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Kapitel I — Einleitung

I. Einleitung

I.1 Die SARS-Epidemie 2002/03

I.1.1 Epidemiologie

Im November 2002 trat in der siidchinesischen Provinz Guangdong erstmalig eine sich
rasch ausbreitende Erkrankung auf, welche aufgrund der im Vordergrund stehenden
respiratorischen Symptome als Severe acute respiratory syndrome (SARS) bezeichnet
wurde. Erstbeschreiber dieser neuen Krankheit war der italienische WHO-Wissenschaftler
Carlo Urbani, welcher spéter selbst an der von ihm entdeckten Erkrankung verstarb.
(Reilley et al., 2003; S. H. Lee, 2003).

Die Ausbreitung von SARS in weitere Staaten, wie Kanada oder Taiwan fiihrte dazu, dass
die WHO die Erkrankung im Maérz 2003 als globale Bedrohung einstufte (Abb. 1)
(www.who.int/mediacentre/news/releases/2003/pr23/en/print.html, Stand: 12.05.2005).
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Abb. 1: Epidemiologie des Severe Acute Respiratory Syndrome.

Die Karte zeigt die Staaten, in denen SARS registriert wurde, sowie die jeweilige Zahl an Erkrankten (in
Klammern). Stand der Daten: 31.12.2003, Gesamtzahl der Erkrankten: 8102,

Karte modifiziert von travelsante.com/upload/pictures/dossiers/sars-worldwide.jpg, Stand: 15.04.2004,
Daten der WHO (www.who.int/cst/sars/country/table2004_04 21/en/print.html, Stand: 21.04.2005)
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Kapitel I — Einleitung

Bis zum Juli 2003 erkrankten weltweit ca. 8100 Personen in iiber 25 Staaten an SARS, von
denen 774 starben. In den folgenden Monaten traten abgesehen von vereinzelten Féllen
erkrankter Labormitarbeiter keine Neuerkrankungen mehr auf.

Zwischen dem 16. Dezember und dem 30. Januar 2004 gab es erneut vier SARS-Fille,
welche nicht laborassoziiert waren und auf Neuiibertragungen von Tieren zuriickgefiihrt
werden (Peiris et al., 2004).

Seit dem wurden keine natiirlich erworbenen SARS-Erkrankungen mehr registriert.

I.1.2 Klinischer Verlauf

Der klinische Verlauf von SARS variiert von leichten respiratorischen Erkrankungen bis
zu schweren Pneumonien und ist typischerweise zwei- oder dreiphasig.

Erkrankte Personen entwickeln dabei nach einer Inkubationszeit von 2 bis 7 Tagen
zunidchst ein hohes Fieber (> 38 °C fiir 24 h), das teilweise mit Schiittelfrost,
Kopfschmerzen, Gliederschmerzen, Diarrhden und allgemeinem Krankheitsgefiihl
assoziiert ist. Nach einigen Tagen erfolgt dann zunichst ein Riickgang dieser Symptome.
In der zweiten Phase tritt nach weiteren 3-7 Tagen ein trockener, nicht-produktiver Husten
mit Dyspnoe auf, welcher in einem Teil der Félle eine Hypoxie zur Folge hat. Zu diesem
Zeitpunkt lassen sich oft eine Erhdhung von Creatinkinase, Lactatdehydrogenase und
Aspartataminotransferase im Serum nachweisen. Leukopenie und Thrombozytopenie
konnen auftreten. Ein GroBteil der Erkrankten entwickelt eine atypische Pneumonie.

Bei etwa 10 bis 20% der Patienten schreitet die Krankheit zur dritten, kritischen Phase fort,
welche durch die Ausbildung eines Akuten Respiratorischen Distress Syndroms (ARDS)
gekennzeichnet ist und zumeist eine kiinstliche Beatmung erforderlich macht (Groneberg
et al., 2005; Lee et al., 2003; Tsang et al., 2003; Poutanen et al., 2003)

Die Angaben fiir die Mortalitdtsrate schwanken abhidngig u.a. vom Alter zwischen 13,2%
und 43,3%, wobei der Tod durch respiratorisches Versagen aufgrund des ausgedehnten

Alveolarschadens auftritt (Ding et al., 2003; Donnelly et al., 2003).
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I.1.3 Radiologischer und histopathologischer Befund

Der radiologische Befund zeigt zunéchst fokale Infiltrate und im Krankheitsverlauf
generalisierte, fleckenformige interstitielle Infiltrate sowie sich ausweitende
Verschattungen (Peiris et al., 2004).

Als Histopathologisches Korrelat fand sich im Lungengewebe von SARS-Patienten ein
progressiver diffuser Alveolarschaden mit hyalinen Membranen, mononukleédren Infiltraten
und Desquamation von Pneumozyten in die Alveolen (Ksiazek et al., 2003).
Verdnderungen wurden auBlerdem im lymphatischen Milzgewebe und in Lymphknoten
festgestellt. Zeichen einer systemischen Vaskulitis sowie Nekrosen und Degeneration von
Parenchymzellen konnten in Herz, Lunge, Leber, Nieren, Nebennieren, Gehirn und
quergestreifter Muskulatur nachgewiesen werden.

Hieraus kann geschlossen werden, dass es sich bei SARS um keine auf das
Respirationssystem beschriankte, sondern um eine systemische Erkrankung handelt (Ding

et al., 2004; To und Lo, 2004).

1.1.4 Therapie

Eine den Erreger bekdmpfende Therapie der Erkrankung existiert bis zum heutigen
Zeitpunkt noch nicht, so dass man bei der Behandlung der Betroffenen auf symptomatische
und intensivmedizinische Maflnahmen angewiesen ist. Die Behandlung basierte dabei auf
der Verabreichung von Steroiden und Antibiotika sowie Ribavirin (Navas-Martin und

Weiss, 2004). Auch eine medizinische Prophylaxe ist noch nicht erhiltlich.

1.2 SARS-Coronavirus und Coronaviren

1.2.1 Entdeckung und Entstehung des SARS-Coronavirus

Der Erreger der SARS-Epidemie war zundchst unbekannt. Um die Identifikation des
auslosenden Agens zu fordern, richtete die WHO ein Netzwerk von 11 internationalen
Laboren ein (WHO, 2003). Im Mirz 2003 gelang es dem ,,Center for Disease Control and

Prevention® in Atlanta, USA, dem Team des Virologen Malik Peiris von der Universitit
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Hongkong sowie dem Virologen Christian Drosten vom ,,Bernhard Nocht Institut fiir
Tropenmedizin® in Hamburg nachzuweisen, dass es sich dabei um ein bisher unbekanntes
Coronavirus handelte (Ksiazek et al., 2003; Drosten et al., 2003; Peiris et al., 2003). Dieses

Coronavirus wurde als ,,SARS-Coronavirus‘

L 4 T ey st e bezeichnet. Durch die Zusammenarbeit konnte
R o .
I';C - I @ weiterhin gezeigt werden, dass das neue
; = 4 4
s - ’i,,.a g ._.l‘g‘;‘é —"‘h;::;. % Coronavirus alle vier Koch’schen Postulate
W oo eis i _ o .
g. ' @ ey w : .,,;*3. erfiillte, und somit eindeutig als Ursache der
ﬁ L ;,-,;,'.J" - f;g’.‘f + SARS-Erkrankung feststand (Fouchier et al.,
. .5 I
oY “
i . £ 2003).
@, 4 8N . .
‘M 9(!3 VL . Obwohl der Ubertragungsweg bis heute noch
’ oL, ¥ Sy il ’ | 3 _ . . . .
.. e 55 T » ' 00w nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte,

geht man von Tropfcheninfektion und
Aerosolen als  Hauptinfektionsweg  aus

(Poutanen und Low, 2004; Seto et al., 2003).

Abb. 2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen des
SARS-CoV.
Entnommen aus Ksiazek et al., 2003. Die Balken

reprasentieren jeweils 100 nm.

Uber die Entstehung des SARS-CoV existieren verschiedene Theorien.

Einerseits geht man davon aus, dass ein tierspezifisches Virus, dessen natiirlicher Wirt
allerdings unbekannt ist, mutierte, und damit die Fahigkeit entwickelte, auch Menschen zu
infizieren. Diese Hypothese wird vom Nachweis eines Coronavirus in den auf chinesischen
Mairkten verkauften wilden Larvenrollern unterstiitzt, welches eine
Sequenziibereinstimmung von iiber 99% mit dem SARS-CoV aufweist (Guan et al., 2003).
Inzwischen wird davon ausgegangen, dass auf diesen Mérkten (sog. ,,wet markets®) der
Guangdong-Provinz die Transmission des SARS-CoV von Tieren auf den Menschen
stattfand (Klempner und Shapiro, 2004; Peiris et al., 2004).

Andererseits konnte das SARS-Virus auch aus einem zuvor harmlosen humanen
Coronavirus entstanden sein. Die Tatsache, dass nichtinfizierte Personen keinerlei
Antikorper gegen das SARS-CoV aufweisen, macht dies jedoch unwahrscheinlich (Marra
et al., 2003; Holmes, 2003).

-10 -
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1.2.2 Coronaviren

Die Gruppe der Coronaviren gehort ebenso wie die Toroviren der Familie der
Coronaviridae an, welche zusammen mit den Familien Arteriviridae und Roniviridae die
Ordnung der Nidoviralesbildet (Holmes und Lai, 2001; Gonzales et al., 2003).
Coronaviren sind behiillte, positivstrangige RNA-Viren mit einer durchschnittlichen Grof3e
von 100-140 nm. Unter dem Elektronenmikroskop fillt ein schiitterer Kranz (lat.: Corona)
aus 15-29 nm langen keulenférmigen Projektionen auf, der durch das sehr grof3e
Oberflachenprotein (S) hervorgerufen wird (Abb. 2).

Das einzelstringige Genom der Coronaviren stellt mit einer Grofle von 27,6 — 31,6 kb das
groBte unter den bekannten RNA-Viren dar. Das Virion ist von einer Lipidhiille umgeben,
in die die Oberflichenproteine des Virus S (Spike), E (Envelope) und, bei manchen
Coronaviren, HE (Hamagglutinin-Esterase) eingelagert sind. Ebenfalls in die Membran
eingelagert ist das Matrixprotein M, das eine Verbindung zu dem Nukleokapsid des Virus
herstellt. Das helikale Nukleokapsid wird durch das N-Protein und die genomische RNA
gebildet (Abb. 3).

Abb. 3: Schematischer Aufbau des SARS-CoV.

Nucleocapsid protein (N)

- Membrane

Die Lipiddoppelschicht, welche das Spike-Protein,
das Membran-Protein und das Envelope-Protein
enthalt, umschlie3t das helikale Nukleokapsid
bestehend aus dem Nukleokapsid-Protein und der mit
diesem assoziierten viralen RNA.

(Bild entnommen aus Stadler et al., 2003)

Coronaviren sind weltweit die Ursache von ca. 30% der milden und moderaten Infektionen
des oberen Respirationstraktes des Menschen, sowie von teilweise schweren Infektionen
des Respirationstraktes, des Gastrointestinaltraktes, der Leber und des Nervensystems bei
Tieren. Das SARS-Coronavirus stellt somit das erste humane Coronavirus dar, welches
auch im Menschen schwere Infektionen hervorruft. Die Ubertragung erfolgt dabei durch
Schmier- und Tropfcheninfektionen (Holmes und Lai, 2001; Mclntosh, 1996; Kapikian,
1975; Becker, 2003).
-11 -
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1.2.3 Virusreplikation

Der Vermehrungszyklus der Coronaviren ist bis heute noch nicht vollstindig erforscht.

Die Infektion der Zellen erfolgt iiber einen Rezeptor in der Plasmamembran, an den das
S-Protein andockt. Fiir das SARS-CoV wurde mittlerweile das Angiotensin-Converting-
Enzyme 1l (ACE I1) als ein funktioneller Rezeptor identifiziert (Li et al., 2003).
Anschlieend verschmilzt die Virushiille mit der =zelluliren Membran, und das
Nukleokapsid wird in das Zytoplasma der Zelle freigesetzt.

Nach der Infektion einer Wirtszelle werden die am 5° Ende des Genoms gelegene ORF’s
mittels ,,ribosomal frameshift in zwei Polyproteine (ppla und pplab) translatiert. Diese
werden von 2-3 ORFla-kodierten Proteasen (M, PL1", PL2""), welche durch Autolyse
aus dem Polyprotein freigesetzt werden, in mehrere Nicht-Strukturproteine (nsp’s)
geschnitten (u.a. RNA-abhingige RNA-Polymerase und RNA Helikase). Diese Proteine
sind verantwortlich fiir die Replikation des viralen Genoms, wozu sie einen
Replikatonskomplex  bilden. Weiterhin generieren sie bestimmte Transkripte
(subgenomische mRNA), welche fiir die Synthese von mRNA’s und somit der viralen
Proteine notig sind (Sethna et al., 1989). Durch die Translation aller ORF’s stromaufwirts
von ORF1b entstehen die verschiedenen viralen Struktur- und akzessorischen Proteine wie
das Spike-Protein, das Envelope-Protein, das Membran-Protein und das Nukleokapsid-
Protein. Diese werden im Endoplasmatischen Retikulum der Wirtszelle mit der replizierten
viralen RNA assoziiert, worauthin das neuentstandene Virus durch den Golgi-Komplex
wandert und die Zelle vermutlich mittels Exozytose verldsst (Abb. 6) (Holmes und Lai,

2001; Ziebuhr und Sidell, 1998; Snijder et al., 2003; Becker, 2003).

1.2.4 Phylogenetische Einordnung des SARS- Coronavirus

Die Einteilung der Coronaviren erfolgt nach serologischer Kreuzreaktivitit und
phylogenetischer Analyse der vier Strukturproteine (N, M, E und S) sowie der
verschiedenen Replikase-Regionen in drei Untergruppen, wobei humanpathogene Viren in
den Gruppen 1 (HCoV-229E) und 2 (HCoV-OC43) zu finden sind. Gruppe 1 und 2
enthalten weiterhin verschiedene Sdugetiere befallende Viren, wohingegen Gruppe 3 nur

vogelspezifische Viren umfasst (Holmes und Lai, 2001; Gorbalenya et al., 2004).

-12 -
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Die Analyse der Gensequenz des SARS-CoV zeigte, dass sich das neuentdeckte Virus in
keine dieser drei Gruppen einordnen ldsst, und so wurde zunéchst vorgeschlagen, das
SARS-CoV einer neuen, vierten Gruppe von Coronaviren zuzuordnen (Marra et al., 2003;
Rota et al., 2003; Ksiazek et al., 2003).

Dem gegeniiber steht die Hypothese von Snijder et al., welche basierend auf einer
speziellen Analyse der ORF1b- Region besagt, dass die SARS-CoV-Linie eine friihe
Abspaltung von Gruppe-2-Coronaviren darstellt (Abb. 4). Diese Theorie konnte von
weiteren Arbeitsgruppen untermauert werden (Snijder et al., 2003; Stadler et al., 2003;
Gibbs et al., 2004)

PEDV

7
CCoV EioV

FIPV group 3 b Torovirus

HCoV-229E

100 1

Avian IBV !
TCoV 1000
+ MHV-A59

*s.. SARS-CoV."
group 2 Teees Z
HCoV-229E

PEDV "
HCoV-0C43 — =100 group
BCoV 10 nt

Abb. 4: Phylogenetische Einordnung des SARS-Coronavirus.

a) Von Ksiazek et al. erstellter Stammbaum, der basierend auf einer genetischen Analyse von ORF 1b die
Einordnung des SARS-CoV in eine neue, vierte Gruppe von Coronaviren vorsieht (aus: Ksiazek et al.).
Gruppe 1: Transmissible Gastroenteritis Virus (TGEV), Human Coronavirus 229E (HCoV-229E), Porcine
Epidemic Diarrhea Virus (PEDV), Canine Coronavirus (CCoV), Feline Infectious Peritonitis Virus (FIPV);
Gruppe 2: Mouse Hepatitis Virus (MHV), Bovine Coronavirus (BCoV), Human Coronavirus OC43 (HCoV-
0C43), Porcine Hemagglutinating Encephalomyellitis Virus (HEV), Rat Sialodacryoadenitis Virus (SDAV);
Gruppe 3: Turkey Coronavirus (TCoV), Avian Infectious Bronchitis Virus (IBV).

b) Phylogenetische Analyse des Coronavirus Replikase-Gens von Snijder et al., welche zur Einordnung des
SARS-CoV als eine frithe Abspaltung von Gruppe 2-Coronaviren fiihrte.

Gruppe 1: Transmissible Gastroenteritis Virus (TGEV), Human Coronavirus 229E (HCoV-229E), Porcine
Epidemic Diarrhea Virus (PEDV); Gruppe 2: Mouse Hepatitis Virus A59 (MHV-A59), Bovine Coronavirus
(BCoV-Lun); Gruppe 3: Infectious Bronchitis Virus Stimme Beaudette (IBV-B) und LX4 (IBV-L).
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1.2.5 Die genomische Struktur des SARS-Coronavirus

Die Genomsequenz des SARS-CoV wurde bereits wenige Wochen nach der Identifikation
des Virus aufgeklart und unter anderen vom ,,Michael Smith Genome Sciences Centre* in
Vancouver und dem ,,Center for Disease Control and Prevention‘ in Atlanta publiziert.

Es zeigte sich, dass das Genom eine Gesamtldnge von 29,727 kb hat und 14 ORF’s enthélt
(Marra et al., 2003; Rota et al., 2003).

Der Vergleich der verschiedenen SARS-CoV-ORF’s mit denen anderer Coronaviren zeigt
ein analoges Muster der Gen-Anordnung mit den Replikase- und Protease-Genen (1la-1b)
sowie den Spike-Protein (S), Envelope-Protein (E), Membran-Protein (M) und
Nukleokapsid-Protein (N) -Genen in einer typischen Anordnung von 5’ nach 3°.

ORF 1la kodiert unter anderem fiir die zwei viruseigenen Proteasen 3C-like cysteine
proteinase (3CL™° oder Coronavirus Main Proteinase M™°) und papain-like proteinase 2
(PL2"°), welche die SARS-CoV-Replikase-Polyproteine (ppla und pplab) in 16 Produkte
schneiden. Dabei spaltet 3CL"™ wahrscheinlich an 12 und PL2" an 3 Schnittstellen
(Snijder et al., 2003).

Die grofite Untereinheit von ORF 1a (nsp3) enthilt einige bedeutende Unterschiede zu der
korrespondierenden Region im Genom von Gruppe 2-Coronaviren (Abb. 5).

So findet sich einerseits kein Ortholog der papain-like proteinase 1 (PL1”°) im Genom des
SARS-CoV, die vermutlich wéhrend der Evolution dieser Linie verloren ging. Es wird
davon ausgegangen, dass ihre Funktion von PL2P® iibernommen wird, was aufgrund der
iiberlappenden Substratspezifitit beider Proteasen plausibel erscheint (Thiel et al., 2003;
Ziebuhr et al., 2001).

Weiterhin wurde unmittelbar stromaufwirts von PL2P°, also etwa an der Position des
PL1”™-Genes bei anderen Coronaviren, eine 375 Aminosduren groe Domine gefunden,
welche bei keinem anderen Coronavirus vorkommt und als SARS-CoV Unique Domain
(SUD) bezeichnet wurde (Snijder et al., 2003). Die korrespondierende ORF1a-Region ist
auch bei anderen Coronavirusgruppen sehr variabel und besteht bei einigen Coronaviren
(TGEV und IBV) sogar nur aus wenigen Aminoséduren. Bis heute ist nicht bekannt, ob das
SUD-Protein im Vermehrungszyklus des SARS-CoV eine Rolle spielt. Falls dies der Fall
ist, konnte es an der hohen Pathogenitit des SARS-CoV im Vergleich zu den anderen
humanen Coronaviren beteiligt sein und aufgrund dessen ein attraktives Ziel fiir

therapeutische Interventionen darstellen (Groneberg et al., 2005).
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Auch im 3’-proximalen Teil des SARS-CoV-Genoms finden sich einige Besonderheiten.
So sind dort beispielsweise neun ORF’s enthalten, welche nicht in Viren der Gruppe 2
vorkommen, und fiir die mittels Sequenzvergleich keine offensichtlichen Homologe

identifiziert werden konnten (Marra et al., 2003).
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Abb. 5: Ubersicht iiber das Genom des SARS-Coronavirus und Vergleich mit dem Genom des Bovine
Coronavirus (BCoV).

Dargestellt sind die Replikase-Gene, wobei die Schnittstellen von PL1P° und PL2"° am korrespondierenden
Polyprotein durch blaue bzw. orange Pfeilspitzen gezeigt sind. In dieser Region fehlt dem SARS-CoV die
PL1"° -Domiéne und es enthilt die SARS Unique Domain (SUD) (roter Pfeil). Im 3’-terminalen Teil des
Genoms sind korrespondierende strukturelle Proteine in entsprechenden Farben dargestellt. Modifiziert nach

Snijder et al., 2003.

Da die RNA-Replikation des SARS-CoV mehrere spezifische Schritte beinhaltet, bieten
sich hier Ansatzpunkte flir die Entwicklung von antiviralen Medikamenten. So wiirde etwa
eine Hemmung der Proteasen, deren Aktivitit entscheidend fiir die SARS-CoV RNA-
Replikation und das Protein-Processing sind, zur sofortigen Unterbrechung der viralen
RNA-Synthese fithren (Groneberg et al., 2005; Holmes, 2003). Als Ausgangspunkt fiir die
Entwicklung entsprechender Wirkstoffe wurden z.B. AG7088, ein irreversibler Inhibitor
der Rhinovirus-3C-Protease, sowie HIV Protease-Inhibitoren (v.a. Nelfinavir)
vorgeschlagen und eine in vitro-Aktivitat gegen das SARS-CoV nachgewiesen (Anand et
al., 2003; Jenwitheesuk und Samudrala, 2003; Yamamoto et al., 2004).

Als weitere attraktive Ansatzpunkte fiir die Entwicklung von Anti-SARS-Medikamenten
gilt die RNA-abhingige RNA-Polymerase sowie das S-Protein, welches als Ziel fiir
Fusionsinhibitoren dienen konnte (Abb. 6) (Yi et al., 2004; Stadler et al., 2003; Poutanen
und Low, 2004; Xu et al., 2003).
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Abb. 6: Lebenszyklus des SARS-CoV mit moglichen Angriffspunkten fiir Medikamente.

Die Blockade des spezifischen Virusrezeptors auf der Oberfliche der Wirtszelle konnte das Eindringen des
Virus verhindern. Ebenso konnte eine Blockade der rezeptor-induzierten Konformationsianderungen des S-
Proteins die Fusion des Virus mit der Wirtsmembran inhibieren. Das Processing des viralen Polyproteins
durch die viruseigenen Proteasen konnte durch Proteaseinhibitoren blockiert werden. Weiterhin stellt die
RNA-abhingige RNA-Polymerase einen attraktiven Angriffspunkt dar, um in die virale Replikation
einzugreifen. Modifiziert nach Stadler et al., 2003.
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I. 3 Ausgangspunkt und Zielstellung der Arbeit

Gegenstand dieser Arbeit ist die von Snijder et al. beschriebene SUD-Doméne des SARS-
CoV-Genoms, welche den Aminosdurenresten 1166 bis 1544 des ORF1 entspricht.

Das SUD-Protein war schon zuvor exprimiert worden (unpublizierte Arbeiten C. L.
Schmidt), jedoch zeigte sich, dass es einer raschen Autoproteolyse unterliegt. Dabei fiel
auf, dass bei der Proteolyse anscheinend ein typisches Produkt entsteht, welches ein um 43

Aminoséuren verkiirztes SUD-Protein darstellt (Abb. 7).

Abb. 7: Inkubation des vollstiindigen SUD-

' Storage at- 20 °C o ) ]
Proteins mit verschiedenen Zusétzen.
' 8 T(r;gl ]SJ E:)f;l block Der Versuch zeigt die Autoproteolyse des SUD-
' :s 0:25 mM Ni2+ Proteins nach 36 h und deren Beeinflussung durch
\‘ 0.25 mM C02+ die angegebenen Komponenten. Dabei fillt die
\‘ 0.25 mM Zn2+ Entstehung eines charakteristischen
|' 0.25 mM Mn2+ Autoproteolyseproduktes auf (rote Pfeilspitzen),
l . \i ¢ g/[‘;gkerM C 254 dessen rekombinante Herstellung und
\. 5 . mMmPi 4 Charakterisierung diese Arbeit zum Ziel hatte.
'] 100 mM Na2 SO 4 Die Inkubation erfolgte bei pH 7,5 und 20 °C iiber
“ 300 mM NaCl 36 h in 25 mM Tris/H,SO,. (unpublizierte

Abbildung von C. L. Schmidt)

Die Aufgabenstellung dieser Arbeit bestand darin, eine diesem Proteolyseprodukt
entsprechende verkiirzte Form des SUD-Proteins rekombinant herzustellen. Dieses Protein
entspriche den Aminoséureresten 1207 bis 1544 des ORF1. Zusétzlich sollte dieses Protein
einen N-terminalen His-Tag enthalten, welcher, da er unmittelbar an die
Erkennungssequenz der Faktor-Xa-Protease grenzt, abgespalten werden kann.

Die Eigenschaften des verkiirzten SUD-Proteins sollten insbesondere im Hinblick auf eine
erhohte Stabilitdit im Vergleich zur volllingen-Form und eine vorhandenen

Proteaseaktivitit charakterisiert werden.

Die Charakterisierung des SUD-Proteins konnte zum verbesserten Verstindnis der
Replikation und der Pathogenitit des SARS-CoV beitragen und, da es sich um ein
ausschliellich beim SARS-Virus vorkommendes Protein handelt, als Ausgangspunkt fiir

die Entwicklung von Medikamenten gegen SARS dienen.
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I1. Material und Methoden

I1.1 Molekularbiologische Methoden

I1.1.1 Isolierung von Plasmid DNA (Midiprep)

Fiir die Plasmidpréparation wurden je 30 ml LB Medium beimpft und iiber Nacht bei

37 °C unter Schiitteln inkubiert.

Die Préparation erfolgte anschlieend aus dem Zellpellet, welches durch Zentrifugation der
Kulturen (29,5 ml) bei (6000 g) fiir 7 min gewonnen wurde.

Es wurde das ,,Plasmid Midi Kit* der Firma Qiagen verwendet.

Das mit Ethanol gefillte und getrocknete Plasmidpellet wurde in 200 pl TE-Puffer geldst,

wovon 2 pl auf ein Agarose-Gel zur Kontrolle aufgetragen und analysiert wurden.

I1.1.2 Isolierung von Plasmid DNA (Miniprep)

Hierfiir wurden je 6 ml LB Medium mit Zellkulturen beimpft und bei 37 °C iiber Nacht
inkubiert.

AnschlieBend wurden 5 ml der Kulturen fiir 3 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Die
Priparation erfolgte aus dem erhaltenen Zellpellet unter Verwendung des ,,QIAprep Spin
Miniprep Kit“ der Firma Qiagen.

Die Plasmid DNA wurde mit 50 ul EB Puffer (10 mM Tris, pH 8,5 (HCl)) eluiert. Zur

Kontrolle wurden 5 pl auf einem Agarose-Gel analysiert.

I1.1.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Methode der Polymerasen-Kettenreaktion wurde 1987 von K.B. Mullis entwickelt. Sie
ermoglicht es, enzymatisch in vitro millionenfache Kopien bestimmter Nukleotid-
sequenzen herzustellen.

Zur Bestimmung der effektivsten PCR-Bedindungen wurde die Temperatur fiir das

,Primer-Annealing* (46-70 °C) und die MgSO4-Konzentration (2, 4 und 6 mM) variiert.
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Die Produkte der PCR-Reaktionen wurden im Anschluss auf einem Agarose-Gel

analysiert.

Ansitze fiir PCR: PCR-Puffer (MgSOy4) 17,5 ul
MgSO4 O ul, 14 pl, 28 pl
dNTP’s 3,5u
Primer sen30Xa 3,5 ul oder 1,7 ul
Primer anti30Xa 3,5 ul oder 1,7 ul
DNA (1 ng/ml) 3,5u
Pwo DNA Polymerase 1,7 wl

ad 175 pl mit H,O dest.

Diese Reaktionsmischung wurde in 6 Aliquots zu je 25ul aufgeteilt und die PCR bei

verschiedenen Annealing-Temperaturen durchgefiihrt.

I1.1.4 Dephosphorylierung

Die Behandlung von Plasmiden mit einer alkalischen Phosphatase (Calf intestine
phosphatase, CIP, 1 U/ul) erfolgt nach einer Restriktionsspaltung, um Phospatreste am 5°-
Ende des Plasmids zu entfernen. Bei einer anschlieBenden Ligation werden somit
unerwiinschte re-Ligationen des leeren Vektors verhindert und die Ausbeute an

erwunschten Klonen erhoht.

Um eine Konzentration von 0,5 U Phosphatase pro pmol DNA-Enden zu erhalten, wurden
28 ul der Plasmidlosung mit 2 pl Phosphatase und 10 ul Dephosphorylase-Puffer (10fach
konz.) versetzt. Der Ansatz wurde mit destilliertem Wasser auf 100 pl aufgefiillt und 15
min bei 37 °C inkubiert. Dann wurden weitere 2 pl der Phosphatase dem Ansatz
hinzugefiigt und 45 min bei 55 °C inkubiert.

AnschlieBend wurde die Reaktion durch das Hinzufiigen von 1,2 pl 0,5 M EDTA und
Erhitzen des Ansatzes auf 75 °C fiir 10 min gestoppt.
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I1.1.5 Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanol-Prazipitation

Die Phenol-Chloroform-Extraktion ist die Standardmethode zur Entfernung von Proteinen
aus Nukleinsdurelosungen. Dabei dissoziiert Phenol die Protein-Nukleinsdure-Komplexe in
die freien Komponenten. Die Proteine werden denaturiert und lagern sich in der Interphase

ab.

Zu 100 pl DNA-Losung wurden 150 upl Phenol (TE-gesittigt, pH 7), 150 pul
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) sowie 200 ul TE-Puffer hinzugefiigt. Der Ansatz wurde
sorgfaltig gemischt und 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert.

Die die DNA enthaltende wéssrige Phase wurde abgenommen, mit 300 pl Chloroform
versetzt, gut gemischt und erneut fiir 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert.

Der Uberstand wurde erneut abgenommen und der Vorgang wiederholt.

Im Anschluss erfolgte die Féallung der erhaltenen DNA-L&sung mit Ethanol.

Dazu wurde die Probe mit 31 ul (=1/10 Vol) 3 M Natriumacatat und mit 850 ul auf -20 °C
gekiihltem 100%igem Ethanol (2,5xGesamtvolumen) gemischt. Aulerdem wurden 0,5 pl
Glycogen hinzugefiigt, um die geféllte DNA besser sichtbar zu machen.

Die DNA wurde bei -20 °C {iber Nacht gefillt.

AnschlieBend wurde die Probe 30 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde mit 1 ml 70%igem Ethanol (-20 °C)
gewaschen, erneut 15 min zentrifugiert (13000 rpm, 4 °C) und 10 min bei Unterdruck
getrocknet.

I1.1.6 Restriktionsspaltung

Restriktionsendonukleasen sind meist bakterielle Enzyme, welche DNA an spezifischen
Nukleotidsequenzen schneiden.

Die Restriktionsenzyme wurden dazu mit dem vom Hersteller angegebenen Puffer (1/10
des Gesamtvolumens), dem Plasmid und destilliertem Wasser gut gemischt und tiber Nacht
bei 37 °C inkubiert.

Die Ansétze wurden anschlieBend auf einem Agarose-Gel analysiert.
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I1.1.7 ,,End Conversion“ und Ligation

Bei der Ligation werden zwei lineare Nukleinsduren durch ein Enzym (Ligase) verkniipft,
welches die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen benachbarten Nukleotiden
katalysiert.

Die Ligation wurde mit den Perfectly Blunt Cloning Kits der Firma Novagen durchgefiihrt,

wobei die Vorschrift des Herstellers jedoch leicht modifiziert wurde.

Der Ansatz mit 2ul des PCR-Produktes, 5 pul End Conversion Mix und 3pul destilliertem
Wasser wurde zunéchst fiir 20 min bei 22 °C inkubiert. Danach erfolgte die Inaktivierung
der Polynukleotidkinase durch Erhitzung des Ansatzes auf 75 °C fiir 5 min, und die
Abkiihlung im Eisbad fiir 2 min.

Der Ansatz wurde kurz zentrifugiert und je 1 pl des Vektors sowie 1 ul der T4-DNA-
Ligase (4 U/ul) hinzugefiigt. Anschlieend wurde die Ligations-Reaktion fiir 1 h bei 22 °C
inkubiert, fiir 10 min bei 75 °C hitzeinaktiviert, 2 min auf Eis gekiihlt und erneut kurz
zentrifugiert.

Ebenso wurde mit einem Kontrollansatz verfahren, der nur den Vektor, jedoch nicht das
Insert enthielt.

6 ul der Ligations-Reaktion wurden auf einem Agarose-Gel analysiert.

I1.1.8 Transformation von E.coli-Zellen

Die Transformation von Vektor-DNA in ,,Nova Blue Sngles Competent Cells® bzw.
Tuner (DE3)placl-Zellen erfolgte ebenfalls mit ,,Perfectly Blunt Cloning Kit* der Firma
Novagen. Fiir die Transformation von Vektoren in MI15(pREP4)-Zellen wurde das
» Transformaid-Kit* der Firma Fermentas verwendet. Es wurde nach den Angaben des
Herstellers gearbeitet.

Die transformierten Zellen wurden in definierten Volumina (10 pl und 100 pl) auf LB-
Agarplatten, die die fiir die Selektion der Transformanden erforderlichen Antibiotika

enthielten, ausgestrichen und {iber Nacht im Wiarmeschrank (37 °C) inkubiert.
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I1.1.9 Konzentrieren von DNA-Lo6sungen

DNA-Losungen wurden mit den ,,Amicon Microcon-PCR Centrifugal Filter Devices' der
Firma Millipore konzentriert. Es wurde nach der vom Hersteller mitgelieferten

Beschreibung verfahren.

I1.2 Proteinpriparation und Reinigung

I1.2.1 Testexpression von SUDA1-43

Von den transformierten und ausplattierten E.coli-Stammen (MI15(pREP4) bzw.
Tuner(DE3)placl) wurde zunichst je eine Kolonie mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze in
4 ml flissiges LB-Medium {iberfiihrt. Zur Selektion der plasmidhaltigen Klone wurden
100 pg/ml Carbenicillin und 25 pg/ml Kanamycin (M15(pREP4)) bzw. 100 ug/ml
Carbenicillin und 34 pg/ml Chloramphenicol (Tuner(DE3)placl) hinzugefiigt. Diese
Vorkulturen wurden iiber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert.

Je 1 ml der Kultur wurde anschlieBend zu 9 ml LB-Medium hinzugefiigt und erneut
inkubiert, bis die optische Dichte einen Wert von ca. 0,8 (A=600 nm) erreicht hatte.
Anschliefend wurde die Proteinexpression durch Hinzufligen von 1 mM IPTG induziert
und die Kulturen fiir 3 h inkubiert.

Die Menge an eingesetztem IPTG und die Induktionsdauer wurden zur Bestimmung der

idealen Expressionsbedingungen variiert.

Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation der Kulturen bei 5000 rpm fiir 15 min. Das
Zellpellet wurde in 10 ml TE-Puffer (50:1, pH 7,5) suspendiert und erneut zentrifugiert
(1500 rpm, 15 min). Nach Aufnahme des Pellets in Iml TE-Puffer wurden die Zellen
mittels Ultraschall lysiert, wobei die Beschallung fiir je 15 s in 15 s Intervallen und im
Eisbad erfolgte (Gesamtdauer: 2 min 15 s). Durch Zentrifugation (30 min, 13000 rpm,
4 °C) wurden anschlieBend die unloslichen Zellbestandteile vom gelosten Protein getrennt.
Die entstandenen Pellets wurden wiederum in Iml TE-Puffer suspendiert.

Zur Uberpriifung der Expression wurde eine SDS-Gelelektrophorese durchgefiihrt.
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I1.2.2 Proteinexpression im priparativen Mal}stab

Alle Medien enthielten 100 pg/ml Carbenicillin und 25 pg/ml Kanamycin.

Hierzu wurde eine Kolonie der E.coli-Klone (pSUDA1-43 in M15(pREP4)) mittels einer
sterilen Pipettenspitze in 70 ml modifiziertes M9-Medium iiberfiihrt. Diese Vorkultur
wurde iiber Nacht unter Schiitteln bei 37 °C inkubiert.

Anschliefend wurden 6x 500 ml modifiziertes M9-Medium mit je 10 ml der Vorkultur
angeimpft. Diese wurden wiederum bei 37 °C inkubiert bis eine optische Dichte von 0,8

(A=600 nm) erreicht war.

Die Induktion erfolgte durch 1:1 Verdiinnung der Kulturen mit YT-Medium, welches
2 mM IPTG enthielt.

Nach 3 h Schiittelinkubation bei 37 °C wurden die Kulturen 20 min bei 4 °C zentrifugiert
(5000 rpm). Die Zellpellets wurden in einem Gesamtvolumen von 1 1 Tris-Puffer (25 mM,
pH 7,5 (HCI)) resuspendiert und erneut fiir 20 min zentrifugiert (5000 rpm, 4 °C).

Das so entstandene Pellet wurde in 50 ml Tris-Puffer suspendiert.

Zum Aufschluss der Zellen wurden die Proben je 5 min mit Ultraschall behandelt. Die
Beschallung erfolgte gepulst, indem je 20 s in 20 s Intervallen beschallt wurde.

Die Suspensionen wurden 1 h bei 18000 rpm unter Kiihlung bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die Pellets in gleicher Konzentration in Tris-Puffer
suspendiert.

Im Anschluss wurden die Fraktionen mit Hilfe einer SDS-PAGE nach Laemmli (10%iges
Gel) analysiert.

I1.2.3 Sdulenchromatographische Reinigung des SUD-Proteins

Zur Reinigung des durch SUD-Proteins wurden verschiedene chromatographische
Verfahren kombiniert. Die Analyse der Proteinfraktionen erfolgte jeweils durch SDS-
Gelelektrophorese nach Laemmli (10%ige Gele) und Messung der Absorbtionsspektren bei
200-900 nm.
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11.2.3.1 Metallchelat-Affinitdtschromatographie (Ni-NTA-Séaule)

Die Auftrennung des Proteingemisches beruht auf der Bindung von Proteinen, die mehrere
Histidinreste (so genannter His-Tag) enthalten, an kovalent an das S&dulenmaterial
gebundene Metallchelate. Nachdem die nicht gebundenen Proteine aus der Siule
ausgewaschen worden sind, werden die gebundenen Proteine durch einen Imidazol-
Gradienten eluiert.

In Vorbereitung wurden die aus der Proteinpriparation gewonnenen Proben sterilfiltriert.
Die verwendete Nickel-NTA-Sdule wurde mit dem Startpuffer 50 mM NaH,PO4 mit

300 mM NaCl und 10 mM Imidazol equilibriert. Die Durchfluflirate betrug 1,5 ml/min bei
einem Fraktionsvolumen von 1,5 ml.

Die Imidazol-Konzentration wurde zunéchst in 50 min von 10 mM auf 80 mM erh6ht und

anschlieBend in 10 min auf die Endkonzentration von 500 mM erhoht.

11.2.3.2 Ionenaustauschchromatographie (MonoQ-Siule)

Hierbei werden Proteine aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen mit dem
Sdulenmaterial getrennt. Die Elution der an das Trigermaterial gebundenen Proteine
erfolgt durch Anderung des pH-Werts des Puffers oder durch eine Erhdéhung der
Ionenstirke.

In Vorbereitung wurden die Proben 10 min zentrifugiert (13000 rpm, 4 °C), um eventuell
ausgefallenes Protein zu entfernen.

Die verwendete MonoQ-Sdule wurde mit dem Startpuffer 25 mM Tris (pH 7,5 (H2SO4))
equilibriert. Die Durchflufirate betrug 2 ml/min bei einem Fraktionsvolumen von Iml.

Im Folgenden wurden die Proteine durch Erhdhung der Natriumsulfat- bzw.
-chloridkonzentration von der Sdule eluiert.

Folgende Gradienten wurden getestet:

MonoQ 107, 108: 0-300mM in 55min (Na;SOy)

MonoQ 109: 0-500mM in 10min
500-1500mM in 5min (NaCl)
MonoQ 110: 0-300mM in 20min

300-500mM in 5min
500-857mM in Smin (Na;SOy)
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11.2.3.3 Gelfiltration (Superdex™-200)

Bei der Gelfiltration erfolgt die Trennung nach Masse und Form der Proteine. Das
Trennmedium besteht aus porOsen, quervernetzten Makromolekiilen. Da nur
niedermolekulare Proteine in die Poren eindringen konnen, werden hochmolekulare
Proteine friiher eluiert.

In Vorbereitung wurden die Proteinproben 10 min unter Kiihlung (4 °C) bei 13000 rpm
zentrifugiert. Die verwendete Superdex™-200-Sdule wurde mit dem Startpuffer 25 mM
Tris (pH 7,5 (H2SO4)) mit 200 mM NacCl equilibriert. Einige Trennungen wurden mit
einem Puffer, welcher zusitzlich 0,5 mM EDTA enthielt durchgefiihrt. Die DurchflufSrate
betrug 0,5 ml/min bei einem Fraktionsvolumen von 0,5 ml.

Im Anschluss wurde unter gleichen Bedingungen ein Eichlauf mit Apoferritin (1,25 mg),
ADH (1,25 mg) und Cytochrom C (1 mg) durchgefiihrt, um das Molekulargewicht der

erhaltenen Proteinfraktionen ermitteln zu kénnen.

11.2.3.4 Entsalzung von Proteinproben (HiTrap™Desalting-Siule)

Die Proben wurden in Vorbereitung 5 min unter Kiithlung zentrifugiert (13000 rpm, 4 °C).
Die verwendete HiTrap™-Desalting-Séule wurde mit dem Startpuffer 25 mM Tris (pH 7,5
(H2S04)) mit 0,5 M NaCl equilibriert. Die Durchfluirate betrug 1 ml/min bei einem

Fraktionsvolumen von 0,5 ml.

I1.2.4 Konzentrieren von Proteinlosungen

Proteinlosungen wurden durch Ultrafiltration mit einer Amicon Membranfiltrationszelle
unter Verwendung von Membranen mit einer molekularen Ausschlussgrofie von 10000

konzentriert.
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I1.3 Analytische Methoden

11.3.1 SDS-PAGE nach Laemmli

Die SDS-PAGE nach Laemmli eignet sich zur Auftrennung und Charakterisierung von
Proteinen der Grof3e von 14-100 kD.

Es wurden Gele mit den Acrylamidkonzentrationen 10% und 12% verwendet.

Die zu analysierenden Proteinldsungen wurden im Verhéltnis 1:3 mit Probenpuffer
verdiinnt, 5 min auf 95 °C erhitzt und kurz auf Eis abgekiihlt. Als Marker wurde ,,Protein
Molecular Weight Marker“ der Firma Fermentas verwendet. Die Elektrophorese wurde bei
25 mA durchgefiihrt bis die Bromphenolblau-Bande den unteren Rand des Gels erreicht
hatte. AnschlieBend erfolgte die Anfarbung der Proteinbanden mit Coomassie BrilliantBlue
R tiber Nacht. Nach dem Entfiarben mit 40% Methanol und 10% Essigsdure wurden die

Proteinbanden sichtbar.

I1.3.2 SDS-PAGE nach Schigger und v. Jagow

Die SDS-PAGE nach Schédgger und von Jagow wurde zur Auftrennung kleinerer Proteine
(< 10 kD) eingesetzt. Die Proben wurden mit Probenpuffer versetzt (1:3), fiir 5 min bei

95 °C denaturiert und kurz auf Eis abgekiihlt. Als Molekulargewichtsmarker wurde der
» Protein Molecular Weight Marker” der Firma Fermentas verwendet. Die Elektrophorese
erfolgte zunichst bei 30 V bis die Bromphenolblau-Bande das Trenngel erreicht hatte und
anschliefend bei 85 V. Die Stromstirke wurde auf 30 mA begrenzt.

Die Farbung der Proteinbanden erfolgte wie oben fiir das Laemmli-Gel beschrieben.

Es wurden Trenngele mit einer Acrylamid-Konzentration von 18% und einem
Bisacrylamidanteil von 6% verwendet. Die Sammelgele enthielten 10% Acrylamid bei

einem Bisacrylamidanteil von 3%.
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I1.3.3 Western-Blot (semi-dry-Blotting)

Beim Protein-Blotting werden die einzelnen Komponenten einer Proteinmischung
gelelektrophoretisch getrennt, ebenfalls elektrophoretisch auf eine Membran iibertragen

und dort mit Hilfe einer Nachweisreaktion (meist durch spezifische Antikorper) detektiert.

Proteintransfer

Der Western-Blot erfolgte im Anschluss an eine SDS-Gelelektrophorese. Es wurde eine
PVDF-Membran verwendet, welche zuvor 3 s in Methanol p.a., 5 min in destilliertem
Wasser und schlieflich im Transferpuffer (10 mM CAPS, 10% Methanol p.a., pH 11
(NaOH)) geschwenkt wurde. Das Blotting wurde mit einer Blotapparatur der Firma
Hoeffer fiir 20 min bei 35 mA durchgefiihrt. Im Anschluss daran wurde die Membran fiir
1 min mit Ponceau-S-Losung (0,2% Ponceau S, 3% Trichloressigsdure) gefarbt, um die
Proteiniibertragung zu kontrollieren. Der den Marker enthaltende Membranteil wurde

abgetrennt und spéter mit Coomassie R angeférbt.

Antikorperbindung und Nachweisreaktion

Um eine unspezifische Bindung der Nachweisreagenzien zu verhindern, wurde die
Membran 30 min mit Newborn Calf Serum (5% in TBS) abgesittigt. Die Bindung des
Erstantikorpers (Tetra His-Tag-AK in NCS 1:3000) wurde iiber Nacht durchgefiihrt. Im
Folgenden wurde die Membran 30 min in NCS gewaschen. Als Zweitantikdrper wurde
Anti-Mouse-IgG konjugiert mit alkalischer Phosphatase (in NCS 1:10000) verwendet,
wobei die Antikorperbindung iiber 1,5 h erfolgte. AnschlieBend wurde die Membran
gewaschen (10 min NCS, 30 min TBS/Triton, 5 min TBS und 5 min TNM).

Fiir die Nachweisreaktion wurde die Membran im Farbreagenz (NBT und BCIP je 1:1000
in TNM) geschwenkt, bis sich die Banden deutlich hervorhoben. Die Féarbereaktion wurde

durch Inkubation der Membran in 0,1 M EDTA-L6sung (pH 7,0) gestoppt.

I1.3.4 Proteinbestimmug (Biorad DC-Protein Assay)

Die Bestimmung der Konzentration von Proteinlosungen erfolgte modifiziert nach Lowry

et al..
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Als Standard wurden 0, 5, 10, 15, 20 bzw. 25 ul BSA der Konzentration 1,03 mg/ml
eingesetzt. Die Ansdtze wurden, ebenso wie die die verschiedenen Proteinmengen
(z.B. 1 pl und 2 pl) enthaltenden Ansétze, mit destilliertem Wasser auf ein Gesamtvolumen
von 25 pl ergidnzt. Im Anschluss wurde den Ansétzen je 125 pl Reagenz A’ und nach
griindlicher Durchmischung je 1 ml Reagenz B hinzugefiigt. Die Ansdtze wurden erneut
gut gemischt und 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. AnschlieBend erfolgte die

Messung der Absorption bei 750 nm.

I1.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 0,8%ige Agarose-Gele
verwendet.

Die Agarose wurde in 30 ml TAE-Puffer geldst, in der Mikrowelle zweimal aufgekocht
und im Anschluss 4 min bei 90 W erhitzt. Weiterhin wurde der Gelllosung
Ethidiumbromid hinzugefiigt (1,5 pl 1%ige Losung auf 30 ml), so dass die DNA-
Fragmente spéter unter UV-Licht nachgewiesen werden konnten.

Vor der Elektrophorese wurde den DNA-Proben (< 15 pl) 2-3 ul Gelbeladepuffer
hinzugefiigt. Es wurden je 10 ul des ,, MassRuler DNA Ladder Mix* als Marker eingesetzt.
Die Elektrophorese erfolgte zunéchst bei einer Stromstidrke von 25 mA und hochstens
100 V Spannung. Nach einer Laufstrecke von ca. 0,5 cm wurde die Stromstirke auf 35 mA

erhoht. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet.

I1.4 Assays zur Charakterisierung von SUDA1-43

I1.4.1 Aktivitiitstests

Zur Charakterisierung der Eigenschaften von SUDA1-43 und zum Nachweis eventuell
vorhandener Proteaseaktivitit wurden Aktivititstests durchgefiihrt.

Dazu wurde SUDAI1-43 zusammen mit den zu testenden Substraten, Aktivatoren und
Proteaseinhibitoren inkubiert, welche bei entsprechenden Versuchen mit dem unverkiirzten

SUD-Protein einen Effekt auf dessen Aktivitit gezeigt hatten.
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Des Weiteren wurden auch der pH-Wert (5,5; 6,5; 7,5; 8,5) und die NaCl-Konzentration
(50, 100, 200 und 400 mM) der Ansitze variiert.

Verwendete Substrate: - f-Casein (0,2-0,6 mg/ml)
- k-Casein ( 0,6 mg/ml)
- oxidierte B-Kette von Insulin (0,15-0,6 mg/ml)
- Insulin-Zink-Komplex (0,375 und 0,1875 mg/ml)
- Aprotinin (0,125 und 0,0625 mg/ml)
- chromogene Substrate 1-7 (s. 4.2.)
Proteaseinhibitoren: - Pefabloc (5 mM)
- PMSF (4 mM und 1 mM)
- CIC (0,2 mM)
- PefablocPlus (5 mM)
- Jodacetamid (5 mM)
Aktivatoren: - Ca”*" (0,5 oder 1 mM)
- Co™ (0,25 oder 1 mM)
- SO4* (100 mM)
-PO4> (5 mM)

Als Puffer wurden 25 mM Tris (pH 7,5 und 8,5 (H,SO4)) bzw. 25 mM MES (pH 5,5 und
6,5 (NaOH)) eingesetzt. Weiterhin wurden Kontrollansétze, welche kein Protein oder
keinen der Zusétze enthielten pipettiert.

Sofort nach dem Zusammenpipettieren der Ansdtze wurden diese in 3-6 gleichgrofle
Volumina aufgeteilt. Jeweils eines der Aliquots wurde unverziiglich eingefroren, wihrend
die restlichen Ansétze bei 37 °C inkubiert und nach festgesetzten Zeitpunkten (z.B. 4 h und
24 h) ebenfalls eingefroren wurden. Das Einfrieren der Proben erfolgte in fliissigem
Stickstoff, um ein moglichst synchrones und zeitgenaues Abstoppen der Reaktionen zu
erreichen. Die Analyse der verschiedenen Ansitze erfolgte durch SDS-PAGE nach

Laemmli oder Schiagger und v. Jagow.
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11.4.2 Enzymatisch-optische Tests mit chromogenen Substraten

Um die Proteaseaktivitit von SUDAI1-43 photometrisch nachzuweisen, wurden

verschiedene Peptidanaloga verwendet, welche jeweils eine Nitroanilid-Gruppe enthielten.

Eine Hydrolyse dieser Peptidanaloga durch Proteasen fiihrt zur Freisetzung des

Nitroanilids und somit zu einer Extinktionsdnderung bei 405 nm (Abb. 8).

Substrate: 1. Glycin p-Nitroanilid
2. L-Lysin p-Nitroanilid Dihydrobromid
3. Ac-Lys- p-Nitroanilid-HCI
4. H-Val-Leu-Lys- p-Nitroanilid-2HCI

5. N-p-Tosyl-Gly-Pro-Lys 4-Nitroanilid-Acetat Salz

6. 4-Nitrophenyl Acetat

7. Nitroacetanilid

Die Ansitze enthielten jeweils das Enzym (5-22 pl/500 pl), 0,5 mM Substrat und 25 mM
Tris (pH 7,5 (H2SO4)). Des Weiteren wurden Versuche bei verschiedenen NaCl-
Konzentrationen (50, 100 und 200 mM), mit Proteaseinhibitoren (ImM PMSF, 10 mM

Glycyl-Glycin), Aktivatoren (0,25 mM Kobalt oder Calcium), sowie Detergenzien (2
bzw.10 mM Mega 9, 0,2 bzw. 1 mM Dodecylmaltosid) durchgefiihrt.

Als Negativkontrollen dienten Ansdtze, welche jeweils nur das Enzym oder nur das

Substrat enthielten.

Die Ansidtze wurden bei 37 °C oder bei Raumtemperatur inkubiert und die Extinktion bei

405 nm alle 30 min gemessen.

NH, O

| Il
H,NCH,CH,CH,CH,CH—C —NH @—NOQ

NH, O

| ] _
H,NCH,CH,CH,CH,CH—C -0~ + NH2—©7N02
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Abb. 8: Reaktionsprinzip des
enzymatisch-optischen Tests am
Beispiel von Substrat 2.

Das gelb unterlegte Nitroanilid,
welches durch Proteasen vom
Substrat abgespalten wird, fiihrt zu
einer Extinktionsdnderung bei 405

nm.
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11.4.3 Nachweis von Proteaseaktivitit mit Resorufin-markiertem Casein

Resorufin-markiertes Casein (Universelles Proteasen-Substrat, Firma: Roche) ist ein
generelles Substrat fiir Proteasen, welches sich besonders zum Nachweis geringer
Protease-Aktivitdten eignet. Die Protease setzt dabei Resofurin-markierte Peptide frei,
welche nach TCA-Féllung des nicht gespaltenen Proteins iiber die Extinktion bei 574 nm
nachgewiesen werden konnen.
Die Vorgehensweise wurde nach der mitgelieferten Vorschrift des Herstellers leicht
modifiziert.
Die Ansétze enthielten jeweils: 50 pl des Caseins (4 mg/ml),

10-50 pl Enzym-Ldsung (auf 200 pl),

50 ul 100 mM Tris (pH 7,5 (HCl)) und

100 mM NacCl.

Das Volumen wurde mit destilliertem H,O auf 200 pl ergénzt. Zur Kontrolle diente ein
Leerwert, welcher kein Enzym enthielt.

Die Proben wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert, worauthin die Reaktion durch Zugabe
von je 480 pul 5%iger Trichloressigsdure (in H,O) gestoppt wurde. Anschliefend wurden
die Proben nochmals 10 min bei 37 °C inkubiert und 5 min zentrifugiert (13000 rpm).

Zu 400 pl der Uberstinde wurden je 600 pl 0,5 M Tris (pH 8,8 (HCI)) hinzugegeben und

die Extinktion bei 574 nm gemessen.

I1.4.4 Einfluss organischer Losungsmittel auf die SUD-AKktivitat

Da der Proteaseinhibitor PMSF in Ethanol gelost wurde, enthielten einige Ansédtze fiir die
Aktivititstests und Enzymatische-optischen Tests Ethanol in moglicherweise relevanten
Konzentrationen. Daher wurde es notwendig, einen Effekt von Ethanol auf SUDA1-43 und
-Casein auszuschlieBBen.

Es wurden Ansétze pipettiert, welche 0,36 mg/ml SUD-L6sung, 0,27 mg/l B-Casein, 100
bzw. 200 mM NaCl, sowie 0-6% Ethanol enthiclten. Die Ansétze wurden mit 25 mM Tris
(pH 7,5 (H2S04)) auf 25ul ergénzt.

Nach einer Inkubation bei 37 °C iiber Nacht wurden die Ansitze auf einem 10%igen Gel

durch SDS-PAGE nach Laemmli analysiert.
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11.4.5 Jodacetamid-Stabilitéitstest

Bei Jodacetamid handelt es sich um einen Proteaseinhibitor, welcher Cystein- und
Histidin-Reste modifiziert. Um einen Effekt dieses Inhibitors auf SUDA1-43
nachzuweisen, wurde das Protein zusammen mit Jodacetamid inkubiert. Jodacetamid
wurde dabei in Konzentrationen von 0,1 bis 10 mM eingesetzt. Weiterhin enthielten die
Ansitze 0,1 M NaCl und 25 mM Tris (pH 7,5 (H2SOy)).

Nachdem ein Kontrollansatz ohne Jodacetamid sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren
wurde, erfolgte die Inkubation der iibrigen Ansétze {iber Nacht bei 37 °C.

Die Analyse erfolgte durch eine SDS-PAGE nach Laemmli auf einem 10%igen Gel.

11.4.6 Abspaltung des His-Tags durch Faktor Xa

Faktor Xa ist eine Protease des Blutgerinnungssystems, welche Proteine nach der
spezifischen Erkennungssequenz ,Ile-Glu/Asp-Gly-Arg|®“ schneidet und somit in der
Gerinnungskaskade Thrombin aus Prothrombin freisetzt. Da SUDA1-43 ebenfalls diese
Erkennungssequenz zwischen dem His-Tag und dem eigentlichen SUD-Protein enthélt, ist

es moglich, die Histidin-Reste mit Hilfe des Faktor Xa vom SUD-Protein abzuspalten.

Fiir diesen Versuch wurde die eingesetzte Menge an Faktor Xa so gewdhlt, dass sie genau
1% (w/w) bzw. 10% des eingesetzten SUDA1-43 ausmachte.

Die Reaktionsansitze enthielten 0,154mg/ml SUD-L6sung sowie 100 mM NaCl, 2 mM
CaCl, und 25 mM Tris (pH 7,5 (HCI)). Sie wurden bei 4 °C und 23 °C inkubiert, wobei
nach festgesetzten Zeitpunkten jeweils 15 pl in fliissigem Stickstoff eingefroren wurden.
Die Analyse der Ansdtze erfolgte durch eine SDS-PAGE nach Laemmli auf einem
12%igen Gel. Zur Kontrolle wurde auch eine nur den Faktor Xa enthaltende Probe auf das

Gel aufgetragen.
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I11. Ergebnisse

I11.1 Expression von SUDA1-43

Ausgangspunkt fiir die Expression war die in einem Plasmid (petBlue2-Vektor) enthaltene
unverkiirzte SUD-Domine, die den Aminosduren 1166-1544 des ORF1 des SARS-CoV
entspricht. Das Plasmid wurde zur Vervielféaltigung in Nova Blue Sngles Competent Cells
transformiert. Nach der anschlieBenden Plasmidisolierung wurde der Erfolg der

Vermehrung durch eine Restriktionsspaltung mit BamHI und Pvul bestitigt.

In Vorbereitung auf die folgende Amplifikation des SUD-Genes mittels PCR wurde das
Plasmid mit der Restriktionsendonuklease Hinll inkubiert. Diese schneidet den Vektor an
der Erkennungssequenz GR’CGYC, welche dreifach im Vektor, jedoch nicht im Insert
vorkommt. Im Folgenden wurde die PCR mit den Primern sen30Xa und anti30Xa
durchgefiihrt. Als optimale Bedingungen erwiesen sich bei 30 PCR-Zyklen eine
Magnesiumsulfat-Konzentration von 4 mM und eine Annealing-Temperatur von 71 °C.
Die Wahl der Primer hatte weiterhin zur Folge, dass nicht das vollstindige SUD-Gen,
sondern ein verkiirztes Gen vervielfaltigt wurde. Da das von dieser DNA-Sequenz kodierte
Protein gegeniiber dem urspriinglichen SUD-Protein um 43 Aminosduren verkiirzt ist

(Aminoséduren 1207-1544 von ORF1), wurde es mit SUDA1-43 bezeichnet.

AnschlieBend erfolgte die Ligation des PCR-Produktes in den Vektor pQE30Xa (Abb. 9).
Der Vektor wurde dazu zundchst mit Ecol471 geschnitten und nach der
Dephosphoryllierung und Phenolextraktion mit Ethanol gefdllt. Das Ligationsprodukt
wurde als pSUDA1-43 bezeichnet und zur Vervielfiltigung in Nova Blue Sngles
Competent Cells transformiert.

Im Anschluss an die folgende Plasmidisolierung wurde eine Restriktionsspaltung des
pSUDAT1-43 mit HindIIl und Sacl durchgefiihrt. Dadurch konnte bestitigt werden, dass
zwei der zwolf hergestellten Klone (#8 und #10) das Insert in der richtigen Orientierung
enthielten (Abb. 10). Die Sequenzanalyse ergab in Ubereinstimmung hiermit, dass beide
Klone die erwartete Sequenz enthielten, wobei Klon 10 jedoch nicht vollstindig
sequenziert werden konnte. Die Sequenzierung erfolgte dabei durch die Firma MWG

Biotech Ebersberg.
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Abb. 9: Vektorkarte und ,,multicloning site“ des Plasmids pQE30Xa.

Zur Klonierung wurde der Vektor mit der Restriktionsendonuklease Ecol471 (entspricht Stul) geschnitten,
dessen Schnittstelle sich innerhalb der Multiple Cloning Ste (MCS) befindet. Die Faktor Xa-
Erkennungssequenz ermdoglicht eine Abtrennung des His-Tags vom SUD-Protein. Weiterhin enthélt der
Vektor eine Kodierungssequenz fiir P-Lactamase, welche ein selektives Wachstum von pQE30Xa

enthaltenden Bakterien ermoglicht.

Abb. 10: Restriktionsspaltung von pSUDA1-43 durch HindIII.
Die bei korrekter Orientierung des Inserts im Vektor zu erwartenden Schnittprodukte (3545 und 981 bp)
waren nur fiir die Klone 8 und 10 nachweisbar. Diese wurden somit fiir die Testexpressionen eingesetzt.

Agarose-Gelelektrophorese (0,8% Agarose), ca. 100 ng/ul DNA pro Bande (geschitzt nach Intensitit)
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Beide Klone wurden zur Expression in M15(pREP4)-Zellen transformiert. Durch die
zunichst durchgefiihrten Testexpressionen konnten als ideale Expressionsbedingungen
eine IPTG-Konzentration von 2 mM und 3 h Expressionszeit ermittelt werden. Weiterhin
zeigte die Analyse durch SDS-PAGE nach Laemmli und einen Western-Blot mit Anti-His-
Tag-Antikorpern, dass das gewiinschte Protein (SUDA1-43) exprimiert wurde (Abb. 11).

Abb. 11: Westernblot.
Westernblot verschiedener SUDA1-43 Klone

Klon 8.2
Klon 8.3
Klon 8.4

Klon 8.1
Klon 10.1
Klon 10.2
pQE30Xa

mit Anti-His-Tag-Antikdrpern. Es zeigte
B sich, dass Klon 8 das SUD-Protein mit der

66 kD

erwarteten Grofle von 39 kD exprimiert.
s  Zur Kontrolle wurde eine Expression mit
s dem pQE30Xa-Vektor ohne Insert
durchgefiihrt (Bahn ,,pQE30Xa‘*). Ebenso
/ "*¥ wie bei Klon 10 wurde hier kein SUD-Protein

nachgewiesen.

Im Anschluss an die folgenden Expressionen groflerer Proteinmengen wurden
verschiedene  Chromatographieverfahren zur Aufreinigung der Proteinldsungen
durchgefiihrt. Der erste  Reinigungsschritt  bestand dabei stets in  der
Affinititschromatographie mit einer Nickel-NTA-Sdule, woran zundchst eine
Ionenaustauschersdule (MonoQ) angeschlossen wurde. In spéteren Préparationen erfolgte
als zweiter Schritt die Entsalzung der Probe auf einer HiTrap™Desalting-Séule, worauthin
sich jedoch ein weiler Niederschlag in den proteinhaltigen Fraktionen bildete. Es gelang,
das Protein in NaCl-Konzentrationen von 0,5 bzw. 1 M wieder zu 16sen. Dies zeigt, dass
SUDA1-43 in salzfreien Losungen ausfillt.

Mit der anschlieBend durchgefiihrten Gelfiltration (Superdex™200) konnte das
Molekulargewicht des erhaltenen Proteins mit 45 kD bestimmt werden. Da dies im Bereich
des tatsdchlichen Molekulargewichts von 39,9868 kD liegt, kann angenommen werden,
dass SUDA1-43 als Monomer vorliegt, wohingegen das unverkiirzte SUD-Protein
Oligomere bildete (Abb. 13).

Durch die gewéhlten aufeinander folgenden Chromatographieschritte konnte ein sehr guter

Reinheitsgrad der SUD-Losungen erreicht werden (Abb. 12).

-35-



Kapitel III — Ergebnisse

1000

kDa

100

45 kDa

10

Abb. 12: SUDA1-43-Fraktionen

kD

nach Aufreinigung durch

- 116 verschiedene chromatographische

Verfahren.

66 Das Gel zeigt die proteinhaltigen

—Apo Ferritin

o

22

24

26 28 30 32 34
Fraktions Nr.

-36 -

36

¥25

Fraktionen nach der Gelfiltration mit
45 einer Superdex™200-Siule. Zuvor

erfolgte bereits die Aufreinigung
35 mittels  Affinitétschromatographie
(Ni-NTA-Sédule) und die Entsalzung
durch eine HiTrap™-Desalting-
Saule.
Die Ansétze wurden durch SDS-
PAGE nach Laemmli (10%
Acrylamid) analysiert, pro Bande
wurden je 5 pl aus den Fraktionen

aufgetragen.

Abb. 13: Eichkurve nach Gelfiltration
von SUDA1-43.

Der Eichlauf wurde mit 1,25 mg Apoferritin
(443 kD), 1,25 mg ADH (150 kD) und 1 mg
Cytochrom C (12 kD) durchgefiihrt. Fiir das
SUD-Protein (Fraktionen 30 — 32) ergibt
sich aus der Kurve ein Molekulargewicht

von ca. 45 kD.
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I11.2 Charakterisierung von SUDA1-43

II1.2.1 Aktivititstests

Autoproteolyse und Substratabbau

Die Inkubation des SUD-Proteins bei 37 °C iiber 24 h zeigte, dass das verkiirzte SUD
ebenso wie die volllingen-Form eine hohe Autoproteolyseaktivitit aufweist. In
Abhingigkeit von der jeweiligen Préparation war nach 6-24 h Inkubation bei 37 °C kein

SUDA1-43 mehr in den Ansétzen nachweisbar bzw. zeigte sich eine deutliche Abnahme
des SUD-Proteins (Abb. 14).

SUD + R-Casein SUD ohne Zusatz
Oh 1h 2h 4h 6h 24dh M Oh 1h 2h 4h 6h 24h
kD

116
=y

45
@

35 '
=3
D D e amy = s

Abb. 14: Autoproteolyse von SUDA1-43.

Vergleich der Autoproteolyse von SUDA1-43 (39 kD) mit und ohne Zusatz von 0,15 mg/ml B-Casein. Ohne
Zusatz ist bereits nach 6 h keine SUDA1-43-Bande mehr sichtbar. Durch B-Casein wird das SUD-Protein
stabilisiert und des Weiteren ist nach 24 h ein Abbauprodukt des f-Caseins zu erkennen (rote Pfeilspitze).
Die Inkubation erfolgte in 25 mM Tris (HCI) bei 37 °C, pH 7,5, 0,15 mg/ml B-Casein, 0,4 mg/ml SUDA1-43.
Die Ansidtze wurden durch SDS-PAGE nach Laemmli (10% Acrylamid) analysiert. Bei den mit ,,**

gekennzeichneten Banden handelt es sich um eine Kontamination aus dem Probenpuffer der SDS-PAGE.

Es gelang, das SUD-Protein durch Zugabe des vermuteten Substrats B-Casein zu
stabilisieren, und einen Abbau des [-Caseins durch SUDAI1-43 reproduzierbar
nachzuweisen. Dieser zeigte sich in einer deutlichen Abnahme der -Casein-Bande und

dem Auftreten von Abbauprodukten des f-Caseins im Laufe der Inkubation (Abb. 14 und
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15). Diese Versuchsreihen zeigen folglich eine deutliche Proteaseaktivitit des SUD-
Proteins.

Eine entsprechende Beobachtung konnte in geringem Umfang noch fiir das x—Casein
gemacht werden, wohingegen nach Inkubation von SUDA1-43 mit Insulin-Zink-Komplex,
Aprotinin und der oxidierten B-Kette des Insulins weder eine Abnahme der Substrat-

konzentration noch ein Auftreten von Abbaubanden gezeigt werden konnte (Abb. 16).

Abb. 15: Abbau von
1 2 3 4 5 6

Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Oh 24h Marker

= kD  Ansatz 1: SUDA1-43
: . ' .45
P ————— — e -y Ansatz 2: SUDA1-43 + Ca*"
. T . -— -
‘— - 28 Ansatz 3: SUDA1-43 +

p-Casein.

B-Casein
Ansatz 4: SUDA1-43 +
B-Casein + Ca*"

Ansatz 5: B-Casein

w144

Ansatz 6: p-Casein + Ca"

Dieser Versuch zeigt deutlich das Auftreten von Abbauprodukten des f-Caseins bei Inkubation mit
SUDA1-43 (Ansatz 3 und 4) gegeniiber den nur B-Casein bzw. nur SUDA1-43 enthaltenden Ansétzen (1, 2, 5
und 6). Durch die Zugabe von Calciumionen wird ein vermehrter Abbau bewirkt (Ansatz 4, Pfeil). Die
Inkubation erfolgte in 25 mM Tris (H,SO4) bei 37 °C und pH 7,5, 200 mM NaCl, 0,27 mg/ml B-Casein,

1 mM CaCl,, 0,23 mg/ml SUDA1-43. Die Ansétze wurden durch SDS-PAGE nach Schégger und v. Jagow
(18% Acrylamid, 6% Bisacrylamid) analysiert.

3 2 3 M Abb. 16: Inkubation von SUDA1-43 mit Insulin
0h 19h Oh 19h Oh 19h —=kD
[S— - e 5

— Ansatz 1: SUDA1-43

w25 Ansatz 2: Insulin (oxidierte B-Kette)

oy | Ansatz 3: SUDA1-43 + Insulin (oxidierte B-Kette)

—
Der Versuch zeigt nach 19 h keinen nachweisbaren
Abbau von Insulin durch SUDA1-43. Dieses wird

— D somit von SUDA1-43 nicht gespalten. Die Inkubation

erfolgte in 25 mM Tris (HCI) bei 37°C und pH 7,5,
200 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 0,625 mg/ml Insulin
(oxidierte B-Kette), 0,23 mg/ml SUDA1-43. Die
Ansitze wurden durch SDS- PAGE nach Schiagger
und v. Jagow (18% Acrylamid, 6% Bisacrylamid)

analysiert.
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Effekt von Proteaseinhibitoren

Die Proteaseinhibitoren Jodacetamid, Pefabloc, Pefabloc-Plus und CIC wirkten sich nicht
nachweisbar auf die Aktivitit von SUDA1-43 aus. Lediglich mit PMSF konnte eine hohere
Stabilitdit des SUD-Proteins nach 4 h nachgewiesen werden (Abb. 17). Ein

Zustandekommen dieses Effektes durch Ethanol konnte ausgeschlossen werden.

ohne Zusatz 1mM PMSF Abb. 17: Effekt von PMSF auf die
Oh 4h 24h Oh M 4h 24h
kD Autoproteolyse von SUDA1-43.
116 Durch Zusatz von 1 mM PMSF konnte in diesem
C——
- Versuch eine Stabilisierung von SUDA1-43
— _ : erreicht werden. Wahrend ohne Zusatz nach 4 h
nur noch eine sehr schwache Proteinbande
45 L ..
" o o erkennbar ist, ist nach derselben Zeit mit PMSF
35 kaum eine Abnahme von SUDA1-43 sichtbar.
o Die Inkubation erfolgte in 25 mM Tris (HCI) bei
25 37 °C und pH 7,5, ca. 0,4 mg/ml SUDAI1-43
s

(geschétzt nach Bandenintensitét).
Die Ansétze wurden durch SDS-PAGE nach
Laemmli (10% Acrylamid) analysiert.

Effekt von lonen als Aktivatoren

Ein aktivierender Effekt durch Zugabe verschiedener lonen zeigte sich an deutlichsten bei
Ca®" sowie weniger deutlich bei Co®’, was mit den am unverkiirzten SUD-Protein
gemachten Beobachtungen iibereinstimmt. Die Zugabe dieser Aktivatoren zum
Inkubationsansatz bewirkte einen deutlich beschleunigten Abbau des p-Caseins im
Vergleich zum Leeransatz (Abb. 15). Dahingegen scheinen Phosphat- und Sulfationen
keinen Effekt auf SUDA1-43 zu besitzen.

Einfluss von pH-Wert und NaCl-Konzentration

Die Proteaseaktivitit des SUD-Proteins konnte iiber den gesamten untersuchten pH-
Bereich (pH 5,5-8,5) nachgewiesen werden. Es zeigte sich weiterhin, dass bei hohen pH-
Werten (pH 8,5 und 7,5) eine geringere Autoproteolyseaktivitdt und ein vermehrter Abbau
des B-Caseins vorhanden waren, als bei niedrigeren Werten (pH 6,5 und 5,5). SUDA1-43
kann folglich durch hohere pH-Werte stabilisiert werden (Abb. 18).
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pH8,5 pH75 pHB,5 pH55 Abb. 18: Aktivitit von
M Oh 4h 24h Oh 4h 24h Oh 4h 24h Oh 4h 24h SUDA1-43 bei

kD
verschiedenen pH-Werten.

L —
66,2 « a) Das obere Gel zeigt die
in abnehmende Stabilitdt von

W O W aw e WD S WS % SUDAI1-43 bei
abnehmendem pH-Wert.
25 .- Nach 24 h Inkubation ist die
Autoproteolyse des SUD-
Proteins bei pH 5,5 deutlich

14,4
= fortgeschrittener als bei pH
8,5.
b) Dieser Versuch zeigt den
pH 8,5 pH7,5 pHB,5 pHS5,5
Oh 4h 24h Oh 4h 24h M Oh 4h 24h 0Oh 4h 24h vermehrten  Substratabbau
kD bei hoheren pH-Werten,
Hors welcher sich im Auftreten
;:'2 von Abbaubanden des f-

Caseins (Pfeile) dufert.

---------—-- —
35

o Die Inkubation erfolgte in 25
----"’"25———---"‘ mM Tris (HCI) bzw. 25 mM
s MES bei 37 °C, 200 mM
‘ ‘13.4 ‘ ‘ NaCl, 0,27 mg/ml B-Casein,

-—

0,462 mg/ml SUDA1-43 in
a)und 0,231 mg/ml SUDA1-
43 in b). Die Ansitze wurden
durch SDS-PAGE nach
Laemmli (12% Acrylamid)

analysiert.

Die verschiedenen getesteten Salzkonzentrationen von 50-200 mM zeigten einen
vermehrten Substratabbau bei hohen Salzkonzentrationen, wohingegen niedrige

Salzkonzentrationen eine Stabilisierung des SUDA1-43 bewirkten (Abb. 19).
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50mM 100mM 200mM NadCl M -

Oh 4h 24h Oh 4h  24h Oh 4h 24h
— 116
/66,2
~ -
o 5

st
& p A

Abb. 19: Effekt verschiedener NaCl-Konzentrationen auf die Aktivitiit von SUDA1-43.

Nach 24 h zeigt sich bei Inkubation mit 200 mM NaCl ein deutlich vermehrter Substratabbau (Pfeile) im
Vergleich zu den niedrigen Salzkonzentrationen.

Die Inkubation erfolgte in 25 mM Tris (H,SO,4) bei 37 °C und pH 7,5, 0,2 mg/ml B-Casein, ca. 0,2 mg/ml
SUDA1-43 (geschétzt nach Bandenintensitit), 4 mM PMSF. Die Ansédtze wurden durch SDS-PAGE nach
Laemmli (10% Acrylamid) analysiert.

II1.2.2 Nachweis von Proteaseaktivitat mit Resorufin-markiertem Casein

Es zeigte sich nach 24 h keine Extinktionszunahme in den Proben gegeniiber dem
Leerwert, was darauf schlielen ldsst, dass das Resofurin-markierte Casein von SUDA1-43
nicht gespalten wird. Es konnte folglich mit diesem Versuch keine Proteaseaktivitit des

SUD-Proteins nachgewiesen werden.

I11.2.3 Enzymatisch-optische Tests mit chromogenen Substraten

Eine Extinktionszunahme, die durch die Abspaltung der Nitroanilide hervorgerufen werden
sollte, zeigte sich zwar zundchst bei einigen der Substrate, jedoch waren diese Effekte
meist klein (< 40 mOD) und nicht reproduzierbar. Da die Proben weiterhin eine nach ca.

1 h einsetzende Triibung aufwiesen, welche auch durch den Zusatz der Detergenzien DM
und Mega 9 nicht verhindert werden konnte, ist anzunehmen, das die zunichst
beobachteten Effekte auf diesen Artefakten beruhen. Die getesteten Substrate werden
folglich nicht von SUDA1-43 gespalten.
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I11.2.4 Abspaltung des Histidin-Tags durch Faktor Xa

Die Inkubation von SUDA1-43 mit Faktor Xa sollte zur Abspaltung der Histidinreste vom
SUD-Protein und somit zur Entstehung eines Proteins von 37,669 kD fiihren.

Die Analyse auf einem Laemmli-Gel zeigte sowohl bei 4 °C als auch bei 23 °C
Inkubationstemperatur Banden im Bereich des erwarteten Reaktionsproduktes.
Uberraschenderweise trat diese Bande schon in den sofort nach Zugabe des Faktor Xa
gestoppten Ansétzen auf. Nach 24 h Reaktionszeit konnte eine deutliche Abnahme des
SUDA1-43, jedoch auch des entstandenen Reaktionsproduktes beobachtet werden, welches
somit ebenso sehr instabil ist. Die Zugabe von Kobalt- und Phosphationen zum

Reaktionsansatz bewirkte einen beschleunigten Abbau beider SUD-Formen (Abb. 20).

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3
Oh 2h 4h 24h Oh 2h 4h 24h Oh 2h 4h 24h M ,p Abb.20: Abtrennung des

Histidinrestes von SUDA1-

43 mit Faktor Xa.
- 66,2

- 116

e 45

,

||
l
(
l
l
[

W 35 Ansatz 1: SUDA1-43 + FXa
Ansatz 2: wie 1. + Co*"

W25 Anpsatz 3: wie 1. + PO,

184
Der Versuch zeigt das Auftreten des Reaktionsproduktes (SUDA1-43 ohne His-Tag, roter Pfeil) sofort nach
Zugabe von Faktor Xa. Beide SUD-Formen sind tiber 24 h instabil. Dieser Effekt wurde durch Zusatz von
Kobalt- und Phosphationen verstéirkt. Bei den mit ,,** gekennzeichneten Banden handelt es sich um weitere
Spaltprodukte von Faktor Xa. Die Inkubation erfolgte in 25 mM Tris (HCI) bei 23 °C und pH 7.5, 0,1 M
NaCl, 2 mM CaCl,, 0,25 mM CoSOy4, 5 mM NaH,PO,, 19 pg/ml Faktor Xa, 154 pg/ml SUDA1-43. Die
Ansitze wurden durch SDS-PAGE nach Laemmli (12% Acrylamid) analysiert.
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IV. Diskussion

IV.1 Expression und Reinigung von SUDA1-43

Die SUD-Domine ist eine ausschlieBlich im Polyprotein des SARS-CoV vorkommende
Sequenz, deren Bedeutung fiir dessen Replikation und Pathogenitit bis heute unklar ist
(Snijder et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit gelang es, eine um 43 Aminosduren verkiirzte Form dieser
Doméne zu in E. coli herzustellen und aufzureinigen. Der fiir die Aufreinigung mittels
Affinitdtschromatographie erforderliche N-terminale Histiding-Tag konnte im Anschluss
erfolgreich durch die Faktor-Xa-Protease abgespalten werden. Das SUD-Protein war dabei
jedoch nur unmittelbar nach Reaktionsbeginn nachweisbar und wies eine hohe Instabilitit
auf, so dass angenommen werden muss, dass die Autoproteolyse des SUD-Proteins durch
die Abspaltung des His-Tags beschleunigt wird, oder dass das SUD-Protein durch den
Faktor Xa unspezifisch gespalten wird. Die Erzeugung eines stabilen SUD-Proteins ohne
artifizielle Sequenzanteile fiir weitere Analysen ist daher mit dieser Methode nicht

erreichbar.

IV.2 Charakterisierung von SUDA1-43

Die Funktion und Eigenschaften des SUD-Proteins sind derzeit unbekannt.

Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Aktivitétstests konnte gezeigt werden,
dass das SUD-Protein Proteaseaktivitit aufweist. Dies gelang am deutlichsten mit dem
Substrat B-Casein, welches reproduzierbar von SUDA1-43 gespalten wurde und zeigte sich
auBerdem in der hohen Autoproteolyserate des SUD-Proteins.

In weiteren Aktivitdtstests fanden sich keine =zusdtzlichen Hinweise auf eine
Proteaseaktivitit des SUD-Proteins. Dies konnte auf eine sehr enge Substratspezifitit des
SUD-Proteins hindeuten, da zwar das B-Casein gespalten wurde, nicht jedoch andere
Proteine wie Insulin oder Aprotinin.

Eine mogliche Erklarung hierfiir liegt in der Struktur des B-Caseins. Aufgrund des Fehlens
von Cysteinresten und somit auch von Disulfidbriicken im B-Casein ist dieses im Vergleich
zu den anderen getesteten Proteinen leichter zu entfalten. Dieses konnte die Proteolyse des

B-Caseins vereinfachen.
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Da Aprotinin zwar ein Protein, zugleich aber auch ein Inhibitor verschiedener Proteasen
wie z.B. Trypsin, Cathepsin, Plasmin und Kallikrein ist, wére weiterhin eine Inhibition des
SUD-Proteins durch Aprotinin denkbar.

Beim Versuch, die Proteaseaktivitit mit Resufurin-markiertem Casein nachzuweisen,
konnte die Aktivitdit von SUDA1-43 auBlerdem durch den gebundenen Farbstoff gehemmt

worden sein.

Das in dieser Arbeit exprimierte verkiirzte SUD-Protein wies im Vergleich mit dem
unverkiirzten SUD keine verminderte Autoproteolyserate auf. Durch die Variation von pH-
Wert und NaCl-Konzentration konnte die Stabilitdt jedoch beeinflusst werden. Bei pH-
Werten im Bereich von 7-8 (intrazelluldrer pH: ca. 7,1) verringerte sich dabei die
Autoproteolyserate und die Proteaseaktivitit nahm zu, wohingegen bei niedrigen pH-
Werten die Enzymaktivitdt abnahm. SUD verhilt sich also in dieser Hinsicht wie eine
typische Protease mit einem definierten pH-Optimum. Die verstirkte Autoproteolyse bei
niedrigen pH-Werten ist z.B. durch eine Destabilisierung des Enzyms erklérbar.

Auch die Beeinflussbarkeit der Aktivitdt durch Metallionen als Co-Faktoren stellt eine
typische Eigenschaft von Proteasen dar. Fiir das SUD-Protein konnte dies vor allem mit

Calciumionen gezeigt werden.

Die Serin- und Cystein-Proteaseinhibitoren Pefabloc, PMSF, CIC und Jodacetamid
scheinen die Aktivitdt des SUD-Proteins nicht oder nur geringfiigig zu beeinflussen. Ein
Vorhandensein von Serin und Cystein im Aktiven Zentrum des SUD-Proteins ist diesen
Ergebnissen nach unwahrscheinlich.

Die Beobachtung, dass SUDA1-43 in salzfreier Losung ausfillt, konnte darauf hinweisen,
dass das SUD-Protein in vivo nicht frei im Zytosol vorliegt, sondern an Membranen

assoziiert ist.

Wihrend der Anfertigung dieser Arbeit wurde eine massenspektroskopische Analyse des
volllangen-SUD-Proteins durchgefiihrt. An der vermuteten ersten Autolysestelle im N-
terminalen Teil des SUD-Proteins fiel dabei ein vermehrtes Vorkommen von Lysinresten
auf. Dies deutete darauf hin, dass die Schnittstelle des SUD-Proteins Lysin an Position P1
enthalten konnte. Diese Annahme konnte jedoch in Versuchen mit chromogenen
Substraten, welche jeweils Lysin an der Position P1 enthielten, nicht bestitigt werden. Da

eine Proteolyse dieser Substrate nicht nachgewiesen werden konnte, erscheint das
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Vorkommen von Lysin an der Position P1 der SUD-Schnittstelle fraglich. Moglicherweise
erkennt SUD aber auch eine komplexere Sequenz, so dass die Aminosduren an weiteren
Positionen (P2, P3) essentiell sein konnten. Im Extremfall konnten die Ergebnisse der
Aktivitatstests ~ sogar  darauf  hinweisen, dass die  Interpretation  der
massenspektroskopischen Analyse falsch ist, und die Autoproteolysestelle nicht wie
vermutet im lysinreichen N-terminalen, sondern im C-terminalen Teil des SUD-Proteins
liegt. Allerdings muss in Betracht gezogen werden, dass das Nitroanilid, welches jeweils

an P’ vorlag, die Aktivitit negativ beeinflusst haben konnte.

Den vorliegenden Ergebnissen nach konnte das SUD-Protein eine dritte, neuartige Protease
des SARS-CoV darstellen, welche an der Prozessierung des Replikase-Polyproteins im
Replikationszyklus des SARS-CoV beteiligt wire. Da dem SARS-CoV im Vergleich zu
den meisten anderen Coronaviren eine Protease (PL1P™ ) fehlt, wire denkbar, dass das
SUD-Protein die Funktion der fehlenden PL1"™ ersetzt. Allerdings weist die SUD-Doméne
keinerlei Homologien zur PL1 P oder einer anderen bekannten Protease auf. Da PL1 P
und PL2 P iiberlappende Schnittstellen im Polyprotein besitzen (meist mit Gly an P1

P die Funktion

und/oder P1’), wird zum jetzigen Zeitpunkt davon ausgegangen, dass PL2
von PL1 ™ weitestgehend mit {ibernimmt und das Replikasepolyprotein an 3 Stellen
schneidet (Snijder et al., 2003). Ziebuhr et al. zeigten allerdings auch, dass die Aktivitét
der PL"™”s des Human Coronavirus 229E und des Mouse Hepatitis Virus von der
Anwesenheit der jeweils anderen Domine abhéngig ist. So wurde in vitro die Effizienz der
PL2 P durch PL1 P deutlich erhoht, und deren Fehlen wiirde somit einen erheblichen
Nachteil fiir das SARS-CoV bedeuten. Eine Funktion des SUD-Proteins kénnte darin
liegen, diesen Effizienzverlust auszugleichen. Da die Aktivitit der PL1P® des Human
Coronavirus 229E gering ist und durch die Anwesenheit von PL2 " gehemmt wird
(Ziehbur et al., 2001), besteht auch die Mdglichkeit, dass SUD eine ausschlieBlich
regulatorische Funktion ausiibt und der in vitro beobachteten Proteaseaktivitit keine
Bedeutung fiir die in vivo Prozessierung des SARS-CoV Polyproteins zukommt.

Eine weitere Moglichkeit ist, dass das SUD-Protein ein bisher noch nicht identifiziertes
Substrat in der Wirtszelle spaltet und so die Vermehrung des Virus oder dessen

Verbreitung im Gewebe unterstiitzt.
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IV.3 Ausblick

Da die SUD-Doméne ausschlieBlich im Genom des SARS-CoV vorkommt, wird
angenommen, dass sie neben anderen einzigartigen Merkmalen an der erhdhten
Pathogenitit des SARS-CoV im Vergleich zu anderen humanpathogenen Coronaviren
beteiligt sein konnte. Daher stellt das SUD-Protein einen attraktiven Ansatzpunkt fiir die
Entwicklung von Anti-SARS-Medikamenten dar. Vorraussetzung dafiir ist eine genaue
Analyse der Struktur und Funktion des SUD-Proteins durch Kristallisation und
anschlieBende Rontgen-Strukturanalyse. Dieses wird jedoch zurzeit noch durch die
erhebliche Instabilitit des SUD-Proteins erschwert. Weiterhin konnte die
Charakterisierung der Proteaseaktivitit des SUD-Proteins Hinweise auf mogliche Substrate
und somit die Funktion von SUD bei der Replikation des SARS-Coronavirus ergeben.
Durch Co-Kristallisation und Bindungsstudien von SUD mit PL2 " und anderen Doménen
des SARS-CoV Polyproteins lieBen sich mogliche regulatorische Effekte von SUD

untersuchen.
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V. Zusammenfassung

Das SARS-assoziierte Coronavirus (SARS-CoV) ist der Erreger des im November 2002
erstmalig registrierten Severe Acute Respiratory Syndromes, an welchem bis zum Juli 2004
weltweit 8096 Menschen erkrankten. Da das SARS-CoV im Vergleich zu den bisher
bekannten Coronaviren einige genomische Besonderheiten aufweist, wurde es der tiefsten
Verzweigung der Gruppe 2 der Coronaviren zugeordnet. Unter anderem findet sich im
SARS-CoV-Genom eine 375 Aminosduren groBe Domine, welche, da sie bei keinem
anderen Coronavirus vorkommt, als SARS Unique Domaine (SUD) bezeichnet wurde
(Snijder et al., 2003). Die Funktion des entsprechenden Proteins und seine Bedeutung fiir
die hohe Pathogenitit des SARS-CoV sind bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht bekannt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang es, eine um 43 Aminosduren verkiirzte Form
des SUD-Proteins (SUDA1-43) rekombinant herzustellen und chromatographisch zu
reinigen. Durch die verschiedenen durchgefiihrten Aktivitétstest konnte gezeigt werden,
dass SUDA1-43 einer raschen Autoproteolyse unterliegt und B-Casein reproduzierbar
abbaut. Diese proteolytische Aktivitit konnte durch Metallionen (v.a. Ca®"), sowie die
Verdnderung von pH-Wert und NaCl-Konzentration beeinflusst werden. Weiterhin zeigte
sich eine schwache Beeinflussbarkeit durch den Serin-Proteaseinhibitor PMSF. Da in
weiteren Assays keine Proteaseaktivitit des SUD-Proteins nachweisbar war, muss von
einer engen Substratspezifitit ausgegangen werden.

Die beschriebenen Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass das SUD-Protein eine dritte,
neuartige Protease des SARS-CoV darstellt. Es konnte somit an der Prozessierung des im
Replikationszyklus gebildeten Polyproteins beteiligt sein, oder ein bisher noch nicht
identifiziertes Substrat in der Wirtszelle spalten.

Die weitere Analyse der proteolytischen Aktivitit des SUD-Proteins konnte zum besseren
Verstdndnis der Replikation und der Pathogenitit des SARS-CoV beitragen. Weiterhin
stellt das SUD-Protein einen attraktiven Ansatzpunkt fiir die Entwicklung von
hochspezifischen Anti-SARS-Medikamenten dar, die bei einem erneuten Ausbruch eine

wirksame Behandlung der Erkrankung ermoOglichen wiirden.
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Eigene Veroffentlichungen

Teile der Ergebnisse dieser Arbeit wurden bereits im Rahmen der ,International
Conference on SARS— one year after the first outbreak” (8. — 11.05.04, Liibeck) als Poster

verdffentlicht. Ein Abstract ist nachfolgend wiedergegeben.

Evidence for protease activity of the SARS Unique Domain (SUD)

Stefanie Tech, Christian L. Schmidt, Doris Mutschall, Silke Schmidtke, Ralf Moll, John
Ziebuhr§), Parvesh Wadhwani#), Anne S. Ulrich#), and Rolf Hilgenfeld

Institute of Biochemistry, University of Liibeck, Liibeck, Germany.
Y Institute of Virology and Immunology, University of Wiirzburg, Wiirzburg, Germany.

" Institute for Organic Chemistry, University Karlsruhe, Karlsruhe, Germany.

The analysis of the genome of the SARS coronavirus revealed a unique sequence element,
the so-called SARS unique domain (SUD, Snijder et al. 2003). Despite extensive database
searches, no significant similarities, or conserved sequence motives were detectable. To
elucidate the function of this part of the polyprotein, we constructed clones for the
expression of residues 1166 to 1544 (full length version) and 1207 to 1544 (A1-43
version), fused to N- or C- terminal histidine tags in E. coli. The recombinant proteins were

purified by metal affinity- and ion exchange- chromatography.

Size exclusion chromatography revealed the presence of two oligomeric states of the full-
length SUD protein: A form with a native molecular mass of 120 kD, representing a dimer

or a trimer, and a form with a mass of 250 kD, potentially being a pentamer or hexamer.

Both forms of SUD are fairly unstable and subject to rapid proteolysis. The full-length
form reproducibly formed detectable intermediates, hinting at a function as a processing
protease. This putative autoproteolytic activity was influenced by several components as
demonstrated in Figure 1 and showed a weak sensitivity to serine protease inhibitors such
as Pefablock. Both forms of the recombinant SUD proteins showed anomalies in the UV /

Vis spectrum suggesting the presence of a cofactor. In the case of the A1-43 protein, the
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apo- and holo-forms could be separated, enabling us to calculate the absorbance spectrum

of the co-factor (figure 2).

In summary, there is substantial evidence for a function of the SUD protein as a third,

novel protease of the SARS coronavirus.

' Storage at- 20 °C
5 mM Pefablock
0.1 % SDS
0.25 mM NiZ+
0.25 mM Co?*
0.25 mM Zn2+

!
([}
[}
(] 0.25 mM Mn2+
|
!
Il‘l

Absorbance

5 4 Marker
0.25 mM Ca?*
5mM P;
100 mM NaySOy » ‘ ‘ ‘

300 mM NaCl Wave lenght [nm]

Figure 1: Influence of different compounds on the Figure 2: UV / Vis spectrum of the SUD co-factor
autoproteolytic activity of the SUD protein. The as calculated from the spectra of the apo- and holo-
protein was incubated for 36 hours at 20° C in 25 mM enzyme.

Tris / H,SO4 with the indicated additions.

Snijder et al. (2003) IMB, 331, 991 — 1004.
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VII. Anhang

VII.1 Puffer

Elektrophoresepuffer fiir SDS-PAGE nach Laemmli pro 11:

3 g Tris } pHS,3
14,4 g Glycin

1 g SDS

Elektrophoresepuffer fiir SDS-PAGE nach Schigger und v. Jagow

Anodenpuffer:

Kathodenpuffer:

Gelbeladepuffer

(Agarose-Gelelektrophorese)

PCR-Puffer (Roche)

Probenpufter fiir SDS-PAGE (3x konz.):

TAE

0,2 M Tris pH 8,9 (HCI)

0,1 M Tris } pH 825
0,1 M Tricin
0,1% SDS

0,25% Bromphenolblau

15% Ficoll (Typ 400, Pharmacia) in H,O

100 mM Tris (HCI), pH 8,85 (20 °C)
250 mM KCl

50 mM (NH,),SO4

20 mM MgSO,

0,5 ml H,O dest.

1,5 ml Tris 0,5 M pH 6,8

2,4 ml Glycerin 100%

2,4 ml SDS 10%

0,6 ml B-Mercaptoethanol

0,6 ml 0,27% Bromphenolblau in Ethanol

40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA
pH 8,5
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TBS (Tris buffered saline): 10 mM Tris pH 7,4 (HCI)
140 mM NaCl
0,05% Azid
TBS/Triton: 0,5% Triton X-100 in TBS
TE I mM EDTA
10 mM Tris (HCI)
pH 7,5
TNM: 0,1 M Tris pH 9,5 (HCI),
0,1 M Na(Cl,
50 mM MgCl,
Transferpuffer fiir Western Blot: 10 mM CAPS,

10% Methanol p.a., pH 11 (NaOH)

VII.2 Losungen und Firbelosungen

BCIP-Losung 50 mg/ml in DMF (-20 °C)

Coomassie Brilliant Blue R-Farbelosung  0,1% Coomassie Brilliant Blue R

40% Methanol

10% Essigsédure

Entfarber 40% Methanol
10% Essigsédure
Farbreagenz Fir AK-Detektion NBT 1:1000 und

BCIP 1:1000 in TBS

NBT-Lésung 75 mg/ml in 70% DMF (-20 °C)
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NCS-Losung

Poncaeu-S-Losung

VI1.3 Medien

LB-Agarplatten pro 0,5 1

LB-Medium pro 0,5 I:

modifiziertes M9-Medium

(“a Hefe) pro 11:

10 x M9 Salts pro 11:

5% in TBS

0,2% Ponceau S

3% Trichloressigsédure

5 g Trypton
2,5 g Hefeextrakt }pH 7,0
5 g NaCl
7,5 g Agar
ad 500 ml mit H,O dest.

5 g Trypton
2,5 g Hefeextrakt } pH 7,0
5 g NaCl
ad 500 ml mit H,O dest.

100 ml 10x M9 Salts
1 ml MgSO4 (1 M)
1 ml CaCl, (0,1 M)
I ml Thiamin (1 M)
10 ml 20% Glucose
1 ml Prolin (20 ng/ml)
12,5 ml Hefeextrakt
ad 1 1 mit H,O dest.

60 g Na,HPO,4
30 g KH,PO4 y pH 7.4
10 g NH4Cl
5 g NaCl
ad 1 1 mit H,O dest.
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YT-Medium pro 11:

9 g Trypton
5 g Hefeextrakt } pH7,5
5 g NaCl

ad 1 1 mit H,O dest.

VI1.4 Gerite, Chemikalien, Sidulen, Proteine, Enzyme, Kits und Primer

Geriite Firmen
Agarosegelkammern verschiedene Hersteller und Eigenbau
Amicon Centrifugal Filter Devices Millipore
Autoklaven Sterico, Vaopclav 500 D, Varioclav
Blotapparatur Hoefer
Chromatograph PerSeptive Biosystems BioCAD Sprint
Eismaschine Scotsman AF 20
Elektrophoresekammern Hoefer
Geltrockner SLAB, Gel Dryer SGD 3545
Heizblock Eppendorf Thermomixer 5436
Inkubatoren Hereaus, Bachofer
Magnetriihrer Heidolph MR 2002
Membranfiltrationszelle Millipore

PCR-Thermocycler
pH-Meter
Photometer

Pipetten
PVDF-Membran
Scanner
Schiittelinkubator
Spannungsversorger
Spektrometer Cary 50
Ultrafiltrationsmembran
Ultraschallstab
Ultrazentrifuge
UV-Transluminator
Vortexer

Waage

Zentrifugen

Biometra T Gradient

Schott, Titrator TR 156

Amersham Ultrospec 3100 pro
Labsystems Finnpipetten, Gilson
Millipore

Epson GT-9600

GFL 3032

Desaga Sesatronic 3000/200, LKB Typ 2197
Varian

Millipore

Branson Sonifier Cell Disruptor B 15
Du Pont Instruments Sorvall RC-5B
Biostep

Heidolph

Sartorius 1265 MP

Biofuge 13, Hereaus, Sigma 3-18K
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Chemikalien Firmen
B-Mercaptoethanol Merck
Acrylamid-Losung Roth
Agar Gerbu
Agarose Serva
BCIP Gerbu
Bromphenolblau Merck
Calciumchlorid (CaCl,) Merck
Carbenicillin Gerbu
Chloroform Merck
dNTP’s Boehringer
Dodecylmaltosid (n-Dodecyl-beta-D- maltopyranosid) Gerbu
EDTA Gerbu
Essigsdure (CH;COOH) Roth
Ethanol Roth
Ethidiumbromid Merck
Glucose Merck
Glycerin Merck
Glycogen Roche
Hefeextrakt Becton, Dickinson & Co.
Imidazol Merck
IPTG Fluka
Kanamycin Gerbu
Kobaltsulfat (CoSOy) Merck
Magnesiumchlorid (MgCl,) Merck
Magnesiumsulfat (MgSQO4) Merck
MassRuler DNA Ladder Mix Fermentas
Mega 9 (n-Nonanoyl-N-methylglucamid) ICN Biochemicals
MES Gerbu
Natriumchlorid(NaCl) Merck
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,;POy) Merck
Natriumhydroxyd (NaOH) J. T. Baker
Natriumsulfat (Na,;SOy4) Merck
Natriumacatat Merck
NBT Gerbu
NCS Seromed
Phenol Merck
Ponceau S Serva
Salzsdure (HCI) Merck
SDS Serva
Thiamin Serva
Trichloressigsdure Roth
Tricin (N-(Tris-(hydroxymethyl)-methyl)-glycin Gerbu
Tris Gerbu
Triton X Serva
Trypton Difco

Alle nicht einzeln genannten Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich bezogen.

-60 -




Kapitel VII — Anhang

Saulen

Firmen

HiTrap™Desalting-Séule
MonoQ

Ni-NTA-Saule
Superdex™-200

Amersham Biosciences
Pharmacia Biotech
Amersham Biosciences
Pharmacia Biotech

Proteine und Enzyme Firmen
BSA Serva
Calf intestine phosphatase 1U/ul Boehringer

(und Dephosphorylase-Puffer)

CIC Roche
Cytochrom C Boehringer
Insulin-Zink-Komplex (26 U/mg) Serva
FaktorXa Biolabs
Glycyl-Glycin Merck
Pefabloc Roche
PefablocPlus Roche
PMSF Roche
Prolin Fluka
Protein Molecular Weight Marker Fermentas
Pwo DNA Polymerase Roche
T4-DNA-Ligase Novagen
Tetra His-Tag-Antikorper Qiagen
Universelles Proteasen-Substrat Roche

Alle nicht einzeln genannten Proteine und Enzyme wurden von Sigma-Aldrich bezogen.

Chromogene Substrate Firmen
1. Glycin p-Nitroanilid Sigma
2. L-Lysin p-Nitroanilid Dihydrobromid Sigma
3. Ac-Lys- p-Nitroanilid-HCI Bachem
4. H-Val-Leu-Lys-- p-Nitroanilid-2HCl Bachem
5. N-p-Tosyl-Gly-Pro-Lys 4-Nitroanilid-
Acetat Salz Sigma
6. 4-Nitrophenyl Acetat Sigma
7. Nitroacetanilid Fluka
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Restriktionsenzyme Firmen
BamHI (und Puffer B) Boehringer
Pvul (und Puffer R+) Boehringer
Eco1471 (und Puffer B+) Fermentas
Sacl (und Puffer A) Boehringer
HindIII (und Puffer B) Boehringer
EcoRV (und Puffer B) Boehringer
Kits Firmen
Perfectly Blunt Cloning Kit Novagen
(enthilt: Nova Blue Singles Competent
Cells
Tuner(DE3)placl
End Conversion Mix
SOC-Medium) Qiagen
Qiaprep Spin Miniprep Kit Fermentas
Transformaid-Kit Qiagen
Plasmid Midi Kit
Primerbezeichnungen Sequenzen Firmen
Primer sen30Xa AAAATTAAGGCCTGCATTGATGAGG MWG
Primer anti30Xa TTATGTCTTAACCTCCCGCAG MWG

Der Vektor pQE30Xa sowie die M15(prep4)-Zellen wurden von Dr. Deiwick zur

Verfligung gestellt.
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VII.5 Kurzschreibweise der Aminosauren

Trivialname 3- und 1-Buchstabenabkiirzung
Glycin Gy G
Alanin Ala A
Valin Val V
Leucin Leu L
Isoleucin Ile I
Cystein Cys C
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Tyrosin Tyr Y
Tryptophan Tp W
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Asparagin Asn N
Glutamin Gln Q
Aspartat Asp D
Glutamat Glu E
Histidin His H
Lysin Lys K
Arginin Arg R
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VIIL.6 Nukleotid- und Aminosiuresequenz von pSUDA1-43 (Klon 8)

Nukleotidsequenz von pSUDA1-43 (Klon 8) mit kodierendem Bereich und

Aminosduresequenz der SUD-Doméne:

TT TAT TTG CTT TGT GAG CGG ATA ACA ATT ATA ATA GAT TCA ATT GTG AGC GGA TAA

Met Arg Gly Ser His His His
CAA TTT CAC ACA GAA TTC ATT AAA GAG GAG AAA TTA ACT ATG AGA GGA TCG CAT CAC CAT

His His His Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ile Glu Gly Arg Lys Ile Lys Ala Cys Ile
CAC CAT CAC GGA TCT GGC TCT GGA TCT GGT ATC GAG GGA AGG AAA ATT AAG GCC TGC ATT
125 134 143 152 161 170

Asp Glu Val Thr Thr Thr Leu Glu Glu Thr Lys Phe Leu Thr Asn Lys Leu Leu Leu Phe
GAT GAG GTT ACC ACA ACA CTG GAA GAA ACT AAG TTT CTT ACC AAT AAG TTA CTC TTG TTT
185 194 203 212 221 230

Ala Asp Ile Asn Gly Lys Leu Tyr His Asp Ser Gln Asn Met Leu Arg Gly Glu Asp Met
GCT GAT ATC AAT GGT AAG CTT TAC CAT GAT TCT CAG AAC ATG CTT AGA GGT GAA GAT ATG
245 254 263 272 281 290

Ser Phe Leu Glu Lys Asp Ala Pro Tyr Met Val Gly Asp Val Ile Thr Ser Gly Asp Ile
TCT TTC CTT GAG AAG GAT GCA CCT TAC ATG GTA GGT GAT GTT ATC ACT AGT GGT GAT ATC
305 314 323 332 341 350

Thr Cys Val Val Ile Pro Ser Lys Lys Ala Gly Gly Thr Thr Glu Met Leu Ser Arg Ala
ACT TGT GTT GTA ATA CCC TCC AAA AAG GCT GGT GGC ACT ACT GAG ATG CTC TCA AGA GCT
365 374 383 392 401 410

Leu Lys Lys Val Pro Val Asp Glu Tyr Ile Thr Thr Tyr Pro Gly Gln Gly Cys Ala Gly
TTG AAG AAA GTA CCA GTT GAT GAG TAT ATA ACC ACG TAC CCT GGA CAA GGA TGT GCT GGT
425 434 443 452 461 470

Tyr Thr Leu Glu Glu Ala Lys Thr Ala Leu Lys Lys Cys Lys Ser Ala Phe Tyr Val Leu
TAT ACA CTT GAG GAA GCT AAG ACT GCT CTT AAG AAA TGC AAA TCT GCA TTT TAT GTA CTA
485 494 503 512 521 530

Pro Ser Glu Ala Pro Asn Ala Lys Glu Glu Ile Leu Gly Thr Val Ser Trp Asn Leu Arg
CCT TCA GAA GCA CCT AAT GCT AAG GAA GAG ATT CTA GGA ACT GTA TCC TGG AAT TTG AGA
545 554 563 572 581 590

Glu Met Leu Ala His Ala Glu Glu Thr Arg Lys Leu Met Pro Ile Cys Met Asp Val Arg
GAA ATG CTT GCT CAT GCT GAA GAG ACA AGA AAA TTA ATG CCT ATA TGC ATG GAT GTT AGA
605 614 623 632 641 650

Ala Ile Met Ala Thr Ile Gln Arg Lys Tyr Lys Gly Ile Lys Ile Gln Glu Gly Ile Val
GCC ATA ATG GCA ACC ATC CAA CGT AAG TAT AAA GGA ATT AAA ATT CAA GAG GGC ATC GTT
665 674 683 692 701 710

Asp Tyr Gly Val Arg Phe Phe Phe Tyr Thr Ser Lys Glu Pro Val Ala Ser Ile Ile Thr
GAC TAT GGT GTC CGA TTC TTC TTT TAT ACT AGT AAA GAG CCT GTA GCT TCT ATT ATT ACG
725 734 743 752 761 770

Lys Leu Asn Ser Leu Asn Glu Pro Leu Val Thr Met Pro Ile Gly Tyr Val Thr His Gly
AAG CTG AAC TCT CTA AAT GAG CCG CTT GTC ACA ATG CCA ATT GGT TAT GTG ACA CAT GGT
785 794 803 812 821 830

Phe Asn Leu Glu Glu Ala Ala Arg Cys Met Arg Ser Leu Arg Ala Pro Ala Val Val Ser
TTT AAT CTT GAA GAG GCT GCG CGC TGT ATG CGT TCT CTT AGA GCT CCT GCC GTA GTG TCA
845 854 863 872 881 890

Val Ser Ser Pro Asp Ala Val Thr Thr Tyr Asn Gly Tyr Leu Thr Ser Ser Ser Lys Thr
GTA TCA TCA CCA GAT GCT GTT ACT ACA TAT AAT GGA TAC CTC ACT TCG TCA TCA AAG ACA
905 914 923 932 941 950

Ser Glu Glu His Phe Val Glu Thr Val Ser Leu Ala Gly Ser Tyr Arg Asp Trp Ser Tyr
TCT GAG GAG CAC TTT GTA GAA ACA GTT TCT TTG GCT GGC TCT TAC AGA GAT TGG TCC TAT
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965 974 983 992 1001 1010

Ser Gly Gln Arg Thr Glu Leu Gly Val Glu Phe Leu Lys Arg Gly Asp Lys Ile Val Tyr
TCA GGA CAG CGT ACA GAG CTA GGT GTT GAA TTT CTT AAG CGT GGT GAC AAA ATT GTG TAC
1025 1034 1043 1052 1061 1070

His Thr Leu Glu Ser Pro Val Glu Phe His Leu Asp Gly Glu Val Leu Ser Leu Asp Lys
CAC ACT CTG GAG AGC CCC GTC GAG TTT CAT CTT GAC GGT GAG GTT CTT TCA CTT GAC AAA
1085 1094 1103 1112 1121 1130

Leu Lys Ser Leu Leu Ser Leu Arg Glu Val Lys Thr

CTA AAG AGT CTC TTA TCC CTG CGG GAG GTT AAG ACA TAA CCT TGT AAT GGA ACT GGA TCC
1145 1154 1163 1172 1181 1190

GCA TGC GAG CTC GGT ACC CCG GGT CGA CCT GCA GCC AAG CTA A
1205 1214 1223 1232
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