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1. Einleitung

Noroviren sind die haufigsten Verursacher von akuteviral ausgelbsten
Gastroenteritiden (Goniat al, 2000; Nakatat al, 2000; Vinjeet al, 1997). Auf Grund der
hohen medizinischen Relevanz ist eine Norovirukiide seit dem 01.01.2001 in der
Bundesrepublik Deutschland meldepflichtig (IFSG }842as Virus wird Uber verunreinigte
Lebensmittel bzw. kontaminiertes Wasser Ubertra@eneenet al, 2000; Meadet al,
1999). Nach einer Inkubationsphase von 12 h — B8tragt die akute Phase der Erkrankung,
die mit Durchfall, Erbrechen, Fieber und abdominaBchmerzen einhergehen kann, ca. 2
Tage (Caul, 1996). Ein typischer Verlauf einer \Moroviren bedingten Gastroenterititis ist
in Abb. 1 dargestellt. Obwohl sich die Erkrankungden meisten Fallen von selbst limitiert,
sind insbesondere bei Kindern, élteren- sowie insupprimierten Personen durch Norovirus
bedingte Gastroenteritiden aufgetreten, die zu Beésungen flihrten und tédlich endeten
(Meadet al, 1999).Trotz einer geringen Ausscheidungsmenge von virBemikeln im Stuhl
ist das Virus hoch infektids. Es zeigte sich, dgessngste Virustiter (10-100 Virionen) fir
eine Neuinfektion ausreichen (Caul, 1996). Folglidt die Wahrscheinlichkeit fur
nosokomiale Infektionen oder Epidemien in Altenhemnin Schulen und Kindergarten sowie
auf Kreuzfahrtschiffen hochDie Folgen von NV-bedingten Gastroenteritis-Epidami
verursachen hohe wirtschaftliche Kosten. Daraudéerisich auch die Dringlichkeit der
Entwicklung von Impfstoffen bzw. Medikamenten gegias Norovirus. Hierfur ist allerdings
zundchstdas genaue Verstdndnis zur Replikation und zur ¥brong der Noroviren
essentiell. Bisher erfolgt die Therapie lediglich symptomatisdhrch Flissigkeits- und
Elektrolytsubstitution.
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Abbildung 1: Typischer Verlauf einer Norovirusinfalon bei immunkompetenten Patienten

Infolge einer Norovirusinfektion sind nach ca. 142<tindiger Inkubationszeit Symptome wie
Durchfall, Erbechen, Fieber, Muskelschmerzen undloatinale Schmerzen zu verzeichnen. Am
zweiten Tag nach der Infektion schwéachen sich giepSme ab. Am dritten Tag kommt die Infektion
zum Erliegen (Koch et al., 2006).

1.1Entdeckung des Norovirus

1968 wurdenach einer abakteriellen GastroenteritidisepidemieNorwalk (USA),
(Kapikian, 996). Anhand

elektronenmikroskopischer Untersuchungen von Patiestuhlproben konnten kleine, runde

erstmals das Norwalk  Virus beschrieben
Viren mit einer strukturierten Oberflachenstruktuachgewiesen werden. Aufgrund ihrer
geringen Grol3e von ca. 20-37 nm und ihrer elektronieroskopischen Erscheinung wurden
sie zunéchst der Familie dércornaviridaezugeordnet (Caul and Appleton, 1982; Kapikian,
1996). Nachdem das Virion dieser Viren aus Stuldenoim Jahr 1981 aufgereinigt wurde,
konnte sowohl das Oberflachenprotein (Kapsid) aishaein RNA-Fragment des viralen
Genoms isoliert und genauer charakterisiert wer@@eenberget al, 1981). Anhand der
Analyse des isolierten 150 Basen groRen RNA-Fragesesus dem viralen Polymerase-Gen,
konnten diese Viren den positiv-strdngigen RNA-Yizeigeordnet werden.

Diese Daten sowie die Sequenzierung der GenoméNdesalk-Virus (Jianget al, 1993;
Lambdenet al, 1993) und des Norovirus Southhampton (Lambeteal, 1995) ermdglichte

die Zuordnung der SRSVs, zu der Familie @aliciviridae.

2
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1.2Morphologie und Taxonomie der FamilieCaliciviridae

Die Familie derCaliciviridae wird durch ein einzelstrangiges polyadenyliertddAR
Genom von positiver Polaritat charakterisiert (Wakewicz et al, 1968). Ein weiteres
spezifisches Merkmal dieser Familie ist das Vorkanmines einzigen Hauptstrukturprotein
VP1 (Kapsid), das sowohl fir die Virus Assembligrumlie Antigenitat als auchir die
Rezeptorbindung notwendig ist (Chenhal, 2006). 90 Dimere der Kapsidproteine und ein bis
zwei Kopien des untergeordneten VP2 Proteins lageish zu einem Virion mit
ikosaedrischem Aufbau zusammen, das nicht umhstlt(Prasadet al, 1994). Fir den
korrekten Zusammenbau des Virions ist das VP2 Pratahrscheinlich nicht essentiell,
allerdings scheint es fur die Infektiositat der ugipartikel notwenig zu sein (Sosnovtssyv
al., 2005). Auf elektronenmikroskopischen Aufnahmeas We&ions sind 32 der Ikosaeder als
kelchformige Vertiefungen an der Oberflache derdrien erkennbar (Abb. 2). Auf Grund
dieser Oberflachenstrukturen wurde diese Virusfenails Caliciviridae (kalyx lateinisch fur
Kelch) bezeichnet (Blackt al, 1978).

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen déwrwalk-Virus
A Bioinformatische Modelierung von rekombinanten Nadkwirus-like particles (VLPs) anhand von
cryo-elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Prasadl €1994).

B Elektronenmikroskopische negativ-Kontrastaufnahnee dlV-Genogruppell/4/Dresden/1997/GE
aus humanen Shiproben (Calicilab, Tt-Dresden)

Allen Caliciviren ist dartiber hinaus die kovalenterknipfung eines kleinen 15 kDa
Proteins, dem VPg Protein, am 5°-Terminus des RMNAdgBns gemeinsam, das eine analoge
Funktion zur Cap-Struktur aufweist (Burroughs amdvidh, 1974; Herberéet al, 1997). Die
Veroffentlichung der ersten kompletten CalicivikBNA Genome zu Beginn der 1990 Jahre

ermoglichte die taxonomische Gruppierung der VagtrderCalicivirdae
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Anhand von phylogenetischen Analysen (Abb. 3) sodae biologischen und klinischen
Merkmale, wurde die Familie de2aliciviridae in vier Genera unterteilt: Dazu z&hlen die
beiden nicht-humanpathogenen Gendesivirusund Lagovirus.Ein Vertreter deiVesiviren

ist das feline Calicivirus (FCV), ein Erreger vorieMwegserkrankungen bei Katzen. Den
Lagoviren wird die Speziesrabbit hemorrhagic disease virugRHDV) zugeordnet.
Desweiteren werden die humanpathogenen Geweravirus (ehemaldNorwalk-like virusep
und Sapovirus (ehemalsSapporo-like virusgs unterschieden (Mayo, 2002). Der Genus
Norovirus wird in die Genogruppe | (Norwalk/1968/US) und di@&enogruppe Il
(Lordsdale/1994/UK, Dresden/1997/GE) unterteilt. d&n Noroviren Genogruppe | zahlen
die erstmals 1968 in Norwalk identifizierten SRS{¢sall round structured virusesyie
unterscheiden sich in ihrer Oberflachenmorphologm, Genomaufbau sowie in ihrer
Antigenitat von den ehemals als klassischen humabaliciviren (huCV) bezeichneten
Viren, zu denen heute das Sapovirus gezahlt wibdvddl die Caliciviren urspriinglich in die
Familie derPicornaviridae eingeordnet wurden, kénnen alle vier Genera Cialiciviridae
heute anhand von phylogenetischen Analysen dewlichder Familie dePicornaviridae

abgegrenzt werden (Berlet al, 1997).
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Abbildung 3: Klassifikation der Genera der Famili€aliciviridae

Durch Sequenzvergleich der kodierenden SequendaféirKapsid Protein konnte ein Phylogramm
erstellt werden, in dem die Caliciviridae in dieeviGenera Vesivirus, Lagovirus, Norovirus und
Sapovirus unterteilt werden. Anhand des Phylogrammigl deutlich, dass die Familie der

Picornaviridae von der Familie der Caliciviridaedtlabgegrenzt werden kann (adaptiert von (Green
et al., 2000) .

1.3 Genomorganisation derCaliciviridae

Die Familie derCaliciviridae weist ein sehr kleines, ca. 7500 nt lanG&nom positiver
Polaritéat auf, das am 3 -Terminus polyadenyliett(Glarke and Lambden, 1997). Allen
Caliciviren ist gemeinsam, dass sie im Verlauf @Raplikation zwei RNA Transkripte
generieren, ein genomisches- und ein subgenomigtdNAsTranskript.Das Vorkommen von
genomischen und subgenomischen RNA-Transkriptemdeverstmals fur FCV beschrieben
(Ehresmann and Schaffer, 1977; Neill and Mengelir®®8). Die genomische RNA umfasst
das komplette einzelstrangige RNA Genom.
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Bei den GeneraNorovirus sowie Vesivirus kodiert die genomische RNA fir drei offene
Leserahmen (open reading frames, ORF). D&F1 kodiert fur die nicht-strukturellen
Proteine p37, 2872 p20, VPg, 3C-Protease (31 und die RNA-abhidngige RNA
Polymerase (RARP; 3D0t) (Abb 4A). ORF2 und ORF3 kodieren fiir die strukturellen
Proteine, wobei deDRF2fir Kapsid-Proteine (VP2) und d&RF3fir ein kleines basisches
Protein (VP2) kodiert. Der Translationsstart desnvORF2 kodierten Proteins wird durch
eine Verschiebung dé3RF1 Leserahmens von —1 erreicht, hierbei Gberlapt dexORF1
an seinem 3" Terminus um 17 Nukleotiddofovirus Genogruppe 1) bzw. 20 Nukleotide
(Norovirus,Genogruppe 2) mit dem 5 -Terminus d@RBF2 Der Translationsstart d€3RF3
wird durch eine Leserasterverschiebung von +1 zuRFDgewahrleistet, wobei sich die
beiden offenen Leserahmen in einem Nukleotid Uppda (Clarke and Lambden, 2000).
ORF2 und ORF3 werden im Verlauf der Replikation als separategsmomische RNA
repliziert, wodurch eine gesteigerte Expression stewmkturellen Proteine ermdglicht wird
(Jianget al, 1993).

Die RNA-Genome vorSapovirusund Lagovirus kodieren nur fiir zwei offene Leserahmen
(Abb. 4B). Bei diesen beiden Genera kodiert d&RF1 gleichzeitig fur das
Hauptstrukturprotein, das VP1 (Kapsid) und fur dight-strukturellen Proteine. Das
strukturelle VP2 Protein wird in einem zweiten Ledenen kodiert. Die Translation des
ORF2wird durch eine Leserasterverschiebung um -1 imgdech zumORF1-Leserahmen
gewabhrleistet (Liet al, 1995).

An den 5-Termini der genomischernend der subgenomischen RNA befinden sich
konservierte Motive. Diesen obliegt mdglicherweesae Funktionbei der Regulation der
Transkritption bzw. bei der Virusverpackung (Lambe¢al, 1995).
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Abbildung 4: Vergleich der Genomorganisation von MNwirus und Sapovirus

A: Das Genom der Noroviren besteht aus drei offeneserdadmen, wobei der ORF1 fur d:
N-terminale Protein p37, die 28 das Protein p20, das VPg Protein, die 3€lund die 3DE"
kodiert. Der ORF 2 und ORF3 kodiert fir die Strugtoteine Kapsid (VP1) und VP2.

B: Das RNAGenom der Sapoviren weist zwei offene LeserahmenDan ORF1 kodiert fur die

Proteine p11, p28, NTPase, p32, VPg, BEADL" sowie das Kapsidprotein. Der ORF2 kodiert fiir
das Strukturprotein VP2.

1.4 Infektion der Wirtszelle

Vertreter deiCaliciviridae kénnen entweder Leberzellen (RHDV) bzw. Makrophagen
(Mikami et al, 1999) oder Schleimhautepithelzellen (FCV, Norod Bapoviren) infizieren
(Cai et al, 2002; Cheethamet al, 2007). Wahrend sich feline Caliciviren in
Schleimhautepithelzellen der oberen Atemwege rigpén (Caiet al, 2002), infizieren die
humanen Caliciviren (Noroviren bzw. Sapoviren) regrende Darmepithelzellen
(Enterozyten) des Dinndarmes (Cheetleral, 2007). Im Verlauf einer Norovirusinfektion
erkennen die Kapsidproteine humane, gewebsspdmfiBtutgruppenantigeneniéto blood
group antigensHBGAS) als Rezeptoren, wobei die Bindung an dB3As stammspezifisch
ist. Die Bindungsanalysen des NV-Virions wurden arh von rekombinantemirus-like
particels (VLPs), die in Insektenzellen exprimiert wurdemyrachgefihrt (Harringtoret al,
2002; Huanget al, 2003; Hutsoret al, 2003).
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Bei den HBGAs handelt es sich um komplexe Kohlensiyg] die mit Glycoproteinen bzw.
mit Glycolipiden verknupft sind und sowohl auf d@berflache von roten Blutkdrperchen als
auch auf der Oberflache von Schleimhautepithelzeli@kommen. Darliber hinaus kdnnen
die HBGAs auch als freie Rezeptoren im Blut, imiSipel, in der Darmflissigkeit und in der
Milch vorliegen (Marionneauet al, 2001). Die fur die Rezeptorbindung des NV-
Kapsidproteins relevanten HBGAs sind vorrangigAliantigene, die H-Antigene vom Typ 1
und vom Typ 3 sowie die Lewis-Antigene. Individudre diese Antigene exprimieren,
werden als Sekretoren bezeichnet. Personen mitBlggruppe Null exprimieren das
unmodifizierte H-Antigen, eine endstandige L-Fucd3a. 20 % der Bevdlkerung weisen eine
Mutation im FUT Gen auf, das fur dial,2-Fucosyltransferase kodiert. Liegt eine inaktive
al,2-Fucosyltransferase vor, kann die Synthese ddteKl und 3 des H Antigens nicht
stattfinden. Diese Individuen sind Antigen H negatind werden als Nicht-Sekretoren
bezeichnet (Abb. 5). Personen des Nicht-Sekretertgind interessanterweise resistent
gegenuber einer Norovirusinfektion (Harringtetnal, 2004; Marionneaet al, 2002).
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Abb. 5 Biosynthese der humanen ABH-Antigene undais HBG-Antigene

Die Synthese der HBGAs beginnt mit einem Disaddhaorlaufer an den durch Glykosyltransferasen
Monosaccharide angefligt werden. FUT3, em€l,3 oder a-1,4 Fukosyltransferase flgt Fukosereste
(Fuc) an diea-1,3 odera-1,4 Verbindungen des Disaccharid-Vorlaufers anedDresultiert in einem
Trisaccharid, dem Lewis Antigen (Lea). FUT2, eimelere Fukosyltransferase fligt Fukosereste an
a-1,2 Verbindung eines Disaccharid-Vorlaufer an,dsss das Trisaccharid H Typ 1 herstellt wird. Der
FUT2 Phenotyp wird als Sekretor bezeichnet, wéathréer FUT2 inaktive Phenotyp als Nicht-Sekretor
bezeichnet wird. Das weitere Anfliigen von Fukosemesih das H-Typ 1 Antigen durch das FUT3 Enzym
resultiert in dem Tetrasaccharid-Antigen Lewis lelf). Die Enzyme A und B stellen Glykosyltransfrasen
dar, die N- Acetylgalaktosamine (GalNAc) oder D-&kébse (Gal) an dier-1,3 Verbindung des H-Typ 1
anfligen, um die Tetrasaccharid-Antigene A-Typd BuTyp 1 herzustellen. Diese zwei Antigene kdnnten
durch das Anfiigen von Fukoseresten, katalysientchddie a-1,3/4 Fukosyltransferase (FUT3), zu den
Pentasaccharid-Antigenen A und B (Aleb und Bleb)hstisiert werden (Tan and Jiang, 2005).
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Die Bindungsspezifitat an die Rezeptoren wird, wien erwahnt, durch das Kapsidprotein
vermittelt. Dieses ishus den Domanen P und S aufgebaut (Abb. 6). DieriGdbe weist eine
klassische3-Faltblattstruktur auf und ist hoch konserviertagadet al, 1999). Sie spielt eine
wichtige Rolle bei der Assemblierung des Virionsie DP-Domane weist eine fur
Virusproteine sehr unibliche Struktur auf und istdie Stabilisierung des Kapsids wichtig.
Des Weiteren wird die P-Doméne in P1 und P2 unlertevobei P2 eine hohe
Sequenzvariablitat aufweist und somit eine Rolle ter Rezeptorbindung spielt. Die
Erkennung einer Norovirusinfektion durch das Imnystsm beruht wahrscheinlich ebenfalls
auf der Sequenzspezifitat der P2-Domane (Prasat 1994; Taret al, 2003).

(d)

] Pi '
— shell(1-225 —+——  Protruding(226-530) ——

Abbildung 6: Strukturanalyse des NV-Kapsidproteins

(A) Querschnitt des NV-VLEB) Modell der Kristallographiestruktur des Kapsidpeats (Prasad et al.,
1999), das aus den Doméanen S (gelb), P1 (rot) uh(bRw) aufgebaut ist. Die N-terminale Domane ist
grin dargestellt. (C) P2 Subdoméane des Kapsidproteins, das die Bindetasuit den vier
Hauptaminoséuren &, Fazg Ns7g und N, enthalt (Tan et al., 2003).

(D) Skizze der Primarsequenz des NV-Kapsidproteinsgeduesid von dem N-terminalem Bereich
(gran), dem sich die S Domaéne (gelb) anschlieRtabfafolgt die P1 Doméne (rot), die von der P2
Domaéne (blau) unterbrochen wird (Tan and Jiang, %00
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1.5 Replikation des NV-Genoms

Das virale RNA-Genom gelangt infolge der Adsorptatan Caliciviren in das Cytoplasma
der Wirtszelle. Das virale RNA-Genom ist als mRIdér seinfektiés und kann sofort durch
den Translationsapparat der Wirtszelle exprimieztden. Allerdings weist der 5-Terminus
des RNA-Genoms deCaliciviridae keine IRES-Sequenzen, wie z.B. die Picornavireer od
Cap-Strukturen (7-Methylguanin-Kappe), wie z. Be @oronaviren, auf. Diese Strukturen
sind normalerweise fir eine regulierte Translaiioitiation bei Eukaryonten notwendig
(Furuichi and Shatkin, 2000; Hellen and Sarnow,120Bei denCaliciviridae ist das RNA-
Virusgenom dagegen am 5°- Terminus mit dem VPgerdtovalent verknupft (Burroughs
and Brown, 1978). Studien konnten zeigen, dasslaieeaktion zwischen dem VPg Protein,
dem eukaryotischen Translationsfaktor 3 (eiF3) sowier 40S-Untereinheit der
eukaryotischen Ribosomen stattfindet. Dies ermbglidemnach die Rekrutierung des
zellularen Translationskomplexes an die virale RMAs die Initiation der Translation zur
Folge hat (Daughenbaugkt al, 2003). Wahrend der Translation wird zundchst ein
komplettes, 180 kDa grof3es, Polyprotein exprimidegs die imORF1 kodierten, nicht-
strukturellen Proteine enthélt. Das Polyproteindwkotranslational durch die viruseigene
Protease (3C1°) prozessiert. Anhand von Expressionsstudien@RF1 Polyproteine von
RHDV (Boniotti et al, 1994, Wirblichet al, 1995) und dem NV-Southhampton (Bonidati
al., 1994; Liuet al, 1996; Wirblichet al, 1995) inE.coli konnte nachgewiesen werden, dass
die Polyproteinprozessierung in der Freisetzung stabilen Vorlauferproteinen, wie dem
p20VPg Protein bzw. dem Vorlauferprotein BDLPY und in der Freisetzung der
einzelnen aktiven Proteine p37,"€%¢ p20, VPg, 3CP™ und 3DIP resultiert. Hiermit ist
die Voraussetzung fur den Aufbau eines Replikakongplexes, der die Grundlage fur die
Vermehrung der Caliciviren darstellt, geschafferusAStudien geht hervor, dass das N-
terminale Protein p37 mit zellularen Proteinen Gedgi-Apparates kolokalisiert vorliegt und
eine Dissoziation des Golgi-Apparates initiiert.eBifuhrt zu einer Neuorganisation der
Membranen, was erforderlich ist, um Membrankomplexke essentiell fir einen
funktionellen Replikationskomplex sind, zur Verfinguzu stellen (Ettayebi and Hardy, 2003;
Fernandez-Vegeet al, 2004). Die genaue Zusammensetzung und Funktiosswees
Replikationskomplexes ist nicht bekannt. Eine Ssddlfunktion nimmt vermutlich die RNA-
abhangige RNA-Polymerase (3E9|) ein, die das positivstrangige RNA-Genom zunaast
eine Negativ-Strang-RNA umschreibt.
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Voraussetzung fur die NV-Replikation ist wahrscliem &hnlich wie bei der Replikation des
Picornavirus-Genoms, eine Uridylylierung des VPgtéins, wobei UTPs an Tyrosinreste des
VPg-Proteins angefugt werden (Paefl al, 2003; Rohayemet al, 2006). Sowohl bei
Norovirus als auch bei den Picornaviren wird dieSehritt durch die viruseigene 3B5L
katalysiert. Das uridylylierte VPg Protein kann nais Primer fungieren, indem es an den
Poly-A Schwanz des 3'-Terminus der RNA bindet undrdurch die Initiation der
Replikation durch die RNA-abhangige RNA-Polymerg3BL"®) ermdoglicht (Rohayenet
al., 2006). Die neusynthetisierte Negativ-Strang-RNéntals Template fir die Generierung
des positiv-strangigen RNA-Genoms und fir die Sgs¢hder subgenomischen RNA, die bei
Norovirus fur den ORF2 und denORF3 kodiert. Zum Abschluss des Replikationszyklus
lagert sich die genomische RNA gemeinsam mit deruk&ftrproteinen zum Virion
zusammen. Dieses verlasst die Zelle und ist irLdge, neue Wirtszellen zu infizieren. In der
Abbildung 7 ist der Replikationzyklus der Noroviremsammengefasst dargestellt.

Die Funktion der 2&72*¢ die sowohl eine NTPase Doméne (GXXGXGKS/T) alshaeine
RNA-Helicase-Doméane (KXXXFXSXXXXXS/TTN) in ihrer Bteinsequenz aufweist, ist
bisher im Kontext der Virusreplikation nicht erfons. In einer Studie von Pfister und
Wimmer konnte lediglich gezeigt werden, dass digoMious 2C'"2**NTP’s hydrolysiert,
bevorzugt ATP, was auf eine Funktion als Helikaseléuten konnte. In diesar vitro Studie
konnte allerdings nicht nachgewiesen werden, daesesl Enzym die Entwindung
synthetischer RNA:DNA Heteroduplexe katalysiertsAliesem Grundird der 2¢'*eine
Aktivitat als Helikase bisher abgesprochen (Pfiaredt Wimmer, 1999).

Ebenso unbekannt ist die Funktion des Proteins p2Qveist geringe Sequenzhomologien zu
dem Poliovirus Protein 3A aubDas Poliovirus Protein 3A spielt eine wichtige Rollei der
Membranlokalisierung des Replikationskomplexes. &thvon Sequenzanalysen konnten fur
das Norovirus Protein p20 ebenfalls hydrophobe ntangpannende Domanen nachgewiesen
werden (Hardy, 2005), was darauf hinweist, dasméglicherweise eine analoge Funktion
zum Poliovirus 3A Protein aufweist.

Die beiden nicht-strukturellen Proteine, die Pre¢e&CIP" und die RNA-abhangige RNA

Polymerase 3D, werden in den folgenden Abschnitten genauer \stegje
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Abbildung 7: Hypothetischer Norovirus-Replikationgklus

1. Translation des Vorlauferproteins (Polyprotein d@®F-1) im Cytoplasm&. Autokatalytische
Spaltung des Polyproteins durch die Norovirus-3GtPase 3. Bereitstellung des
Replikationskomplexes4. Replikation des Norovirus-Genoms sowie Transknptioder
antigenomischen und der subgenomischen FINAranslation der subgenomischen RNA in die
Strukturproteine VP-1 und VP& Verpackung der viralen RNA und Freisetzung deoW&iaus der
Zelle (Rohayem, 2007).

1.6 RNA-abhangige RNA Polymerase 301°

Die RNA-abhangige RNA-PolymerasBNA-dependent RNA-PolymerasaRP) ist
vermutlich fir alle RNA Viren das Schliusselenzymhweind der Replikation ihrer Genome.
Eine der Aufgaben der RARP besteht in der Syntle@ser negativ orientierten RNA als
Intermediat wahrend des Replikationszyklus. Die geuerierte, negativ orientierte RNA
fungiert anschlieBend als Template zur Transkniption subgenomischer RNA und neuer,
positiv orientierter RNA-Genome. Dieser Replikaseohritt wird ebenfalls durch die RARP
katalysiert. Im Rahmen der Replikations- umdanskriptionsvorgange in der Wirtszelle
erfolgt keine RNA Synthese, bei der RNA als Tenmgplgénutzt wird. Demnach liegt in der
Wirtszelle auch keine RNA-abhéangige RNA-Polymenase Somit ist es fir die RNA-Viren
essentiell, dass sie fur ein entsprechendes Engyiches im Verlauf des Infektionszyklus

die Aktivitat einer RNA-abhangigen RNA-Polymerasgfaltet, selbst kodieren.
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Das Norovirusgenom kodiert fiir die RNA-abhangigeRPolymerase 3D, deren Name
von dem homologen Protein deicornaviridaeabgeleitet wurde, am 3"-Terminus d@RF1
Vergleichende Analysen der Aminoséauresequenz d&PRdvon Positivstrang RNA-Viren
zeigten, dass die Polymerase das einzige viral¢éeiRralieser Virusklasse ist, das hoch
konservierte Motive aufweist (Hanseret al, 1997). Kristallographiestudien zur
Strukturanalyse der NV-3DP' schlagen eine Struktur vor, die aus drei Domamémer
Finger Fingers, einer DaumenThumb sowie einer Handflachendomarfea(m) aufgebaut
ist (Abb. 8), so dass das Enzym die Form einerteechland aufweist (Fullertoet al, 2007,
Ng et al, 2004). Diese Struktur ist auch bei DNA-abhangideNA-Polymerasen, bei
Reversen Transkriptasen von HIV-Type 1 sowie beNAEabhangigen DNA-Polymerasen
vorzufinden (Canareét al, 1999; Cheetham and Steitz, 1999; Cdtisal, 1985) Die meisten
der konservierten Motive, wie auch das aktive dentrdas bei der RARP der Noroviren aus
dem Aminosauremotiv YGDD besteht, liegen in Baim-Region. Der erste Aspartatrest (D)
Metallionen Mdg* bzw. Mrf* verantwortlich (Nget al, 2004). Parallel dazu erfolgt eine
Deprotonierung der 3’-Hydroxylgruppe des ersten PHTdes RNA-Templates. Ein zweites
Mg**- bzw. Mrf*- lon bindet an den Aspartatrest des Motivs A ab&ler des aktiven
Zentrums der Polymerase. Die Bindung der Metallioneinduziert eine
Konformationsanderung der Polymerase, welche dieiBig der NTP’s und die Initiation der
RNA-Synthese erméglicht (van Digt al, 2004).
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Daumen

Abbildung 8: Kristallstruktur der Norovirus-3DFP

Bioinformatische ~ Modellierung  der  NV-8D Kristallstruktur des  Stammes  NV-
GGlI/4/Dresden/1997/GE. Das Enzym ist aus eineg€in(fingers) Doméane, einer Daumen (thumb)
Doméane sowie der Handflachendomane (palm) aufget@as katalytische Zentrum des Enzyms
befindet sich in der Handflachendoméane (Hogboal.eR007).
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1.7 3CL-Protease delCaliciviridae

Die Freisetzung von aktiven Enzymen, wie z.B. vamsgasen (Procaspase-9) oder
von verschiedenen Verdauungsenzymen (Chymotrypssejzt die Prozessierung von
Vorlaufer-Polypeptiden voraus (Chaegal, 2003; Matraiet al, 2004).Ebenso basieren die
erfolgreiche Replikation sowie die PathogeneseQdiciviren auf der spezifisch regulierten
Prozessierung des ORF1 Polyprotein-Vorlauferproteins. Im  Verlauf  dieses
Prozessierungsschrittes werddie sechs nicht-strukturellen Proteine in ihrenvadtt Form
bereitgestellt. Die Prozessierung des Polyproteirsl durch die NV- Protease (3€P)
katalysiert. Die Spaltung erfolgt dabei an speeifen Aminosauremotiven, wobei die
Aminosauren, die sich N-terminal vom Spaltmotivibeéén, als P1-P5 bezeichnet werden.
Die Aminosauren, die sich C-terminal vom Schnittmdbefinden, werden als P1'-P5
gekennzeichnet (Schechter and Berger, 1967). Die3RV" erkennt als Spaltmotiv in
Position P1P1" zum einen das Aminosauremotiv Glutédshycin (Q/G), das sich im ORF1
zwischen dem Protein p37 und del"2%**sowie zwischen der 26°*und dem Protein p20
befindet. Zum anderen wird das Aminosauremotiv &hat/Glycin (E/G) zwischen p20 und
VPg sowie zwischen 3C[° und 3DIP* als Spaltstelle erkannt. Als drittes Spaltmotivditei
NV die Aminosauresequenz Glutamat/Alanin (E/A) zkisn dem VPg Protein und der
3CL"" von der 3CP™ erkannt und prozessiert (Liet al, 1996; Liuet al, 1999). Bei den
verschiedenen Vertretern d€aliciviridae variiert die Erkennungsspezifitat der 3CL So
kommt es bei der Prozessierung des FCV Polyprotemus Spaltung an den
Aminosauremotiven Glutamat/Alanin (E/A), Glutamatpartat (E/D), Glutamat/Serin (E/S),
Glutamat/Aspartat (E/D) und Glutamat/Asparagin (E{8losnovtseet al, 1998; Sosnhovtsev
et al, 2002). Ebenso variieren die ErkennungssequengeBCL’™ bei RHDV und SV. Des
Weiteren wird vermutet, dass die 3Cldie zellulare Translation herunterreguliert, indesn
den Translationsfaktor poly (A)-Bindeprotein (PABBpaltet (Kuyumcu-Martinezt al,
2004). PABP spielt eine wesentliche Rolle bei detidtion der zellularen Translation. Es
bindet sowohl den Translationsinitiationsfaktor4&®-als auch an die mRNA und ermdglicht
somit eine effiziente Translationsinitiation (Gafheet al, 1994).
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Abbildung 9: Spaltstellen innerhalb des NV-ORF1 Bplroteins

Innerhalb des von ORF1 kodierten Polyproteins gtfdie Prozessierung an dem Spaltmotiv Q/G, das
zwischen den Protein p37 und"28*°sowie zwischen den Proteinen"2%*und p20 vorliegt. Als
weitere Spaltmotive werden die Sequenzen E/G, wisclzen den Proteinen p20 und VPg sowie
zwischen der 3CT° und der 3DF” vorliegen, erkannt. Die Spaltung zwischen demédnovPg und
3CL"" erfolgt an dem Aminosauremotiv E/A.

Die Bezeichnung der 3CL-Protease Galiciviridae wird abgeleitet von der 3C-Protease der
Picornaviridae die im viralen Genom ebenfallam 5'-Terminus der 30F lokalisiert ist.
Weitere gemeinsame Merkmale der Picornaviru$3@nd der NV-3CE™ sind ahnliche
Molekulargewichte sowie &hnliche biochemische Esghaften (Mosimanret al, 1997;
Someyaet al, 2002). Konsequenterweise wird die Caliciviru$'8@ls 3C-ahnliche Protease
(3C-like Proteasg3CLP™) bezeichnet.

Die 3CL"™ der Caliciviridae ist genauso wie die bereits gut charakterisie®3der
Picornaviridae eine Chymotrypsin ahnliche Cystein-Protease (Btinei al, 1994). Beide
Proteasenveisen eine katalytische Triade auf, die aus ei@gsteinrest, dem Nukleophil des
aktiven Zentrums des Enzyms, aus einem Histidingestie aus einem Glutamatrest bzw.
Aspartatrest aufgebaut ist. Dieser Aufbau grerztven den Chymotrypsin-ahnlichen Serin-
Proteasen, die Serin als Nukleophil aufweisen, ab.

Kristallographiestudien zur Strukturanalyse der BIOEP™ (Nakamuraet al, 2005; Zeitleret
al., 2006) verdeutlichten, dass das Enzym aus zweiddem aufgebaut ist, die durch eine
Vertiefung, die die katalytische Triade beinhalteineinander getrennt sind. Die Domane 1
ist aus einer kurzen N-terminalerHelix aufgebaut, der sich eine gedreftEaltblattstruktur
anschlie3tDie Doméne 2 ist aus einem sechsstrangigérass aufgebaut. Darliber hinaus
konnteim Rahmen dieser Kristallographiestudie nachgewieserden, dass das Enzym als
Dimer vorliegt (Zeitleret al, 2006). In Abbildung 10 sind die Modelle der Kailsstrukturen
der 3CL-Proteasen von Norovirus, von Sapovirus, ¥@V, von RHDV im Vergleich

dargestellt.
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Abbildung 10: Modelle der dreidimensionalen Struk&n der Calicivirus 3CE"°-Proteasen
Strukturmodelle der Sapovirus (SV)-Mc10 3CL-Protgdg, der felinen Calicivirus (FCV) F4 3CL-
Protease(B), der RHDV FRG 3CL-Proteag€) und der Norovirus Chiba 407/1987/3EL-Protease
(D). (E) Superimposition zum Vergleich der 3CL-Proteasemn $49-Mc10, FCV F4, RHDV FRG und
NV-Chiba. Die katalytisch wichtigen Aminosaurenliste wie abgebildet, die Seitenketten der

Aminosauren His (blau), Glu/Asp (rot), Cys (gelbfiHis (griin) dar (Nakamura et al., 2005; Oka et
al., 2007)

18



Einleitung

Anhand der Strukturanalyse der NV-3CLkonnte dariiber hinaus nachgewiesen werden,
dass der Cysteinrest an Aminoséaureposition 1391&39)sim Verlauf der Substratspaltung
die Funktion eines Nukleophils besitzt. Der Gluttnest an Aminoséureposition 54 (Glu54)
bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zum Imidaaglr des Histidinrestes an
Aminosaureposition 30 (His30) sowie zu einea®HMolekil. Dabei fungiert das Histidin als
Base und das Glutamat als Anion. Die drei AminosauCys139, Glu54 und His30 bilden
folglich die katalytische Triade, die fur die Akit& des Enzyms essentiell ist. In allen
Vertretern des Genublorovirus sind die Aminoséuren His30, Glu54 und Cys139 hoch
konserviert (Abb.11).
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Abbildung 11: Sequenzvergleich verschiedener NVEB€Sequenzen

Die Aminosduresequenzen der 3C-Protease der Namowhiba407/1987/JP, Norwalk/1968/US,
MD145-12/1987/US, Camberwell/1994/AU, Hawaii/1973/U Southampton/1991/UK  und
Lorsdale/1993/UKwurden miteinander vergleichen. Die konserviertemirosaurereste, His30,

Glu54 und Cys139, die die katalytische Triade ddsbi, wurdenrot unterlegt (Nakamura et al.,

2005) .

Der Spaltung eines Substrates durch die "§Cgeht zunachst die stabile Bindung des
Substrates voraus, was durch eine Oxyaniontaschéhgkeistet wird. In dieser bildet das
Oxyanion eine Wasserstoffbricke mit dem negativadmhen Sauerstoffatom des
Substratkohlenwasserstoffes aus (Abb. 12). Diedat@iOxyaniontasche setzt sich aus dem
Motiv Gly-Xaa-Ser/Cys-Gly zusammen. Dieses Motivuster allen Serinproteasen, Serin-
ahnlichen Proteasen und viralen Cystein Proteaseh konserviert und es stellt gemeinsam

mit dem Histidinrest30 und dem Glutaminrest54 ddwa Zentrum der 3CL-Protease dar.
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Bei der NV-3CIP wird die Oxyaniontasche aus den Aminosauren GlyAg§y138-Cys139-
Gly140, die das aktive Zentrum darstellen, gebildomeyaet al, 2002). An der
Substratbindung sind daruber hinaus die Aminosattist57, Alal60, 11e109, Arg1l12 und
Valll4 beteiligt. Diese Aminosaurereste sind alsT8&che klassifiziert, wobei His157 nicht
nur bei den NV-3CL Proteasen strukturell konsetvigy sondern auch bei den Picornavirus
3C-Proteasen (Nakamuet al, 2005) und bei den 3C-artigen Proteasen der Cuonama
(Ziebuhr et al, 1995). Mutationsanalysen haben gezeigt, dass5Hisiowohl bei den
Caliciviridae als auch bei denPicornaviridae eine entscheidende Rolle bei der
Substratbindung spielt (Blagt al, 1996; Someyat al, 2002).

Bisher ist der Reaktionsmechanismus der NV-30hicht genau untersucht, allerdings kann
aus den allgemeinen Reaktionsmechanismen fir QyBteteasen folgende enzymatische
Reaktion abgeleitet werden (Chibale, 2002): Im Renrder Prozessierungsreaktion kommt
es infolge der Substratbindung durch die Oxyansmita zunachst zu einer
Konformationsanderung der 3€%, indem His30 und Glu54 auseinander driften. Das nu
positiv geladene Histidin wird durch das negatidagdene Aspartat der Seitenkette der
Protease stabilisiert. AnschlieRend erfolgt die &mierung der Thiolgruppe (R-SH) von
Cys139 durch His30, wodurch das nukleophile Anio® Rentsteht. Dieses ist nun in der
Lage, das Kohlenstoffatom der Peptidbindung destgaties nukleophil anzugreifen, so dass
ein tetraedrisches Zwischenprodukt gebildet wirchfolge der Deprotonierung der
Thiolgruppe des Cysteins wird auf His30 ein Profilwertragen. Dieses Proton wird auf das
Stickstoffatom der Peptidbindung transferiert, watiudiese gespalten wird. Infolgedessen
kommt es zur Ausbildung einer Thioesterbindung zhés der 3CE° und dem Rest der
Peptidkette des Substrates, was in der Freisetziasg ersten Spaltproduktes resultiert.
AnschlieRend kann die acylierte 3€Lhydrolysiert werden und ein zweites tetraedrisches
Intermediat wird ausgebildet. Dieses l6st sich hAlsBend wieder auf, wodurch das zweite
Spaltprodukt freigesetzt wird und das Enzym wiemne Ausgangskonformation einnehmen

kann.
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Abbildung 12: Allgemeiner Reaktionsmechanismus fGystein-Proteasen

1. Bindung des Substrates in die Substratbindetasdbe Protease und Deprotonierung des
Schwefelwasserstoffes des Cys durch His, wodurchhgkleophiles Anion entsteht. Nukleophiler
Angriff auf das C-Atom der Peptidbindung, wodureh étraedrisches Zwischenprodukt ausgebildet
wird.

3: Protonierung des N-Atoms der Peptidbindudg.Spaltung des Substrates und Freisetzung des
ersten SpaltprodukteS:Ausbildung einer Thioesterbindung zwischen derntéase und der restlichen
Peptidkette. Hydrolysierung der acylierten Protea$e Ausbildung des zweiten tetraedrischen
Zwischenprodukted: Auflésung des tetraedrischen Zwischenproduktek kneisetzung des zweiten
Spaltproduktes, wobei die Protease wieder ihre Anggkonformation einnimmt

([2]: http://en.wikipedia.org/wiki/Cysteine_protea)s
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1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Nach der Infektion einer Wirtszelle mit dem Noramrist die kotranslationale
Spaltung des vonORF1 kodierten Polyproteins die Voraussetzung fir deplRation und
Vermehrung dieser Viren. Erst infolge der Spaltaeg Polyproteins kbnnen die einzelnen
strukturellen und nicht-strukturellen Proteine, flieeinen funktionalen Replikationskomplex
absolut notwenig sind, bereitgestellt werden. DrezBssierung des Polyproteins in die
Einzelproteine wird von der viruseigenen Proteasaligsiert. Dabei erfolgt die Spaltung an
spezifischen Spaltmotiven innerhalb des Polyprsteibie genaue Regulation und zeitliche
Abfolge der Polyproteinprozessierung ist bisheerdihgs nicht bekannt. Aus diesem Grund
wird im Rahmen dieser Arbeit die Hypothese aufdikstdass das Polyprotein differentiell
und sequentiell, in Abhangigkeit varis- und trans-Aktivitaten der viruseigenen 3¢L,
prozessiert wird. Dies wirde sowohl die Freisetzuag Vorlauferproteinen als auch eine
zeitlich regulierte Freisetzung der verschiedendruksirellen und nicht-strukturellen
Einzelproteine aus dem Polyprotein erméglichen. Batersuchung dieser Hypothese soll
zunachst ein NV-Volle-LAnge cDNA-Klon generiert wen, der die komplette Genom-
Sequenz des Norovirus Genotyp Il Dresden/1997/GHekb Dieser NV-Volle-Lange cDNA
Klon wird als Grundlage fir die Generierung von NWrauferproteinen dienen, die die
Sequenz der 3CL-Protease enthalten. FiUr die Umieuslg der Prozessierung des
Polyproteinsin cis soll das VorlauferproteiAVPg3CLPA3DLP® generiert werden, das die
komplette 3CP"™ Sequenz enthalt. Die NV-3EP wird in diesem Vorlauferprotein von dem
Spaltmotiv des VPg-Proteins und von den N-termim&equenzen der 381 flankiert.

Die Prozessierung des ORF1-Polyproteins ist niaht von dercis-Aktivitat der 3CLP™
abhangig sondern auch durch eirens-Aktivitdt dieses Enzyms. Anhand von Peptiden, die
die authentischen Spaltmotive innerhalb des NV-poligins prasentieren, soll dieans
Aktivitat eines zuvor aufgereinigten 3€ Fragmentes charakterisiert werden. Berechnungen
von Spalteffizienzen der 3EL an den unterschiedlichen Spaltmotiven sollen Agessaiber
die Substratspezifitat der 3€.ermdglichen.

Des weiteren ist bekannt, dass nicht nur dieP8Gillein proteolytisch aktiv ist, sondern auch
ihr Vorlauferprotein 3CP3DLP® (Belliot et al, 2003).Allerdings ist nicht bekannt, ob sich
die Spaltspezifitaten dieser beiden Proteine ucieiden. Diese Fragestellung fuhrt zur
Aufstellung der zweiten Hypothese dieser Arbeit, lolve besagt, dass 3€% und
3CLP3DLPY Spezifitatsunterschiede in ihrer Aktivitat aufwesis konnten, die zu einer

sequentiellen und differentiellen Spaltung des pralteins beitragen.
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Um diese These zu untersuchen, soll ebenfallstdies-Aktivitéat eines aufgereinigten
3CLP3DLP® Vorlauferproteins untersucht werden. Durch Berecigem zur relativen
Spalteffizienz  von 3Ct° und 3CIP°3DLP sollen Aussagen Uber die
Substratspezifitatsunterschiede beider Enzyme gaemarden.

Auf der Aktivitat der 3CE™ basiert der initiale Schritt der Virusreplikatidbemzufolge hatte
eine Inhibierung der 3CL° die Arretierung der kompletten Norovirusreplikatiour Folge.
Durch die Gabe geeigneter 3Ckinhibitoren konnte folglich eine Neuinfektion vatellen
verhindert werden. Aus diesem Grund sollen im Rahmwlieser Arbeit sechs verschiedene
chemische Substanzen auf ihre Fahigkeit zur Inhibig der 3CE° Aktivitat getestet

werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate
Gerat Modell Hersteller
Agarose- Sub-Cell GT BORAD
Gelelektrophoresesystem
Analysenwaage AUST
Bioimager LAS-3000 BJIFILM
Blockthermostat BIART SCIENTIFIC
Brutschrank - C@begast [HRAEUS
Digital Printer P91 MrSUBISHI
DNA-Sequenzierer APPLIEDBIOSYSTEMSGELDO
Durchlichtmikroskop Axiovert 25 ZiSS

FPLC Anlage AKTAprime plus MERSHAM BIOSCIENCES
Geldokumentationssysten GelDoc 2000 IOFR\D

HPLC Anlage AKTA purifier AVERSHAM BIOSCIENCES
PCR-Cycler GeneAmp PCR System 9700 PPAEDBIOSYSTEMS
pH-Messgerat Seven Easy EMLER TOLEDO GMBH
Phosphorimager FLA-2000 UBIFILM

Photometer Biophotometer PBEENDORF
Polyacrylamid- Mighty Small 1l HOEFER
Gelelektrophoresesystem

Power Supply EPS 600 HRRMACIA BIOTECH
Schuttelinkubator Classic Series EWBRUINSWICK SCIENTIFIC
Schwenktisch DuoMax1030 etboLPH
Semi-dry-Blotter V20-SDB GRIST

Sterilbank Clean Air ERAUS
Thermoschiuittler Thermomixer compact PHENDORF
Tischzentrifuge Centrifuge 5417C PBENDORF
Ultraschallgerat Sonifier 250 FBNSON
Ultrazentrifuge OptimaLE-80K BCKMANN-COULTER
Vakuum-Konzentrator RVC2-18 HRIST
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Gerat Modell Hersteller

Vortexer Vortex-Genie 2 GENTIFIC INDUSTRIES
Wasserbad EMMERT

Zentrifuge AvantiJ-20 BCKMANN-COULTER

2.1.2 Chemikalien/Reagenzien

Wenn nicht gesondert angegeben, wurden Chemikadieriolgenden Firmen verwendet:
Gieco BRL (Gaithersburg, USA); IkkA AG (Buchs, CH); 8rRvA (Heidelberg, D); &mA
(St. Louis, USA); Carl Roth GmbH&Co (Karlsruhe, DJERCK KG (Darmstadt, D);

2.1.3 Enzyme
Enzym Hersteller
Herculase Polymerase STRATAGENE
Pfu-Polymerase PROMEGA
Go Tag® Flexi DNA Polymerase RBMEGA

Restriktionsendonukleasen

MBI- FERMENTAS, NEW
ENGLAND BiOLABS

T4-DNA-Ligase PROMEGA
Trypsin-EDTA DuLBECCO
2.1.4 Feinchemikalien/Materialien
Reagenz Hersteller
[S*]Methionin HARTMANN ANALYTIC
Acetonitril MERCK
Acrylamid/Bisacrylamid Gel A 30% &rH
Acrylamid/Bisacrylamid Gel B 2 % &rH
Agar ICN
Agarose CAMBREX
Aluminium Oxyd SIGMA
Amoniumsulfat RoTH
Ampicillin ROTH
APS APPLICHEM
B-Mercaptoethanol RoTH
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Reagenz Hersteller
Bromphenolblau SIGMA
Coomassie Brillantblau G250 SIGMA
Dithiothreitol SIGMA
Dialyseschlauch SIGMA
dNTP-Mix (10 mM) PROMEGA

ECLPU~Systent™ AMERSHAM PHARMACIA
BIOSCIENCES

Ethidiumbromid RoTH

Fetales Kalberserum (FKS)) NMITROGEN

GPC column HiLoad 16/60 Superdex 75pg IGFALTHCARE

H.O ultrapure MERCK

HisTrap™ FF crud GEHEALTHCARE

HiTrap™ SP FF 5 ml column GHEALTHCARE

Hybond Nitrocellulose Filter

MERSHAM BIOSCIENCES

Imidazol ROTH

IPTG ROTH
Kanamycin ROTH

LB Broth Base INVITROGEN
Magermilchpulver LASANA
Nickel(Il)-sulfat-Hexahydrat ROTH

O Gene Ruler 1kb DNA Ladder ERMENTAS
PBS DuLBECCO
Pistill/Mo6rser SIGMA
Polyfect’ Transfection Reagent QIAGEN
Proteinase-Inhibitor-Cocktail 111 A BIOCHEM
ProteinLadder Page Ruler Prestained ERWENTAS
Penicillin/ Streptomycin (Pen/Strep) INVITROGEN

N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

MERSHAM BIOSCIENCES

Natrium-Dodecylsulfat (SDS) &H
Tri-Flour-Esseigsaure (TFA) EBRck

Triton® X-100 FERAK LABORAT GMBH
Tween®20 SERVA

YMC-Pack ODS-AQ column YMEUROPE
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2.1.5 Kit-Systeme

Kit

Hersteller

ABlI PRISM® Big Dye® Terminator v1.1 Cyc
Sequencing Kit

&P EAPPLIEDBIOSYSTEMS

BCA™ Protein Assay Kit

[BRCE

DyeEX™ 2.0 Spin-Kit

QAGEN

Fast LinK™ Ligation Kit

EPICENTREBIOTECHNOLGIE

MinElute™Gel Extraction Kit

QIAGEN
PROTEINscrRIPTV T7 AMBION
QIAGEN" Plasmid Maxi Kit QIAGEN
QIlAprep’Spin Miniprep Kit QIAGEN
QIAquick”PCR Purification Kit QIAGEN
QlAshredder QIAGEN
QuickChang® Site-Directed Mutagenesis Kit TRATAGENE
TOPQO’ XL PCR Cloning Kit INVITROGEN
Zero Blunt' TOPO’PCR Cloning Kit INVITROGEN

2.1.6 Antikorper

eingesetzte Verdinnung in
Westernblotanalyse

Antikorper primar Bezugsquelle
prokaryotisch | eukaryotisch

mouse-anti-pentaHis QIAGEN 1:5000 1:5000
(monoclonal)
rabbit-anti-NV-3CL (polyclonal)| @&LiciLaB, INSTITUT|1:50000 1:8000

FUR VIROLOGIE, TU-

DRESDEN
rabbit-anti-NV-3DL (polyclonal)| BROGENTEC 1:1000 1:200
rabbit-anti-NV-Kapsid EUROGENTEC - 1:1000
(polyclonal)
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Antikérper sekundar

Bezugsquelle

Eingesetzte Verdinnung in
Westernblotanalyse

Peroxidase-gekoppelt

goat-anti-mouse, HR- | SIGMA 1:5000
Peroxidase-gekoppelt
sheep-anti-rabbit, HR- | SIGMA 1:5000

Die Verdinnung der Antikorper erfolgte in 1x PBS/M#een20 + 5 % (w/v) Magermilchpulver.

2.1.7 Primer

Die aufgefuhrten Oligonukleotide wurden von Bema BOMERS bezogen.

Primer Primersequenz 5 - 3° Verwendung
1 333-ORF1(A)-| GTGAATGAWGATGGCGTC o
for Amplifizierung
des NV-ORF1
2 f’g’f'ORFl(A)' GATCTCACCATAGCCAGCTC Fragment A
3 335-Nor-
2 338N des NVORF1
-Nor- Fragment B
ORF1(B)-rev CATYTGRCCKCCMACAGTRC g
5 339-Nor-
CGARTTYTGYCGCTTGAGG
ORF1(C)-for Amplifizierung
6 | 340-Nor des NVORF1
ORF1(C)-rev | TRTAYCTGGARTGYCTCTCR Fragment C
7 | 320-Nor-
des NVORF1
8 |321-Nor- Fragment D1
ORF1(D1)-rev ACATTGGCTCTTGTCTGG
9 322-Nor- o
ORF2/3(D2)- | GCAGAAGACCTCTATCTCC Amplifizierung
for des NVORF2/3
Fragment D2
10 | 327-Nor-
ORF2/3(D2)- |TCTTTATCATGTTGGAAAGAAGC
rev
11 |389-Nor- TCATGACGTCGTAGCAACCTACAACAGG o
ORF3(E)-fOI’ CTTC Amplifizierung
des NVORF 3
12 | 391-Nor- TCAGACTAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTI Fragment E
ORF3(E)-rev |T
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Primer Primersequenz 5 - 3 Verwendung
13 |91-Nor-ABC- |CCCCGAGACGTCAGCGGGTGAATGAAGA Amp|ifizierung
for TGGCGTCTAACGACGCTTCCGCT des Fragmentes
14 |102-Nor-D1- |ATATTTGTACCTGGAATGCCTCTCGAAGA ABC
OVC-rev TGATCGAACCGTCCTCA
15 CCATGATCCGGTGCGCTCGAGCATTCGG
100-Nor-D1- |AGGCTTAATGGATGAACTCAAAACACACT o
OVC-for GTGTTACACTTCCTATCAGAGTTGGTATGAAAMPlifizierung
TA des Fragmentes
D1D2E
12 391-Nor- TCAGACTAGTTTTTTTTTTITTTITTTITTITTI
ORF3(E)-rev |T
16 | 144-Nor-Orfl-| GCTAGCGCTTGGACCACCATGAAGATGG
EcoA7lll-for |CGTCTAACGACGCTTCCGCT Klonierung der
“Nor-Orfa- NV-VLcDNA in
L7 | 145 NOrOM3 CTAGCGGCCGGTATTTAAAAGACACTA OIRES
AAGAATGGAA
18 1303-Nor-
CGATATCATGGAGGCCAAGATTCGGCAA
VPg3C3D- _
EcaRV-for AGGATTT Klonierung von
AVPG3CLA3DL
19 |304-Nor- GGACGCGGCCGGTGGTGGTGGTGGTGG in pIRES
Vpg3C3D- | TGCTCGAGTTGTTGCAATGAAGGGCCAC
Not-rev CCTTGACTC
20 ,&lgé'_f'\'o?r'sc' GATACCATGGCAAGAAAACTCAGTTTTG
AG Klonierung von
AVPG3CLA3DL
21 | 98-Nor-3C3D o1 cTCGAGCGATTGTTGCAATGAAGGG | in pET28b
Xhad-rev C
22 | 240-Nor-
VPg3C3D- |GGCGTCGARATTCGGCAAAGGATTTTCA '
Sal-for GG Klonierung von
AVPG3CL3DLi
23 | 168-Nor- GSTcng n
VPg3C3D- |GCGTATCGGCGGCCGCGATTCGACGCC P
Nofi-rev ATCTTCATTCAC
24 | 185-Nor- GACGCGTCGAOCCATGAAGATGGCGTC
ORFE1Sal-for | TAACGACGCTTCCGCT Klonierung von
25 | 186-Nor- CGGTAAAGCGGCCGGGATTCGACGCCA| ORF1in pET28b
ORF1Notl-rev| TCTTCATTCACA
26 | 101-Nor-3C- | - AT ACCATGGCAAGAAAACTCAGTTTTG
Ncad-for )
AG Klonierung von
27 |96-Nor-3C- | CCTCTCGAGCGATTCAAGTGTAGCCTCC ook in PET28b
Xha-rev CCT
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Primer Primersequenz 5 - 3 Verwendung
28 | DONOISD- | CATGCCATGGGTGGTGACAGTAAGG
Klonierung von
29 | 56-Nor-3D- 3DLin pET28b
Sall+ev ACGCGTCGACTTCGACGCCATCTTCAT
30 |461-p20vpg- |CGGATCCGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTQ '
revBamHl | AAAACTGAGTTTCTCATTGT Klonierung von
20VPgin
31 1173-Nor-VPg- | CATAAGCTTCTCAAAACTGAGTTTCTCAT ppEngb
Hindlll-rev TGTAGTC
32 [230-Nor-3C- |CCACACCAGGTGACGCTGGCTGCCCCTA
for CATCTAC _
Mutation GzdA
33 [231-Nor-3C- |GTAGATGTAGGGGCAGCCAGCGTCACCT
rev GGTGTGG
34 | 250-Nor- GGGGAGGCTACACTTGCAGGTGGTGACA
3C3D-for GTAAGGGA _
Mutation EgdA
35 |251-Nor3C3D{ TCCCTTACTGTCACCACCTGCAAGTGTAG
rev ccTccce
30 :gg\;':g_‘;'or_ CGTAGCTAGAATGGGCCCAGCTCTCACC
Nhd ACCTTCAAC Klonierung von
37 [461-p20vpg- | CGGATCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTC| PPOVPIN PIRES
revBamHl | AAAACTGAGTTTCTCATTGT
38 : _
M13-for GTAAAACGACGGCCAG Sequenzierungs
primer
39 : _
M13-rev CAGGAAACAGCTATGA Sequenzierungs
primer
40 i -
T7-for TAATACGACTCACTATAGGG Seq‘;iir;ﬁ':rr“”gs
41 i -
T7-rev GCTAGTTATTGCTCAGCGG Sequenzierungs
primer
42 Nor- : _
431-Nor TTCCTGTGTGCTCTGTCTTCACTATTC | Seduenzierungs
ORF1-for primer
43 Nor- : _
362-Nor CCTCAGATTGCAAGAACTCG Sequenzierungs
ORF1-for primer
44 Nor- : _
337-Nor GGCGTCATGAARACYCTCAC Sequenzierungs
ORF1-for primer
45 Nor- : _
434-Nor GAATATCTCAATCAAGAGGTGCC Sequenzierungs
ORF1-for primer
46 | 436-Nor- Sequenzierungs-
ORFlfor  |CGGTTTAGTCACAGGTTCTG

primer
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Primer Primersequenz 5°-3 Verwendung

47 -Nor- ' ]
338-Nor CATYTGRCCKCCMACAGTRC Sequenzierungs
ORF1-rev primer

48 -Nor- i 1
396-Nor CCACATGCGGAAAAACG Seque_nmerungs
ORF1-for primer

49 - - i 1
41-NOR CGTGAGGACTCGACAAGAGA Sequenzierungs
ORF2-rev primer

50 - - i 1
15-NOR CCAGACAAGAGCCAATGTTC Sequenzierungs
ORF1-for primer

51 - - i ]
394-NOR CAAACAATGATTTTCAAACTG Seque_nmerungs
ORF2-for primer

52 ; - i 1
440-NOR- | o GATGATGTCTTCACAGTCTCTTGTC | Seduenzierungs
ORF2-for primer

53 - - i 1
H9-NOR- | 11 GGGATGGAGAGATCTACCATT Sequenzierungs
ORF1-for primer

54 - - ' ]
120-NOR- | 16 CAGCCTCCCTCACAGGAGAC Sequenzierungs
ORF1-for primer

55 - - ' ]
L21-NOR- | ) A ATTCTGGAGATCGTCCACAA Sequenzierungs
ORF1-for primer

56 - - ' ]
122-NOR- | o1 c AGAACCACATTTGGCTCA Sequenzierungs
ORF1-for primer

Tabelle 1: Klonierungsprimer, in vitro Mutageneséaprer, sowie Sequenzierungsprimer
Unterstrichene
RestriktionsendonukleaseKursiv dargestellte Basenfolgen stellen Uberlefigg Sequenzen da
Die degenerierten Nukleotide unterliegen folgendedierung: WEA+T; Y=C+T; R= A+G; K =

G+T; M = A+C

Nukleotidsequenzen

zeigen
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2.1.8 Vektoren

Vektor Genetischer Marker Hersteller

pCR'2.1-TOPO' | Amp/Kan, LacZa ORF,T7-Promotor, MCS, |INVITROGEN
flori, pUCori

pCR4Blunt- CcdBGen, KaiYAmp', T7-Promotor,Lac- INVITROGEN

TOPQ’ Promotor LacZza ORF, TOPOcloning site,
pUCori

pCR’-XL-TOPO CcdBGen, KaYZed, T7-Promotor,Lac- INVITROGEN
Promotor LacZa ORF, TOPOcloning site,
pUCori

pIRESneo3 AmijtNed, T7-Promotor,CMV-Promotor, MCS|,BD BIOSCIENCES
IVS, IRES-ECMV,ColElori, SV40polyA

pPET28b Kah T7-Promotor, lacl, MCS, 6xHisTag N-|NOVAGEN
und C-TerminalT7Tag, pBR322o0ri, flori

2.1.9 Rekombinante Plasmide

Plasmid Insert Nukleotidposition im
Genom des Stammes
NV-GGlI/4/Dresden/
1997/GE
pJRNORII-ACRTOPO AORF1 1-1214
pJRNORII-BCRTOPO AORF1 1126-3381
pJRNORII-CCRTOPO AORF1 3186-4276
pJRNORII-D1CRTOPO AORF1 4190-5011
pPpJRNORII-D2CRTOPO AORF1 4396-6887
pJRNORII-ECRTOPO AORF1 6848-7578
PUSNORII- AORF1 1-4291
ABCBIuntliITOPO
PUSNORII- AORF1 4152-7578
D1D2EBIuntliITOPO
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D

Plasmid Insert Nukleotidposition im
Genom des Stammes
NV-GGIlI/4/Dresden/
1997/GE

PUSNORII- JORF1 4152-7578

D1D2EBIuntlITOPO

PUSNORII-VLXLTOPO VLcDNA 1-7578

PUSNORII-VLIRES VLcDNA 1-7558

pUS-NORII-ORF1ET28b |ORF16xHis 1-5100

pUS-NORII- Hc13on ORF16xHis 1-5100

ORF1c130/ET28b

pUS-NORII-3CIP°ET28b |3CLP™ 3012-3567

pUS-NORII- VPg3CIP"°3DLP6xHis 3012-3750

AVPg3CLPA3DPET28b

pUS-NORII- VPg3CPUc1394 3DLPBxHis 3012-3750

AVPgu3CIPAu3DLPPET28b

pUS-NORII- VPg3CIP°Ue118043DLP 6 XHis 3012-3750

AVPg3CLP"A3DLPPET28b

pUS-NORII- VPg3CIP3DLP6xHis 2841-3750

AVPg3CIP"A3DLPIRES

pUS-NORII- VPg3CLY" %c130a3DLP 6xHis 2841-3750

AVPgu3CIPA3DLPIRES

pUS-NORII- 6xHisVPg3CP3DL?6xHis 2850-5097

AVPg3CLP3DLPPET28b

pUS-NORII- 6xHisVPg3CPug11803DLP 6xHi | 2850-5097

AVPg3CLP"u3DPPET28b  |s

pUS-NORIIp20VPQIRES | p20VPg6xHis 2091-3024

pUS-NORIIp20VpgET28b |p20VPg 2091-3024

Tabelle 2 Auflistung der Plasmide, die im Rahmen dieser Arbkonstruiert wurden

In der linken Spalte ist der Name des NV-Plasmidgefuhrt, auf den sich im weiteren Verlauf der

Arbeit bezogen wird. In der mittleren Spalte iss dasultierende NV-Gen aufgelistet. In der rechten
Spalte wurden die Nukleotidpositionen der Insemserhalb des Genoms des Stammes NV-
GGlI/4/Dresden/1997/GE dargestellt.
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2.1.10 Peptide

Peptidname Aminosauresequence 5°-3°
P4AP3 P2 P1 PPZP3P4

pg7/2(‘f\‘TF’ase LLGDYELQ:GPEDLAYV
2C"P2%¢/n20 RLDEFELQGPALTTF
p20/VPg S SDDI KT E*G KK GA NK
p20/VPguTP2L S SDDI K E*GKKGANK
VPg/3CLP" YNEKLSF EAP P SIW
3CLP™/3DLP® GEATL E*G GD S KG
3CLP/3DLP HTP3E GE AL EXG GD S KG

Tabelle 3: Auflistung derPeptide, die fur trans-Sjpangsassays verwendet wurden

In der linken Spalte ist der Peptidname aufgefltiet, sich auf das Spaltmotiv zwischen den
Proteinen im Polyprotein bezieht. Die Peptide wurdei Invitrogen synthetisiert und durch
reversed-phase-Chromatographie mit Hilfe der HPL@gereinigt. In der rechten Spalte ist die
Aminosauresequenz des Peptides in 5-3 -Orientigrdargestellt. Das Spaltmotiv wird als
P1P1 bezeichnet. Die Aminosauren, die sich N-teahvan der Spaltstelle befinden, werden als
P2-P4 gekennzeichnet. Die Aminoséauren, die sicler@ibal von der Spaltstelle befinden,
werden als P2°-P4” bezeichent. Mutierte Aminosasmedrot unterlegt.

2.1.11 Inhibitoren

Substanz Hersteller

CMK (Chloromethyl ketoneCALBIOCHEM
inhibitor)

a-MAPI  (anti-microbial alkaling CALBIOCHEM

protease inhibitor)

XP-10 UNIVERSITAT LUBECK, INSTITUT FURBIOCHEMIE
XP-17 UNIVERSITAT LUBECK, INSTITUT FURBIOCHEMIE
XP-40 UNIVERSITAT LUBECK, INSTITUT FURBIOCHEMIE
XP-41 UNIVERSITAT LUBECK, INSTITUT FURBIOCHEMIE
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2.1.12E.coli Stamme

Stamm Genotyp Hersteller
DH5a @80dacZAM15, recAl, endAL, gyrA96, thi-1, INVITROGEN
hsdRL7(r’,mk"), supE4,relAl, deoR,
A(lacZYA-arghU169
One Shot® TOP10 |F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC) @80lacZAM15, | INVITROGEN
AlacX74,recAl, araD139,A(ara-leu)7697,
galK, rpsL(StrY), endAl, nupG
XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, sufE44, | STRATAGENE
relAl, ladF proAB, lacl9ZAM15Tn10(Tet)]
BL21(DE3) F-, ompl , deni, hsdSs(r-mg-) gal, (DE3),| NOVAGEN
(Tet) endA, tonA
2.1.13 Eukaryotische Zellen
Stamm Charakteristika Hersteller
293T-Zellen humane embryonale Nierenendothelzellen | ATCC-CRL-
11268
2.1.14 Medien
2.1.14.1 Bakterienkulturmedien
LB fliissig LB Agar SOC Medium
2% LB Broth Base 0,5 % (w/v) Hefeextrakt 2 % Trypton
1,0 % (w/v) NaCl 1,0 % (w/v) Trypton 0,5%
Hefeextrakt
10 mM NacCl 10 mM NacCl
2,0 % (w/v) Agar 2,5 mM KCI
10 mM MgCb
10 mM MgSQ

20 mM Glucose
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Alle Medien wurden nach der Herstellung autoklaviddach dem Abkihlen wurden
entweder 100 mg/l Ampicillin oder 30 mg/l Kanamydimzugegeben. Die Inkubation der
inokulierten Medien erfolgte bei 37 °C.

2.1.14.2 Zellkulturmedien

Das zur Kultivierung von 293T-Zellen verwendete Mea wurde von der Firma Gibco BRL
(LifeTechnologie§") bezogen. Dabei handelt es sich umLEEccO’'s modifiziertes Eagle
Medium (1x DMEmM) mit 4.500 mg/l D-Glucose (,High Glucose®) [KatgiiNr.:10938] mit

10% (v/v) hitzeinaktiviertem fetalem Kaélberserumndu 1 % (w/v) Glutamin
(Komplettmedium).

2.1.15 Puffer und Lésungen

2.1.15.1 Agarose Gelelektrophorese

TAE- Puffer: 40 mM TRIS-Base, pH 8,0
1mM EDTA
20 mM Essigséaure
6x DNA Ladepulffer: 30 % Glycerol
0,25 % Bromphenolblau

0,25 % Xylencyanol
Ethidiumbromid: 10 mg/ mi
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2.1.15.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Acrylamidlésung: 30 9%Acrylamid
0,8 % Bisacrylamid

APS-L6sung: 10 % Ammonperoxodisulfat
4 x Trenngelpuffer: 1,5 Mrris-HCI (pH 8,8)
4 x Sammelgelpuffer: 0,5 Mris-HCI (pH 6,8)

350 mM Tris-HCI (pH 6,8)
SDS-Probenpuffer (6 x): 10,28 ¢ SDS
36 9 Glycerol
5 9 B-Mercaptoethanol
0,012 9 Bromphenolblau

5 x Laufpuffer: 25 mM Tris base
192 mM Glycine
0,1 % SDS
ad 1l dest. HO
Coomassie  Brillantblau: 42 % Methanol
G250-Fé&rbeldsung: 17 % Essigsaure

0,1 % Brillantblau G250

Entfarbel6sung: 5 9%ethanol

5 % Essigsaure
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2.1.15.3 Western Blot

1 x Transferpuffer (1): 25 mM Tris-Base
190 mM Glycin
0,01 % SDS
10 % Methanol (pH 8,3-8,4)
ad. 1 Idest. HO

PBS: 1,5 mM KH,PO,
2,7 mM KCI
6,5 MM NaHPO, x 2 H,0
137 mM NacCl

Waschpuffer: PBS pH 7,4
0,2 % Tween 20
Blockierungslésung: 5 % Magermilchpulver
0,2 % Tween 20

2.1.15.4 Proteinaufreinigung

2.1.15.4.1 Resuspensionspuffer:

3CLP-Puffer: 40 mM  Tris-Base
150 mM NacCl
2mM  DTT
pH 7,25

3CL"", £11803DLPO-Puffer: 50 MM N&PO,
150 mM  NaCl
2mM DTT
pH 7,0
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2.1.15.4.2 Ni-Affinitatschromatographie

Bindungspuffer: 50 mM aNPQ,
500 MM  NaCl
30 mM Imidazol
pH 7,2

Elutionspuffer: 50 MM afiPO,
500 MM NaCl
500 mM Imidazol
pH 7,2

2.1.15.4.3 Kationenaustauschchromatographie

Dialysepuffer/Bindepuffer: 20mM TRIS
1mM DTT
pH 7,25
Elutionspuffer: 20 mM RIS
1M NaCl
2mM DTT
pH 7,25

2.1.15.4.4 Reverse Phase Chromatographie (HPLC)

Losung A: 0,1% TFA
100 % ,B ultrapure
L6sung B: 65 YAcetonitril
35 % ,B ultrapure
0,1% TFA
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2.1.16 Herstellung chemisch kompetentdt.coli Zellen

TJB1: 30 mM Kaliumadeta
100 mM  RbCI
10mM Cafl
50mM Mngl

in 300 mlJ@ l6sen
ad 75 ml Glycerin
pH 5,8 mit Essig-
saure einstellen

TJB2: 10 mMMOPS
75mM  Cafl
10 mM  RbCI

in 50 ml HO l6sen
ad 15 ml Glycerin
pH 6,5 mit NaOH

einstellen
auf 100 ml mit HO
auffillen
2.1.17 Lyse eukaryontischer Zellen
Lysispuffer : 10 mM  Tris/HEH 8,0
140 mM  NacCl

0,025% NaN
1% Triton-X100

40



Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Amplifikation von cDNA- Fragmenten mit Hilfe der Polymerase-Ketten
Reaktion (PCR)

2.2.1.1 Standard-PCR

Die fur die Amplifizierung der gewilnschten cDNA B&mhe verwendeten
Oligonukleotidprimer sind unter 2.1.7 beschriebBire PCR-Reaktionsansatze setzten sich

aus folgenden Bestandteilen zusammen:

Komponenten Eingesetztes Volumen (ul)
Puffer (10x) 5
DMSO (3%) 1,5
Template (100 ng) X
dNTP Mix (10 mM) 3
(dATP; dCTP; dGTP; dTTP
forward-Primer (10 pmol/ul) 5
reverse-Primer (10 pmol/ul) 5
Herkulas€-Polymerase(5 U/pl) 1
auf 50 gl mit HO auffullen

Die PCRs wurden in 200 pl Reaktionsgefal3en untew®edung eines Thermocyclers

folgendermal3en durchgefuhrt:

1 min 95°C Initialdenaturierung 1 Zyklus
30 sec 95°C Denaturierung

30 sec 60°C Annealing 30 Zyklen
1-8 min, je nach Lange 68°C Extension

des Amplifikates (**)

5 min, je nach Lange 68°C Extension 1 Zgklu
des Amplifikates (**)

(*) Die Annealing-Temperatur l&3t sich ndherungseeiach folgender Formel berechnen:

Tm=69,4 °C + 0,41xGC %-650/PL-6°C

GC: Anteil der Basen Guanin und Cytosin an der Kempntaren Sequenz zwischen Template und
Primer in Prozent

PL: Lange der komplementaren Sequenz zwischen E¢enphd Primer

(**) Die Syntheserate der Herkulas@olymerase betragt etwa 1000 Nukleotide/Minute
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Fir alle PCR-Schritte wurde das Herkulageolymerase Gemisch verwendet, das aus der
TagPolymerase und détfu-Polymerase, die eine 3"-proof-readingExonuclease Aktivitéat

aufweist, besteht.

2.2.1.2 Overlap-Extension-PCR (Pogulist al, 1996)

Die Overlap-Extension-PCR ist geeignet, um DNA-Rnagte ohne Verwendung von
Schnittstellen zu fusionieren. Im Rahmen dieserefirivurde diese Methode verwendet, um
das NV-Volle-Ldnge cDNA-Genom zu generieren, woleweils benachbarte, sich
Uberlappende Sequenzen, fusioniert wurden. Dafilirdevuzunachst mit Hilfe der Standard
PCR (2.2.1.1) die Subfragmente amplifiziert, dehsm Fusionsbereich tberlappten.

Dieser Uberlappungsbereich ermoglichte die kompieére Basenpaarung der beiden
Subfragmente und somit die Fusionierung in einestearPCR-Schritt. Dieser Schritt wurde
ohne Primer durchgefuhrt. Die freien OH-Enden, de 5-Ende des Fusionsbereiches
entstehen, dienten dabei als Primer. Von dieserei@en aus konnte die vollstdndige
Amplifikation der zu fusionierenden Fragmente §itaden. Die einzelnen Fragmente wurden
dabei in einem molaren Verhéltnis von 1:1 eingdsetz

In einem finalen PCR-Schritt wurden 10 ul des ardgpggten Fusionssproduktes mit den
auReren Primern spezifisch amplifiziert. Der Ablaafvie die Zusammensetzung der finalen
PCR entsprach der Standard PCR (2.2.1.1)

2.2.1.3 Screening PCR

ScreeningPCRs (Uberprifungs-PCRs) wurden nach Transformatide. coli Zellen
durchgefuhrt, um die gewachsenen Klone auf eingekte Insertion des gewinschten
Genabschnitts in die verwendeten Vektoren zu Ubépr
Dafur wurden einzelnd.coli Kolonien von der LB-Platte gepickt, in den im feiglen
dargestellten PCR Ansatz gegeben und mit den PRminaenplifiziert, die auch fir die

Amplifikation des Inserts verwendet wurden:
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Komponenten Eingesetztes Volumen (pl)
Kolonie -
Puffer (5x) 5
MgCl, 2,5
dNTP Mix (10 mM) 0,5
(dATP; dCTP; dGTP; dTTP)
forward-Primer (10 pmol/ul) 0,5
reverse-Primer (10 pmol/ul) 0,5
Tag-Polymerase( 5 U/ul) 0,125
auf 25 ul mit HO auffullen

5 min 95°C Initialdenaturierung 1 Zyklus
1 min 95°C Denaturierung

30 sec 60°C Annealing 30 Zyklen
1-8 min, je nach Lange 72°C Extension

des Amplifikates

5 min, je nach Lange 72°C Extension 1 Zgklu
des Amplifikates

Die Amplifikation der DNA wurde durch elektrophoisshe Auftrennung in einem
Agarosegel Uberprft (siehe 2.2.2). Bei erfolgrercAmplifikation wurde die Plasmid-DNA
durch eine ,Mini-Praparation” isoliert.

2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse von PCR- und Klonierungsprodukten wurdke Agarose-
Gelelektrophorese angewandt. Fur die Auftrennung B&A-Fragmenten im analytischen
bzw. praparativen Mal3stab wurden je nach Fragnregeld-2 %-ige (w/v)Agarosegele (in 1x
TAE mit 0,1 pg/ml EtBr) eingesetzt. Die Elektropbse erfolgte bei einer konstanten
Spannung vod0 V/cmin 1x TAE als Laufpuffer.

Fur eine Abschatzung der DNA-Konzentration wurdeDNA (50 ng/ul, Fermentas)
mitgefuhrt. Vor dem Probenauftrag wurden die DNAEN mit 6x Gelladepuffer
(Endkonzentration 1x) versetzt.
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2.2.3 DNA-Aufreinigung

DNA Aufreinigungen erfolgten mit dem QIAquicRCR Purification  Kit
entsprechend den Angaben des Herstellers. Fir xtimkion von DNA Fragmenten aus
Agarosegelen wurde das MinEllfl&el Extraction Kit entsprechend den Angaben des

Herstellers verwendet.

2.2.4 Klonierung

2.2.4.1 Topo TA Klonierung

Die NV cDNA SubfragmentéBC und D1D2E wurden entsprechend den Angaben
des Herstellers mit Hilfe des Zero BILGMOPO’PCR Cloning Kit (Invitrogen) und die NV
Volle-Lange-cDNA entsprechend dem Protokoll des DOPXL PCR Cloning Kit

(Invitrogen) kloniert und anschlielRend&ncoli Top10 Zellen transformiert.

2.2.4.2 Klonierung durch Ligation

2.2.4.2.1 Restriktionsverdau
Zur Spaltung von DNA wurden pro 1 pg DNA 2 U Rddiansenzym eingesetzt.
Restriktionstemperaturen und Restriktionspuffer detr nach Angaben des Herstellers

(Fermentas) gewahlt. Der Restriktionsansatz wuraeh nHerstellerangaben pipettiert und
U. N. bei 37 °C inkubiert.

2.2.4.2.2. Ligation mit Hilfe der T4 DNA-Ligase

Diese Ligationsmethode vonsticky ends (Uberhiangende Enden nach
Restriktionsverdau) wurde angewendet, um DNA Fradeedie gréf3er als 5000 bp sind, in
den linearisierten Vektor zu klonieren. Die eindeteKonzentration des Inserts wurde nach
folgender Formel berechnet:

ng Vektor (20 ng) x bp Insertgréf3e / bp Vektormolares Verhéltnis Insert/Vektor (1/2)
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Entsprechend der Berechnung der einzusetzeimdentmenge wurde der Ligationsansatz wie

folgt zusammen pipettiert:

Komponenten Eingesetztes Volumen (ul)
T4-Ligase (2,5 U) 0,5
Puffer (10x) 2
Vektor 20 ng
Insert entsprechend der Berechnung der oben gearaRotmel
auf 20 pl mit HO auffullen

Der Ligationsansatz wurde 0. N. bei 16 °C inkubi@rischlieRend erfolgte die Inaktivierung
der T4-Ligase fur 10 min bei 65°C.

2.2.4.2.3 Ligation mit Hilfe des Fast Link™ Ligation Kits

Die Klonierung von DNA Fragmenten bis zu einer Grd®n 5000 bp erfolgte mit
dem Fast Link" Ligation Kit (siehe 1.5) entsprechend den Angales Herstellers.
Voraussetzung fir diese Ligationsmethode ist ellisnfe Spaltung des Inserts sowie die
Linearisierung des Vektors durch Restriktionsendttgasen. Die einzusetzende
Konzentration des Inserts wird durch die unter222 beschriebene Formel berechnet.

2.2.4.2.4 Transformation von Plasmid-DNA irE. coli

Herstellung chemisch-kompetenkercoli Zellen:

100 ml LB wurden mit einem Hundertstel Volumen eite coli 4. N.-Kultur
inokuliert. Die Zellen wurden bei 37 °C unter Sdhblit bis zu einer OE, von 0,2 bis 0,3
kultiviert. Vor dem Ernten der Zellen wurde die Wékultur auf Eis far 30 min gekuthlt und
anschlieBend bei 2500 rpm und 4 °C fur 10 min pehle Das Pellet wurde in 40 ml TJB1
Puffer (s. 3.1.14) resuspendiert und bei 3500 rpmlD min abzentrifugiert. Anschlie3end
wurde das Pellet in 4 ml TIB2 (s. 3.1.14) resusigendie Zellsuspension wurde fur 15 min
auf Eis inkubiert, anschlieend in 50 pl-Aliquatdliissigem Stickstoff eingefroren und bei -

80 °C gelagert.

Transformation von Plasmid-DNA i&.coli:

4 ul des Ligationsansatzes wurden zu 50 pl chenmkschpetenterE.coli Zellen
gegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert. Anschéie® wurde der Transformationsansatz fur

45 s bei42 °C hitzeinaktiviert und danach fir 2 min auf Eigeder abgekuhlt. Nach der
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Zugabe von 250 pl SOC-Medium wurden die transfort@mne Zellen fur eine Stunde bei

37 °C im Schittler inkubiert und anschlieBend aud-Rlatten, die das entsprechende
Antibiotikum enthielten, ausplattiert und d. N. 1381 °C inkubiert.

Positive Klone wurden durch Anwendung der Screem@R (s. 2.2.1.3) identifiziert und

anschlie3end sequenziert (s. 2.2.5).

2.2.5 Sequenzierung

Der Reaktionsansatz fur die Sequenzierungs-PCRu(jL@nthielt jeweils 2 pl Big-
Dye-Mix, je 1 pl des entsprechenden Sequenzierd?sn(siehe 1.7) und 0,4 ug der
Template-DNA. In nachfolgender Tabelle sind die iBgdngen, unter denen die PCR
durchgefuhrt wurde, aufgefuhrt.

1 min 96°C Initialdenaturierung 1 Zyklus
10 sec 96°C Denaturierung
5 sec 55°C Annealing 30 Zyklen
4 min 60°C Extension

Unter Verwendung des DyeEx 2.0 Spin-Kits der Fir@agen (2.1.5) erfolgte die
Aufreinigung der DNA-Fragmente. Fur die sich ansflénde Sequenzierung wurde der
Sequencer der Firma Applied Biosystems genutzt.

Die Auswertung der Sequenzierungen wurde mit Hiée MAC-ProgrammeDNA-Strider
und EDITViewdurchgefuhrt.

2.2.6 site directed mutagenesis

Fur die Herstellung von Mutantenproteinen wurde @asckChang®Site-Directed
Mutagenesis Kit (siehe 2.1.5) entsprechend den Betgades Herstellers verwendet. Die
Amplifizierung der zu mutierenden Plasmid-DNA emggh dem Standard PCR Ansatz (siehe
2.2.1.1). Die zur Einfuhrung der gewiinschten Motatverwendeten Primer sind in Tab. 1

(siehe 1.7) aufgelistet.
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2.2.7 Methoden fur die Arbeiten mit humanen Zellen

2.2.7.1 Kultivierung von 293T-Zellen

Die Kultivierung der adharent wachsenden 293T-zekefolgte standardmaliig in
Kulturflaschen mit einer Adharenzflache von 75°qf8ARSTEDT). Angeimpft wurden diese
Flaschen mit jeweils 5,5 x 1@ellen. Eine Zellsuspension in 10-12 ml sterilermed
Kultivierungsmedium (DLBecco) wurdemit 10 % (v/v) fetalem Kalberserum (IDBECCO)
und mit 0,5 % Penicillin/Streptomycin verset@ie Kulturen kénnerso 4 Tage bei 37 °C im
CO,-Brutschrank [C@Konzentration: 5 % (v/v)] inkubiert werden. Nacleskr Zeit wurde
in der Regel eine Konfluenz von > 90 % erreicht.

2.2.7.2 Ernte einer 293T-Zellkultur

Die Zellernte erfolgte nach Entfernen des Mediumd aweimaligem Waschen der
Zellen mit sterilem CA- und M92+-freiem PBS (LBECCO) durch Zugabe von Trypsin-
EDTA (DuLBecco) zu den Kulturen. Die Zellen wurden mit dem EDTA#sIn fur 3-5
Minuten im CQ-Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Nach dem Ablosen Zellen vom Boden
der Kulturflasche wurden diese in jeweils 10 ml Kettmediumaufgenommen und in ein
steriles 50 ml Falconréhrchen Uberfuhrt. Von dehaltienen Zellsuspension wurde

anschlieRend die Zellzahl bestimmt.

2.2.7.3 Bestimmung der Zellzahl

20 pl einer Zellsuspension wurden mit 20 pl Fabgfbrypanblau) vermischt und
davon 10 pul in eine Neubauer-Zahlkammer applizigriter dem Lichtmikroskop (&RL
ZEIsS AXIOVERT 25°; VergréRerung 100x) wurden die Zellen in den gjmRen Quadraten
gezahlt und hiervon der Durchschnittszellwert prof§guadrat gebildet. Abgestorbene Zellen
farbten sich blau und wurden nicht in die Z&hlumgezogen. Zur Berechnung der Zellzahl
pro Mikroliter wurde die durchschnittliche Zellzahpbro Grol3quadrat mit 10

(GréRenverhéltnisse der Neubauer-Zahlkammer) und\éerdiinnungsfaktor 2 multipliziert.
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2.2.7.4 Konservierung einer 293T-Zellkultur

Konfluente Zellen wurden mit EDTA-Trypsin abgeltshd im Anschluss daran
wurden die Zellen im Einfriermedium (Komplettmediusiehe 2.2.7.1] +10 % DMSO)
aufgenommen. Die Zellen wurden zu 1 ml in Cryordlerc aliquotiert und zunéchst im —80
°C Schrank eingefroren. Nach ca. 3-4 Tagen erfageEinlagerung der Zellen im flissigen
Stickstoff.

2.2.7.5 Transiente Transfektion von 293T-Zellen

Die Transfektion eukaryontischer Zellen erfolgterafu Polyfect Transfection
Reagent (Qiagen). Fur die Transfektion von 4 % Zéllen wurden 80 pl Liposomenlésung
mit 8 pg Plasmid-DNA in 200 pl Serum-freiermBm gemischt und fur 10 min bei RT
inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz mit 60dmplettmedium (siehe 2.2.7.1)
versetzt, auf die zuvor mit sterilem PBS (siehe) lggdwaschenen und in 7 ml
Komplettmedium aufgenommenen adharenten Zellen bgggeund flr 48 h bei 37 °C

inkubiert.

2.2.7.6 Lyse der eukaryontischen Zellen

Die Zellernte erfolgte nach Entfernen des Mediumd einmaligem Waschen mit
PBS durch Zugabe von 300ul des 1x Lysispufferg.@s15), worin die Zellen fir 30 min bei
4°C inkubiert wurden. Im Anschluss wurden die Zelhait Hilfe eines Zellschabers aus der
Kultivierungsschale entfernt und mit Hilfe des Q#Aredder™-Systems von Qiageach

Angaben des Herstellers zusatzlich aufgeschlossen.
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2.2.8 Proteinchemische Methoden

2.2.8.1 Heterologe Expression i&.coli

Fur die Expression der rekombinanten NV-Proteinedeeine 4Hauptkultur 1:100
mit einer 0. N. Vorkultur, vor.coli BL21DE3 Zellen, die mit dem entsprechenden Plasmid
transformiert wurden, beimpft. Bei Erreichen ei@Dsoo von 0,7 konnte die Expression mit
1 mM IPTG induziert und die Zellkultur G. Mei RT inkubiert werden. Anschlie3end wurden

die Zellen durch Zentrifugation bei 4500 rpm furrh& und 4°C pelletiert.
2.2.8.2 Zellaufschluss durch Ultraschall

Das nach der ProteinexpressionHrcoli resultierende Pellet (s. 2.2.8.1) wurde im
entsprechenden Puffer + 0,5 % Triton X-100 resudieery fir 30 min auf Eis inkubiert und
durch Ultraschall (6x pulse a 30 sec) lysiert. Qadllysat wurde durch Ultrazentrifugation
bei 40.000 rpm fur 90 min gewonnen.

2.2.8.3 Zellaufschluss mit Hilfe von Aluminiumoxid

Pro ein Gramm Zelltrockenmasse des nach der Pexgiassion in E.coli
resultierenden Pellets wurden ZAyminiumoxid zu dem Pellet gegeben. Die Zellen wurden
mit Pistill und Mdrser fur 15 min bei 4 °gerrieben. Die aufgeschlossenen Zellen wurden in
Puffer aufgenommen, das Aluminiumoxid sowie dieltd@nmer fir 10 min bei 4500 rpm
und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand, der dallygat enthielt, wurde fir 90 min bei
40.000 rpm und 4 °C durch Ultrazentrifugation vam &elltrimmern abgetrennt.

2.2.8.4 Ammoniumsulfatpréazipitation

Das nach der Proteinexpression geerntete Zell(gs&.2.8.1) wurde durch 75 %-iges
Ammoniumsulfat prazipitiert. Die Prazipitate wurddarch 40-minttige Zentrifugation bei

20.000 rpm geerntet und das Pellet in 5 ml Pufiesaspendiert.
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2.2.8.5 Dialyse

Die zu dialysierende Proteinfraktion wurde in eireen 5 cm langen Dialyseschlauch
aus Cellulose (40 mm x 25 mm)G®IA) pipettiert und 0. N. in 1L Dialysepuffer (siehe
2.1.15.4.3) inkubiert. AbschlieRend wurde das mnbteat nochmals in frischem
Dialysepufferfur 2 h dialysiert.

2.2.8.6 Proteinbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgiedem BCA™ Protein Assay
Kit (PIERCE) nach Angaben des Herstellers. Fur die Kalibrienwngde das im Kit enthaltene
BSA verwendet.

2.2.8.7 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Geleldrophorese (Laemmli, 1970)

Die Gelelektrophorese fand in Mini-Elektrophoreséeiten (9,0 x 7,0 x 0,5 cm) der
Firma HOEFER statt. Es wurden in der Regel Trenngele mit e@nzentration von 12 %
bzw. 15 % Acrylamid und 4 %ige Sammelgele verwendet
Vor dem Auftrag wurden die Proteinproben (Probearan ca. 20 pl) mit 6 x Probenpuffer
versetzt (Endkonzentration 1 x, siehe 2.1.15.2)ftin& min bei 100 °C hitzedenaturiert.
Die Elektrophorese der Proteine erfolgte bei 8(dnimelgel) bzw. 100- 120 V im Trenngel
(Stromstarke nicht héher als 20 mA) in 1x LaufpuffBie Proteine im PAA-Gel wurden,

falls erforderlich, mit CoomassieBrillantblau G250 gefarbt.

2.2.8.8 Western Blot (Semi-dry)

Nach erfolgter gelelektrophoretischer Auftrennumfplgte der Transfer der Proteine
auf eine Nitrocellulose-Membran (#&RSHAM BIOSCIENCEY mit einem Semi-dry Blotter
(CHRIST). Die Nitrocellulose-Membran wurde kurz in 1 x mséerpuffer equilibriert. Die in
entsprechender Grol3e zugeschnittenen Filterpagi@B002, $HLEICHER & SCHUELL)
wurden ebenfalls in Transferpuffer gelegt. Vier €agdes puffergetrankten Filterpapiers
wurden luftblasenfrei auf die Anodenplatte gelegt die Membran darauf platziert. Uber das
danach aufgelegte Polyacrylamidgel wurden luftbi&ree vier weitere Lagen Filterpapier
postiert. Der Proteintransfer erfolgte fur 1 Sturte 25 V und 1,5 mA pro cm? Gelflache
(Ublicherweise 60 mA).
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2.2.8.9 Immunologischer Nachweis

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran gudiese in Blockierungslosung
0. N. bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde die Mean fir eine Stunde mit dem priméren
Antikorper (Antikorper-Verdinnung siehe 2.1.6, ix IPBS/Tween + 5 % (w/v)
Magermilchpulver) bei RT inkubiert und danach 4 b mit 1 x PBS+ 0,5 % Tween 20
gewaschen. Danach erfolgte eine Inkubation mit deEtsprechenden HRP-gekoppelten
sekundaren Antikdrper fir 30 min bei RT (Antikdrpéerdinnung siehe 2.1.6, in 1 x PBS/T
+ 5 % (w/v) Magermilchpulver). Die Membran wurdenent 3 x fir 15 min in 1 x PBS/T
gewaschen. Die Detektion erfolgte mit Hilfe des B¥iSystem&! (AMERSHAM PHARMACIA

BioTECH) nach Angaben des Herstellers.

2.2.9 Chromatographieverfahren fur die Proteinaufrenigung

2.2.9.1 Kationenaustauschchromatographie

Bei der Methode der Kationenaustauschchromatogedqgtinten nur positiv geladene
Proteine an die Saule binden, die anschlieRendchdwegativ geladene lonen eluiert wurden.
Das Proteingemisch, das durch Anwendung der Digisbe 2.2.8.5) im Bindepuffer (siehe
2.1.15.4.3) NaCl-lonen frei war, wurde auf eingi#@AustauschsaulHiTrap™ SP FF 5
ml S&aule; GEHEALTHCARE) injiziert. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte didutton der
gebundenen Proteine Uber einen ansteigenden Nadigaten, unter Verwendung eines
Elutionspuffers mit einem Endvolumen von 1 M Na8lefe 2.1.15.4.3), bei einer Flussrate

von 1 ml/min. Die eluierten Proteine wurden frakigrt gesammelt.

2.2.9.2 Metallchelatchromatographie- Ni*-Affinitdtschromatographie

Durch die Anwendung der RiAffinitatschromatographie wurden His-Tag-
Fusionsproteine, die eine besonders starke Affimita N#*-lonen aufwiesen, aufgereinigt.
Dafiir wurden zunéchst die verwendete Saule (Histrdg crud Saule, GEHEALTHCARE)
mit dem Bindepuffer (siehe 2.2.15.4.2) equlibridmschliel3end erfolgte die Injizierung des
Proteinlysats auf die Saule. Die an die Saule gidwen Proteine wurden durch einen
Imidazolgradienten (Endvolumen des Elutionspuffegistv 500 mM Imidazol auf, siehe
2.2.15.4.2) bei einer Flussrate von 1 ml/min etuierd fraktioniert gesammelt. Parallel zur

Elution der Peptide fand eine Absorptionsmessung@®@ nm statt.
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2.2.9.3 Gelfiltration mit Hilfe der FPLC

Zur Auftrennung eines Proteingemisches entsprechiéiner Molekulargewichte
wurde eine Gelfiltration, unter Anwendung der FPdQrchgefihrt. Die Saule (GPC column
HiLoad 16/60 Superdex 75pg; GEEALTHCARE) wurde zuné&chst mit dem entsprechenden
Puffer equilibriert und anschlieBend 2 ml des Rnggemisches auf die Saule aufgetragen.

Die Proteine wurden bei einer Flussrate von 1 nml/aifgetrennt und fraktioniert gesammelt,

wobei parallel die Absorption bei 280 nm bestimmatrde.

2.2.10 Proteolytische Aktivitatstests

2.2.10.1Time courseExperiment in E.coli zur Anaylse der 3CLP" cis-Aktivitat

Zur Analyse dercis-Spaltungsaktivitat der NV-3CL in Abhangigkeit der Zeit,
wurden die Plasmide, die fur die zu untersuchemdésVorlauferproteine kodieren, i&.coli
BL21DE3 Zellen transformiert. Eine 1 nil.coli Hauptkultur wurde 1:100 mit der 0. N.
Vorkultur angeimpft und bei einer Qg von 0,7 mit 1mM IPTG versetzt. Vor der Induktion
sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Indoktiurde je 1 ml Zellkultur entnommen.
Die Zellpellets wurden durch Zentrifugatiditir 1 min bei 12000 rpm gewonnen und

anschlie3end in 500 pl SDS-Probenpuffer aufgenommen

2.2.10.2 Spaltungsanalyse mit Hilfe den vitro Transkription/Translation

Die Expression des NV-ORF1 Polyproteins wurde niitetles PROTEINCRIPTY T7 Kits
(AmMBION, siehe 1.5) nach Angaben des Herstellers durchgefiuhrt. Zushtzlzum
Standardansatz, der den Angaben des Herstelleagraah, wurden die Reaktionsansatze mit
4 uM der aufgereinigten 3¢® koinkubiert. Allen Ansatzen wurde 0,5 pNP$]-Methionin
(HARTMANN ANALYTIC, 10 pcluL) zugesetzt. Die Analyse der radioaktiv markierten
Translationsprodukte erfolgte durch Autoradiographnit Hilfe des Phosphorimagers

(FUJIFILM).

2.2.10.3In vitro trans-Spaltungsassay

Fur trans Aktivitatsstudien der NV-3CY° wurden fiinf verschiedene Peptide (siehe
2.1.10), die die putativen Spaltstellen des NV-ORFdlyproteins aufwiesen, als Substrat
eingesetzt. Zunachst wurden die lyophilisiertentilegn 3CL1°"°-Puffer (siehe 2.1.15.4.1) so
gel6st, dass eine Endkonzentration von 1mg/ml gorla
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FUr den Assay wurden 4 uM des Enzyms mit 30uM dastersuchenden Peptides gemischt
und der Ansatz mit 3CX°-Puffer auf ein Endvolumen von 50 ul aufgefillt.eDReaktion
erfolgte fir 17 h bei 30 °C. Durch Zugabe von 0,9 FA wurde die Reaktion anschliel3end
gestoppt. Die Analyse erfolgte unter Anwendung deversed-phaseChromatographie
(2.2.10.8.1) mit Hilfe der HPLC.

2.2.10.4 Kompetitionsassay zur Untersuchung der rafiven Spaltspezifitaten

Fur den Kompetitionsassay wurden gleichzeitig 30 @bt Kompetitionspeptids
2CVTPa9520 (PK) mit je 30 UM eines zweiten Peptids (R)d i pM der 3CP° bzw. des
Fusionsproteins 3C1%e11803DL" inkubiert. Die Durchfiihrung und Auswertung der
Reaktion entsprach dem intro transSpaltungsassay (siehe 2.2.10.3). Die Berechnung de

relativen Spaltspezifitaten erfolgte wie unter 225 beschrieben.

2.2.10.5 Berechnung der relativen Spalteffizienzen

Die Berechnung der relativen Spalteffizienzen gtiolunter Verwendung folgender
Formel: (\hakm)x / (Vmaxkm)y=log (1-Fx)/log(1-F/). Dabei handelt es sich bei Vmax um
die maximale Geschwindigkeit der enzymatischen ReakKm stellt die Michaelis Menden
Konstante dar. Die Konstante (F) steht fir die ®ff@ienz (O Leary and Baughn 1972,
Pallai 1989). Fur die Berechnung von (F) wurden digegrierten maximalen
Absorptionswertgsnm (MAU) der durch die reversed-phaseChromatographie (siehe
2.2.10.8.1) eluierten Peptide verwendet. Die Sfiadienz (F) ergab sich aus dem Quotienten
von mAUProdukt/mAUSubstrat.

2.2.10.6 Statistische Berechnungen

Vergleichende statistische Analysen der relativealt8ffizienzen wurden unter Verwendung
eines nicht-parametrischen Mann-WhitrdyTests mit Hilfe der GraphPad Software InStat
version 3.0a fur Macintosh (San Diego, Californig&gA) durchgefuhrt. Der Signifikanzgrad
wurde durch * (p<0,015) und ** (p<0,001) dargedtell
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2.2.10.7 Inhibierungstest der 3CE

Die Inhibierungstests der NV-3EE wurden unter Verwendung des vitro-trans-
Spaltungstests durchgeftihrt (siehe 2.2.10.3). Dikegtenden Inhibitoren wurden mit DMSO
so gelost, dass sie in einer Stockkonzentrationlvog/ml vorlagen. Fir die Inhibierungstests
wurden jeweils 20 uM, 40 uM, 80 uM, 160 uM, 320 pu640 puM und 800 uM der zu
testenden Substanz mit 60 pM des Peptids p3772€mit 4 pM der 3CE™ inkubiert. Fiir
den Kontrollansatz wurde das Peptid nur mit der 8Cbkubiert. Die Spaltungen wurden
durch diereversed-phas&hromatographie (siehe 2.2.10.8.1) analysiert unstldiel3end die
Spalteffizienzen (F) berechnet. Die Bestimmung ddativen Spalteffizienz (Vmax/Km)

erfolgte wie unter 2.2.10.5 beschrieben.
2.2.10.8 Analysemethoden
2.2.10.8.1Reversed-phase ChromatographidPLC)

Die Analyse detrans-Spaltungsassays (siehe 2.2.10.3) erfolgte unteredwng der
reversed-phase Chromatographimit Hilfe der HPLC. Dafiur wurden 20 pl des zu
analysierenden Ansatzes auf die HPLC-Saule [YMCRaDIS-AQ column (YMC Europe),
4.6 mm x 12 cm] injiziert. Die Elution erfolgte duir einen 15 %-65 %igen Gradienten einer
65 %igen Acetonitril/HO Loésung bei einer Flussrate von 1ml/min. Die Apsonsmessung
der eluierten Peptide erfolgte bei 215 nm. FurAliswertung wurden die Absorptionswerte
integriert und als maximale Absorptionseinheit (mMAlh einem Diagramm gegen die
Retentionszeit (t min) aufgetragen (Software:Umnic2r10).

2.2.10.8.2 Massenspektrometrie

Eine massenspektrometrische Analyse der Spaltptedukvurde an der
MassSpectrometry Facility, MPI-CBG, Dresden duréiiget. Die MALDI-Analyse erfolgte
mit Hilfe eines Reflex IV MALDI time-of-flight Masspectrometer (Bruker Daltonics,
Bremen, Deutschland) im Reflexivmodus unter Verwemgdvona-cyano-4-hydroxyrans
Cinnaminsaure als Matrix (Thomast al, 2004). Anhand der Massen von Trypsin-
Autolyseprodukten konnten die Spektren extern kigtbwerden. NanoESI-MS und MS/MS
Analysen wurden an einem Hybrid quadrupole timélight Massenspektrometer (QSTAR
Pulsar I, MDS Sciex, Concord, Canada) durchgefibigser ist mit einer automatischen,

Chip basierten Nanoflow lonenquelle (Advion, Ithaldd, USA) ausgestattet.
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Die Auswertung der Spektren erfolgteter Anwendung der Software BioAnalyst QS v.1
(MDS Sciex, Concord, Canada)
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3. Ergebnisse

Das humanpathogene, Gastroenteritiden verursachBiedevirus kann bislang in
einem Zellkultursystem nicht angezichtet werders diesem Grund konnten grundlegende
Untersuchungen zum Verstandnis des Replikationazgkl bisher nicht durchgefiihrt werden.
Das Vorliegen des kompletten cDNA-Virusgenoms wittgeeVoraussetzung fur funktionale
Studien der Norovirusreplikation bieten, wie z.Bhatakterisierungsstudien zum initialen
Schritt der NV-Replikation, der Prozessierung @#F1 kodierten Poylproteins. Um diesen
Schritt untersuchen zu kénnen bestand die erstgatef dieser Arbeit darin, das komplette
Norovirus cDNA-Genom zu generieren und anschlienklonieren. Der NV-Volle-Lange
Klon diente als Grundlage furr die Generierung v@i."3° Vorlauferproteinen, anhand deren
die cis-Spaltung des Polyproteins untersucht werden s@it zweite Aufgabe bestand in der
Aufreinigung der aus Vorlauferproteinen freigesetz8CLP™ und 3CIP"°3DLP Fragmente,
um die Prozessierung des NV-Polyproteingrans charakterisieren zu kdnnen. Die dritte
Aufgabe dieser Studie umfasste die Verifizierung detranslationalen Spaltung des

Polyproteins sowohl im zellfreien System als auntZellkultursystem.

3.1 Generierung eines Norovirus Genotyp Il Volle-Lage cDNA Klons

3.1.1 Amplifikation der NV-Einzelfragmente A, B, C, D1, D2, E

Die Generierung des NVII cDNA-Genoms basierte aeths sich Uberlappenden
cDNA-Fragmenten (A, B, C, D1, D2, E), die zu Begideser Arbeit bereits vorlagen
(Herzog, 2004). Zur Herstellung der cDNA-Fragmemterden in einer vorhergehenden
Arbeit zundchst RNA-Fragmente aus Stuhlproben, wah Norovirus Genogruppe 11/4
infizierten Patienten, isoliert (Rohayest al, 2004). Diese RNA-Fragmente dienten als
Template fur die Amplifikation von cDNA-Fragmentemt Hilfe der simplex RT-PCR unter
Verwendung von degenerierten Primern (siehe Tdb7R.Die Herstellung der degenerierten
Primer basierte auf der Genomsequenz des Norotamasses der Genogruppe II/3
Lorsdale/1993/UK, der mit deseneBank accessiddummer: X86557 veroffentlicht wurde.
Dabei wurden die Primer so gewahlt, dass sich diplifizierten Fragmente gegenseitig
Uberlappten (Rohayemat al, 2004). Die so generierten cDNA-Fragmente wurderden
Vektor pCR'2.1-TOPO’ kloniert und anschlieRend sequenziert. Bioinfoischie Analysen
identifizierten die isolierten cDNA Fragmente aksilbereiche des NV-GGlI/4-Genoms.

Die sechs oben angegebenen cDNA-Fragmente umfagatekomplette NV-GGlII/4-cDNA
Genom, wobei die Fragmente A, B und C den NV-GGDRF1prasentierten, die Fragmente

56



Ergebnisse

D1 und D2 dem NV-GGII/4ORF2 entsprachen und das Fragment E den NV-GGRF3
darstellte. FUr die Herstellung des NV-Volle-Lang®NA-Klons sollten zunachst die
Fragmente A, B und C fusioniert werden, um das faeag ABC herzustellen. Die Fragmente
D1, D2 und E sollten zum Fragment D1D2E generiegtden. Abschlie3end sollten die
Fragmente ABC und D1D2E so fusioniert werden, diessNV-Volle-Lange cDNA-Genom
generiert werden kann (siehe Skizze in Abb.13).

1 bp 1214 bp 3186 bp 4276 bp 4396 bp 6887 bp
5 A | | c | | D2 )
C—— — ) o] CmEm

1126 bp 3381 bp 4190 bp 5011 bp 6848 bp 7578 bp

4

1 bp 4276 bp
5 ABC )
( D1D2E F3

4190 bp 7578 bp

NVGGIV4/Dresden/1997/GE - Volle Lénge cDNA-Genom: \l/

1bp

1 ABCD1D2E M

7578 bp

Abbildung 13: Skizze zur Herstellung des NV-Volléhge cDNA-Genoms

Die sich Uberlappenden Fragmente A, B, C, D1, D@ Brumfassen das komplette cDNA-Genom des
Stammes NV-GGII/Dresden/1997/GE. Die Fragmente ,Ayn8 C werden so fusioniert, dass das
Subfragment ABC hergestellt wird. Das SubfragmefDZE wird durch die Fusionierung der
Fragmente D1, D2 und E generiert. Das Volle-LanGNA-Genom soltel Uber die Fusion der sich
Uberlappenden Fragmente ABC und D1D2E hergesteliten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunadchst die cDNAzEifragmente mit den im Kapitel
2.1.7 angegebenen Primern amplifiziert. Es koniokes Fragment A mit einer Lange von
1214 bp (Abb. 14, Spur 2), das 2255 bp lange FragmBeAbb. 14, Spur 3), das 1090 bp
lange Fragment C (Abb. 14, Spur 4), das 821 bprreag D1 (Abb. 14, Spur 5), das
Fragment D2 mit einer Lange von 2491 bp (Abb. 1gurS6) sowie das 730 bp lange
Fragment E (Abb. 14, Spur 7) nachgewiesen werden.
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M(kb) A B C D1 D2 E

i1 2 3 4 5 6 7

Abbildung 14: Amplifikation der NV-cDNA-Einzelfragrante

Amplifikation der NVII-cDNA Einzelfragmente A (Syrl,2 kb), B (Spur 3; 2,25 kb), C (Spur 4; 1,09
kb), D1 (Spur 5; 0,8 kb), D2 (Spur 6; 2,5 kb), ByE7; 0,73 kb) mit Hilfe der Standard-PCR und den
im Kapitel 2.1.7 aufgelisteten Primern. Die PCR-fukte wurden in einem 1 % igen Agarosegel
aufgetrennt. Auf Spur 1 wurde der DNA-Marker (Mjgeiuhrt.

3.1.2 Konstruktion der NV-Fusionsfragmente ABC undD1D2E

Das Einzelfragment A wies in seinem 3’-terminalemd& einen Homologiebereich
von 88 bp zum 5’-terminalem Ende des FragmentesufB Rer Uberlappungsbereich
zwischen Fragment B und C betrug 195 bp. Diese kemimgntéaren Bereiche ermoglichten die
gleichzeitige Fusion der Fragmente A, B und C inem Schritt mit Hilfe deroverlap-
Extension PCR (siehe Kapitel 2.2.1.2). In einem zweiten PCRrR wurde das
Fusionsfragment ABC unter Verwendung der Primer 48 #14 (2.1.7) amplifiziert. Die
Analyse dieses PCR-Schrittes wies ein Produkt medearteten Hohe des ABC Fragmentes
von ca. 4300 bp auf (Abb. 15, Spur 2). Das ABC cBDRNAgment wurde in den Vektor
pCR’4Blunt-TOPO' kloniert und anschlieRend sequenziert.

Analog zur Generierung des ABC Fragmentes wurde Hasionsfragment D1D2E
hergestellt. Das Fragment D1 wies in seinem 3 iteal@n Ende einen komplementaren
Bereich von 615 bp zum 5"-terminalem Ende des Feages D2 auf.

Der Uberlappungsbereich zwischen den FragmentemnidE betrug 39 bp. Dies ermdglichte
die Fusion der Einzelfragmente mit Hilfe da@verlap-ExtensiofPCR.
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In dem sich anschlie3enden finalen PCR Schriteruderwendung der Primer #15 und #12
(siehe Kapitel 2.1.7), wurde das Fusionsprodukt PHBpezifisch amplifiziert.

Nach Auftrennung des Amplifikates im Agarosegel tien ein PCR-Produkt, das die
erwartete Grol3e des ca. 3400 bp groRen D1D2E Fragmaufwies, dokumentiert werden
(Abb. 15, Spur 3). Dieser cDNA-Abschnitt wurde iendVektor pCRBIuntlITOPO kloniert
und dadurch das Plasmid pUSNORII-D1D2EBIuntliITOP®@eagt. Die sich anschlie3ende
Sequenzierung bestatigte die korrekte Fusion.

M (kb) ABC D1D2E

(D70bE)

N )
XX
ooy

Abbildung 15: Generierung der beiden Subfragment8@ und D1D2E

Konstruktion der beiden Subfragmente ABC (Spur,2;k&) und D1D2E (Spur 3; 3,4 kb) mit Hilfe
der overlap-Extension PCR in zwei Schritten. DateeiSchritt erfolgte jeweils ohne die Verwendung
von Primern. Im einem zweiten Schritt erfolgte jawvedie spezifische Amplifikation der

Fusionsfragmente, die anschlieRend in einem 1% Rgarosegel aufgetrennt wurden. Auf Spur 1
wurde der DNA-Marker (M) mitgefihrt.
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3.1.3 Generierung des NVII-Volle Ldnge cDNA Klons drch Fusion von ABC
und D1D2E

Die Generierung der beiden Subfragmente ABC und ZELsiehe Kapitel 3.1.2) war die

Voraussetzung fur die Herstellung eines NV-Vollexgé cDNA-Fusionsfragmentes. Im

Verlauf der Amplifizierung des ABC-Fragmentes wurdarch den Primer #14 ein 3'-

Uberhang an das Amplifikat angefiigt (siehe Kag8tél2). Dieser Uberhang erméglichte die
Uberlappung des Fragmentes ABC zum komplementarerei@h des 5-Ende des

Fragmentes D1. Analog dazu wurde durch die Verwegdies Primers #15 an das 5-Ende
des zu amplifizierenden Fusionsproduktes D1D2Ekdenplementare Bereich des 3'-Endes
des Fragmentes C als Uberhang angefiigt (siehe ékapit.2). Das Anhangen dieser
zusatzlichen komplementaren Bereiche diente demgrdBerung des Homologiebereichs
zwischen Fragment ABC und D1, wodurch eine effi@esm Fusion der beiden Subfragmente
ABC und D1D2E ermdglicht werden sollte. In einersten PCR Schritt wurden diese beiden
Subfragmente mit Hilfe dgdverlap-ExtensiofPCR fusioniert. In einem zweiten PCR-Schritt
wurde das Fusionsprodukt spezifisch, unter Verwagdier Primer #12 und #13 amplifiziert.

Das resultierende, ca. 7500 bp lange, PCR-Prodilb.(16A, Spur 2) verdeutlichte die

Fusionierung der beiden Subfragmente und somit elilgreiche Generierung des

kompletten, 7578 bp umfassenden, NV-GGII/4/Drest@®//GE-cDNA Genoms. Das NV-

cDNA Genom wurde in den Vektor pIRESneo3 klonibtit Hilfe eines Restriktionsverdaus

mit den EnzymenEco47Ill und Notl konnte die Insertion des Volle-LAnge NV-cDNA

Genoms bestatigt werden (Abb. 16B, Spur 2). AneBeihd erfolgte die vollstandige

Sequenzierung des Plasmid pUSNORII-VLIRES. Nach wanting der Sequenzierung

wurde das korrekte NV-Volle-Ld&nge Genom mit d&enebank Accession Number

AY741811 veroffentlicht.
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A B

M (kb) ABCD1D2E M (kb) pUS-NORII-VLIRES

7.5 kb (NV-VL-cDNA)
5,2 kb

7,5 kb (ABCD1D2E) ,2 kb (pIRESneo3)

Abbildung 16: Generierung des NV-GGlII/4/Dresden/ITR&GE -Volle Lange cDNA-Klons

A: Die Fusion der Subfragmente ABC und D1D2E erfalgjteHilfe der overlap-extension PCR (siehe
Kapitel 2.2.1.2) Das 7,5 kb groRe PCR-Produkt veurdeinem 0,8 % igen Agarosegel aufgetrennt.
(B). Das 7,5 kb groRe cDNA Genom wuideden 5,2 kb grol3en VektplRESneo3 kloniert und die
Insertion durch Restriktionsverdau mit den Enzyi@eod 7111 und Notl tberpruft.

Auf den Spuren 1 wurde der DNA-Marker (M) mitgefhr

3.2 Charakterisierung der Prozessierung des ORF1-Rgroteins

Bei den Vertretern der Virusfamilie dBicornaviridaeist die Voraussetzung fir die
Virusvermehrung die kotranslationale, autokatatytes Spaltung des voi®RF1 kodierten
Polyproteins (Hanecaket al, 1984). Fir das feline Calicivirus konnte auf3erdem
nachgewiesen werden, dass die Spaltung @R&1Polyproteins auf die kotranslationale
Aktivitat der viruseigenen 3C° zurtickzufuihren ist (Sosnovtsegtal, 1999). Die Spaltung
des Polyproteins resultiert in der Freisetzung meht-strukturellen Proteine, die daraufhin
den Replikationskomplex ausbilden. Somit basierf atner korrekten sequentiellen
Prozessierung d€3RF1Polyproteins der initiale Schritt der Virusrepliican.
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3.2.1Cis-Spaltung des NVII-ORF1 AVPg3CLP®A3DL"® Vorlaufer Proteins

3.2.1.1 Kotranslationale Spaltung des VorlauferpratinsAVPg3CLP°A3DLP und
Freisetzung des 3CP" Fragmentes

In Anlehnung der Ergebnisse zur autokatalytischpalt8ng des FCV-Polyproteins
(Sosnovtsevat al, 1999) sollte im Rahmen dieser Arbeit zunachseénsoicht werden, ob die
Prozessierung eine®RF1 Vorlauferproteins auf der kotranslationalen Spdivéat der
3CLP™ basiert. Das fur diese Untersuchung verwendetelaufarprotein enthielt die
komplette Sequenz der 3€%, die N-terminal von der Spaltstelle des VPg Prtaind C-
Terminal von den ersten 61 Aminosauren der Btflankiert wurde. Somit befanden sich,
sowohl am N-terminalen Ende als auch am C-term#@ade der 3CI°, die putativen
Spaltstellen (siehe 1.7), an denen die kotranslako Spaltung des Vorlauferproteins
stattfindet (Abb. 17).

NV-ORF1-Polyprotein: ORF2- [ Capsid (VP1) )

C p37 )20"1"’alse ) p20 ) VPg >3CLP’°> 3pLPo! j ORF3 - VP2

Abbildung 17: Schematische Darstellung des ORF1 \arferproteins AVPg3CL"°A3DL"

Das NVII-ORF1 VorlauferproteilVPg3CIP°43DLP wurde in dieser Darstellung in Bezug zum
kompletten noroviralen ORF1 Polyprotein dargestefl/Pg3CIP"°43DL"® umfasste die komplette
Sequenz der 3CL. N-terminal wurde sie von der Spaltstelle des VPgteins und C-terminal von
den N-terminalen 61 AS der 3Blflankiert.

Fur diese Aktivitatsstudien wurde die fir das NVeMaferprotein AVPg3CLP"A3DLP®
kodierende Sequenz in den prokaryotischen Expresssiktor pET28b inseriert. Das
resultierende Plasmid pUSNORIVPg3CLPA3DLP?ET28b wurde in den E.coli
Expressionsstamm  BL21DE3 transformiert. Fir die zPssierungsstudie des
Vorlauferproteins wurde vor der Induktion der Pno¢spression dak.coli Zelllysat geerntet.
Dartber hinaus wurden 0,03 h (2 min), 0,5 h uddh 2xach Induktion der Proteinexpression
mit IPTG die Zelllysate gewonnen. Diese Zelllysaterden im SDS-Gel aufgetrennt und

durch einen Immunoblot unter Verwendung eines dohdlen anti-3CE™ Serums analysiert.
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Schon 0,03 h (2 min) nach der Induktion (Abb. 18urS2) konnte die Expression des 27,5
kDa grofRen Vorlauferproteinproteins nachgewiesen rdere Nach 0,5-stlndiger
Expressionszeit (Abb. 18, Spur 3) war eine deutktlirkere Expression des 27,5 kDa
Vorlauferproteins nachweisbar. Zusatzlich zu deml&(der konnten zwei niedermolekulare
Proteine bei ca. 19 kDa detektiert werden. Bei témermolekularen Protein handelte es sich
mdglicherweise um das freigesetzte Vorlauferpro®Pg3CL’™, bei dem eine Spaltung
zwischen 3CP™ und 3DI*?, an dem Glutaminsaure/Glycin (E/G) Motiv, stattgefen hatte.
Bei dem Protein, das eine héhere Mobilitdt im Gabte, handelte es sich um die aus dem
Vorlauferproteinprotein freigesetzte 3€1 Die Prozessierung des Vorlauferproteins fand
vermutlich an dem N-terminalen Spaltmotiv Glutandims/Alanin zwischen VPg und 3€%.
sowie an dem C-terminalen Spaltmotiv Glutamins&is@in (E/G) zwischen 3CI° und
3DLP statt. Nach 24-stiindiger Expression konnte nurhndas 19 kDa groRe 3&P
Fragment nachgewiesen werden (Abb. 18, Spur 4). dd¢ative C-terminale Spaltprodukt
konnte aufgrund seines geringen Molekulargewiclis ga. 6 kDa im Laemmli-SDS Gel
nicht nachgewiesen werden.

Um zu untersuchen, ob die Spaltung des Vorlaufeepre auf die Aktivitat der 3CY°
zuriickzufiihren war, wurde eine Mutante des Vorlgutgeins AVPg3CL  uc13en A3DLPY,
hergestellt. Bei dieser Mutante wurde mit Hilfe dee-directed Mutagenes(siehe 2.2.6) im
aktiven Zentrum GDCG der 3EP(siehe 1.7) der hoch konservierte Cysteinrest Q&fen
einen Alaninrest ausgetauscht. Die Einfihrung didé&etation hatte eine Inaktivierung der
3CLP® zur Folge. Nach 24-stindiger Expressionszeit dediemben Vorlauferproteins
AVPg3CL" Uc139a A3DLPY konnte einzig die spezifische Bande des 27,5 kBa3en
Vorlauferproteins nachgewiesen werden (Abb. 18,r §uSomit kann davon ausgegangen
werden, dass die Spaltung des Vorlauferproteins @iner cis-Aktivitat des 3CIP™
Fragmentes zurlckzufiihren ist. Darlber hinaus vstwheses Ergebnis darauf, dass die
Freisetzung der 3C[° aus dem kompletten Polyprotein auf dirAktivitat der viruseigenen
Protease 3CI” basiert.
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Abbildung 18: Cis-Aktivitatstest des NVII-ORF1 ViéuferproteinsAVPg3CL"°A3DL"

E.coli Zelllysate, die vor der Induktion der hetegen Expression des Vorlauferproteins
AVPg3CIP°A3DL mit IPTG geerntet wurden (Spur 1) sowie Zellysdte 0,03 h (Spur 2), 0,5 h
(Spur 3) und 24 h (Spur 4) nach der Induktion mRITG geerntet wurden (siehe 2.2.8.1), wurden in
der SDS-Page aufgetrennt uimdmunologisch durch Western Blot Analyse mit eipatgklonalen
rabbit-anti-3CI°"°Antikdrperserum analysiert. Zur Uberpriifung, ob dierozessierung des
Vorlauferproteins auf der Aktivitat der 3€t beruht, wurde das mutierte Vorlauferproteinprotein
AVPQG3CIP°Uc130a43DLP, das eine Mutation im aktiven Zentrum der 8€hufwies ebenfalls 24 h
exprimiert und das Zelllysat analysiert (Spur 5).

In dem vorangegangenen Experiment (siehe 3.2.brintk nachgewiesen werden, dass nach
ca. 0,5-stiindiger Expression ifE.coli die Prozessierung de#\VPg3CLPA3DLP
Vorlauferproteins beginnt. Nach 24-stiindiger Expi@sszeit lag das Vorlauferprotein
vollstandig gespalten vor, so dass nur noch das3E€tagment nachweisbar war. Fiir eine
genauere zeitliche Charakterisierung der Prozesgisreaktion wurden, zusatzlich zu den
Zelllysaten, die 0,03 h (2 min) und 0,5 h nach Esgpronsinduktion geerntet wurden, auch
Zelllysate untersucht, die nach einer-, zwei-, viecht- und zehn Stunden Expression
gewonnen wurden. Diese Zelllysate wurden im SDSabéjetrennt (Abb. 19). Mit Hilfe der
Western-Blot-Analyse, unter Verwendung des polyalen anti-3CE™ Serums, konnte nach
0,5-stuindiger Expressionszeit sowohl das 27,5 kibBeyVorlauferprotein als auch sein

19 kDa grol3es Spaltprodukt nachgewiesen werden. (EhSpur 3).
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Hiermit konnte bestatigt werden, dass die Prozessie des AVPg3CL™A3DLP®
Vorlauferproteins nach ca. 0,5-stindiger Expressiert beginnt. Bereits eine Stunde nach
Expressionsbeginn konnte nur noch das 19 kDaP8@paltprodukt nachgewiesen werden
(Abb. 19, Spur 4). Auch im weiteren Verlauf der Eegsion konnte zu keinem spateren
Zeitpunkt als 0,5 h nach Expressionsbeginn das auéetprotein AVPg3CLPA3DLP
nachgewiesen werden. Nur die freigesetzte 19 kDi2”8@urde im Zelllysat angereichert
und konnte nachgewiesen werden. Nach ca. achtgémdtxpressionszeit konnte im
Immunoblot ein ca. 23 kDa grol3es Protein (Abb.3@ur 7) nachgewiesen werden, dass im
weiteren Verlauf der Expressionszeit angereichentde. Bei diesem Protein konnte es sich
weder um das putative 19,4 kDa groRRe SpaltproAvRg3CLP™ noch um das putative

27 kDa groRe Spaltprodukt 3&A3DLP® handeln. Mdéglicherweise handelte es sich bei
diesem Protein um ein Spaltprodukt des Vorlaufegins AVPg3CLP"A3DLP das durch
eine unspezifische Spaltung durElcoli Proteasen hervorgerufen wurde. Vorstellbar ware
auch, dass durch eine Kreuzreaktion des anti®3G3erums ein ca. 23 kDa groREsoli
Protein detektiert wurde. Des Weiteren wurde naghl©-stindiger (Abb.19, Spur 8) und
nach 24-stindiger Expressionszeit (Abb. 19, Spwi®xa. 30 kDa grolRes Protein detektiert,
welches wahrscheinlich ebenfalls durch eine un§igpebe Bindung des anti-3¢ Serums,

nachgewiesen wurde.

M
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Abbildung 19: Prozessierungsstudie des NVII-ORFbiAuferproteins AVPg3CL"°A3DL" im
zeitlichen Verlauf

Auftrennung der E.coli Zelllysate in der SDS-Patje,vor der Induktion der heterologen Expression
des VorlauferproteinglVPgA3CLP¢130:43DLP mit IPTG geerntet wurden (Spur 1), nach 0,03 h
(Spur 2), nach 0,5 h (Spur 3), nach 1 h (Spur d¢hr2 h (Spur 5), nach 4 h (Spur6), nach 8 h (Spur
7) nach 10 h (Spur 8) und nach 24 h (Spur 9) Exgwesszeit. Die Charakterisierung der
zeitabhangigen Prozessierung des Vorlauferprotel$gA3CLP°A3DL™ erfolgte mit Hilfe des
Immunoblots unter Verwendung des polyklonalen tadati-3C"° Antikdrperserums.
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3.2.1.2 Cis-Spaltung des Vorlauferproteins AVPg3CLP®A3DLP™ im eukaryotischen
Zellsystem

Die kotranslationaldn cis-Spaltung desA\VPg3CLPA3DLP® Vorlauferproteins, in
Abhangigkeit der 3CH°-Aktivitat, sollte in einem eukaryotischen Zellsyst verifiziert
werden. Dafir wurde das Plasmid pUSNORMPg3CLPA3DLP°IRES generiert. Es
kodierte fur die 57 C-terminalen Aminosauren degy\FPoteins, denen sich in 5 -Richtung
die vollstandige Sequenz der 3Lsowie die N-terminalen 61 Aminosauren der 8BHL
anschloss. Eine  293T-Zellkultur  (siehe 2.1.13) weurd mit pUSNORII-
AVPg3CLPA3DLPIRES mit Hilfe von Polyfect (siehe 2.2.7.5) tramidit. Die Zellen
wurden 48 hpost transfectionlysiert und ihr Zelllysat im SDS-Gel aufgetrentinter
Verwendung des polyklonalen anti-3€L Serums konnten im Immunoblot zwei
Expressionsprodukte nachgewiesen werden (Abb. pQr $). Das Produkt mit hoherem
Molekulargewicht entsprach mit ca. 37 kDa dem umessierten 37 kDa grof3en
AVPg3CLPA3DLP Vorlauferprotein. Das prozessierte 3¥SLFragment konnte in einer
Hohe von ca. 19 kDa nachgewiesen werden. Aufgruerd Efgebnisse des unter Kapitel
3.2.1.1 beschriebenenn vitro-Versuches wurde vermutet, dass die Spaltung des
Vorlauferproteins auf der 3¢ Aktivitat beruht. Fir eine Bestatigung dieser Amme
wurde das mutierte VorlauferproteinAVPg3CL  uc130aA3DLPY, das ein inaktives
katalytisches Zentrum aufwies, ebenfalls in 293Tiefeexprimiert. Bei der Analyse des
Zelllysats im Immunoblot konnte nur das 37 kDa graforlauferprotein (Abb. 20, Spur 2)
nachgewiesen werden. Somit konnte die spezifischalt®g desAVPg3CLPA3DLP
Vorlauferproteins in Abhangigkeit der Aktivitat de3CLP® Fragmentes nachgewiesen
werden. Interessanterweise wurde, im Gegensatz exzu Spaltungstests ift.coli, das
Vorlauferprotein AVPg3CLPA3DLP®  im eukaryotischen Zellsystem nicht komplett

prozessiert.
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Abbildung 20: Prozessierung des NVII-ORF1 Vorlaufemotein AVPg3CL*"°A3DL""in 293T-Zellen
293T Zellen wurden mit dem WT-Konstrukt pUSNQRIRgG3CIP°A3DLPIRES (Spur 1) und mit
dem mutierten Konstrukt pUSNORIVPG3CL",c130/3DL™IRES (Spur 2jransfiziert. In Spur (3)
wurde das Zelllysat der Mock-Kontrolle, bei der diellen nur mit dem Plasmid pIRESnheo3
transfiziert wurde, aufgetrennt. Nach 48 h Prol#gonszeit wurden die Zellen, wie unter 2.2.7.6
beschrieben, geerntet. Die Zelllysate wurden im -BbDIgacrylamidgel aufgetrennt und die
Prozessierung des VorlauferproteivPg3CIP"°A3DL durch Immundetektion mit dem polyklonalen
rabbit-anti-3CL”"° Antikérperserum charakterisiert.

3.2.2 Aufreinigung von 3CL”° und 3CL"" g118023DL"

In dem vorangegangenem Versuch (siehe 3.2.1.I)ntko am Beispiel der
Prozessierung eines Vorlauferproteins nachgewieseden, dass die Freisetzung der 8€L
aus dem Polyprotein auf der katalytischen Aktivitat 3CIP" basiert. In den nun folgenden
Experimenten sollte untersucht werden an welchett@ptiven im Polyprotein die 3¢ in
trans proteolytisch aktiv war. Anhand dieser Ergebnissiten Aussagen dariber gemacht
werden konnen, welche der vo®RF1 kodierten Proteine, aufgrund der proteolytischen
trans-Aktivitat der 3CLI°"™ aus dem Polyprotein freigesetzt werden. Mdglicleése ist die
Spaltung des vom ORF1 kodierten Polyproteins nimint von der Aktivitat der 3CI°
abhangig sondern auch von anderen viralen Faktone@, z.B. dem Vorlauferprotein
3CLP3DLPY. Denkbar ware auch, dass FBDLP® eine andere Spaltspezifitat als die
alleinige 3CIP" besitzt, wie es bei der Prozessierung der Polgjretvon Polioviren der Fall
ist (Harriset al, 1992).
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Diese These sollte anhand vam trans Aktivitatsstudien des mutierten Fusionsproteins
3CL"",£11803DLP tiberpriift werden, bei dem das putative Spaltm@titaminsaure/Glycin
in das Aminosauremotiv Glutaminsaure/Alanin umgesedin wurde, um eine Spaltung

zwischen der 3C1° und der 3DP° zu verhindern.
3.2.2.1 Aufreinigung des 3CE™° Fragmentes

Voraussetzung fiir die Durchfiihrung visans-Aktivitatstests mit der 3CI° war das
Vorliegen einer aktiven 3CI°. Dafir musste zunachst das aus der Spaltung des
VorlauferproteingAVPg3CL"A3DLP® resultierende 3CT° Fragment spezifisch aufgereinigt
werden (siehe Abb. 18, Spur 4) Zu diesem Zweck ewurdnachst das Vorlauferprotein
AVPg3CLPA3DLP in E.coli BL21DE3 Zellen heterolog exprimiert (siehe 2.2)8Das im
Verlauf der Expression durch kotranslationale Spajtdes Vorlaufers freigesetzte 3CL
Fragment wies keinen Affinitatstag mehr auf. Ausseéim Grund konnte es nicht mit Hilfe der
Affinitatschromatographie aufgereinigt werden. ®lassen wurde zur Proteinaufreinigung
eine Kombination aus Kationenaustauschchromatograpid Gelfiltration gewahlt. Hierfur
wurde die 3CP™ zuvor durch eine 75%ige Ammoniumsulfatfallung aufkentriert (siehe
2.2.8.4). Nach einem anschlie3enden Dialysesdsighe 2.2.8.5), bei dem die NaCl-lonen
aus dem Lysat entfernt wurden, konnte die Kationstauschchromatographie (siehe 2.2.9.1)
durchgefihrt werden. Das so vorgereinigte Proteatly wurde entsprechend der
Proteinmolekulargewichte in einem Gelfiltrationssithsepariert (siehe 2.2.9.3). Die FPLC-
Fraktionen 61 - 68 (Abb. 21 A), in denen Proteimtelltiert wurden, wurden im SDS-Gel
aufgetrennt (Abb. 21 B). Durch Coomassiefarbungnkemachgewiesen werden, dass die
19 kDa groRe 3CI°in den Fraktionen 63 - 67 eluiert wurde und sawoer den Gbrigen im

Lysat vorliegenden Proteinen getrennt wurde.
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Abbildung 21: Aufreinigung des aus dem Vorlauferpein AVPg3CL"°A3DL™ freigesetzten 3CI°
Fragmentes

Infolge der heterologen Expression des NV-Vorlqreeins AVPg3CIP°A3DL™ wurde das
Proteinlysat geerntet (siehe 2.2.8.1, 2.2.8.2,842.und nach 0. N.-Dialyse (siehe 2.2.8.5) desmatgs
wurde das Proteingemisch mit Hilfe der Kationenausthchromatographie (siehe 2.2.9.1) unter
Verwendung der FPLC (HiTral SP FF 5 ml column; GEIEALTHCARE vorgereinigt. AbschlieRend
wurden die Proteine durch eine Gelfiltration (sieh&.9.3), unter Verwendung der FPLC (GPC column
HiLoad 16/60 Superdex 75pg; GEEALTHCARE, separiert.

(A) Die wahrend der Gelfiltration eluierten Proteimaurden fraktioniert. Parallel dazu wurde in einem
Chromatogramm die Absorption der Eluate bei 280damgyestellt.

(B) Die Fraktionen (F), in denen Proteine detektietrden, wurden in der SDS-Page aufgetrennt und
durch Coomassiefarbung detektiert. Als Grol3enstathdairde ein Proteinmarker (M) mitgefihrt.
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3.2.2.2 Aufreinigung des Fusionsproteins 3CY°,g1189s3DL"

Fir die Aufreinigung des Fusionsproteins 3€le11503DLP" wurde zunéchst die
kodierende Sequenz fir 3&3DLP® sowie das 3'-terminale Ende der kodierenden Sequen
des 5 -seitig lokalisierten VPg-Proteins in den delpet28b kloniert. Dabei erfolgte eine C-
terminalein frame Fusion mit einem 6xHis Tag. Um eine kotranslatienBrozessierung
zwischen der 3C1 und der 3DP® zu verhindern, wurde anschlieBend in dem resatigen
Plasmid pUSNORIAVPg3CL"3DLP°ET28b, mit Hilfe dersite directed mutagenesidas
Glutaminsaurekodon des Spaltmotivs zwischen de$@hd der 3DFP® in ein Alaninkodon
mutiert und somit das Plasmid pUSNORNPG3CLPe1150:3DLPPET28b generiert (Abb.
22).

NV-ORF1-Polyprotein: ORF2 - [ Capsid (VP1) )

C p37 )20"“’alse ) p20 > VPg >3CLP’°> 3pLPo! j ORF3 - VP2

WT- AVPg3CLP™3pLPO! . C éq ‘%3 ) 6xHIS 80 kDa
yAVPg3CLpr°"E1189A3DLp°| - ( 1:54 »3)6 )-eles 80 kDa

Abbildung 22: Schematische Darstellung des ORF1 FrsproteinsAVPg3CL" ;z112043DL™

Das NVII-ORF1 FusionsproteiVPg3CIPpe1103DLP" umfasste die komplette Sequenz  von
3CLP3DL™. N-terminal wurde das Fusionsprotein von den 6fe@inalen Aminosauren des VPg
Proteins flankiert. Das Spaltmotiv E/G zwischen 8€L"° und der 3DP* wurde mit Hilfe der site
directed mutagenesis (QuickChafigeSite-Directed Mutagenesis Kit; TSATAGENE in die
Aminoséuresequenz A/E umgewandelt. Das mutiert®fasotein AVPg3CL" He11503DLP wurde

in dieser Abbildung im Vergleich zum wt-Vorlauferain AVPg3CIP°3DL™ und zum ORF1-
Polyprotein dargestellt.

Nach der Expression des im Spaltmotiv mutierteridﬁs@roteinsAVPgBCLpropEnsgA?DLpo'

in E.coli, wurde im Immunoblot, unter Verwendung des anti-3€Berums, weiterhin ein
Proteolyseprodukt nachgewiesen, das dasP8Ciragment aufwies. Die Expression eines
proteolytisch inaktiven Fusionsproteind/Pg3CL"%130ae11803DLPY, das eine Mutation im
aktiven Zentrums der 3CI° aufwies, fiihrte ebenfalls zur Freisetzung des$Hragmentes
(siehe Anhang 1). Dieses Ergebniss zeigte, dageriElle Proteasen fir eine unspezifische
Prozessierung des Fusionsproteins verantwortlictl. £dies hatte zur Folge, dass der Anteil
des unprozessierten Fusionsproteins &110,3DL"" im Zelllysat relativ gering war.

Fir die Aufreinigung von 3CT%,£11803DL hatte dies zur Konsequenz, dass ein groRes

Volumen eineiE.coli BL21DE3 Kultur, die mit pUSNORIAVPg3CLP ug1150,3DLPET28b
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transformiert wurde, exprimiert werden musste @i@R.8.1). Die Zellen einer 4H.coli
Expressionskultumwvurden mit Hilfe von Aluminiumoxyd in einem Moérsaufgeschlossen
(siehe 2.2.8.3) und ihr Zelllysat durch anschligl&ebltrazentrifugation gewonnen. Der erste
Aufreinigungsschritt des  Zelllysates erfolgte  mit ilfél der Metallchelat-
Affinitatschromatographie  (siehe 2.2.9.2). Dabei raamn die Fusionsproteine
3CLPUE1150:3DLP° Uiber den His-Tag an eine Ni2+ Saule gebunden nadhéieRend durch
Imidazol eluiert. Die Fusionsproteine 3®Je1180:3DLP® wurden in einem zweiten
Aufreinigungsschritt, der Gelfiltration (siehe 2), von den Ubrigen Proteinen des Eluats
separiert (Abb. 23). Das geschatzte Molekulargedes gereinigten Fusionsproteins betrug
72 kDa. Dieses Molekulargewicht weist darauf hiassldie 3CY° an dem Spaltmotiv E/A
zwischen dem VPg Protein und der 3Clproteolytisch aktiv war und die N-terminalen 59 aa

vom Fusionsprotein abgespalten wurden.

F 23 24 25 26 27 28 29
M kDa

100 j . : '
72 - - ' ~ |= 3CLPug185a3DL

Abbildung 23: Aufreinigung des Fusionsproteins 3¢Pg;150,3DL"

Infolge der heterologen Expression des NV-Fusiantspms AVPg3CL Ue11503DLPY wurde das
Proteinlysat geerntet (siehe 2.2.8.1, 2.2.8.3). Hrster Aufreinigungsschritt erfolgte mit Hilferde
Ni%-Affinitatschromatographie unter Verwendung der EP(HisTrap"™ FF crud; GEHEALTHCARS.

In einem zweiten Aufreinigungsschritt wurden diet@ine durch eine Gelfiltration unter Verwendung
der FPLC (GPC column HiLoad 16/60 Superdex 75pg; HBEALTHCARE nochmals separiert und
fraktioniert gesammelt. Parallel dazu wurde eineséiptionsmessung bei 280 nm durchgefihrt. Die
Fraktionen, in denen Proteine im Verlauf der Ga#ilion detektiert wurden, wurden in der SDS-Page
aufgetrennt und durch Coomassiefarbung detektiert.
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3.2.3 Untersuchung zurtrans Spaltaktivitat von 3CLP" und dem Fusionsprotein
3CLP® 3DL™
HE1189A

An welchen Aminosauremotiven innerhalb des Paligins die 3CP° in trans
proteolytisch aktiv war, sollte anhand einer Spaiganalyse von finf kommerziell
bezogenen Peptiden untersucht werden. Die verwemd&eptide prasentierten die
Spaltmotive innerhalb des Polyproteins (Abb. 24)e DPeptide p37/2¥72* (1) und
2CVTP29520 (2) wiesen in ihrer Aminosauresequenz in RosiP1P1 das Spaltmotiv Q/G
auf. Die Aminosauresequenz des Peptids p20/VPgr(ielt das Spaltmotiv E/G in Position
P1P1". Das Peptid VPg/3€% (4) umfasste die Aminosauren E/A an Position P1Rt das
Peptid 3CP/3DLP (5) die Aminosauren E/G als Spaltmotiv in Position P1P1

ORF1-Polyprotein:

C p37 ) ocNTPase ) p20 >VPg >30LP’°> 3pLPo! j
Peptide: 1: 3:(SSDDIKTEGKKGANK) 5: GEATLEGGDSKG )

2: (RLDEFELQGPALTTF ) 4:(YNEKLSFEAPPSIWS

Abbildung 24: Aminosauresequenz der Peptide, die authentischen Spaltmotive des Polyproteins
prasentierten

Peptid 1: p37/2&™>¢ Peptid 2: 2™ p20, Peptid 3: p20/VPg, Peptid 4: VPg/3| Peptid 5:
3CL"/3DL. Die Spaltmotive in Position P1P1" silervorgehobengekennzeichnet. Die Peptide
wurden in Bezug zum ORF1 Polyprotein dargestellt.

3.2.3.1In trans Prozessierung von p37/2&"2*durch 3CLP™

In einem ersten Spaltungsansatz wurde die zuvainigte 3CIP° (siehe 3.2.2.1) mit dem
Peptid p37/2&™2%hej 30 °C fiir 17 Stunden inkubiert. Die Spaltungrae anschlieRend mit
Hilfe der HPLC analysiert und in einem Chromatogmardargestellt. Als Negativkontrolle
wurde das Peptid alleine inkubiert und ebenfalld Hilfe der HPLC analysiert. Die
Separation des Peptids p37/288°¢(S) war durch eine Retentionszeit von ca. 25 Minut
charakterisiert (Abb. 25 A). Die HPLC-Analyse dégeatlichen Spaltungsansatzes (Abb. 25
B) dokumentierte zusatzlich zum Substratpeak (S3i ameitere Peaks P1 und P2, die zu
einem friheren Zeitpunkt im Verlauf degversed-phas€hromatographie eluiert wurden.
Bei diesen beiden Peaks handelte es sich um Spdiltgte des Peptids p37/2E2®
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Fur die Negativkontrolle wurde das leere Plasmidzb in BL21DE3 Zellen exprimiert und
identisch zur 3CP° aufgereinigt (siehe 3.2.2.1). Die Gelfiltratiora#ftionen 63-67 wurden
gepoolt und fur einen Spaltungsassay mit dem Pejntigesetzt. Anhand der HPLC-Analyse
der Negativkontrolle (Abb. 25 C) konnte keine Spadf von p37/2&™2*¢ nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis verweist darauf, dass Sip@ltung von p37/2E7%° auf die
Aktivitat der 3CIP" zurtickzufiihren ist und nicht auf die Aktivitat vewentuell im Eluat

vorhandenen bakteriellen Proteasen.
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Abbildung 25: HPLC-Chromatogramm zur Spaltungsanaly des Peptids p37/2&>

(A) Kontrollanalyse des Peptids p37/%€¢ (B) Auftrennung des Spaltungsansatzes
p37/2C'P*%3CLP"™ (C) Eluat der Negativkontrolle+ p37/2&ase

Alle Ansatze wurden durch reversed-phase Chromapdge (YMCPack ODS-AQ column, YMC
Europe) mit Hilfe der HPLC (Akta purifier, MERSHAMBIOSCIENCE$ analysiert. Die Elution der
Peptide wurde durch eine Absorptionsmessung bei ritth5erfasst. Der Bereich der maximalen
Absorption bei 215 nm wurde integriert (mAU) undgge die Retentionszeit (t min) in einem

Chromatogramm dargestellt (Software: Unicorn 2.1D¢r Substratpeak wurde mit S gekennzeichnet
und die beiden Spaltprodukte mit P1 und P2.
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Fur die Identifizierung des Spaltmusters des Pepi7/2¢ 72 wurden die Spaltprodukte
P1 und P2 fraktioniert gesammelt und massenspektr@moh (MassSpectrometry Facility,
MPI-CBG, Dresden) analysiert (Abb. 26). Fiur dageeroteolyseprodukt P1 konnte die
MALDI MS Analyse kein exaktes Molekulargewicht beln@en. Aus diesem Grund wurde
eine ESI-MS und MS/MS Analyse zur Bestimmung degstilsequenz durchgefuhrt, die far
das Spaltfragment P1 die Sequenz GDLAV (Abb. 26nArhwies. Die Berechnung des
Molekulargewichts fur das Proteolysefragment PZldulie MALDI MS Analyse ergab einen
Wert von 950.341 Da. Diese Grol3e entspricht demebkgdargewicht des Fragmentes
LLGDYELQ (Abb. 26 B). Anhand dieser Daten konntechmgewiesen werden, dass das
Peptid p37/2&™"** tatsachlich an dem putativen Spaltmotiv Q/G prsieeswurde.
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Abbildung 26: Massenspektrometrische Analyse derapagmente P1 und P2 des Peptids

p37/2C\|TPa3e

Die durch die Spaltung des Peptids p37/2&*resultierenden Spaltprodukte P1 und P2 wurden im

Verlauf der

reversed-phase Chromatographie frakédnund anschlielend massenspektrometrisch

analysiert (siehe 2.2.10.8.2JA) Das FragmentP1l wurde durch NanoESI-MS und MSMS
Fragmentierung, unter Verwendung des Massenspe&tesm(QSTAR Pulsar I, MDS Sciex, Concord,
Canada), analysiert(B) Das Spaltprodukt P2 wurde durch Maldi-MS, ebesfaliter Verwendung
des Massenspektrometers (QSTAR Pulsar I, MDS S€ercord, Canada) analysiert. Die

Auswertung

der Spektren erfolgte mit der Softwaod\Balyst QS v.1 (MDS Sciex, Concord, Canada).
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3.2.3.2In trans Prozessierung des Spaltmotiv 2&"2*9p20durch 3CLP°

Im nachfolgenderirans-Spaltungsassay sollte untersucht werden, ob di€”"3@as
Peptid 2¢"*9p20 prozessiert. Der Versuchsablauf sowie die tSpgsanalyse erfolgte
analog zum Versuch 3.2.3.1. Die Retentionszeiagégetrennten Peptids 2&27p20 (S) im
Verlauf der HPLC-Analyse betrug ca. 25 min (Abb. 2j. Die HPLC-Analyse des
eigentlichen Spaltungsassays zeigte, dass zu dnid@ren Zeitpunkt als das unprozessierte
Peptid (S) zwei Produkte (P1 und P2) eluiert wur@fnb. 27 B), die die Spaltprodukte des
Peptids 2E™29p20 darstellten. Interessanterweise konnte im Gsme zur Spaltung des
Peptids p37/287%¢ (3.2.3.1), das Peptid 22920 unter den gleichen
Versuchsbedingungen fast komplett prozessiert werttea Spaltungsassay, der mit dem
Eluat der aufgereinigten Negativkontrolle (Abb. €F durchgefuhrt wurde, konnte eine
Spaltung des Peptides »*7p20 nicht nachgewiesen werden. Demnach basieft diec
Spaltung von 2&2%9p20 auf der spezifischen 3&R trans Aktivitét.
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Abbildung 27: HPLC-Chromatogramme zur Spaltungsagak des Peptids 2€2*/p20

(A) Kontrollanalyse des Peptids 2€*7p20 ; (B) Auftrennungdes Spaltungsansatzes'2%°/p20
+3CL"", (C) Eluat der Negativkontrolle+2¢™*/p20

Alle Ansatze wurden durch reversed-phase Chromafdge (YMCPack ODS-AQ column, YMC
Europe) mit Hilfe der HPLC (Akta purifier, MERSHAMBIOSCIENCE$ analysiert. Die Elution der
Peptide wurde durch eine Absorptionsmessung beir2i5Serfasst. Der Bereich der maximalen
Absorption bei 215 nm wurde integriert (mAU) undyge die Retentionszeit (t min) in einem
Chromatogramm dargestellt (Software: Unicorn 2.10per Substratpeak wurde mit S
gekennzeichnet und die beiden Spaltprodukte mitelP2.
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Die massenspektrometrische Analyse (MassSpectrgriretrility, MPI-CBG, Dresden) der
Spaltprodukte des Peptids "€*9p20, P1 und P2, berechnete fiir das Fragment P1 ein
Molekulargewicht von 1049.561 Da. Dieses Molekubavgcht entsprach der
Aminosauresequenz RLDEFELQ (Abb. 28 A). Fir das ItBpgment P2 konnte ein
Molekulargewicht von 706.27 Da berechnet werdes, dk&r Aminosauresequenz GPALTTF
zugeordnet werden konnte (Abb. 28 B). Diese Datawiesen darauf, dass auch das Peptid
2C"™P2%9520 an dem Aminosauremotiv Q/G in der Position P1R trans durch die 3CP™
prozessiert wurde.

A
RLDEFELQ
123 ~ 1049 Da
10 -1 :
508 3
2 b
2 06 1
[T h
= 1
£ 04 7
goz : 1034, 77¢ 1448
= 02 4 106.
g 4 1 18Eall 39 a8t ||1r0s. 367 1122.373 }352.704 1568, 708
TCoo T b
-0.2 : e w e i » 8 T L o’ v ¥ b v e L
800 1000 1200 1400 1600
m/z
B
GPALTTF
124 \
1 706Da
1,0 4
) -
Hyel
08 7
wv
a ]
L o6 7
< 4
g 04 1 11G6 1643
= 1 104% 367 . 1448 616
S 02 1 —=r===11122 362 T
° M.—- | )
00 1 “
-0,2 4

800 1000 1200 1400
m/z

Abbildung 28: Massenspektrometrische Analyse deaffprodukte des Peptids 2E2*/p20

Die Spaltprodukte P1 und P2 des PeptidSZ&7p20wurden fraktioniert und durch Maldi-MS Analyse
unter Verwendung des Massenspektrometers (QSTABarPul MDS Sciex, Concord, Canada)
ausgewertet (siehe 2.2.10.8.2).

(A) MS-Spektrum des Spaltproduktes @).MS-Spektrum des Spaltproduktes P2.

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der SofwBioAnalyst QS v.1 (MDS Sciex, Concord,
Canada)
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3.2.3.3Trans-Spaltungsassays zur Analyse der Prozessierung vo2@VPg, VPg/3CLP"®
und 3CLP*°/3DLP® durch 3CLP®

Die Prozessierung der Peptide p20/VPg, VPgPfcund 3CIP"Y3DLP® durch die 3CP™
sollte ebenfalls mit Hilfe detrans-Spaltungsassays untersucht werden. Nach 17-stiindige
Inkubation des Ansatzes wurde die Prozessierunghdwversed-phase€Chromatographie
untersucht. In den Kontrollansatzen wurden die iBemthne Zugabe der 3€L.inkubiert und
anschlieBend mit Hilfe der HPLC analysiert (p20/VRgb. 29 A; VPg/3CE™ Abb. 29 C;
3CLP3DLP%: Abb. 29 E). Anhand der HPLC-Chromatogramme komiteden eigentlichen
Spaltungsansatzen der Peptide p20/VPg (Abb. 29 \Bg/3CLP™ (Abb. 29 D) und
3CLP"3DLP (Abb. 29 F) jeweils nur die Peaks der Ausgangdsatesdetektiert werden.

Zusatzliche Peaks eventueller Spaltprodukte waight nachweisbar.
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Abbildung 29: HPLC-Chromatogramme zur Spaltanalyder Peptide p20/VPg, VPg/3EE und
3CL™/3DL"

Sowohl die Peptide allein, als auch die trans-Spajsansatze wurden durch die reversed-phase
Chromatographie (YMCPack ODS-AQ column, YMC Europé)Hilfe der HPLC (Akta puirifier,
AMERSHAMBIOSCIENCE$ analysiert. Die Elution der Peptide wurde durcheeifdbsorptionsmessung
bei 215 nm erfasst. Der Bereich der maximalen Aftgmm bei 215 nm wurde integriert (mAU) und
gegen die Retentionszeit (t min) in einem Chronmatagh dargestellt (Software:Unicorn 2.10). Die
Substratpeaks wurden mit S gekennzeichnet ungdlgp®dukte mit P1 und P2.

(A) p20/VPg (B) p20/VPg +3CP"(C) VPg/3CIP® (D) VPg/3CIP® +3CL" (E) 3CL"°/3DL":

(F) 3CLP"/3DLP°+3CLP®
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3.2.3.4In trans-Spaltungstests mutierter Peptide

Fur die Prozessierung des Poliovirus-Polyprotemsnke nachgewiesen werden, dass
nicht nur die Position P1 die Spaltspezifitat d€t%° bestimmt, sondern auch die Positionen
P2 und P3 eine wichtige Rolle bei der Prozessiegmigjen (Pallaet al, 1989). Aus diesem
Grund wurde in Rahmen dieser Arbeit ein mutiert®sp@g20/VPguTP2L Peptid synthetisiert,
das an Position P2 einen Leucinrest anstatt dgsiurglichen Threoninrestes aufwies (siehe
Tab. 3; 2.1.10). Durch Einfihrung dieser Mutatishdas Peptid VPg/p20uTP2L in Position
P2 zu den von 3CY° prozessierten Peptiden p37/28°und 2¢'""*7p20 identisch. Das
mutierte Peptid 3CT%3DLP°TP3E enthielt in der Position P3 einen Glutaminstast anstatt
des originalen Threoninrestes und entsprach soniosition P3 den prozessierten Peptiden
p37/2C"™2¢ yund 2C"™"*9p20. Die Prozessierung der Peptide p20/VPguTP2ld un
3CLP"/3DLP°TP3E wurde ebenfalls unter Anwendung des %Tlabhangigentrans
Spaltungsassays untersucht. Allerdings ermoglichtesh die Aminosaureverdnderungen an
der P2 Position des Peptids p20/VPguTP2L (Abb. 3®B)Abzw. an der P3 Position des
Peptids 3CP'Y3DLPPTP3E (Abb. 30 C+D) keine Spaltung durch 3€L
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Abbildung 30: HPLC-Chromatogramme zur Spaltungsagak der mutierten Peptide

VPg/p20uTP2L und 3CP/3DLPTP3E

(A) Kontrollanalyse des Peptids p20/VPguTP2I(B) Auftrennung des Spaltungsansatzes
p20/VPguTP2L+3CE°, (C) Kontrollanalyse des Peptids 3€U3DL"TP3E (D) Auftrennungdes
Spaltungsansatzes 3€U3DLP*TP3E+3CIP°. Alle Ansatze wurden durch reversed-phase
Chromatographie (YMCPack ODS-AQ column, YMC Eurapi)Hilfe der HPLC (Akta purifier,
AMERSHAMBIOSCIENCE$ analysiert. Die Elution der Peptide wurde durdhes Absorptionsmessung
bei 215 nm erfasst. Der Bereich der maximalen Aftgmm bei 215 nm wurde integriert (mAU) und
gegen die Retentionszeit (t min) in einem Chronmatogy dargestellt (Software:Unicorn 2.10). Die
Substratpeaks wurden mit S gekennzeichr
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Die Versuche zur Analyse daans Spaltungsspezifitat der 3€Pwiesen nach, dass nur die
Peptide p37/2877%° und 2C'"*9p20, die das Aminosauremotiv Q/G als Spaltmotiv
aufwiesen, von 3CI° in trans prozessiert wurden. Anhand dieser Ergebnisse koainte
strikte Affinitat der 3CP™ zur Aminosauresequenz Q/G als Spaltmotiv in dét1PPosition
postuliert werden. Es konnte gezeigt werden, dassPeptide, die ein E/G Spaltmotiv
(p20/VPg, 3CP3DLP®) bzw. ein E/A Spaltmotiv (VPg/3C% in Position P1P1’
aufwiesen, nicht von der 3€L gespalten wurden. Eine Prozessierung durch”8@tfolgte
auch dann nicht, wenn die Position P2 bzw. P3 ditatationen so veréandert wurde, dass sie

denen der gespaltenen Peptide entsprach.

3.2.3.5In trans Aktivitat des Fusionsproteins 3CL"g11503DLP® an den Spaltmotiven
p37/2C P2 ynd 2CVP29p20

In den vorangegangenen Experimenten konnte nachgewiwerden, dass die 3CL
alleine intrans nur an dem Spaltmotiv Q/G proteolytisch aktiv wislidglicherweise ist die
Spaltung der tbrigen Spaltmotive von dem Fusionspr@CLPHe1150:3DLPY abhéngig, das
eine andere Spaltspezifitat als die 3€haufweist.
Um zunachst zu Uberprifen ob das im Rahmen diedegitAgereinigte 3C‘?_r°p51189A'3DLp°'-
Fusionsprotein (siehe 3.2.2.2), bei dem das Spéiltr@u/Gly zwischen der 3CI° und der
3DL” in das Motiv Glu/Ala umgewandelt wurde, proteaighi aktiv war, wurde das
Fusionsprotein mit den Peptiden p37/28*¢bzw. 2C"™"%9p20 fiir 17 h bei 30 °C inkubiert.
Die sich anschlieBende Analyse der Spaltansatze Hilte der reversed-phase
Chromatographie zeigte zusatzlich zu den Subsakpp37/2E™2¢(Abb. 31 A, S1) und
2CVTP29920 (Abb. 31 C, S2) zwei weitere Peaks P1 und A& (31 B) bzw. P3 und P4
(Abb. 31 D).
Dieses Ergebnis zeigte, dass das Fusionsprotein”%Rghss3DL™ ebenfalls eine
proteolytische trans-Aktivitat aufwies. Die Retentionszeiten der Spaltfukte von
p37/2C"""2*und p37/2&™2*¢n derreversed phas€hromatographie waren identisch zu den
Retentionszeiten der Spaltprodukte aus den"3@lans-Spaltungsassays (Abb. 25 B, 27 B).
Aus diesem Grund war anzunehmen, dass die Promesgieder Peptide durch
3CL"", £11803DLP ebenfalls an dem Spaltmotiv Q/G stattfand.
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Abbildung 31: HPLC-Chromatogramme zur Untersuchungder trans-Spaltaktivitat des
Fusionsproteins 3CP°ug1150:3DLP an den Peptiden p37/2¢°**¢und 2C'™*9p20

Sowohl die Peptide allein als auch die trans-Spajsansatze wurden durch die reversed-phase
Chromatographie (YMCPack ODS-AQ column, YMC Eurapi)Hilfe der HPLC (Akta purifier,
AMERSHAMBIOSCIENCE$ analysiert. Die Elution der Peptide wurde durcheeifdbsorptionsmessung
bei 215 nm erfasst. Der Bereich der maximalen Attgmm bei 215 nm wurde integriert (mAU) und
gegen die Retentionszeit (t min) in einem Chronmatagh dargestellt (Software:Unicorn 2.10). Die
Substratpeaks wurden mit S gekennzeichnet unéw@l§ beiden Spaltprodukte mit P1 und P2.

(A) p37/2C"™*¢( S1)(B) p37/2C "> %3CLP*,£1180a3DLP*: Spaltprodukte wurden durch P1 und P2
markiert; (C) 2C""*Ip20 ( S2)y(D) 2C"™"**7p20 +3CL""°, £118043DL": Spaltprodukte wurden durch
P3 und P4 gekennzeichnet
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3.2.3.6 Prozessierung des Spaltmotivs VPg/3€Y durch das Fusionsprotein
3CL""° 116003DL"

Aus den vorangegangen Versuchen ergab sich die$tedlying, ob die Peptide die
von 3CIP™ in trans nicht prozessiert wurden, mdglicherweise von deunsidhsprotein
3CL"",£11803DLP im trans-Spaltungsassays (siehe 2.2.10.3) gespaltet wekdanten.
Untersuchungen zur Prozessierung der Peptide p20/MEd 3CP'93D durch das
Fusionsprotein  3C1°%,g11503DL"® zeigten, dass diese Peptide auch nicht von
3CL"",£11803DLP  gespaltet wurden (Abb. 32). Demnach konnte das ltrSptv
Glutaminsaure/Glycin (E/G), das die beiden Peptid®/VPg und 3CY'%3DLP® aufweisen,
weder von 3CPE° allein noch durch das Fusionsprotein 8lg11603DLP® in trans

prozessiert werden.
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Abbildung 32: HPLC-Chromatogramme zur Spaltungsagak der Peptide p20/VPg und
3CL"/3DLP" durch das Fusionsprotein 3CT°Ug;15043DL™

(A) Kontrollanalyse des Peptids p20/VPg;(B) Auftrennung des Spaltungsansatzes
p20/VPg+3CE",e1180a3DLP, (C) Kontrollanalyse des Peptids 3&U3DL", (D) Auftrennungdes
Spaltungsansatzes 3CU3DLP4+3CL"°,¢11403DL". Alle Ansidtze wurden durch reversed-phase
Chromatographie (YMCPack ODS-AQ column, YMC Eurapi)Hilfe der HPLC (Akta purifier,
AMERSHAMBIOSCIENCE$ analysiert. Die Elution der Peptide wurde durdhes Absorptionsmessung
bei 215 nm erfasst. Der Bereich der maximalen Atigmm bei 215 nm wurde integriert (mAU) und
gegen die Retentionszeit (t min) in einem Chronratogh dargestellt (Software:Unicorn 2.10). Die
Substratpeaks wurden mit S gekennzeichr
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Interessanterweise konnten dagegen im Rahmen dalygendesn trans-Spaltungsassays,
bei dem das Peptid VPg/3&? gemeinsam mit 3CY%,g11803DLP° inkubiert wurde, zwei
Spaltprodukte, P1 und P2, mit Hilfe dewversed phas€hromatographie, detektiert werden

(Abb. 33).
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Abbildung 33: HPLC-Chromatogramme zur Untersuchurtigr Spaltung des Peptids VPg/3&L

durch das Fusionsprotein 3C1ug;156,3DL
Das Peptid allein als auch der trans-Spaltungsansatirde durch reversed-phase Chromatographie

(YMCPack ODS-AQ column, YMC Europe) mit Hilfe dePLB (Akta purifier, MERSHAM
BioscIENCE$ analysiert. Die Elution der Peptide wurde durchesifibsorptionsmessung bei 215 nm
erfasst. Der Bereich der maximalen Absorption ks 2m wurde integriert (mAU) und gegen die
Retentionszeit (t min) in einem Chromatograndargestellt (Software:Unicorn 2.10). Der
Substratpeak wurde durch S gekennzeichnet. Diet@pdlkte wurden mit P1 und P2 markiert.
(A) VPQ/3CLI™ (B) VPQ/3CIP™ + 3CLP", £110a3DLP
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Anhand der massenspektrometrischen Analyse dertp&padilkte des Peptids VPg/3EL
konnte fir das Spaltprodukt P1 ein Molekulargewietih 1029.489 Da berechnet werden.
Dieses Molekulargewicht entsprach dem des PeptNIERLSFE (siehe Abb. 34 A). Fur das
Spaltprodukt P2 wurde ein Molekulargewicht von B88. Da bestimmt, das dem des Peptids
APPSIWS zugeordnet werden konnte (siehe Abb. 34DBse Daten bestatigen, dass eine
Spaltung des Peptids VPg/3€1an dem Aminosauremotiv E/A stattgefunden hatte.
Offensichtlich ist demnach das Fusionsprotein %Gii1503DL" notwendig, um das
Spaltmotiv E/A zwischen den Proteinen VPg und BCprozessieren zu konnen. Die 3CL

allein war nicht in der Lage, das Spaltmotiv E/Arens zu spalten (siehe 3.2.33 Abb. 29 D).
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Abbildung 34: Massenspektrometrische Analyse deamgrodukte des Peptids VPg/3€L

Die Spaltprodukte P1 und P2 des Peptids VPgP3Clwurden im Rahmen der HPL@nalyse
fraktioniert und durch Maldi-MS Analyse, unter Vernwdung des Massenspektrometers (QSTAR
Pulsar I, MDS Sciex, Concord, Canada), analysisi¢lfe 2.2.10.8.2). Die Auswertung der Spektren
erfolgte mit der Software BioAnalyst QS v.1 (MDB§cConcord, Canada).

(A) MS-Spektrum des Spaltproduktes(BLMS-Spektrum des Spaltproduktes P2
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3.2.3.7 Die Peptide p37/28€72 2cN™Pa9p20 und VPg/3CL"™ wurden von 3CLP™ und
3CLP" £1189,3DLP° mit unterschiedlichen Effizienzen prozessiert

Zur Charakterisierung der Substratspezifitaiten 8@1"° und 3CIP™,g11803DL"
wurden die Enzyme in Standand transSpaltungsassays mit den Peptiden p37J2%¢
2CVTP29520 und VPg/3CE° inkubiert (siehe 2.2.10.3). Zur Berechnung derlt8ffizienzen
(F) wurde jeder Spaltungsansatz mit Hilfe deversed phas€hromatographie analysiert.
Anschlieend wurden die Werte der maximalen Absamptoei 280 nm (mAU) der
Spaltprodukte durch die mAU-Werte der Substrateidéivt (siehe 2.2.10.5). Von vier
unabhangig voneinander durchgeflhrtien transSpaltungsassays der einzelnen Peptide
wurden die Mittelwerte der Spalteffizienzen (F) éteit. Anhand einer nicht-parametrischen
Berechnung, unter Verwendung des Mann-Whitkkyests (siehe 2.2.10.6), erfolgte die
statistische Auswertung der Versuche (Abb. 35 AinBVergleich der Spalteffizienzen (F)
wurde deutlich, dass die Spezifitat von 3€lan den Peptiden p37/3€2und 2¢'™"%9p20
signifikant hoher war als die Spaltspezifitdt voB8L8",g11593DL"" an diesen Peptiden.
Diese Ergebnisse verdeutlichten, dass die Spakmaiischen dem Protein p37 und der
2CVPaqnd zwischen der 2€°*°und dem Protein p20 mit hoherer Effizienz von 36t
prozessiert wurden. Die Prozessierung des SpaitmafPg/3CIP"™ konnte nur von dem
Fusionsprotein 3C1°,e11503DLP® katalysiert werden.
Anhand der Berechnungen der relativen Spalteffizanvon 3CE™° und dem Fusionsprotein
3CL"", £11803DLP sollten vergleichende Aussagen dariiber ermogligirden, zu welchem
der Peptide die Enzyme eine hohere Substratsggzitfwiesen. Daflr wurde das Peptid
2C"™P2%9520 als Kompetitionspeptid gemeinsam mit einem ime Peptid im trans-
Spaltungsassay koinkubiert (siehe 2.2.10.4).
Bei der Koinkubation des Peptids "#€*7p20 mit dem Peptid p37/2E2° konnte eine
relative Spalteffizienz der 3¢ am Peptid p37/2&F**berechnet werden, die wesentlich
geringer ist als am Peptid 3€*p20 (Abb. 35 B). Dieses Ergebnis verdeutlichtessddie
3CLP" eine héhere Substratspezifitat zum Peptit 2€7p20 als zu dem Peptid p37/2E2¢
aufwies. Beim Vergleich der relativen Spaltspedgith des Fusionsproteins
3CL"",£11803DLP konnte nachgewiesen werden, dass das Peptid VEY?3@esentlich
effizienter gespalten wurde als das Peptid p37/2€ wenn diese Peptide mit dem Peptid
2CVTP29n20  koinkubiert wurden. Diese Ergebnisse zeigtdass das Fusionsprotein
3CL"",£11803DLP eindeutig eine héhere Spezifitit zu dem Peptid /S€L™ als zu den
Peptiden 2&™2%9p20 und p37/28F**aufwies.
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Die Berechnungen zu den Spaltspezifitditen und elativen Spalteffizienzen wiesen auf eine

differentielle Spaltung des Polyproteins durch 8€und 3CIP,g11893DLP® hin.
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Abbildung 35: Differentielle trans Spaltung der Pége p37/2¢™2* 2C'™"%%/p20 und VPg/3CE™
durch 3CL”™ und SCLprouE]_lggASDme

(A) Zur Bestimmung der Spalteffizienzen (F, %) wurdeans-Spaltungsassays (2.2.10.3)
durchgefiihrt, in denen die Peptide p37/2€*¢ 2C"""**7p20 und VPg/3CL° jeweils mit der 3CE°
bzw. dem Fusionsprotein 3&1,e115,3DL" inkubiert wurden.

Die Bestimmung der Spalteffizienzen (F, %) erfotfitech die Berechnung des Quotienten aus mAU
Produkt/mAU Substrat. In dem Diagramm sind die élliterte und die Standardabweichung aus vier
unabh&ngig voneinander durchgefihrten Experimedsegestellt.

(B) Die Berechnung der relativen Spalteffizienzen beraluf Kompetitionsexperimenten in denen das
Kompetitionspeptid 287%*9p20 mit equimolaren Konzentrationen der Peptidg/p8' " bzw.
VPg/3CI® und dem jeweiligen Enzym (3'(‘3’Loder3CLp'°pEngg;3DLp°') koinkubiert wurden. Die
Berechnung der relativen Spalteffizienzen erfahgteh folgender Formel:
(Vmax/Kmp/(Vmax/Kmpx=log(1-Fp)/log(1-Fex), wobei P das zu untersuchende Peptid
darstellte und PK das Kompetitionspeptid.

Fur statistische Vergleichstudien wurde der Mannitwdy U Test durchgefihrt. Der Signifikanzgrad
wurde durch * (p<0,015) und ** (p<0,001) dargestell
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3.2.4 Untersuchungen zur Prozessierung des Vorlaufgoteins p20VPg im
eukaryotischen Zellsystem

In den vorangegangenen Versuchen zur Charaktengjer der
Polyproteinprozessierung konnte das Spaltmotiv dws dem Protein p20 und VPg weder
durch die 3CP"™ (siehe 3.2.3.3 Abb. 29 A, B) noch durch 3&lg11803DL" (siehe 3.2.3.6
Abb. 32 A, B) prozessiert wurden. Moglicherweisé dse Prozessierung zwischen dem
Vorlauferprotein p20VPg von einer Wechselwirkungischen zellularen Faktoren und der
3CLP" abhangig.

Um dies zu untersuchen, wurden das Vorlauferprotp?0OVPg und das 3CI°
VorlauferproteinAVPg3CLP™A3DLP® im eukaryotischen Zellsystem gemeinsam exprimiert.
Dafur wurde zunachst die kodierende Sequenz fuVPBOC-terminalin frame mit dem
6xHis Tag fusioniert und anschlie3end in den euki@sghen Expressionsvektor pIRES
inseriert. Mit dem resultierenden Plasmid pUS-N@ROVPQIRES wurden 293T Zellen
transfiziert. Nach 48-stundiger Proliferationsaeiirde das Zelllysat geerntet (siehe 2.2.7.6)
und im SDS-Gel separiert. Mit Hilfe des Immunobjatater Verwendung des anti-pentaHis
Antikorpers, konnte nur die Bande des 40 kDa groR&rlauferproteins p20VPg
nachgewiesen werden (Abb. 36 A, Spur 1). Anhangedi€rgebnisses konnte ausgeschlossen
werden, dass fur die Spaltung des p20VPg Vorlaubeems zellulare Proteasen
verantwortlich sind. In einem zweiten Ansatz wurd&B8T Zellen gleichzeitig mit pUS-
NORIIp20VPgIRES und mit dem Plasmid pUSNORNPg3CLPA3DLPYIRES, das fiir das
VorlauferproteinAVPg3CLP"A3DLP kodierte, transfiziert. Die Analyse dieser Zeldys mit
Hilfe des Immunoblots, unter Verwendung des antitaldis Antikorpers, zeigte ebenfalls nur
das unprozessierte 40 kDa grof3e p20VPg VorlaufeprdAbb. 36 A, Spur 2). Auch die
Koexpression von p20VPg mit dem 38LVorlauferprotein fiihrte nicht zur Spaltung von
p20VPg. Die niedermolekulare Bande, die in Abb A36uf Spur 2 durch den anti-pentaHis
Antikorper detektiert wurde, stellt das unprozessie87 kDa groReAVPg3CLPA3DLP
Vorlauferprotein dar. Unter Verwendung des anti-B€Serums konnte bestatigt werden,
dass es sich bei dem 37 kDa ProteinAMiPg3CLPA3DLP® handelte (Abb. 36 B, Spur 2). In
einem Kontrollansatz wurden 293T-Zellen nur mit PNIRI-AVPg3CLPA3DLPIRES
transfiziert. Bei der Analyse dieser Zellysate kenm Immunoblot sowohl mit dem anti-
pentaHis Antikorper (Abb. 36 A, Spur 3) als aucht odeém anti-3CP™ Serum (Abb. 36 B,
Spur 3) das 37 kDa grofRe VorlauferprotaWPg3CLPA3DLP hachgewiesen werden.
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Mit dem anti-3CP™ Serum konnte zusatzlich in Spur 3 ein Protein médrigerem
Molekulargewicht detektiert werden. Dabei handeliesich um die aus dem Vorlauferprotein
AVPg3CLPA3DLP freigesetzte 19 kDa groRe 3¢ Interessanterweise konnte in Abb. 36
B in Spur 2, in der die Zelllysate der Koexpressimn p20VPg und\VPg3CL"A3DLP
aufgetrennt wurden, im Immunoblot mit dem anti-8€ISerum, das 19 kDa grolze 3CL
Spaltprodukt nicht nachgewiesen werden. Dies delaeduf hin, dass das Vorlauferprotein
nicht prozessiert wurde. Dies kdnnte ein erstemidis darauf sein, dass die Aktivitat der

3CL""™ durch das Vorlauferprotein p20VPg reguliert wird.
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Abbildung 36: Koexpression von p20VPg ueh/Pg3CL""°A3DL"™ in 293T Zellen

293T Zellen wurden unter Verwendung von Polyf@cansfection Reagent (QIAGEN) mit 8 ug des
Plasmids pUS-NORIIp20VPgIRES (Spur 1) transfizieim. zweiter Ansatz wurde mit je 4 ug puUSs-
NORIIp20VPgIRES und pUSNORIVPG3CIPA3DL™IRES kotransfiziert (Spur 2). In dem
Kontrollansatz wurden die 293-T Zellen mit 8 pg PARII-AVP3CIP°A3DL™IRES transfiziert
(Spur 3). Nach 48-stundiger Proliferationszeit wemddie Zelllysate geerntet (siehe 2.2.9.6), im SDS-
Gel aufgetrennt und anschlieRend immunologischHitfié des Western Blot charakterisig/) anti-
pentaHis Antikorper (1:5000)B) polyklonales anti-3Cl° Serum (1:8000)
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3.2.5 Spaltung des von®ORF1 kodierten Polyproteins in Abhangigkeit der 3CLP
im zellfreien System

Die spezifischdrans-Spaltungsaktivitat der 3¢L° an dem Spaltmotiv Q/G sollte nun
anhand des gesamten ORF1 Polyproteins verifiziemtdan. Daflr wurde zunéchst der
komplette ORF1 in den Vektor pET28b kloniert und somit das PlasmidS-NORII-
ORF1ET28b generiert. AnschlieRend wurde mit Hiler site-directed mutagenesisiehe
2.2.6)im aktiven Zentrum der 3C[° der konservierte Cysteinrest gegen einen Alaninres
ausgetauscht, was zur Inaktivierung der B€fiihren sollte. Das so mutierte Plasmid wurde
als pUS-NORII-ORF1g330AET28b bezeichnet. Die Untersuchung mans Spaltaktivitat der
3CL"" sollte mit Hilfe einesn vitro Translationsassays, der mit einem Transkriptidmisc
gekoppelt war (PROTEISERIPT™ T7, AMBION), durchgefiihrt werden. Sowohl pUS-NORII-
ORF1ET28b als auch pUS-NORII-ORFpe,ET28b wurdenin vitro transkribiert. Die
Translationen des wt-Polyproteins und des mutief®atyproteins wurden inn vitro
Standardansatzen durchgefiihrt (siehe 2.2.10.2)UAtersuchung ddrans-Spaltaktivitat der
3CLP™ wurde ein zweiter paralleler TranslationsansatemuiKoinkubation mit der zuvor
aufgereinigten 3C1™® durchgefilhrt. Allen Translationsansatzen wurd&S]fMethionin
zugesetzt, so dass die Translationsprodukte mi¢ ldér Autoradiographie analysiert werden
konnten. Im Standardansatz, in dem das Polypratbime Koinkubation mit der 3CI°
translatiert wurde, konnten drei Produkte detektiegrden (Abb. 37, Spur 2), was darauf
hinweist, dass eine Prozessierung des Polyprowattgefunden hat. Das hochmolekulare
Produkt entsprach dem 113 kDa Vorlauferprotein pRRCL"°3DLP®. Die beiden
niedermolekulareren Produkte im Autoradiogrammitsteldie 41 kDa groRe 2&™**°sowie
das 37 kDa groRe N-terminale Protein p37 dar. Diegabe der 3CI° zum
Translationsansatz des wt-Polyproteins fihrte zm déeichen Ergebnis (Abb. 37, Spur 3).
Dieses Ergebnis verwies darauf, dass die gereiBiglé™ eine identische Spaltaktivitat am
Polyprotein entwickelte, wie das aus dem Polyprotieeigesetzte 3CI°-Fragment. Das
mutierte Polyprotein, das ein inaktives katalytesslZentrum der 3CI° aufwies, wurde als
komplettes 180 kDa grofRes Vorlauferprotein trarefat (Abb. 37, Spur 4). Eine
kotranslationale Spaltung des Polyproteins konntdgrand der Inaktivierung des
katalytischen Zentrums der 3&%L nicht erfolgen. Wurde dem Translationsansatz des
mutierten Polyproteins die 3€Lzugesetzt, konnten im Autoradiogramm zwei Spaltpkosl
des Polyproteins detektiert werden. Dabei hanadtsich bei dem héhermolekularen Protein
um das 113 kDa groRe Vorlauferprotein p20vVPg3&BDLP.
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Das niedermolekulare Spaltprodukt (Abb. 37, SpustB)ite vermutlich das unprozessierte,
78 kDa groRe, Vorlauferprotein p372€®° dar. Spaltprodukte des p372€e
Vorlauferproteins konnten ebenfalls sehr schwackektiert werden. Diese Ergebnisse
verdeutlichten, dass auch das komplette Polyprateitrans von der 3CL”™ gespalten
werden konnte. Indem gezeigt wurde, dass zunaelssBpaltmotiv zwischen der 2&**%und
dem Protein p20 prozessiert wurde, was in der &=isg der Vorlauferproteine p372E2
und p20VPg3CP3DLP? resultierte, konnte ein Beleg fiir eine regulidttezessierung des

Polyproteins erbracht werden.

K ORF1 ORF1 Ugi0n
3CL"™ 4uM - + - +

= 180 kDa ORF1-Polyprotein

—113 kDa p20VPg3CLP°3DLP
— 78 kDa p372CNTPase

56 kDa =

= 41kDa2cNTPase
= 37 kDa p37

Abbildung 37: Prozessierung des ORF 1 PolyproteinsAbhangigkeit der 3CE°-Aktivitat

Die Translation des wt-ORF1 als auch des mutiert®RFl.ci304 erfolgte mit Hilfe des
PROTEINsCRIPTY T7 KIT (AMBION) unter Verwendung vorrB]-Methionin (siehe 2.2.19) Parallel
zum Standardansatz wurde jeweils das wt-Polypraieich das mutierte Polyprotein mit 4 uM der
aufgereinigten 3CL° koinkubiert. Die Translationsansatze wurden ineein12 % igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch Autoradiggnée detektiert.Spur LAls Grol3envergleich
wurde das in vitro translatierte 56 kDa groRe Piot¥-ref als Positivkontrolle (K) mitgefihrt .

Spur 2 WT-ORF1;Spur 3 WT-ORF1+ 1 pM 3Ct°% Spur 4 ORFl,ciz0a; Spur 5 ORFl,ciz0a+

1 uM 3CE®
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3.2.6 Expression des NV-cDNA-Genoms in 293T Zellen

Nach der Untersuchung der kotranslationalen Spglties vomORF1kodierten Polyproteins
im zellfreien System (siehe 3.2.5) sollte die Espren und Prozessierung des kompletten
NV-GGII/4/Dresden/1997/GEVolle-Lange Genoms im humanen Zellsystem analysiert
werden. FUr diesen Zweck wurde das Plasmid pUSNORIRES in die humane
Nierenendothelzelllinie 293T transfiziert. Die Egpsion der imORF1 kodierten viralen
Proteine wurde mit Hilfe des Immunoblots, unter Wendung polyklonaler anti-3¢I° und
Anti-3DLP® Seren untersucht (siehe 2.1.6). Die Translatios @e ORF1 kodierten
Vorlauferpolyproteins konnte mit keinem dieser 8era Immunoblot nachgewiesen werden
(sieche Anhang 2). Auch putative Spaltprodukte, didolge einer kotranslationalen
Prozessierung des Polyproteins freigesetzt wurklennten mit Hilfe der anti-3CI°- und
anti-3DL"-Seren nicht detektiert werden (siehe Anhang 2, A#Bas durch derORF2
kodierte strukturelle Kapsidprotein sollte mit Hileines polyklonalen anti-Kapsid Serums
(siehe 2.1.6) nachgewiesen werden. Die Expresge@BF2konnte mit diesem Serum nicht
nachgewiesen werden (siehe Anhang 2 C). Die Voednissg fur die Transkription und die
Translation de®ORF2 ist die Freisetzung funktionaler nicht-struktueellProteine, die mit
dem Schliisselenzym der 3BLeinen Replikationskomplex bilden. Der Replikaticmmplex
ermoglicht die Synthese der subgenomischen RNAsanait die Translation des vo@RF2
kodierten Kapsidproteiniehe 1.5). Der Nachweis des Kapsidproteins wangtsein erster
Hinweis auf das Vorliegen eines funktionellen Rlemtis. Anhand der in dieser Arbeit
durchgefuhrten Expressionsstudien konnte nachgewiegrden, dass von dem vorliegenden

cDNA-Volle-Lange Klon keine virusspezifischen fuidstalen Proteine exprimiert wurden.
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3.2.7 Regulation der 3CI™ Aktivitat durch das Vorlauferprotein p20VPg

3.2.7.1 Aufreinigung des Vorlauferproteins p20VPg

NV-ORF1-Polyprotein : ORF2 .[ Capsid (VP1) j

C p37 >2cNTP€‘se > p20 ) VPg >3CLP'°> 3pLPo! ] orF3-[ vp2

Abbildung 38: Schematische Darstellung des ORF1 V\mrferproteins p20VPg im Vergleich zum
NV-ORF1 Polyprotein

In einem vorangegangen Experiment (siehe 3.2.Ahteogezeigt werden, dass die
Koexpression von p20VPg mit dem Vorlauferprot&Pg3CL’A3DLP® die Freisetzung
der 3CIP verhindert (Abb. 36 B). In diesem Versuch solltennuntersucht werden, ob
p20VPg die proteolytische Aktivitat der 3€tin transinhibieren kann.

Fur die Untersuchung des Einflusses des Vorlaubeeprs p20VPg (Abb. 38) auf die
Aktivitat der 3CIP® musste das Vorlauferprotein p20VPg zunachst exerimund
aufgereinigt werden. Dafur wurde die kodierendeugeq fur das Vorlauferprotein p20VPg
in den bakteriellen Expressionsvektor pET28b kidniend C-terminalin frame mit dem
6xHis Tag fusioniert. Das somit generierte PlaspttG-NORIIp20VPgET28 wurde iB.coli
BL21DE3 Zellen transformiert und p20VPg heterolagraniert. Die Aufreinigung der
Zelllysate erfolgte durch eine WiAffinitatschromatographie, die mit Hilfe der FPLC
durchgefuhrt wurde. Nach der Auftrennung wurdenHEligte fraktioniert gesammelt und im
SDS-Gel aufgetrennt. In den Fraktionen 14 und 1Bnk® das 36 kDa grof3e p20VPg
Vorlauferprotein durch Coomassiefarbung detektientden (Abb. 39).
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kDa F14 F15

100 —
72 —

55 —

40 —
G S — P20VPg
33 —

25—

Abbildung 39: Aufreinigung des Vorlauferproteins 20VPg

Nach der heterologen Expression des NV-Vorlaufegims p2O0VPg in E.coli wurde das Proteinlysat
geerntet (siehe 2.2.8.1, 2.2.8.2). Nach einer @Didlyse (siehe 2.2.8.5) des Lysates wurde das
Proteingemisch aufgereinigt. Die Aufreinigung deslligsates erfolgte mit Hilfe der Wi
Affiniatschromatographie unter Verwendung der FRHEsTrap™ FF crud; GEHEALTHCARE. Die

an die Saule gebundenen Proteine wurden durch eiméazolgradienten eluiert und fraktioniert
gesammelt. Parallel dazu erfolgte eine Absorptiessung bei 280 nm. Fraktionen, in denen
Proteine detektiert wurden, wurden in der SDS-Pagégetrennt und durch Coomasiefarbung
detektiert.

3.2.7.2 Das Vorlauferprotein p20VPg reguliert die Ativitat von 3CL P

Fur die Untersuchungen zur Regulation der BTLAktivitat durch das
Vorlauferprotein p20VPg wurde der vitro trans Spaltungstest (siehe 2.2.10.3) durchgefihrt.
Dafiir wurden die Peptide p37/2E82°bzw. 2C¢""*9p20 mit 4 uM der 3Ct™ und zuséatzlich
mit 1 uM des p20VPg Vorlauferproteins in dem Remktansatz gemischt. Die Inkubation
erfolgte anschlieRend fur 17 h bei 30 °C. Als Koliersuch wurde parallel die Spaltung der
beiden Peptide durch die 3&1 analysiert. Die Auswertung ddrans Spaltungsassays
erfolgte mit Hilfe dereversed-phas€hromatographie (siehe 2.2.10.8.1) und anschlafen
Berechnung der Spalteffizienzen (F) (siehe 2.2)1M% Spalteffizienz (F) der 3CL am
Peptid p37/2€%° petrug 0,43 (Abb. 40). In den Anséatzen, in den@iP¥ mit dem
Vorlauferprotein p20VPg koinkubiert wurde, verringesich die Spalteffizienz an diesem
Peptid auf 0,22 (Abb. 40) und ist somit signifikageringer (*) als im 3CP°-
Kontrollspaltungsassay. Fiir die Spaltung des Pe@' "**p20 durch 3CP™ wurde eine
Effizienz von 0,88 berechnet (Abb.40).

Durch die Zugabe des Vorlauferproteins p20VPg zureaklonsansatz wurde die
Spalteffizienz auf 0,72 reduziert (Abb. 40).
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Somit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass \dalauferprotein p20VPg einen
Einfluss auf die Aktivitat der 3CY° hat. Mdglicherweise nimmt es dabei eine regulideen

Funktion bei der Prozessierung d@RF1Polyproteins ein.
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Abbildung 40: Regulierung der 3CI° Aktivitat durch p20Vpg

Zur Untersuchung der Inhibierung der 3€Ldurch p20VPg wurden die Peptide p37/2€*°bzw.
2CV"2%Ip20 mit der 3CP°und dem Vorlauferprotein p20VPg im trans-Spaltasgay koinkubiert
(siehe 2.2.10.3). Als Kontrollanséatze dienten I@kigimsansatze, in denen die Peptide nur mit der
3CL" inkubiert wurden. Die Analyse aller Ansatze erfelginschlieRend durch reversed-phase-
Chromatographie (YMCPack ODS-AQ column, YMC Eurapé)Hilfe der HPLC (Akta puirifier,
AMERSHAMBIOSCIENCE$, wobei parallel zur Elution der Peptide eine Afptmnsmessung bei 215
nm erfolgte. Die Bereiche der maximalen AbsorpfioAU) bei 215 nm wurden integriert und als
mAU Wert angegeben. Fiur die Berechnung der Spalesfz (F) wurden die mAU Werte der
Substrate durch die mAU Werte der Produkte dividsehe 2.2.10.5). Alle Anséatze wurden vierfach
durchgefiihrt und anschlieBend die Abweichung voniteMiert berechnet. Fir statistische
Vergleichstudien wurde der Mann-Whitney U Test dgedtihrt. Der Signifikanzgrad wurde durch ein

Sternchen ( *) dargestellt und betrug p=0.0143.
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3.3 Inhibierung der 3CL""™

Der initiale Schritt der NV-Replikation basiert adér Aktivitat der viruseigenen
Protease 3CI°. Eine Inaktivierung dieses Enzyms wiirde die pirgteszhe Spaltung des
ORF1kodierten Polyproteins verhindern und somit au@Rieplikation des viralen Genoms.
Das 3CIP™ Enzym stellt demnach ein geeignetes Zielmolekilafitivirale Substanzen als
Therapeutikum gegen Norovirusinfektionen dar.

In dieser Arbeit wurden sechs verschiedene Substaauaf ihre Wirkung als 3CL Inhibitor
getestet. Bei den zu untersuchenden Substanzereltered sich zum Einen uo-MAPI
(anti-microbial alkaline protease inhibitpr ein Peptidaldehyd, das die Aktivitat der HIV-
Protease sehr effizient hemmt (Sarubbal, 1993). Zum anderen wurde die Substanz CMK-
Inhibitor (Chloromethyl ketone inhibitprgetestet. Diese inaktiviert als Peptidanalogaz{Cb
Val-Asn—-Ser-Thr—Leu-GIn-CMK) die Coronavirus Pretedf™ (Anandet al, 2003). Des
Weiteren wurden die Substanzen XP-10, XP-17, XPu#d XP-41 (siehe 2.1.11) als
potentielle NV-3CP™ Inhibitoren getestet, die vom Institut fir Biochienter Universitat
Lubeck zur Verfligung gestellt wurden.

Fur die Inhibierungstests wurden 60 pM des Pe®idd2C'"2**mit jeweils 20 uM, 40 pM,
80 uM, 160 uM, 320 uM; 640 uM und 800 pM der zudaeden Substanz und 4 uM der
3CLP™ unter Verwendung defrans-Spaltungstests bei 30 °C fur 17 h inkubiert (siehe
2.2.10.3). Als Kontrolle wurde das Peptid p37/2E%mit 4 pM der 3CP™ inkubiert. Die
Spaltungen wurden durch dieversed-phas&hromatographie analysiert (siehe 2.2.10.8.1)
und anschliel3end die Spalteffizienzen (F) berecsiehe 2.2.10.5). Die Bestimmung der
relativen Spalteffizienz (Vmax/Km) erfolgte durch oldende Formel:
(Vmaxlkm)sd/ (Vma/km)sc+=log(1-Fsc)/log(1-Fsc+), wobei 3C den Spaltansatz ohne Inhibitor
darstellte und 3C+l den Spaltansatz mit dem jegeili Inhibitor kennzeichnete. Die
berechneten Werte wurden gegen die verwendete Koazen der zu untersuchenden
Substanz in einem Diagramm dargestellt (Abb. 41 MBje Werte der relativen
Spalteffizienzen (%) ermaoglichten, unter Verwenduwtey Funktion zur Berechnung des
Anstieges (f(x)=-mx+b), die Berechnung der Subdtanzentration, die die Aktivitat der
3CL”™ um 50 % inhibiert. Dieser Wert wurde alss¢@inhibitory concentratioh bezeichnet
(Abb. 41 B). Fur die Substanz CMK-Inhibitor konngemit ein IGy-Wert von 85 uM
bestimmt werden. Der KgWert vona-MAPI betrug 294 pM. Fir die Substanz XP-10 wurde
ein IGge-Wert von 484 uM, fir XP-17 ein kgWert von 146 uM, fur XP-40 ein KgWert
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von 192 uM und fur XP-41 ein gWert von 120,5 uM berechnet. Mit einemsdCWert von
85 uM weist die Substanz CMK den geringstegyWert auf.

A B

;1=
N 0,9
c °
Q
E 0,8
g 0,7 ICSO in I.,IM
[4°3
2 06 = CMK: 85
] .
g 0s ICs, | ® XP41: 120,5
£ = XP-17: 146
= 04 = XP-40: 192
> 03 = a-MAPI: 294
5 o2 XP-10: 484
>

0,1 *
0

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

[Inhibitor] uM

Abbildung 41: Bestimmung des KgWertes verschiedener potentieller antiviraler Stédoszen

Die Substanzen XP-10, XP-17, XP-40, XP-41, a-MA¥ QMK-Inhibitor wurden in unterschiedlichen
Konzentrationen mit der 3L und dem Peptid p37/2E2*im trans-Spaltungsassay inkubiert (siehe
2.2.10.3). Die Auswertung der Inhibierungsansatzdolgte mit Hilfe der reversed phase-
Chromatographie. Die Bereiche der maximalen Absonpbei 215 nm wurden integriert und als mAU
Wert angegeben. Die mAU-Werte der jeweiligen lanimgsanséatze wurden fur die Berechnung der
Spalteffizienzen (F) verwendet. Zur Berechnung@grWerte wurden die relativen Spalteffizienzen der
jeweiligen Inhibierungsversuche ins Verhaltnis 2nm delativen Spalteffizienzen der Spaltungsversuche
mit der 3CE° ohne Inhibitor gesetzt. Diese Berechnung erfolgteach folgender
Formel: (nalkmkd/ (Vmatkmkc+=log (1-Fsc)/log(1-Fsc.) (siehe 2.2.12.5).

(A) Die berechneten relativen Spalteffizienten wurdegen die getestete Konzentration des Inhibitors
in einem Diagramm dargestellttB) Zur Berechnung der Konzentration bei der die tgat
Spalteffizienz 0,5 betrug, wurde die Funktion zeredBhnung Anstiegs verwendet: f(X)=-mx+b, wobei m
den Anstieg darstellt und b die Verschiebung auf ¥deAchse bei X=0. Die berechneten Werte
entsprachen den kgWerten und wurden in der rechten Tabelle darglstel
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4. Diskussion

Noroviren sind die haufigste Ursache akuter vir@8astroenteritiden. In Deutschland
treten jahrlich durchschnittlich 80 durch NV vemachte Gastroenteritisfalle pro 100.000
Einwohner auf. Bei Kleinkindern und alteren Persosteigen die Krankheitsfélle sogar auf
bis zu durchschnittlich 250 Falle pro 100.000 Eihwer (Kochet al, 2006). Da bereits
geringste Virustiter (10-100 Virionen) fur eine Nigfektion ausreichen (Caul, 1996), ist die
Wabhrscheinlichkeit fir den Ausbruch von Epidemiergeschlossenen Einrichtungen wie in
Krankenh&dusern, Altenheimen und Kindergarten bemwentdoch. Antivirale Medikamente,
die eine Norovirusvermehrung inhibieren, wirden eeimgute Moglichkeit bieten,
Epidemieausbriiche zu verhindern bzw. einzudammemadssetzung dafur ist allerdings
zunachst das genaue Verstandnis der NV-Replikatarne die Funktionsweise der einzelnen
Komponenten, die in die NV-Replikation involviemd.
Die meisten RNA-Viren mit einem kleinen, positivientierten einzelstrdngigen Genom
weisen eine &hnliche Translationsstrategie auf,ewabinachst ein Polyprotein exprimiert
wird, welches das Vorlauferprotein fir die strukdlen- sowie nicht-strukturellen Proteine
darstellt. Kotranslational wird dann das Polypnotgiespalten. Die Prozessierung erfolgt
dabei entweder durch zellulare Proteasen oderdabieh viruseigene Proteasen, wie z. B. bei
den Picornaviridae,den Caliciviridae und denCoronaviridae(Hanecaket al, 1984; Liuet
al.,, 1996; Ziebuhret al, 1995). Die Synthese viruseigener Proteasen madds Virus den
Vorteil, dass die Prozessierung des Polyproteingbliingig von Wirtszellproteasen
stattfinden kann. Dadurch wird die virale Replikati nicht durch das Wirtszellsystem
limitiert. Im Gegensatz zur Polyproteinprozessigriyei Poliovirus, die auf der Aktivitat
zweier unterschiedlicher viraler Proteasen (2A @@&L"") beruht (Nicklinet al, 1987),
basiert die Prozessierung des CV-Polyproteins migrh derzeitigen Kenntnisstand ais-
und trans- Aktivitaten des Proteasefragmentes 8€LAus vorangegangenen Studien ist
bereits bekannt, dass die Norovirus Protease amie®én Spaltmotiven innerhalb des
Polyproteins proteolytisch aktiv wird. Dabei harideds sich um die Spaltmotive
Glutamin/Glycin (Q/G) zwischen den NV-Proteinen p&7d 2C' "2 sowie zwischen der
NV-2CVP2¢ ynd dem NV-Protein p20. Als weitere Spaltstelleurden das Motiv
Glutaminsaure/Glycin  (E/G) zwischen dem Protein p2td VPg, das Motiv
Glutaminsaure/Alanin (E/A) zwischen den ProteineRgvVund 3CE° sowie das Motiv
Glutaminsaure/Glycin (E/G) zwischen der 3Lund der 3DP® beschrieben (Liwet al,
1996; Liuet al, 1999).
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4.1 Sequentielle Prozessierung des NV-Polyproteins

4.1.1cis-Spaltung des Polyproteins

Die genaue Regulierung der kotranslationalen Spgltdes Polyproteins, die die
sequentielle und differentielle Freisetzung von |&oferproteinen sowie den einzelnen
strukturellen und nicht-strukturellen Proteinen égficht, ist bisher nicht erforscht. Die erste
Arbeitshypothese dieser Arbeit lautete folglichsslaie Prozessierung des Polyproteins von
in cis undin trans Aktivitaten der NV-3CE™ abhangig ist. Wie in Studien von Belliet al.
bereits gezeigt wurde, weist das NV-VorlauferpmoteBCLP3DLP® ebenfalls eine
proteolytische Aktivitat auf (Bellioet al, 2003). Aus dieser Studie leitet sich die zweite
Hypothese dieser Arbeit ab, die besagte, dass diezeBsierungsspezifitdt des
Vorlauferproteins 3Ct°3DLP® sich von der von 3C¥°unterscheiden konnte.

Fur die Familie defaliciviridae konnte mehrfach beschrieben werden, dass die Ereisg
der 3CIP aus dem von®RF1kodierten Polyprotein auf deis-Aktivitat der 3CI°™ basiert
(Sosnovtsevaet al, 1999; Wirblich et al, 1995). Anhand der Generierung eines NV-
VorlauferproteinsAVPg3CLP"A3DLP®, das die komplette NV-3C° Sequenz enthélt, sollte
verifiziert werden, dass digis-Aktiviat der 3CLP" fur die kotranslationale Spaltung des NV-
Polyproteins verantwortlich ist. Voraussetzung fidie Generierung von NV-
Vorlauferproteinen war die Herstellung eines NV-ddlange-cDNA Klons, der als
Template fur die Amplifikation der fur die Vorlaufgoteine kodierenden NV-cDNA diente.
Fur die Generierung des NV-Volle-LAnge-cDNA Klonsirden in einer vorherigen Arbeit
(Herzog, 2004) zunachst aus Stuhlproben eines ieatieder mit dem Norovirus infiziert
war, die NV-RNA isoliert. Diese diente als Templdi& die Generierung von sechs
Norovirus-spezifischen cDNA Fragmenten, die siclyegeseitig Uberlappten. Diese sechs
Fragmente umfassten das komplette, aus drei offees@rahmen bestehende NV-Genom. In
der hier vorgelegten Arbeit wurden diese sechs cBx#gmente mit Hilfe depverlap-
extensionPCR fusioniert und hieraus das Volle-Lange NV-cDSAnom hergestellt. Dieses
wurde anschlie3end in den eukaryotischen Expresssdor pIRES kloniert (siehe 3.1). Die
in framelnsertion des NV-cDNA-Genoms wurde durch Sequennig bestatigt.

Unter Verwendung des NV-Volle-Ldnge NV-cDNA-Genoals Template wurde der cDNA
Bereich amplifiziert, der fir das NV-VorlauferprateAVPg3CLPA3DLP® kodierte.

In diesem Protein wurde die Sequenz der 30Nl-terminal von den letzen vier Aminosauren
des VPg Proteins und C-terminal von den ersten ®indsauren der 30 flankiert (Abb.
17).
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Die Expression vom\VPg3CLP"A3DLP® in E.coli Zellen konnte im Immunoblot mit Hilfe
eines polyklonalen anti-3CI° Serums bestatigt werden (siehe 3.2.1.1; Abb.18g D
kotranslationale Spaltung des Vorlauferproteink.ieoli begann ca. 0,5 h nach Induktion der
Expression, wie anhand einer Zeitreihe nachgewiegden konnte (Abb. 18, Spur3 und
Abb. 19, Spur 3). 24 Stunden nach Expressionsbegifncoli konnte das Vorlauferprotein
AVPg3CLPA3DLP nicht mehr nachgewiesen werden. Nur das freiges82LP™ Fragment
war nachweisbar. Anhand der Expression von mutievterlauferproteinen, bei denen das
katalytische Zentrum der 3EP inaktiviert wurde, konnte nach 24 h #B.coli nur das
unprozessierte Vorlauferprotein nachgewiesen werd@bb. 18, Spur 5). Dieser
Kontrollversuch bestatigte die Vermutung, dassSfialtung vom\VPg3CLPA3DLP® auf die
spezifischecis-Aktivitat der 3CLP" zurtickzufiihren ist. In einer analogen Studie varbii¢h

et al. wurde ebenfalls die Prozessierung eines Vorlaubkems von RHDV, eines weiteren
Mitglieds der Caliciviridae, in E.coli untersucht. Auch in diesen Versuchen konnte
nachgewiesen werden, dass die Spaltung des Vamtdafeins, katalysiert durch dieis
Aktivitat der viruseigenen 3CL° in der Freisetzung der 3€Y resultierte (Wirblichet al,
1995). Fur das feline Calicivirus konnte anhand Eepression de®RF1in einemin vitro
Translationssystem ebenfalls nachgewiesen werdess, diecis-Aktivitat der 3CLP™ fur die
FCV-Polyproteinprozessierung notwendig ist (Sossewaet al, 1999). Die Freisetzung der
3CLP™ aus dem Norovirus-Dresden VorlauferprotéidPg3CLPA3DL® beruhte auf der
Prozessierung des C-terminalen Spaltmotivs E/G cheis der 3CE" und der 3DFP°. Eine
Verifizierung der Spaltung des N-terminalem SpaliwsoE/A zwischen dem VPg Protein
und der 3CP™ nach Expression des Konstruktes pUS-NQRIPg3CLPA3DLPYET28b in
E.coli nicht moglich. Das von dem Konstrukt pUS-NORNPg3CLPA3DLPYET28b
kodierte Vorlauferprotein wird nach Expression im eN-terminales Peptid aus vier
Aminosauren kotranslational prozessiert werdens ida SDS-Gel nicht detektiert werden
konnte. Um diese Fragestellung zu klaren, wéareEeiman-Abbau zur Proteinsequenzierung
des N-terminalen Endes des Spaltproduktes”3@urchzufiihren.

Das Konstrukt pUS-NORIAVPG3CLP™A3DLPIRES, das fiir die Expressionsstudien in
293T-Zellen generiert wurde, kodierte fiir das Vefégprotein AVPg3CLPA3DLP?, das
einen um 59 aa vergrofRerten N-terminalen Bereich WBg Proteins aufwies (siehe.
AVPg3CLPA3DLP wurde in 293T-Zellen ebenfalls kotranslational géten, was anhand
der Freisetzung der 19 kDa groRen 8€lim Immunblot nachgewiesen werden konnte
(3.2.1.2; Abb. 20, Spur 1).
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Aufgrund der Freisetzung des 19 kDa groRRen P§OEragmentes kann davon ausgegangen
werden, dass sowohl an dem VPg8€LSpaltmotiv als auch am Spaltmotiv zwischen
3CLP3DLPY eine Spaltung stattfand. Als Kontrolle wurden Eegsionsstudien des mutierten
VorlauferproteinsAVPgu3CLPA3DLP®, welches ein inaktives katalytisches Zentrum der
3CLP" aufwies, durchgefiihrt. In diesen Studien konnia&&paltung des Vorlauferproteins
AVPgu3CIPA3DLP® beobachtet werden (sieche Abb. 20, Spur 2). Demriathdie
Prozessierung des Vorlauferproteidd/Pg3CLPA3DLP® auch in der humanen 293T-
Zellkultur strikt von der cis-Aktivitat des 3CP° Fragmentes abhangig. Infolge der
Translation des komplettéDRF1 Polyproteins des Norovirus-Camberwell in human&@t€
Zellen, konnte ebenfalls die Freisetzung der BOtachgewiesen werden (Sesthal, 1999).
Auch diese Expressionsstudien belegten, dass dmtuBpg des Polyproteins auf ders-
Aktivitat der 3CLP" beruht.

In prokaryotischen Expressionsstudien mit dem \deéproteinAVPg3CLP"A3DL konnte
nach Beginn der kotranslationalen Spaltung zu keirder untersuchten Zeitpunkte ein
Vorlauferprotein nachgewiesen werden (siehe 3.2.RAfhb. 19). Dies koénnte darauf
hindeuten, dass zunachst eine gewisse Ausgangskostren des Vorlauferproteins
vorliegen muss, bevor die Prozessierungsreaktiarest kann. Vorstellbar ware auch, dass
die kotranslationale Spaltung des Vorlauferprotaiichit nur auf decis-Aktivitat der 3CLP™
beruht, sondern neu gebildete Vorlauferproteingchyeitig durch eindrans Aktivitat der
3CLP™ prozessiert werden. Dies wiirde dem Virus eine eltdme und effizientere Spaltung
des Polyproteins ermoglichen. Dagegen konnte ben dexpressionsstudien des
VorlauferproteinsAVPg3CLPA3DLP® in 293T-Zellen, im Unterschied zu den Ergebnissen
der prokaryotischen Expressionsstudien, auch 4@okt Transfektion, zusatzlich zum
Spaltprodukt 3CP°, noch das unprozessierte Vorlauferprotein im Imofulot nachgewiesen
werden (siehe 3.2.1.2, Abb.20, Spur 1). Dieses l#frigedeckt sich mit den Ergebnissen der
Expressionsstudien der Polyproteine des RHDV, daWrus Camberwell, des Norovirus
MD145-12 sowie des murinen Norovirus (Bellgttal, 2003; Koniget al, 1998; Sealet al,
1999; Sosnovtsewet al, 2006). In diesen Studien konnte ebenfalls sowads 3CP"°
Spaltprodukt als auch das stabile Vorlauferpro®@"°3DLP" detektiert werden. Dariiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass das Spaltmetiscien 3CP™ und 3D bei der
Polyproteinprozessierung des RHDV mit einer genegeEffizienz prozessiert wird, als das
Spaltmotiv zwischen VPg und 3€E (Wirblich et al, 1995). Dies weist darauf hin, dass die
Polyproteinprozessierung durch unterschiedlichelt§pexifitaten, die die 3CI° an der

verschiedenen Spaltmotiven aufwies, reguliert wird.
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Die unterschiedlichen Spaltspezifitaten der BELverhindern vermutlich, dass das
Polyprotein komplett in die einzelnen nicht-strukdlen Proteine prozessiert wird und
gewahrleisten dadurch, dass zusatzlich auch Wat&uferproteine freigesetzt werden. Die
Vorlauferproteine wiederum koénnen andere funktien8loménen aufweisen und somit
wahrend der Virusreplikation andere Aktivitaten reshmen als die einzelnen nicht
strukturellen Proteine.

Fur das feline Calicivirus und das humanpathogeamo@rus konnten in Expressionsstudien
der ORF1in in vitro Translationsstudien nur das Vorlauferprotein B&IDLP® detektiert
werden (Okaet al, 2005; Sosnovtsevat al, 1999). Eine Spaltung des Vorlauferproteins
konnte nicht beobachtet werden. Demnach scheiht die Prozessierung des Polyproteins

zwischen den einzelnen Spezies @aliciviridae zu unterscheiden.

4.1.2Trans-Spaltung des Polyproteins

élTPase

4.1.2.1 Prozessierung der Spaltmotive zwischen ddfroteinen p37 und 2 und

zwischen der 22 und dem Protein p20in trans

Die kotranslationale Spaltung des vo@RF1 kodierten Polyproteins ist bei den
Polioviren, den Coronaviren sowie den Caliciviraohh nur von dercis-Spaltaktivitat der
viruseigenen Protease abhangig (Blakeeegl, 2003; Hanecalet al, 1984; Ziebuhret al,
1995). Eine weitere Arbeitshypothese dieser Arlbsisagte, dass die Prozessierung des
Polyproteins auch von dérans-Spaltaktivitat der 3Ct° abhangig ist. Als Substrat erkennt
die 3CLP" dabei spezifische Spaltmotive innerhalb des Polgims, was in der Freisetzung
der strukturellen und nicht-strukturellen Proteiesultiert.

Wie bereits unter 4.1.1 diskutiert, wies die 3€Lan ihrem C-terminalen Spaltmotiv
zwischen der 3C1° und der 3DP° eine geringere Spalteffizienz auf als an dem Kritealen
Spaltmotiv zwischen VPg und 3€L Diese unterschiedlichen Spalteffizienzen ermidgin,
zusatzlich zur Freisetzung der 3 auch die Freisetzung eines stabilen Vorlaufegimet
3CLP3DLPY (siehe 3.2.1.2, Abb. 20, Spur 1). Wie in einerd&won Belliotet al. gezeigt
wurde, weist das NV-Vorlauferprotein 3&83DLP" ebenfalls eine proteolytische Aktivitat
auf (Belliotet al, 2003). Aus dieser Studie leitete sich die zwHgpothese dieser Arbeit ab,
die besagte, dass die Prozessierungsspezifititatésuferproteins 3CP°3DLP sich von der
der 3CIP unterscheidet. Um diese Hypothesen zu untersucliergen vergleichendén
vitro Aktivitatsstudien des NV-Fusionsprotein 3e11803DLP und des Einzelproteins
3CLP™ durchgefiihrt. Dafur wurden zunachst sowohl dalgef der kotranslationalen
Prozessierung des VorlauferproteitgPg3CLPA3DLP” freigesetzte NV-3C° Fragment
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(siehe 3.2.1.1, Abb. 17) als auch das NV-Fusiornejimo3CL",¢11803DL" in E.coli
heterolog Uberexprimiert und spezifisch aufger¢i(gehe 3.2.2.1; Abb. 21 und 3.2.2.2; Abb.
23). Anschliel3end erfolgte die Durchfihrung Ymans-Aktivitatsassays, bei denen die beiden
aufgereinigten Proteine 3€P und 3CIP",g11803DLP mit fiinf verschiedenen synthetisch
hergestellten Peptiden inkubiert wurden, die digafwen Spaltmotive innerhalb des NV-
Polyproteins aufwiesen (siehe 2.1.10 und 3.2.3;.24h. Die Analysen aller Spaltungsassays
mit Hilfe der HPLC zeigten, dass die NV-3€l allein nur die Spaltstellen der Peptide
p37/2C'™"2*¢ynd 2¢'™?%9p20 als Substrate erkannte uindtrans prozessierte (siehe 3.2.3;
Abb. 25 und Abb. 27). Die gleichen Peptide wurderrhavon dem NV-Fusionsprotein
3CLPUE1150:3DLPY  prozessiert (siehe 3.2.3.5, Abb. 31). Mit Hilfe nesi
massenspektrometrischen Analyse konnte nachgewieseden, dass die NV-3CPL die
Peptide p37/2872¢ und 2¢"™"**fp20 an dem Spaltmotiv Q/G in der Position P1P1’
prozessierte (siehe 3.2.3.1, Abb. 26 und 3.2.3th. &8). Die Peptide p20/VPg, VPg/3CL
und 3CI"3DL®, die in ihren Spaltmotiven an der P1P1" Positioithn das
Aminosauremotiv Q/G sondern E/G bzw. E/A aufwiesgarden von der NV-3CI° allein
nicht prozessiert (siehe 3.2.3.3; Abb. 29). LauteeiStudie von Hardyet al vermittelt
allerdings nicht die Position P1P1" die Substraspét, sondern die Position P4 (Harey
al., 2002). Auch in dieser Position unterscheiden diehnicht prozessierten Peptide von den
prozessierten Peptiden. Im Gegensatz zu den Pepigie2C' ™ 2*¢und 2C¢"7*p20, die in
der Position P4 die aromatischen Aminosduren Ph&min bzw. Tyrosin aufweisen,
besitzen die Peptide in dieser Position keine atigsteen Aminosauren (siehe Tab. 3;
2.1.10). Moglicherweise ist dies der Grund, weslsith von der 3Ct° nicht als Substrat
erkannt und prozessiert werden konnten. Um zu @ibknp, ob die Position P2 bzw. P3 eine
Rolle in der Substraterkennung spielten, wurdenndiigierten Peptide p20/VPguTP2L und
3CLP"Y3DLPuTP3E synthetisiert. Das Peptid p20/VPguTP2L wiesler Position P2 einen
Aminosaureaustausch von Threonin zu Leucin auf. Pegtid 3CP'/3DLPYuTP3E wies
anstatt der Aminosaure Threonin die Aminosaure dahatt in Position P3 auf. Infolge dieser
Aminosaureaustausche waren die Peptide p20/VPguTRAL3CIP/3DLPuTP3E in den
Positionen P2 bzw. P3 identisch zu den Peptidem,vdin der 3CP° als Substrat erkannt
wurden (siehe Tab. 3; 2.1.10). Doch auch die ae$aliArt und Weise mutierten Peptide
wurden von der 3CI° nicht prozessiert (siehe 3.2.3.4, Abb. 30). Berigitsiner Studie von
Wirblich et al zur Charakterisierung der 3CL-Protease von RHDVrite nachgewiesen
werden, dass die Aminosaureposition P2 einen gemiignfluss auf die Substratspezifitat der
3CL hat (Wirblichet al, 1995).
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Ebenso wurde in einer Studie von Haetyal. bestétigt, dass die Position P2 keinen Einfluss
auf die Spaltaktivitat der Norwalk Virus 3€Ehat (Hardyet al, 2002).

4.1.2.2 Expressionsstudien de©RF1 im zellfreien System zur Untersuchung der
Initiation der Polyproteinprozessierung

Die Spaltung des Polyproteims trans sollte anhand der Expression des komple@&F1
des NV-GGII/4/Dresden/1997/GE im zellfreien Systesmrifiziert werden. Anhand des
Autoradiogramms des exprimierten NMRF1 konnte nachgewiesen werden, dass das
Vorlaufer-Polyprotein in die Proteine p37, die "20%° sowie das 113 kDa groRe
Vorlauferprotein p20VPg3CY°3DLP" gespalten wurde (siehe 3.2.5; Abb. 37, Spur 23)nd
Zusatzlich wurden im zellfreien System vitro Translationsassays mit einem mutierten
Polyprotein, das ein inaktives katalytisches Zemtrder 3CP"™ aufwies, durchgefiihrt. In
dieser Expressionsstudie konnte nur das unprozessi80 kDa grol3e Polyprotein
nachgewiesen werden (siehe 3.2.5; Abb. 37 SpuXah Zugabe der aufgereinigten 3CL
zum invitro Translationsansatz des mutier@RF1 wurde das Polyprotein in das 113 kDa
groBe Vorlauferprotein p20VPg3&E3DLP® und in das Vorlauferprotein p372E2e
prozessiert. Die weitere Prozessierung von p372€°in seine Einzelproteine konnte
ebenfalls schwach detektiert werden (siehe 3.2dfy. 87 Spur 5). Dieses Ergebnis indizierte,
dass das im NV-Polyprotein vorliegende 3€[Eragment einérans-Aktivitat entwickelt, die
essentiell fur die Prozessierung des Polyproteists Die initiale Prozessierung des
Polyproteins in die Produkte p37 (bzw. p48 bei N&§; p4l und pl13, konnte anhand
zahlreicher Expressionsstudien de®F1 anderer humaner Noroviren belegt werden. So
wurde dasORF1 kodierte Polyprotein des Norovirus Southhamptonpmokaryotischen
Expressionsstudien in das 48 kDa Protein, in dakDtl Protein (2&™*§ sowie in das 113
kDa groRe Vorlauferprotein gespalten (Liet al, 1996). Auch fir diesen
Prozessierungsschritt konnte die proteolytisthens-Aktivitat der 3CL°™ verantwortlich
gemacht werden. Ahnliche Ergebnisse wurden im Rahwos in vitro Translationsstudien
des Norwalk Virus Polyproteins erzielt (Blakenetyal, 2003). In diesen Versuchen konnten
ebenfalls nur die Freisetzung des 48 kDa Proteles,41 kDa Proteins (2€2%§ sowie des
113 kDa Proteins, nach Expression und Kkotranslalkon Spaltung des Polyproteins,
dokumentiert werden. Eine weitere Prozessierung/oesiuferproteins p20vVPg3¢3DLP

konnte in keiner dieser Studien beobachtet werden.
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Diese Ergebnisse belegten, dass der initiale $ctieit Polyproteinprozessierung an den
Spaltmotiven zwischen dem Protein p37 und de¥"2¥°sowie zwischen der 2¢7*¢und
dem Protein p20 stattfindet. Dieser Prozessierwhggs wird von der trans

Spaltungsaktivitat der 3CL katalysiert.

4.1.2.3 Charakterisierung der sequentiellen Prozessung des N-Terminalen Bereiches
des Polyproteins

Die dritte Arbeitshypothese dieser Arbeit besagttgss 3CE° und sein
Vorlauferprotein die 3Ct"°3DL” die Spaltmotive des Polyproteins mit unterschauin
Spalteffizienzen prozessieren und somit eine Régulader Polyproteinprozessierung
gewéhrleisten. Zur Untersuchung dieser Hypothesedevu die Spaltspezifitaten und die
relativen Spalteffizienzen berechnet, mit denen M-3CL"° und das Fusionsprotein
3CL"",£11803DLP die Schnittstellen prozessierten. Die Spalteffizieler NV-3CIP™ war
dabei an den Peptiden p37/2&°und 2C"™"*9p20 signifikant hoher als die des NV-
Fusionsproteins 3(%g11803DL” (siehe 3.2.3.7, Abb. 35 A). Demnach schien fir die
Prozessierung dieser Motive das 3€Eragment verantwortlich zu sein. Doch auch als Teil
des Fusionsproteins 3€E,£11503DL" blieb die trans-Spaltaktivitat von 3CP° erhalten
(siehe 3.2.3.5, Abb. 31 und 3.2.3.7, Abb.35) Did.%Cspaltete das Peptid 3E*p20
deutlich effizienter als das Peptid p37/28%%(siehe Abb. 35 A). Anhand dieses Ergebnisses
konnte gezeigt werden, dass die 8€leine hohere Spezifitat zu dem Spaltmotiv zwischen
der 2¢"™?**und dem Protein p20 aufwies als zu dem Spaltnaviischen dem N-terminalem
Protein p37 und der 267 Beim Vergleich der Aminosaurereste an den PostioP4-P2"
(siehe 2.1.10) fiel auf, dass nur die AminosaunerPasition P4 voneinander abwichen. Das
Peptid p37/2&™2 wies in Position P4 die Aminosaure Tyrosin auf udas Peptid
2CVP29520 die Aminoséure Phenylalanin. Bei beiden Aminwen handelt es sich um
aromatische Aminosauren. Wie zuvor bereits erwdtortnte in einer Studie von Harey al.
eindeutig nachgewiesen werden, dass der Aminogsirean Position P4 die
Substratspezifitat der NV-3CL vermittelt. In dieser Studie konnte gezeigt werdiass der
Austausch von Phenylalanin mit der nicht-aromagscAminosaure Glycin an Position P4

im Spaltmotiv zwischen dem N-terminalen Protein pdi8l der 2&TFase

eine Prozessierung
der Spaltstelle fast vollstandig verhinderte. Dersfausch von Phenlyalanin mit Tyrosin an

dieser Position reduzierte die Spaltungseffizidmenéalls (Hardyet al, 2002).
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Diese Ergebnisse indizierten, dass die SpezifgatNl/-3CL°" fir Phenylalanin an Position
P4 hoher war als fur Tyrosin. Hieraus konnten siabch die unterschiedlichen
Spalteffizienzen, mit denen die NV-3&%.die Peptide p37/2€"2*¢und 2C¢'™*57p20 spaltet,
erklaren. Eine effizientere Spaltung des Spaltnso2C'"%7p20, im Vergleich zu der
Spaltung des Spaltmotivs p37/2E*° konnte auch im Rahmen de& vitro
Translationsassays nachgewiesen werden.

Bei der Koinkubation eines NV-Polyproteins, das aktiven Zentrum der 3CL eine
Mutation aufwies, mit der aufgereinigten 3CL konnte primar das Vorlauferprotein
p372C'T73® nachgewiesen werden (siehe 3.2.5, Abb. 37 SpubDis). Spaltprodukte von
p372C'" "% konnten nur sehr schwach detektiert werden. Di&Sgebnis wies zusatzlich
darauf hin, dass die initiale Prozessierung deydealeins am Spaltmotiv zwischen der
2CVP2nd dem p20 Protein beginnt. Die unterschiedlicBabstratspezifitaten der 3&%.
ermoglichen vermutlich eine sequentielle Spaltuag Bolyproteins, welche mdglicherweise
zur Folge hat, dass der Vorlaufer p372¢shicht komplett in seine Einzelproteine gespalten
wird. Dies deutet darauf hin, dass das NV-Vorlgufetein wahrend der viralen Replikation

eine andere Funktion ausulbt als die prozessieiteaelproteine.

4.1.2.4 Prozessierung des Vorlauferproteins p20vVBgLP°3DL

In einerin vitro Translationsstudie von Belliet al. wurde die Prozessierung des vom
ORF1 kodierten Polyproteins des NV-GGII MD145-12 in Ablgiggkeit von der Zeit
untersucht. Nach 2-stindiger Expressionszeit konnte dieser Studie ebenfalls die
Spaltprodukte p37, p40 (P& sowie das Vorlauferprotein p20VPg3EBDLP
nachgewiesen werden (Belliet al, 2003). Nach Verlangerung der Translationszeit2auh
wurde in dieser Studie auch eine weitere Spaltlorgp20VPg3CP3DLP in die einzelnen
nicht-strukturellen Proteine beobachtet. Laut diestudie wird die Spaltung von
p20VPg3CIP3DLP° durch einetrans-Spaltungsaktivitat der 3CL° katalysiert. Dieses
Ergebnis steht im Widerspruch zu den Ergebnissés, niit Hilfe der in vitro trans
Spaltungstests im Rahmen der hier vorgestelltereifdyzielt wurden. Die wahrend dieser
Arbeit durchgefihrten Spaltungstests zeigten eiigledass das Spaltmotiv zwischen dem
Protein p20 und VPg nicht durch dieans-Aktivitat der 3CL°™ prozessiert wird (siehe
3.2.3.6, Abb. 32). Die Differenzen zwischen den dbrgssen von Bellioet. al und den
Ergebnissen der Spaltungstests dieser Arbeit swehteell auf die unterschiedlichen

Versuchsdurchfihrungen zurtickzufiihren.
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Wahrend in der hier vorgestellten Arbeit die Spajtudes NV-Polyproteins anhand der
Prozessierung von Peptiden, die die authentischpaltrBotive des NV-Polyproteins
aufwiesen, untersucht wurde, verwendete Belktt al dasin vitro Translationssystem.
Moglicherweise findet wahrend der Verlangerung Bemslationszeit in diesem System eine
Degradierung der Vorlauferproteine statt, da lawrgtellerangaben eine zweistiindige
Inkubationszeit des Translationsansatzes nichtsgéhatten werden soll.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Arbeitshypothaskgestellt, die besagte, dass das NV-
Vorlauferprotein p20VPg nur im eukaryotischen Agdtem durch die NV-3CI° gespalten
wird, die daflir moglicherweise mit zellularen Fakto interagieren muss. Fir die
Untersuchung dieser Hypothese wurde dasP3GlorlauferproteinAVPg3CLPA3DLPY mit
dem p20VPg Vorlauferprotein in humanen 293T-ZeKketransfiziert. Jedoch konnte auch in
diesen Koexpressionsstudien eine Spaltung von pgQvéht nachgewiesen werden (siehe
3.2.4, Abb. 36 A, Spur 2). Dies wies erneut dafdnf dass die 3CI° trans-Aktivitat allein
nicht fur die Prozessierung des Spaltmotivs zwiscldem Protein p20 und VPg
verantwortlich sein kann. Studien zur Spaltung &esovirusvorlauferproteins 3AB, des
analogen Vorlauferproteins zu dem NV-Vorlauferpimotg@20VPg, schlugen vor, dass
zunéchst ein Tyrosinrest des 3B Proteins (analog ®XY-VPg) uridyliert werden muss,
bevor 3AB gespaltet werden kann (Kuhn, 1987; Takegeet al, 1983). In
Expressionsstudien de8RF1 Polyproteins des murinen Norovirus Ecoli konnte eine
Prozessierung des Vorlauferproteins p18VPg (homalagn NV-p20VPg) ebenfalls nicht
beobachtet werden (Sosnovtsstval, 2006). Interessanterweise konnte aber in declyei
Studie eine Prozessierung von pl8VPg beobachtet demer nachdem eine
Makrophagenzelllinie mit dem murinen Norovirus hiéirt wurde. Dieses Ergebnis weist
maoglicherweise darauf hin, dass funktionale vifateteine in der Zelle vorliegen mussen, die
einerseits an der Prozessierung des noroviralefaerproteins p20VPg beteiligt sind und
andererseits Wechselwirkungen untereinander eimgek@énnen. Des weiteren ware
vorstellbar, dass Wechselwirkungen zwischen dealanr Proteinen und zellularen Faktoren
der Wirtszelle fur die Prozessierung dieses Matmsverantwortlich sind.

Im nachsten Abschnitt soll die Prozessierung anSjmitmotiven zwischen dem VPg-Protein
und der 3CP™ sowie zwischen der 3¢° und der 3DP® diskutiert werden. Anhand der
Spaltungsstudien des NV-VorlauferproteléPg3CLPA3DLP® konnte gezeigt werden, dass
die Prozessierung der Spaltmotive zwischen der"8@ind der 3DE” in cis erfolgte (siehe
3.2.1.1, Abb. 18; 3.2.1.2, Abb.19 und Diskussiadh1).
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Es konnte ebenfalls nhachgewiesen werden, dass mBnStiv zwischen dem VPg Protein
und der 3CE® nicht nurin cis durch die 3CE° sondern auchin trans durch das
Fusionsprotein 3C1°,g11803DLP" prozessiert wurde (siehe 3.2.3.6, Abb. 33). Von -
3CLP™ allein kann dieses Motiin trans nicht prozessiert werden (siehe 3.2.3.3, Abb. 29
C+D). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass ioh@giveise das Spaltmotiv zwischen
dem VPg-Protein und der 3€P.nur dannin cis prozessiert werden kann, wenn die 8€lIn
Form des Vorlauferprotein 3€¢P3DLP" vorliegt. Denkbar wére, dass nur in diesem Fal da
Vorlauferprotein die geeignete Konformation aufweisn das Spaltmotiv zwischen VPg und
3CLP™als Substrat zu erkennen und zu spalten. Anhan&xj@ession des Vorlauferproteins
AVPg3CLP3DLP? in 293T-Zellen konnte dessen Prozessierung soaohdem Spaltmotiv
zwischen VPg und 3C1° als auch an dem Spaltmotiv zwischen der %¥Cund der 3DE°
nachgewiesen werden (siehe 3.2.1.2, Abb. 20, Spwdrstellbar ware demnach, dass die
ersten 60 Aminosauren des 3BtAnteils desAVPg3CLP3DLP® Vorlauferproteins bereits
ausreichen, um die optimale Konformation fir dielSmg des VPg3CI® Spaltmotivs zu
ermoglichen. Um diese These zu untersuchen, miiddteanten des 3CYSg11803DL"
Vorlauferproteins hergestellt werden, die untemsdlch verkirzte C-Termini aufweisen.
Nach Aufreinigung dieser verkirzten 3€N3DLP Vorlauferproteine kénnten sie fir

Prozessierungsstudien an dem Peptid VPg/3@krwendet werden.

4.1.3 Sequentielle und differentielle Prozessierundes Polyproteins

Anhand der Diskussion der in dieser Arbeit erzreltErgebnisse zur Regulation der
Polyproteinprozessierung kann folgende sequentiellad differentielle  Spaltung
vorgeschlagen werden (Abb. 42):

* Der initiale Schritt der Polyproteinprozessierungruht auf dertrans-Aktivitat des
3CL"™ Fragmentes im Polyprotein-Vorlaufer. Die Prozassig erfolgt dabei am
Spaltmotiv Glutamin/Glycin (Q/G), das sich zwischden Proteinen p37 und der
2CVTPae sowie zwischen der 26°*°und dem Protein p20 befindet. Der initiale
Schritt resultiert in der Freisetzung der Proteip87, 2C"7%¢ und dem
Vorlauferprotein p20VPg3Ct°3DL.

« Anhand von Spaltstudien des im aktiven Zentrums3@f"® mutierten Polyproteins,
unter Verwendung des witro Translationsassays, konnte nachgewiesen werdss, da

die Prozessierung zwischen den Proteine"2¥°und p20 beginnt.
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Mittels der berechneten Spalteffizienzen konnteegggaverden, dass das Spaltmotiv
zwischen der 272 ynd dem Protein p20 mit einer héheren Spezifitn der
3CLP™ erkannt wird als das Spaltmotiv zwischen den Fretep37 und der 2€P2¢
Dieses Ergebnis unterstreicht nochmals die Verngjtudass das Spaltmotiv
2CVTPH20 effizienter von der 3CL° gespalten wird als das Spaltmotiv p37/2€s®
Diese Spezifitatsunterschiede gewdahrleisten die uesdtelle Spaltung des
Polyproteins, wodurch vermutlich ermdglicht wirdgss sowohl das Vorlauferprotein
p372C'"TP%%3|s auch dessen Spaltprodukte unterschiedlichiwitsiten im Verlauf der
Virusreplikation entfalten kénnen.

Die weitere Spaltung des Vorlauferproteins p20VRAgEBDL® basiert auf decis-
Aktivitat des 3CI™ Fragmentes. Die Prozessierung beginnt zunachsieam N-
terminalem Ende der 3¢L am Spaltmotiv E/A, so dass die Vorlauferproteine
3CLP3DLP und p20VPg freigesetzt werden. Anhand der Ergsbnidertrans
Spaltungsassays kann vermutet werden, dass filPrdeessierung des Spaltmotivs
E/A zwischen dem VPg Protein und der 3CL die Konformation des
Vorlauferproteins 3CP°3DLP° notwendig ist.

Die Prozessierung des Vorlauferproteins B83DLP® ist von dercis-Aktivitat der
3CLP® abhangig und resultiert in der Freisetzung von PClund 3DL™.
Expressionsstudien des Vorlauferproteit¥Pg3CL°A3DLP® im eukaryotischen
Zellsystem indizieren, dass das VorlauferproteinL®@BDLP® nicht komplett
prozessiert wird. Dadurch wird gewahrleistet, ddes Vorlauferprotein 3¢°3DLP!
eine andere Funktion im Rahmen der noroviralen iR&jbn einnehmen kann als
3CL ™ allein.

Die Prozessierung des Vorlauferproteins p20VPg istheicht allein von der
katalytischen Aktivitat der 3CY° abhangig zu sein. Wahrscheinlich sind zellulare
Faktoren oder Wechselwirkungen viraler Proteineergibhander an der Prozessierung

dieses Motivs beteiligt.
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Abbildung 42: Schematische Darstellung der diffetégllen und sequentiellen Spaltung des NV-
Polyproteins durch 3CP° und 3CL"",g114043DL"

Die Abfolge der Freisetzung der NV-Vorlauferproteimd der nicht-strukturellen Proteine basiert
sowohl auf der Berechnung der Spalteffizienzen 360" und 3CIPP°3DL* als auch auf der
Berechnung der relativen Spalteffizienzen mit derReptide prozessiert werden. In einem ersten
Schritt spaltet 3Ct° in trans die Spaltmotive zwischen der™2€*7p20 und die p37/2E*e
Hierdurch werden die Proteine p37, %&®° und das Vorlauferprotein p20VPg3¢BDL"
freigesetzt AnschlieBend erfolgt die Prozessierung an der VEY/Spaltstelle, katalysiert durch
das Fusionsprotein 3CI23DL™. Dieser Prozessierungsschritt resultiert in derelBetzung der
Vorlauferproteine p20VPg und 3&3DL™. Die weitere Spaltung des Fusionsproteins
3CLP3DL basiert auf der cis-Aktivitat der 3¢ und erméglicht die Freisetzung der 3¥lund
der 3DL™. Die Spaltung des p20VPg Vorlauferproteins ishhimn der katalytischen Aktivitéat der
NV-3CL”™ abhangig. Wahrscheinlich sind zellulare Faktoren die Prozessierung dieses
Vorlauferproteins involviert. Die stabilen Spaltphakte sind grau hervorgehoben. Die Spaltmotive
innerhalb des Norovirus-Polyproteins sind mit einefail gekennzeichnet.
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4.2 Regulation der 3CIP™ Aktivitat durch das Vorlauferprotein p20VPg

Die Koexpression des Vorlauferproteins p20VPg namd3CIP™ Vorlauferprotein
AVPg3CLPA3DLP in 293T-Zellen verhinderte komplett die kotranislaale Spaltung von
AVPg3CLPA3DLP (siehe 3.2.4, Abb. 36 B, Spur 2). Dieses ErgeHhitisté zur Aufstellung
der Arbeitshypothese, dass das VorlauferproteirVpz0die Aktivitat der 3CE™ verringert.
Zur Verifizierung dieser Hypothese wurde im Rahndesin vitro trans Aktivitatsassays die
gereinigte 3CP™ mit dem aufgereinigten Vorlaufer p20VPg und deptidlen p37/2&T2s¢
und 2C'™%9p20 koinkubiert. In diesen Versuchen konnte nasliegen werden, dass die
Spalteffizienz der 3CI° verringert wurde, wenn dem Reaktionsansatz tems
Spaltungsassays 1 UM des aufgereinigten p20VPdwerproteins zugegeben wurde (siehe
3.2.7.2, Abb. 40). Dabei war eine signifikante Rethn der Spalteffzienz des Peptids
p37/2C'""?% zu beobachten. Diese Ergebnisse wiesen daraufdbss p20VPg die 3¢
Aktivitat negativ reguliert. Bei Poliovirus konntebenfalls beobachtet werden, dass ein
viruseigenes Protein die Aktivitat der 3CL-Proteasgativ reguliert (Banerjeet al, 2004).
Analog zu den Studien der hier vorgestellten Arkeitnte in der Studie von Banerjegal.
beobachtet werden, dass die Koexpression des RHabo2C-Proteins mit dem Poliovirus
Polyprotein eine ineffiziente Prozessierung desyptoleins zur Folge hat. Das Poliovirus
2C-Protein weist neben NTP-Bindungsdomanen auchuedegn auf, die fur die
Membranbindung notwendig sind. Fur das Noroviruspnop20 wird ebenfalls vermutet,
dass es sich um ein Membranprotein bzw. um ein Mamlassoziiertes Protein handelt
(Hardy, 2005). Demnach kdnnten beide Proteine eaigbare Funktionen in der
Virusreplikation aufweisen. Auch beim Influenzawrukonnte flr das viruseigene
membranbindende Protein M1 eine negative Regula@nrviruseigenen Proteasedomane PA
nachgewiesen werden (Hagha al, 2003). In der Studie von Hast al wurde eine direkte
Interaktion zwischen M1 und der Protease PA besbbri. Banerjeeet al vermuten
ebenfalls, dass die Inhibierung der Poliovirus 36t¢ase durch eine physische Interaktion
mit dem Poliovirus 2C-Protein erfolgte. Diese Vetung wird zusatzlich dadurch erhéartet,
da das Polivirusprotein 2C Serpindomé&nen besitig, ahalog zu zellularen Serpins, das
aktive Zentrum der Proteasen durch eine direktelig inhibieren kénnen (Gettins, 2002;
Ye and Goldsmith, 2001). Banerjeeal. vermuteten darlber hinaus, dass eine Modifizierung
der PV-3C-Protease-Aktivitat durch das PV-2C-Protessentiell ist flr eine regulierte
Prozessierung des Polyproteins.
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Im Speziellen wird angenommen, dass die Funktititalles PV-Replikationskomplexes
durch eine Modellierung der Aktivitat der PV-3C-Brase gewaéhrleistet wird. Der
membranassoziierte PV-Replikationskomplex konntenrdech von einem Protein, das
ebenfalls membrangebundenen vorliegt, spezifischguliert werden. Bei dem
Poliovirusprotein 2C handelt es sich méglicherwaise ein membranassoziiertes Protein.
Aus diesem Grund wére es ein geeigneter Kandidatdi&@ Regulation verschiedener
Komponenten des Replikationskomplexes. Wie bereiter 4.1.1 diskutiert wurde, erfolgt
eine Uridylylierung des 3B Proteins (NV-VPg), wadees noch im Vorlauferprotein 3AB
vorliegt (Paul et al, 2003). Erst danach erfolgt die Prozessierung B#B. Die
Uridylylierung des 3B Proteins (NV-VPg Protein) die Voraussetzung fur die Initiation der
RNA-Synthese durch die viruseigene RdRp-Polymerageeplikationskomplex. Banerjast

al. vermuteten folglich, dass eine Verlangerung dalbttertzeit von 3AB essentiell fur die
korrekte Initiation der RNA-Synthese sei. DariUbénans wurde angenommen, dass die
Inhibierung der PV-3&° durch die PV-2C bereits im Cytoplasma erfolgt. ddmsr
schlussfolgerten die Autoren, dass solange daowals 2C-Protein im Cytoplasma frei
vorliegt, die Prozessierung von 3AB verhindert wikdoglicherweise wird die Interaktion
zwischen der PV-2C und der PV-3C aufgehoben, wearP¥-2C im Replikationskomplex
membrangebunden vorliegt. Erst fur einen funktienaReplikationskomplex ware die
Prozessierung von 3AB notwendig, so dass 3A und usBerschiedliche, spezifische
Funktionen bei der Virusreplikation wahrnehmen k&mnDie Inhibierung der NV-3Cf°
durch das NV-Potein p20 koénnte ebenfalls fur diegiRation der Prozessierung des
Vorlauferproteins p20VPg notwendig sein, um &hnheie bei Poliovirus, eine effiziente
Initiation der RNA-Synthese zu ermoglichen.
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4.3 Expression des NV-Volle Lange Klons in 293T-Zeln

Die sequentielle und differentielle Prozessierdeg NV-Polyproteins sollte infolge
der Expression des NV-Volle-Ldnge-Klon pUS-NOR-VHR in der humanen
Nierenendothelzelllinie 293T verifiziert werden. térsuchungen zum initialen Schritt der
Norovirusreplikation infolge der Infektion einesl|&eltursystem mit dem humapathogenen
NV sind bis datonicht mdglich, da das humanpathogene Norovirulstrima Zellkultursystem
angeziuchtet werden kann. Cheethamn al. war es 2006 zum ersten Mal gelungen,
Meerschweinchen mit dem humanpathogenem Norovitusnfizieren (Cheethanet al,
2006). Dieses System konnte demnach in Zukunft &nendlage zur Erforschung der
Replikation und Pathogenese des humanen Noroviausteflen. Des Weiteren wurde ein
murines Norovirus identifiziert, das bei Mausen rédals Durchfallerkrankungen auslost.
Zusatzlich kann es in dendritischen Zellen und Mpkagen angezichtet werden (Kagst
al., 2003; Wobuset al, 2004). Das murine Norovirus stellt somit ebesfail Zukunft ein
potentielles System zur Erforschung der Pathogetes@&lorovirus dar.

Um trotz des fehlenden Zellkultursystems zur Anziich von Norovirenin vivo
Untersuchungen zur kotranslationalen Prozessiedesg\V-Polyproteins im eukaryotischen
Zellsystem durchfuhren zu kénnen, wurde der NV-§dlénge-Klon pUS-NOR-VLIRES in
293T-Zellen transfiziert. Mit Hilfe des Immunoblagslite unter Verwendung verschiedener
NV-spezifischer polyklonaler Seren zunéchst die rEgpion des vonORF1 kodierten
Polyproteins, bzw. dessen Spaltprodukte, nachgewia®rden. Mit keinem der verwendeten
Seren konnte mit Hilfe des Immunoblots das Polyrotletektiert werden (siehe Anhang 2).
Krausslichet al. konnten in Expressionsstudien des Poliovirus-Polgins dieses ebenfalls
nicht nachweisen. Die Autoren vermuteten, dassrantfyder kotranslationalen Prozessierung
des Polyproteins, dieses sofort nach der Expressiodie einzelnen nicht strukturellen
Proteine gespalten wurde und aus diesem Grund diprétein nicht nachweisbar war
(Krausslichet al, 1988).

Doch auch die NV-nicht-strukturellen Proteine (sigfnhang 2; A+B) sowie das VO@RF2
kodierte Kapsidprotein (siehe Anhang 2; C) konmtelinmunoblot, unter Verwendung der
polyklonalen Seren, nicht detektiert werden. Mdugiaveise war die Sensitivitdt des
Immunoblots nicht ausreichend hoch genug um diealefr Proteine in diesen
Expressionsstudien nachzuweisen.

In einer Studie von Asanalat al. wurde ein Volle-Lange cDNA-Klon des Norwalk Virus
der Prototyp der humanen Noroviren, in 293T-Zekaprimert. Die Translation des cDNA-
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Genoms erfolgte dabei mit Hilfe eines replikatiogfszlenten Vaccinia-Virus Systems unter
Kontrolle des T7-Promotors. Unter Anwendung eineadiBimmunoprazipitationsassays
(RIPA), der wesentlich sensitiver ist als der Immilot, war es in dieser Studie mdglich, die
nicht-strukturellen Proteine 3¢ und 3DI*® nachzuweisen (Asanalet al, 2005). Eine
Immunoprazipitation zur Aufkonzentration der noralén Proteine im Rahmen der hier
vorgestellten Arbeit konnte nicht durchgefuhrt ward da die vorliegenden polyklonalen
Seren die entsprechenden Epitope im nativen Zustehd erkannten. Allerdings scheint das
Problem, weshalb die noroviralen Proteine in digs#eit nicht detektiert werden konnten,
nicht an einem Sensitivitatsproblem des Detektigstesns per se zu liegen. In
Translationsstudien eines Sapovirus Volle-Lange ABbns, die ebenfalls mit dem pIRES
Expressionssystem in 293T-Zellen durchgefihrt wordeonnten im Immunoblot, unter
Verwendung polyklonaler Seren, die 3BLund das Kapsid Protein als Spaltprodukte des
ORF1Polyproteins detektiert werden (J. Gebha@itlicilab; personliche Mitteilung).

Im Rahmen der Diplomarbeit von D. Kramer (Krame®0?2) wurden zwei verschiedene
Volle-L&dnge-cDNA-Klone des felinen Calicivirus (FG\In 293T-Zellen exprimiert. Von
einem dieser beiden cDNA Klone konnten in den 298Tlen infektibse Viruspartikel
nachgewiesen werden. Im anschlieBenden Immunoldot geernteten Zelllysate, unter
Verwendung polyklonaler Seren, konnte die 8Blals Spaltprodukt des Polyproteins
detektiert werden. Nach Transfektion des zweiteV Molle-Lange cDNA Klons in 293T-
Zellen wurden keine infektiosen Partikel gebildedmit konnte auch im Immunoblot dieser
Zelllysate das nicht-strukturelle Protein 31¥icht detektiert werden (D. KrameZalicilab;
personliche Mitteilung). Diese Ergebnisse wiesenadfahin, dass die nicht-strukturellen
Proteine nur dann im Immunoblot detektiert werdénrien, wenn infolge der Transfektion
eine Virusreplikation stattgefunden hat. Voraussedz fur die Virusreplikation ist die
Freisetzung einer aktiven 3P, die in der Lage ist, neue Virusgenome zu gersmiebas
durch die 3DE° vervielfaltigte virale Genom lag nun in der Wirdle in hoher Kopienzahl
vor und diente als mRNA fir die Translation zuséledr Polyproteine. Die kotranslationale
Spaltung der zusatzlich exprimierten Polyproteiierte zur Freisetzung einer hohen Anzahl
von viralen, nicht-strukturellen Proteinen, die num einer ausreichenden Konzentration
vorlagen, um im Immunoblot detektiert werden zurk&m Die Ergebnisse der Expression der
FCV-Volle-Lange cDNA Klone verwiesen darauf, dass Immunblot nur dann virale
Proteine detektiert werden kdnnen, wenn von deralenr cDNA-Klon funktionale virale

Proteine exprimiert werden.
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Fur den vorliegenden Norovirus cDNA Klon pUS-NORILIRES wirde dies bedeuten, dass
maoglicherweise das 180 kDa grof3e Protein exprimvertde, eventuell sogar kotranslational
gespalten wurde, aber die freigesetzten viralerielPr® nicht in der Lage waren, das NV-
RNA Genom zu replizieren. Es ist aber auch niclsizaschlieRen, dass der NV-Volle-Lange-

Klon gar nicht exprimiert wurde.

4.4 Inhibierung der 3CL"" Aktivitat

Auf der 3CIP" Aktivitat beruht der initiale Schritt der Virusrétion. Aus diesem
Grund konnte eine spezifische Inhibierung der BCldie komplette Replikation und
Pathogenese des Norovirus verhindern. Demnacht st 3CLP™ ein geeignetes
Targetmolekil fur die Entwicklung von antiviralenelikamenten dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die sechs verschee@ibstanzen, XP-10, XP-17, XP-40,
XP-41, a-MAPI und der CMK-Inhibitor auf ihre Fahigkeit zurlnhibierung der 3CRP°
getestet (siehe 3.3). Zunachst wurden die XP-Sobsta getestet, die vom Institut fur
Biochemie der Universitat Lubeck zur Verfugung g#stvurden. Keine dieser Substanzen
wies einen IG-Wert auf, der unter 100 uM lag. Eing2Wert bei einer Konzentration von
deutlich unter 100 uM gilt als Grenzwert fir potele Inhibitoren. Bei 1G-Werten Uber
100 pM kann nicht ausgeschlossen werden, dasub&ta&hzper sefur das jeweilige Enzym
toxisch ist. Darliber hinaus kdnnen solch hohe Kotragonen eines chemischen Stoffes
toxische Effekte auf den Organismus bzw. die Zilldpeausltsen, was die therapeutische
Breite eines eventuellen spateren Medikamentestai@isken wirde. Aus diesen genannten
Griinden sind die getesteten XP-Substanzen als tdkenNV-3CLP™ Inhibitoren nicht
geeignet.

Die getestete Substana-MAPI (anti-microbial alkaline protease inhibitprist ein
Peptidaldehyd. Peptidaldehyde wirken als Inhibitdii@ Serin- und Cysteinproteasen, indem
sie mit den katalytischen Zentren der Proteasamagteren und diese inaktivieren (Schutz
al., 1989; Westerik and Wolfenden, 1972). Eine Studia Sarubbiet. al zeigte, das®-
MAPI einen potentieller Inhibitor (16=0,9 uM) der Aspartyl-Protease von HIV darstellt
(Sarubbiet al, 1993). Darlber hinaus wirkt diese Substanz alghnaibitor fir Subtilisin
und andere mikrobielle Proteasen (Sarwdilal, 1993).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte getestet werdeng-dBAPI auch die NV-3CE™ inhibieren
kann. Anhand der Inhibierungsversuche der NV-3Cdurcha-MAPI konnte ein IG-Wert
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von 294 uM bestimmt werden (siehe Abb. 41). Didsdre 1Gy-Wert schliel3t die Substanz
a-MAPI als potentiellen Inhibitor fir die NV-3C[° aus.

Im Gegensatz zur NV-Protease, bei der es sich um @ystein-Protease handelt, handelt es
sich bei Subtilisin um eine Serin-Protease. Dialgéische Triade von Subtilisin ist aus den
Aminosauren Ser-His-Asp aufgebaut (Polgar, 2005). Gegensatz dazu besteht die
katalytische Triade der NV-3CP aus den Aminosauren Cys-His-Glu (Zeitétral, 2006).

Die unterschiedlichen katalytischen Triaden von tiigim und der NV-3CE™ sind
maoglicherweise die Ursache fir die unterschiedictérkungsweisen voa-MAPI.

Die Substanz CMK(Chloromethyl ketone inhibitprist ein sehr effizienter Inhibitor der
SARS-Coronavirus Protease (SARS-CoV'WM(Anandet al, 2003). Bei der Substanz CMK
handelt es sich um ein Hexapeptid, an welches blar@ethylketonrest synthetisiert wurde.
Das Hexapeptid prasentierte ein spezifisches Satbster SARS-Coronavirus Protease
(SARS-CoV M™). Anhand von Strukturanalysen wurde nachgewiedass die Faltung der
Domanen | und Il der SARS-CoV M der Faltung der Trypsin-ahnlichen Serinproteasen
entspricht (Yanget al, 2003). Allerdings besteht ihr aktives Zentrum aurer katalytischen
Dyade, die aus einem Cystein und einem Histidigetgut ist. Aufgrund dieser strukturellen
Ahnlichkeiten zur 3CL-Protease dBicornaviridae wird sie oft als 3CL-Proteas@(-like
proteasé bezeichnet. In von Yanet al durchgefiihrten Kristallographiestudien zur Bingun
des CMK-Inhibitor an die SARS-CoV ¥fkonnte dargestellt werden, wie der CMK-Inhibitor
spezifisch mit der Substratbindestelle defMnteragieren kann. Die Wirkungsweise des
CMK-Inhibitors beruht dabei zun&chst auf der Binglutes Hexapeptidsubstrates mit der
Substratbindestelle der "1 Dabei wurde eine kovalente Bindung zwischen dem
Schwefelatom des Cysteins des aktiven Zentrums w@nger Methylgruppe des
Chlormethylketons  ausgebildet.  Zusatzlich kam  es r zuAusbildung  von
Wasserstoffbrickenbindungen  zwischen  den  einzelnelminoséureresten  der
Substratbindestelle, so dass der CMK-Inhibitor gr &ubstratbindestelle fest gebunden
wurde. Die SARS-CoV M°wird infolgedessen irrreversibel gehemmt.

Im Rahmen der Testungen zur Inhibierung der NV3Cdurch CMK konnte ein I§-Wert
von 85 uM ermittelt werden. Somit stellt diese Sabsz die potenteste unter den getesteten
Substanzen zur Inhibierung der NV-3CL dar. Wahrscheinlich wies bei den
Inhibierungsversuchen der NV-3€f das SARS-CoV spezifische Hexapeptidsubstrat
ebenfalls eine gewisse Affinitat zur Substratbiadehe der NV-3CI° auf, so dass das

Enzym durch die Chlormethylketonverbindung gehenwveriden konnte.
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Anhand des relativ hohen d&Wertes von 85 uM ist allerdings erkennbar, dags NiV-
3CL""™ zum SARS-CoV Hexapeptidsubstrat nicht hoch speehfist.

Anhand der Studie von Yanget al konnte gezeigt werden, dass die
Chlormethylketonverbindung fir die Hemmung der SARS/ Proteaseaktivitat
verantwortlich ist (Yanget al, 2003). Mdglicherweise beruht die Hemmung der N3M-%°

in den im Rahmen dieser Studie durchgefuihrten lnbrstests mit dem CMK-Inhibitor
ebenfalls auf der Interaktion der Chlormethylketenndung mit der Substratbindestelle.

Zur Herstellung eines CMK-Inhibitors, der eine hi@h&pezifitat zur NV-3Ct° aufweist,
sollte die Chlormethylketongruppe an ein NV-spetifies Peptidsubstrat synthetisiert
werden. Im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit konnisel neue Substanz allerdings nicht
rechtzeitig synthetisiert werden.
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5. Zusammenfassung

Der Replikation des NV-Genoms geht die kotranshatie Spaltung des vol@RF1
kodierten Polyproteins durch die viruseigene Ps#eavoraus. Ersin cis und in trans
Prozessierungen an definierten Spaltmotiven infierbdas Polyproteins ermdglichten die
Freisetzung der strukturellen und nicht-struktemllProteine, die fur den Aufbau des
Replikationskomplexes und fur die Initiation derpRleation essentiell sind. Die Regulation
der Polyproteinprozessierung war allerdings bislangekannt. In der Charakterisierung der
sequentiellen und differentiellen Prozessierung &edyproteins bestand demnach die
Hauptaufgabe dieser Arbeit. Dafir wurde zunachst MV-Volle-Ladnge-cDNA-Klon aus
sechs sich uUberlappenden cDNA-Einzelfragmentereriwgrwendung deoverlap-extension
PCR, hergestellt. Dieser Volle-LAnge cDNA-Klon deerals Template fur die Generierung
von Vorlauferkonstrukten, die fir die Charaktenigigy derin cis undin trans Prozessierung
des Polyproteins verwendet wurden. is-Spaltung des Polyprotein®onnte sowohl in
E.coli als auch in humanen 293-T Zellen anhand einesaufatproteins, das die komplette
Sequenz der 3CL enthalt, die 5'-seitig von der Spaltstelle zum \Agtein und 3’-seitig
vom N-Termins der 3Dt flankiert ist, verifiziert werden. Infolge der katrslationalercis-
Spaltung dieses Vorlauferproteins kam es zur Rmisg der 3CP° die anschlieRend
aufgereinigt wurde. Zusatzlich wurde das FUSiO”Ei]Tl(BCLpropEMSQA?’DLpOI aufgereinigt, bei
dem das Spaltmotiv E/G zwischen der 8€lund der 3DP® so mutiert wurde, dass die
kotranslationale Spaltung des Fusionsproteins mddnt wurde. Anhand der 3€E sowie
dessen Vorlaufers 3¢1,e11803DLP sollte die differentielle und sequentielle Spatjuies
Polyproteinsin trans charakterisiert werden. Dafir wurden synthetisetgbstellte Peptide,
die die authentischen Spaltmotive innerhalb deg/gdroteins aufwiesen, sowohl mit der
3CLP™ als auch mit der 3C1%e11803DL"® in einemtrans-Spaltungsassay inkubiert und
anschlieBend die Spaltung mit Hilfe dexversed-phaseéChromatographie analysiert. Im
Rahmen dieser Versuche konnte gezeigt werden, masslie Spaltmotive zwischen dem
N-terminalem Protein p37 und der"2E**sowie zwischen der 2E°**und dem Protein p20
in trans von der 3CE gespalten wurden. Massenspektrometrische Analygesen nach,
dass die Spaltungen jeweils zwischen den Aminosésten Q/G stattgefunden hatte.
Zusétzlich zu den Peptiden p37/2€¢und 2C¢'™*9p20 konnte das Peptid VPg/3&L
durch das Fusionsprotein 3€%e11893DLP an der Schnittstelle E/G prozessiert werden.
Anhand von Berechnungen zur relativen Spalteffiziean 3CIP"° und 3CIP™,g11803DL"
wurde nachgewiesen, dass 3Cleine signifikant hohere Spezifitat zu den Spaltvest der
Peptide p37/2E™***und 2¢'7**Ip20 aufwies als das Fusionsprotein 8€lz;150,3DL""
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Die Spaltspezifitat der 3C¢[° war dabei an dem Spaltmotiv zwischen def2&°und dem
Protein p20 signifikant hoher als an dem SpaltmptiWschen dem N-terminalem Protein p37
und der 2€™2%¢ |n vitro Translationsstudien des NURF1im zellfreien System bestétigten,
dass die kotranslationale trans-Spaltung des Polyproteins nur zwischen dem Prqi8ih
und der 2&™%¢und der 2&™**und dem Protein p20 stattfand. Dariiber hinaus teonn
anhand dieses Versuches gezeigt werden, dassitthé&iRProzessierung des Polyproteins auf
der trans-Aktivitat der 3CLP" beruht, was in der Freisetzung der Proteine p&% "*®und
des Fusionsproteins VPg3BIA3DLP® resultiert. Eine weitere Spaltung von
VPg3CLPA3DLP® konnte im Rahmen dieses Versuches nicht gezeigteme Mit Hilfe des
humanen Zellkultursystems sollte anschlieRend satét werden, ob zellulare Faktoren in
die Prozessierung des p20VPg Vorlauferproteins e sind. Dafir wurden
Koexpressionsstudien des Vorlauferproteins p20VPiyy aem 3CIP™ Vorlauferprotein
AVPg3CLPA3DLP® durchgefiihrt. Doch auch in dieser Expressionsstudinnte eine
Spaltung des Vorlauferproteins nicht beobachtetlemr Interessanterweise wurde allerdings
die cis-Spaltung des VorlauferproteinldVPg3CLPA3DLP durch die Koexpression mit
AVPg3CLPA3DLP verhindert. Unter Verwendung desansSpaltungsassays konnte
daraufhinin vitro verifiziert werden, dass p20VPg die Aktivitat d@€L"® am Peptid
p37/2C' P2 signifikant reduzierte.

Der initiale Schritt der NV-Replikation basiert aufer Aktivitat der 3CE°. Eine
Inaktivierung dieses Enzyms wiirde demnach den kamnszyklus verhindern. Somit stellt
dieses Enzym ein geeignetes Target fur anti-NV kedente dar. Aus diesem Grund
wurden in dieser Arbeit mogliche 3€t Inhibitoren getestet. Anhand dieser Testreihen
konnte gezeigt werden, dass die Substanz CMK eirigliche Grundlage, fur die
Entwicklung von NV-3CE™ spezifischen Chlormethylketon-Peptidanaloga alsbitoren,

darstellen konnte.
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Anhang 1: Unspezifische Spaltung de®/Pg3CL" lie1150s3DLP" Fusionsproteins

E.coli Zellen wurden mit dem Konstrukt pUSNOBVMPG3CIP,c1303DLPIRES (Spur 2), das
ein inaktives katalytisches Zentrum der 8€laufweist und mit dem Konstrukt pUSNORII-
AVPQ3CIP"Ug11503DLPIRES (Spur 3)transformiert und anschlieBend die Expression mit
IPTG induziert (siehe 2.2.8.1). Als Negativkongoliwurden die Zellen nur mit dem Plasmid
pPET28b transformiert (Spur 4) Nach .N. Inkubatrarden die durch Zentrifugation der E.coli
Suspensionskultur gewonnen Zellpellets in 6xLadepuufgenommen, in der SDS-Page
aufgetrennt undmmunologisch durch Western Blot Analyse mit eipetyklonalen rabbit-anti-
3CLP"Antikorperserum analysiert.
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Anhang 2: Expression des NV-GGlI/4 Volle-Lange-cDNWons im eukaryotischen Zellsystem

Der NV-Volle Lange cDNA Klon pUS-NORII-VLIRES wuid@93T Zellen transfiziert. Als Kontrolle
wurde nur das Plasmid pIRESneo3 in 293T-Zellen dfiaiert. Als Mockkontrolle wurden
untransfizierte Zellen mitgeftihrt. Nach 48 h Pmal#itionszeit wurden die Zellen, wie unter 2.2.7.6
beschrieben, geerntet. Die Zelllysate wurden im -8Dgacrylamidgel aufgetrennt. Die
Untersuchung der Expression des Volle-Lange Klafslgte mit Hilfe der Immundetektion unter
Verwendung vora, einem polyklonalen rabbit-anti-3€P Serum (1:15000)b einem polyklonalen
rabbit-anti-3DL" Serum (1: 1000) und dem polyklonalen rabbit-anti-Kapsid Serums (1200
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