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Einleitung

Das Hepatitis C Virus (HCV) ist ein Humanpathogen, mit dem circa 3% der
Weltbevdlkerung infiziert sind (World Health Organization, WHO). Etwa 70% der
HCV-positiven Patienten entwickeln eine chronische Infektion, die zu Leberzirrhose
und Krebs fuhren kann. Jedes zweite derzeit behandelte Leberkarzinom wird auf
eine HCV-Infektion zurlckgefuhrt. Mit einer Erfolgsquote von 50% ist die aktuelle
Behandlung von HCV durch Ribavirin und Interferon a unspezifisch und nur
unzureichend. Seit kurzem findet aber auch ein vielversprechender Inhibitor
Anwendung, der spezifisch einen essentiellen Schritt im ,Lebenszyklus® des Hepatitis
C Virus unterbindet. Allerdings wirkt dieser HCV-Protease-Inhibitor vorerst nur bei
einer bestimmten Patientengruppe, da 11 unterschiedliche HCV-Genotypen
existieren, die sich wiederum in mehrere Subtypen sowie Stamme aufteilen und
unterschiedlich behandelt werden mussen (WHO). Zudem werden HCV-spezifische
Therapieansatze durch eine hohe Mutationsrate des Virus und einer Selektion von
resistenten Virusvarianten erschwert. Auch eine Impfung existiert bisher nicht. Um
eine effektivere Bekampfung des Virus zu erzielen ist es daher notwendig,

molekulare Details des viralen ,Lebenszyklus® besser zu verstehen.

Die Hepatitis C Viren sind in der Familie Flaviviridae als Genus Hepacivirus
klassifiziert. Das HCV ist ein umhilltes einzelstrangiges RNA-Virus [1]. Durch
Rezeptor-vermittelte Endozytose gelangt das infektiose virale Partikel, bestehend
aus den viralen Proteinen Core, Envelope 1, Envelope 2 und p7, dem RNA-Genom
und zellularen Membranlipiden sowie Lipoproteinen in die Wirtszelle. In einem nicht
naher bekannten Prozess wird das virale Genom, eine 9.6 kb grol3e einzelstrangige
RNA, im Zytoplasma freigesetzt. Das virale Genom besteht aus einem einzelnen
open reading frame (ORF), der von strukturierten 5’- und 3’-Bereichen flankiert wird.
RNA-Strukturen in der 5’-nicht-translatierten Region (NTR) fungieren als internal
ribosome entry site (IRES) fur die =zelluldare Translationsmaschinerie. Am
endoplasmatischen Retikulum (ER) entsteht so ein aus etwa 3000 Aminosauren
bestehendes virales Polyprotein. Durch proteolytische Spaltung mittels zellularer
Signalpeptid-Peptidasen und Signal-Peptidasen reifen aus diesem Polyprotein,

beginnend vom N-Terminus, die viralen Struktur-Proteine Core, Envelope 1,
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Envelope 2 und p7. Durch anschlieliende Autoproteolyse der viralen Metallionen-
abhangigen Cystein-Protease NS2/3 wird der native N-Terminus der viralen
Protease/Helikase NS3 gebildet. Die proteolytische Aktivitat von NS3 prozessiert das
verbleibende virale Polyprotein unter Freisetzung der Nicht-Struktur-Proteine NS3,
NS4A, NS4B, NS5A und NS5B. Uber hydrophobe Regionen sowie Interaktionen sind
virale Proteine an der ER-Membran lokalisiert. An Virus-induzierten Ausstulpungen
des ER, dem so genannten membranous web, bilden sie zusammen mit
Wirtsfaktoren einen Replikationskomplex, dessen Aufgabe die Vermehrung und

Assemblierung des viralen Genoms zu neuen infektiésen Partikeln ist.

indoplasmic
reticulum

5!‘

Membranous
web

Nature Reviews | Microbiology

Abbildung 1: ,Lebenszyklus’ des Hepatitis C Virus [1].

(a) Uber Rezeptorvermittelte Endozytose gelangt das Virus in die Wirtszelle und das virale Genom,
eine einzelstrangige RNA positiver Orientierung, wird im Zytoplasma freigesetzt (b). Uber die IRES
rekrutiert diese virale RNA direkt die zellulare Translationsmaschinerie, ein Polyprotein wird an der
ER-Membran gebildet und in die 10 reifen viralen Proteine prozessiert (c). (d) Durch die Translation
der viralen Proteine bildet sich ein ,membranous web’ am ER. In diesem Kompartiment formieren sich

die viralen Proteine sowie zelluldre Komponenten zu einem Replikationskomplex. Uber ein RNA-



Intermediat ((-)-RNA) wird das virale Genom vervielfaltigt und kann erneut translatiert werden oder (e)

zu Virionen assemblieren, die nach Reifung als infektiose virale Partikel die Wirtszelle verlassen (f).
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Abbildung 2: Das virale Genom und die viralen Proteine [1].

Das virale Genom, eine einzelstrangige RNA von 9.6 kb, bildet sowohl am 5'- als auch am 3’-Ende
komplexe RNA-Sekundar- und Tertiarstrukturen. Uber die internal ribosome entry site (IRES) am 5'-
Ende wird durch die zellulare Translationsmaschinerie ein virales Polyprotein gebildet. Dieses wird
durch zellulare Signalpeptid-Peptidasen und Signal-Peptidasen (offene und geschlossene Rauten),
Autoproteolyse des viralen NS2/3 sowie durch die virale Serin-Protease NS3 in 10 virale Proteine
prozessiert. Die Strukturproteine bilden das Nukleokapsid Core (C), die N-glykosylierten Hullproteine
Envelope 1 (E1) und Envelope 2 (E2) und p7, das durch Oligomerisierung lonenkanéle bildet. Die
Nicht-Struktur-Proteine sind essentiell fir die Replikation der RNA. NS3 besitzt neben der Serin-
Protease-Funktion eine ATP-abhangige 3'—5 Helikase-Aktivitdt. NS4A ist ein Cofaktor und
intermolekularer Membrananker von NS3. NS4B induziert die Ausbildung des ,membranous web’ an
der ER-Membran. Die Funktion von NS5A bei der Replikation ist weitgehend unklar, es soll aber mit
zellularen Abwehrmechanismen interferieren und ist an der Assemblierung viraler Partikel beteiligt.
NS5B katalysiert die RNA-abhangige RNA-Polymerisationsreaktion.

Core, Envelope 1, Envelope 2 und p7 sind die so genannten Strukturproteine und fur
die Vermehrung des viralen Genoms innerhalb der Wirtszelle nicht essentiell [2].
Vielmehr schitzen sie das virale Genom im extrazelluldren Stadium des Virus und
ermdglichen das erfolgreich Eindringen und Einschleusen viraler RNA in die
Wirtszelle. Zwar fehlen (noch) hochaufgeloste Strukturen von Core (19 — 21 kDa) und

auch die Assemblierung zu homogenen Core-Oligomeren in vitro gestaltet sich

-8-



schwierig, doch ist wahrscheinlich, dass Core das virale Nukleokapsid bildet [3-7]. Mit
seiner N-terminalen basischen Domane erfolgt die Bindung von RNA und
(anschlieBende) Oligomerisierung. Uber die hydrophobe C-terminale Domane mit
amphipathischen Helizes erfolgt die Lokalisierung von Core zu den lipid droplets an
der ER-Membran, an denen wahrscheinlich die Assemblierung zu neuen infektidsen
Partikeln stattfindet. Envelope 1 (~ 35 kDa) und Envelope 2 (~ 70 kDa) bilden die
viralen Hullproteine [8-10]. Uber eine hydrophobe Transmembrandomane sind sie in
der ER-Membran verankert. Die Ektodomanen auf der luminalen Seite werden
posttranslational N-glykosyliert und spielen beim Eintritt in eine neue Wirtszelle die
entscheidende Rolle. Uber Interaktionen mit Rezeptoren auf der Zelloberflache (LDL-
Rezeptor, CD81, SR-BI, SR-BIl, CLDN1, GAGs und andere) erfolgt die Endozytose
des viralen Partikels, der Rab5-abhangig zu frihen Endosomen dirigiert wird [11].
Eine Reduktion des pH-Werts fuhrt zu einer Fusion der viralen Hulle mit der
endosomalen Membran, was die Freisetzung des viralen Genoms in das Zytoplasma
zur Folge hat. Ob und welche Funktion das hydrophobe, Doppellipidmembran-
durchspannende HCV-Protein p7 (7 kDa) dabei hat, ist unklar. Es gehort zu der
Familie der Viroporine, bildet durch Oligomerisierung Kationen-selektive
Membrankanale [12, 13] und hat eine wichtige Rolle bei der Reifung und Freisetzung

viraler infektioser Partikel [14-16].

Speziell die Daten bezuglich des Eindringens des Hepatitis C Virus in die Wirtszelle
und die Assemblierung und Freisetzung neuer infektidser Partikel konnten erst seit
der Entdeckung einer besonders aktiven Spezies des Virus' in diesem Umfang
gewonnen werden. Dieses aus einem an akuter chronischer Hepatitis erkrankten
japanischen Patienten isolierte Hepatitis C Virus — Japanese Fulminant Hepatitis 1
(JFH-1) — repliziert in gut detektierbaren Mengen in Zellkultursystemen [17]. Auch
bildet dieser HCV Subtyp JFH-1 des Genotyps 2a in Kultur hepatozellularer
Karzinomzellen neue infektiose Partikel, so dass der gesamte ,Lebenszyklus® des
Hepatitis C Virus ,in vitro’ untersucht werden kann [18]. Bis zu diesem Zeitpunkt
(2005) konzentrierte sich die Erforschung von HCV, abgesehen von Tierversuchen
mit Schimpansen sowie HCV-Pseudo-Partikeln (HCVpp) [19, 20], auf die seit 1999
existierenden ,Replikon’-Systeme [2]. Lohmann et al. entwickelten eine
subgenomische RNA viralen Ursprungs, die nach Transfektion in bestimmte

kultivierte Karzinomzellen in der Lage ist, sich selbststandig in der Wirtszelle zu
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vermehren. Dieses artifizielle Replikon-System ermdglichte zum ersten Mal in
groRem Umfang die Untersuchung sowohl der Translation viraler Nicht-Struktur-
Proteine, als auch der Vervielfaltigung viraler RNA. Die Bildung neuer infektidser
Partikel ist nicht moglich, da die RNA nur flr die viralen Nichtstruktur-Proteine NS3 —
NS5B kodiert. Essentiell flr diese HCV-Replikation sind auch RNA-Strukturen in den
5 und 3’ nicht-translatierten Regionen (NTR) [21-31]. Die 5° NTR mit der HCV-IRES
sorgt fUr die Translation der viralen Proteine NS3 — NS5B [28, 29, 32, 33]. Diese sind
ausreichend fur die Bildung eines Komplexes an der ER-Membran. Durch diesen
Replikationskomplex, bestehend aus den viralen Proteinen NS3, NS4A, NS4B, NS5A
und NS5B sowie diversen Wirtsfaktoren, deren Rolle noch zu erforschen ist, wird die
virale RNA in vivo vervielfaltigt. Zwar werden mehrere Faktoren, zellulare sowie virale
Proteine diskutiert, die an der viralen Replikation beteiligt sind, doch wird die RNA-
Polymerisierung von NS5B, der viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase
katalysiert [34-36].

Die Ausbildung dieses Replikationskomplexes wird durch NS4B induziert. NS4B ist
ein stark hydrophobes integrales Membranprotein (27 kDa) und seine Expression
fuhrt zu massiven Veranderungen der Struktur und Menge von Membranen des
endoplasmatischen Retikulums [37]. Dieses ,membranous’ web gilt als
Replikationsort des Hepatitis C Virus und NS4B damit als scaffold-Protein fir die

Ausbildung und Formierung der etwa 500 kDa umfassenden Vviralen

Replikationskomplexe [38, 39].

Abbildung 5: Mikroskopische Aufnahmen einer mit dem Hepatitis C Replikon transfizierten Zelle [1].
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A) und B) Huh-7 Leberzellen wurden mit dem subgenomischen HCV-Replikon transfiziert (siehe Text).
Rote Pfeile markieren die durch HCV induzierten Membranalterationen (membranous web), an denen
die RNA-Replikation des Virus stattfindet. ER = endoplasmatisches Retikulum; N = Nukleus; M =
Mitochondrium.

Das virale NS5A wird sowohl mit der Replikation viraler RNA [40-42], mit der
Assemblierung zu neuen infektidsen Viruspartikeln [43], als auch mit einer
Beeintrachtigung zellularer Abwehrmechanismen in Verbindung gebracht [44-49]. In
vivo kommt es in zwei distinkten phosphorylierten Zustanden vor [50]. Einer basal
phosphorylierten Form mit 56 kDa und einer hyperphosphorylierten Variante mit
einem apparenten Molekulargewicht von 58 kDa [51]. Sowohl die verantwortliche(n)
zellulare(n) Kinase(n), als auch die Auswirkungen dieser Phosphorylierungen sind
spekulativ [52]. Zudem fehlen strukturelle Daten des gesamten Proteins sowie eine
intrinsische enzymatische Aktivitat. Die Bedeutung von NS5A fur die Replikation des
Hepatitis C Virus ist jedoch unumstritten [53]. N-terminal befindet sich eine flr die
virale  Replikation unabdingbare = amphipathische Helix, die fir eine
Membranlokalisierung sorgt. Der C-Terminus des NS5A-Proteins kann als
Kernlokalisierungssignal fungieren [54]. Der Uberwiegende Teil des NS5A-Proteins
befindet sich in einer intrinsisch ungeordneten Konformation, soll aber RNA-

Bindungseigenschaften besitzen [40].

Das virale Nicht-Strukturprotein 3 (NS3, ~ 70 kDa) hat neben der proteolytischen
Prozessierung des viralen Polyproteins eine Helikasefunktion [55-60]. ATP-abhangig
kann NS3 das Gleichgewicht sowohl inter- als auch intramolekulare Nukleinsaure-
Doppelstrangbereiche hin zur einzelstrangigen Konformation verschieben. Es ist in
der Lage, RNA-Strukturen lokal und temporar von 3’ nach 5 aufzulésen. Denkbar
ware, dass NS3 an der Faltung essentieller viraler RNA-Strukturen, wie der IRES
oder anderen Sekundarstrukturen beteiligt ist [61]. Durch eine aktive Destabilisierung
nicht-nativer Faltungsintermediate konnte die Population nativ gefalteter RNA-
Strukturen erhoht werden. Eine mdogliche Funktion der NS3-Helikase ist auch die
Aufbereitung der RNA-Matrize fur die RNA-abhangige RNA-Polymerisationsreaktion.
Nukleinsauren bilden zum einen Sekundarstrukturen aus, die auf Grund ihres
Doppelstrang-Charakters Barrieren der Polymerisationsreaktion darstellen kdnnten.

Eine Aufldsung solcher Sekundarstrukturen unter Bildung der einzelstrangigen RNA-
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Konformation sollte den Einbau von Nukleotiden komplementar zur RNA-Matrize
erleichtern. In der Tat gibt es Studien die belegen, dass sowohl die Helikase NS3
und die Polymerase NS5B wechselwirken [62-64], als auch die Polymerase-Aktivitat
durch NS3 gesteigert wird [65]. Zum anderen ist auch das Polymerisationsprodukt
bestehend aus RNA-Matrize (dem RNA-Substrat) und dem neu synthetisierten RNA-
Strang inharent eine thermodynamisch stabile doppelstrangige RNA. Damit die virale
Polymerase eine Mehrsubstratreaktion, bezogen auf die RNA-Matrize effektiv
katalysieren kann, muss die einzelstrangige RNA-Matrize aber nach jedem
(vollstandigen) Polymerisationszyklus wieder freigesetzt werden.

Bei dem viralen Peptid NS4A mit seinem integralen Membrananker handelt es sich
um einen Kofaktor von NS3, der zu einer Lokalisierung von NS3 an der ER-Membran
fuhrt [66, 67]. Des weiteren steigert NS4A durch Bindung an eine (3-barrel-Struktur
am N-Terminus von NS3 in einer Art positiven Ruckkopplung dessen Serin-Protease-
Funktion [68, 69]. Auch beeinflusst NS4A in positiver Weise die RNA-
Helikaseaktivitat von NS3 [70, 71].

Das NS5B-Protein (~ 65 kDa) ist die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase; diese
ist essenziell fir die Amplifikation des viralen Genoms im Replikationsprozess [34,
72]. NS5B baut Nukleotide in einen wachsenden RNA-Strang von 5 nach 3
komplementar zu einer (einzelstrangigen) RNA-Matrize ein. Die Gruppe von M.M.C.
LAl konnte 1999 zeigen, dass eine rekombinante HCV-Polymerase selbststandig in
der Lage ist, das gesamte virale Genom als RNA-Matrize zu nutzen und primer-
unabhangig (de novo) eine dazu komplementare RNA von etwa 9.5 kb zu bilden [36].
Zwar wird fur die RNA-abhangige RNA-Polymerisationsreaktion neben RNA-Matrize
und Nukleotiden (NTPs) nur die HCV-Polymerase bendtigt, doch ist diese in vitro-
Reaktion  nicht  besonders  effizient. Neben dem zu  erwartenden
Polymerisationsprodukt entstehen diverse RNA-Fragmente unterschiedlichster
GroRe als Nebenprodukte. Entweder beginnt die Polymerase ihre Reaktion nicht
einheitlich am 3’-Ende der jeweiligen RNA-Matrize, oder sie beendet vorzeitig die
Polymerisationsreaktion. Durch Basenpaarungen konnen einzelstrangige RNA-
Matrizen Sekundarstrukturen ausbilden. Solche doppelstrangigen
Sekundarstrukturen stellen Barrieren der Polymerisationsreaktion dar, da die
Polymerase Nukleotide in einen von 5 nach 3 wachsenden RNA-Strang

komplementar zu einer einzelstrangigen RNA-Matrize einbaut. In einem ersten
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Polymerisationszyklus dient das virale Genom selbst als RNA-Matrize. Beginnend an
dessen 3’-Ende synthetisiert die HCV-Polymerase eine dazu komplementare RNA,
die (-)-RNA. Dieses Replikationsintermediat fungiert dann in einem zweiten
Polymerisationszyklus als RNA-Matrize und ermoglicht die Bildung des viralen
Genoms, der (+)-RNA. In HCV-infizierten Zellen kann das virale Genom, im
Gegensatz zu dem komplementdaren RNA-Intermediat, mittels RT-PCR gut
nachgewiesen werden. Daher ist davon auszugehen, dass wenige Molekule der (-)-
RNA als Matrize ausreichen, um vielfache Kopien des viralen Genoms herzustellen.
Das RNA-Intermediat, die (-)-RNA, ist also vorwiegend das RNA-Substrat der HCV-
Polymerase [73]. Das 3-Ende der (-)-RNA (komplementar in seiner Primarstruktur
zur HCV-IRES), wie auch das 3’-Ende der (+)-RNA bilden aber thermodynamisch
stabile RNA-Sekundarstrukturen [30, 31, 74-80]. Am auldersten 3’-Ende der (-)-RNA
befindet sich eine konservierte stem-loop-RNA-Struktur, die vermutlich die virale
RNA vor 3’-Exonukleasen schitzt. Die Polymerisationsreaktion sollte aber an dieser
stem-loop-RNA-Struktur am aulersten 3’-Ende initieren, um nicht mit jedem
Polymerisationszyklus genetische Information zu verlieren [81]. Somit mussen diese
stem-loop-RNA-Strukturen in jedem Polymerisationszyklus GUberwunden werden.

Analog zu anderen Polymerasen besitzt auch die HCV-Polymerase eine ,rechte
Hand“-Struktur [82-84]. Das aktive Zentrum mit einem essentiellen GDD-Motiv und
koordinierten Magnesium-lonen befindet sich auf der Handflachen-Domane. Dort
wird der nukleophile Angriff der 3’-Hydroxylgruppe eines bereits komplementar zur
RNA-Matrize gebundenen Nukleotids auf das o—Phosphoratom eines sich neu
anlagernden Nukleosid-Triphosphats katalysiert. Umschlossen wird das aktive
Zentrum von Finger- und Daumen-Domane, die sich in einem ungewohnlich engen
Kontakt befinden (Abbildung 3) [85]. Die RNA-Matrize gelangt vermutlich Gber einen
Kanal innerhalb der Finger-Domanen zum aktiven Zentrum [86], die Nukleosid-
Triphosphate uber einen ,NTP-Tunnel” zwischen Daumen- und der Finger-Domane
[87-89]. Analysiert man die Vielzahl der Kristallstrukturen der HCV-Polymerase wird
deutlich, dass ohne weitere Konformationsanderungen der einzelnen Finger-
Domanen nur einzelstrangige RNA-Matrizen bis zum aktiven Zentrum vordringen
konnen [81]. Auch blockiert der C-Terminus, der der Daumen-Domane entspringt,
hochst wahrscheinlich den Austritt des doppelstrangigen Polymerisationsprodukts auf
der ,Ruckseite” der HCV-Polymerase [90, 91]. Auf der Innenseite der Daumen-

Domane, dem aktiven Zentrum zugewandt, befindet sich eine ungewdhnliche beta-
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flap-Struktur, die in Verbindung mit Positionierungsreaktionen von sowohl der
eintretenden RNA-Matrize als auch initialen Nukleotiden gebracht wird [81, 91, 92].
Sterische Grunde erfordern aber eine Reorganisation dieser beta-flap-Struktur,
sobald die Elongationsphase der Polymerisationsreaktion beginnt und Nukleotide
prozessiv in einen wachsenden RNA-Strang eingebaut werden [81, 83, 93]. Die C-
terminalen 21 Aminosauren stellen den Membrananker dar [94-98] und sind nicht
essentiell fur die katalytische Aktivitat der HCV-Polymerase [91, 99-104]. Da eine
Deletion dieses Membranankers die Loslichkeit des Enzyms deutlich verbessert,
werden fast ausschlieBlich mit dieser Variante Untersuchungen in vitro durchgefuhrt.
Auch in der vorliegenden Arbeit fand ausschliel3lich diese Deletionsvariante von C-

terminal 21 Aminosauren der HCV-Polymerase Verwendung.

Fingertips

1 210 224 254 358 530 570 591

=

linker anchor

Abbildung 3: Schematische Darstellung der HCV-Polymerase [91].

Dargestellt ist die Kristallstruktur der HCV-Polymerase im ribbon-Diagramm mit der Handflachen-
Domane (palm) in gelb, der Daumen-Domane (thumb) in blau und der Finger-Domane (fingers) in rot.
Die C-terminale [linker-Region ist in grau, die Elektronendichten zweier Nukleosid-Triphosphate im
aktiven Zentrum sind in Stadbchendarstellung wiedergegeben. A) Ansicht von vorn. Der putative Eintritt
der Nukleotide erfolgt Gber den NTP-Tunnel zwischen Daumen-Domane und der Finger-Domane. B)
Ansicht der HCV-Polymerase von oben. Die RNA-Matrize gelangt vermutlich (iber die Finger-Doméane
zwischen den ,Fingerspitzen’ (fingertips) und dem ,beta-flap’ zum aktiven Zentrum auf der
Handflachen-Domane. Der wahrscheinliche Austritt des doppelstrangigen RNA-Produkts erfolgt auf
der Rickseite (von hier aus gesehen oben) und erfordert eine Umorientierung des C-terminalen
Jinker sowie des ,beta-flap’. E) Schematische Darstellung der Aminosauresequenz der HCV-
Polymerase mit der farblichen Kodierung entsprechend den jeweiligen Domanen. Dunkelgrau ist der
Membrananker dargestellt, den die 21 C-terminalen Aminosauren bilden. Dieser ist in den

Kristallstrukturen nicht zu sehen, da dieser Bereich deletiert wurde.
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Seit der ersten Beschreibung der Hepatitis C viralen RNA-abhangigen RNA-
Polymerase durch Behrens et al. 1996 stellt dieses essentielle virale Enzym ein hoch
interessantes Ziel der antiviralen Wirkstoffentwicklung dar. Neben Nukleosid-Analoga
gibt es eine Reihe von Verbindungen, die mit allosterischen Bindungsstellen der
HCV-Polymerase wechselwirken und so das Enzym inhibieren (non-nucleoside
inhibitors NNI) (siehe Abbildung 4). Diskutiert wird, dass diese allosterischen
Bindungsstellen sich in Regionen erhdhter Flexibilitat befinden und eine Bindung
essentielle Konformationsanderungen der HCV-Polymerase unterbindet [93, 105-
110]. In diesem Kontext wird auch eine ,GTP-Bindungsstelle® diskutiert. Sie wurde in
Kristallstrukturen der HCV-Polymerase entdeckt und befindet sich etwa 30 A vom
aktiven Zentrum entfernt in der Daumen-Domane, in engem Kontakt mit den
.Fingerspitzen® [87]. Ob die Bindung von GTP an dieser Stelle die Polymerase positiv
beeinflusst, ist Gegenstand intensiver Forschung und wird mitunter kontrovers
diskutiert [85, 101, 109, 111]. Direkt neben dieser ,GTP-Bindungsstelle“ befindet sich
allerdings eine hydrophobe Bindetasche fur Nicht-Nukleosid-Inhibitoren der
Benzimidazol- und Indol-Klasse [105, 108-110, 112]. Eine Bindung dieser
Substanzen soll die Interaktion der Daumen- mit der Finger-Domane beeinflussen
und dadurch inhibitorisch wirken [85, 105, 106, 108, 109].

Auch Nahe dem aktiven Zentrum auf der Handflachen-Domane befinden sich
Bindestellen fur allosterische Inhibitoren (siehe Abbildung 4). HCV-796, eine
niedermolekulare Verbindung der Bezofuran-Klasse, zeigte in preklinischen Studien
gute Erfolge. Sowohl in in vitro Enzymtests inhibierte HCV-796 die durch die HCV-
Polymerase katalysierte Produktbildung, als auch in Replikon-Systemen. Auch bei
chimeren Mausen infiziert mit HCV fuhrte eine Behandlung mit HCV-796 zu einer
Reduktion der HCV-RNA um den Faktor 100 [113].
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C316N

C316Y
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Abbildung 4: Bindestellen fir allosterische Inhibitoren der HCV-Polymerase [114].

Die Kristallstruktur der HCV-Polymerase ist im Ribbon-Diagramm mit der Handflachen-Domane in
griin, Daumen-Domane in rot und Finger-Doméane in blau dargestellt. Das aktive Zentrum befindet sich
im Zentrum auf der Handflachen-Domane. Eine Mutation von Serin 282 zu Threonin verringert
allgemein den Einbau von Nukleotiden in einen wachsenden RNA-Strang, erhéht aber die
Diskriminierung von 2’-modifizierten Nukleotiden gegeniber Ribonukleotiden [115]. Jeweils 2
allosterische Bindestellen sowie ein Vertreter (in Stébchendarstellung) der jeweiligen
Verbindungsklasse sind in der Handflachen-Domane (,Palm 1 site’ und ,Palm 2 site’) sowie der
Daumen-Domane (,Thumb 1 site’ und ,Thumb 2 site’) angegeben. In rot sind jeweils
Aminosauresubstitutionen hervorgehoben, die Resistenzen gegen die Gruppe der entsprechenden
Nicht-Nukleosid-Inhibitoren (NNI) fiihren.

Begrundet durch die Assoziation diverser zellularer Proteine und Nukleinsauren mit
dem viralen Replikationskomplex in infizierten Zellen werden diese als Wirtsfaktoren
diskutiert und ihnen oft aktivierende Einflisse auf die virale Replikation
zugesprochen. Humanes Cyclophilin A beispielsweise soll die Prozessierung des
viralen Polyproteins férdern [116] sowie die Konformation von NS5A beeinflussen
[40, 117-119], zellulare Helikasen (p68, RHA, DDX3) die Translation und / oder die
RNA-abhangige RNA-Polymerisation [120-123]. Auch weitere RNA-bindende
Proteine und auch Nukleinsauren selbst (miR122) sind in diese Prozesse involviert
[122, 124]. Dem humanen Cyclophilin B wurde eine besonders interessante Rolle

zugeschrieben, namlich die direkte Interaktion mit der HCV-Polymerase und
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Stimulierung dessen RNA-Bindungseigenschaften [125, 126]. Obwohl bisher nur
minimale Konformationsanderungen der HCV-Polymerase in Kristallstrukturen
detektiert werden konnten werden sowohl durch Ubereinanderlagerung mit anderen
Polymerasen, als auch durch die Vielzahl unterschiedlicher Bindestellen
allosterischer Inhibitoren grof3ere Konformationsanderungen, auch sterisch bedingt,
im Zuge der Polymerisationsreaktion erwartet [83]. Als ein Vertreter der Peptidyl-
prolyl-cis/trans-Isomerasen kann Cyclophilin B prinzipiell Faltungszustande und
Konformationen von Proteinen beeinflussen [127]. Mdglicherweise stellt die Hepatitis
C virale RNA-abhangige RNA-Polymerase ein Substrat fur das humane Cyclophilin B
dar. Die Population einer bestimmten Konformation der Polymerase kénnte zu einer

verbesserten Affinitat zu Nukleinsauren fihren.

Zielstellung

Seit Uber 20 Jahren ist die HCV-Polymerase Gegenstand intensiver Forschung.
Neben in vivo Experimenten mit Zellkultursystemen und replizierenden HCV-RNAs
werden Untersuchungen in vitro mit gereinigter HCV-Polymerase durchgeflihrt. Dabei
wird vor allem die durch die HCV-Polymerase katalysierte Produktbildung analysiert.
Hierzu wird meist mit einem diskontinuierlichen assay nach Behrens et al. der Einbau
radioaktiv-markierter Nukleotide komplementar zu einer RNA-Matrize mittels
Phosphor-imaging detektiert [34]. Als RNA-Matrize finden dabei eine Vielzahl
unterschiedlicher Nukleinsduren Verwendung. Ebenso wird in unterschiedlichen
Studien bei verschiedenen Reaktionsbedingungen experimentiert, so dass
Ergebnisse nur bedingt miteinander vergleichbar sind.

In dieser Arbeit sollten (biophysikalische) Methoden etabliert werden, nicht nur die
Produktbildung, sondern alle zur Katalyse notwendigen Reaktionsschritte der HCV-
Polymerase in vitro zu untersuchen, zu quantifizieren und damit im molekular-
mechanistischen Detail zu charakterisieren.

Die Polymerisationsreaktion stellt eine Zwei-Substrat-Reaktion dar. Die Polymerase
muss sowohl mit dem Polymersubstrat RNA interagieren, welches als Matrize zur
Bildung doppelstrangigen RNA-Produkts dient, als auch mit Nukleotiden, aus denen

sich der wachsende RNA-Strang zusammensetzt. Zur Quantifizierung der Interaktion
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von HCV-Polymerase und NTPs sollte eine spektroskopische Methode etabliert
werden. Die Bindung und Freisetzung von RNA sollte  mittels
Fluoreszenzspektroskopie unter Verwendung Fluorophor-markierter = RNAs
quantifiziert werden. Anhand der detailierten Charakterisierung von Substratbindung
und Produktfreisetzung sollte dann die Wirkungsweise des allosterischen Inhibitors
HCV-796 der HCV-Polymerase erforscht werden. Diese niedermolekulare
Verbindung zeigte einen starken negativen Effekt auf die HCV-Replikation und bindet
Kristallstrukturen zufolge nahe dem aktiven Zentrum an der Handflachen-Domane
der HCV-Polymerase. Welchen Reaktionsschritt HCV-796 allerdings beeinflusst, und
ob Konformationsanderungen der HCV-Polymerase dabei eine Rolle spielen, war
unbekannt.

Auch eine vergleichende Studie zweier HCV-Polymerasen (Genotyp 2a, Subtyp JFH-
1 und Genotyp 1b, Subtyp BK) hinsichtlich Substratbindung und Produktbildung
sollte durchgeflhrt werden. Die Polymerase vom Genotyp 1b, Subtyp BK war bis zur
Isolierung von JFH-1 eine der aktivsten beschriebenen HCV-Polymerasen. JFH-1 ist
bisher das einzige HCV-Isolat, welches in sehr gut detektierbaren Mengen in
Zellkultursystemen repliziert und infektiose Partikel bildet. Daflr verantwortlich wird
mitunter auch die HCV-Polymerase dieses Isolats gemacht.

Die Untersuchung von gereinigter HCV-Polymerase, einzelstrangiger RNA-Matrize
und Nukleotiden entspricht aber nur bedingt den Bedingungen in vivo, da die
Polymerisation des viralen Genoms in Replikationskomplexen an der ER-Membran
unter Beteiligung viraler sowie zellularer Proteine und Faktoren stattfindet. Zudem
weist die native RNA-Matrize Sekundar- sowie Tertiarstrukturen auf. Um die
Bedingungen in vitro moglichst den naturlichen anzupassen, sollte die Initiation der
Vervielfaltigung des viralen Genoms nachgestellt werden. Dazu sollte eine naturliche
RNA, das 3’-Ende der HCV (-)-RNA, welches RNA-Sekundarstrukturen ausbildet, als
Matrize verwendet werden. Solche RNA-Sekundarstrukturen sollten den Einbau von
Nukleotiden komplementar zu einer RNA-Matrize behindern, da zumindest am
aktiven Zentrum der HCV-Polymerase die RNA-Matrize in der einzelstrangigen
Konformation vorliegen musste. Demzufolge sollten Faktoren, die RNA-Strukturen
beeinflussen, auch einen (indirekten) Effekt auf die Polymerisationsreaktion haben.
Um dies untersuchen zu konnen, sollten Methoden etabliert werden, strukturelle
Anderungen der RNA-Matrize verfolgen zu kénnen. Dieses System soll dann die

Basis fur weiterfUhrende Studien bilden, um virale sowie zellulare Faktoren und
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deren direkten oder indirekten Einfluss auf die HCV-Polymerisationsreaktion zu
untersuchen. In diesem Kontext sollte auch Cyclophilin B, ein méglicher Wirtsfaktor

der HCV-Polymerisationsreaktion, untersucht werden.
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Materialien und Methoden

Materialien

Chemikalien

Ammoniumsulfat
Borsaure
Cyclosporin A

DTT

DO

EDTA (Titriplex® 11l
Ethanol (absolut)
Formamid

Glyzerin (wasserfrei)
Glyzerin (deuteriert)
Harnstoff

HEPES

Imidazol

IPTG
Kanamycinsulfat
Lysozym
Magnesiumchlorid
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
NTPs (je 100 mM)
NTPs (lyophilisiert)
Phosphorsaure 85%
PMSF

Polyacrylamid

Protease Inhibitor ,complete’

Salzsaure 37%

Streptomycinsulfat

Merck

Roth

Roche
Applichem
Cortecnet
Merck Millipore
Roth

Roth
Applichem
Cortecnet
Applichem
Applichem
Merck

Roth
Applichem
Roth

Merck

Roth

Merck
Fermentas
Sigma-Aldrich
KMF Laborchemie
Sigma

Roth

Roche

KMF Laborchemie
Merck
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TCEP Sigma-Aldrich

Tris-Base Roth

Oligonukleotide und Oligodesoxynukleotide

Oligonukleotide, auch mit einer 5-FAM-Ex-Modifizierung wurden von IBA GmbH,
Gottingen angefertigt und HPLC-gereinigt geliefert (HPLC grade).

ssRNA 5-CUAAGAUGCUCGCUGC-3
stem-loop-RNA 5-UCGCCCCUAUUAGGGGCAGGU-3’
stem-loop-DNA 5-d(TCGCCCCTATTAGGGGCAGGT)-3’

Gerate, Verbrauchsmaterialien und Sonstiges

Akta purifier GE Healthcare
analytische Ultrazentrifuge Beckman Coulter
Optima XL-A

Fluorimeter Fluoromax-4 Jobin-Yvon Horiba
Gaulin Homogenisator APV Homogenisator
Jasco J-810 Spectropolarimeter Jasco
Ultrazentrifuge L8-60M Beckman Coulter
UV/VIS Spektrometer V-550 Jasco

Zentrifuge Rotina 38R Hettich

Cellulose Nitrat Filter @ 45 ym Sartorius

Dialysemembran Spectra/Por @ 11,5 mm Spectrum
Dialysemembran Visking dialysis tubing SERVA
36/32 @ 27 mm

Spritzenfilter steril Rotilabo @ 0,45 um und  Roth

0,22 ym

SUMO-Protease (Ulp-1) Prapariert nach Mossessova, E.
und Lima, C.D. [128]

a-Chymotrypsin Sigma-Aldrich

-21 -



Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA

stopped-flow Apparatur mit Fluoreszenz-
Detektor (SX.20 MV)

Inhibitor HCV-796
(5-cyclopropyl-2-(4-fluorophenyl)-6-[(2-
hydroxyethyl)(methanesulfonyl)amino]-N-
methyl-1-benzofuran-3-carboxamide)

o
—NHMe
- )
W—{;}—F
N; x_w,-_;“".e 0 £

E:fH éDzME
HCW-796

Strukturformel nach Kneteman et al. [113].
Ni-NTA (FF)

Poly(U)-Sepharose 4B
SP-Sepharose

Resource Q-Sepharose

Superdex 75 (pg)

Plasmide

Kodierendes Gen Vektor

Sigma-Aldrich
Applied Photophysics

Zur Verfugung gestellt durch Dr.
Vadim Bichko, Vize-Prasident
Virologie, ChemDiv, San Diego,
CA 92121

GE Healthcare

GE Healthcare
GE Healthcare

GE Healthcare
GE Healthcare

Restriktion / Ligation Uber

NS5BA21 (Genotyp 1b, | pET Sumo (Adapt)
Subtyp BK)

NS5BA21 (Genotyp 2a, | pET Sumo (Adapt)
Subtyp JFH-1)

Cyclophilin B pQEGO
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Methoden

Proteinreinigung

HCV-Polymerase NS5B

Escherichia coli BL21(star) DE3 hatten bei 30 °C nach IPTG-Induktion die
HCV-Polymerase NS5B ohne den C-terminalen Membrananker von 21
Aminosauren mit N-terminalem SUMO-Hisg-tag (Plasmid siehe Seite 22 und
Diplomarbeit Stefan Reich, 2007, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg)
fur 4 h rekombinant produziert. Nach Zellernte waren diese schockgefroren
worden und wurden bei — 40 °C aufbewahrt. Zur Reinigung des Zielproteins,
der nativen HCV-Polymerase, wurden die Zellen in Aufschlusspuffer (20 mM
NaPh, 500 mM NaCl, 50 mM Imidazol, pH = 7.6) resuspendiert, mit 2 mM
PMSF, einer Protease-Inhibitor-Mischung (Roche, ,complete’) und 0.1 mg/mL
Lysozym versetzt. Nach Zellaufschluss (french press; 2 x > 600 bar) und
Zentrifugation (Rotor 45 Ti, 35000 rpm, 45’, 4°C) wurde der Uberstand mit 0.5
g/mL Ammoniumsulfat versetzt, 30" bei 6 °C inkubiert und erneut zentrifugiert
(Rotor 45 Ti, 35000 rpm, 25, 4°C). Der Niederschlag wurde mit
Aufschlusspuffer resuspendiert, unlésliche Bestandteile durch Zentrifugation
(Rotor 45 Ti, 35000 rpm, 45, 4°C) abgetrennt und der Uberstand (ber eine mit
Aufschlusspuffer aquilibrierte Ni-NTA-Sepharose-Affinitatschromatographie-
saule (GE Healthcare, 25 mL FF) gegeben. Gebundenes Material wurde durch
500 mM Imidazol eluiert und zusammen mit Ulp-1 (SUMO-Protease, siehe
Gerate, Verbrauchsmaterialien und Sonstiges, Seite 19) gegen 2 x 1 L Tris-
Puffer (50 mM Tris/Cl, 500 mM NaCl, 10% (v/v) Glyzerin, 1 mM DTT, pH =
7.6) bei 6 °C dialysiert. Die native HCV-Polymerase wurde auf 50 mM Tris/Cl,
150 mM NaCl, 10% (v/v) Glyzerin, 1 mM DTT, pH = 7.6 verdinnt und an eine
poly(U)-Sepharose 4B-Affinitatschromatographiesaule (GE Healthcare, 20 mL)
gebunden. Durch kontinuierliche Erhéhung der NaCl-Konzentration wurde das
Zielprotein bei etwa 0.3 M NaCl eluiert. Mittels abschlieRender Ni-NTA-
Sepharose-Affinitatschromatographie (GE Healthcare, 20 mL FF) wurden
letzte Verunreinigungen durch einen Gradienten von 0 bis 250 mM Imidazol in
3 Saulenvolumina bei 50 mM Tris/Cl, 500 mM NacCl, 10% (v/v) Glyzerin, pH =
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7.6 abgetrennt. Anders als die native HCV-Polymerase vom Genotyp 1b
(Subtyp BK) befand sich die native HCV-Polymerase vom Genotyp 2a (Subtyp
JFH-1) bei diesem Schritt im Durchfluss und wurde durch eine Fallung mit 0.5
g/mL Ammoniumsulfat (siehe oben) konzentriert. Das zur Homogenitat
gereinigte Zielprotein wurde gegen 2 x 1 L Reaktionspuffer (60 mM
HEPES/NaOH, 20% (v/v) Glyzerin, 6.5 mM MgCl,, 2 mM TCEP, pH = 7.45)
bei 6 °C dialysiert. Der l6sliche Uberstand wurde zur weiteren Verwendung mit
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die
Proteinkonzentration der HCV-Polymerase wurde spektrometrisch durch die
Absorption bei 280 nm mit den Extinktionskoeffizienten €2g0 nm (Genotyp 1b,
Subtyp BK) = 83770 M cm™ und €280 nm (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) = 85260

M cm™ bestimmt.

Cyclophilin B (human)

Escherichia coli Bakterien M15 hatten humanes Cyclophilin B beginnend mit
Methionin aber ohne die N-terminale Kernlokalisierungs-Sequenz rekombinant
produziert (Aminosauresequenz siehe Anhang; Plasmid siehe Seite 22). In 50
mM Tris/Cl, 0.5 M NaCl, pH = 8 schockgefrorene und bei -40 °C gelagerte
Zellen wurden aufgetaut, mit 2 mM PMSF und 0.1 mg/mL Lysozym inkubiert
und mittels french press (2 x 600 bar) aufgeschlossen. Der Uberstand der
anschlielRenden Ultrazentrifugation (Rotor 45 Ti, 35000 rpm, 45’, 4°C) wurde
mit 0.7% (w/v) Streptomycinsulfat fur 45’ bei 6 °C inkubiert, erneut zentrifugiert
(Rotor 45 Ti, 35000 rpm, 45, 4°C) und der I8sliche Uberstand in 50 mM
Tris/Cl, 0.5 M NaCl, 10% (v/v) Glyzerin, 15 mM Imidazol, pH = 7.6 Uber eine
Ni-NTA-Sepharose-Affinitatschromatographiesaule (GE Healthcare, 25 mL
FF) gegeben. Der Durchfluss, in dem sich das Zielprotein befand, wurde auf
50 mM Tris/CIl, 50 mM NaCl, 10% (v/v) Glyzerin, pH = 7.6 verdinnt und damit
eine  Kationenaustauschchromatographiesaule (GE  Healthcare, SP-
Sepharose, 20 mL) beladen. Durch einen linearen NaCl-Gradienten wurde das
Zielprotein bei etwa 0.2 M NaCl eluiert und Uber einen Anionenaustauscher
(GE Healthcare, Resource Q, 5 mL) gegeben. Dieser Durchfluss mit dem
Zielprotein wurde bei 50 mM Tris/Cl, 50 mM NaCl, 10% (v/v) Glyzerin,
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pH = 7.6 einer GroRenausschlusschromatographie (GE Healthcare, Superdex
75 pg, 120 mL) unterzogen. Das so zur Homogenitat gereinigte Cyclophilin B
wurde vereinigt, schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Die
Proteinkonzentration wurde spektrometrisch durch die Absorption bei 280 nm

mit dem Extinktionskoeffizienten €250 nm = 16960 M cm™ bestimmt.

stopped-flow-Kinetiken

Schnelle Kinetiken wurden durch Mischung gleicher Volumina der Reaktanden
mittels  einer  stopped-flow-Apparatur mit  Fluoreszenz-Detektor  (Applied
Photophysics, SX.20 MV) bei 22.5 °C in 50 mM HEPES/NaOH, 20% (v/v) Glyzerin,
6.5 mM MgCl,, 1 mM TCEP, pH = 7.5 aufgenommen. Bei einer
Anregungswellenlange Aexc = 491 nm und einer Spaltbreite von 2.2 nm wurde die

Lichtemission bei Aem = 515 nm zeitaufgeldst gemessen.
Assoziation von HCV-Polymerase und RNA

Die Assoziation von HCV-Polymerase vom Genotyp 1b (Subtyp BK) und 5'-
Fluorophor-markierter einzelstrangiger RNA (siehe Materialien, Seite 18)
wurde mit einer Endkonzentration von 0.04 uyM Protein und 0.05 — 1.53 uM
RNA gemessen. Die zeitaufgeléste Anderung der Fluoreszenz (relativ zur
Ausgangsfluoreszenz) wurde einer vierfach-exponentiellen, konsekutiven

Reaktion 1. Ordnung entsprechend Gleichung 1 angepasst.

Gleichung 1:
AF = -v-exp(-k\', -t)-x-exp(-k’x -t)-y-exp(-k; -t)-z-exp(-k'Z -t)+n

AF Anderung der Fluoreszenzintensitat

vV, X, Y, Z Signalamplituden der entsprechenden Phasen

K'v, K'x, Ky, k', beobachtete Geschwindigkeitskonstanten 1. Ordnung der
entsprechenden Phasen

t Reaktionszeit

n Fluoreszenzintensitat nach Ende der Reaktion
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Die 4 apparenten Geschwindigkeitskonstanten wurden gegen die jeweilige

RNA-Konzentration aufgetragen und entsprechend Gleichung 2 ausgewertet.
Gleichung 2:

ky =Ko, -[RNA]+ Ky

ky beobachtete Geschwindigkeitskonstante (scheinbar) 1. Ordnung
Kon Geschwindigkeitskonstante der Assoziation

Kot Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation

Die Assoziation von HCV-Polymerase vom Genotyp 2a (Subtyp JFH-1) und
sowohl einzelstrangiger RNA (siehe Materialien, Seite 21) sowie nativer 5’-
Fluorophor-markierter stem-loop-RNA wurden mit 0.27 uM Protein und 0.01 —
0.82 uM RNA gemessen. Die zeitaufgeléste Anderung der Fluoreszenz (relativ
zur Ausgangsfluoreszenz) wurde einer vierfach-exponentiellen, konsekutiven
Reaktion 1. Ordnung entsprechend Gleichung 2 angepasst. Die 4 apparenten
Geschwindigkeitskonstanten wurden gegen die jeweilige RNA-Konzentration
aufgetragen. Die grofite beobachtete Geschwindigkeitskonstante ist
entsprechend einer bimolekularen Reaktion nach Gleichung 2 abhangig von

der Konzentration der Liganden.

Dissoziation von Polymerase-RNA-Komplexen

Um die Dissoziation von HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK) und 5'-
Fluorophor-markierter einzelstrangiger RNA (siehe Materialien, Seite 21) zu
untersuchen, wurden 0.08 uM Protein und 0.21 yM RNA prainkubiert. Durch
schnelle Verdinnung (1:2) dieses binaren Komplexes mit 0 — 1.2 mM NTPs

wurde die Dissoziationsreaktion nach der neuen Gleichgewichtseinstellung
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gemessen. Die zeitaufgeléste Anderung der Fluoreszenz (relativ zur
Ausgangsfluoreszenz) wurde einer vierfach-exponentiellen, konsekutiven

Reaktion 1. Ordnung entsprechend Gleichung 3 angepasst.

Gleichung 3:
AF = v-exp(-k\', -t)+x-exp(-k'X -t)+y-exp(-k’y -t)+z-exp(-k'Z -t)+n

AF Anderung der Fluoreszenzintensitat

vV, X, Y, Z Signalamplituden der entsprechenden Phasen

K'v, K'x, Ky, k', apparente Geschwindigkeitskonstanten 1. Ordnung der
entsprechenden Phasen

t Reaktionszeit

n Fluoreszenzintensitat zu Beginn der Reaktion

Die 4 apparenten Geschwindigkeitskonstanten sowie die entsprechenden
Amplituden und die Gesamtamplitude der Reaktion wurden gegen die
jeweilige Nukleotidkonzentration aufgetragen. Eine Auswertung nach einer

hyperbolen Gleichung lieferte den Ky der Nukleotide.

Um den Einfluss des Inhibitors HCV-796 auf die Dissoziation eines
Polymerase-RNA-Komplexes zu untersuchen, wurden 0.08 pM HCV-
Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK), 0.21 pM Fluoreszenz-markierte
einzelstrangige RNA (siehe Materialien, Seite 21) und 0 — 110 uM HCV-796 in
50 mM HEPES/NaOH, 20% (v/v) Glyzerin, 6.5 mM MgCl,, 1 mM TCEP, 1.1%
(v/v) DMSO, pH = 7.5 prainkubiert. Durch schnelle Verdunnung (1:2) mit 6 mM
NTPs wurde die Dissoziationsreaktion gestartet, die Anderung der
Fluoreszenz verfolgt und eine Regression nach Gleichung 3 durchgefihrt. Die
4 apparenten Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation des Komplexes
wurden gegen die jeweilige Konzentration an HCV-796 aufgetragen. Eine

Auswertung nach einer hyperbolen Gleichung liefert Ki.
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Fluoreszenzspektroskopie

Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten von Proteinen und Nukleinsauren

Alle Gleichgewichtsmessungen von Fluoreszenz-markierten Nukleinsauren
und Proteinen wurden mit dem Fluoreszenz-Spektrometer Fluori-Max 4 (Jobin
Yvon) und Quarzklvetten (Hellma, 4 x 10 mm) durchgefuhrt. Die Anregung
erfolgte bei Aexc = 491 Nnm mit einer Spaltbreite von 0.2 nm. Die Anderung der
Fluoreszenz wurde bei Aem = 515 nm, 5 nm Spaltbreite und einer
Integrationszeit von 0.1 s bis zur Gleichgewichtseinstellung verfolgt. Sofern
nicht anders angegeben, erfolgten die Messungen in 50 mM HEPES/NaOH,
20% (v/v) Glyzerin, 6.5 mM MgCl,, 1 mM TCEP, pH =7.5bei T = 22.5 °C und
0.06 puM 5-FAM-markierter Nukleinsaure. Die Gleichgewichtskonstanten

wurden nach Gleichung 4 und 5 bestimmt.

Gleichung 4:

m+n+K, )—4/(m+n+K 2—4-m-n
(40 +Ko)- e n ko)

AF =1-
2-m
AF Anderung der Fluoreszenzintensitat
m Konzentration der Fluoreszenz-markierten Nukleinsaure
n Proteinkonzentration
Kb Dissoziationskonstante
Gleichung 5:
KD = K,/_\_1
Ka Gleichgewichtskonstante
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Die Abhangigkeit der Gleichgewichtskonstanten von der lonenstarke nach
dem Modell einer linearen freien Enthalpiebeziehung (LFER) wurde

entsprechend Gleichung 6 ausgewertet.

Gleichung 6:
AG =-RT-InK,
AG = AG® —m-[NaCl]
0

InK, = % .[NacCl]- 28

RT RT
AG Differenz der freien Gibbs’schen Energie
AG° Differenz der freien Gibbs’schen Energie bei 0 mM NaCl im Messpuffer
R Universelle Gaskonstante
T Temperatur (K)

Korrelationskoeffizient

Ka Gleichgewichtskonstante

Die  Temperaturabhangigkeit der  Gleichgewichtskonstanten  wurde
entsprechend Gleichung 7 ausgewertet. Nach VAN'T HOFF kdnnen daraus die

einzelnen thermodynamischen Beitrage zur Bindung ermittelt werden.

Gleichung 7:

AG® =-RT-InK,
AG® = AH® - TAS®

InK, = —AR—HTO Aso

AG° Differenz der freien Gibbs’schen Energie
AH® Differenz der Enthalpie

AS° Differenz der Entropie

Ka Gleichgewichtskonstante
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Circulardichroismus zur Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten von

Proteinen und NTPs

CD-Spektren von 17.5 yM HCV-Polymerase Genotyp 1b (Subtyp BK) oder 20
MM HCV-Polymerase Genotyp 2a (Subtyp JFH-1) und Nukleotiden
beziehungsweise Inhibitor HCV-796 wurden an einem Jasco J-810
Spektropolarimeter in 50 mM HEPES/NaOH, 20% (v/v) Glyzerin, 6.5 mM
MgCl,, 1 mM TCEP, pH = 75 bei T = 225 °C und folgenden
Gerateeinstellungen durchgefthrt: 0.5 nm data pitch, 1 s response, 20 nm/min
scanning speed, 1 nm slit widths, standard sensitivity. 20 Spektren wurden
jeweils akkumuliert und geglattet (adaptive smoothing; convolution width and
deviation noise = 5). Die Signalanderung bei 241 nm wurde gegen die
jeweilige Ligandenkonzentration aufgetragen und nach einer sigmoiden

Funktion (Gleichung 8) ausgewertet.

Gleichung 8:
ACD-= CD,..XNTP
KI+NTP"
ACD Anderung der Elliptizitat
CD, ., Maximale Amplitude der Anderung der Elliptizitat
NTP Konzentration der Nukleotide
Ks mikroskopische Dissoziationskonstante
n HILL-Koeffizient

NMR-Spektroskopie

In  Doppelstrangbereichen von Nukleinsduren wechselwirken komplementare
Nukleotide Uber Wasserstoffbrickenbindungen miteinander. Durch diese Interaktion
sind die beteiligten Protonen (der Lactamform der Nukleobasen) immobilisiert und

tauschen nicht mehr mit dem Ldsungsmittel aus. Pro kanonischer Basenpaarung ist
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dies je das Amidproton am N1 von Guanin sowie das Amidproton am N3 von Uracil
beziehungsweise Thymin. Im 'H NMR-Spektrum kdnnen diese Protonen bei einer
distinkten chemischen Verschiebung detektiert werden und werden im Folgenden

entsprechend der Fachliteratur als Imino-Protonen bezeichnet [129, 130].
Thermische Entfaltung partiell doppelstrangiger RNA (stem-loop-RNA)

Mit einem Bruker Avance Ill 600 Spektrometer wurden 1D 'H NMR-Spektren
von 0.1 mM stem-loop-RNA (siehe Materialien, Seite 21) in 50 mM
HEPES/NaOH, 200 mM NaCl, 6.5 mM MgCl,, 1 mM TCEP, 5% (v/v) Glyzerin
(deuteriert), pH = 7.5 und 10% (v/v) D,O temperaturabhangig aufgenommen.
Wassersignale wurden durch double pulse field gradient spin echo approach
unterdruckt und die Spektren mittels TopSpin 2.1 prozessiert. Das Integral der
Signale der Imino-Protonen (12.2 — 13.5 ppm) wurde gegen die Temperatur
aufgetragen und nach einem reversiblen Zwei-Zustandsmodell (Gleichung 9)

ausgewertet.

Gleichung 9:

AG? = AH .[1—%J—Acp -{Tm —T+T-|n(TLH

AG] =AH? -TAS? =0
0

AH
AS-?m = T—Tm

m

_ My+Ny exp(z)
1+ exp(z)

AH? 11— T ~Ac, - Tm—T+T-Inl
i Tn Tn

Z =
RT

AG? Differenz der Gibbs’schen freien Energie bei der entsprechenden

Temperatur T (K)
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0
AHy, Differenz der Gibbs’schen freien Energie bei der Ubergangstemperatur

Tm (K)

0
ASy, Differenz der Entropie bei der Ubergangstemperatur T, (K)
AG, Anderung der Warmekapazitat wahrend der Faltung / Entfaltung
T Temperatur am Ubergangsmittelpunkt
X Anderung der Amplitude des Imino-Protonen 1D-'"H NMR-Signals
Ny Amplitude des Imino-Protonen 1D-"H NMR-Signals nativer RNA
Ny Amplitude des Imino-Protonen 1D-'"H NMR-Signals entfalteter RNA

Wechselwirkung von Cyclophilin B und stem-loop-RNA

Mit einem Spektrometer Bruker Avance Il 600 wurden 1D "H NMR-Spektren
von 54 uM stem-loop-RNA (siehe Materialien, Seite 21) in Abhangigkeit von
der Konzentration an Cyclophilin B bei 295.6 K aufgenommen. Wassersignale
wurden durch double pulse field gradient spin echo approach unterdrickt und
die akkumulierten Spektren von jeweils 2560 Einzelspektren mittels TopSpin
2.1 prozessiert (line broadening = 5 Hz). Ausgehend von 54 uM stem-loop-
RNA und 270 uM Cyclophilin B in 50 mM HEPES/NaOH, 6.5 mM MgClz, 1 mM
TCEP, 10% (v/v) D2O, pH = 7.5 wurde die Proteinkonzentration schrittweise
durch Verdlinnung des Ansatzes mit 54 uM stem-loop-RNA in Messpuffer
erniedrigt. Das Integral der Basislinien-korrigierten Imino-Protonen der stem-
loop-RNA (13.50 — 12.46 ppm) wurde gegen das molare Verhaltnis der

Reaktionspartner aufgetragen.

Wechselwirkung von HCV-Polymerase und stem-loop-RNA ohne und mit
Nukleotiden

Die Interaktion von HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) und der
nativen stem-loop-RNA sowie die RNA-abhangige RNA-
Polymerisationsreaktion nach Zugabe von Nukleotiden zum Protein-RNA-
Komplex (Binarkomplex) wurde mit dem NMR-Spektrometer Bruker Avance llI

800 und einem Kryoprobenkopf untersucht. 1D 'H NMR-Spektren von jeweils
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30 uM HCV-Polymerase und / oder 30 uM stem-loop-RNA wurden in 50 mM
HEPES/NaOH, 200 mM NacCl, 6.5 mM MgCl,, 1 mM TCEP, 5% (v/v) Glyzerin
(deuteriert), pH = 7.5 und 10% (v/v) D,O bei 295.6 K gemessen. Zur
Untersuchung der RNA-abhangigen RNA-Polymerisationsreaktion mit Bildung
des doppelstrangigen RNA-Produkts wurden zum Binarkomplex 0.5 mM
Nukleotide zugegeben. Wassersignale wurden durch double pulse field
gradient spin echo approach unterdriickt und die Spektren mittels TopSpin 2.1
prozessiert (line broadening = 5 Hz). Die Integrale der Signale von Imino-
Protonen basengepaarter Nukleotide wurden zeitabhangig dargestellt.
Spektren mit einer Zeitaufldsung von 21 h wurden durch den Faktor (21/8)™
den dber 8 h akkumulierten Spektren angepasst. Die angegebene
Reaktionszeit bezieht sich auf die gemittelte Akkumulationszeit des jeweiligen

Spektrums ab Beginn der Reaktion.

Assay der Peptidyl-prolyl-cis/trans-lsomerase

Die Peptidyl-prolyl-cis/trans-lsomerase-Aktivitat von  Cyclophilin - B in
Abhangigkeit von der Konzentration an stem-loop-RNA wurde mit einem
Spektrometer Jasco V650 mit Peltier-Element Jasco ETC-505T bei 10 °C
gemessen. Die Absorptionszunahme bei 390 nm (2 nm slit width, 0.5 s data
pitch, response fast) wurde zeitaufgelost in Reaktionspuffer (50 mM
HEPES/NaOH, 6.5 mM MgClz, 1 mM TCEP, 0.2% (v/v) DMSO, pH = 7.4) und
72 uM (45 pg/mL) Substrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA) nach Zugabe von
1.7 mg/mL a-Chymotrypsin mit einer Zeitverzogerung von 10 s in diesem
Protease-gekoppeltem Assay detektiert (nach Fischer et al. [131]). Die
Geschwindigkeitskonstante dieser Reaktion 1. Ordnung wurde von der
Geschwindigkeitskonstanten der durch 1.3 nM Cyclophilin B katalysierten
Reaktion abgezogen und nach Gleichung 13 die katalytische Effizienz des
Enzyms  (Peptidyl-prolyl-cis/trans-Isomerase-Aktivitdat)  berechnet.  Die
katalytische Effizienz der PPlase wurde bei 0 — 25 uM stem-loop-RNA

bestimmt und gegen die jeweilige Konzentration an RNA aufgetragen.
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Radioaktiver Polymerase assay

In je 40 pl Reaktionspuffer (50 mM HEPES/NaOH, 20% (v/v) Glyzerin, 6.5 mM
MgClz, 2 mM TCEP, pH = 7.5) wurden 0.04 uM HCV-Polymerase, 0.2 yM
einzelstrangige RNA (16 nt, siehe Seite 21), 3 mM ATP, GTP und UTP, 0.1
UM [a-*P]CTP (3000 Ci mmol™, Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig,
Deutschland) sowie die angegebene Konzentration an Inhibitor HCV-796 (0
MM, 5 uM oder 10 pM; siehe Seite 22) fur 2 Stunden bei T = 22 °C inkubiert.
Nach Phenol/Chloroform-Extraktion (Standardprotokoll nach SAMBROOK &
RUSSELL, 2001; (wassergesattigtes) Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol =
25:24:1) wurden Nukleinsauren bei 0.3 M Ammoniumacetat durch 67% (v/v)
Ethanol prazipitiert und in RNA-Probenpuffer (50% Formamid, 5 mM EDTA,
pH = 8, Farbstoffe Xylencyanol und Bromphenolblau) resuspendiert. Durch
denaturierende  Polyacrylgelelektrophorese (6.5 M  Harnstoff, 12%
Polyacrylamid, 89 mM Tris, 89 mM Borat, 2 mM EDTA) wurden die
Nukleinsauren bei 25 mA entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt und mittels
Phosphor-imaging detektiert.

Analytische Ultrazentrifugation

Oligomerisierung der Binarkomplexe von HCV-Polymerase und RNA

Mittels analytischer Ultrazentrifugation (Beckmann Coulter Optima XL-A)
wurde das Oligomerisierungsverhalten von HCV-Polymerase mit sowohl
einzelstrangiger Nukleinsaure als auch stem-loop-RNA (siehe Materialien,
Seite 18) untersucht. Nach Prainkubation von 4 yM HCV-Polymerase und
jeweils 5 yM der Nukleinsaure in 50 mM HEPES/NaOH, 20% (v/v) Glyzerin,
6.5 mM MgClz, 1 mM TCEP, pH = 7.5 und 0 — 0.2 M NaCl wurde die Mischung
bei T=293 K und 40000 rpm fir 4 h zentrifugiert. Auch die sich
anschlieRende Gleichgewichtszentrifugation bei 12000 rpm wurde anhand der
Absorption bei 280 nm verfolgt. Die Auswertung erfolgte mit der

entsprechenden software und lieferte apparente Molekulargewichte sowie
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Aussagen Uber eine RNA-induzierte Oligomerisierung der HCV-Polymerase in

Abhangigkeit von der lonenstarke (NaCl).

Sedimentationsanalysen von Cyclophilin B-RNA-Komplexen

Die Sedimentation von Cyclophilin B und der stem-loop-RNA wurde mit einer
analytischen Ultrazentrifuge (Beckmann Coulter, Optima XL-A) in 50 mM
HEPES/NaOH, 6.5 mM MgCl,, 1 mM TCEP, pH = 7.5 bei T = 293 K
untersucht. Nach Prainkubation von 20 uM stem-loop-RNA mit 0 — 84 uM
Cyclophilin B wurde der Ansatz bei 40000 rpm zentrifugiert. Die Absorption in
der Lésung wurde bei der analytischen Wellenlange von 294 nm verfolgt. Mit
der entsprechenden software wurde der apparente Sedimentationskoeffizient

ermittelt und gegen das jeweilige molare Protein-RNA-Verhaltnis aufgetragen.
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Ergebnisse

I. Mechanistische Studien zur Wirkungsweise und Inhibierung der

RNA-abhangigen RNA-Polymerase des Hepatitis C Virus.

. I. Quantifizierung der Bindung von RNA und HCV-Polymerase

(Binarkomplex).

RNA-abhangige RNA-Polymerasen katalysieren die Synthese eines RNA-Molekils
komplementar zu einer einzelstrangigen RNA-Matrize. An die wachsende RNA-Kette
wird in einer nukleophilen Substitutionsreaktion ein Nukleotid unter Freisetzung von
Pyrophosphat geknlpft. Um eine solche Reaktion zu katalysieren, mussen
Polymerasen zwei Substrate binden — Nukleotide und die RNA-Matrize, zu der ein
komplementarer Strang synthetisiert werden soll.

Unter Ausnutzung des quenching einer Fluoreszenz-markierten RNA durch
Interaktion mit der Polymerase kann die Bindung von Polymerase und RNA
quantifiziert werden. Als einfache RNA-Matrize wurde als Modell eine kurze, 16
Nukleotide lange einzelstrangige RNA gewahlt. Ein Fluorophor (Fluoreszein-
aminomethyl-) an dessen 5’-Ende diente als spektroskopische Sonde. Zugabe von
steigenden Konzentrationen an Polymerase fuhrte zu einer Abnahme der
Fluoreszenzintensitat (Abbildung 6). Mittels Gleichung 4 (siehe Seite 28) kann aus
den Bindungskurven die Dissoziationskonstante  (beziehungsweise die
Gleichgewichtskonstante) ermittelt werden. Eine Erhdhung der lonenstarke durch
Zugabe von NaCl fuhrte zu einer verringerten Affinitat von Polymerase und RNA.
Offensichtlich tragen ionische Wechselwirkungen zur Komplexbildung bei. Tragt man
die bei unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen ermittelten Kp-Werte gegen die
entsprechende NaCl-Konzentration auf, zeigt sich eine Abhangigkeit nach Gleichung
6 (siehe Seite 29) mit Kp® = 0.03 pM und entsprechend AG® = - 42.7 kJ mol™" und
m =—76 kJ mol" M™.
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Abbildung 6: Quantifizierung der Bindung von HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK) und ssRNA
in Abhangigkeit der Konzentration an NaCl.

A) Dargestellt ist die Fluoreszenzénderung relativ zur Ausgangsfluoreszenz von 0.06 uM FAM-
markierter einzelstrangiger RNA durch Bindung der HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK) bei
unterschiedlicher lonenstarke. Die jeweiligen NaCl-Konzentrationen sind in der Legende
gekennzeichnet. Eine Regression der Datenpunkte nach Gleichung 4 (Seite 28) lieferte jeweils die
Dissoziationskonstante Kp'. Diese Kp’-Werte sind in B) gegen die entsprechende Konzentration an
NaCl aufgetragen. Durch eine Auswertung nach dem Modell einer linearen freien Enthalpiebeziehung
(Gleichung 6, Seite 29) erhalt man Ko’ = 0.03 MM mit einer Perturbation der Protein-RNA-
Komplexbildung durch NaCl von m = — 76 kJ mol™ M.

I. Il. Quantifizierung der Bindung von Nukleotiden sowie des Inhibitors HCV-796

und der HCV-Polymerase.

Entsprechend der RNA-Matrize werden die komplementaren Nukleotide als
Substrate einer Polymerisationsreaktion bendtigt und mussen von der Polymerase
gebunden werden.

Interessanterweise besitzt die RNA-abhangige RNA-Polymerase ein Signal im
Circulardichroismus, welches sensitiv fur die Bindung von Nukleotiden ist (Abbildung
7). Das lokale Minimum von bisher unbekannter Ursache im CD-Spektrum der
Polymerase bei etwa 241 nm verringerte sich durch Zugabe und Bindung der
Nukleotide ATP, CTP, GTP, UTP sowie einem allosterischen Inhibitor HCV-796
(siehe Abbildung 4, Seite 16 und Materialien und Methoden Seite 22). HCV-796 ist
eine niedermolekulare Verbindung, die durch Bindung an der Handflachen-Doméane

nahe dem aktiven Zentrum die HCV-Polymerase NS5B und somit auch die
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Replikation des Hepatitis C Virus inhibiert. Die Abnahme der Signalintensitat bei 241
nm durch Erhéhung der Ligandenkonzentration konnte zur Quantifizierung der
Bindung verwendet werden. Eine sigmoide Regression lieferte Sps-Werte und Hill-
Koeffizienten fur die Bindung von Polymerase und den vier Nukleotiden sowie dem
Inhibitor HCV-796 (Tabelle 1). Hill-Koeffizienten von etwa 1.7 verweisen auf die
Bindung von jeweils zwei Liganden mit positiver Kooperativitat an das Protein. Ein
Ligand bindet vermutlich in der Nukleotidbindungstasche, ein weiterer, wegen der
hohen chemischen Ahnlichkeit von RNA und Nukleotid, an die RNA-Bindungsstelle.
Im Fall der Bindung des allosterischen Inhibitors HCV-796 wurde, wie auch bei der
Bindung der Nukleotide, eine Anderung im Circulardichroismus der HCV-Polymerase
bei der entsprechenden Wellenlange detektiert, zudem aber auch eine bathochrome
Verschiebung des lokalen Minimums beobachtet. Dies weist auf eine ahnliche,
jedoch nicht identische Bindung von Nukleotiden und HCV-796 hin.
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Abbildung 7: Charakterisierung der Interaktion von HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK) mit

Nukleotiden und Inhibitor HCV-796 mittels Circulardichroismus.
CD-Spektren von 17.5 yM HCV-Polymerase mit steigenden Konzentrationen an A) ATP, B) CTP, C)
GTP, D) UTP und E) HCV-796. Die jeweiligen Konzentrationen des Liganden sind in den Legenden

gekennzeichnet.

F)

Eine sigmoide Regression der Signaldnderung bei 241 nm gegen die

entsprechende Ligandenkonzentration ermdglicht die Quantifizierung der Interaktion.
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Ko (mM)  Ks(mM")  Kooperativitit n

ATP 0.05 0.005 1.8
CTP 0.05 0.011 1.5
GTP 0.04 0.006 1.6
uTpP 0.09 0.025 1.5
HCV-796 0.03 0.0007 2.0

Tabelle 1: Dissoziationskonstanten von HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK) und ATP, CTP,
GTP und UTP sowie dem allosterischen Inhibitor HCV-796.

* Der Kp-Wert entspricht der Ligandkonzentration, bei der halbmaximale Effekte beobachtbar sind
(Sos)-

I. lll. Kinetische Studien zur Assoziation und Dissoziation von RNA und HCV-

Polymerase.

Die Interaktion von Polymerase und RNA kann nicht nur im Gleichgewicht, sondern
auch kinetisch gemessen werden. Unter Ausnutzung des quenching der Fluorophor-
markierten einzelstrangigen RNA bei Bindung an die Polymerase kann sowohl die
Assoziation als auch die Dissoziation verfolgt werden. Dazu wurden mittels der
stopped-flow-Technik schnelle Kinetiken aufgenommen.

Die Assoziationsreaktion von HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK) und
einzelstrangiger RNA erfolgte Uber mehrere Intermediate; mindestens 4 Phasen
konnten detektiert werden (Abbildung 8). Dementsprechend wurden die Kinetiken der
Bildung dieses Binarkomplexes nach einer vierfach-exponentiellen Reaktion 1.
Ordnung ausgewertet (Gleichung 1, siehe Seite 25). Daraus resultierten vier
beobachtbare Geschwindigkeitskonstanten, welche bei konstanter
Proteinkonzentration von 0.04 uM und steigenden RNA-Konzentrationen gemessen
und gegen die jeweilige RNA-Konzentration aufgetragen wurden. Dabei zeigte keine
der apparenten Geschwindigkeitskonstanten eine lineare Abhangigkeit von der
eingesetzten RNA-Konzentration, wie es fur eine bimolekulare Reaktion zu erwarten
ware. Da die apparenten Geschwindigkeitskonstanten unabhangig von der RNA-
Konzentration waren, entsprechen sie intramolekularen Reaktionen pseudo 1.
Ordnung mit ka; =20 s™, kao = 0.6 s kas = 0.05s™ und kas ~ 0.003 s™". Dies kdnnen

etwa Positionierungsreaktionen oder Konformationsanderungen sein. Zwar konnte
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die bimolekulare Reaktion 2. Ordnung nicht detektiert werden, sie kann aber mit ko¢ =
kat = 20 s und Kp = 0.03 pM abgeschétzt werden. Nach Kp = keft / kon ergibt sich
kon®° 2 600 s uM™'. Dieser Wert ist am Diffusionslimit und kann auch mit stopped-

flow-Kinetiken nicht mehr aufgelost werden.
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Abbildung 8: Die zeitaufgeléste Assoziation von HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK) und
SSRNA.

A) Die Anderung der Fluoreszenz (relativ zur Startfluoreszenz) der markierten einzelstrangigen RNA
durch Komplexbildung mit der HCV-Polymerase wurde zeitaufgeldst detektiert. Bei einer konstanten
Konzentration von 0.04 yM HCV-Polymerase wurde die RNA-Konzentration variiert (siehe Legende)
und die Kinetiken einer vierfach-exponentiellen Reaktion 1. Ordnung (Gleichung 1, siehe Seite 25)
angepasst. B) Die vier apparenten Geschwindigkeitskonstanten waren unabhangig von der RNA-

Konzentration und entsprechen somit intramolekularen Reaktionen 1. Ordnung.

Neben der Polymerase-RNA-Assoziation kann auch die Dissoziation untersucht
werden — sofern ein Gleichgewicht vorliegt. Dazu wurden 0.08 uM Polymerase und
0.21 uM einzelstrangige RNA prainkubiert. Dies entspricht bei einem Kp-Wert
(Polymerase und ssRNA) von 0.03 uM etwa 0.07 pM Polymerase-RNA-Komplex.
Dieser Komplex wurde durch Verdinnung (1 + 1) zur Dissoziation gebracht. Nach
erneuter Gleichgewichtseinstellung sollten nun noch 0.03 uyM Polymerase-RNA-
Komplex vorliegen, etwa 60 % des urspringlichen Komplexes dissoziieren in freie
RNA und Polymerase. Dabei wurde die Anderung des Fluoreszenzsignals der
markierten RNA verfolgt (Abbildung 9). Wie bei der Assoziationsreaktion treten auch

bei der Dissoziationsreaktion Intermediate auf, mindestens 4 Phasen konnten
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detektiert werden. Die Kinetiken wurden daher nach einer vierfach exponentiellen
Gleichung ausgewertet. So konnten die vier apparenten Geschwindigkeitskonstanten
1. Ordnung der Dissoziation von HCV-Polymerase und einzelstrangiger RNA mit kp+
=15s", kp2=15s" kpz=0.1s" und kps = 0.005 s bestimmt werden.

Nukleotide sind neben der RNA-Matrize flr die Katalysereaktion essentielle
Substrate einer RNA-abhangigen RNA-Polymerase. In Abwesenheit von Nukleotiden
dissoziieren Polymerase und RNA-Matrize durch Verdinnung entsprechend dem
neuen Gleichgewicht wieder. Verdinnt man einen Polymerase-RNA-Komplex mit
dem zweiten Substrat, den Nukleosid-Triphosphaten, kann die RNA-abhangige RNA-
Polymerisationsreaktion stattfinden. Es findet eine Partitionierung der Dissoziation
von Polymerase und einzelstrangiger, Fluorophor-markierter RNA-Matrize und
doppelstrangigem, Fluorophor-markiertem RNA-Produkt statt. Misst man die
Dissoziation von Polymerase und RNA bei steigenden Nukleotid-Konzentrationen,
kann deren Effekt auf die Freisetzung der RNA quantifiziert werden — vorausgesetzt,
die Assoziation der Nukleotide ist deutlich schneller als die Dissoziation der RNA. Die
aufgenommenen Fluoreszenzanderungen nach Induktion der Dissoziation, entweder
durch Verdinnung mit Puffer oder Nukleotiden, wurden nach einer vierfach
exponentiellen Reaktion 1. Ordnung angepasst (Abbildung 9; Gleichung 3, siehe
Seite 27). Die so erhaltenen vier beobachteten Geschwindigkeitskonstanten sowie
die entsprechenden Amplituden wurden gegen die jeweilige Nukleotid-Konzentration
aufgetragen. Interessanterweise verringerten Nukleotide die
Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation von markierter RNA und HCV-
Polymerase. Bei Nukleotiden in Sattigung wurden apparente
Geschwindigkeitskonstanten der RNA-Polymerase-Dissoziation mit kps+«ntp = 3 57,
koz +n1p = 0.3 87" kps +ntp = 0.04 s und kps +nte = 0.009 s detektiert. Verglichen mit
der einfachen Dissoziation von RNA in Abwesenheit von Nukleotiden erfolgte in
Gegenwart beider Substrate die Enzym-katalysierte Reaktion, was die Freisetzung
der Fluorophor-markierten RNA scheinbar verlangsamt. Die apparenten
Geschwindigkeitskonstanten der RNA-Dissoziation zeigten eine hyperbole
Abhangigkeit von der Nukleotid-Konzentration nach MICHAELIS und MENTEN. Dies
war am starksten bei der schnellsten beobachteten Phase der Dissoziation
ausgepragt, die halbmaximale Effektorkonzentration betrug hier etwa 0.02 mM. Diese
Verringerung der apparenten Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation von HCV-

Polymerase und ssRNA durch Nukleotide nahm bei den kleineren
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Geschwindigkeitskonstanten  ab. Bei der langsamsten  beobachtbaren
Geschwindigkeitskonstante war kein Effekt der Nukleotide mehr feststellbar.

Aber nicht nur die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten, auch die
Signalamplituden zeigten einheitlich eine hyperbole Abhangigkeit von der
eingesetzten Konzentration an Nukleotiden (Abbildung 9 C). Auch hier konnten die
Amplituden einzeln oder in ihrer Summe an eine hyperbole Gleichung angepasst
werden. Daraus resultierte eine halbmaximale Effektorkonzentration der Nukleotide
von 0.06 +/- 0.02 mM. Ob die Zunahme der Signalamplitude durch eine Verdrangung
der markierten RNA durch NTPs oder durch eine Verringerung der Affinitat in Folge
von (partiell) doppelstrangiger RNA-Produktbildung erfolgte, ist bisher unklar.
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FIF,

1 L

|
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 06

1 Il 1

NTPs (each) (mM)

@)

1.06 |

1.05 |

Amplitude (total) (a. u.)

1.04 |

1.03 |

0 0.1 0.2 03 0.4 05 06
NTPs (each) (mM)

Abbildung 9: Der Einfluss von Nukleotiden auf die Dissoziation von HCV-Polymerase (Genotyp 1b,
Subtyp BK) und ssRNA.

A) Die Dissoziation von prainkubierten 0.08 yM HCV-Polymerase und 0.21 yM Fluorophor-markierter
ssRNA durch Verdinnung (1 + 1) mit steigenden Konzentrationen an NTPs (siehe Legende) wurde
zeitaufgeldst verfolgt. Die Zunahme der Fluoreszenz wurde nach einer vierfach exponentiellen

Reaktion 1. Ordnung angepasst. B) Die 4 apparenten Geschwindigkeitskonstanten der einzelnen

-43 -



Phasen waren hyperbol von der NTP-Konzentration abhangig. In Gegenwart der Nukleotide,
notwendig fir die Polymerisationsreaktion mit Produktbildung doppelstrangiger RNA, verlangsamte
sich die Freisetzung der markierten RNA. Die halbmaximale Effektorkonzentration der NTPs auf die
Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziationsreaktion betrug etwa 0.02 mM. C) Auch die
Gesamtamplitude der Dissoziationsreaktion zeigte eine hyperbole Abhangigkeit von der Konzentration

an Nukleotiden mit einer halbmaximalen Effektorkonzentration Ky, (NTPs) = 0.06 mM.
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I. IV. Mechanismus der Inhibierung der HCV-Polymerase durch den Inhibitor
HCV-796.

Mit den bisher etablierten Methoden der Charakterisierung der Hepatitis C viralen
RNA-abhangigen RNA-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK) sollte die
Wirkungsweise des allosterischen Inhibitors HCV-796 untersucht werden. Aus
Kristallstrukturen war bekannt, dass dieser Inhibitor nahe dem aktiven Zentrum an
der ,Handflache® der Polymerase bindet (Hang et al. [114]).

Zuerst wurde der Einfluss des Inhibitors HCV-796 auf die RNA-Bindung der
Polymerase mit dem in Kapitel I. |. beschriebenen Verfahren untersucht. Bei einer
Konzentration von 0.06 pM einzelstrangiger RNA und steigender Menge an
Polymerase beeinflussten selbst 100 pM HCV-796 die Polymerase-RNA-
Komplexbildung nicht (Kp (+/- HCV-796) = 0.05 uM). In Gegenwart von Nukleotiden
in Sattigung (je 3 mM) jedoch flhrte der Inhibitor HCV-796 zu einer stark verringerten
Affinitat von Polymerase und RNA (Kp = 0.7 uM). Offensichtlich interferierte der
Inhibitor HCV-796 also ausschlieRlich in einer NTP-induzierten Konformation der
Polymerase mit der RNA-Bindung (Abbildung 10 A).

Neben der Betrachtung der Wirkungsweise des Inhibitors im Gleichgewicht wurde
auch dessen Einfluss kinetisch untersucht. Dazu wurde, wie im Methodenteil
beschrieben (siehe Seite 26 und 27), der praformierte Polymerase-RNA-Komplex
durch Verdunnung mit Nukleotiden in Sattigung und steigenden Mengen an Inhibitor
HCV-796 zur Dissoziation gezwungen. Die durch die Freisetzung der markierten
RNA auftretende Anderung der Fluoreszenz wurde zeitaufgel6st verfolgt, nach einem
vierfach-exponentiellen konsekutiven Reaktionsmechanismus ausgewertet und die
beobachteten Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation gegen die Inhibitor-
Konzentration aufgetragen (Abbildung 10 C, 10 D). Anders als bei der
Dissoziationsreaktion von Polymerase und RNA in Gegenwart von nur Nukleotiden,
die zu einer verlangsamten Freisetzung der RNA flhrten (Kapitel 1. 1ll.), konnte in
Gegenwart des Inhibitors HCV-796 und Nukleotiden in Sattigung eine beschleunigte
Freisetzung der RNA detektiert werden. Bei Nukleotiden und Inhibitor HCV-796 in
Sattigung wurden Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation von RNA und HCV-
Polymerase mit kp1 +np+t = 15 5™, ko2 sntpst = 1.5 87" Kps +ntp+1 = 0.25 5™ und Kps «NTp+1
= 0.03 s’ beobachtet. Eine hyperbole Regression dieser apparenten

Geschwindigkeitskonstanten lieferte einen Ki-Wert des Inhibitors HCV-796 von
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0.01 mM. Die Inhibierung der Produktbildung durch HCV-796 mit einem K; ~ 0.01 mM
konnte auch in einem radioaktiven Polymerase-assay bestatigt werden (siehe
Materialien und Methoden, Seite 35). Hier wird der Einbau radioaktiv markierter
Nukleotide durch die Polymerase in saure-unlosliche Produkte detektiert. Diese
Nukleinsduren werden mittels denaturierender Gelelektrophorese ihrer Grofe
entsprechend aufgetrennt und durch Phosphor-imaging sichtbar gemacht. Die
Schwarzung ist ein Mal} fur die Produktbildung und nahm mit steigenden Inhibitor-
Konzentrationen ab. Bei 0.01 mM HCV-796 wurde nur noch etwa die Halfte der
Signalintensitat des Polymerisations-Produkts beobachtet (Abbildung 10 B). Beide
Messverfahren zur Quantifizierung der inhibitorischen Wirkung von HCV-796, der
diskontinuierliche, radioaktive Aktivitatstest sowie der diskontinuierliche,
spektroskopische zeigten bei einer Konzentration von 0.01 mM HCV-796 einen
halomaximalen Effekt. Auch das neu etablierte Testsystem unter Ausnutzung der
Fluoreszenzeigenschaften markierter RNAs eignet sich also, Hemmstoffe der HCV-

Polymerase zu charakterisieren und deren Einfluss zu quantifizieren.
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Abbildung 10: Der Wirkungsmechanismus des HCV-Polymerase-Inhibitors HCV-796.

A) Anderung des Fluoreszenzsignals (relativ zur Startfluoreszenz) von 0.06 uM 5-FAM-markierter
einzelstrangiger RNA durch Bindung der HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK) im Gleichgewicht
(rote Kreise). Auch 100 uM des Inhibitors HCV-796 beeinflussten den Kp-Wert der Bindung von RNA
und Polymerase von 0.05 pM nicht (blaue offene Quadrate). In Gegenwart von Nukleotiden in
Sattigung (3 mM) und 100 pM HCV-796 verringerte sich die Affinitdt von Polymerase und RNA stark
(grine geschlossene Quadrate).

B) Radioaktiver Polymerase-assay mit 0.04 yM HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK), je 0.2 uM
einzelstrangiger RNA (ssRNA) oder 5'-FAM-markierter einzelstrangiger RNA (ssRNA*), je 3 mM ATP,
GTP und UTP, 0.1 uM [a-32P]CTP und 0, 5 und 10 uM Inhibitor HCV-796. Bei einem RNA-Marker von
16 Nukleotiden (nt) wurde das Polymerisationsprodukt mittels Phosphor-imaging detektiert (siehe
Materialien und Methoden, Seite 35).

C) Die Dissoziation von prainkubierten 0.08 yM HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK), 0.21 uM
5-FAM-markierter einzelstrangiger RNA und einer Endkonzentration von 0 — 55 yM HCV-796 (siehe
Legende) durch  Verdinnung (1 + 1) mit Nukleotiden in Sattigung. Die Anderung des
Fluoreszenzsignals (relativ zur Startfluoreszenz) wurde nach einer vierfach exponentiellen Reaktion 1.
Ordnung ausgewertet.

D) Die beobachteten Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation von RNA und Polymerase bei
Nukleotiden in Sattigung nahmen hyperbol mit der Konzentration des Inhibitors HCV-796 zu. Mit
einem K; = 0.01 mM verhinderte HCV-796 die doppelstrangige Produktbildung durch Freisetzung der
RNA-Matrize in Anwesenheit von NTPs.
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Il. Die Initiation der viralen Genom-Replikation - die HCV-

Polymerase in Aktion.

Die bis hier beschriebene Charakterisierung der HCV-Polymerase war mit der
Polymerase des HCV Genotyps 1b, Subtyps BK durchgefuhrt worden. Seit 2005
existiert aber ein HCV-Isolat, welches nicht nur in der Lage ist, in Zellkultur zu
replizieren, sondern auch infektiése Partikel zu bilden [18]. Damit konnte zum ersten
Mal der gesamte ,Lebenszyklus’ des Hepatitis C Virus in Zellkultursystemen
untersucht werden. Da sich aktuell die Erforschung von HCV fast ausschlief3lich mit
diesem HCV-Isolat vom Genotyp 2a, Subtyp JFH-1 beschaftigt, sollten weitere
Studien auch in dieser Arbeit mit der HCV-Polymerase vom Genotyp 2a, Subtyp
JFH-1 durchgeflihrt werden. Die verbesserte Replikation des HCV-Isolats vom
Genotyp 2a, Subtyp JFH-1 verglichen mit anderen HCV-Isolaten wird, neben der
viralen Helikase NS3 und den 5’- sowie 3’-NTRs, auch einer uberaus ,aktiven“ HCV-
Polymerase zugesprochen [31]. Ein Vergleich der beiden HCV-Polymerasen vom
Genotyp 1b, Subtyp BK und Genotyp 2a, Subtyp JFH-1 hinsichtlich der Bindung von
Nukleotiden und einzelstrangiger RNA findet sich in der Diskussion wieder (siehe
Seite 85 und folgende).

Aulerdem sollte, neben der bisher untersuchten einzelstrangigen RNA-Matrize, ein
moglichst natives RNA-Substrat als Matrize verwendet werden. Wie schon in der
Einleitung beschrieben, stellt das 3’-Ende der HCV (-)-RNA den Ausgangspunkt zur
Synthese des viralen (+)-RNA-Genoms dar und sollte am dulRersten Ende eine stem-
loop-RNA Sekundarstruktur ausbilden. Dieses aus 21 Nukleotiden bestehende
strukturierte RNA-Molekul (siehe Materialien Seite 21) wird im Folgenden als stem-
loop-RNA bezeichnet und wurde hinsichtlich seiner Interaktion mit der HCV-
Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) sowie mittels 1D 'H NMR-Spektroskopie

bezlglich seiner Struktur charakterisiert.

Il. I. Kinetische Studien zur Bindung einer nativen RNA-Matrize und der HCV-

Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1).

Betrachtet man die Assoziationsreaktion der HCV-Polymerase vom Genotyp 2a

(Subtyp JFH-1) und Fluorophor-markierter RNA zeitaufgeldst, waren wie auch bei der
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Assoziation der HCV-Polymerase vom Genotyp 1b (Subtyp BK) 4 Phasen
detektierbar. Auch hier erfolgte die Bindung von RNA (Uber Intermediate. Die
Anderung des Fluoreszenzsignals von sowohl einzelstrangiger RNA, als auch nativer
stem-loop-RNA durch Interaktion mit der HCV-Polymerase wurde zeitaufgelost in
Abhangigkeit der RNA-Konzentration detektiert und einer vierfach exponentiellen
Reaktion pseudo 1. Ordnung angepasst (Abbildung 11; Gleichung 1, siehe Seite 25).
Jeweils die schnellste beobachtete Geschwindigkeitskonstante der Interaktion von
HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) und ssRNA als auch stem-loop-RNA
zeigte nach Gleichung 2 (Seite 26) eine lineare Abhangigkeit von der eingesetzten
RNA-Konzentration. Sie stellt somit jeweils die bimolekulare Reaktion 2. Ordnung
dar, die Formierung des MICHAELIS-Komplexes. Die kos-Werte der Bindung von
Polymerase und ssRNA als auch stem-loop-RNA glichen sich mit etwa 3 s™.
Unterschiede zeigten sich in den kon-Werten. Mit kon (SSRNA) = 45 s pM™" war die
Bindung von einzelstrangiger RNA deutlich schneller als die Bindung der teilweise
doppelstrangigen stem-loop-RNA (ko (stem-loop-RNA) = 8 s uyM™). Dies spiegelte
sich entsprechend Kp = ko / kon in einer hoheren Affinitdt der Polymerase zu
einzelstrangiger RNA wieder. Die der initialen, bimolekularen Reaktion folgenden 3
Phasen waren unabhangig von der RNA-Konzentration. Diese 3 beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation ahnelten sich fir die beiden RNA-
Matrizen mit kay' ~ 0.5 s, kas’ ~ 0.05 s und kas’ = 0.004 s™". Sie entsprechen intra-
molekularen, konsekutiven Reaktionen pseudo 1. Ordnung wie etwa

Positionierungsreaktionen oder Konformationsanderungen.
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Abbildung 11: Bindung von HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) und RNA zeitaufgel®st.
Durch schnelles Mischen von HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) und 5’-FAM-markierter
RNA konnte die Assoziationsreaktion durch Anderung des Fluoreszenzsignals beobachtet und einer
vierfach exponentiellen Reaktion 1. Ordnung angepasst werden.

A) Zwischen Ausgangs- und Endwert normierte Anderung der Fluoreszenz von 0.02 — 0.82 uM
Fluorophor-markierter einzelstrangiger RNA durch Bindung von final 0.27 yM HCV-Polymerase. B)
Die Auswertung der zeitaufgelosten Bindung von HCV-Polymerase und ssRNA (siehe A) lieferte 4
apparente Geschwindigkeitskonstanten mit ks, = 0.004 st ka3 = 0.06 st kay = 0.6 s und
Kat' =35 +45s" uM™" * [ssRNA].

C) Zwischen Ausgangs- und Endwert normierte Anderung der Fluoreszenz von 0.01 — 0.50 yM
Fluorophor-markierter stem-loop-RNA durch Bindung von final 0.27 yM HCV-Polymerase. D) Die
Auswertung der zeitaufgelésten Bindung von HCV-Polymerase und der nativen stem-loop-RNA-
Matrize (siehe C) lieferte 4 beobachtete Geschwindigkeitskonstanten mit ks’ = 0.004 s, kas =0.05§
' ka2 =04 s"und ka' =357 +8s pM™ * [stem-loop-RNA].

Il. Il. Thermodynamische Betrachtungen des RNA-Polymerase-Komplexes.

Il. Il. 1. Perturbation der RNA-Polymerase-Komplexbildung durch Erhéhung der

lonenstarke (lineare freie Enthalpiebeziehungen).

Betrachtet man die Polymerase-RNA-Interaktion im Gleichgewicht, so findet man
eine hohere Affinitat zu einzelstrangiger RNA verglichen mit strukturierter stem-loop-
RNA. Da die stem-loop-RNA eine native Matrize der HCV-Polymerase darstellt, sollte

die Interaktion, auch im Vergleich mit der unspezifischen, einzelstrangigen RNA,
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eingehender untersucht werden. Wurde die lonenstarke des Systems durch NaCl
erhoht, erniedrigte sich generell die Affinitdt von Polymerase und Nukleinsauren
(Abbildung 12). Zur Assoziation beider Makromolekiile scheinen ionische
Wechselwirkungen beizutragen (siehe Kapitel I. |., Seite 36). Eine Erhdhung der
lonenstarke flhrte zu einer Perturbation der Interaktion nach der Theorie einer
linearen freien Enthalpiebeziehung (BRONSTED). Die Dissoziationskonstante war
exponentiell abhangig von der Konzentration des Stoérstoffes, in diesem Fall NaCl,
oder entsprechend In Ka = In K.’ — m’ * [NaCl] beziehungsweise AG = AG® — m *
[NaCl]. Mit AG® wird hier die freie Gibbs’sche Reaktionsenthalpie der Interaktion von
HCV-Polymerase und RNA bei 0 mM NaCl in 50 mM HEPES/NaOH, 20% (v/v)
Glyzerin, 6.5 mM MgCl;, 1 mM TCEP, pH = 7.5 und T = 295.6 K bezeichnet.
Erstaunlicherweise unterschieden sich die Interaktion von HCV-Polymerase
(Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) und einzelstrangiger beziehungsweise stem-loop-RNA
hinsichtlich ihrer NaCl-Abhangigkeit. Zwar ist die Affinitat zu einzelstrangiger RNA bei
niedrigen Konzentrationen an NaCl (AG%ssrnay = = 34.9 kJ mol™) hoher als die zur
partiell doppelstrangigen stem-loop-RNA (AGsem-ioop-rna) = — 30.7 kJ mol™), doch ist
auch die Abhangigkeit von der NaCl-Konzentration gréRer (mssrna) = — 29.2 kJ mol”
M, Mtemiooprnay = — 13.5 kJ mol’ M™). Daraus folgt, dass zur Bindung von
Polymerase und stem-loop-RNA zusatzliche, nicht-ionische Wechselwirkung

beitragen. Beide RNAs werden also auf unterschiedliche Weise gebunden.
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Abbildung 12: Perturbation der Interaktion von HCV-Polymerase und RNA durch NacCl.
A) Die relative Anderung des Fluoreszenzsignals von 0.06 uM 5-FAM-markierter einzelstrangiger
RNA durch Bindung der HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) ermdglichte nach Gleichung 4
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(siehe Seite 28) die Quantifizierung der Interaktion. Die Affinitdt von HCV-Polymerase und ssRNA
wurde bei NaCl-Konzentrationen von 90 mM (blau, Kreis), 120 mM (griin, Quadrat), 150 mM (gelb,
Raute) und 180 mM (rot, Kreuz) bestimmt und zeigt eine Abnahme mit steigender lonenstarke.

B) Bei unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen wurden die Affinitdten von HCV-Polymerase (Genotyp
2a, Subtyp JFH-1) und Fluorophor-markierter sowohl einzelstrangiger RNA als auch stem-loop-RNA
bestimmt. Der natirliche Logarithmus der Gleichgewichtskonstanten von HCV-Polymerase und
ssRNA (offene Quadrate) und stem-loop-RNA (geschlossene Kreise) war linear abhangig von der
Konzentration an NaCl entsprechend AG = AG® — m * [NaCl] (siehe Tabelle 2). AG® bezieht sich auf
die freie Gibbs’'sche Reaktionsenthalpie der Interaktion von HCV-Polymerase und der
gekennzeichneten RNA bei 0 mM NaCl in 50 mM HEPES/NaOH, 20% (v/v) Glyzerin, 6.5 mM MgCl,,
1 mM TCEP, pH=7.5und T = 295.6 K.

AG? m
(kJ mol™) (kJ mol™ M)
ssRNA -34.9 -29.2
stem-loop-RNA -30.7 -13.5

Tabelle 2: NaCl perturbiert die Interaktion von HCV-Polymerase und RNA entsprechend einer linearen
freien Enthalpiebeziehung.

AG? bezieht sich auf die freie Gibbs’sche Reaktionsenthalpie der Interaktion von HCV-Polymerase und
der gekennzeichneten RNA bei 0 mM NaCl in 50 mM HEPES/NaOH, 20% (v/v) Glyzerin,
6.5 mM MgCl,, 1 mM TCEP, pH=7.5und T = 295.6 K.

Il. Il. ll. Bestimmung der thermodynamischen Beitrage zu RNA-Polymerase-
Interaktionen (nach VAN'T HOFF).

Um die fur beide RNAs unterschiedliche Art der Bindung (Kapitel Il. 1. 1.) ndher zu
untersuchen, wurden bei einer konstanten NaCl-Konzentration von 150 mM die
Affinitaten von beiden RNAs zur Polymerase bei Variation der Temperatur bestimmt
(Abbildung 14). Die NaCl-Konzentration von 150 mM wurde gewahlt, da sie erstens
einer etwa physiologischen lonenstarke entspricht und zweitens bei diesen
Bedingungen die HCV-Polymerase auch in Gegenwart von Nukleinsauren eindeutig
als Monomer vorliegt (analytische Ultrazentrifugation, PD Dr. Hauke Lilie). Mit
AG = - RT In Ka und AG = AH — TAS ergibt sich ein linearer Zusammenhang von
In Ka und der reziproken Messtemperatur entsprechend Gleichung 7 (siehe Seite 25).

Aus einer linearen Regression lassen sich nach VAN'T HOFF die thermodynamischen
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Parameter AH, AS und AG der Wechselwirkung von Polymerase und der jeweiligen
RNA berechnen. Faszinierend ist, dass sich auch in dieser Versuchsreihe
Unterschiede in der Bindung von Polymerase und einzelstrangiger und partiell
doppelstrangiger stem-loop-RNA zeigten. Die Gleichgewichtskonstante der Bindung
von HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) und einzelstrangiger RNA war
scheinbar unabhangig von der Reaktionstemperatur. Dies bedeutet, dass kein
enthalpischer Beitrag in der Komplexbildung realisiert wird (AHssrna)y ~ 0 kJ mol™).
Die Bindung von einzelstrangiger RNA mit AGssrna) = — 31 kJ mol™ bei 150 mM NaCl
und 2956 K bestand ausschliellich aus dem entropischen Beitrag
— TAS(ssrna) = — 31 kJ mol”. Die Komplexbildung von stem-loop-RNA und HCV-
Polymerase war enthalpisch sogar ungunstig mit AH(stem-loop-RnA) = + 37 kJ mol™.
Dieser endotherme Beitrag wurde durch den starken entropischen Beitrag von
— TAS(stemioopRNa) = — 66 kJ mol™’ kompensiert. Somit realisiert sich durch die
Bindung von stem-loop-RNA und HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) eine
freie Reaktionsenthalpie von AGsem-ioop-rNa) = — 29 kJ mol™ bei 150 mM NaCl und
295.6 K.

Daraus konnte geschlossen werden, dass die Interaktion von Polymerase und RNA
allgemein entropisch getrieben ist (AS > 0). Dies bedeutet, dass sich durch die
Polymerase-RNA-Komplexbildung die Entropie des Systems erhoht (siehe

Diskussion).
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Abbildung 13: Bestimmung der thermodynamischen Beitrage zur Bindung von HCV-Polymerase und
einzelstrangiger beziehungsweise stem-loop-RNA.

Gleichgewichtskonstanten von HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) und Fluorophor-
markierter sowohl einzelstrangiger RNA (Quadrate) als auch partiell doppelstrangiger stem-loop-RNA
(Kreise) wurden bei 150 mM NaCl und unterschiedlichen Temperaturen bestimmt. Eine Auswertung

nach VAN'T HOFF lieferte die thermodynamischen Beitrdge der Komplexbildung (siehe Tabelle 3).

AG AH - TAS

(kJ mol™) (kJ mol™) (kJ mol™)
ssRNA -31 0 - 31
stem-loop-RNA - 29 + 37 - 66

Tabelle 3: Thermodynamischen Parameter der Interaktion von HCV-Polymerase und einzelstréangiger
sowie stem-loop-RNA.

Die angegebenen Werte beziehen sich auf 50 mM HEPES/NaOH, 20% (v/v) Glyzerin, 150 mM NaCl,
6.5 mM MgCl,, 1 mM TCEP, pH=7.5und T = 295.6 K.
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Il. lll. Die Bindung von Nukleotiden und HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp

JFH-1) detektiert mittels Circulardichroismus.

Um eine RNA-abhangige RNA-Polymerisationsreaktion katalysieren zu konnen,
muss auch die HCV-Polymerase vom Genotyp 2a, Subtyp JFH-1 neben der RNA-
Matrize die dazu komplementaren Nukleotide binden. Wie schon fur die HCV-
Polymerase vom Genotyp 1b, Subtyp BK gezeigt (siehe Seite 37 und folgende)
eignet sich dazu die Circulardichroismus-Spektroskopie.

Abbildung 15 A zeigt das Nah-UV-CD-Spektrum der HCV-Polymerase vom Genotyp
2a, Subtyp JFH-1. Durch die unterschiedliche Absorption von links- und rechts-
zirkular polarisiertem Licht durch chirale Tryptophane und Tyrosine des Proteins
entsteht ein lokales Minimum bei 270 — 290 nm. Unbekannten Ursprungs sind das
lokale Maximum bei etwa 255 nm sowie das lokale Minimum bei 241 nm. Diese
Signale befinden sich an der Grenze des Fern-UV- zum Nah-UV-Bereich und kdnnen
daher Elementen der Sekundar- als auch der Tertiarstruktur der Polymerase
entsprechen. Interessanterweise sind diese beiden Signale, wie schon bei HCV-
Polymerase vom Genotyp 1b, Subtyp BK gezeigt (Kapitel I. Il.), sensitiv fur die
Bindung von Nukleotiden. Zugabe der einzelnen Nukleotide ATP, CTP, GTP und
UTP fahrte zu einer Abnahme der Signalintensitaten sowohl des charakteristischen
lokalen Minimums bei 241 nm als auch des lokalen Maximums bei 255 nm
(Abbildung 15 B - E). Diese Signalanderungen, die eine strukturelle Anderung der
Polymerase als Ursache haben, konnten zur Quantifizierung der Bindung von
Nukleotiden genutzt werden (Abbildung 15 F). Eine Anpassung der Signalanderung
bei 241 nm nach einer sigmoiden HILL-Gleichung lieferte die entsprechenden
Affinitaten (Sos-Werte) der Polymerase und des jeweiligen Nukleotids (Tabelle 4).
Die Affinitaten der einzelnen Nukleotide und der HCV-Polymerase vom Genotyp 2a
(Subtyp JFH-1) lagen mit Sps (ATP) = 0.06 mM, Sos (GTP) = 0.04 mM,
So5 (CTP) =0.06 mM und S5 (UTP) = 0.1 mM im mikromolaren Bereich und sind
nahezu identisch mit denen fur die HCV-Polymerase vom Genotyp 1b (Subtyp BK)
(siehe 1. 1.). Zudem konnte auch flur die Bindung der HCV-Polymerase (Genotyp 2a)
und allen NTPs ein HILL-Koeffizient von etwa 1.5 bestimmt werden. Dies bedeutet,
dass jeweils zwei Nukleotid-Molekule in der Lage sind, an die Polymerase zu binden.
Die Bindung von einem Nukleotid verbessert die Affinitat zum zweiten Nukleotid, man

spricht von positiver Kooperativitat. Wie schon erwahnt wird davon ausgegangen,

-55._



dass ein Nukleotid mit der Nukleotid-Bindungsstelle wechselwirkt und das zweite
Nukleotid, auf Grund der chemischen Ahnlichkeit zu RNA, die Nukleinsdure-
Bindungsstelle unter den gewahlten Reaktionsbedingungen besetzt.

Nicht nur die Bindung von RNA scheint Konformationsanderungen der Polymerase
zu induzieren, auch die Wechselwirkung mit Nukleotiden fuhrt zu strukturellen
Anderungen der Polymerase, wie durch Circulardichroismus gezeigt wurde.
Erwahnenswert ist, dass sich die CD-Signalanderungen der Polymerase hinsichtlich
der Bindung der einzelnen Nukleotide leicht unterscheiden. Die Bindung von ATP
und UTP resultierte in einer leicht hypsochromen Verschiebung des lokalen
Minimums bei 241 nm um etwa 1 — 2 nm. Die Bindung von CTP hingegen flhrte zu
einer hypsochromen Verschiebung von etwa 2 nm des lokalen Maximums bei 255

nm. Die Bindung von GTP liel} keine spektralen Verschiebungen erkennen.
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Abbildung 14: Bindung von Nukleotiden fiihrt zu Konformationsanderungen der HCV-Polymerase.

A) Das CD-Spektrum der HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) zeigte durch die Chiralitat von
Tryptophanen und Tyrosinen ein lokales Minimum bei 270 — 290 nm. Zudem besitzt es ein lokales
Maximum bei etwa 255 nm sowie ein starkes lokales Minimum bei 241 nm, beide unbekannten
Ursprungs und sensitiv fir Nukleotide. Die CD-Spektren von jeweils 0.02 mM HCV-Polymerase
(Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) wurden in Abhangigkeit von B) ATP, C) CTP, D) GTP und E) UTP
gemessen. Die Zugabe von Nukleotiden flihrte zu einer Abnahme sowohl des lokalen Maximums bei

255 nm als auch des lokalen Minimums bei 241 nm auf Grund konformationeller Anderungen der
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Sekundar- und / oder Tertiarstruktur des Proteins. F) Die Signalanderung bei 241 nm wurde zur

Quantifizierung der Interaktion von Polymerase und Nukleotide genutzt (siehe Tabelle 4).

Ko (mM)  Ks(mM")  Kooperativitit n

ATP 0.06 0.011 1.5
CTP 0.06 0.012 1.6
GTP 0.04 0.009 1.5
uTpP 0.10 0.038 1.4

Tabelle 4: Affinitadten von HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) und ATP, CTP, GTP und
UTP.

* Der Kp-Wert entspricht der Ligandkonzentration, bei der ein halbmaximaler Effekt beobachtbar ist
(So.s)-
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Il. IV. Strukturelle und thermodynamische Betrachtungen der stem-loop-RNA.

Die HCV-Polymerase arbeitet in einer 5—3’ Richtung bezogen auf den neu
wachsenden RNA-Strang. Um nicht in jedem Replikationsschritt genomische
Information zu verlieren, sollte das aulerste 3’-Ende der HCV (-)-RNA als RNA-
Matrize zur Synthese des viralen Genoms ((+)-RNA) dienen. Das 3’-Ende der (-)-
RNA weist, wie auch die 5-UTR des viralen Genoms, Sekundarstrukturen auf. Laut
einer software zur Vorhersage von Nukleinsauresekundarstrukturen (mfold, [132])
besitzt das &aulerste 3-Ende der (-)-RNA, die Initiationsstelle der HCV-
Genomsynthese, die Sekundarstruktur einer stem-loop-RNA. Dies sollte mittels
NMR-Spektroskopie untersucht und Aussagen Uber ihre thermodynamische Stabilitat
getroffen werden, besonders im Hinblick auf eine Interaktion dieser RNA-

Sekundarstruktur mit der HCV-Polymerase.

Il. IV. I. Strukturelle Charakterisierung der stem-loop-RNA mittels 'H NMR-
Spektroskopie.

Nukleinsauren sind Polymere, die aus einzelnen Monomeren, den Nukleotiden,
bestehen. Die Anordnung der 4 verschiedenen Nukleotide Adenosin, Guanosin,
Cytidin und Uridin bestimmt die Primarstruktur der Nukleinsauren. Daruber hinaus
kénnen sich auch Sekundar-, Tertidar- und Quartarstrukturen ausbilden. Eine
Nukleinsaure-Sekundarstruktur  bildet sich, wenn (meist) komplementare
Nukleobasen Uber Wasserstoffbriickenbindungen und stacking-Interaktionen
miteinander wechselwirken. Aus einem einzelstrangigen Molekul formiert sich so ein
(partiell) doppelstrangiger Bereich. Tragen zu diesem Doppelstrangbereich die
Wasserstoffbriickenbindungen von entweder Uracil oder Guanin mit ihren
entsprechenden Bindungspartnern bei, sind Protonen der Lactamstruktur der
Nukleotide, so genannte Imino-Protonen, durch diese Bindung fixiert und kdnnen
nicht mehr mit dem Losungsmittel austauschen. Bei einer spezifischen chemischen
Verschiebung werden diese Imino-Protonen im 'H NMR-Spektrum sichtbar. Dieser
spektrale Bereich bei etwa 13 ppm (iberlappt nicht mit den 'H NMR-Signalen von
Proteinen und ist daher gut geeignet, Nukleinsauren hinsichtlich inres Doppelstrang-

Charakters zu untersuchen.
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Die in dieser Arbeit untersuchte stem-loop-RNA, die als Initiationsstelle zur Synthese
des viralen Genoms dient, besteht aus 21 Nukleotiden. Abbildung 16 A zeigt
schematisch die mittels ,mfold“ [132] berechnete Sekundarstruktur dieser stem-loop-
RNA. Ein doppelstrangiger ,stem“ bestehend aus 5 Basenpaaren ist durch einen
penta-loop verbunden. Am 3’-Ende besitzt der stem-loop einen Uberhang von 4
einzelstrangigen Nukleotiden, am 5’-Ende sind es zwei.

Das 1D "H NMR-Spektrum dieser stem-loop-RNA zeigte in dem spektralen Bereich
typisch fur Imino-Protonen 5 deutliche Signale (Abbildung 16 B) entsprechend der 5
vorhergesagten intramolekularen Basenpaare. Ein schwaches zusatzliches Signal
war bei 12.85 ppm erkennbar. Dieses resultiert aus einer geringen Population einer
zusatzlichen Basenpaarung, wodurch sich ein doppelstrangiger Bereich aus 6
Basenpaaren bildet, der nun Uber einen triple-loop verbunden ist. Durch Variation der
RNA-Sequenz sowie 2D 'H-'H NOESY NMR-Spektroskopie (siehe Anhang
Abbildung 2) konnten die NMR-Signale der einzelnen Imino-Protonen den

entsprechenden Basenpaarungen zugeordnet werden (Abbildung 16 B).
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Abbildung 15: Die Struktur der stem-loop-RNA - die native Initiationsstelle der Polymerase zur
Synthese neuen viralen Genoms.
A) Ausgehend von der Primarstruktur kann die Sekundarstruktur von kurzen Nukleinsduren

vorhergesagt werden. Im Falle der stem-loop-RNA formt sich die schematisch dargestellte Struktur.
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Am 5-Ende sind zwei Nukleotide einzelstrangig, am 3’-Ende vier. Dazwischen liegt ein
doppelstrangiger stem aus flinf Basenpaarungen (von 5 — 3: G3C47, C4G4s, C5G15, CeG1sa, C7G13).
Dieser ist Uiber den penta-loop Ug Ag U1g U441 A4, verbunden.

B) Mittels 1D "H NMR-Spektroskopie der stem-loop-RNA konnte die vorhergesagte Sekundérstruktur
bestatigt werden. Entsprechend den 5 Basenpaarungen der stem-loop-RNA sind die 5 Imino-
Protonen-Signale deutlich erkennbar. Ein kleineres Signal bei 12.85 ppm deutet auf eine geringe
Population von RNA-Molekilen mit einer zusatzlichen UgA ,-Basenpaarung hin. Durch Variation der
Primarstruktur sowie 2D "H-'H NOESY NMR-Spektren der stem-loop-RNA (siehe Anhang Abbildung

2) konnten die NMR-Signale der Imino-Protonen den einzelnen Basenpaarungen zugeordnet werden.

Il. IV. Il. Thermodynamische Charakterisierung der Sekundarstruktur der stem-
loop-RNA- mittels 1D 'H NMR-Spektroskopie.

Da eine RNA-abhangige RNA-Polymerase Nukleotide komplementar zur RNA-
Matrize einbaut, sind RNA-Sekundarstrukturen fur die Produktbildungsreaktion
hinderlich. Von groRem Interesse war daher die Stabilitdat der Sekundarstruktur der
stem-loop-RNA, die sich im Gleichgewicht mit der einzelstrangigen Konformation
befindet. Die thermische Denaturierung ist eine Methode, Strukturen von
Nukleinsauren reversibel aufzuldsen. Eine solche thermische Denaturierung kann
auch mit NMR-Spektroskopie verfolgt werden. In Abbildung 17 A und 17 B ist der
spektrale Bereich der Imino-Protonen der 1D "H NMR-Spektren der stem-loop-RNA
bei unterschiedlichen Temperaturen gezeigt. Da in der einzelstrangigen
Konformation der RNA die Imino-Protonen mit dem Lésungsmittel frei austauschen,
werden sie nicht mehr detektierbar. Somit konnen die absoluten Integrale der
einzelnen Signale mit der Sekundarstruktur korreliert werden. Betrachtet man die
integrierten Signale der einzelnen Imino-Protonen in Abhangigkeit von der
Temperatur, konnen Rulckschlisse auf die Stabilititen der einzelnen
Basenpaarungen getroffen werden (Abbildung 17 C). Eine Auswertung der
integrierten NMR-Signale der Imino-Protonen nach einem Zwei-Zustandsmodell
(siehe Gleichung 9, Seite 31) lieferte die thermodynamischen Parameter der
einzelnen Basenpaare (Tabelle 5). Interessanter Weise besitzen die randstandigen
Basenpaare G3-Cq7 (T, = 341 K) und G13-C7 (Trm = 336 K) sowie G15-C4 (Tm = 335 K)
eine deutlich hohere thermodynamische Stabilitat als die innen liegenden
Basenpaare G15-Cs (T = 307 K) und G14-Cg (T, = 312 K).
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Im Hinblick auf die Polymerisationsreaktion ist dies von besonderem Interesse, da
die Polymerase in einer 5—3’-Richtung bezogen auf das neu zu synthetisierende
RNA-Molekul arbeitet. Das heilt, die terminale Basenpaarung G3-C47 der stem-loop-
RNA-Matrize ist die erste Basenpaarung, die sich offnen muss um Nukleotide
komplementar einzubauen. Mit ihrer hohen Stabilitat stellt sie die energetische

Barriere dar, um die Sekundarstruktur der stem-loop-RNA aufzulésen.
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Abbildung 16: Untersuchung der thermischen Stabilitat der stem-loop-RNA-Sekundarstruktur mittels
1D 'H NMR-Spektroskopie.

A) und B) 1D "H NMR-Spektren von 0.1 mM stem-loop-RNA wurden bei 278 — 358 K aufgenommen.
Die entsprechenden Temperaturen sind in den Legenden gekennzeichnet. Durch Erhdéhung der

Temperatur verschiebt sich das Gleichgewicht der partiell doppelstrangigen stem-loop-RNA zu
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Gunsten der einzelstrangigen Konformation. Dies resultiert in einer Abnahme der Signalintensitaten
der Imino-Protonen sensitiv fir Basenpaarungen.

C) Die integrierten Imino-Protonen NMR-Signale der stem-loop-RNA (G3-C47; geschlossenes Quadrat;
G16-C4 geschlossener Kreis; G45-Cs offener Kreis; Gq4-Cg offenes Dreieck; G43-C; geschlossenes
Dreieck) wurden gegen die entsprechende Temperatur aufgetragen und nach einem Zwei-
Zustandsmodell ausgewertet (Gleichung 9, Seite 31). Die thermodynamischen Parameter der

einzelnen Basenpaare sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Basenpaar AH 1 AS Tm Tm Acp AG 2K
(kJ mol™") (kJ mol" K™ (K) (kJ mol" K™) (kJ mol™
G3-Cq7 88 0.26 341 0.06 11.3
G16-Cy 88 0.26 335 0.06 101
G15-Cs 147 0.48 307 0.11 5.0
G14-Ce 118 0.38 312 0.08 4.2
G13-C7 101 0.30 336 0.07 11.7
Us-As2 - - - - -

Tabelle 5: Die thermodynamische Stabilitat der Sekundarstruktur der stem-loop-RNA.

NMR-Signale der Imino-Protonen der stem-loop-RNA wurden bei unterschiedlichen Temperaturen
gemessen und nach einem Zwei-Zustandsmodell der thermischen Denaturierung ausgewertet
(Gleichung 9, Seite 31).
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Il. V. Die RNA-abhingige RNA-Polymerisationsreaktion verfolgt mit 1D '"H NMR-
Spektroskopie.

Eine RNA-abhangige RNA-Polymerase baut Nukleotide komplementar zu einer RNA-
Matrize in einen wachsenden RNA-Strang ein. Um dies zu gewahrleisten, missen
Sekundarstrukturen  der  RNA-Matrize  lokal aufgelést  werden. Das
Polymerisationsprodukt ist ein doppelstrangiges RNA-Molekul aus der RNA-Matrize
und dem neu synthetisierten RNA-Strang, die wegen ihrer Komplementaritat stabile
Basenpaarungen ausbilden. Auch diese Basenpaarungen sollten sich durch Uber
Wasserstoffbriickenbindungen fixierte Imino-Protonen von Guanin oder Uracil mittels
'H NMR-Spektroskopie detektieren lassen. Somit sollte sich auch die Produktbildung
der Polymerisationsreaktion mit 'H NMR-Spektroskopie verfolgen lassen.

Es wurden je 30 yM HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1) und stem-loop-
RNA-Matrize mit Nukleotiden in Sattigung (500 uM je NTP) in 50 mM HEPES/NaOH,
5% (v/v) Glyzerin (deuteriert), 200 mM NaCl, 6.5 mM MgCl,, 1 mM TCEP, pH = 7.5
inkubiert. Unter den gewahlten Reaktionsbedingungen mit einem Kp (Polymerase -
stem-loop-RNA) < 5 uM entspricht dies mindestens 20 uM Polymerase-RNA-
Komplex, der durch Einbau von Nukleotiden 20 uM Produkt-RNA bilden kann. Von
den verbleibenden 10 yM RNA-Matrize kdnnten bei oben genannter Affinitat in einem
zweiten Polymerisationszyklus maximal 8 uM Produkt gebildet werden. Diese Menge
verringert sich noch, bezieht man zudem mit ein, dass auf Grund einer gewissen
Affinitat auch zur doppelstrangigen Produkt-RNA nicht die gesamten 30 uM HCV-
Polymerase zum zweiten Polymerisationszyklus beitragen konnen. In dem ersten
Polymerisationszyklus wird also mit mindestens 66% die Hauptmenge an Produkt-
RNA gebildet, mit jedem weiteren entsprechend weniger. In Naherung kann also von
einer Ein-Produkt-Bildungsreaktion (single turnover) gesprochen werden.

Basierend auf der 21 Nukleotid-langen RNA-Matrize wird im Zuge der
Polymerisationsreaktion ein doppelstrangiges RNA-Produkt mit 21 Basenpaarungen
erwartet. Da sich fur jede kanonische Basenpaarung je ein Imino-Proton NMR-Signal
entwickelt, sollte das Integral der NMR-Signale dieser Imino-Protonen
naherungsweise mit der Anzahl der Basenpaarungen und somit der Produktbildung
doppelstrangiger RNA korrelieren.

Im Experiment anderte sich in den ersten 16 Stunden Reaktionszeit (Polymerase +
stem-loop-RNA + NTPs) das 1D 'H NMR-Signalprofil der Imino-Protonen nicht
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(Abbildung 17 A). In dem folgenden Spektrum, das Uber den Reaktionszeitraum von
16 bis 24 h akkumulierte, waren dagegen NMR-Signale zusatzlicher Imino-Protonen
detektierbar, die auf eine beginnende Produktbildung und Freisetzung aus dem
Enzym-Produkt-Komplex deuteten. In dem von 25 bis 45 h Reaktionszeit
akkumulierten Spektrum war dann die Reaktion mit der Bildung von 20 uM Produkt
bereits vollstandig abgeschlossen.

Vergleicht man die "H NMR-Spektren des durch die HCV-Polymerase katalysierten
RNA-Produkts und des chemisch synthetisierten, erwarteten doppelstrangigen RNA-
Produkts, kann durch das fast identische Signalprofil eine durch die HCV-Polymerase
katalysierte Produktbildung angenommen werden (Abbildung 17 C).

In grober Naherung waren somit nach einer lag-Phase von etwa 20 Stunden
innerhalb von etwa 5 Stunden 20 yM Produkt-RNA von 20 yM des Polymerase-RNA-
Komplexes gebildet worden. Bei 21 eingebauten Nukleotiden entsprach dies etwa
1.4 uyM NTPs min™ (20 uM Polymerase-RNA-Komplex)" oder 0.1 Nukleotid min™
ausgehend vom Polymerase-RNA-Komplex.

In Abbildung 17 B ist das Integral der NMR-Signale der Imino-Protonen zeitaufgelOst
dargestellt. Der initiale Abfall der absoluten Signalintensitat in dem betrachteten
spektralen Bereich resultierte durch die Zugabe von Nukleotiden zu dem
Binarkomplex aus HCV-Polymerase und stem-loop-RNA. Nukleotide, essentiell flr
die Polymerisationsreaktion, beeinflussten in dem nun Katalyse-kompetenten
Ternarkomplex die Affinitat der stem-loop-RNA positiv (Km < Kp). Dies fuhrte zu einer
Verringerung der Konzentration an ungebundener stem-loop-RNA, was die initiale

Abnahme der NMR-Signalintensitat der Imino-Protonen bedingte.
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Abbildung 17: Die RNA-abhangige RNA-Polymerisationsreaktion detektiert mit 1D ‘H NMR-
Spektroskopie.

A) Die RNA-abhangige RNA-Polymerisationsreaktion wurde mit 1D 'H NMR-Spektroskopie verfolgt.
Dargestellt ist der spektrale Bereich sensitiv fir die Imino-Protonen doppelstrangiger Nukleinsauren.
Spektren von 30 yM HCV-Polymerase und 30 puM stem-loop RNA (etwa 20 pM Binarkomplex)
(schwarz) nach Inkubation mit 500 yM NTPs wurden fir 0 — 8 h (violett), 8 — 16 h (rot), 16 — 24 h
(orange), 24 — 45 h (gelb), 45 — 66 h (grin) und 66 — 87 h (blau) aufgenommen. In Folge der
Polymerisationsreaktion mit der Produktbildung (doppelstrangige RNA) entwickelt sich pro gebildete
Basenpaarung ein NMR-Signal dieser neuen Imino-Protonen. Das Fehlen von detektierbaren RNA-
Intermediaten deutet auf eine prozessive Reaktion.

B) Das Integral der NMR-Signale der Imino-Protonen (sensitiv fur Basenpaare) ist gegen die
Reaktionszeit entsprechend einer Progresskurve aufgetragen. Der Ky-Wert fir die RNA-Matrize im
Katalyse-kompetenten Holoenzym ist kleiner als der entsprechende Kp-Wert und bedingte die initiale
Abnahme der absoluten NMR-Signalintensitat der Imino-Protonen durch Zugabe der Nukleotide. Mit
fortschreitender Polymerisation und doppelstrangiger RNA-Produktbildung entwickelten sich

zusatzliche NMR-Signale von Imino-Protonen.
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C) Das durch die HCV-Polymerase katalysierte doppelstrangige RNA-Produkt aus der stem-loop-RNA
als Matrize und Nukleotiden (schwarz) ist dem zu erwartenden chemisch synthetisierten RNA-Produkt
(rot) gegenlbergestellt. Gezeigt sind die 1D 'H NMR-Spektren der Nukleinsduren in dem spektralen
Bereich sensitiv fur Basenpaarungen, normiert auf das markierte NMR-Signal bei 13.75 ppm. Das
Integral dieses NMR-Signals entspricht etwa 0.05 des gesamten Integrals der NMR-Signale der Imino-

Protonen.
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lll. Anwendung der etablierten Methoden auf andere Systeme:
Cyclophilin B — eine humane Peptidyl-prolyl-cis/trans-lsomerase mit

Nukleinsaure-Bindungseigenschaften.

Die bisher beschriebenen Methoden wie die Verwendung Fluorophor-markierter
Nukleinsduren zur Quantifizierung von Interaktionen oder die 1D 'H NMR-
Spektroskopie zur strukturellen Aufklarung von Nukleinsduren sind nicht auf die
Charakterisierung von HCV-Polymerase-RNA-Wechselwirkungen  beschrankt.
Vielmehr koénnen sie allgemein zur Untersuchung von Protein-Nukleinsaure-
Interaktionen angewandt werden. Dies soll im Folgenden kurz am Beispiel des
humanen Proteins Cyclophilin B, beschrieben als ein Protein mit Peptidyl-prolyl-
cis/trans-Isomerase-Aktivitat [127], gezeigt werden.

Ursprunglich war Cyclophilin B eine Rolle in der Replikation des Hepatitis C Virus
zugeschrieben worden. Dies beruhte zum Teil auf der HCV-inhibierenden Wirkung
mancher PPlase-Inhibitoren. Desweiteren zeigte eine Studie, dass spezifisch
Cyclophilin B die RNA-Bindungseigenschaft der HCV-Polymerase verstarkt [125]. In
der aktuellen Fachliteratur wird nun allerdings Cyclophilin A als target beschrieben,
eine Reduktion des Gehalts an zellularem Cyclophilin B wirkt sich nicht auf die HCV-
Replikation aus [133]. Im Zuge dieser vorliegenden Arbeit sollte ursprunglich auch
der Einfluss von Cyclophilin B auf die RNA-Bindung der HCV-Polymerase untersucht
werden. Allerdings konnte bisher kein direkter Effekt auf die HCV-Polymerase
festgestellt werden. Wie im Folgenden ausgeflihrt ist wurde vielmehr beobachtet,
dass Cyclophilin B selbst die Eigenschaft besitzt, zumindest in vitro mit

Nukleinsauren zu interagieren.

lll. 1. Cyclophilin B wechselwirkt mit Nukleinsauren.
lll. . I. Quantifizierung der Interaktion von Cyclophilin B und stem-loop-RNA

beziehungsweise DNA.

Wie oben gezeigt, kann durch die Verwendung Fluorophor-markierter Nukleinsauren
die Wechselwirkung von Proteinen und Nukleinsduren quantifiziert werden. Die
Zugabe von Cyclophilin B zu 5’-FAM-markierten Nukleinsauren resultierte in einer

Abnahme der Fluoreszenzintensitat der markierten Nukleinsaure auf Grund einer
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Komplexbildung. In Abbildung 18 ist dies exemplarisch fur die in den vorherigen
Kapiteln  beschriebene  stem-loop-RNA  (HCV) sowie die aquivalente
Desoxyribonukleinsaure gezeigt. Eine Auswertung der erhaltenen Isothermen nach
Gleichung 4 und 5 (Seite 28) lieferte die entsprechenden Affinitaten. Die Interaktion
von Cyclophilin B und stem-loop-RNA konnte mit Kp = 2.6 yM bestimmt werden, die
der stem-loop-DNA mit Kp = 5.5 uM. Die hohere Affinitat zu der RNA legt nahe, dass
Ribonukleinsauren und nicht Desoxyribonukleinsauren moglicherweise naturliche

Interaktionspartner von Cyclophilin B sind.

1.0

| 1 stem-loop RNA
| —@— stem-loop DNA

FIF

0 10 20 30

Cyclophilin B (M)

Abbildung 18: Cyclophilin B bindet DNA und RNA.

Die relative Anderung des Fluoreszenzsignals von 0.06 uM 5'-FAM-markierter stem-loop-RNA (offene
Quadrate) sowie stem-loop-DNA (geschlossene Kreise) durch Bindung an Cyclophilin B ermdglichte
nach Gleichung 4 (Seite 28) die Quantifizierung der Interaktion. Mit einem Kp (stem-loop-RNA) = 2.6
UM ist die Affinitat von Cyclophilin B zu stem-loop-RNA hoéher als zu der entsprechenden DNA (Kp
(stem-loop-DNA) = 5.5 yM).

lil. . Il. Die Beitrage von ionischen und nicht-ionischen Wechselwirkungen zur

Bindung von Cyclophilin B und der stem-loop-RNA.

Durch Bestimmung der Affinitdten von Cyclophilin B und der stem-loop-RNA von
HCV in Abhangigkeit von der lonenstarke und / oder Hydrophobizitat konnte die
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Komplexbildung naher charakterisiert werden. Analog zu Kapitel I. I. und II. II. I.
resultierte eine Erhéhung der lonenstarke des Systems durch NaCl in einer
verringerten Affinitat von Protein und RNA (Abbildung 19). NaCl storte die Interaktion
entsprechend einer linearen freien Enthalpiebeziehung (AG = AG® — m * [NaCl]) mit
m = — 67.1 kJ mol" M" bei AG® = — 30.8 kJ mol". Mit AG® wird hier die freie
Gibbs’sche Reaktionsenthalpie der Interaktion bei 0 mM NaCl in 50 mM
HEPES/NaOH, 6.5 mM MgClz, 1 mM TCEP, pH = 7.5 und T = 295.6 K bezeichnet.
Auch eine Erhohung der Hydrophobizitdt durch Zugabe von Glyzerin resultierte in
einer verminderten Protein-RNA-Komplexbildung, die Abhangigkeit von der
lonenstarke blieb aber unbeeinflusst. Zugabe von 20% (v/v) Glyzerin (etwa 2.74 M)
fihrten zu einer Abnahme der gesamten freien Bindungsenthalpie um AAG = 2 kJ
mol”. Neben starken ionischen Wechselwirkungen tragen also auch hydrophobe

Interaktionen zur Komplexbildung von Cyclophilin B und der stem-loop-RNA bei.
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Abbildung 19: Die Interaktion von Cyclophilin B und stem-loop-RNA in Abhé&ngigkeit von der
lonenstarke und Hydrophobizitat.

A) Dargestellt ist die Fluoreszenzanderung relativ zur Ausgangsfluoreszenz von 0.06 yM FAM-
markierter stem-loop-RNA durch Bindung an Cyclophilin B bei 0 mM (blau), 10 mM (grin), 25 mM
(gelb), 50 mM (rot), 75 mM (pink) und 150 mM NaCl (schwarz) in 50 mM HEPES/NaOH, 6.5 mM
MgCl,, 1 mM TCEP, pH = 7.5 bei T = 295.6 K. Durch eine Regression der Datenpunkte nach
Gleichung 4 (Seite 28) erhalt man die jeweiligen Dissoziationskonstanten.

B) Die Fluoreszenzanderung relativ zur Ausgangsfluoreszenz von 0.06 yM FAM-markierter stem-loop-
RNA durch Bindung von Cyclophilin B ermoglichte die Quantifizierung der Interaktion. Es wurden
Dissoziationskonstanten bei 0 mM (blau), 10 mM (griin), 25 mM (gelb), 50 mM (rot) und 150 mM NaCl
(schwarz) in 50 mM HEPES/NaOH, 20% (v/v) Glyzerin, 6.5 mM MgCl,, 1 mM TCEP, pH = 7.5 bei
T =295.6 K bestimmt.

C) Die Affinitaten von Cyclophilin B und stem-loop-RNA sind nach einer linearen freien
Enthalpiebeziehung linear abhangig von der NaCl-Konzentration. Eine Regression entsprechend
Gleichung 6 (siehe Seite 29) offenbarte eine Perturbation der Protein-RNA-Wechselwirkung durch
NaCl mit m = - 67 kJ mol” M" bei AG® = — 31 kJ mol™". AG® entspricht hier der freien Gibbs’schen
Reaktionsenthalpie der Interaktion bei 0 mM NaCl in 50 mM HEPES/NaOH, 6.5 mM MgCl,, 1 mM
TCEP, pH = 7.5 und T = 295.6 K (offene Quadrate; siehe A). Die Prasenz von 20% (v/v) Glyzerin
(geschlossene Kreise; siehe B) beeinflusste nicht die Perturbation der Cyclophilin B-stem-loop-RNA-
Interaktion durch NaCl (m = — 67 kJ mol™ M'1), verringerte aber die gesamte freie Reaktionsenthalpie
der Bindung um AAG =2 kJ mol™.

lll. Il. Cyclophilin B besitzt zwei — scheinbar voneinander unabhangige -
Funktionen.

lll. II. I. Die Peptidyl-prolyl-cis/trans-lsomerase-Funktion von Cyclophilin B wird
nicht beeinflusst durch die stem-loop-RNA.

FUr das humane Protein Cyclophilin B ist die Katalyse von Peptidyl-prolyl-cis/trans-
Isomerisierungen als enzymatische Aktivitat beschrieben [127], die Uber eine
etablierte Methode detektiert werden kann [134-136]. Sie beruht auf der
proteolytischen Spaltung des kurzen Peptid-Derivates Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA
durch a-Chymotrypsin ausschlieflich in dessen trans-Konformation und der daraus
resultierenden Freisetzung der spektroskopischen Sonde pNA. Dies kann Uber die
Absorptionszunahme bei 390 nm zeitaufgeldst verfolgt werden. Eine zugegebene
Peptidyl-prolyl-cis/trans-Isomerase (PPlase) beschleunigt die cis-trans-
Isomerisierung des markierten Peptids, somit dessen proteolytische Spaltung und

Freisetzung der spektroskopischen Sonde. Durch Zugabe von Additiven kann man
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deren Einfluss auf die Reaktion untersuchen (Abbildung 20). So wurde bei
steigenden Konzentrationen an stem-loop-RNA die cis-trans-lsomerisierung des
Modell-Peptids durch Cyclophilin B verfolgt und die Auswirkung der stem-loop-RNA
auf die PPlase-Funktion von Cyclophilin B bestimmt. RNA hatte keinen Einfluss auf
die proteolytische Aktivitat von a-Chymotrypsin. In Ubereinstimmung mit publizierten
Daten wurde eine katalytische Effizienz von Cyclophilin B (keat / Ky) von etwa
8 x10° s M ermittelt (siehe Seite 33) [127]. Auch bei der héchsten gemessenen
RNA-Konzentration, bei der mit dem Kp = 3 uM etwa 77 % Cyclophilin B mit der RNA
wechselwirken sollten, konnte kein merklicher Einfluss auf die PPlase-Funktion

detektiert werden.
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Abbildung 20: Die PPlase-Aktivitdt von Cyclophilin B ist unbeeinflusst von der untersuchten RNA-
Interaktion.

A) Mit der von Fischer et al. etablierten Methode wurde die PPlase-Aktivitat von 1.3 nM Cyclophilin B
bei 0 uM (blau), 2.5 uM (hellblau), 5 uM (gelb), 12.5 pM (orange) und 25 uM (rot) stem-loop-RNA bei
283.15 K bestimmt. Die unkatalysierte cis zu trans Umwandlung des Substrats Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-
pNA und Freisetzung der spektroskopischen Sonde pNA durch a-Chymotrypsin wurde ohne (schwarz)
und mit 1 pM (griin) stem-loop-RNA verfolgt. Durch die Anpassung der Progresskurven an eine
Reaktion 1. Ordnung konnten die Geschwindigkeitskonstanten der unkatalysierten Peptidyl-prolyl-
cis/trans-Isomerisierung des Substrats mit k = 0.01 s’ und der durch 1.3 nM Cyclophilin B
katalysierten mit k,pp; = 0.021 +/- 0.001 s bestimmt werden.

B) Die unkatalysierte Peptidyl-prolyl-cis/trans-Isomerisierung mit k = 0.01 s wurde von den
Geschwindigkeitskonstanten der durch Cyclophilin B katalysierten Reaktion abgezogen. Diese
Geschwindigkeitskonstante k., der PPlase-Aktivitat wurde durch die Enzymkonzentration dividiert und

als katalytische Effizienz (ko / Kv) in Abhangigkeit der stem-loop-RNA dargestellt.
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lil. II. Il. Die Bindung von Nukleinsauren ist unbeeinflusst durch Cyclosporin A,
einem active-site Inhibitor der PPlase-Aktivitat von Cyclophilin B.

Im vorherigen Kapitel konnte gezeigt werden, dass die Bindung der stem-loop-RNA
die PPlase-Funktion von Cyclophilin B nicht beeinflusst. Nun sollte geklart werden,
ob die Nukleinsdure-Bindung von Cyclophilin B durch die PPlase-Funktion
beeintrachtigt ist. Dazu wurde die Affinitdt von Cyclophilin B und der stem-loop-RNA
bei steigenden Konzentrationen von Cyclosporin A (CsA) bestimmt. Cyclosporin A,
ein zyklisches Undekapeptid-Derivat, ist ein sehr gut charakterisierter PPlase-
Inhibitor. Er bindet im aktiven Zentrum der PPlase-Funktion und wirkt als kompetitiver
Inhibitor mit nanomolarer Affinitat [127]. Abbildung 21 A zeigt die Bindungskurven
von jeweils 0.06 uM stem-loop-RNA und Cyclophilin B bei den angegebenen CsA-
Konzentrationen. Die erhaltenen Dissoziationskonstanten sind in Abbildung 21 B
gegen die jeweilige Konzentration an CsA aufgetragen. Uber den gesamten
Messbereich konnte kein merklicher Einfluss von Cyclosporin A auf die stem-loop-

RNA-Bindung von Cyclophilin B festgestellt werden.

A 1.0 —\;;Jq B
- e —O— 0 uM CsA —~ 4 L
& =
{0— 0.42 nM CsA =
—>— 4.16 uM CsA <
a— 8 C-'El-'pr-.’.ébé g 3|
o [u]
LI.D _8 =]
- é o O
L g 2+
(7]
*
S a
N e e T
; = L = fi
\:‘\0\ 0| P
o T
L 1 1 L D_\_‘-o-\r‘__\_\_ 0 L L L 1 1
0 4 8 12 16 0 2 4 6 8
Cyclophilin B (uM) CsA (uM)

Abbildung 21: Die Bindung von stem-loop-RNA und Cyclophilin B ist unabhéngig von dem PPlase-
Inhibitor CsA.

A) Dargestellt ist die Fluoreszenzanderung relativ zur Ausgangsfluoreszenz von 0.06 uM FAM-
markierter stem-loop-RNA durch Bindung an Cyclophilin B bei 0 nM (blau und hellblau), 0.42 nM
(griin), 42 nM (gelb), 4.2 uM (rot) und 8.3 uM (pink) Cyclosporin A.

B) Eine Regression der Bindungskurven nach Gleichung 4 (Seite 28) lieferte eine
Dissoziationskonstante von Kp = 2.5 +/- 0.4 uM der Interaktion von Cyclophilin B und der stem-loop-

RNA und war unabhéangig von der verwendeten CsA-Konzentration.
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lll. 1ll. Zwei Molekiile Cyclophilin B binden — im Gleichgewicht — an ein Molekiil
der untersuchten stem-loop-RNA.

Im Folgenden wurde die Stochiometrie der Interaktion von Cyclophilin B und der
stem-loop-RNA eingehender mittels Sedimentationsanalysen charakterisiert.
Verglichen mit den molekularen Massen beider Interaktionspartner, Cyclophilin B (M
= 22 kDa) und stem-loop-RNA (M = 7 kDa), sollte eine Komplexbildung zu einem
hoheren apparenten Molekulargewicht und einer schnelleren Sedimentation fihren.
So wurden konstant 20 uM stem-loop-RNA mit steigenden Konzentrationen an
Cyclophilin B prainkubiert und anschliellend bei 40000 rpm in einer analytischen
Ultrazentrifuge analysiert. Die Sedimentation der Protein-RNA-Gemische wurde bei
der analytischen Wellenlange von 294 nm verfolgt. Aus den aufgenommenen
Sedimentationskurven konnte jeweils der Sedimentationskoeffizient S bestimmt
werden. Da in vorangegangenen Experimenten ein Kp-Wert von Cyclophilin B und
stem-loop-RNA von 3 pM bestimmt worden war, sollte bei den hier eingesetzten
Konzentrationen beider Interaktionspartner das Gleichgewicht stark auf der Seite des
Protein-RNA-Komplexes liegen.

Bis zu einem molaren Verhaltnis von 2 Molekulen Cyclophilin B zu 1 Molekll stem-
loop-RNA) wurde ein linear steigender apparenter Sedimentationskoeffizient
detektiert (Abbildung 22). Eine weitere Erhdhung des molaren Verhaltnisses der
Reaktionspartner fuhrte nicht zu einer weiteren Steigerung des apparenten
Sedimentationskoeffizienten. Tatsachlich wurde eine scheinbar verlangsamte
Sedimentation detektiert. Uberschiissiges, daher ungebundenes Cyclophilin B
verkleinerte den apparenten Sedimentationskoeffizienten wieder. Das molare
Verhaltnis von Cyclophilin B zu stem-loop-RNA des maximalen apparenten
Sedimentationskoeffizienten entsprach der Stéchiometrie der Bindung. Es wurde
keine Aggregation beobachtet, so dass von einem definierten, l6slichen Komplex
bestehend aus zwei Molekilen Cyclophilin B und einem Molekil der stem-loop-RNA

ausgegangen werden kann.
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Abbildung 22: Analyse der Interaktion von Cyclophilin B und stem-loop-RNA mittels analytischer
Ultrazentrifugation.

Jeweils 20 M der stem-loop-RNA wurden mit steigenden Konzentrationen an Cyclophilin B inkubiert.
Mittels analytischer Ultrazentrifugation wurde der Sedimentationskoeffizient des Gemisches bestimmt
und gegen das molare Verhaltnis von Cyclophilin B zu stem-loop-RNA aufgetragen. Das Maximum
des Sedimentationskoeffizienten entspricht dem stéchiometrischen Verhaltnis einer vollsténdigen
Interaktion von Protein und RNA und liegt bei etwa 2 Molekiilen Cyclophilin B zu 1 Molekil der stem-
loop-RNA.

ll. IV. Strukturelle Anderungen der stem-loop-RNA durch Interaktion mit
Cyclophilin B detektiert mittels NMR-Spektroskopie.

Die "H NMR-Spektroskopie der stem-loop-RNA eignete sich hervorragend, um einige
strukturelle Informationen zu gewinnen und fand bei der Charakterisierung der
Bindung an Cyclophilin B Verwendung. Es wurden 1D 'H NMR-Spektren von
konstant 54 uM stem-loop-RNA bei verschiedenen Konzentrationen von Cyclophilin
B aufgenommen. Begonnen wurde mit einem molaren Verhaltnis von Cyclophilin B
zur stem-loop-RNA von 5 zu 1. Nach Aufnahme eines akkumulierten Spektrums
wurde unter Beibehaltung von konstant 54 yM stem-loop-RNA das Protein verdunnt.
In Abbildung 23 A ist der spektrale Bereich sensitiv fur die Imino-Protonen der

Nukleinsaure-Basenpaarungen gezeigt. Die 5 beziehungsweise 6 Basenpaare sind
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markiert (siehe Abbildung 15). Die zwei Signale bei 12.0 und 11.5 ppm stammen von
den beiden Tryptophanen des Proteins Cyclophilin B. Abnehmende
Konzentrationsverhaltnisse von Cyclophilin B zur stem-loop-RNA flhrten zu einem
Anstieg der Signalintensitaten der Imino-Protonen der Basenpaarungen auf das
Ausgangsniveau freier stem-loop-RNA. Die Reversibilitat der Interaktion wurde so
gezeigt. In Abbildung 23 C ist das Integral der Signale der Imino-Protonen gegen die
entsprechende Konzentration an Cyclophilin B, beziehungsweise das molare
Verhaltnis von Cyclophilin B zu stem-loop-RNA, aufgetragen. Bis zu einem Verhaltnis
von etwa 2.3 Molekulen Cyclophilin B zu einem Molekll RNA ergab sich eine lineare
Abnahme des Integrals der NMR-Signale der Imino-Protonen. Eine weitere Erhéhung
der Proteinkonzentration veranderte diese NMR-Signale nicht mehr, der Komplex
aus Cyclophilin B und stem-loop-RNA hatte sich vollstandig gebildet. Bei den
eingesetzten 54 yM stem-loop-RNA und einem Kp = 3 yM lag das Gleichgewicht
stark auf der Seite des Komplexes. Im Rahmen der Messtoleranzen binden daher 2
Molekule Cyclophilin B an ein Molekul der stem-loop-RNA.

Betrachtet man die NMR-Signale der Imino-Protonen von G13, G14, G15 ,G1s und G3
der stem-loop-RNA bei steigender Konzentration an Cyclophilin B genauer
(Abbildung 23 B), so fallt neben der allgemeinen Intensitatsabnahme eine chemische
Verschiebung der einzelnen Signale auf. Die Signale bei etwa 12.61 ppm (G3) und
12.57 ppm (G43) erfahren durch die Wechselwirkung mit Cyclophilin B eine Hochfeld-
Verschiebung um etwa 0.01 ppm in Richtung starker abgeschirmter Kerne. Das
Signal bei etwa 12.50 ppm (G1s) verschiebt sich im Komplex um circa 0.01 ppm
Richtung Tieffeld zu ,elektronisch starker entschirmten Kernen.

Nicht nur auf die NMR-Signale sensitiv fur durch Wasserstoffbrickenbindungen
zweier Nukleobasen fixierter Imino-Protonen, sondern auch in anderen spektralen
Bereichen konnten Einflisse von Cyclophilin B auf die stem-loop-RNA beobachtet
werden. In Abbildung 23 D ist ein "H NMR-Signal bei 1.75 ppm zu sehen, das erst
bei einem molaren Verhaltnis von 2.3 Cyclophilin B zu 1 stem-loop-RNA beobachtbar
war und mit abnehmender Proteinkonzentration wieder verschwand. Sowohl der
Ursprung dieses Signals, als auch dessen ungewohnliche Abhangigkeit von der

Protein- und RNA-Konzentration, ist unbekannt.
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Abbildung 23: Die Interaktion von Cyclophilin B und stem-loop-RNA detektiert mittels 1D *H NMR-
Spektroskopie.

A) 1D 'H NMR-Spekiren des Bereichs sensitiv fir Nukleinsdure-Basenpaarungen von 54 uM stem-
loop-RNA und 0 — 270 yM Cyclophilin B. Die molaren Verhaltnisse von Cyclophilin B zu RNA sind in
der Legende gekennzeichnet. Das Spektrum 1:0 (grau) entspricht 54 uM Cyclophilin B in Abwesenheit
von RNA. Gekennzeichnet sind Imino-Protonen der 5 beziehungsweise 6 Basenpaarungen der stem-
loop-RNA (siehe Abbildung 15) sowie der zwei Tryptophane des Proteins. Mit Zunahme der
Konzentration an Cyclophilin B nahmen die NMR-Signalintensitaten der Imino-Protonen der stem-
loop-RNA ab. Dieser Prozess war reversibel.

B) Nahaufnahme der 1D 'H NMR-Spektren von 0 — 270 uM Cyclophilin B und 54 uyM stem-loop-RNA
(molares Verhaltnis siehe Legende) in dem spektralen Bereich sensitiv fur die Imino-Protonen der
Basenpaarungen G;C47, C5G+5, CsG14 und C;G43. Mit steigender Proteinkonzentration kam es durch
Protein-RNA-Komplexbildung zu einer Zunahme der apparenten molekularen Masse, einer
verlangsamten Rotationszeit und einer allgemeinen Abnahme der NMR-Signalintensitaten der stem-
loop-RNA. AuRerdem wurde eine chemische Verschiebung einzelner NMR-Signale der Imino-
Protonen um etwa 0.01 ppm durch Interaktion mit Cyclophilin B beobachtet.

C) Die allgemeine Abnahme der Intensitdten der NMR-Signale der Imino-Protonen durch
Komplexbildung mit Cyclophilin B und dadurch verlangsamter Rotationszeit kann zur Quantifizierung

der Bindung verwendet werden. Das Integral der NMR-Signale der Imino-Protonen der stem-loop-
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RNA nahm linear mit steigendem molaren Verhaltnis von Cyclophilin B zu stem-loop-RNA bis etwa 2:1
ab. Eine weitere Erhdhung der Proteinkonzentration hatte keinen Effekt auf die NMR-Signale der
Imino-Protonen der stem-loop-RNA. Bei einem molaren Verhaltnis von 2 Molekilen Cyclophilin B zu
einem Molekil stem-loop-RNA hatte sich der Komplex vollstandig gebildet.

D) Bei einer chemischen Verschiebung von etwa 1.75 ppm ist in den 1D H NMR-Spektren von 0 —
270 pM Cyclophilin B und 54 pM stem-loop-RNA (molares Verhaltnis siehe Legende) ein
interessantes Signal unbekannten Ursprungs zu beobachten. Es entwickelte sich kontinuierlich bis zu
einem molaren Verhaltnis von Cyclophilin B zu stem-loop-RNA von 2.3 : 1. Durch eine weitere

Erh6hung der Proteinkonzentration konnte dieses Signal nicht mehr detektiert werden.
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Diskussion und Zusammenfassung

Mechanismus der Aktivitat der RNA-abhangigen RNA-Polymerase
des Hepatitis C Virus (Genotyp 1b) und die molekulare Wirkung des
Inhibitors HCV-796.

Eine RNA-abhangige RNA-Polymerisationsreaktion, wie sie von der HCV-
Polymerase NS5B katalysiert wird, ist eine Zwei-Substrat-Reaktion. Sowohl die RNA-
Matrize, als auch Nukleotide mussen von der Polymerase gebunden werden.
Komplementar zu der RNA-Matrize lagern sich Nukleosid-Triphosphate an. Die 3’-
Hydroxyl-Gruppe des bereits Matrizen-gebundenen RNA-Molekuls attackiert
nukleophil das o—Phosphoratom eines sich neu anlagernden Nukleosid-
Triphosphats. Unter Freisetzung von Pyrophosphat wird das Nukleotid in den von 5’
nach 3’ wachsenden RNA-Strang eingebaut und dessen 3’-Hydroxyl-Gruppe kann in
der nachsten Polymerisationsreaktion nun als nukleophiler Substituent fungieren. Auf
Grund der Komplementaritat des RNA-Substrats, der RNA-Matrize und des neu
synthetisierten RNA-Strangs entsteht ein doppelstrangiges RNA-Produkt.

Durch die Fluoreszenzldéschung bei der Bindung von HCV-Polymerase an 5’-FAM-
markierte RNA konnte die Komplexbildung untersucht und quantifiziert werden. Es
wurde eine Affinitat von Kp = 0.03 yM der HCV-Polymerase vom Genotyp 1b (Subtyp
BK) zu einzelstrangiger RNA, bestehend aus 16 Nukleotiden, in 50 mM
HEPES/NaOH, 20% (v/v) Glyzerin, 6.5 mM MgCl,, 1 mM TCEP, pH = 7.5 bei 295.6 K
bestimmt. Zudem wurde der negative Einfluss von NaCl auf die Protein-RNA-
Interaktion systematisch untersucht, um Aussagen uber den Bindungsmodus zu
erhalten. Eine Erhéhung der lonenstarke, hier durch NaCl, perturbierte die ionischen
Wechselwirkungen der bei physiologischem pH-Wert entgegengesetzt geladenen
Makromoleklle HCV-Polymerase (pl = 9) und einzelstrangige Nukleinsaure. Es ist
mitunter schwierig, diese Ergebnisse mit anderen publizierten Ergebnissen zu
vergleichen, da gleich mehrere Grollen einen erheblichen Einfluss auf die
Polymerase-RNA-Affinitaten haben. Zum einen die verschiedenen
Aminosauresequenzen der Polymerasen unterschiedlicher HCV-Genotypen und

Subtypen, in Sequenz, Struktur und Lange unterschiedliche RNA-Matrizen sowie
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unterschiedliche Reaktionsbedingungen. Im Zuge einer massenspektrometrischen
Studie zur Identifizierung von RNA-Interaktionsstellen der Polymerase erforschte die
Gruppe um CHENG C. KAO allerdings die auch in dieser Arbeit charakterisierte HCV-
Polymerase des Genotyps 1b (Subtyp BK) [86]. Bei ahnlichen
Reaktionsbedingungen (50 mM HEPES, 5 mM MgCl;, 0.002% Tween 20, pH = 7.5)
wurde die minimale Lange einer einzelstrangigen RNA bestimmt, die notwendig flr
eine effektive Bindung an die HCV-Polymerase ist. In diesem Zusammenhang
variierten Kim et al. die NaCl-Konzentration und bestimmten bei 50 mM, 75 mM, 100
mM und 125 mM NaCl die Affinitdten des Enzyms und einzelstrangiger RNA-
Matrizen von 5, 7 und 14 Nukleotiden Lange. Die Zunahme der Anisotropie durch
Komplexbildung werteten sie nach einer sigmoiden HILL-Gleichung aus. Die in der
veroffentlichten Studie angegebenen Kp-Werte der einzelnen RNA-Konstrukte sind in
Abbildung 24 gegen die NaCl-Konzentration aufgetragen und der in dieser Arbeit
untersuchten 16 Nukleotide langen einzelstrangigen RNA gegenuber gestellt. Sowohl
die Affinitaten bei 0 mM NaCl, als auch die Abhangigkeit der Dissoziationskonstante
von der NaCl-Konzentration stimmen im Rahmen der Messungenauigkeiten mit den
hier durchgefihrten Messungen uberein. Kleinere Abweichungen sind eventuell
reduzierenden Bedingungen, 20% (v/v) Glyzerin statt 0.002% Tween 20, der
unterschiedlichen RNA-Primarstruktur oder den 6 Histidinen am C-Terminus der von

Kim et al. untersuchten HCV-Polymerase geschuldet.
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Abbildung 24: Vergleich der Affinitdten von HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK) und

einzelstrangigen RNAs aus unabhangigen Studien.
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Die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Dissoziationskonstanten von HCV-Polymerase (Genotyp
1b, Subtyp BK) und der 16 Nukleotide langen einzelstrangigen RNA bei verschiedenen NaCl-
Konzentrationen (schwarze Quadrate) sind den von Kim et al. publizierten Daten gegenuber gestellt
[86]. Kim et al. untersuchten bei ahnlichen Reaktionsbedingungen und fast identischer HCV-
Polymerase die Affinitdten zu einzelstrangigen RNA-Konstrukten der Lange von 5 Nukleotiden (blaue
Kreise), 7 Nukleotiden (gelbe Kreise) und 14 Nukleotiden (rote Kreise). Die in der publizierten Arbeit
angegebenen Kp-Werte sind gegen die entsprechende Konzentration an NaCl aufgetragen und zeigen
eine ahnliche Affinitédt sowie Abhangigkeit von der NaCl-Konzentration wie die eigenen Daten. RNA-

Konstrukte werden scheinbar erst ab 7 Nukleotiden Lange optimal gebunden.

Neben der Charakterisierung der Bindung von RNA-Matrize und HCV-Polymerase im
Gleichgewicht konnte mit den in dieser Arbeit etablierten Methoden die Bindung auch
zeitaufgelost untersucht werden. Mehrere, mindestens 4 Phasen der Komplexbildung
waren detektierbar, allerdings im Fall der HCV-Polymerase vom Genotyp 1b, Subtyp
BK nicht die bimolekulare, initiale Bindungsreaktion zweiter Ordnung. Die 4
beobachteten Phasen der Reaktion mit ka; = 20 s™, kaz = 0.6 s kas = 0.05 s™" und
kaa ~ 0.003 s™ entsprechen intramolekularen Reaktionen pseudo 1. Ordnung, wie
etwa Positionierungsreaktionen oder durch Bindung der RNA induzierte
Konformationsanderungen der Polymerase. Solche Konformationsanderungen der
HCV-Polymerase werden schon lange vermutet [83, 84, 91-93, 105, 107, 108, 110,
137] und konnten kurzlich von Rigat et al. durch limitierte Proteolyse der HCV-
Polymerase bestatigt werden [138]. Unter der Annahme, dass die
Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation (ko) grofder oder gleich der schnellsten
beobachteten Geschwindigkeitskonstante der Assoziationsreaktion (kas = 20 s™') sein
muss, kann mit der bekannten Dissoziationskonstante (Kp=0.03 uM) die
bimolekulare Geschwindigkeitskonstante ko, abgeschatzt werden. Nach Kp = Ko / Kon
ergibt sich kon™° > 600 s’ uM™. Dies ware, besonders bei 20% (v/v) Glyzerin im
Reaktionsansatz, am Diffusionslimit und kann auch mit stopped-flow-Kinetiken nicht
mehr zeitlich aufgelost werden. Nicht ausgeschlossen werden kann aber, dass die
initiale Bindung von HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp BK) und der 5’-
Fluoreszenz-markierten einzelstrangigen RNA spektroskopisch unsichtbar ist.

Das zweite Substrat, essentiell flr die Bildung einer doppelstrangigen Produkt-RNA,
ist jeweils das Nukleosid-Triphosphat komplementar zur RNA-Matrize. Mittels
Circulardichroismus konnte diese Interaktion detektiert und quantifiziert werden.
Neben Affinitdten von Sps (ATP) = 0.05 mM, Sos (GTP) = 0.04 mM,
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Sos5 (CTP) =0.05 mM und Sps (UTP) = 0.09 mM wurde bei der Bindung von HCV-
Polymerase und jeweils den einzelnen vier NTPs eine positive Kooperativitat mit
einem HiLL-Koeffizient von ~ 1.7 detektiert. Zumindest in Abwesenheit der RNA-
Matrize konnen jeweils 2 Nukleotid-Molekule an die HCV-Polymerase binden, wobei
das erste Bindungsereignis das zweite begunstigt. Denkbar ist, dass ein NTP-
Molekul an der Nukleotidbindestelle der Polymerase bindet und das zweite, auf
Grund der chemischen Ahnlichkeit zur RNA-Matrize, in der RNA-Bindestelle. Eine
andere Erklarung ware, dass sich auch in Abwesenheit von einer RNA-Matrize zwei
Nukleotide im aktiven Zentrum der Polymerase anlagern, bereit zu einer Matrizen-
unabhangigen Bildung eines Dinukleotids. Auch in Kristallstrukturen der HCV-
Polymerase, inkubiert mit Nukleotiden, wurden im aktiven Zentrum Elektronendichten
entsprechend zweier Molekile NTP detektiert [87, 91]. Veroffentlichte Affinitaten der
Nukleotide zur Polymerase sind bisher als Ky ausgedruckt worden und beziehen sich
auf den Einfluss der NTPs auf die RNA-Produktbildungsreaktion. Dabei werden,
abhangig von den allgemeinen und speziellen Reaktionsbedingungen, Ky-Werte im
MM-Bereich detektiert [89, 102, 139]. Gravierende Unterschiede werden zwischen
der Initiationsreaktion, des Einbaus der ersten 2 — 4 Nukleotide und der
Elongationsphase beobachtet. Ky-Werte der Nukleotide fir die Initiationsphase
liegen im unteren millimolaren Bereich, fir die Elongationsphase im unteren
mikromolaren Bereich [107, 140]. Die im Rahmen dieser Arbeit etablierten Methoden
ermoglichen die Quantifizierung der Nukleotid-Bindung in Abwesenheit von RNA-
Matrize und zeigen, dass beide Substrate, sowohl die RNA-Matrize als auch
Nukleotide, einzeln gebunden werden konnen. Da sich durch Interaktion mit NTPs
die Elliptizitdt der  HCV-Polymerase  entsprechend  Sekundar-  oder
Tertiarstrukturanderungen anderte  bedeutet dies, dass Nukleotide eine
Konformationsanderung der HCV-Polymerase induzieren. Leider kann solch eine
Konformationsanderung in Kristallstrukturen nur begrenzt beobachtet werden. Dies
mag daran liegen, dass nicht alle moglichen Konformationen kristallisierbar sind
[105]. Eine elegante Studie von Rigat et al. belegt aber, dass in Losung
Konformationsanderungen der Polymerase existieren [138]. Danach wird durch die
Bindung von RNA-Matrize in einer ersten Konformationsanderung eine Region der
HCV-Polymerase proteolytisch zuganglich. Nach Zugabe von Nukleotiden hebt
offenbar eine zweite Konformationsanderung der HCV-Polymerase diese

Hypersensitivitat wieder auf. Betrachtet man die Struktur des Enzyms, ahnelt sie
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einer rechten Hand mit Daumen-, Handflache- und Finger-Domane. Finger- und
Daumen-Domane sind durch Wechselwirkungen des ,A1 loop’ von ,Finger 1 und
einer hydrophoben Tasche in der Daumen-Domane in engem Kontakt und
umschlielen das aktive Zentrum. Niedermolekulare Verbindungen, die diese
Wechselwirkung unterbinden, wirken als allosterische Inhibitoren der HCV-
Polymerase. Genau wie auch die Bindung von RNA resultieren sie in einer
proteolytisch zuganglichen ,offenen“ Konformation der Polymerase, in deren Folge
der ,Finger 1 proteolytisch angreifbar wird (Rigat et al.). Eine Addition von
Nukleotiden zu der RNA-induzierten ,offenen“ Konformation schitzt den ,Finger 1°
wieder vor Proteolyse, vergleichbar mit der Situation im Apoenzym. Die
Konformationsénderung durch NTPs induziert also nach Rigat et al. offenbar wieder
eine ,geschlossene” Konformation. Neben dieser Bindungsstelle fur allosterische
Inhibitoren an der Daumen-Finger-Grenzflache gibt es weitere Uber das gesamte
Protein verteilte Interaktionsstellen. Allen gemeinsam ist, dass sie vermutlich
Konformationsanderungen im Zuge der RNA-abhangigen RNA-Polymerisation
unterbinden. Diese Bindungsstellen, lokalisiert durch Kristallstrukturen oder
resistente Varianten der HCV-Polymerase, sind hot  spots far
Konformationsanderungen. Der in dieser Arbeit charakterisierte allosterische Inhibitor
HCV-796 bindet in der Handflachen-Domane nahe dem aktiven Zentrum [114]. Das
lokale Minimum bei 241 nm im CD-Spektrum der HCV-Polymerase, sensitiv fur die
Interaktion mit Nukleotiden, ist ebenfalls sensitiv fur die Wechselwirkung des
Inhibitors HCV-796. Dies konnte mit Sp5 (HCV-796) = 0.03 mM, Kp®® = 0.001 mM
und einem HiLL-Koeffizienten von 2 quantifiziert werden. Da die Interaktion mit HCV-
796 zu einer Abnahme aber auch bathochromen Verschiebung des lokalen
Minimums fluhrte, ist die Bindung der Polymerase und NTPs sowie HCV-796 zwar
ahnlich, aber nicht identisch.

In Abwesenheit von NTPs beeinflusste der Inhibitor die Polymerase-RNA-Interaktion
nicht. In Anwesenheit von Nukleotiden aber konnte gezeigt werden, dass HCV-796
sowohl die Affinitdt von Polymerase und RNA im Gleichgewicht erniedrigt, als auch
die Dissoziation der RNA-Matrize mit einem K; = 0.01 mM beschleunigt. Von Hang et
al. veroffentlichte, deutlich niedrigere Ki-Werte des Inhibitors HCV-796 lassen sich
auf eine C316N Variante der untersuchten HCV-Polymerasen unterschiedlicher
Subtypen zuruckfuhren. Auch kdnnten unterschiedliche Reaktionsbedingungen oder

Proteinpraparationen eine Ursache sein.
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In Abwesenheit von Nukleotiden dissoziierten HCV-Polymerase (Genotyp 1b, Subtyp
BK) und die einzelstrangige RNA, unabhangig von HCV-796, Uber mehrere
Intermediate mit den beobachteten Geschwindigkeitskonstanten kp = 15 s ko2 = 1
s? kps = 0.1 s7 und kps = 0.005 s™. In Gegenwart von Nukleotiden erfolgt die
doppelstrangige RNA-Produktbildung, was zu einer Partitionierung von RNA-
Matrizen- und RNA-Produkt-Freisetzung fihrte. Mit einer halbmaximalen
Effektorkonzentration von etwa 0.02 mM verlangsamten Nukleotide diese
Dissoziationsreaktion der Produkt-RNA verglichen mit der der RNA-Matrize auf kp4
1P = 387, kp2 +ntp = 0.3 87 und kps +np = 0.04 7. Die langsamste apparente
Geschwindigkeitskonstante war mit kps «tp = 0.009 s leicht beschleunigt. Der
Inhibitor HCV-796 jedoch hebte die verlangsamte RNA-Dissoziation (verursacht
durch die RNA-Produktbildung) mit einer halbmaximalen Effektorkonzentration von
etwa 0.01 mM wieder auf. Bei Nukleotiden in Sattigung inhibierte HCV-796 die
Produktbildung und beschleunigte die Freisetzung der einzelstrangigen RNA-Matrize
mit den apparenten Geschwindigkeitskonstanten kp1 sntes+1 = 15 8™, kpz +ntpst = 1.5 8™
kos +ntp+1 = 0.25 s und kops +np+1 = 0.03 s7. Dies entspricht, mit Ausnahme der
langsamsten Phase, etwa den beobachteten Geschwindigkeitskonstanten der
Dissoziation von RNA-Matrize und HCV-Polymerase in Abwesenheit von Nukleotiden
sowie Inhibitor HCV-796. Die langsamste beobachtete Phase der RNA-Freisetzung
in Gegenwart von Nukleotiden und HCV-796 war mit kps+nrp+ = 0.03 s aber etwa
eine Grolenordnung schneller als die entsprechende Phase in Abwesenheit der
Effektoren (kps = 0.005 s™"). Dies mag im Rahmen von Messtoleranzen verantwortlich
sein fur die Reduktion der Affinitat der HCV-Polymerase und der RNA im
Gleichgewicht von Kp = 0.05 pM auf Kp +n7e+1 = 0.7 uM in Gegenwart von Nukleotiden
und Inhibitor HCV-796. Nur in der NTP-induzierten Konformation der HCV-
Polymerase interferierte HCV-796, der in der Handflachen-Domane bindet, mit der
RNA-Produktbildung und bewirkte eine nicht-produktive Freisetzung der RNA-
Matrize. Nukleotide induzieren also in der Tat eine Konformationsanderung der HCV-
Polymerase, die sich nicht nur, wie von Rigat et al. gezeigt wurde auf die Finger-

Domane, sondern auch auf die Handflachen-Domane auswirkt.
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Die Initiation der viralen Genom-Replikation — die HCV-Polymerase
in Aktion.

Das Hepatitis C Virus vom Genotyp 2a, Subtyp JFH-1 ist das bisher einzige Hepatitis
C Virus Isolat, das in gut detektierbarem Ausmal in Zellkulturen repliziert [17]. Als
Grund dafur wurde auch Uber eine starker ,aktive’ Polymerase spekuliert [31, 104].
JFH-1 2a wurde aus einem an akuter chronischer Hepatitis erkrankten japanischen
Patienten (Japanese Fulminant Hepatitis) isoliert und ist eines der virulentesten
bekannten Hepatitis C Virus Isolate. Die katalytische Aktivitat der RNA-abhangigen
RNA-Polymerase dieses HCV-Genotyps 2a, Subtyps JFH-1 ist etwa 10-fach hdher
als bei einer verwandten HCV-Polymerase des Genotpys 2a, Subtyps J-6 und etwa
100-fach groRRer als bei HCV-Polymerasen des Genotyps 1b [104, 139]. Fur die
gesteigerte Aktivitat wurde eine verbesserte Initiation der Polymerisationsreaktion
beschrieben. Die katalytische Aktivitat bezieht sich hier auf den Einbau radioaktiv
markierter Nukleotide in ein Nukleinsaureprodukt, als Initiation wird der Schritt

zwischen RNA-Bindung und Elongationsphase bezeichnet.

Mit dem hier etablierten Testverfahren zur Quantifizierung der Interaktion von HCV-
Polymerase und Nukleinsduren konnten die in dieser Arbeit verwendeten HCV-
Polymerasen vom Genotyp 2a, Subtyp JFH-1 und Genotyp 1b, Subtyp BK
hinsichtlich der RNA-Bindung verglichen werden. Bei den identischen
Reaktionsbedingungen 50 mM HEPES/NaOH, 20% (v/v) Glyzerin, 6.5 mM MgCly, 1
mM TCEP, pH =7.5und T = 295.6 K besal} die HCV-Polymerase vom Genotyp 1b,
Subtyp BK mit Kp = 0.03 yM eine deutlich héhere Affinitat zu der verwendeten
einzelstrangigen RNA verglichen mit dem Kp = 0.7 yM der HCV-Polymerase vom
Genotyp 2a, Subtyp JFH-1 (extrapolierter Wert; siehe Abbildung 12, Seite 51). Diese
Interaktion der einzelstrangigen RNA und der HCV-Polymerase vom Genotyp 1b,
Subtyp BK war allerdings auch deutlich sensitiver gegentber einer Stérung durch
NaCl verglichen mit der Bindung an die HCV-Polymerase vom Genotyp 2a, Subtyp
JFH-1 (m = = 76 kJ mol™ M (Genotyp 1b, Subtyp BK) beziehungsweise m = — 29 kJ
mol™ M (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1); siehe Gleichung 6, Seite 29). Bei einer etwa
physiologischen lonenstarke von 150 mM NaCl (50 mM HEPES/NaOH, 20% (v/v)
Glyzerin, 150 mM NaCl, 6.5 mM MgCl,, 1 mM TCEP, pH = 7.5, T = 295.6 K) ahnelten

sich die Dissoziationskonstanten der einzelstrangigen RNA und der HCV-Polymerase
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vom Genotyp 1b, Subtyp BK mit Kp = 3 uM verglichen mit Kp = 4 uM bei der HCV-
Polymerase vom Genotyp 2a, Subtyp JFH-1. Entsprechend der festgestellten
linearen freien Enthalpiebeziehung (Gleichung 6, Seite 29) besitzt bei zum Beispiel
0.6 M NaCl die HCV-Polymerase vom Genotyp 2a, Subtyp JFH-1 mit Kp = 0.00086
M noch eine gewisse Affinitat zu der einzelstrangigen RNA, die HCV-Polymerase
vom Genotyp 1b, Subtyp BK mit einem Wert von Kp = 3.2 M allerdings nur noch
theoretisch.

Es bestehen also erhebliche Unterschiede bei den beiden untersuchten HCV-
Polymerasen, was die Bindung der einzelstrangigen RNA-Matrize angeht. Die stark
von der lonenstarke abhangige Bindung einzelstrangiger RNA und HCV-Polymerase
vom Genotyp 1b, Subtyp BK, legt den Schluss nahe, dass deutlich mehr ionische
Wechselwirkungen zur Interaktion beitragen als bei der verwandten HCV-Polymerase
vom Genotyp 2a, Subtyp JFH-1. Entsprechend befinden sich bei der HCV-
Polymerase vom Genotyp 1b, Subtyp BK, vergleicht man die Aminosauresequenz
beider Polymerasen, mehr geladene Aminosauren in den Regionen der
mutmalilichen Interaktion mit RNA (Finger-Domane, Kontaktflache Finger-Daumen-
Domaéane). Dementsprechend sollte eine Erhéhung der Hydrophobizitat einen deutlich
starker negativen Einfluss auf die Interaktion von RNA und der HCV-Polymerase vom
Genotyp 2a, Subtyp JFH-1 haben als bei der HCV-Polymerase vom Genotyp 1b,
Subtyp BK. Durch den gezielten Austausch einzelner Aminosauren und Analyse der
resultierenden Affinitdt zu RNA in Abhangigkeit von der lonenstarke und / oder
Hydrophobizitdt konnte so die Polymerase-RNA-Interaktion eingehender

charakterisiert und lokalisiert werden.

Mittels Circulardichroismus konnte ein Verfahren etabliert werden, die Interaktion von
HCV-Polymerase und Nukleotiden in Abwesenheit von einer RNA-Matrize zu
untersuchen. Anders als bei der Interaktion der HCV-Polymerase und RNA-Matrize
zeigten sich bei der Wechselwirkung mit Nukleotiden keine gravierenden
Unterschiede bezuglich der untersuchten HCV-Polymerasen. Beide HCV-
Polymerasen, Genotyp 1b, Subtyp BK und Genotyp 2a, Subtyp JFH-1, interagierten
mit den Nukleotiden ATP, CTP und GTP mit einer halbmaximalen
Effektorkonzentration von etwa Sps = 0.05 mM. Lediglich UTP zeigte bei beiden
untersuchten Polymerasen eine leicht verminderte Affinitat von Sps = 0.1 mM.

Mdglicherweise konnte eine reduzierte Affinitat der HCV-Polymerase zu UTP
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verhindern, dass im Zytosol vorkommenden zellulare mRNAs mit ihrem poly(A)-

Schwanz falschlicherweise als RNA-Matrizen verwendet werden.

Mit dem etablierten Testverfahren zur Quantifizierung der Polymerase-RNA-
Interaktion [141] wurde auch die Bindung der stem-loop-RNA und der HCV-
Polymerase vom Genotyp 2a (Subtyp JFH-1) untersucht. Auch die Bindung der HCV-
Polymerase an 5’-Fluoreszenz-markierte stem-loop-RNA, der nativen RNA-Matrize,
fuhrt zu einer Loschung des Fluoreszenzsignals. Kinetisch sind, wie auch bei der
Interaktion der HCV-Polymerase vom Genotyp 1b (Subtyp BK) und einzelstrangiger
RNA, mehrere, mindestens 4 Phasen detektierbar. Die Bindungsreaktion erfolgt also
Uber Intermediate. Bei der HCV-Polymerase vom Genotyp 2a, Subtyp JFH-1, ist die
Geschwindigkeitskonstante der schnellsten beobachteten Phase allerdings abhangig
von der RNA-Konzentration, entsprechend einer bimolekularen Reaktion 2. Ordnung.
Sie reprasentiert somit die initiale Bindung beider Makromolekile. An diese
Formierung des MICHAELIS-Komplexes schlielen sich 3 detektierbare,
intramolekulare Reaktionen pseudo 1. Ordnung an. Auch die Bindung der HCV-
Polymerase vom Genotyp 2a (Subtyp JFH-1) wund Fluorophor-markierter
einzelstrangiger RNA verlauft Uber eine initiale bimolekulare Reaktion sowie 3
intramolekulare Reaktionen. Die 3 intramolekularen Reaktionen der Bindung von
HCV-Polymerase vom Genotyp 2a (Subtyp JFH-1) und einzelstrangiger sowie stem-
loop-RNA gleichen sich mit kas’ ~ 0.004 s, kas’ ~ 0.05 s und ka2 ~ 0.5 s. Sie
stellen entweder Positionierungsreaktionen oder Konformationsanderungen dar.
Zudem sind die Geschwindigkeitskonstanten der Dissoziation mit ko ~ 3 s fiir beide
RNA-Matrizen nahezu identisch. Unterschiede manifestieren sich lediglich in der
bimolekularen Assoziationskonstante ko,. Mit einem kon (sSSRNA) = 45 s uM™ ist die
Bindung von einzelstrangiger RNA und HCV-Polymerase vom Genotyp 2a (Subtyp
JFH-1) deutlich schneller als die Bindung der partiell doppelstrangigen stem-loop-
RNA mit ko, (stem-loop-RNA) = 8 s uM™. Entsprechend Kp = kot / kon folgt eine
hohere Affinitat der HCV-Polymerase zu einzelstrangiger RNA, was auch in
Gleichgewichtsmessungen bestatigt werden konnte.

Wie schon in den kinetischen Messungen der Interaktion gezeigt, ist auch im
Gleichgewicht die Affinitat zu einzelstrangiger RNA mit AG%ssrna) = — 35 kJ mol™
hoher als zur partiell doppelstrangigen stem-loop-RNA (AGO(Stem-bop_RNA) =-31kJ

mol™). Jedoch stért NaCl die Interaktion zu einzelstrangiger RNA starker als die
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Wechselwirkung zur nativen stem-loop-RNA-Matrize. Da die Bindung der nativen
stem-loop-RNA-Matrize schwacher als die einzelstrangiger RNA ist, aber auch
weniger durch eine Perturbation von NaCl beeinflusst ist, folgt, dass zur Bindung von
Polymerase und stem-loop-RNA zusatzliche, nicht-ionische Wechselwirkung
beitragen. Beide RNAs werden auf unterschiedliche Weise gebunden (vergleiche
[142]). Denkbar ware, dass diese ,spezifische’ Interaktion der HCV-Polymerase mit
dem nativen Substrat weitere Effekte im Zuge der viralen Replikation hat. Etwa
konnten zusatzliche Faktoren, wie die im viralen Genom kodierte RNA-Helikase NS3,
zum Initiationskomplex von HCV-Polymerase und nativer RNA-Matrize rekrutiert
werden. Es wurde beschrieben, dass die HCV-Helikase, welche doppelstrangige
Nukleinsauren in einer 3'—5’-Richtung entwindet [56, 59], mit der HCV-Polymerase
wechselwirkt  [62-64]. Eine  solche  ATP-getriebene  Entwindung  von
Doppelstrangbereichen wurde eine Aufbereitung der RNA-Matrize fur die HCV-
Polymerase darstellen. In der Tat gibt es Publikationen, die eine gesteigerte
katalytische Aktivitat der HCV-Polymerase in Gegenwart der HCV-Helikase
beschreiben [65].

In weiteren Untersuchungen sollte die unterschiedliche Bindung bezlglich der
Abhangigkeit von der lonenstarke der HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1)
und einzelstrangiger beziehungsweise stem-loop-RNA untersucht werden. So wurde
bei einer etwa physiologischen NaCl-Konzentration von 150 mM die Affinitat der
HCV-Polymerase zu den beiden RNA-Matrizen in Abhangigkeit der Temperatur
bestimmt. Nach VAN'T HOFF ergibt sich eine lineare Abhangigkeit von In Ka und der
reziproken Reaktionstemperatur mit In Ka = (AS/R) - (AH/R) * T'. Die gesamte freie
Reaktionsenthalpie AG der Protein-RNA-Interaktion kann damit in die entropischen
und enthalpischen Beitrage aufgespalten werden. Interessanter Weise tragen zur
Bindung einzelstrangiger RNA nach Aufl3en hin keine enthalpischen Beitrage bei. Die
stark NaCl-abhangige Bindung einzelstrangiger RNA mit einem AGssrna) = — 31 kJ
mol™ bei 150 mM NaCl und 295.6 K setzt sich ausschlieflich aus dem entropischen
Beitrag = TAS(ssrna) = — 31 kJ mol” zusammen. Demgegeniiber ist die Bindung der
stem-loop-RNA enthalpisch sogar ungunstig mit
AH stem-oop-RNA) = + 37 kJ mol™!. Dieser endotherme Beitrag wird durch den stark
entropischen Beitrag von — TASsiem-00p-rNA) = — 66 kJ mol” kompensiert, so dass in
der Summe eine gesamte Reaktionsenthalpie AGstem-oop-rRNA) = — 29 kJ mol™ durch

die Bindung von stem-loop-RNA und HCV-Polymerase (Genotyp 2a, Subtyp JFH-1)
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bei 295.6 K frei wird. Die energetisch begunstigte Interaktion der HCV-Polymerase
und beider RNA-Matrizen ist entropisch getrieben. Das heildt, verglichen mit den
Ausgangszustanden nimmt die Entropie des Systems durch die Komplex-Bildung
beider Makromolekule zu (siehe auch [143-147]). Durch die stark ionische Interaktion
von HCV-Polymerase und einzelstrangiger RNA werden Gegenionen von sowohl
RNA als auch Protein frei gesetzt, die die Entropie des Systems im gebundenen
Zustand erhéhen. Nach Auf3en hin wird keine Reaktionswarme frei, da sich offenbar
die enthalpisch begunstigte Protein-RNA-Interaktion und die enthalpisch ungunstige
Freisetzung der Gegenionen kompensieren. Die Bindung der stem-loop-RNA ist mit

M(stem-loopRNA) = — 13.5 kJ mol™ M

aber weit weniger ionischer Natur. Die
Losungsmittel-Entropie sollte also, verglichen mit der Bindung einzelstrangiger RNA,
einen kleineren Effekt haben. Jedoch wird im Gegenteil bei der Bindung von HCV-
Polymerase und stem-loop-RNA eine deutlich grof3ere Entropiezunahme zusammen
mit einem endothermen Energiebeitrag verzeichnet. Enthalpisch endotherm ist etwa
das Aufbrechen von existierenden Wechselwirkungen. Wird die Entropie als eine
Grole moglicher Mikrozustande eines Systems betrachtet, kann eine Zunahme der
Entropie auch eine Zunahme konformationeller Flexibilitat bedeuten. Eine Abnahme
der Entropie kann dementsprechend dann als eine ,Versteifung’ des Systems
angesehen werden (siehe auch [144-146], [148]). Analysiert man die
Kristallstrukturen der HCV-Polymerase und vergleicht sie mit verwandten Strukturen
von zum Beispiel der HIV-Reversen Transkriptase oder der ®6 RNA-Polymerase
wird deutlich, dass sich die HCV-Polymerase in einer ,geschlossenen’ Konformation
befindet [82-84, 104]. Die Struktur ahnelt einer rechten Hand. Das aktive Zentrum
befindet sich in der Mitte und wird von ,Daumen’- und ,Finger'-Doméane umschlossen.
Eine ungewohnlich enge Interaktion der ,Daumen’- und ,Finger'-Domane wird
beobachtet, in deren Konsequenz einzelne ,Finger-Domanen immobilisiert scheinen.
Der putative Austritt des doppelstrangigen RNA-Produkts wird vom C-Terminus
blockiert. Schon frih wurde spekuliert, dass es im Rahmen der
Polymerisationsreaktion zu merklichen Konformationsanderungen kommen muss
[81, 83, 91, 93, 105, 107, 108, 110, 137, 138]. Die Struktur einer ,offenen’
Konformation konnte aber bisher nicht beobachtet werden, ebenso wie Ko-Kristalle
von HCV-Polymerase mit RNA-Matrizen grof3er als 5 Nukleotide [87, 88]. Kim et al.
aber zeigten, dass erst RNA-Molekule ab 7 Nukleotiden Lange effektiv mit der HCV-

Polymerase interagieren [86]. Die Schwierigkeit, eine ,offene’ Kristallstruktur der
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HCV-Polymerasen sowie einen nativen RNA-Polymerase-Komplex zu erhalten ist im
Einklang mit einer Entropiezunahme und einer Zunahme der konformationellen
Flexibilitdét durch die Polymerase-RNA-Komplexbildung, da flexible Strukturen nur

schwer kristallisieren.

In Gegenwart von Nukleotiden und einer RNA-Matrize kann die durch die HCV-
Polymerase katalysierte Polymerisationsreaktion beginnen. Ublicherweise wird die
RNA-Produktbildung durch den Einbau radioaktiv-markierter Nukleotide detektiert.
Als eine neue Messmethode der RNA-abhangigen RNA-Polymerisationsreaktion
wurde hier die 1D 'H NMR-Spektroskopie etabliert. Im Zuge der
Polymerisationsreaktion bilden sich auf Grund der inharenten Komplementaritat von
RNA-Matrize und dem neu synthetisierten RNA-Strang Basenpaarungen Uber
Wasserstoffbrickenbindungen aus, die mittels 1D '"H NMR-Spektroskopie detektiert
werden konnen [129, 130]. Diese charakteristischen NMR-Signale Kkorrelieren
naherungsweise mit dem Doppelstrang-Charakter von Nukleinsauren. Die
zeitabhangige Zunahme des Integrals der NMR-Signale der Imino-Protonen nach
Inkubation von HCV-Polymerase, RNA-Matrize und Nukleotiden kann also als
Fortschreiten der doppelstrangigen RNA-Produktbildung angesehen werden. Die
Reaktionsbedingungen wurden dabei so gewahlt, dass eine Produktbildungsreaktion
mittels NMR-Spektroskopie zeitaufgeldst verfolgt werden kann. Eine initiale Abnahme
der NMR-Signale der Imino-Protonen resultiert durch Zugabe von Nukleotiden zu
dem Binarkomplex aus HCV-Polymerase und stem-loop-RNA. In Gegenwart der flr
die Polymerisationsreaktion essentiellen Nukleotide wird der Katalyse-kompetente
Zustand der HCV-Polymerase erreicht. Verglichen mit dem Kp-Wert besitzt dieses
Holoenzym eine hohere Affinitat zur RNA-Matrize (Ky < Kp). Dies fuhrt zu einer
Abnahme der Konzentration an freier stem-loop-RNA, die als RNA-Matrize diente,
und somit zu der Abnahme des Integrals der NMR-Signale der Imino-Protonen.
Bedingt durch die Produktbildung doppelstrangiger RNA entwickeln sich mit
fortschreitender Reaktionszeit zusatzliche NMR-Signale von sich neu bildenden
Imino-Protonen. Diese irreversible Reaktion ohne detektierbare Zwischenprodukte
kann mit etwa 0.1 NTP min" abgeschatzt werden. Zwar ist diese
Geschwindigkeitskonstante keat = 0.1 NTP min™ (bei 20 uM Holoenzym) der 21 bp
doppelstrangigen RNA-Produktbildung, verglichen mit anderen Polymerasen wie der

DNA-abhangigen RNA-Polymerase T7, um mehrere Groldenordnungen geringer,
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doch sind vergleichbare Aktivitaten fir HCV-Polymerasen beschrieben [74, 89, 99,
104]. Bertcksichtigen muss man hier wieder die jeweils unterschiedlichen HCV-
Genotypen und Subtypen, die in Sequenz und Lange unterschiedlichen RNA-
Matrizen sowie die Reaktionsbedingungen, die einen mafigeblichen Einfluss auf die

Reaktion haben.

Wie NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigten, besitzt die untersuchte stem-
loop-RNA eine definierte Sekundarstruktur. Am &ulersten 3’-Ende folgt vier
einzelstrangigen Nukleotiden ein doppelstrangiger stem-Bereich von 5-6
Basenpaaren, der uber einen loop von 3-5 ungepaarten Nukleotiden verbunden ist.
Da die intramolekulare RNA-Sekundarstruktur im Gleichgewicht mit der
einzelstrangigen Konformation steht, kann mittels 1D 'H NMR-Spektroskopie die
thermische Stabilitat dieser partiell doppelstrangigen Sekundarstruktur bestimmt
werden [149, 150]. Die makroskopische thermische Entfaltung der RNA-
Sekundarstruktur kann durch Auswertung der NMR-Signale der einzelnen Imino-
Protonen nach einem Zwei-Zustandsmodell mikroskopisch betrachtet werden. So
zeigten die randstandigen Basenpaare G3-C17 (T = 341 K), G16-C4 (Tm = 335 K) und
Gi3-C; (T, = 336 K) einen ahnlichen, um etwa 25 K hoheren
Temperaturibergangsmittelpunkt als die mittig im stem-Bereich befindlichen
Basenpaare G15-Cs (T, = 307 K) und G14-Cs (T = 312 K). Der reversible thermische
Entfaltungsprozess der Sekundarstruktur der stem-loop-RNA ist offenbar nicht-
kooperativ. Es existiert ein Entfaltungsintermediat mit ungepaarten, einzelstrangigen
G15 und G414 aber noch doppelstrangigen randstandigen Basenpaaren G3-C17, G16-C4
und G13-C7. Zwar werden mit 4.2 — 17.6 kJ mol™ pro Basenpaarung vergleichbare
thermodynamische Stabilitaten beschrieben [151], doch stellt der hier beobachtete
Entfaltungsweg eine ungewodhnliche Ausnahme dar. Die, verglichen mit den
Basenpaaren Gi5-Cs (AG 2** X = 5.0 kJ mol) und G14-Cg (AG ?** ¥ = 4.2 kJ mol™),
hohe thermische Stabilitat der terminalen Basenpaarung Gs-Cq7 (AG # ¥ = 11.3 kJ
mol™) stellt eine Energiebarriere der Sekundérstruktur der stem-loop-RNA dar und ist
auch die erste Basenpaarung, die im Zuge der Polymerisationsreaktion zur Synthese
der (+)-RNA aufgeldst werden muss. Diese terminale Basenpaarung der stem-loop-
RNA kann also der limitierende Faktor der Synthese der komplementaren stem-loop-

RNA sein, da nur lokal einzelstrangige RNA als Matrize dienen kann.
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Verwendet man eine einzelstrangige RNA als Matrize, wird keine lag-Phase der
RNA-Produktbildung beobachtet. Dies konnte durch einen radioaktiven Polymerase-
assay nach Behrens et al. gezeigt werden (Knick und Reich et al., nicht-publizierte
Daten). Somit scheint ausgeschlossen, dass die initiale Bildung der ersten Di- oder
Tri-Nukleotide diese lag-Phase der Produktbildung unter Verwendung der stem-loop-
RNA als Matrize verursacht. Vielmehr wird wahrscheinlich, dass die partiell
doppelstrangige Sekundarstruktur der stem-loop-RNA selbst die Geschwindigkeit der
Produktbildung begrenzt. Sie stellt somit die thermodynamische Barriere der
Polymerisationsreaktion dar, die kinetisch nach etwa 20 Stunden Uberwunden wird.
Dementsprechend sollten thermodynamisch instabilere stem-loop-RNA-Konstrukte
eine kurzere, stabilere Varianten hingegen eine langere Verzogerungsphase der
RNA-Produktbildung zur Folge haben. Interessant ware, neben der Stabilitat der
Sekundarstruktur der stem-loop-RNA im Gleichgewicht auch die Geschwindigkeiten
der Bildung beziehungsweise Aufldsung dieser Sekundarstruktur zu kennen.

In einer eindrucksvollen Arbeit von Simister et al. (2009) [104] wurde die HCV-
Polymerase vom Genotyp 2a, Subtyp JFH-1 nicht nur strukturell, sondern auch
hinsichtlich seiner katalytischen Aktivitat, bestimmt durch den Einbau radioaktiv-
markierter Nukleotide in Produkt-RNA, untersucht. Als RNA-Matrizen fanden sowonhl
die genomische (+)-RNA, als auch die komplementare (-)-RNA sowie am 5-Ende
verkurzte (-)-RNA-Konstrukte Verwendung. Zwar kénnen innerhalb weniger Minuten
radioaktiv-markierte Produkte detektiert werden, doch entsprechen diese nicht der
GroRe der vollstandigen RNA-Matrize. Unter Umstanden beginnt die HCV-
Polymerase in diesen in vitro Experimenten nicht an dem aulersten 3’-Ende der (-)-
RNA, welches die stabile stem-loop-RNA Sekundarstruktur bildet. Durch eine
Sequenzierung der Produkt-Nukleinsauren konnte geklart werden, ob es sich um
Abbruchfragmente handelt, oder ob die Polymerase die Initiation nicht am aulersten
3’-Ende beginnt. Das eine RNA-Matrize mit 3’-Ende nicht zwingend erforderlich ist,
um ein Polymerisationsprodukt zu erhalten, zeigten Ranjith-Kumar et. al. [137],
indem sie erfolgreich eine zirkulare RNA als Matrize fur die HCV-Polymerase
verwendeten. Ein weiteres interessantes Ergebnis der Arbeit von Simister et. al. ist,
dass die Lange und Zusammensetzung der verwendeten RNA-Matrize offenbar
einen erheblichen Einfluss auf die Geschwindigkeit des Einbau’s von Nukleotiden
hat. Eine verlangsamte Produktbildung wurde bei kirzeren RNA-Matrizen

beobachtet. Auch dies spricht dafur, dass die Initiation der HCV-Polymerisation ein
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geschwindigkeitsbestimmender Schritt ist. Dementsprechend sollten Faktoren, die
Sekundarstrukturen der RNA-Matrize am Initiationsort  auflosen, die
Polymerisationsreaktion beschleunigen. Im Kontext des viralen Replikationszyklus
kommt dabei moglicherweise wiederum der HCV-Helikase NS3 eine entscheidende
Bedeutung zu. Faszinierend ware, das Zusammenspiel von HCV-Polymerase und
HCV-Helikase zu untersuchen, besonders im Hinblick auf eine Aufbereitung der

RNA-Matrize hin zu einer einzelstrangigen Konformation.

=7
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Abbildung 25: Die Initiation der HCV-Polymerisationsreaktion — eine schematische Ubersicht.

Die HCV-Polymerase ist schematisch und in blau dargestellt. F, P und T deuten die einzelnen
Domaéanen Finger (F, finger), Handflache (P, palm) sowie Daumen (T, thumb) an. Transparent ist der
C-Terminus angedeutet. Die stem-loop-RNA ist ebenfalls schematisch wiedergegeben, 3'- sowie 5'-
Ende sind angedeutet. Die stem-loop-RNA stellt die native RNA-Matrize der Initiation der viralen RNA-
Amplifikation dar. Der detektierbaren initialen Interaktion von HCV-Polymerase und RNA-Matrize
folgen mehrere Intermediate (siehe Il. I.). VAN'T HOFF-Analysen sprechen fir eine Zunahme der
konformationellen Flexibilitdt durch Interaktion von HCV-Polymerase und der nativen stem-loop-RNA-
Matrize (siehe II. Il. 1ll.). Eine Zugabe von Nukleotiden bewirkt eine weitere Konformationsanderung
der HCV-Polymerase (siehe Il. lll.) und sorgt fir eine optimale Positionierung der RNA-Matrize. Die
aulerste Basenpaarung der RNA-Matrize (lila) stellt die energetische Barriere der RNA-

Sekundarstruktur dar (siehe II. 1V. I.). Da die RNA-abhangige RNA-Polymerase Nukleotide basierend
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auf Komplementaritat zur RNA-Matrize in einen wachsenden RNA-Strang einbaut, kann die RNA-

Sekundarstruktur die Produktbildung (doppelstrangige RNA) limitieren (siehe 1. V.).
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Cyclophilin B — eine humane Peptidyl-prolyl-cis/trans-lsomerase mit

Nukleinsaure-Bindungseigenschaften.

Cyclophilin B (CypB) ist ein Vertreter der Immunophiline. Cyclophiline wurden als
zellulare Interaktionspartner von Cyclosporin A (CsA), einem Immunsuppressor,
identifiziert [152]. Der Cyclophilin-CsA-Komplex wechselwirkt und inhibiert
Calcineurin, eine zellulare Phosphatase essentiell fir die Reifung von Zytokinen wie
TNFa und IL-2 [153-159]. Des Weiteren katalysieren Cyclophiline die cis/trans-
Isomerisierung von Peptidbindungen N-terminal von Prolinen [131]. Diese Peptidyl-
prolyl-cis/trans-Isomerase-Aktivitat (PPlase) spielt eine wichtige Rolle bei der
Interkonvertierung  von  Protein-Konformationen,  speziell auch in  der
Signaltransduktion [134, 135, 160, 161]. Cyclophiline sind seit Uber 20 Jahren
bekannt und ihre Katalyse bei der Proteinfaltung in vitro ist unumstritten [162-164].
Dennoch ist es schwierig, ihre Funktion in vivo im Detail zuzuordnen, da
Deletionsmutanten einzelner Vertreter nur bedingt phanotypisch detektierbare
Merkmale zeigen. Dies mag daran liegen, dass eine Vielzahl von PPlasen existieren,
die sich gegenseitig kompensieren konnen.

Der prototypische Vertreter ist Cyclophilin A (CypA). Dieses Eindomanen-Protein
(18 kDa) ist vorwiegend im Zytosol lokalisiert. Neben seiner immunsuppressiven
Wirkung im Komplex mit CsA, einem effektiven PPlase-Inhibitor, ist es an der Faltung
von Proteinen beteiligt. Zum einen beschleunigt es durch die PPlase-Funktion
langsame Faltungsschritte, zum anderen kann es als Chaperon wirken,
Faltungsintermediate stabilisieren und so die nativ gefaltete Population erhdhen. Es
besitzt eine essentielle Bedeutung im ,Lebenszyklus’ des humanen Immunodefizienz-
Virus (HIV) [165-168] und ist ein wichtiger zellularer Kofaktor des Hepatitis C Virus
[116, 118, 133, 169-173].

Weitere Vertreter der Cyclophiline existieren, die eine gro3e Homologie zu
Cyclophilin A und zusatzliche N- und/oder C-terminalen Domanen besitzen.
Cyclophilin D (CypD) zum Beispiel, ein 40 kDa Protein, lokalisiert in der
Mitochondrien-Matrix und ist ein Bestandteil der mitochondrialen permeability
transition pore. CypD soll CsA-abhangig die Offnung dieses Poren-Komplexes
regulieren und damit Apoptose/Nekrose-Prozesse beeinflussen [174-176].

Dem etwa 20 kDa groRRen Protein Cyclophilin C (CypC) wird ein Magnesium-
abhangiger Abbau von DNA in 50 kb-Fragmenten zugeschrieben [177]. Wie alle
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Cyclophiline besitzt es auch die PPlase-Domane, weist aber eine héhere Homologie
zu Cyclophilin B als zu dem prototypischen Vertreter CypA auf.

Cyclophilin B (CypB) wird sowohl im extrazellularen Raum, im Endoplasmatischen
Retikulum als auch im Nukleus detektiert [178, 179]. Extrazellular kann es Uber
glykosylierte Aminoglykane mit Zelloberflachen wechselwirken und zum Beispiel T-
Lymphozyten rekrutieren [179-182]. Auch besitzt CypB C-terminal ein ER-
Retentionssignal und soll an der Protein-Qualitatskontrolle im ER beteiligt sein [127,
182-184]. N-terminal findet man ein Kernlokalisierungssignal (NLS) das dazu
beitragt, internalisierte Liganden wie Prolactin (PRL) im Komplex in den Zellkern zu
transportieren [185]. Es konnte gezeigt werden, dass dieser CypB-PRL-Komplex im
Zellkern die Stat5-abhangige Transkription positiv beeinflusst, wahrscheinlich Gber
die PPlase-abhangige Verdrangung eines negativen Regulators von Stat5 [186]. In
einer eindrucksvollen Arbeit wurde eine weitere Interaktion von CypB mit dem
nuklearen Transkriptionsfaktor Stat3 belegt [187]. Diese Interaktion verbessert die
Wechselwirkung von Stat3 mit seinen Promotoren und wirkt sich positiv auf die
Transkription der Zielgene aus. Auch im Zusammenhang mit HCV wurde CypB eine
das Virus fordernde Bedeutung zugeschrieben. Watashi et al. konnten 2005 durch
Ko-Immunoprazipitationen eine spezifische Interaktion von CypB und der HCV-
Polymerase detektieren [125]. Diese CsA-sensitive Wechselwirkung sollte die RNA-
Bindungseigenschaft der HCV-Polymerase verbessern. Leider konnten diese Effekte
von anderen Arbeitsgruppen nur unzureichend reproduziert werden, so dass diese
Ergebnisse kontrovers diskutiert werden [133, 188-190] und die CsA-sensitive
Replikation des Hepatitis C Virus vielmehr einer Bedeutung von Cyclophilin A in der
viralen Polyproteinprozessierung und Assemblierung zugeschrieben wird [116, 133,
173].

Verglichen mit Cyclophilin A besitzt Cyclophilin B einen zusatzlichen C-terminalen
Bereich und einen stark basischen isoelektrischen Punkt. Bei physiologischen pH-
Werten ist es positiv geladen. In Abbildung 26 ist das humane Cyclophilin B raumlich
dargestellt. Auch in dieser Arbeit wurde ausschlieBlich eine Variante von Cyclophilin
B ohne die N-terminalen 32 Aminosauren untersucht. Die Aminosauresequenz des

verwendeten Cyclophilin B findet sich im Anhang.
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Abbildung 26: Vergleich der Kristallstrukturen von humanem Cyclophilin A und B.

Basierend auf Rontgenkristallstrukturanalysen sind die raumlichen Strukturen von humanem
Cyclophilin A (links; PDB 2CPL) und humanem Cyclophilin B (rechts; PDB 1CYN) dargestellt. Der
schwarze Pfeil deutet auf das jeweilige aktive Zentrum der Peptidyl-prolyl-cis/trans-Isomerase-
Funktion. Das Tryptophan im PPlase-Zentrum ist in gelb abgebildet. In der Ubrigen Farbgebung

entspricht rot basischen, blau sauren und grin neutralen Aminosauren.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cyclophilin B intrinsisch
Nukleinsaure-Bindungseigenschaften besitzt. Mittels 5’-Fluorophor-markierten
Nukleinsauren wurde die Bindung von Cyclophilin B und der 21 Nukleotide grof3en
stem-loop-RNA (siehe Abbildung 15) sowie der aquivalenten Desoxyribonukleinsaure
quantifiziert. Die erhaltenen Dissoziationskonstanten weisen mit
Ko (stem-loop-RNA) = 2.6 yM und Kp (stem-loop-DNA) = 5.5 pyM auf moderate
Affinitdten und eine leichte Praferenz flr Ribonukleinsauren hin. Sehr wahrscheinlich
ist, dass die Affinitat von Cyclophilin B zu ,nativen’ Nukleinsaure-Interaktionspartnern
erhoht ist. Interessant ware in diesem Zusammenhang, die Interaktion von
Cyclophilin B mit etwa den Promotorbereichen Stat3- beziehungsweise Stat5-
abhangiger Transkription sowie den entsprechenden RNA-Produkten zu
untersuchen. Beachten muss man dabei, dass bereits an die hier untersuchte stem-
loop-RNA offenbar zwei Molekule Cyclophilin B binden kénnen. Zu diesem Ergebnis
gelangten, unabhangig voneinander, Sedimentationsanalysen sowie 1D 'H NMR-
Interaktionsstudien von Komplexen aus CypB und stem-loop-RNA. In den Studien

zur Quantifizierung der Affinitaten unter Ausnutzung des quenching Fluorophor-
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markierter RNA durch Bindung von CypB konnte aber keine Phasierung beobachtet
werden. Dies deutet entweder auf (fast) identische Affinitaten der beiden RNA-
Bindungsstellen zu dem Protein hin, oder aber nur eine Bindung kann mit dieser
Methode detektiert werden. Neben hydrophoben Wechselwirkungen tragen groften
Teils ionische Interaktionen zu der mittels Fluoreszenzspektroskopie detektierbaren
Komplexbildung von Cyclophilin B und stem-loop-RNA bei. NaCl stort diese
Interaktion entsprechend einer linearen freien Enthalpiebeziehung (Gleichung 6,
siche Seite 29) mit m = — 67.1 kJ mol™" M bei AG® = — 30.8 kJ mol”" (mit AG® wird
hier die freie Gibbs’sche Reaktionsenthalpie der Interaktion in 50 mM HEPES/NaOH,
6.5 mM MgCly, 1 mM TCEP, pH =7.5und T = 295.6 K bezeichnet). Die Abhangigkeit
der detektierten Interaktion von stem-loop-RNA und Cyclophilin B von der NaCl-
Konzentration ist etwa funfmal groRer als die der HCV-Polymerase (Genotyp 2a,
Subtyp JFH-1) und der gleichen RNA (Kapitel Il. Il. I). Um die Konsequenzen der
Wechselwirkung von Cyclophilin B und der stem-loop-RNA beziglich der RNA-
Sekundarstruktur zu untersuchen, wurden 1D "H NMR-Spektren aufgenommen. In
dem spektralen Bereich sensitiv fur Basenpaarungen konnte generell eine Abnahme
der Signalintensitaten durch Interaktion mit Cyclophilin B festgestellt werden. Dies,
sowie die Linienverbreiterung der NMR-Signale der Imino-Protonen durch Zugabe
von CypB korreliert mit einer Komplexbildung beider Makromolekile. Die thermische
Entfaltung der RNA-Sekundarstruktur fuhrte jedoch zu einem vollstandigen
Verschwinden dieser NMR-Signale charakteristisch fur Doppelstrangbereiche. Doch
selbst bei einem molaren Uberschuss an Cyclophilin B sind diese NMR-Signale der
stem-loop-RNA noch detektierbar und konstant. Daher kann davon ausgegangen
werden, dass die allgemeine Sekundarstruktur der stem-loop-RNA durch die CypB-
Bindung erhalten bleibt. Jedoch werden leichte spektrale Verschiebungen einzelner
Imino-Protonen NMR-Signale von etwa 0.01 ppm durch die Bindung von Cyclophilin
B registriert. Dies deutet darauf hin, dass sich die lokale geladene Umgebung der
entsprechenden Imino-Protonen, die durch je eine Basenpaarung komplementarer
Nukleotide fixiert sind, andert. Da doppelstrangige Nukleinsauren sich in einer Helix-
artigen Konformation befinden ware es moglich, dass die Bindung von Cyclophilin B
einen Einfluss auf diese Windung der stem-loop-RNA um die eigene Achse hat.
Durch weiterfihrende Strukturanalysen koénnte dies, sowie die an der RNA-

Interaktion beteiligten Aminosauren aufgeklart werden.
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Interessanter Weise scheint die Nukleinsaure-Bindung unabhangig von der Peptidyl-
prolyl-cis/trans-Isomerase-Funktion von Cyclophilin B zu sein. Mit dem von Fischer et
al. [131] etablierten Testverfahren wurde eine katalytische Effizienz der PPlase von
CypB von 8 x10° s M™" bei 283.15 K in 50 mM HEPES/NaOH, 6.5 mM MgCl,, 1 mM
TCEP, pH = 7.5 bestimmt. Die PPlase-Aktivitdt war unabhangig von der
untersuchten stem-loop-RNA, sollte aber mit hdher affinen Nukleinsauren wiederholt
und verifiziert werden. Auch zeigte sich, dass die Bindung von Nukleinsduren nicht
mit der Bindung von Cyclosporin A, einem Inhibitor des aktiven Zentrums der
PPlase-Funktion, interferiert. Somit scheinen beide Eigenschaften von Cyclophilin B,
die Peptidyl-prolyl-cis/trans-Isomerisierung sowie die Nukleinsaurebindung,
unabhangige Ereignisse zu sein. Denkbar ware, dass Cyclophilin B Uber die
Nukleinsaurebindung spezifisch rekrutiert wird und dann durch seine PPlase-
Funktion als eine Art molekularer Schalter fungiert und Konformationsanderungen
eines assoziierten Zielproteins bewirkt. Dies ist jedoch spekulativ und bedarf einer
Uberprifung.

Faszinierend ware es, spezifische Nukleinsaure-Interaktionen ausfindig zu machen.
So konnte die Funktion von Cyclophilin B in vivo weiter und eingehender

charakterisiert werden.
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Ausblick

In dieser Arbeit wurden biophysikalische Methoden etabliert, mit dem Ziel, die
einzelnen Prozesse der RNA-abhangigen RNA-Polymerisationsreaktion der Hepatitis
C viralen Polymerase im molekular-mechanistischen Detail zu untersuchen. Mittels
Circulardichroismus konnte die Wechselwirkung mit Nukleotiden quantifiziert werden.
Affinitdten zu Nukleinsauren wurden durch Fluoreszenzspektroskopie sowohl
kinetisch als auch thermodynamisch  bestimmt. NMR-spektroskopische
Untersuchungen komplementierten die funktionellen Studien mit strukturellen Daten
Uber die Produktbildung sowie die Prozessivitat der HCV-Polymerase.

Erfolgreich wurde am Beispiel des allosterischen Inhibitors HCV-796 dessen
Wirkungsweise gezeigt. Nur in der durch Nukleotide induzierten Konformation der
HCV-Polymerase verringerte HCV-796 drastisch die Affinitdt zur RNA-Matrize und
somit die doppelstrangige Produktbildung. Interessant und mdglich ware, auch
weitere Effektoren der RNA-abhangigen RNA-Polymerisationsreaktion detailliert zu
beschreiben. So existiert eine Vielzahl allosterischer Inhibitoren der HCV-
Polymerase, die mit unterschiedlichen Regionen des Enzyms wechselwirken und
wahrscheinlich unterschiedliche Mechanismen der Inhibierung aufweisen. Neben
diesen niedermolekularen Verbindungen kénnen aber auch weitere Effektoren der
Polymerisationsreaktion erforscht werden. Verschiedenste virale und zellulare
Proteine (NS3-Helikase, NS5A, RNA-bindende Proteine, Cyclophiline) und
Nukleinsauren (miR122) werden als Modulatoren diskutiert, jedoch ist deren
molekularer Einfluss oft nicht bekannt. Mit den hier beschriebenen in vitro Methoden
konnen sowohl direkte, die Aktivitat der HCV-Polymerase beeinflussende, als auch
indirekte, die Konformation der RNA-Matrize modulierende Effekte untersucht
werden. So sollte etwa die Polymerisationsreaktion durch eine Aufbereitung der
nativen strukturierten RNA-Matrize (z.B. durch Helikasen) in Form einer
Verschiebung des Gleichgewichts zur einzelstrangigen Konformation beglnstigt
werden. In diesem Zusammenhang konnte durch weiterfihrende Studien dem
humanen Cyclophilin B eine Funktion im Replikationszyklus von HCV zugeschrieben
werden.

Es konnte gezeigt werden, dass Cyclophilin B in der Lage ist, mit Nukleinsauren zu
interagieren. Am Beispiel der HCV stem-loop-RNA wurde durch 1D 'H NMR-

Spektroskopie gezeigt, dass diese Wechselwirkung in noch unbekannter Art die
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Sekundarstruktur dieser RNA (moderat) beeinflusst. Diese Interaktion war
unabhangig von der Peptidyl-prolyl-cis/trans-Isomerase-Funktion und umgekehrt.
Cyclophilin B besitzt also 2 funktionelle Zentren. AuRerst interessant wére, sowonhl
eine spezifische Nukleinsaure-Interaktion als auch ein naturliches Substrat der
PPlase-Funktion ausfindig zu machen und den Einfluss auf sowohl die Konformation
der Nukleinsaure als auch auf das PPlase-Substrat zu bestimmen.

Generell wurde ein Methodenrepertoire etabliert, Protein-Nukleinsaure-Interaktionen
in vitro funktionell und strukturell zu charakterisieren. Es ist eine realistische
Perspektive, dass sich diese Methoden so auch in anderen Systeme anwenden
lassen werden, seien es Transkriptionsfaktoren, RNA-Chaperone,
Nukleinsaurebindeproteine und andere Effektoren und Modulatoren zellularer

Prozesse.
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Anhang

Aminosauresequenzen der in dieser Arbeit untersuchten Proteine:

HCV-Polymerase vom Genotyp 1b (Subtyp BK)
SMSYTWTGALITPCAAEESKLPINALSNSLLRHHNMVYATTSRSAGLRQKKVTFDRLQVLDDHYRDVL
KEMKAKASTVKAKLLSVEEACKLTPPHSAKSKFGYGAKDVRNLSSKAVNHIHSVWKDLLEDTVTPIDT
TIMAKNEVFCVQPEKGGRKPARLIVFPDLGVRVCEKMALYDVVSTLPQVVMGSSYGFQYSPGQRVEF
LVNTWKSKKNPMGFSYDTRCFDSTVTENDIRVEESIYQCCDLAPEARQAIKSLTERLYIGGPLTNSKG
QNCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYLKASAACRAAKLQDCTMLVNGDDLVVICESAGTQEDAASLRV
FTEAMTRYSAPPGDPPQPEYDLELITSCSSNVSVAHDASGKRVYYLTRDPTTPLARAAWETARHTPV
NSWLGNIIMYAPTLWARMILMTHFFSILLAQEQLEKALDCQIYGACYSIEPLDLPQIIERLHGLSAFSLHS
YSPGEINRVASCLRKLGVPPLRVWRHRARSVRARLLSQGGRAATCGKYLFNWAVKTKLKLTPIPAAS
QLDLSGWFVAGYSGGDIYHSLSRARPR.

HCV-Polymerase vom Genotyp 2a (Subtyp JFH-1)
SMSYSWTGALITPCSPEEEKLPINPLSNSLLRYHNKVYCTTSKSASQRAKKVTFDRTQVLDAHYDSVL
KDIKLAASKVSARLLTLEEACQLTPPHSARSKYGFGAKEVRSLSGRAVNHIKSVWKDLLEDPQTPIPTTI
MAKNEVFCVDPAKGGKKPARLIVYPDLGVRVCEKMALYDITQKLPQAVMGASYGFQYSPAQRVEYLL
KAWAEKKDPMGFSYDTRCFDSTVTERDIRTEESIYQACSLPEEARTAIHSLTERLYVGGPMFNSKGQT
CGYRRCRASGVLTTSMGNTITCYVKALAACKAAGIVAPTMLVCGDDLVVISESQGTEEDERNLRAFTE
AMTRYSAPPGDPPRPEYDLELITSCSSNVSVALGPRGRRRYYLTRDPTTPLARAAWETVRHSPINSW
LGNIIQYAPTIWVRMVLMTHFFSILMVQDTLDQNLNFEMYGSVYSVNPLDLPAIIERLHGLDAFSMHTY
SHHELTRVASALRKLGAPPLRVWKSRARAVRASLISRGGKAAVCGRYLFNWAVKTKLKLTPLPEARLL
DLSSWFTVGAGGGDIFHSVSRARPR.

Cyclophilin B (human)
MDEKKKGPKVTVKVYFDLRIGDEDVGRVIFGLFGKTVPKTVDNFVALATGEKGFGYKNSKFHRVIKDF
MIQGGDFTRGDGTGGKSIYGERFPDENFKLKHYGPGWVSMANAGKDTNGSQFFITTVKTAWLDGKH
VVFGKVLEGMEVVRKVESTKTDSRDKPLKDVIIADCGKIEVEKPFAIAKE.
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NMR-spektroskopische Experimente zur Zuordnung der Imino-Protonen
NMR-Signale der stem-loop-RNA:

G13C

a10° | . —— UBC, A12G

5 o
410° 410° L

1 L ] 1 1 J
13.5 13.0 12.5 12.0 135 13.0 12.5 12.0
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Anhang Abbildung 1: 1D 'H NMR-Spektren der stem-loop-RNA sowie Varianten in
dem spektralen Bereich sensitiv fir Basenpaarungen.

Das Imino-Protonen NMR-Spektrum der in dieser Arbeit charakterisierten stem-loop-
RNA (orange, in der Legende mit ,wt‘ gekennzeichnet; siehe Materialien und
Methoden, Seite 21) ist jeweils einer Variante der stem-loop-RNA gegenlbergestellt
(schwarz, in der Legende mit der entsprechenden Nukleotidsubstitution angedeutet).
Spektren von je 0.1 mM RNA wurden bei T = 296 K in 50 mM HEPES/NaOH, 200
mM NaCl, 6.5 mM MgClz, 1 mM TCEP, 5% (v/v) Glyzerin (deuteriert), pH = 7.5 und
10% (v/v) DO mit einem Bruker Avance Il 600 Spektrometer aufgenommen.
Wassersignale wurden durch double pulse field gradient spin echo approach
unterdruckt und die Spektren mittels TopSpin 2.1 prozessiert.

A) Die stem-loop-RNA-Variante G13C entwickelt, verglichen mit der Wildtyp-Sequenz
(siehe Materialien und Methoden, Seite 21), nur 4 statt 5 Imino-Protonen NMR-
Signale (siehe Abbildung 15, Seite 60). Durch die Nukleotidsubstitution G13C kann
sich die Basenpaarung G13-C7, durch den Pfeil gekennzeichnet, nicht ausbilden. Es
resultiert eine stem-loop-RNA-Sekundarstruktur mit einem ,hepta-loop’ und den
Basenpaaren G3-Cq7, G16-C4, G15-C5 und G14-Cs. Durch die fehlende Basenpaarung
G13-C47 ist die niedrig-populierte Basenpaarung Ug-A+2 noch starker destabilisiert und
nicht mehr detektierbar.

B) Die stem-loop-RNA-Doppelvariante U8C, A12G entwickelt, verglichen mit der
Wildtyp-Sequenz (siehe Materialien und Methoden, Seite 21 sowie Abbildung 15,
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Seite 60), ebenfalls 5 Imino-Protonen NMR-Signale. Die Nukleotidsubstitutionen U8C
und A12G fihren zu einer Substitution der niedrig-populierten Basenpaarung Ug-Aq2
durch die theoretisch stabilere Basenpaarung Cgs-Gi. Die allgemeine
Sekundarstruktur der stem-loop-RNA bleibt dadurch unverandert. Das Imino-Proton
NMR-Signal der Basenpaarung Cg-Gi, erfahrt aber, verglichen mit dem
ursprunglichen Signal von Ug-A1,, eine chemische Verschiebung Richtung Hochfeld

(durch Pfeile gekennzeichnet).
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Anhang Abbildung 2: 2D 'H-'H NOESY NMR-Spektren der stem-loop-RNA zur
Zuordnung der Imino-Protonen NMR-Signale.

2D "H-'H NOESY NMR-Spektren von 1 mM stem-loop-RNA (siehe Materialien und
Methoden, Seite 21) wurden bei T = 296 K in 50 mM HEPES/NaOH, 200 mM NacCl,
6.5 mM MgCl;, 1 mM TCEP, 5% (v/v) Glyzerin (deuteriert), pH = 7.5 und 10% (v/v)
D,O mit einem Bruker Avance Ill 800 Spektrometer und einem Kryoprobenkopf mit
Mischzeiten t, = 120 ms und 250 ms und spektralen Weiten von 20.01 ppm in beide
Dimensionen aufgenommen. In der indirekten Dimension wurden 1024 Inkremente
mit je 160 Akkumulationen aufgenommen. Die Aufldsung in der direkten Dimension
betrug 8192 Schritte. Die 'H Trager-Frequenz war auf 4.7 ppm gesetzt,
Wassersignale wurden durch double pulse field gradient spin echo approach

unterdrickt und die Spektren mittels TopSpin 2.1 prozessiert. Es konnten 4
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intramolekulare 'H-'H NOE-Signale detektiert werden, die durch Pfeile in der
Abbildung angedeutet sind. Das 'H NMR-Signal bei 13.14 ppm entwickelte ein Spin-
System mit den 'H NMR-Signalen bei 12.62 ppm und 12.56 ppm. Das 'H NMR-
Signal bei 12.59 ppm entwickelte ein Spin-System mit den H NMR-Signalen bei
12.87 ppm und 12.51 ppm. Dadurch konnten die einzelnen Imino-Proton NMR-
Signale den jeweiligen intramolekularen Basenpaarungen der stem-loop-RNA

entsprechend Abbildung 15 (Seite 60) zugeordnet werden.
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