegen 1/T erhilt man somit

A H°

r

R

als die Steigung der Geraden.

Die lineare Regression der Daten (vgl. Abbildung 3.6.2.3-2) ergibt eine Geradensteigung von

0
_AH —4161,75K " .
R

Mit R = 831441 J K' mol' ergibt sich die Reaktionsenthalpie

Konformationsanderung wie folgt:

fur

die
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Abbildung 3.6.2.3-2: Auftragung der Gleichgewichtskonstanten fiir die Konformations-
dnderung der Daumen-/Finger-Domédne von HIV-1 RT gegen die inverse Temperatur. Die
lineare Regression der Daten (—) liefert eine Steigung von —4161,75 K und einen Y-
Achsenabschnitt von 16,1. Der Datenpunkt bei 1/T = 0,00327 wurde nicht mit in die lineare
Regression einbezogen.

Die Entropiednderung fiir den Konformationsiibergang

AS=R - d(InK)

betrdgt mit dem aus der linearen Regression der Daten (vgl. Abbildung 3.6.2.3-2) bestimmten
Achsenabschnitt von 16,1:

-1 -1 -1 -1
AdS = . =

3.6.2.4 Konformation von HIV-1 RT-NNRTI Komplexen in Losung

Die Rontgen-Kristallstruktur-Analyse von HIV-1 RT im Komplex mit nicht-nukleosidischen
RT Inhibitoren (NNRTIs) zeigt, dall das Enzym in diesen Komplexen in einer Konformation
vorliegt, die noch weiter gedffnet ist, als die, die man fiir den RT-dsDNA Komplex der findet.
Die NNRTIs binden in einer Hydrophoben Tasche in der Néhe der aktiven Zentrums der
Polymerase-Doméne. Da alle Rontgen-Kristallstrukturen von RT-NNRTI Komplexen eine
offenen Konformation zeigen, liegt nahe, das die Inhibitoren diese Konformation stabilisieren.
Wihrend der Cg - Cp-Abstand der Positionen 24 und 287 in p66 des RT-dsDNA Komplexes
35,1 A betrigt, sind die entsprechenden Cg-Atome im Komplex mit dem nicht-
nukleosidischen RT Inhibitor 9-CI TIBO, 37,6 A voneinander entfernt””.

Um die Konformation von RT im Komplex mit den NNRTIs, Nevirapine[gl] und S-TIBO[gz],

einem TIBO Derivat, in Losung zu untersuchen, wurde ebenfalls die doppelt spinmarkierte
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RT-Mutante RTV#RE K287C'R1)) verwendet. Abbildung 3.6.2.4-1 zeigt die ESR-Spektren der

beiden Komplexe im Vergleich mit einer Superposition der einfach markierten Mutanten

Abbildung 3.6.2.4-1: ESR-Spektren der zweifach spinmarkierten RT-Mutante im Komplex
mit Nevirapine (—) und S-TIBO (---). Zusitzlich ist die Superposition der beiden einfach
markierten RT-Mutanten dargestellt (—).

(vgl. 3.6.2.1). Die etwas geringere Linienbreite der Spektren der RT-NNRTI Komplexe zeigt
deutlich, dal3 keine Wechselwirkung zwischen den Spinsonden stattfindet. Daher liegt in
Losung (25°C) eine offene Konformation der RT im Komplex mit den NNRTIs Nevirapine
und S-TIBO vor, die durch die Bindung der Inhibitoren stabilisiert wird. Zusétzlich gibt die
verringerte Linienbreite einen Hinweis auf eine verringerte Wechselwirkung der gebundenen

Spinsonden mit der Umgebung in diesen Komplexen.

3.7 Analyse der Konformation von HIV-1 RT-Primer/Matrizen Komplexen mittels

Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie

Anhand von kinetischen Untersuchungen zur Substratbindung der HIV-1 RT wurde postuliert,
daB sich bei der Bindung von RT an ein Nukleinsidure-Substrat (DNA/DNA, DNA/RNA oder
RNA/RNA) drei Komplexe unterschiedlicher Konformation bilden koénnen (vgl. 1.6). Um
dieses Postulat zu iberpriifen wurde in dieser Arbeit die Konformation von RT-
Primer/Matrize Komplexen durch Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie, in Kombination
mit Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) analysiert (vgl. 2.5.2.2). Durch FRET
lassen sich unterschiedliche Konformationen eines Komplexes identifizierten. Hierzu werden
beide Bindungspartner an bestimmten Positionen mit einem Donor- bzw. einem Akzeptor-
Fluorophor markiert und die Abstinde zwischen diesen Fluorophoren analysiert.

Unterschiedliche Abstinde zwischen den Fluorophoren deuten auf unterschiedliche
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Komplexe hin. Die Technik der Einzelmolekiil-Spektroskopie ermdglicht es dariiber hinaus
zwischen verschiedenartigen Konformationen in einem Gemisch zu unterscheiden. Der hier
gewidhlte Ansatz zur Bestimmung der Konformation der Komplexe basiert auf der
ortsspezifischen Markierung der RT sowie der Nukleinsdure mit Fluorophoren. Hierbei wird
das Enzym mit einem Donor-Fluorophor (Alexa488) und die Nukleinsdure mit einem
Akzeptor-Fluorophor (Cy5) markiert. Bildet sich nun ein Komplex aus markiertem Enzym
und markierter Nukleinsdure, erhdlt man ein FRET-System das Informationen iiber die
relative Orientierung von Enzym und Nukleinsdure liefert. Basierend auf den verfiigbaren
Kristallstrukturen der RT-dsDNA Komplexe konnen dann Riickschliisse auf die

Konformation der vorliegenden Komplexe getroffen werden.

Abbildung 3.7-1: Anordnung der Fluorophore in den RT-Nukleinsdure Komplexen der
Mutanten RT®**'9 und RT***” mit den markierten Positionen Cys281 in p51 und Cys287
n p66.
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Konkret wurden fiir die Experimente die RT-Mutanten p66(C3gs’ C2808)/ 6H-p5 1(C2805- K819 g

p66(C3SS’ 2805, K287C)/6H-p5 12599 (im Folgenden als RT® ™ bzw. RT* Y bezeichnet)
konstruiert, die jeweils ein markierbares Cystein an einer definierten Position besitzen
(Cys281 in p51 bzw. Cys287 in p66). Diese Mutanten wurden dann mit dem Donor-
Fluorophor markiert (vgl. 2.2.3). Der Akzeptor Cy5 wurde an das 5°-Ende einer 19mer DNA
gekoppelt. Diese DNA (PBSCy5) wurde als Primer an eine 35mer DNA- (DNA) oder RNA-
Matrize (RNA) hybridisiert, deren Sequenz der HIV-1 PBS-Sequenz entspricht (vgl. 1.4).
Daraus ergeben sich die Primer/Matrize Komplexe PBSCy5/DNA und PBSCy5/RNA.
Abbildung 3.7-1 zeigt schematisch die Anordnung der Fluorophore in den RT-Nukleinséure
Komplexen. Die Abstinde zwischen den Cg-Atomen der markierten Cysteine und dem 5°-
Ende des Primers betragen in dieser Kristallstruktur ~37A fiir die Mutante RT**'9 und
~39A fiir die Mutante RT**),

3.7.1 Darstellung der Ergebnisse der Einzelmolekiil-Experimente in 2D-Diagrammen

Zur Auswertung der Einzelmolekiil-Experimente werden die gemessenen Intensititen fiir den
griinen Spektralbereich (um 535 nm, Alexa488-Fluoreszenz) und den roten Spektralbereich
(um 730 nm, CyS5-Fluoreszenz) in einem zweidimensionalen Diagramm dargestellt (vgl.
Abbildung 3.7.1-1). Die Diagramme werden wie folgt erstellt. In einem ersten Schritt wird die
Summe der Rohsignale der vier Detektoren durch Anlegen eines Schwellenwertes gefiltert.
Alle Photonenbursts die eine grofBere Anzahl von Photonen als der Schwellenwert aufweisen
werden selektiert. Fiir die so selektierten Einzelmolekiil-Ereignisse (Photonenbursts) werden
dann, getrennt nach Spektralbereichen (griin und rot), Histogramme erstellt, in denen die
Intensitdt der Fluoreszenz, in 1000Photonen/s (kHz), gegen die Anzahl der Einzelmolekiil-
Ereignisse mit dieser Intensitit aufgetragen werden (vgl. Abbildung 3.7.1-1). Durch
Kombination der Histogramme fiir den griinen und den roten Spektralbereich erhidlt man
schlieBlich ein zweidimensionales Diagramm, das sogenannte ,,Inseln“ aufweist. Jedem Punkt
einer Insel kann eine Intensitit im griinen und roten Spektralbereich sowie eine Haufigkeit
zugeordnet werden.

Alle in dieser Arbeit gezeigten Einzelmolekiil-Experimente wurden mindesten einmal
wiederholt. Da die einzelnen Experimente jeweils nahezu identische Ergebnisse lieferten
wurden sie summiert. Diese summierten Messungen sind im Ergebnisteil gezeigt. Die Einzel-

Messungen befinden sich im Anhang (vgl. 6.3).
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Abbildung 3.7.1-1: Links: Zweidimensionale Darstellung der von den gemessenen
Intensitdten (vgl. 2.5.2.1.1). Fg Intensititen des griinen Spektralbereichs (Summe der
Intensitdten der Detektoren 1 und 3); F.: Intensititen des roten Spektralbereichs (Summe der
Intensitdten der Detektoren 2 und 4). Die Histogramme (ober und rechts) zeigen die
Intensitdtsverteilung der detektierten Ereignisse fiir die jeweiligen
Spektralbereiche/Detektoren. ex* gibt die in dem Experiment verwendete(n)
Anregungswellenldnge(n) an. Rechts: Farbcode fiir das zweidimensionale Diagramm. Weitere
Erlduterungen sind im Text aufgefiihrt.

., Reinigung *“ der Daten durch Ausschlufs photozerstorter Fluorophore

Durch die hohe Energie des Anregungslichtes der Laser werden die Fluorophore teilweise
photozerstort. Fluorophore, die in das Anregungsvolumen diffundieren und wéhrend ihres
Aufenthalts in diesem Volumen photozerstort werden, fiihren zu Fehlinterpretation der Daten,
da sie nach der Zerstorung nicht mehr fluoreszieren. Die Auswertung der MeB3daten zeigt
dann eine verringerte Intensitdt im Fluoreszenzbereich des zerstorten Fluorophors. Um solche
Molekiile aus dem Datensatz zu entfernen wurde wie folgt verfahren. Trdgt ein betrachteter
Komplex Donor und Akzeptor, so werden die Verweildauern Ty (Donor) und T (Akzeptor)
im Detektionsvolumen fiir beide Fluorophore gleich lang sein. Wird einer dieser Fluorophore
wiahrend des Aufenthalts in diesem Volumen zerstort, so weicht die Differenz der
Verweildauern beider Molekiile (T - T:) deutlich von Null ab. Mit diesem
Selektionskriterium konnen Ereignisse, bei denen Photozerstorung aufgetreten ist, identifiziert

und ausgesondert werden. Wie exemplarisch in Abbildung 3.7.1-2dargestellt, wurden alle im
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Folgenden gezeigten Daten mit dem Selektionskriterium -0,55 ms < Tg - T; < 0,55 ms

»gereinigt®, d.h. Ereignisse aullerhalb dieses Bereiches wurden nicht beriicksichtigt.
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Abbildung 3.7.1-2: Ausschlull von Ereignissen, bei denen Photozerstorung aufgetreten ist.
Links: Daten vor der Selektion; Rechts: Daten nach der Selektion mit -0,55 ms < Ty - T; <

0,55 ms.
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3.7.2 MeBergebnisse der Einzelmolekiil-Experimente

3.7.2.1 Alexa488 markierte RT-Mutanten RT™**'” und RT®***©

Um die Fluoreszenzintensitits-Verteilung der FRET-Messungen von RT-Nukleinsdure
Komplexe interpretieren zu konnen, ist es notwendig, die Fluoreszenzintensitdt des Donors in
Abwesenheit des Akzeptors zu kennen. Daher wurden die Alexa488 markierten RT-Mutanten
RTH#1CARNREE) 1y RTEZFTCARREY ynter gleichen Bedingungen wie die Komplexe ohne
Substrat gemessen (Abbildung 3.7.2.1-1). Die 2D-Diagramme zeigen fiir beide Mutanten eine
einzige Spezies mit mittleren Fluoreszenzintensititen von Fy/F, = 54,45 kHz/1,65 kHz fiir
RTH#ICARRE) 1nd Fy/F, = 49,67 kHz/1,81 kHz fir RT*® A% Do Fluoreszenz-

anregung (ex) erfolgte parallel bei 496 nm und 647 nm.
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Abbildung 3.7.2.1-1: 2D-Diagramme aus den Messungen der Donor markierten RT-
Mutanten RT®281C-Alxads) 0 q RTETC-ARXES) it mittleren Fluoreszenzintensititen von

Fo/F:= 54,45 kHz/1,65 kHz bzw. F¢/F.= 49,67 kHz/1,81 kHz. Die Anregung erfolgte bei 496
nm und 647 nm.

3.7.2.2 RT® ¥ CA48) i) Komplex mit DNA/DNA und DNA/RNA Substraten

In den Kristallstrukturen der RT mit dsDNA betrégt der Abstand der Position 281 in p5S1 und
dem 5‘-Ende des Primerstranges der Nukleinsdure ~37A. In den Primer/Matrizen-Komplexen
PBSCy5/DNA und PBSCy5/RNA ist das 5‘-Ende des Primerstranges (PBSCy5) mit dem
Akzeptor Cy5 markiert. Der Abstand zum Alexa488-markierten Cys281 (p51) der Mutante
RTHZICARRES oo1lte im Komplex mit PBSCy5/DNA oder PBSCy5/RNA daher ~40A
betragen, wenn die Konformation des Komplexes der aus der Kristallstruktur entspricht. Mit
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einem Ro-Wert von ~51A sollte die Effizienz des Energietransfers vom Donor auf den
Akzeptor, bei einem Donor-Akzeptor-Abstand von ~40A, zwischen 70% und 80% betragen
(vgl. 2.5.2.2). Demzufolge sollte die Fluoreszenz des Donors stark erniedrigt und die des

Akzeptors entsprechend erhdht sein.

Ryk81C-Alexass) Komplex mit PBSCy5/DNA

Betrachtet man das 2D-Diagramm der Einzelmolekiil-Messung (ex = 496nm) des Komplexes
aus RTHZICAREY 1nq PBSCy5/DNA, so erkennt man zwei Spezies, die sich in ihren
Fluoreszenzintensititen deutlich voneinander unterscheiden (Abbildung 3.7.2.2-1, links). Ein
Teil der Molekiile zeigt mit Fg = 7.90 kHz eine sehr stark verringerte Donor-Fluoreszenz.
Diese niedrige Intensitét korrespondiert mit einer stark erhohten Intensitit von F, = 43,71
kHz im roten Spektralbereich. Die Erh6hung der Intensitdt im roten und die gleichzeitige
Erniedrigung im grilnen Spektralbereich zeigt, da bei diesen Komplexen ein grofler
Energietransfer stattgefunden hat. Anhand der Verringerung der Intensitit der Donor-
Fluoreszenz auf ~15% des Wertes in Abwesenheit des Akzeptors kann man abschétzen, daf

die Transfereffizienz mehr als 75% betrdgt. Das bedeutet wiederum, dal der Abstand der

Fluorophore maximal 45A betrigt (vgl. 2.5.2.2). Damit entspricht die Konformation dieser
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Abbildung 3.7.2.2-1: Intensitﬁtsauswertun% der Einzelmolekiil-Messungen in 2D-
Diagrammen fiir den Komplex RT®2!¢-4445%_ppgcy5/DNA. links: Anregung bei 496 nm
liefert zwei Spezies mit mittleren Intensititen von Fy/F: = 7,90 kHz/43,71 kHz und FyF;=
52,51 kHz/2,06 kHz; rechts: Die Koinzidenzanalyse (Anregung bei 496 nm und 647 nm)
liefert mittlere Intensitdten von Fy/F;= 6,99 kHz/46,46 kHz und F¢/F.= 49,26 kHz/ 2,89 kHz.

Komplexe mit groBer Wahrscheinlichkeit der, die fiir die RT-dsDNA Komplexe in den
Kristallstrukturen gefunden wurde. Die zweite Spezies zeigt mit Fy/F, = 52,51 kHz/2,06 kHz
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shnliche Intensititen wie die ligandenfreic RT-Mutante RT®?!/CA#8) (g = 5445
kHz/1,65 kHz, vgl. 3.7.2.1). Zwar deutet die etwas geringere Intensitit im griinen und die
leicht erhohte Intensitdt im roten Spektralbereich auf einen geringen Energietransfer und
damit auf das Vorhandensein von FRET-Komplexen hin, jedoch sind die Unterschiede sehr
gering. Um festzustellen, ob es sich bei dieser Spezies um ligandenfreie RT oder den
Komplex mit der Nukleinsdure handelt, kann man eine Koinzidenzanalyse durchfiihren.
Hierbei wird nicht nur der Donor direkt angeregt, sondern auch der Akzeptor. Dadurch
erreicht man, da3 der in einem Komplex vorhandene Akzeptor ohne Energietransfer vom
Donor eine vom Hintergrund unterscheidbare Intensitét zeigt. Die Intensitét des roten Lasers
wurde fiir diese Experimente so gewéhlt, daB3 die Verschiebung der Fluoreszenzintensitit
deutlich ist, die Trennung von der anderen Spezies aber erhalten bleibt. Wihlt man eine zu
niedrige Intensitdt, verdndert sich die Akzeptor-Fluoreszenz nicht signifikant. Ist die gewéhlte
Intensitit sehr hoch, kdnnen die beiden ,,Inseln” im 2D-Diagramm evtl. nicht mehr getrennt
werden, da die ,,Insel mit hoher griiner und geringer roter Intensitdt, zu hoher griiner und
hoher roter Intensitét ,,verschoben* wird. In Abbildung 3.7.2.2-1 ist die Koinzidenzanalyse
des Komplexes aus RT*2#!CAR8) 04 PBSCy5/DNA dargestellt. Man erkennt, daB durch
gleichzeitige Anregung mit rotem Licht, die Intensitdten im griinen Spektralbereich, mit 6,99
kHz und 52,51 kHz nicht oder nur unwesentlich verdndert sind. Demgegeniiber ist die
Intensitdt der Spezies, die eine hohe Intensitdt im griinen Spektralbereich zeigt, im roten
Spektralbereich signifikant auf 2,89 kHz gestiegen. Zum Vergleich zeigen die ligandenfreie
RT und der Komplex Intensititen von 1,65 kHz bzw. 2,06 kHz. Dieses Ergebnis zeigt, dal3
neben dem Donor auch der Akzeptor in dieser Spezies enthalten ist. Die Koinzidenzanalyse
zeigt also, daB auch die zweite Spezies einem Komplex aus markiertem Enzym und
markierter Nukleinsdure entspricht. Die Intensitétsverteilung in diesen Komplexen deutet auf
einen eventuell vorhandenen geringen Energietransfer (< 5%) hin (s.0.), obgleich die
Abweichungen von den Intensititen der ligandenfreien RT zu gering sind um Aussagen
machen zu konnen. Damit sind in dieser Konformation des Komplexes die Fluorophore
mindestens 80A voneinander entfernt, wodurch sich die Konformation deutlich von der fiir
die andere Spezies unterscheidet. Eine vorstellbare Anordnung fiir Enzym und Substrat in
diesem Komplex wire, dal der Primer/Matrize Komplex um 180° gedreht an das Enzym
bindet, so daBl sich das 5‘-Ende des Primerstranges in der Ndhe des aktiven Zentrums der
Polymerase-Domine befindet. Entsprechend den Kristallstrukturen wiren die Fluorophore in

dieser Anordnung ~80A voneinander entfernt.
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Rrk81C-Alexass) Komplex mit PBSCy5/RNA

Die Einzelmolekiil-Experimente mit dem Komplex RT®**!A8) ppgCy5/DNA haben
gezeigt, dall in Losung mindestens zwei Komplexe mit unterschiedlichen Konformationen
existieren. Die oben beschriebenen Untersuchungen zur Substratbindung von HIV-1 RT
geben Hinweise darauf, dal das Verhiltnis der Anteile dieser Konformationen von der Natur
des Substrates (DNA/DNA oder DNA/RNA) abhingig ist (vgl. 1.6)"*. Um dies zu validieren
wurden ebenfalls Einzelmolekiil-Experimente mit dem DNA/RNA-Substrat PBSCy5/RNA
durchgefiihrt. Die Sequenz dieses Substrates ist identisch mit der des DNA/DNA-Substrates
PBSCy5/DNA. Eine detaillierte Analyse dieser Komplexverteilung erfolgt in 3.7.2.4.

Das 2D-Diagramm aus der Einzelmolekiil-Messung des Komplexes RTHHIC-Alxadts)_
PBSCy5/RNA, 146t wie die Messungen mit PBSCy5/DNA zwei Spezies erkennen, die sich in
thren Fluoreszenzintensititen deutlich voneinander unterscheiden (Abbildung 3.7.2.2-2,
links). Ein Teil der Molekiile zeigt mit Fg = 6,57 kHz eine sehr stark verringerte Donor-
Fluoreszenz. Diese niedrige Intensitit korrespondiert mit einer stark erhohten Intensitit von F;
= 46,46 kHz im roten Spektralbereich. Die Erhohung der Intensitdt im roten und die
gleichzeitige Erniedrigung im griinen Spektralbereich zeigt, dal bei diesen Komplexen ein
hoher Energietransfer stattgefunden hat. Aufgrund der Verringerung der Intensitdt der Donor-
Fluoreszenz auf ~15% des Wertes in Abwesenheit des Akzeptors, kann man abschétzen, daf
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Abbildung 3.7.2.2-2: Intensititsauswertung der Einzelmolekiil-Messungen in 2D-
Diagrammen fiir den Komplex RT***'“4*4%9_pBgCy5/RNA. links: Anregung bei 496 nm
liefert zwe1 Spezies mit mittleren Intensitidten von Fy/F: = 6,57 kHz/46,46 kHz und Fy/F; =
55,81 kHz/2,19 kHz; rechts: Die Koinzidenzanalyse (Anregung bei 496 nm und 647 nm)
liefert mittleren Intensitéten von Fy/F.= 6,57 kHz/46,46 kHz und Fy/F,= 52,51 kHz/ 2,97 kHz.

95



Experimente und Ergebnisse

die Transfereffizienz mehr als 75% betrdgt. Das bedeutet wiederum, dafl der Abstand der
Fluorophore maximal 45A betriigt (vgl. 2.5.2.2). Damit entspricht die Konformation dieser
Komplexe mit groer Wahrscheinlichkeit der, die fiir die RT-dsDNA Komplexe in den
Kristallstrukturen gefunden wurde.

Die zweite Spezies zeigt mit Fy/F, = 55,81 kHz/2,19 kHz &hnliche Intensititen wie die
ligandenfreie RT-Mutante RTK#1C-Alexadss) (vgl. 3.7.2.1). Die Koinzidenzanalyse (siche
RTHEHIC-ARISS) pRgCy5/DNA) liefert eine mittlere Intensitit Fr = 2,97 kHz fiir diese Spezies
im griilnen Spektralbereich. Die signifikante Intensitdtserhohung von 2,19 kHz auf 2,97 kHz
zeigt, daB es sich auch bei dieser Spezies um Komplexe aus RT und Nukleinsdure handelt.
Auch hier zeigt die zweite Spezies, bei griiner Anregung (496 nm), im Vergleich zum
ligandenfreien Enzym eine etwas erhohte Intensitdt im roten Spektralbereich, was auf einen
eventuell vorhandenen geringen Energietransfer (< 5%) hindeutet. Jedoch ist die
Abweichungen von den Intensitidten der ligandenfreien RT nicht signifikant. Daher kann
geschlossen werden, daf3 in dieser Konformation des Komplex die Fluorophore mindestens
80A voneinander entfernt sind, wodurch sich diese Konformation deutlich von der fiir die
andere Spezies unterscheidet. Wie bereits fiir den RT-Komplex mit PBSCyS5/DNA kénnten
sich auch in diesem Komplex Enzym und Substrat so anordnen, daf} die Primer/Matrize um
180° gedreht an das Enzym bindet, so daB3 sich das 5°-Ende des Primerstranges in der Nihe
des aktiven Zentrums der Polymerase-Doméne befindet.

Vergleicht man die Ergebnisse der Messungen mit der RT-Mutante RT&ZICARMEE) 3,
Komplex mit PBSCy5/RNA und PBSCy5/DNA, so lassen sich weder in den absoluten
Intensitdten, noch in der Verteilung der unterschiedlichen Konformationen signifikante

Unterschiede erkennen.

3.7.2.3 RT® ¥ CA248) i Komplex mit DNA/DNA und DNA/RNA Substraten

Durch die Experimente mit der RT-Mutante RTHH A | snnten zwei RT-Nukleinsiure
Komplexe mit unterschiedlichen Konformationen identifiziert werden. Eine dieser
Konformationen entspricht vermutlich der, die in den Kristallstrukturen der RT-Nukleinséure
Komplexe vorliegt. Hier befindet sich das 3°-Ende des Primerstranges, der an die RT
gebundenen Primer/Matrize, in unmittelbarer Nidhe des aktiven Zentrums der Polymerase-
Doméne. Eine mogliche Konformation des zweiten Komplexes wére die, in der sich das 5°-
Ende des Primerstranges in der Ndhe des aktiven Zentrums der Polymerase-Doméne befindet
(vgl. 3.7.2.2.). Um die postulierten Konformationen in einem unabhéngigen Experiment zu

{iberpriifen wurde die RT-Mutante RT&?CA48) yorwendet. Mit dem Donor an Position
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287 in p66 wiirde man fiir die Konformation, die in den Kristallstrukturen vorliegt, einen
hohen Energietransfer zum Akzeptor am 5°-Ende des Primerstranges erwarten, da der
Abstand der Positionen 287 in p66 und 281 in p51 zum 5°-Ende des Primerstranges &dhnlich
sind (vgl. 3.7). Sollte sich das 5‘-Ende des Primerstranges in der Ndhe des aktiven Zentrums
der Polymerase-Domine binden, wie fiir die zweite Konformation vermutet, so wiirde man
ebenfalls einen hohen Energietransfer erwarten, da dann der Donor-Akzeptor-Abstand ~30 A
betragen wiirde.

RT®7CAH) 1) Komplex mit PBSCy5/DNA

Das 2D-Diagramm der Einzelmolekiil-Messung (ex = 496nm) des Komplexes aus RT®7C

AL 1nd PBSCy5/DNA, zeigt zwei Spezies, die sich in ihren Fluoreszenzintensitéten,
speziell im roten Spektralbereich deutlich voneinander unterscheiden (Abbildung 3.7.2.3-1,
links). Ein Teil der Molekiile zeigt mit F, = 19,75 kHz eine stark verringerte Donor-
Fluoreszenz. Diese niedrige Intensitédt korreliert mit einer erhohten Intensitidt von F, = 25,21
kHz im roten Spektralbereich. Die Erhdhung der Intensitdt im roten und die gleichzeitige
Erniedrigung im griinen Spektralbereich zeigt, dall bei diesen Komplexen Energietransfer
stattgefunden hat. Aufgrund der Verringerung der Intensitét der Donor-Fluoreszenz auf ~40%
des Wertes in Abwesenheit des Akzeptors, kann man abschitzen, daB3 die Transfereffizienz
mehr als 50% betrigt. Das bedeutet wiederum, dafl der Abstand der Fluorophore maximal
50A betrigt (vgl. 2.5.2.2). Damit entspricht die Konformation dieser Komplexe mit grofer
Wahrscheinlichkeit der, die fiir die RT-dsDNA Komplexe in den Kristallstrukturen gefunden
wurde.

Die zweite Spezies zeigt mit Fy/F, = 52,51 kHz/2,06 kHz &hnliche Intensititen wie die
ligandenfreie RT-Mutante RT®**’CA%8) (g /F = 49 67 kHz/1,81 kHz, vgl. 3.7.2.1). Die
Koinzidenzanalyse (siche RT***' A% _pBgCy5/DNA) liefert eine mittlere Intensitit F, =
3,80 kHz fiir diese Spezies im griinen Spektralbereich. Die signifikante Intensitdtserhdhung
von 1,81 kHz auf 3,80 kHz zeigt, da3 es sich auch bei dieser Spezies um Komplexe aus RT
und Nukleinsdure handelt.

Fiir die zweite Spezies kann auch hier gezeigt werden, dal} diese bei griiner Anregung, im
Vergleich zum ligandenfreien Enzym eine leicht erhohte Intensitidt im roten Spektralbereich,
was auf einen eventuell vorhandenen geringen Energietransfer (< 5%) hindeutet. Die
Abweichungen von den Intensitdten der ligandenfreien RT ist jedoch nicht aussagekréftig.
Daher sind in dieser Konformation des Komplex die Fluorophore mindestens 80A

voneinander entfernt, wodurch sich die Konformation deutlich von der fiir die andere Spezies
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unterscheidet. Durch dieses Experiment kann mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen
werden, dall es sich bei dieser zweiten Spezies um Komplexe handelt, in denen die
Nukleinsdure, im Vergleich zum anderen Komplex um 180° gedreht, gebunden hat. Dadurch
wiirde der an das 5°-Ende gebundene Akzeptor in die Néhe des aktiven Zentrum der

Polymerase-Domine riicken. Komplexe in dieser Konformation sollten ndmlich einen hohen

Energietransfer zeigen.
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Abbildung 3.7.2.3-1: Intensititsauswertung der Einzelmolekiil-Messungen in 2D-
Diagrammen fiir den Komplex RT&#7C-ARNdES) pp SCy5/DNA. links: Anregung bei 496 nm
liefert zwei Spezies mit mittleren Intensitéten von Fy/F: = 19,75 kHz/25,21 kHz und Fy/F,=
52,51 kHz/2,06 kHz; rechts: Die Koinzidenzanalyse (Anregung bei 496 nm und 647 nm)
liefert mittleren Intensitdten von Fy/F; = 15,47 kHz/26,81 kHz und F/F; = 46,46 kHz/ 3,80

kHz.

RpK287C-Alexasss) Komplex mit PBSCy5/RNA

Das 2D-Diagramm der Einzelmolekiil-Messung (ex = 496nm) des Komplexes aus RT®7C

Axad®®) nd PBSCy5/RNA, zeigt zwei Spezies, die sich in ihren Fluoreszenzintensititen,
speziell im roten Spektralbereich deutlich voneinander unterscheiden (Abbildung 3.7.2.3-1,
links). Ein Teil der Molekiile zeigt mit Fg = 12,11 kHz eine verringerte Donor-Fluoreszenz.
Diese niedrige Intensitét korreliert mit einer erhdhten Intensitdt von F; = 36,39 kHz im roten
Spektralbereich. Die Erhohung der Intensitdt im roten und die gleichzeitige Erniedrigung im
griinen Spektralbereich zeigt, dafl bei diesen Komplexen Energietransfer stattgefunden hat.
Aufgrund der Verringerung der Intensitdt der Donor-Fluoreszenz auf ~25% des Wertes in
Abwesenheit des Akzeptors, kann man abschitzen, dal3 die Transfereffizienz mehr als 70%

betriigt. Das bedeutet wiederum, daB der Abstand der Fluorophore maximal 45A betrigt (vgl.
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2.5.2.2). Damit entspricht die Konformation dieser Komplexe mit groer Wahrscheinlichkeit
der, die fiir die RT-dsDNA Komplexe in den Kristallstrukturen gefunden wurde.

Die zweite Spezies zeigt mit Fy/F, = 52,51 kHz/1,82 kHz &hnliche Intensititen wie die
ligandenfreie RT-Mutante RT®**CA%8) (g /F = 49 67 kHz/1,81 kHz, vgl. 3.7.2.1). Die
Koinzidenzanalyse (siche RT***' A% _pBgCy5/DNA) liefert eine mittlere Intensitit F, =
3,57 kHz fiir diese Spezies im griinen Spektralbereich. Die signifikante Intensitdtserhdhung
von 1,81 kHz auf 3,80 kHz zeigt, da3 es sich auch bei dieser Spezies um Komplexe aus RT

und Nukleinsdure handelt.
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Abbildung 3.7.2.3-2: Intensititsauswertung der Einzelmolekiil-Messungen in 2D-
Diagrammen fiir den Komplex RT®2*7¢-448%)_ppgCy5/RNA. links: Anregung bei 496 nm
liefert zwei Spezies mit mittleren Intensititen von Fy/F:= 12,11 kHz/36,39 kHz und Fy/F,=
52,51 kHz/1,82 kHz; rechts: Die Koinzidenzanalyse (Anregung bei 496 nm und 647 nm)
liefert mittleren Intensitdten von Fy/F; = 10,08 kHz/36,39 kHz und F¢/F: = 49,39 kHz/ 3,57
kHz.

Auch hier zeigt die zweite Spezies, bei grilner Anregung, verglichen mit dem ligandenfreien
Enzym, eine leicht erhohte Intensitdt im roten Spektralbereich, woraus man auf einen
eventuell vorhandenen geringen Energietransfer (< 5%) schlieBen konnte. Die Abweichungen
von den Intensitdten der ligandenfreien RT ist jedoch nicht signifikant. Daher sind in dieser
Konformation des Komplex die Fluorophore mindestens 80A voneinander entfernt, wodurch
sich die Konformation deutlich von der fiir die andere Spezies unterscheidet. Durch dieses
Experiment kann jetzt auch fiir das DNA/RNA-Substrat ausgeschlossen werden, dal} es sich
bei dieser zweiten Spezies um Komplexe handelt, in denen sich die Nukleinsdure um 180°
gedreht hat, wodurch der Akzeptor am 5°‘-Ende des Primerstranges in die Néahe des aktiven

Zentrum der Polymerase-Doméne riicken wiirde.
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Vergleicht man Ergebnisse der Messungen mit der RT-Mutante RT®2*7¢ 448 1 Komplex

mit PBSCy5/DNA und PBSCy5/RNA, so lassen sich signifikante Unterschiede erkennen. Die
Unterschiede sind in den mittleren Intensitdten der Spezies erkennen, die in der Konformation
vorliegt, die der der RT-dsDNA Komplexe entspricht. Fiir den Komplex der RT*?#7¢-Aexa489)
mit PBSCy5/DNA weist diese Spezies mittlere Intensititen von Fy/Fr= 19,75 kHz/25,21 kHz
und Fy/F: = 15,47 kHz/26,81 kHz bei direkter Anregung des Donors (496 nm) bzw. bei
direkter Anregung des Donors und des Akzeptors (496 nm + 647 nm) auf. Fiir den Komplex
der RT®ZCARAE) 54 PBSCy5/RNA weist diese Spezies mittlere Intensitdten von Fy/F; =
12,11 kHz/36,39 kHz und F¢/F: = 10,08 kHz/36,39 kHz bei direkter Anregung des Donors
(496 nm) bzw. bei direkter Anregung des Donors und des Akzeptors (496 nm + 647 nm) auf.
Sowohl im RT-DNA/DNA als auch im RT-DNA/RNA Komplex zeigen diese Spezies also
Energietransfer. Allerdings ist der Energietransfer im Komplex mit DNA/RNA grofler als im
Komplex mit DNA/DNA, da bei DNA/RNA die Intensititen im griinen Spektralbereich ~6
kHz niedriger und im roten Spektralbereich ~11 kHz hoher sind, als in vergleichbaren
Messungen mit DNA/DNA. Dieses Ergebnis deutet auf unterschiedliche Konformationen der
Nukleinsduren hin (vgl. 4.3).

3.7.2.4 Bestimmung der Anteile der unterschiedlichen Spezies in den RT-Nukleinséiure

Komplexen

Die Einzelmolekiil-Experimente mit fluoreszenzmarkierter RT und Nukleinsdure haben
gezeigt, dal in Losung mindestens zwei Spezies/Komplexe mit unterschiedlichen
Konformationen existieren. Untersuchungen zur Substratbindung von HIV-1 RT geben
Hinweise darauf, daBl das Verhiltnis der Anteile dieser Komplexe von der Natur des
Substrates (DNA/DNA oder DNA/RNA) abhingig ist (vgl. 1.6). Aus den 2D-Diagrammen
der Intensititsverteilung (Auftragung F. gegen F,) kann, durch Selektion eines 2D-
Intensititsbereiches, die Anzahl der Ereignisse in diesem Bereich bestimmt werden. So
konnen verschiedenen Spezies anhand der Einzelmolekiil-Ereignisse quantifiziert werden. Die
ermittelten Werte sind in Tabelle 3.7.2.4-1 aufgefiihrt.

In allen Experimenten kann zwischen zwei Spezies/Komplexen Unterschieden werden. Eine
Spezies zeigt Energietransfer, mit geringer Intensitit im griinen und hoher Intensitét im roten
Spektralbereich. Die zweite Spezies zeigt keinen oder nur geringen Energietransfer, mit hoher
Intensitdt im griinen und geringer Intensitdt im roten Spektralbereich. Das Verhiltnis (der
Ereignisse) der beiden Spezies betrédgt in allen Experimenten, mit einer Ausnahme, ca. 50:50.

Nur fiir den Komplex RT&?7C-Ax489)_ppgy5/RNA tritt bei einer Anregungswellenlinge von
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496 nm, mit 40:60 eine abweichende Verteilung der beiden Spezies auf. Bei gleichzeitiger
Anregung bei 496 nm und 647 nm betridgt das Verhéltnis wiederum 50:50. Die zusétzliche
Anregung bei 647 nm sollte allerdings keine Auswirkung aus das Verhiltnis der beiden Spezies
haben, wie alle anderen Messungen bestitigen. Im nédchsten Abschnitt wird daher eine

eingehendere, kinetische Analyse der Experimente beschrieben.

Tabelle 3.7.2.4-1: Anzahl der Ereignisse fiir verschiedenen Spezies aus den 2D-Diagrammen
der Einzelmolekiil-Experimente mit den Enzymen RT®281C-Ax88) | p p(KIFTC-Aexad®) 04 den
Substraten PBSCy5/DNA und PBSCy5/RNA und die daraus bestimmten prozentualen
Verhiltnisse zwischen den Spezies. Fg, F;: Intensitét im griilnen bzw. roten Spektralbereich.

Enzym RT(KZSIC-Alexa488) RT(K287C-Alexa488)

im Komplex mit PBSCy5/DNA | PBSCy5/RNA | PBSCy5/DNA | PBSCy5/RNA

Anregungswellenldnge im | 496 496+ 496 |496+ 496 496+ |496 496 +
Experiment / [nm] 647 647 647 647

Ereignisse im Bereichder 1. | 1793 | 5051 (4047 |4882 |2822 |5477 |1155 [4212
Spezies (Fy gering , Frhoch) | (519%) | (49%) |(52%) | (50%) | (53%) | (56%) | (39%) | (51%)

Ereignisse im Bereich der 2. | 1722|5279 3665 [4913 |2480 [4260 |1816 |4028
Spezies (Frgering, Fghoch) |(49%) [(51%) |(48%) | (50%) | (47%) | (44%) | (61%) | (49%)

Kinetische Analyse der Einzelmolekiil-Experimente

Aufgrund der widerspriichlichen Ergebnisse hinsichtlich der Verteilung der zwei
unterscheidbaren Spezies in den Komplexen, wurden die Daten aus den Einzelmolekiil-
Experimenten ebenfalls zeitlich aufgelost analysiert.

Alle bis hierher dargestellten 2D-Diagramme stellen die Summen aus 2D-Diagrammen von
mindestens zwei unabhidngigen Experimenten mit nahezu identischen Intensitdten dar. Die
Daten der summierten Diagramme lassen sich aber nicht zeitlich aufgelost analysieren. Daher
miissen die Daten aus den einzelnen Experimenten getrennt analysiert werden. In Abbildung
3.7.2.4-1 1st der zeitliche Verlauf eines Einzelmolekiil-Experimentes am Beispiel einer
Messung des Komplexes RT(Kzg1C'A1€xa488)—PBSCy5/DNA dargestellt. Zur besseren Trennung
der beiden Spezies ist das Verhiltnis Fo/F; gegen die Zeit aufgetragen. Die Spezies, die
Energietransfer zeigt, ist im unteren Teil des 2D-Diagramms, mit einem Intensitdtsverhéltnis

Fo/F: <3, zu erkennen. Die andere Spezies zeigt ein Intensititsverhéltnis Fo/F,> 3.
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Fiir die einzelnen Experimente wurde jeweils ein solches Diagramm erstellt. Darin wurden fiir
einen Zeitraum, der einem Viertel des gesamten gemessenen Zeitbereiches entspricht, die
Ereignisse mit einem Intensititsverhdltnis Fg/F, < 3 (Energietransfer) und einem
Intensititsverhéltnis F/F: > 3 (kein oder wenig Energietransfer) zu Beginn (t = 0 - 1/4tgs), in
der Mitte (t = 3/8 — 5/8tgs) und am Ende der Messung (t = 3/4 — Itgs) gezdhlt. Beispiel: Der
gesamte Zeitbereich der Messung betrug 2000 s. Dann wurden in den Zeitfenstern von 0-

500s, 750-1250s und 1500-2000s die Ereignisse fiir die verschiedenen Spezies gezéhlt. Vom
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Abbildung 3.7.2.4-1: links: Auftragung des Intensitdtsverhdltnisses Fg/F:, des griinen und
roten Spektralbereichs. Die Histogramme zeigen die Anzahl der Ereignisse zu einem
Zeitpunkt (oben) bzw. mit einem entsprechenden Intensitiatsverhiltnis (rechts). ex* gibt die in
dem Experiment verwendete(n) Anregungswellenldnge(n) an. rechts: Farbcode fiir das
zweidimensionale Diagramm.

zeitlichen Ablauf her wurden die Experimente so gestaltet, da3 mit der selben Probe erst eine
Messung mit Anregung bei 496 nm und 647 nm, und dann eine Messung mit Anregung bei
496 nm durchgefiihrt wurden. Es wurden so bis zu vier Messungen mit ein und derselben
Probe direkt hintereinander durchgefiihrt. Daher ist eine Analyse des Verhiltnisses der beiden
Spezies iiber einen groferen Zeitraum moglich. Eine Messung dauerte im Durchschnitt 40
min.

In den Tabellen 3.7.2.4-2 bis 3.7.2.4-6 sind die Ergebnisse der kinetischen Analysen
aufgefiihrt. Die Abbildung 3.7.2.4-2 veranschaulicht exemplarisch die in Tabelle 3.7.2.4-5
aufgefiihrten Werte, indem fiir jedes Wertepaar das dazugehdrige 2D-Diagramm dargestellt
ist. Die ermittelten Werte zeigen allgemein eine gewisse Variation mit der Zeit.
Nichtsdestotrotz ist zu erkennen, daB3 der Anteil der Spezies mit Fy/F; <3, also der Anteil der

Energietransfer zeigt, mit der Zeit abnimmt. Hierbei verringern sich besonders die
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Absolutwerte der Spezies mit Fy/F; <3, wihrend sich die Absolutwerte fiir die Spezies mit
Fy/F: >3 nur geringfiigig verdndern. Des weiteren sind die zeitlichen Anderungen in den
Komplexen mit dem DNA/DNA-Substrat geringerer als in denen mit dem DNA/RNA-
Substrat. Der Anteil mit Fg/F; <3 veréindert sich im Komplex RT***'¢A€x4%9)_ppgcy5/DNA
im Laufe der Messung von 57% auf 46%-50% und bleibt im Komplex RT®2#7C-Akx488)
PBSCy5/DNA relativ konstant bei 58%. Im Komplex RT®?'CAR8)_ppgCy5/RNA nimmt
der Anteil mit Fo/F: <3 von 58% auf 49%-55% ab. Die auffilligste Anderung zeigt der
Komplex RT***7C-Ax49)_ppgCy5/RNA. Hier verringert sich der Anteil mit Fy/F; <3, in zwei
unabhingigen Experimenten, stetig von ~58% auf 27%-36%.

Tabelle 3.7.2.4-2: Zeitlicher Verlauf der Ereignisse fiir die zwei Spezies mit F¢/F, >3 und
F¢/F: <3 in Einzelmolekiil-Experimenten mit dem Komplex RT* /A48 ppgcy5/DNA.
Gleichfarbige Felder (Weil und Grau) kennzeichnen =zeitgleich Ereignisse und sind
untereinander aufgefiihrt. Die einzelnen Teilexperimente wurden mit den selben Probe in der
angegebenen zeitlichen Abfolge durchgefiihrt, Fg, F.: Intensitit im griinen bzw. roten
Spektralbereich.

zeitlicher Verlauf des Experimentes 2> = >

RTK281C-Akxa488) ppy SCy5/DNA (Experiment 1)

Experiment 1.1 Experiment 1.2

t:0-1/4tges t:3/8- t:3/4- tZO- t:3/8- t:3/4‘1tges

(Startwerte) |5/8tees |ltges | 1/Ataes | 5/8tges (Endwerte)

Ereignisse F/F: >3 [ 235 254 [216 |317 |306 252
(% - Anteil) (43%) (48%) | (50%) |(54%) |(54%) | (50%)
Ereignisse F/F: <3 [316 271|217 |273  |260 257
(% - Anteil) (57%) (52%) | (50%) |(46%) |(46%) | (50%)

Vergleicht man die aus den kinetischen Analysen ermittelten Verhéltnisse der beiden Spezies
mit denen aus den summierten 2D-Diagrammen (vgl. 3.7.2.2), so féllt auf daB sich die Werte
aus den kinetischen Analysen insbesondere zu Beginn eines Experimentes (Startwerte) von
den Werten aus den summierten 2D-Diagrammen unterscheiden.

ZusammengefalB3t ist festzustellen, daB3 die Absolutwerte der Ereignisse fiir den Komplex, der
Energietransfer zeigt, schneller sinken, als die fiir den Komplex der keinen oder nur geringen
Energietransfer zeigt. Das bedeutet, dal der Komplex, der Energietransfer zeigt, schneller

dissoziiert, als der Komplex der keinen oder nur geringen Energietransfer zeigt.
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Tabelle 3.7.2.4-3: Zeitlicher Verlauf der Ereignisse fiir die zwei Sgoezies mit Fg/F: >3 und
F¢/F: <3 in Einzelmolekiil-Experimenten mit dem Komplex RT*?*'CA489_ppgy5/RNA.
Weitere Erldauterungen siche Tabelle 3.7.2.4-2.

zeitlicher Verlauf des Experimentes > - -

RTK28IC-Alexads8) ppy SCy5/RNA (Experiment 2)

Experiment 2.1 Experiment 2.2 Experiment 2.3

t=0- t=3/8- [t=3/4- [t=0- [t=3/8- [t=3/4- |t=0- |t=3/8- |t=3/4-
1/4tges S/Stges 1tges 1/4tges S/Stges ltges 1/4tges 5/8tges ltges
(Start) (Ende)

Ereignisse | 477 | 488 | 484 | 554 | 521 | 446 | 412 | 4l6 | 447
Fy/F: >3

(%-Anteil) | (42%) | (47%) | (48%) | (51%) | (48%) | (44%) | (44%) | (45%) | (51%)

Ereignisse | 654 | 556 | 518 | 536 | 567 | 557 | 534 | 515 | 424
Fy/F: <3

(%-Anteil) | (58%) | (53%) | (52%) | (49%) | (52%) | (56%) | (56%) | (55%) | (49%)

Tabelle 3.7.2.4-4: Zeitlicher Verlauf der Ereignisse fiir die zwei S}gezies mit Fg/F: >3 und
F/F: <3 in Einzelmolekiil-Experimenten mit dem Komplex RT***7¢-Ax488) ppgcy5/DNA.
Weitere Erlduterungen sieche Tabelle 3.7.2.4-2.

zeitlicher Verlauf des Experimentes > 2> 2>
RTH7C-ALx488) ppgCy5/DNA (Experiment 3)
Experiment 3.1 Experiment 3.2

t=0-1/4tges  |t=3/8- |t=3/4- [t=0- [t=3/8-  |t=3/4- ltges

(Startwerte) |5/8tees | ltees | 1/4tges | 5/8tges (Endwerte)

Ereignisse Fy/F: >3 364 319 | 338 | 341 362 312
(prozentualer Anteil) | (42%) | (41%) | (49%) | (44%) | (45%) (42%)

Ereignisse Fy/F: <3 493 458 354 436 444 425

(prozentualer Anteil) | (58%) | (59%) | (51%) | (56%) | (55%) (58%)
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Tabelle 3.7.2.4-5: Zeitlicher Verlauf der Ereignisse fiir die zwei Spezies mit F¢/F; >3 und
F/F: <3 in Einzelmolekiil-Experimenten mit dem Komplex RT***7C-A%4%)_ppgcy5/RNA.

Weitere Erlduterungen siche Tabelle 3.7.2.4-2.

zeitlicher Verlauf des Experimentes 2> > >

RT&287C-Akxa488) ppy SCy5/RNA (Experiment 4)

Experiment 4.1 Experiment 4.2

t:0—1/4tges t:3/8— t:3/4—1tges tZO- t:3/8— t:3/4-1tges

(Startwerte) | 5/8tees 1/4tes | 5/8tees | (Endwerte)

Ereignisse Fo/F; >3 219 197 184 121 116 122
(prozentualer Anteil) (43%) (51%) | (51%) | (49%) | (63%) (73%)

Ereignisse Fyo/F; <3 287 193 180 128 69 44
(prozentualer Anteil) (57%) (49%) | (49%) | (51%) | 37%) (27%)

Tabelle 3.7.2.4-6: Zeitlicher Verlauf der Ereignisse fiir die zwei Spezies mit F¢/F; >3 und
F¢/F: <3 in Einzelmolekiil-Experimenten mit dem Komplex RTKH7C-ARSE) pp SCy5/RNA.
Weitere Erldauterungen siche Tabelle 3.7.2.4-2.

zeitlicher Verlauf des Experimentes 2> 2> =

RTH VAR pBGCy5/RNA (Experiment 5)

Experiment 5.1 Experiment 5.2

t:0-1/4tges t:3/8- t:3/4-ltges t:O- t:3/8- t:3/4-1tges

(Startwerte) 5/8tges 1/Atges | 5/8tges (Endwerte)

Ereignisse F¢/F: >3 290 296 276 334 387 305
(prozentualer Anteil) (42%) (54%) | (52%) | (54%) | (63%) (64%)

Ereignisse Fy/F; <3 393 251 251 280 226 168

(prozentualer Anteil) (58%) (46%) | (48%) | (46%) | (37%) (36%)
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Abbildung 3.7.2.4-2: Darstellung der Wertepaare aus Tabelle 3.7.2.4-5, fiir den zeitlichen
Verlauf des Einzelmolekiil-Experimentes mit dem Komplex RT®**¥C-ARx489) ppgrys/RNA.
Das Experiment beginnt in der linken Spalte oben und endet in der rechten Spalte unten. In
den Histogrammen fiir F; wird die zeitliche Verdnderung der Verhéltnisse besonders deutlich.
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4 Diskussion

4.1 Polymeraseaktivitit und Substratbindungseigenschaften der RT-Mutanten

Enzymtest und Bindungsstudien zeigen, daBl die Mutationen und anschlieBenden
Markierungen mit Reportergruppen keinen grofen Einflufl auf die Polymerasefunktion und
Substratbindungseigenschaften des Enzyms haben. Alle verwendeten RT-Mutanten tragen die
Mutationen C38S und C280S in p66 sowie C280S in p51. Dariiber hinaus muf3 zwischen den
Mutationen K281C in p51 und K287C sowie W24C in p66 unterschieden werden. Fiir die
Mutanten RT®*79 ynd RT®®'Y haben weder die Mutation, noch die anschlieende
Markierung mit einer Reportergruppe einen EinfluB3 auf die Polymeraseaktivitidt des Enzyms.
Die RNA-abhidngigen DNA-Polymeraseaktivititen der unmarkierten und markierten

T 9 und RT**' sind im Rahmen der Genauigkeit des Enzymtests nicht von

Mutanten R
der Aktivitit des Wildtyp Enzyms zu unterscheiden. Dieses Ergebnis impliziert, dal3 die
Mutationen C38S und C280S in p66 sowie C280S in p51 ebenfalls keinen EinfluB auf die
RNA-abhédngigen DNA-Polymeraseaktivitit des Enzyms haben.

Fiir die Mutante RT"** konnte erst nach der Markierung mit einer Reportergruppe eine
signifikant erniedrigte RNA-abhéngige DNA-Polymeraseaktivitit (50% der Aktivitdt des
Wildtyp Enzyms) festgestellt werden. In der Kristallstruktur der RT im Komplex mit einer
21/25mer DNA/DNA ist eine Wechselwirkung des natiirlichen Trp24 in p66 mit dem
Phosphatriickgrat des Matrizeniiberhangs (n+2 und n+3) zu erkennen'’”. Die reduzierte
Polymeraseaktivitit ist daher vermutlich auf eine verdnderte Substrat-Wechselwirkung des
Aminosdurerestes der Position 24, als Folge der Mutagenese und Markierung,
zuriickzufiihren.

Vergleichende Gleichgewichts-Bindungsstudien mit einer fluoreszenzmarkierten DNA/DNA
ergeben sehr dhnliche Dissoziationsgleichgewichtskonstanten (kp) fiir Wildtyp RT und die
Mutante RTV* 5279 zwar ist der kp-Wert von 6 nM fiir die Mutante doppelt so hoch wie
der entsprechende Wert fiir das Wildtyp Enzym (kp = 3 nM), jedoch sollte diese um den
Faktor 2 erhohte Dissoziationsgleichgewichtskonstante keinen EinfluB auf die
Substratbindung haben, besonders wenn man den fiir die ESR-Experimente verwendeten
Konzentrationsbereich von 30uM — 70uM beriicksichtigt.

In dem Konzentrationsbereich, in dem die Einzelmolekiil-Experimente durchgefiihrt wurden
(50 - 100 pM RT, 200-400 pM Primer/Matrize), war innerhalb weniger Minuten eine
vollstindige Dissoziation des RT-Primer/Matrize Komplexes bei einer Salzkonzentration von

80 mM KCI im MeBpuffer zu beobachten. Um die Dissoziationskonstante des RT-
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Primer/Matrize Komplexes zu erniedrigen, wurde die Salzkonzentration auf 10 mM KCI
gesenkt, wodurch sich die Dissoziationskonstanten um den Faktor 20 verringerten und die
Halbwertszeiten fiir die Komplexe von 2,56 s auf 156 s erhohten. In den Einzelmolekiil-
Experimenten (50 pM RT, 200 pM Primer/Matrize, 10 mM KCI im MeBpuffer), sollte trotz
der verringerten Halbwertszeit eine nahezu vollstindige Dissoziation {iber einen Zeitraum von
40 min zu beobachten sein. Da die pro Zeiteinheit detektierte Zahl an Komplexen aber nahezu
unveridndert blieb (vgl. 3.7.2.4), muBl durch die Verringerung der Salzkonzentration die

Affinitdt der Komplexe erhoht worden sein.

4.2 Konformation der Reversen Transkriptase von HIV-1 in Losung

Die verfiigbaren Kristallstrukturen von ligandenfreier und komplexierter RT zeigen einen
besonders auffilligen Unterschied. Vergleicht man die Struktur des ligandenfreien Enzyms
mit der des dsDNA-Komplexes, so erkennt man eine Rotation der Daumen-Doméne der p66-
Untereinheit von 30°- 40° “**"1 Diese Konformationsédnderung, von der geschlossenen zur
offenen Form, gibt die Furche fiir die Bindung der Nukleinséure frei und ermoglicht so die
Anlagerung des Substrats. Zusétzliche, kleinere strukturelle Unterschiede zwischen den
beiden Strukturen sind in der RNaseH-Doméne zu erkennen.

Fiir die ligandenfreie RT wurden zwei Kristallstrukturen geldst, die zwei unterschiedliche
Konformationen des Enzyms zeigen. Die geschlossene Konformation findet man in den

1.7 1281

Strukturen, die von Rodgers et al.” " und Hsiou et a gelost wurden. Demgegeniiber wurde

1. eine Struktur aufgeklart, die eine offene Konformation zeigt. Jedoch

von Esnouf et a
wurde diese Struktur durch Herauswaschen des schwach bindenden, nicht-nukleosidischen
Inhibitors HEPT aus bereits gewachsenen Kristallen erhalten. Daher ist nicht auszuschlie3en,
daBl die offene Konformation in dieser Struktur durch die Anordnung der Molekiile im
Kristallverband stabilisiert wurde. Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, in welcher der
Konformationen (offen oder geschlossen) die HIV-1 RT in Losung vorliegt. Dazu wurden
zundchst die natiirlichen Losungsmittel-zugénglichen Cysteine, Cys280 in p51 sowie Cys38
und Cys280 in p66, mit Hilfe der ortsspezifischen Mutagenese durch Serine ausgetauscht.
AnschlieBend wurden mit der gleichen Methode an den Positionen 24 und 287 in p66
Cysteine eingefiihrt, die dann mit Spinsonden markiert wurden. Die resultierende zweifach
spinmarkierte RT-Mutante konnte dann benutzt werden, um die Konformation der Daumen-

/Finger-Domine des ligandenfreien und komplexierten Enzyms mittels ESR-Spektroskopie zu

untersuchen.
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HIV-1 RT im Komplex mit dem pseudoknot-RNA-Inhibitor

In einem ersten Experiment wurden die Abstinde der Spinsonden in RT gebunden an einen
pseudoknot-RNA-Inhibitor analysiert. Dieses RNA Aptamer wurde urspriinglich durch die
SELEX Methode identifiziert™. Kiirzlich wurde auch die Rontgen-Kristallstruktur des
Komplexes mit der HIV-1 RT aufgekléirt[zg]. In der Struktur kann man erkennen, daB die
RNA-Bindestelle zwischen den aktiven Zentren der Polymerase- und der RNaseH-Domine
liegt und dadurch einen Teil der Bindungsfurche fiir das natiirliche Substrat {iberdeckt. Ein
Vergleich der Kristallstrukturen des pseudoknot-RNA- und dsDNA-Komplexes der RTZ%77
zeigt, daB3 die RNA eine groBBere Anzahl von Wechselwirkungen mit dem Enzym aufweist als
das natiirliche Substrat. Die doppelstringige DNA zeigt iiberwiegend Wechselwirkungen in
der Néhe des aktiven Zentrums der Polymerase-Doméne (Finger- und Daumen-Doméne in
p66) und mit der RNaseH-Domine. Die pseudoknot-RNA weist neben Wechselwirkungen
mit dhnlichen Regionen in p66 zusitzliche Kontakte mit der kleineren p51-Untereinheit auf.
Dadurch ist die RNA sehr fest an das Protein gebunden, wohingegen die dsDNA scheinbar
iiber die Furche fiir die Nukleinsdure-Bindung gleitet. Die groBe Anzahl von
Wechselwirkungen zwischen RNA und RT erkliren auch den durch Bindungsstudien
ermittelten auBlergewdhnlich niedrigen kp von ~25 pM und die dariiber hinaus sehr

spezifische Wechselwirkung des Inhibitors mit der HIV-1 RT®!

. Die geschlossenen
Konformation der RT im Komplex mit der pseudoknot-RNA wird durch intensive
elektrostatische Wechselwirkungen der RNA mit verschiedenen basischen Aminosdureresten
der Helix I in der Daumen-Doméne von p66 stabilisiert. Aus der Kristallstruktur der
ligandenfreien RT*" kann nicht abgeleitet werden, ob die geschlossene Konformation auch in
Losung vorliegt, da nicht ausgeschlossen werden kann, daBl diese Struktur durch die
Wechselwirkung der Proteine im Kristallverband induziert und/oder stabilisiert wird. Daher
ist auch nicht klar, ob die pseudoknot RNA fiir die geschlossene Konformation der RT
selektiert wurde, wie von Jager et al.*’! vorgeschlagen. Alternativ dazu konnten die Protein-
RNA-Wechselwirkungen die geschlossene Konformation induziert haben. Um diese Frage zu
kldren, wurden Abstandsbestimmungen zwischen zwei Spinsonden in den Spitzen der
Daumen- und Finger-Doméne der RT-Mutante RTWHEREL K2TERD - ittels  ESR-
Spektroskopie durchgefiihrt. Die Analysen der ESR-Spektren der Mutante im Komplex mit
der pseudoknot RNA ergeben einen Abstand von 11 A — 14 A, abhingig von der Temperatur,
zwischen den Spinsonden an Cys24 und Cys287 in p66, in Losung. Der Abstand kann nicht

genauer angegeben werden, da sich die dipolaren Wechselwirkungen mit steigender

Temperatur teilweise ausmitteln. Jedoch stimmt dieser Wert sehr gut mit dem Abstand von
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11,9 A zwischen den Cg-Atomen von Trp24 und Lys287 in der Kristallstruktur des RT-
pseudoknot-RNA Komplexes iiberein. Des weiteren ist die Linienform der Spektren der
ligandenfreien und pseudoknot RNA gebundenen RT bei 294 K nahezu identisch, weshalb
auch die Konformationen des Enzyms sehr dhnlich sein muf3. Dies zeigt zum ersten Mal, daf3
die ligandenfreie RT in Losung bei 294 K zum groBten Teil in der geschlossenen
Konformation vorliegt. Daraus kann man ableiten, dall die pseudoknot RNA wiéhrend der
SELEX-Prozedur fiir die geschlossenen Form der RT selektiert wurde. Die Selektion fiir die
geschlossene Konformation bedeutet gleichzeitig, dal weder im Enzym, noch in der RNA
grofBere Konformationsdnderungen durch die Komplexbildung stattfinden. Dies kann als einer
der Griinde fiir die auBergewohnlich kleine Dissoziationskonstante bzw. hohe Affinitit dieses
Komplexes angefiihrt werden.

Anhand von temperaturabhdngigen Messungen konnte ebenfalls gezeigt werden, dal3 die fiir
den RT-pseudoknot-RNA Komplex bestimmten Abstinde innerhalb des beobachteten
Temperaturbereiches (170K — 313K) konstant waren, was im Gegensatz zu den Ergebnissen
fiir das ligandenfreie Enzym steht (siehe unten). Das zeigt sehr deutlich, daBB der RNA
Inhibitor das Gleichgewicht zwischen der offenen und geschlossenen Form durch Fixierung
der Daumen-Doméne in der geschlossenen Konformation verschiebt. Neben der teilweisen
Besetzung der Bindungsfurche stabilisiert der Inhibitor zusitzlich eine Konformation, welche
es dem Nukleinsdure-Substrat unmoglich macht in produktive Wechselwirkung mit dem

Enzym zu treten.

HIV-1 RT im Komplex mit dsDNA

In weiteren Experimenten wurde die Konformation der RT im Komplex mit einem 18/36mer
DNA/DNA Substrat untersucht, wiederum mit Hilfe der zweifach spinmarkierten Mutante
RTWHCRE K2TCRD Bislang wurden zwei verschiedene Kristallstrukturen der HIV-1 RT im
Komplex mit dsDNA aufgeklirt. Eine zeigt die RT gebunden an eine 18/19mer
DNA/DNAPY. Die zweite Struktur besteht aus einer 21/25mer DNA/DNA, die kovalent mit
der RT verkniipft ist und zusétzlich ein dTTP am aktiven Zentrum der Polymerase-Doméne
gebunden hat. Im Vergleich zu dem Komplex ohne dTTP ist die Finger-Doméine (in p66) im
Komplex mit dTTP in Richtung der Daumen-Doméne gebogen, was zu einer Verringerung
des Abstandes der Cg-Atome von Trp24 (Finger) und Lys287 (Daumen) um 6 A, von 35 A
auf 29 A fiihrt. Die Analyse der ESR-Spektren der spinmarkierten Mutante RTWHCERI K287C
R im Komplex mit dem 18/36mer in gefrorener Losung, liefert einen mittleren Anstand der

Spins von 19 A. Beriicksichtigt man die Linge der Spinsonden-Seitenketten von 7 A, an
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deren Ende sich das freie Elektron befindet, und nimmt man gleichzeitig an, dal3 die
Spinsonden aufeinander zeigen, so ergibt sich in maximaler Abstand der Csg-Atome von
Cys24 und Cys287 von 33 A. Daher erscheint in der gefrorenen Losung der Abstand der
Daumen- und Finger-Domine eher dem zu entsprechen, der in dem RT-dsDNA-dTTP
Komplex gefunden wurde.

Die Raumtemperatur-ESR-Spektren der zweifach und einfach spinmarkierten RT im
Komplex mit dem 18/36mer sind nahezu identisch. Daher muf} die Linienverbreiterung, die
sich aus Spin-Spin Wechselwirkung resultiert, kleiner als 0,2 Gauss sein, was einem
Interspinabstand von mehr als 20 A entspricht (vgl. 2.5.1.4). Dieses Ergebnis stimmt mit einer
offenen Konformation der Komplexe in Losung iiberein, die auch durch die Tieftemperatur-

Messungen ermittelt wurde.

Temperaturabhdngigkeit der Konformation der ligandenfreien HIV-1 RT

Die ESR-Spektren der zweifach markierten, ligandenfreien RT bestehen aus zwei
Komponenten, die identisch mit den Linienformen der Spektren der RT-pseudoknot-RNA und
-dsDNA Komplexe sind. Die fiir die Messungen verwendete perdeuterierte PN-MTS-
Spinsonde besitzt eine geringe intrinsische Linienbreite, die zusammen mit der starken
dipolaren Verbreiterung der Spektren eine gute Trennung der beiden Komponenten
ermoglicht. Die Analyse der Population der beiden Komponenten zeigt, dal bei tiefen
Temperaturen (273 K) 35% der RT in der offenen Konformation vorliegen. Erhht man die
Temperatur, so verringert sich der Anteil der Komponente, die eine offenen Konformation
zeigt. Bei physiologischen Temperaturen (313 K) zeigen 95% aller Molekiile eine
geschlossene Konformation. Der flir diese geschlossene Konformation in Losung
abgeschitzte Abstand der Daumen- und Finger-Domdne stimmt mit dem in der
Kristallstruktur®” iiberein. Aus der Temperaturabhingigkeit der Gleichgewichtskonstanten
konnte eine Reaktionsenthalpie von 34,5 kJ/mol fiir den Ubergang von der offenen in die
geschlossene Konformation berechnet werden. Die Entropiedifferenz der Konformationen
betrdgt 134 J/(mol-K).

Alle ESR-Spektren der ligandenfreien RT konnten im betrachteten Temperaturbereich durch
deckungsgleiche Mischspektren aus den Spektren der offenen und geschlossenen
Konformation dargestellt werden. Daraus kann man folgern, dal Konformationen mit anderen
Interspinabstidnden als in der offenen oder geschlossenen Konformation nicht vorliegen, oder
daB diese kurze Lebensdauern aufweisen. Versuche die Konformationen der ligandenfreien

RT durch schockgefrieren von 273 K auf 170 K zu fixieren, resultierten in der offenen
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Konformation als iiberwiegende Komponente. Daher muB3 die Ubergangsrate zwischen der
offenen und geschlossenen Konformation schnell sein, verglichen mit der

Abkiihlgeschwindigkeit von ~50K/s.

Konformation von RT-NNRTI Komplexen in Losung

Die Komplexe der HIV-1 RT mit den nicht-nukleosidischen Inhibitoren Nevirapine[m und S-
TIBO"" zeigen in den Rontgen-Kristallstrukturen eine offene Konformation. Vergleicht man
ESR-Spektren der doppelt spinmarkierten RT im Komplex mit den NNRTIs, mit
Superpositionen der Spektren der einfach spinmarkierten Enzyme, so ergeben sich keine
Hinweise auf Spin-Spin-Wechselwirkungen. Daher liegt die RT in Komplexen mit Nevirapine
und S-TIBO in Losung bei 294K in der offenen Konformation vor. Diese muf3 durch die

Inhibitoren stabilisiert sein.

4.3 Analyse der Konformation von RT-Primer/Matrize Komplexen mittels

Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie

Detaillierte Informationen iiber die Struktur von RT-Primer/Matrize Komplexe geben zwei
unterschiedliche Rontgen-Kristallstrukturen von RT-DNA/DNA Komplexen. Eine zeigt die
RT, gebunden an eine 18/19mer DNA/DNA, in einem terndren Komplex mit dem Fab
Fragment Fab28 (vgl. Abbildung 1.5—1)[26]. Die Kristalle dieses Komplexes wurden in
Abwesenheit der Nukleinsdure, durch Kokristallisation der RT und des Fab Fragmentes
hergestellt. AnschlieBend wurden die Kristalle in eine Losung mit der DNA/DNA {iberfiihrt,
so daB diese durch Diffusion in die Kristalle gelangen und sich an die RT anlagern konnte™.
Die zweite Rontgen-Kristallstruktur stellt den Komplex aus RT und einer 25/21mer
DNA/DNA dar, in dem die Nukleinsdure iiber eine Disulfid-Briicke kovalent an das Enzym
gebunden ist. Der 21mer Primerstrang der Primer/Matrize ist am 3‘-Ende mit einem
Didesoxynukleotid terminiert. Dies ermdglicht die Bindung eines dNTPs, hier eines dTTPs,
am aktiven Zentrum der Polymerase-Doméne, ohne daf} dieses in den Primerstrang eingebaut
werden kann.

Fiir die Kristallisation der RT-DNA/DNA Komplexe muBlte die Komplexbildung von RT und
Nukleinsdure in beiden Fillen auf unnatiirliche Weise herbeigefiihrt werden. Die ermittelten
Strukturen stellen daher vermutlich nicht, oder nur zum Teil, die realen Anordnungen von RT
und Nukleinsdure in Losung dar. Fiir das ligandenfreie Enzym konnte durch die ESR-
Experimente bereits gezeigt werden, daf die in der Kristallstruktur vorliegende Konformation

nur zum Teil den realen Konformationen in Losung entspricht (vgl. 4.2). Die Vermutung, daf3
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RT-Primer/Matrize Komplexe in Lésung auch noch andere Konformationen annehmen kann
als die, die in den Kristallstrukturen vorliegen, wird von Untersuchungen zur Substratbindung
von HIV-1 RT untermauert (vgl. 1.6). Hierbei wurde in Pre-Steady-State Analysen die
Geschwindigkeit der Substratbindung untersucht, wobei der Nukleotideinbau als Signal fiir
die Substratbindung diente. Dadurch konnten drei verschiedenen Geschwindigkeiten fiir die
Komplexbildung nachgewiesen werden. Diese drei Geschwindigkeiten wurden in einem
Modell (Abbildung 1.6-1) drei RT-Substrat Komplexen mit unterschiedlichen
Konformationen zugeordnet. Dieses Modell zeigt einen weit komplexeren Mechanismus der
Wechselwirkung von Polymerasen mit Nukleinsdure-Substraten als bislang angenommen. Um
dieses Modell aus struktureller Sicht zu beleuchten, wurden in dieser Arbeit RT-
Primer/Matrizen Komplexe auf die rdumliche Anordnung von Substrat und Protein hin
untersucht. Als Methode wurde die Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie in Kombination
mit FRET verwendet.

Um durch FRET-Messungen Aussagen iiber die rdumliche Anordnung eines Systems treffen
zu konnen, bendtigt man ein Donor/Akzeptor-System, in dem sich die beiden Fluorophore an
definierten Stellen, die einen gewissen Abstand haben, befinden (vgl. 2.5.2.2). Um die relative
Anordnung von RT und Substratmolekiilen in einem RT-Substrat Komplex zu untersuchen,
muf} die RT wie auch das Substrat einen der beiden Fluorophore des Donor/Akzeptor-
Systems tragen. Zur Fluoreszenzmarkierung der RT wurden zundchst die natiirlichen
Losungsmittel-zuginglichen Cysteine, Cys280 in p51 sowie Cys38 und Cys280 in p66, mit
Hilfe der ortsspezifischen Mutagenese durch Serine ausgetauscht. AnschlieBend wurden mit
der gleichen Methode, getrennt voneinander, an den Positionen 287 in p66 und 281 in p51
Cysteine eingefiihrt, die dann mit dem Donor Alexa488 markiert wurden. Die resultierenden
einfach markierten RT-Mutanten RT&?CARE) g RTETCAREY | snnten dann fiir die
Einzelmolekiil-FRET-Experimente benutzt werden. Der fiir die Messungen verwendete, am
5‘-Ende mit dem Akzeptor Cy5 markierte DNA-Primerstrang, wurde mit einem 35mer DNA-
bzw. RNA-Matrizenstrang hybridisiert. Daraus ergaben sich die in dieser Arbeit verwendeten
Primer/Matrizen PBSCy5/DNA und PBSCy5/RNA. Die 35mer RNA wurde durch in vitro-
Transkription hergestellt.

Aus den kinetischen Untersuchungen zur Substratbindung geht hervor, daB3 eine Teil der
Komplexe in einer Konformation vorliegt, die erst nach Dissoziation und nachfolgender
Reassoziation Nukleotide in den RT-Primer/Matrizen Komplex einbauen kann™. Dieser
Komplex wird als ,,dead end“-Komplex bezeichnet. Fiir diesen Komplex wird eine

Anordnung von RT und Substrat vermutet, in der sich das 5‘-Ende des Primerstranges in der
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Néhe des aktiven Zentrums der Polymerase-Domine befindet. Die Vermutung beruht darauf,
daB die Furche in der das Substrat bindet, aufgrund ihrer Ladungseigenschaften geeignet sein
sollte, das Substrat auch in einer umgedrehten Orientierung zu binden. Ausgehend von dieser
Hypothese wurden die Positionen fiir die Fluoreszenzmarkierung der RT so ausgewdhlt, da3
sich deutlich unterschiedliche Effizienzen fiir den Energietransfer zwischen dem Donor an der
RT und dem Akzeptor an der Primer/Matrize, fiir die verschiedenen Orientierungen ergeben

sollten (vgl. 3.7).

RT im Komplex mit DNA/DNA

In Einzelmolekiil-Experimenten wurden die RT-DNA/DNA Komplexe RTK21C-Alexadss)_
PBSCy5/DNA und RT®2*7¢A%48) ppgCy5/DNA untersucht. Fiir beide Komplexe liefert
die Analyse der Daten aus den Experimenten mit direkter Anregung des Donors (496 nm) 2D-
Diagramme der Auftragung F; gegen F,, in denen zwei klar separierte ,,Inseln* zu erkennen.
Die Zentren der Inseln weisen dementsprechend deutlich voneinander unterscheidbare
Fluoreszenzintensititen flir den grinen und roten Spektralbereich bzw. die Donor- und
Akzeptor-Fluoreszenz auf. Einer Insel in einem 2D-Diagramm ist jeweils eine Spezies mit
bestimmten Fluoreszenzintensitdten zuzuordnen.

Fiir den Komplex RT®**!¢A#48)_ppgCy5/DNA konnte eine Spezies identifiziert werden,
diec eine um 85% reduzierte Donor-Fluoreszenz aufweist, die mit einer stark erhohten
Akzeptor-Fluoreszenz einher geht. In diesem Komplex hat demzufolge ein Energietransfer
mit einer Effizienz von mehr als 75% stattgefunden. Unter Beriicksichtigung eines
Forsterradiuses von 51A, kann man auf einen Maximalabstand zwischen Donor und Akzeptor
von 45A schlieBen (vgl. 2.5.2.2). Dieser Abstand zwischen dem 5‘-Ende des Primers und der
Position 281 in p51, stimmt gut mit dem aus den Kristallstrukturen abgeschdtzten Abstand
von 40A (vgl. 3.7), fiir die in den Kristallstrukturen vorliegende Konformation der RT-
Primer/Matrize Komplexe, liberein. Da der Energietransfer flir diesen Komplex sehr hoch ist,
fiihren kleine Abstandsinderungen in diesem Abstandsbereich auch nur zu kleinen
Anderungen in der Transfereffizienz. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, da sich in
dieser Spezies mehrere Konformation des Komplexes verbergen, die aufgrund geringer
Abstandsdifferenzen nicht aufgelost werden konnen.

Die zweite fir den Komplex RT®?'CA%%) ppgCy5/DNA identifiziert Spezies weist
Intensitdten auf, die geringfligig hoher sind als die der ligandenfreien RTEPICARE) Byreh
eine Koinzidenzanalyse konnte jedoch gezeigt werden, daBl diese Spezies nicht aus dem

ligandenfreien Enzym sondern aus dem Komplex RT*?*!C-AR¥4%%) ppgrys/DNA besteht
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(3.7.2.2). Aufgrund der geringen Intensitdtsunterschiede zum ligandenfreien Enzym, kann fiir
diese Spezies nicht entschieden werden, ob Energietransfer stattgefunden hat oder nicht.
Daher ist in dieser Konformation des Komplex der Akzeptor am 5°-Ende des Primers
mindestens 80 A vom Donor am Cys281 in p51 entfernt. Damit konnte dieser Komplex in
einer Konformation vorliegen, in der sich daB3 5’-Ende des Primerstranges in der Néhe des
aktiven Zentrums der Polymerase-Doméne befindet. Um dies zu iiberpriifen kann man die
Messungen mit dem Komplex RT®? AR _ppgCy5/DNA heranzichen, da sich hier die
fluoreszenzmarkierte Stelle des Enzyms in der Nihe des aktiven Zentrums der Polymerase-
Doméine befindet. Der Komplex RT***7¢A*4%9)_pBgCy5/DNA zeigt eine Spezies mit einer
um 60% reduzierten Donor-Fluoreszenz, was einem Abstand zwischen den Fluorophoren von
maximal 50 A entspricht. Die zweite Spezies, die fiir diesen Komplex identifiziert werden
konnte, zeigt keinen oder nur sehr geringen Energietransfer, woraus man einem Abstand
zwischen den Fluorophoren von mindestens 80 A ableiten kann. Grundsitzlich ist
anzunehmen, daB sich die Substratbindung in den Komplexen RT®?*7C-Ax488) ppgcys/ DNA
und RTHICARRS) pp SCy5/DNA nicht oder nur unwesentlich unterscheidet. Deshalb kann

man auch fiir den Komplex RT®2#7¢-Alexa488)

-PBSCy5/DNA erwarten, das eine der Spezies in
der Konformation bindet, in der sich das 3’-Ende des Primerstranges, wie im Komplex
RT(KZSlC'Alexa488)-PBSCy5/DNA, in der Ndhe der aktiven Zentrums der Polymerase-Doméne
befindet. Diese Konformation mul3 daher der Spezies des Komplexes RTK7C-Alexadss)_
PBSCy5/DNA zugeordnet werden, die eine um 60% reduzierte Donor-Fluoreszenz aufweist,
was einem Abstand zwischen den Fluorophoren von maximal 50 A entspricht. Der fiir diese
Konformation aus der Kristallstruktur abgeschitzte Abstand betrigt 40 A und stimmt damit
gut mit dem aus den Fluoreszenzintensititen abgeschitzten Abstand iiberein. Wiirde das 3°-
Ende des Primerstranges in der ndhe des aktiven Zentrums der Polymerase-Doméne binden,
sollte der Abstand zwischen den Fluorophoren ~30 A betragen, woraus eine Transfereffizienz
von mehr als 90% resultiert. Eine Spezies mit einer Transfereffizienz von mehr als 90% ist
aber nicht erkennbar. Demgegeniiber findet man eine zweite Spezies, die keinen oder nur sehr
geringen Energietransfer zeigt, was einem Abstand zwischen dem Akzeptor am 5‘-Ende des
Primerstranges und dem Donor an der Position 287 in p66 von mindestens 80 A entspricht.

Bilanzierend kann man aus den Messungen der Komplexe RT(KZSIC'Alexa488)—PBSCyS/DNA
und RTH?7CARS) pRoCy5/DNA  feststellen, daB in Losung mindestens zwei RT-

DNA/DNA Komplexe mit unterschiedlichen Konformationen existieren. Dabei entspricht

eine Konformation der, die in den Kristallstrukturen der RT-DNA/DNA Komplexe vorliegt.
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Die zweite Konformation unterscheidet sich deutlich von der ersten, jedoch kann fiir diese

Konformation keine genaue Lokalisation der Nukleinsiure auf der RT angegeben werden.

RT im Komplex mit DNA/RNA

Das fiir die Einzelmolekiil-Experimente verwendete DNA/RNA-Substrat PBSCyS5/RNA ist
sequenzidentisch zu dem DNA/DNA-Substrat PBSCy5/DNA.

Die Messungen mit den beiden Komplexen RT®CA¥48) ppgcy5/RNA und RT**C
Alexa488)—PBSCyS/RNA zeigen, dafl auch in RT-DNA/RNA Komplexen mindestens zwei
unterschiedliche Konformationen differenziert werden kdnnen. Diese Konformationen sind
im Wesentlichen identisch mit denen, die fiir die RT-DNA/DNA Komplexe gefunden wurden.
Ein signifikanter Unterschied ist jedoch fiir die Spezies die Energietransfer zeigt zu erkennen,
wenn man die Fluoreszenzintensititen fiir die DNA/DNA und DNA/RNA Komplexe der
RTHH7CARE) Gorgleicht. Fiir den Komplex RT® ¢4 ppgCy5/DNA weist diese
Spezies mittlere Intensitdten von Fy/F, = 19,75 kHz/25,21 kHz, bei direkter Anregung des
Donors (496 nm) auf. Im Komplex RT(K287C'Alexa488)-PBSCyS/RNA betragen diese mittleren
Intensitdten Fy/Fr= 12,11 kHz/36,39 kHz. Da im Komplex mit DNA/RNA die Intensitdten im
griinen Spektralbereich ~7 kHz niedriger und im roten Spektralbereich ~11 kHz hoher sind,
ist der Energietransfer im Komplex mit DNA/RNA grofer als im Komplex mit DNA/DNA.
Der hohere Energietransfer fiir den Komplex mit DNA/RNA bedeutet, dal der Abstand vom
5‘-Ende des Primerstranges zum Cys287 in p66 kleiner ist als im vergleichbaren Komplex mit
DNA/DNA. Bei angenommener gleicher Position des 3°-Endes des Primers am aktiven
Zentrum der Polymerase-Domédne weisen die Abstandsunterschiede auf eine gestauchte
Konformation des DNA/RNA-Hybrid im Vergleich zum DNA/DNA-Substrat hin. Von
DNA/RNA-Hybriden ist bekannt, dal} sie eine Konformation &dhnlich der der A-Form DNA
annchmen™". In der A-Form betriigt die Hohe pro Basenpaar 2,3 A, wihrend sie in der B-
Form 3,4 A miBt. In der Kristallstruktur der RT-DNA/DNA Komplexe kann man erkennen,
daB das an die RT gebundene DNA/DNA-Substrat in der Polymerase-Region (BP 1 - 4) eine
der A-Form #hnliche Konformation annimmt'’”. Von BP 5 nach BP 11 verindert sich die
Konformation allméhlich zu B-Form. Damit entspricht die Form eines an die RT gebundenen
DNA/DNA-Substrates eher der B-Form, wihrend die des DNA/RNA-Subtrates eher der A-

Form dhnelt.
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Mefsergebnisse im Vergleich mit dem kinetischen Modell zur Substratbindung von HIV-1 RT

Das Modell des kinetischen Mechanismus der HIV-1 RT-Substrat-Wechselwirkung (vgl. 1.6)
postuliert drei verschiedene Konformationen von RT-Primer/Matrize Komplexen. In einem
sogenannten produktiven Komplex kdnnen Nukleotide mit einer Geschwindigkeit von 20-60
s eingebaut werden. In einem unproduktiven Komplex konnen erst nach einer
Konformationséinderung Nukleotide eingebaut werden. Ein zweiter unproduktiver Komplex
kann erst nach Dissoziation und anschlieBender Reassoziation in den produktiven Komplex
iibergehen (,,dead end“-Komplex).

Fir den produktiven Komplex muB3 man annehmen, daB die Konformation der des
katalytischen Komplexes aus der Kristallstruktur der RT mit einer 21/25mer DNA/DNA und
gebundenem dNTP sehr dhnlich ist. Hier befindet sich das 3‘-Ende des Primerstranges am
aktiven Zentrum der Polymerase-Doméne. Eine der durch die Einzelmolekiil-Experimente
identifizierten Konformationen fiir RT-Primer/Matrize Komplexe konnte damit der des
produktiven Komplexes entsprechen, da auch fiir diese gezeigt werden konnte, dall das 3°-
Ende in der Ndhe des Primerstranges bindet.

Fiir den unproduktiven Komplex steht fest, dal er durch eine Konformationsédnderung in den
produktiven Komplex iibergeht. Uber die Konformation dieses Komplexe kann man bislang
nur spekulieren. Mit groer Wahrscheinlichkeit ist auch in diesem Komplex das Substrat
bereits so in der Furche fiir die Nukleinsdure gebunden, da3 das 3°-Ende des Primerstranges
zum aktiven Zentrum der Polymerase-Domédne orientiert ist. Andernfalls miifite dieser
Komplex dissoziieren, bevor er Nukleotide einbauen kann. Der Vergleich der Einzelmolekiil-
Experimente der Komplexen RT® ¢4 ppgrys/DNA  und  RTHZ7CAR),
PBSCy5/RNA haben gezeigt, dall die unterschiedlichen Konformationen der Nukleinsdure-
Substrate bereits signifikant unterschiedliche Intensitidten fiir die Donor- und Akzeptor-
Fluoreszenz liefern. Fiir die Konformation, in der das 3‘-Ende des Primerstranges zum
aktiven Zentrum orientiert ist, kann jedoch nur eine definierte Spezies identifiziert werden,
die auch dem produktiven Komplex entsprechen konnte (s.o0.). Daraus 146t sich ableiten, daf3
sich die Konformationen des produktiven und des unproduktiven Komplexes nur geringfiigig
in der Position des 3°-Endes des Primerstranges am dem aktiven Zentrum der Polymerase-
Domine unterscheiden.

Der dritte in dem kinetischen Modell postulierte Komplex, der ,,dead end“-Komplex, muf}
nach den vorangegangenen Uberlegungen der zweiten in den Einzelmolekiil-Experimenten
identifizierten Spezies entsprechen. Diese Spezies weist Fluoreszenzintensititen auf, die

denen der ligandenfreien RT-Mutanten sehr dhnlich sind. Diese Intensitidten konnen allenfalls

117



Diskussion

einem sehr geringen Energietransfer (< 5%) zugeordnet werden. Jedoch konnte durch
Koinzidenzanalysen gezeigt werden, dal3 es sich bei dieser Spezies um RT-Primer/Matrize
Komplexe aus fluoreszenzmarkiertem Enzym und fluoreszenzmarkierter Nukleinsdure
handelt. Damit ist das 5‘-Ende des Primerstranges mindestens 80 A von den Fluorophoren an
den Positionen 287 in p66 und 281 in pS1 entfernt. Diese Abstandsinformationen geben
Hinweise darauf, dafl das Substrat im ,,dead end“-Komplex nicht in der Bindungsfurche fiir
die Nukleinsdure lokalisiert ist. Dies konnte erkldren, warum der ,,dead end“-Komplex erst
dissoziieren muf}, bevor er in den produktiven Komplex iibergehen kann. Es fillt jedoch
schwer, aufgrund der Abstandsinformationen eine Orientierung der Nukleinsdure in diesem
Komplex anzugeben. Vorstellbar ist eine Bindung des Substrates senkrecht zur
Bindungsfurche fiir die Nukleinsdure, in der Finger-Domédne von p51, wobei das 5°-Ende des
Primerstranges auflerhalb des Proteins lokalisiert ist.

Die kinetischen Untersuchungen zur Substratbindung haben auch gezeigt, dal die Bindung
unterschiedlicher Substrate, DNA/DNA bzw. DNA/RNA, zu einer unterschiedlichen
Verteilungen zwischen dem produktiven, dem unproduktiven und dem ,,dead end“-Komplex
fihren So  konnte  fir DNA/RNA-Substrate  eine  Verteilung  zwischen
produktivem+unproduktiven Komplex und dem ,,dead-end“-Komplex von (80-90):(20-10)
gefunden werden™. Fiir DNA/DNA-Substrate wurde eine Verhiltnis von (50-70):(50-30)
bestimmt. Aus den Untersuchungen in dieser Arbeit geht hervor, daB3 die Verteilung zwischen
produktivem-+unproduktiven Komplex und dem ,,dead-end*“-Komplex, sowohl fiir DNA/DNA
als auch fiir DNA/RNA zu Beginn einer jeden Einzelmolekiil-Messung ca. 60:40 betrug. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dall im Verlauf einer Messungen der ,,dead-end“-Komplex
deutlich langsamer dissoziierte als der produktive bzw. unproduktive Komplex. Nimmt man
an, dall die Assoziationsraten fiir alle Komplexe dhnlich sind, fiihrt die kleinere
Dissoziationskonstante des ,,dead-end“-Komplexes zu einer kleineren Dissoziationsgleich-
gewichtskonstanten flir diesen Komplex. Die im Vergleich zu den anderen Komplexen
kleinere Dissoziationsgleichgewichtskonstante des ,,dead-end*“-Komplexes kann durch die in
den Experimenten im MeBpuffer enthaltene, sehr niedrige Salzkonzentration von 10 mM KCI
und 6 mM MgCl, induziert worden sein. Dies konnte erkldren, warum in dieser Arbeit in den
Messungen fiir die RT-DNA/RNA-Substrate ein groerer Anteil an ,,dead-end“-Komplex als
in den anderen Arbeiten gefunden wurde, in denen der MeBpuffer 50 mM KCI und 10 mM
MgCl, enthielt™*!.
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4.4 Zusammenfassung

Die Konformationsanalyse von HIV-1 RT mittels ESR-Spektroskopie, in Kombination mit
zweifach spinmarkiertem Enzym zeigt erstmalig, daB3 die ligandenfreie RT in Ldsung in
einem temperaturabhéngigen Gleichgewicht zwischen zwei definierten Konformationen, einer
offenen und einer geschlossenen, vorliegt. Die mafgeblich fiir die Konformationsédnderung
verantwortliche Daumen-Doméine nimmt bei physiologischen Temperaturen die
geschlossenen Form ein. Demgegeniiber ist bei tiefen Temperaturen (170K) die offene
Konformation bevorzugt. Konkrete Aussagen hinsichtlich der biologischen Funktion dieser
Dominenbewegung zu machen ist allerdings schwierig. Die durch die vorliegenden
Experimente erstmals gezeigte, hohe Flexibilitdt dieser Domédne in Losung, in Kombination
mit Rontgenstrukturdaten legen jedoch nahe, daf} sie an der Translokation des Nukleinséure-
Substrats wihrend der Polymerisationsreaktion beteiligt sein konnte. Weiterhin haben die
ESR-Strukturanalysen gezeigt, dal der mit Hilfe der SELEX Methode identifizierte
pseudoknot-RNA-Inhibitor fiir die geschlossene Konformation der RT selektiert wurde. Dies
kann als ein Grund fiir die extrem feste Bindung des Inhibitors zur RT angefiihrt werden.

Die Einzelmolekiil-FRET-Experimente zeigen zum ersten Mal durch die strukturelle Analyse
einzelner RT-Nukleinsdure Komplexe in Losung, dal die RT-Primer/Matrize Komplexe
mindestens zwei eindeutig unterschiedliche Konformationen annehmen. Des Weiteren wird
durch die Ergebnisse der Einzelmolekiil-FRET-Experimente das vorgestellte kinetische
Modell?! vollstdndig unterstiitzt. Die Experimente belegen die Existenz des postulierten
»dead end“-Komplexes und geben Hinweise darauf, dal in diesem Komplex das Substrat
nicht in der Nukleinsdurebindungsfurche lokalisiert ist. Des weiteren kann man aus den
Einzelmolekiil-Untersuchungen schlie3en, daB sich die Konformationen des produktiven und
unproduktiven Komplexes nicht wesentlich voneinander unterscheiden. Dies unterstiitzt die
dem Modell zu Grunde liegende Theorie, dall sich die Struktur der Nukleinsduren im
produktiven und unproduktiven Komplex nur in den ersten Basen, in der Ndhe des aktiven
Zentrums der Polymerase-Doméne, unterscheiden.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine hohe intrinsische Flexibilitdt der RT und die
Existenz unterschiedlicher RT-Nukleinsdure Komplexe in Losung. Diese konformationelle
Heterogenitét kann als Grund fiir die sehr schwierige Kristallisation der RT angefiihrt werden,
wie sie in den letzen 15 Jahren von allen mit diesem Themenkomplex beschiftigten Laboren
beobachtet wurde.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Testsysteme zur Konformationsanalyse der RT und ihrer

Nukleinsdure-Komplexe, stellen methodische Weiterentwicklungen in der ESR-Spektroskopie
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und der Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie dar. So konnte durch die erstmalige
zweifache Spinmarkierung eines Enzyms mir der perdeuterierten 15N—Spinsonde MTSL-"N-
dis, eine ausgesprochen gute Trennung dipolar verbreiteter ESR-Spektren von unverbreiterten
Spektren erreicht werden. Dadurch konnten verschiedene Konformationen der RT in Losung
identifiziert und vor allem quantifiziert werden. Durch die ortsspezifische
Fluoreszenzmarkierung von RT und Nukleinsdure-Substrat konnte, in Kombination mit der
Methode der Einzelmolekiil-Fluoreszenzspektroskopie, zum ersten Mal durch Einzelmolekiil-
FRET-Experimente zwischen verschiedenen Konformation eines Enzym-Substrat-Komplexes
unterschieden werden.

Das Potential der in dieser Arbeit etablierten Testsysteme flir die RT, in Verbindung mit den

verwendeten Methoden, erlaubt in Zukunft eine Vielzahl von weiterfiihrenden Experimenten.

4.5 Ausblick

Weiterfithrende ESR-Experimente konnten die kinetische Analyse der Wechselwirkung
zwischen RT und einem, ebenfalls spinmarkierten, Nukleinsdure-Substrat einschlieen.
Vorstellbar ist die Verkniipfung von Stopped-Flow, Druck- oder T-Sprung-Methoden mit der
ESR-Spektroskopie. Hieraus konnen potentiell Erkenntnisse iiber den Mechanismus der
Nukleinsdure-Translokation wihrend der Polymerisation gewonnen werden. Untersucht man
mit diesen Methoden gegen RT-Inhibitoren resistente Mutanten, sind potentiell auch
Einsichten in die bisher wenig verstandenen Mechanismen der Resistenzen zu erwarten.

In zukiinftigen Einzelmolekiil-FRET-Experimenten konnte die Struktur von RT im Komplex
mit Nukleinsdure-Substraten, die fiir die reverse Transkription weitere essentielle
Basensequenzen enthalten (z.B. PPT), analysiert werden. Hieraus sind potentiell Erkenntnisse
iiber den Mechanismus der reverse Transkription zu erwarten.

Eine Immobilisierung von RT oder Nukleinsdure auf geeigneten Oberflichen wiirde einen
weiteren Fortschritt in den Einzelmolekiil-FRET-Experimenten bedeuten. Hierdurch kdnnen
schnelle Kinetiken mit strukturellen Informationen direkt verkniipft werden. Diese
Experimente konnten einen entscheidenden Beitrag zur Aufkldrung des Mechanismus der

Nukleinsdure-Translokation wiahrend der Polymerisationsreaktion liefern.
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6 Anhang

6.1 Oligodesoxyribonukleotide (Sequenz: 5‘— 3¢)

Flol TCCCTGTTCGGGCGCCAC

Flo4 TGTGGAAAATCTCTAGATGTGGCGCCCGAACAGGGA
C280Santi TTCCTCTAAGGAGTTTAGATAATTGCCTTACTTTA
C280Ssense TAAAGTAAGGCAATTATCTAAACTCCTTAGAGGAA
QX66anti ATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGC

S68Csense TTGCCATAAAGAAAAAAGACTGTACTAAATGGAGA
2HMI36Cy5 3¢ AGGGACAAGCCCGCAGCATGGCGCCCGAACAGGGACXph
PBS-Cy5 *TTGTCCCTGTTCGGGCGCC

PBSDNA GGGTTAATCTCTGCATGGCGCCCGAACAGGGACAA

ph = 3‘-Phosphat
X=Cy5
* = 5°-Ende mit Cy5 markiert

6.2 Oligoribonukleotid (Sequenz: 5‘— 3°)

PBSRNA GGGTTAATCTCTGCATGGCGCCCGAACAGGGACAA

6.3 2D-Diagramme der Einzelmolekiil-Experimente

Im Folgenden sind die 2D-Diagramme zu den zeitaufgelosten Experimenten aus 3.7.2 sowie
die Einzel-Messungen fiir die in 3.7.2 dargestellten 2D-Diagramme der summierten

Messungen dargestellt

6.3.1 2D-Diagramme zu den zeitaufgelosten Experimenten (Tabellen 3.7.2.4-2 - 3.7.2.4-6)
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6.3.2 2D-Diagramme der Einzel-Messungen (Abbildung 3.7.2.1-1 - Abbildung 3.7.2.3-2)

Abbildung 3.7.2.1-1
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Abbildung 3.7.2.2-1

Anhang

Die 2D-Diagramme der Abbildung 3.7.2.2-1 setzten sich aus den 2D-Diagrammen der Einzel-

Messungen Exp.1.1, Exp.1.2 (vgl. 6.3.1) und den folgenden 2D-Diagrammen zusammen.
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Abbildung 3.7.2.2-2

Anhang

Die 2D-Diagramme der Abbildung 3.7.2.2-2 setzten sich aus den 2D-Diagrammen der Einzel-
Messungen Exp.2.1, Exp.2.2, Exp.2.3 (vgl. 6.3.1) und dem folgenden 2D-Diagramm

zuSammen.
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Abbildung 3.7.2.3-1

Die 2D-Diagramme der Abbildung 3.7.2.2-2 setzten sich aus den 2D-Diagrammen der Einzel-

Messungen Exp.3.1, Exp.3.2, (vgl. 6.3.1) und den folgenden 2D-Diagrammen zusammen.
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Abbildung 3.7.2.3-2

Anhang

Die 2D-Diagramme der Abbildung 3.7.2.2-2 setzten sich aus den 2D-Diagrammen der Einzel-

Messungen Exp.4.1, Exp.4.2, Exp.5.1, Exp.5.2 (vgl. 6.3.1) und den folgenden 2D-

Diagrammen zusammen.
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