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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Die NTPase/Helikase des Hepatitis C Viruses ist ein Teil des nicht-
Strukturproteines 3 (NS3) des Hepatitis C Viruses. Die NTPase/Helikase ist fa-
hig, RNA Strukturen enzymatisch zu entwinden. Diese Reaktion ist an die E-
nergie freisetzende Hydrolyse von Nukleosidtriphosphat (NTP) gebunden. So
besitzen alle bisher beschriebenen Helikasen auch eine ATPase-Aktivitat.

Ziel dieser Arbeit ist es, durch limitierte Proteolyse eine minimale funktionelle
Domane, die ATP-bindende Eigenschaften besitzt, herzustellen und ihre Eigen-
schaften zu charakterisieren. Weiterhin sollen verschiedene Substanzgruppen
auf ihre Fahigkeit hin untersucht werden, die Bindung von ATP an die zuvor iso-
lierte ATP-bindende Doméne zu inhibieren. AuBerdem soll untersucht werden,
inwieweit Substanzen, die die ATP-Bindung an die minimale funktionelle Do-
mane beeinflussen, die ATPase-Aktivitdt des NS3 modifizieren. Die Annahme
ist, dass Substanzen, die die ATP-Bindung an die ATP-bindende Domane be-
einflussen, auch die ATPase-Aktivitat in gleicher Weise verandern.

Durch die Beschreibung von Modulatoren der ATP-Bindung der NTPa-

se/Helikase des NS3 Proteines kénnte ein Schritt hin auf die Entwicklung von
neuen, potenten Inhibitoren der HCV-Virusreplikation gemacht werden.
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2. Einleitung

2.1. Die Hepatitis C Infektion

Eine nach Bluttransfusionen auftretende non-A, non-B Hepatitis fiel zuerst Mitte
der siebziger Jahre auf (Prince et al., 1974; Feinstone et al., 1975), das verant-
wortliche Agens konnte jedoch mit den zu dieser Zeit zur Verfligung stehenden
Methoden nicht identifiziert werden. 1989 isolierten Choo et. al. (Choo et al.,
1989) ein virales Genom aus Material von Schimpansen, die experimentell mit
einem kontaminierten, humanen Faktor VIlI-Préparat infiziert worden waren. Die
Entwicklung eines Immunoassays, der auf der Detektion zirkulierender Antikor-
per gegen rekombinante Epitope beruhte, bewies, dass dieses Virus, genannt
Hepatitis C Virus (HCV), das &tiologische Agens der meisten posttransfusionel-
len non-A, non-B Hepatitiden war (Kuo et al., 1989; Alter et al., 1989; Aach et
al., 1991).

Das Hepatitis C Virus ist als haufigste infektiose Ursache einer non-A, non-B In-
fektion flr einen relevanten Anteil an den infektiés bedingten Hepatitiden und
vor allem Leberzirrhosen der weltweiten Bevélkerung verantwortlich (Choo et
al.,1989; Choo et al., 1990). Es besteht eine Assoziation zwischen dem serolo-
gischen Nachweis des Hepatitis C Virus und dem Auftreten einer Leberzirrhose
und eines hepatozelluldren Karzinomes (Bruix et al., 1990; Read et al., 1991;
Resnick et al., 1993). Bei Lebererkrankungen, die im Endstadium zu einer Le-
bertransplantation fiihren, ist das Hepatitis C Virus das haufigste Pathogen
(Bruix et al., 1990; Read et al., 1991; Resnick und Koff, 1993).

Die meisten akuten Infektionen mit dem Hepatitis C Virus sind asymptomatisch,
nur 25 % der Patienten entwickeln einen Ikterus (Dienstag, 1983). Das Risiko
fur ein fulminantes oder subakutes Leberversagen ist gering (Yanagi et al.,
1991; Wright et al., 1991). Die Inkubationszeit betragt 15 bis 150 Tage. Anti-
HCV Antikérper kdnnen mittels ELISA sechs bis acht Wochen, HCV-RNA mit-
tels PCR ein bis zwei Wochen nach der Infektion detektiert werden (Tremolada
et al., 1991; Farci et al., 1991). Anders als bei der Infektion mit Hepatitis A und
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B Viren gibt es keine Antikérper gegen Epitope des Hepatitis C Virus, die als
serologisches Anzeichen einer Elimination des Virus gelten oder gegen eine In-
fektion nach einer Impfung schitzen kénnen (Alter et al., 1989; Alter et al.,
1992).

Aufgrund der unvollstandigen Elimination des Hepatitis C Viruses entwickeln bis
zu 80 % der Patienten Zeichen einer chronischen Hepatitis und 20 bis 30 % ei-
ne Leberzirrhose (Shakil et al., 1995; Di Bisceglie et al.,1991; Esteban et al.,
1991). Die durchschnittliche Zeitspanne bis zum Auftreten von Symptomen bei
der chronischen Hepatitis betragt 10 Jahre, bis zum Auftreten einer Zirrhose 21
Jahre und bis zur Entwicklung eines hepatozellularen Karzinoms 29 Jahre (Kiy-
osawa et al., 1990). Der Verlauf der Erkrankung wurde am besten in den Trans-
fusions-assoziierten Fallen dokumentiert. Aufgrund der langen Latenzzeiten
konnte die Erhéhung der Morbiditat und Mortalitdt aufgrund leberassoziierter
Erkrankungen nur bei jingeren Kollektiven eindeutig nachgewiesen werden
(Seeff et al., 1992; Tong et al., 1995).

Das Ziel einer Behandlung ware die moglichst friihzeitige Eradikation des Hepa-
titis C Virus, um ein Fortschreiten der Erkrankung bis zum Endstadium der Le-
bererkrankung zu verhindern. Zur Zeit ist jedoch kein Medikament bekannt,
dass das Hepatitis C Virus reproduzierbar eliminieren kann. Gegenwartig be-
steht die Therapie aus antiviral und immunmodulatorisch wirkenden Substan-
zen, die die virale Replikation und die Immunantwort des Erkrankten beeinflus-

sen.

Die Kombinationstherapie von einem Interferon-alpha mit Ribavirin ist die
empfohlene Standardtherapie der Hepatitis C (Shad und McHutchison, 2001).
Die Interferone sind eine  Protein-Familie, die antivirale und
immunmodulatorische Eigenschaften besitzen. Sie binden an spezifische
Rezeptoren an der Zelloberflache und aktivieren verschiedene Enzyme und
Gene, die die Penetration, das Uncoating und die Replikation der Viren
beeinflussen (Peters, 1989). Die Interferone steigern zudem die Aktivitat der
Naturlichen-Killer-Zellen, beschleunigen die Reifung der zytotoxischen T-
Lymphozyten und verstarken die Expression der HLA Antigene der Klasse |,
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der HLA Antigene der Klasse |, womit sie die immunologische Raumung infizier-
ter Zellen férdern (Samuel, 1991; Pignatelli, 1986).

Das synthetische Nukleosidanalogon Ribavirin entwickelt eine antivirale Wir-
kung gegen verschiedene RNA- und DNA-Viren (Fernandez et al., 1986; Pat-
terson und Fernandez-Larsson, 1990). Ribavirin hat verschiedene postulierte
Wirkmechanismen. Es wird die Hemmung viraler Polymerasen, die Erschop-
fung der intrazellularen Phosphat- bzw. Guanin-Nukleotid-Speicher sowie eine
Stérung der Interaktion zwischen viraler mRNA und Ribosomen diskutiert. Die
Hemmung der Polymerase bzw. der RNA-Ribosomen-Interaktion scheint jedoch
beim Hepatitis C Virus nicht von Bedeutung zu sein (Bartenschlager, 1997; Vi-
telli et al., 1998). Die Erschépfung der intrazellularen Guanin-Nukleotid-
Speicher als replikationshemmender Mechanismus flr das Hepatitis C Virus
wird durch die Beobachtung unterstitzt, dass die Zugabe von Guanosin die an-
tivirale Wirkung des Ribavirins auf Viren aus der Familie des Hepatitis C Viru-
ses aufhebt. Durch die Kombinationstherapie aus Interferon-alpha mit Ribavirin
kam es bei 50 % der Patienten mit einer Hepatitis C Virus-Infektion zu einem
langfristigen Abfall der Transaminasen in den Normbereich ohne Nachweis von
HCV-RNA (Braconier et al., 1995; Chemello et al.,1995).

Im Endstadium der Hepatitis C ist die Lebertransplantation die einzige Therapie.
Die meisten Patienten sind zum Zeitpunkt der Transplantation jedoch virdmisch,
so dass es bei ca. 40 % der Transplantierten bis zum dritten Jahr nach dem
Eingriff zu einer Reinfektion der transplantierten Leber und deren Schadigung
kommt. (Wright et al., 1992; Feray et al., 1994). Die Infektion der transplantier-
ten Leber flhrt jedoch selten zu einem Verlust des Organs oder zum Tod
(Weinstein et al., 1994; Boker et al., 1995).
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2.2. Das Hepatitis C Virus

HCV ist ein kleines Envelope-RNA Virus. Das Genom besteht aus einer unge-
fahr 9,6 Kilobasen langen, einstrangigen Plus-Strang RNA. Es beginnt mit einer
nicht kodierenden, stark konservierten 5-Sequenz, die als sog. internal riboso-
mal entry site (IRES) zur Initiation der Translation unabhangig von einer cap-
Struktur dient. Es schlieBt sich ein einzelner, offener Leserahmen an, der fir ein
Polyprotein von 3010-3033 Aminosauren kodiert, und eine nicht kodierende 3°-
Region (Choo et al., 1991). Sie enthalt jedoch neben einer hoch variablen Po-
ly[U] Struktur eine stark konservierte Region von 98 Nukleotiden, die eine zent-
rale Bedeutung im viralen Replikationszyklus zu spielen scheinen (Clarke,
1997). Bisher ist es nicht méglich, das Hepatitis C Virus in kultivierten Zellen zu
vermehren. Die meisten der vorhandenen Informationen tber die Natur der vom
Hepatitis C Virus exprimierten Proteine stammen aus vergleichenden Studien
der Sequenz des Genoms mit der bekannter Viren sowie aus der Analyse von
in vitro und ex vivo Systemen, die geklonte, virale cDNA exprimieren (Nedder-
mann et al., 1997). Das Hepatitis C Virus wurde aufgrund kolinearer Regionen
von Sequenzhomologien mit den Pesti- und Flaviviren der Familie der Flaviviri-
dae zugeordnet. Aufgrund jedoch geringer allgemeiner Ubereinstimmung der
primaren Sequenzen der Polyproteine wurde es als eigenes Genus innerhalb
der Familie klassifiziert (Miller und Purcell, 1990).

Abb. 1) Schematische Darstellung der Organisation des Hepatitis C Virus Ge-
noms und der Prozessierung des Polyproteins
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Die Grafik zeigt die Verteilung der von Hepatitis C Virus kodierten Proteine innerhalb
des Genoms. Die Spaltungsstellen der Signalpeptidasen sind mit ¥, Spaltungsstellen
der viralen Proteasen mit ¥ indiziert. Unterhalb der Proteine sind deren bekannten
Funktionen angegeben.
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Das HCV-Polyprotein wird im Zytoplasma bzw. im Endoplasmatischen Retiku-
lum (ER) der infizierten Zelle einer proteolytischen Prozessierung unterzogen,
so dass mindestens 10 Proteine entstehen. Aus dem N-terminalen Ende des
Polyproteins gehen die Strukturproteine hervor. Zu ihnen gehdéren das
Kapsidprotein C (21 kDa) und die beiden Envelope-Glykoproteine, E1 (37 kDa)
und E2 (61 kDa). Die Strukturproteine des Hepatitis C Virus werden durch zellu-
lare Signalpeptidasen, die mit dem Lumen des ER assoziiert sind, prozessiert
(Neddermann et al., 1997). Die Wirts-Signalpeptidasen sind auBerdem fir die
Biogenese des p7 verantwortlich, ein 7 kDa Protein unbekannter Funktion, das
durch limitierte Proteolyse aus dem E2-p7-Precursor entsteht (Neddermann et
al., 1997). Die Region des HCV-Polyproteins, die alle Nicht-Strukturproteine
enthalt, wird durch zwei viruseigene Proteasen prozessiert. Die Verbindung
zwischen NS2 und NS3 wird autokatalytisch durch eine Zink-abhangige Protea-
se gespalten, die aus dem NS2 und dem N-terminalen Abschnitt des NS3 ge-
bildet wird. Der C-terminale Rest des HCV-Polyproteins wird durch die virusko-
dierte, im NS3 enthaltene Serinprotease weiter verdaut zu den Proteinen NS3
(68 kDa), NS4A (6 kDa), NS4B (26 kDa), NS5A (56-58 kDa) und NS5B
(65 kDa) (Neddermann et al., 1997).

Das Kapsidprotein C ist von stark basischer Natur und scheint durch
Multimerisation und Interaktion mit der viralen RNA das Kapsid des Hepatitis C
Virus zu bilden. Weiterhin gibt es Hinweise, dass das Kapsidprotein C eine
kritische Rolle fir die Translokation der viralen, glykosylierten Strukturproteine
in das ER spielt, in dem die fir die Prozessierung und Glykosylierung der
Proteine verantwortlichen Enzyme lokalisiert sind. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass das Kapsidprotein C in artifiziellen Systemen die Apoptose
supprimieren und mit der zytoplasmatischen Domé&ne des Lymphotoxin-f3-
Rezeptors (LTR) spezifisch interagieren kann. Da der LTR in die Regulation der
Apoptose involviert ist, wird dem Kapsidprotein C eine immunmodulatorische
Funktion und eine kritische Rolle in der Pathogenese der Krankheit und der
Entwicklung der Viruspersistenz zugeschrieben. SchlieBlich wurde auch
berichtet, dass das Kapsidprotein C mit zytoplasmatischen Lipidvesikeln
assoziiert und so den zellularen Lipidstoffwechsel beeinflusst. Dies kénnte die
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Ursache der bei der Hepatitis C beobachteten Steatosis der Leber sein (Clarke,
1997).

Die Envelopeproteine (E1, E2) sind stark glykosylierte, transmembrandse
Proteine, die in dem aus einer Lipiddoppelmembran bestehenden Envelope des
Hepatitis C Virus eingebettet sind. Diese Proteine an der Oberflache des Virus
sind offensichtlich wichtige Komponenten fir einen Impfstoff gegen das Hepati-
tis C Virus. Im E2-Protein fand sich eine hypervariable Region (HVR-1). Anti-
kérper gegen diese Region scheinen einen neutralisierenden Effekt auf das
Hepatitis C Virus auszuliben. Diese Region ist allerdings die unbesténdigste
Region des Hepatitis C Virus. Die Variabilitat scheint auf zufalligen Mutationen
und Selektion von Mutanten zu beruhen, die fahig sind, den neutralisierenden
Antikdrpern des Wirtes zu entkommen. Diese Beobachtungen lassen das Ziel
der Entwicklung einer prophylaktischen Vakzine zweifelhaft erscheinen (Clarke,
1997).

Das nicht-Strukturprotein 2 (NS2) ist ein transmembrandses Protein, dessen C-
Terminus im Lumen des ER und dessen N-Terminus im Zytosol liegt. Es konnte
zwar durch Immunprazipitation gezeigt werden, dass das NS2 mit den Struktur-
proteinen assoziiert ist, die biologische Funktion des Hauptteils des reifen NS2
bleibt jedoch unklar. Der C-Terminus des Proteins im Zusammenspiel mit dem
N-Terminus des NS3 besitzt die Funktion einer Zink-abhangigen Protease, die
wahrend der Prozessierung des HCV-Polyproteins in einem autokatalytischen
Prozess das NS2 vom NS3 trennt. Es ist kein weiteres Substrat dieser
NS2/NS3-Protease bekannt (Clarke, 1997).

Das nicht-Strukturprotein 3 (NS3) besitzt eine Anzahl verschiedener enzymati-
scher Funktionen. Die katalytische Aktivitat einer chymotrypsinartigen, Zink-
abhangigen Serinprotease wurde in den N-terminalen 180 Aminosauren des
NS3 lokalisiert. Sie ist verantwortlich fir die Proteolyse des HVC Polyproteins
an den Verbindungen zwischen den NS3-NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NS5A und
NS5A-NS5B Proteinen. Die proteolytische Aktivitadt des NS3 ist vom NS4A ab-
hangig, das als Kofaktor fungiert. Der Grad der Abhangigkeit vom Kofaktor vari-
iert jedoch je nach Spaltungsstelle. Wahrend die Spaltung zwischen
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NS5A/NS5B durch NS4A kaum beeinflusst wird, scheint die Spaltung zwischen
NS4B/NS5A absolut abhangig von dem Kofaktor zu sein. Eine RNA-stimulierte
Nukleosidtriphosphatase (NTPase) assoziiert mit einer RNA-Helikase finden
sich in den C-terminalen 450 Aminosauren des NS3. Die NTPase/Helikase ist
ein essentielles, virales Protein, das in die Modulation der RNA-Struktur wah-
rend der Replikation involviert ist (Gallinari et al., 1998; Taniji et al., 1994; Yao et
al., 1997).

Neben den biochemischen Funktionen des NS3 fir die Replikation der viralen
Partikel scheint dieses Protein mit dem Stoffwechsel der Wirtszellen zu inter-
agieren. Sakamuro (Shad und McHutchison, 2001) konnte zeigen, dass NIH
3T3 Zellen, die mit einem fiir NS3 codierenden Expressionsvektor transfiziert
worden waren, rapide proliferierten, die Kontaktinhibition verloren und Tumore
in Nacktm&usen formten. Diese Ergebnisse kdnnten auf einer spezifischen In-
teraktion des NS3 mit der katalytischen Untereinheit der Proteinkinase C beru-
hen. Durch die Interaktion wird die Proteinkinase C inhibiert und ihre intrazellu-

lare Translokation gestoért (Borowski et al., 1999c).

Die NS4 Region des Polyproteins enthélt zwei Proteine, NS4A und NS4B ge-
nannt. NS4A ist ein kleines, ca. 6 kDa groBes Protein, das verschiedenen Funk-
tionen dient, z.B. als Verankerungspunkt des Replikationskomplexes oder als
Kofaktor der NS3-Protease (s.0.). FUr das NS4B ist zur Zeit keine Funktion be-

kannt.

Die NS5 Region des Polyproteins ist aus zwei Proteinen zusammengesetzt,
dem NS5A und dem NS5B. Das NS5A ist ein polyphosphoryliertes Protein mit
unklarer biologischer Funktion. Es enthélt Signalsequenzen fir die Translokati-
on in den Nukleus und kann durch Immunfluoreszenz in den periplasmatischen
Membranen des Nukleus detektiert werden. Da das NS5B &hnliche Sequenzen
enthélt, wird eine Komplexbildung zwischen NS5A/NS5B im Rahmen eines
Replikationskomplexes vermutet. Weiterhin enthdlt das NS5A eine Sequenz,
die die Empfindlichkeit des Virus gegenlber der Behandlung mit Interferon de-
terminiert (IFN sensitivity determining region (ISDR)). Der Mechanismus scheint
eine direkte Interaktion der ISDR mit der IFN induzierten Proteinkinase PKR zu
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sein, einem Mediator der IFN induzierten Resistenz gegeniber Viren. Da die
Wirkung von IFN zu einem groBen Anteil auf der Funktion der PKR beruht, mag
deren Inaktivierung durch NS5A ein wichtiger Mechanismus sein, durch den
das Hepatitis C Virus der immunologischen Antwort des Wirtes entgeht (Clarke,
1997).

Die Sequenz des NS5B ist stark konserviert und enthalt das Aminosaurenmotiv
G-D-D (Clarke, 1997). Dieses Motiv ist charakteristisch flir alle bekannten RNA-
abhangigen RNA-Polymerasen. Die Aktivitdt des NS5B als virale, RNA-
abhangige RNA-Polymerase konnte nachgewiesen werden (Vo et al., 2004;
Choi et al., 2003).

Seite 12



2.3. Die NS3 RNA Helikase

Die Modulation von RNA Strukturen ist ein essentieller Schritt in vielen funda-
mentalen Prozessen, eingeschlossen die RNA Synthese, das Splicing, die
Replikation und Translation. Helikasen sind fahig, doppelstrangige RNA und
DNA Strukturen enzymatisch zu entwinden, indem sie die Wasserstoffbriicken,
die die beiden Stréange verbinden, unterbrechen (Kadare und Haeni, 1997; Gor-
balenya und Koonin, 1993). Diese Reaktion ist mit der Energie freisetzenden
Hydrolyse von Nukleosidtriphosphat (NTP) assoziiert. So besitzen alle bisher
beschriebenen Helikasen eine ATPase-Aktivitat (Kadare und Haenni, 1997).

Die computerunterstiitzte Suche von Sequenzhomologien hat gemeinsame A-
minosaurenmotive in den Proteinen identifiziert, die eine nachgewiesene Fahig-
keit zur Bindung und Hydrolyse von NTP und zur Entwindung von Nukleinsau-
ren haben (Hodgman, 1988; Gorbalenya und Koonin, 1989). Auf diesen Se-
qguenzvergleichen basierend wurden drei Superfamilien (SF) von Helikasen de-
finiert. Die Hepatitis C Virus NS3 Helikase gehdért nach dieser Einteilung zur
Superfamilie 2 (SF2), die ahnliche Polypeptide der Potyvirus-, Flavivirus- und
Pestivirusgruppen sowie die Helikase des Vacciniavirus einschliet (Kadare
und Haenni, 1997).

Die Struktur mit den eindeutigsten Ubereinstimmungen zwischen den drei SF ist
das von Walker et al. (Walker et al., 1982) charakterisierte NTP-bindende Motiv.
Dieses Motiv besteht aus den zwei Regionen A und B. Die Region A besteht
aus einer Folge hydrophober Aminosaureresten gefolgt von der konservierten
Sequenz GxxxxGKS/T, wobei x eine beliebige Aminosaure sein kann. Die Re-
gion B besteht aus der einer Reihe hydrophober Aminosauren folgenden Se-
quenz DExH (Gorbalenya und Koonin, 1993). Kristallografische Studien haben
gezeigt, dass die Region A direkt an der Bindung des - und des y-Phosphates
des NTP beteiligt ist, wahrend die Region B mit dem Mg?* des Mg?*-NTP-
Komplexes interagiert (Yao et al., 1997; Kim et al., 1998; Walker et al., 1982).
Mutationen in der Region A oder B wirken sich dramatisch auf die Aktivitat der
ATPase und Helikase aus (Gross und Shuman, 1995; Pause und Sonenberg,
1992; Black und Hruby, 1992; Yan und Tsai, 1991).
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Da sich das Vorkommen der Walker Motive nicht auf Helikasen beschrankt und
diese Motive auch in einer Vielzahl anderer NTP-hydrolysierender Enzyme vor-
kommen (Gorbalenya und Koonin, 1989; Walker et al., 1982), sind weitere Mo-
tive n6tig, um die Signatur einer Helikase zu definieren. Die Helikassen der SF
2 besitzen sieben konservierte Segmente, genannt | (entspricht Region A), la
und Il (entspricht Region B) bis VI. Die Segmente la, Ill und IV sind am wenigs-
ten konserviert. Basierend auf der hohen Anzahl basischer Reste, besonders
Arg, wird vermutet, dass das Motiv VI an der Bindung der Nukleinsduren betei-
ligt ist (Kadare und Haenni, 1997).

Abb. 2) Konsensussequenzen der konservierten Motive der SF 2 Helikasen:

Motiv_ | la Il 1l v Vv \

hoxsGSGKS/TxshP - RxhaxPTRxax.Eh  h,DExH HxaTATPP ah,aPS  hahxTDhxExGaxhx,a, TxsQRxGRaGR

Die Konsensusmotive der SF 2 Helikasen stammen von Sequenzvergleichen (Koonin
und Dolja, 1993). Die konservierten Aminosauren werden anhand des Buchstaben-
schlussels fir Aminosauren dargestellt. Abkirzungen: h — Aminos&uren mit grof3en,
hydrophoben Resten (aliphatisch oder aromatisch); a — Aminosauren mit groBen, a-
liphatischen Resten; x — Aminosduren mit wechselnden Resten (Kadare und Haenni,
1997).

Durch kristallografische Methoden (,multiple isomorphus replacement (MIR))
wurde die Struktur der HCV-Helikase alleine mit einer Auflésung von 2,1 A (Yao
et al., 1997: Abb. 3) bzw. 2,3 A (Cho et al., 1998) und im Komplex mit einem O-
ligonukleotid mit einer Aufldsung von 2,3 A (Kim et al., 1998) bestimmt. Das
Protein besteht aus drei etwa gleich groBen Doménen (1-3) die durch Furchen
voneinander getrennt sind. Die Doménen 1 und 3 sind dicht gepackt und bilden
eine Einheit. Davon abgesetzt ist die Doméane 2. Kristallografisch konnte ge-
zeigt werden, dass diese Domane flexibel mit den beiden anderen Doméanen
verbunden ist (Yao et al., 1997; Kim et al., 1998). Die Domé&nen 1 und 2 enthal-
ten alle fir Helikasen typischen, konservierten Motive (Yao et al., 1997; Cho et
al., 1998; Kim et al., 1998).

Die Doméane 1 enthalt die Motive | und Il (Walker A und B), die mit der NTP-
Bindung assoziiert sind (Yao et al., 1997; Kim et al., 1998; Walker et al., 1982).

Mutationen in diesen Motiven eliminierten die Féhigkeiten zur ATP-Hydrolyse in
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diesen Enzymen (Black und Hruby, 1992; Yan und Tsai, 1991). Der Histidin-
Rest des Motiv Il scheint essentiell fir das Zusammenspiel von ATPase- und
Helikase-Aktivitdt zu sein, weil eine Mutation dieses Restes in einer funktionel-
len ATPase ohne Helikaseaktivitat resultiert (Gross und Shuman, 1995 ; Heilek
und Peterson, 1997). In Abwesendheit von Substraten binden die Aminosaure-
reste der Motive | und Il aneinander und an die konservierte TAT-Sequenz des
Motivs Ill. Motiv Il ist Teil einer flexiblen Verbindungsregion zwischen den Do-
manen 1 und 2 (Kadare und Haenni, 1997; Yao et al., 1997). Die durch die
NTP-Hydrolyse induzierten Anderungen in der Konformation des Molekiiles
werden durch diese Hinge-Region Ubertragen (Yao et al., 1997; Matson und

Kaiser-Rogers, 1990).

Abb. 3) Ribbon Diagramm der HCV RNA Helikase Doméane (PDB Nummer 1HEI)

Consenved

Domain
1 -

Domain 2

Damain 3

Das Motiv VI, eine hoch konservierte, Arginin-reiche Sequenz, liegt auf der
Oberflache von Doméane 2. Die Funktion wird kontrovers diskutiert. Aufgrund
kristallografischer Daten wurde vermutet, dass dieses Motiv fir die RNA-
Bindung benétigt wird (Yao et al., 1997; Cho et al., 1998). Auf der anderen Sei-
te weist die Struktur der HCV NTPase/Helikase mit gebundenem dU8 (Kim et
al., 1998) auf eine direkte Beteiligung an der ATP-Bindung hin.
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Motiv la, in der Doméane 1, und Motiv V, in der Furche zwischen ersten beiden
Domanen, sowie Motiv IV scheinen mit den gebundenen Oligonukleotiden zu
interagieren (Kim et al., 1998).

Zudem wurde in kinetischen Studien gezeigt, dass ATP nicht durch das nicht
hydrolysierbare ATP-Analogon Adenosin-5"-(-3-thiotriphosphate) (ATP-y-S) als
Substrat in dem Prozess der RNA-Entwindung ersetzt werden kann. Dies sug-
geriert, dass die durch die Hydrolyse des ATP freigesetzte Energie zur Entwin-
dung der RNA benétigt wird (Shuman, 1992; Wagner et al., 1998). In Uberein-
stimmung mit diesem  Ergebnis wurde beobachtet, dass 5°-
Fluorosulfonylbenzoyl-adenosine  (5-FSBA), ein  ATP-Analogon, das
konservierte Lysine in ATP-bindenden Stellen verschiedener Proteine alkyliert,
die Aktivitat der Helikase reduziert (Kyono et al., 1998).

Mutationen und nicht-/kovalente Blockaden der fir die ATP-Bindung
verantwortlichen Motive | und |l oder eine Unterbindung der Interaktionen
zwischen der die ATPase enthaltenden und der potentiell RNA bindenden
Domaéne setzen die Helikaseaktivitat des NS3 herab, sie kénnen sie sogar
unterbinden. Daher scheint die Reduktion der ATP-Bindung bzw. eine Blockade
der ATP-bindenden Stelle ein vielversprechender Ansatz, um die Aktivitat der
NTPase und folglich auch der Helikase zu hemmen.

In diesem Kontext kann die Charakterisierung der biochemischen Eigenschaf-

ten der isolierten ATP-bindenden Doméne der Helikase eine rationale Basis fir
die Entwicklung von effektiven Inhibitoren der NTPase/Helikase liefern.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Chemikalien

Die "Sequencing grade" Proteasen, Proteaseinhibitoren und polyklonalen anti-
5"-FSBA Antikérper von Kaninchen wurden von der Firma Boehringer (Mann-
heim) bezogen. Menschliche, das NS3 des Hepatitis C Virus erkennende Anti-
sera wurden freundlicher Weise von Frau Dr. Polywka (Institut fir Medizinische
Mikrobiologie und Immunologie, UKE Hamburg) zur Verfiigung gestellt. [y-*P]-
ATP (3000 Ci/mmol) und ['*°I]-Protein A (91,1 pCi/ug) wurden von der Firma
Amersham (Braunschweig) und ["*C]-FSBA (47,6 mCi/mmol) von der Firma Du
Pont NEN (Bad Homburg) bezogen. Alle anderen Chemikalien wurden bei der

Firma Sigma (Deisenhofen) erworben.

3.2. Gerate

Elektrophorese- und Blotkammer und alle dazugehdrigen Reagenzien stamm-
ten von Biorad (Mlinchen), die Gelfiltrationssaulen Superdex-200 ("High Load")
und Superdex G-25 von der Firma Amersham, die Nitrozellulosefilter BA 85
(0,45 um) von Schleicher & Schull (Dassel), die Réntgenfilme von Kodak (Stutt-
gart). Die Radioaktivitdt wurde mit einer Canberra Packard 460C-Anlage ge-
messen, die Quantifizierung von Proteinen in mit Commassie gefarbten Poly-
akrylamidgelen erfolgte mit Hilfe der Gelimage-Software von Amersham.

Seite 17



3.3. Wichtige Puffer

TGT-Puffer

20 mM TRIS/HCI pH 7,5
10 % Glycerol

0,05 % Triton X-100

1 mM EDTA

1mM B-Merkaptoethanol

TTBS-Puffer

20 mM TRIS/HCI pH 7,5
150 mM NaCl
0,05 % Tween 80

Proteaseinhibitoren-Cocktail

0,5 mg/ml BSA

5 U/ml Aprotinin

10 mM (4-Amidinophenyl)-Methansulfonylflourid (APMSF)
4 mM 4-(2-Aminoethyl)-Benzoylsulfonylflourid (AEBSF)

5 mM Phenylmethylsulfonylflourid (PMSF)

Sample-Puffer (fiir SDS/PAGE)

62,5 mM TRIS/HCI pH 6,8
10 % Glycerol

1 % SDS

1 % PB-Merkaptoethanol
0,005 % Bromphenolblau
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3.4. SDS-Polyakrylamid-Gelelektrophorese (SDS/PAGE)

Die Gelelektrophorese ist laut Vorschrift von Laemmli (Laemmli, 1970) durchge-
fuhrt worden. Die Polyakrylamidkonzentration der Trenngele variierte zwischen
12,5 % und 20 %. Die Konzentration des Polyakrylamids in den Sammelgelen
betrug stets 5 %. Der fir die Trenngele notwendige Lower-Puffer (pH 8,8) ent-
hielt 400 mM TRIS/HCI, 0,1 % SDS (m/v) und 0,025 % NaNs. Der fur die Sam-
melgele notwendige Upper-Puffer (pH 6,8) enthielt 125 mM TRIS/HCI und 0,1
% SDS (m/v). Die Elektrophorese der Gele erfolgte bei 200 V und 30 mA.

Nach der Elektrophorese sind die Proteine entweder auf Nitrozellulose geblottet
(s.u.), mit Silber (s.u.) oder mit Coomassie Blue gefarbt worden. Die Farbung
erfolgte mit 0,1 % Coomassie Blue (m/v) in einer Fixierldsung (10 % Essigsaure
(v/v) und 30 % Ethanol (v/v)) fir 15 min. bei 60°C. Das Entfarben der Gele er-
folgte flr 30 min. bei 60°C in 10 % TCA mit 0,5 % Phosphorséure.

Bei radioaktiv markierten Proteinen sind die Gele nach Entfarben gewaschen
worden, anschlieBend getrocknet und auf Réntgenfilmen exponiert worden. Zu-
satzlich sind entweder die radioaktiv markierten Proteinbanden aus den Gelen
ausgeschnitten und gezahlt oder die Autoradiogramme mittels Gelimage-

Software von Amersham ausgewertet worden.

3.5. Silberfarbung von Proteinen in Polyakrylamidgelen

Die Silberfarbung erfolgte gemaB der Vorschrift von Morrissey (Morrissey,
1981). Nach der Elektrophorese sind die Gele fixiert, in aqua dem. gewaschen,
reduziert und in 0,1 % AgNOs; inkubiert worden. Nach kurzem Sptilen in aqua
dem. wurden die Proteinbanden anschlieBend mit 50 pl Formaldehyd (37 %) in
100 ml Na2CO3 (3 %) bis zur gewlinschten Intensitat entwickelt. Das Abstop-
pen der Reaktion erfolgte durch Zugabe von Zitronensaurekristallen. Die Re-
duktion des Backgrounds bis zur gewlnschten Entfarbung erfolgte durch
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Schwenken des Geles in ,Farmerschem Abschwacher” (60 % Na>S:07, 30 %
Kaliumhexacyanoferrat und 10 % Natriumcarbonat als 0,5 %ige, wassrige L6-
sung, frisch angesetzt). Nach anschlieBendem Waschen in aqua dem. sind die

Gele getrocknet worden (s.0.).

3.6. Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose

Der Transfer von Proteinen aus SDS-Gelen (s.0.) auf Nitrozellulose erfolgte
nach der Vorschrift von Towbin (Towbin et al., 1979) bei Raumtemperatur mit
konstant 40 V im Transfer-Puffer Gber Nacht. AnschlieBend erfolgte die Far-
bung der Proteine mit Ponceau. Nach der Kennzeichnung der molekularen
Massen Waschen in TTBS-Puffer mit BSA.

3.7. Immunologischer Nachweis von Proteinen (,,immunoblot®)

Nach der Auftrennung der Proteine in der SDS/PAGE wurden diese wie oben
beschrieben auf Nitrozellulosemembranen transferiert. Die unspezifischen Bin-
dungsstellen der Membranen wurden fir 1 h mit 1 mg/ml BSA in TTBS-Puffer
geblockt. Danach wurden die Membranen fir 2 h mit den humanen Antisera
(1:500 in TTBS-Puffer, 10% Glycerol, 3 mg/ml BSA) inkubiert. Die Membranen
wurden wieder in 1 mg/ml BSA in TTBS-Puffer gewaschen, und die Antikdrper
wurden mit ['®1]-Protein A (0,5 pCi/ml) oder mit anti-humanen Kaninchenanti-
kdrpern gefolgt von ['®I]-Protein A detektiert. Die Nitrozellulosemembranen

wurden getrocknet und auf Réntgenfilmen exponiert.
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3.8. Affinitats-Reinigung von anti-NS3-Antikorpern aus humanem
Serum

Uber das Fusionsprotein Glutathion-S-Transferase (GST) wurde NS3 an eine
Chromatographiesaule (Glutathionsepharose 4B) gebunden. Mit Hilfe dieser
Matrix wurden die anti-NS3-Antikérper aus den humanen Seren isoliert. Die
Reinheit der exprimierten und aufgereinigten Proteine wurde durch SDS/PAGE
mit anschlieBender Silberfarbung kontrolliert. Die Spezifitat der Antikdrper wur-

de anhand eines NS3 enthaltenden Bakterienlysates nachgewiesen.

3.9. Expression des rekombinanten HCV-Polyprotein-(1189-1525),
der HCV NTPase/Helikase in Escherichia coli und proteolytische
Trennung vom GST-Fusionsprotein

Das in dieser Arbeit untersuchte HCV-Polyprotein-(1189-1525) ist von Herrn Dr.
Feucht (Institut fir Medizinische Mikrobiologie und Immunologie, UKE Ham-
burg) nach einer Methode von Mayer (Mayer et al., 1992) in Escherichia coli
exprimiert worden. Uber das Fusionsprotein Glutathion-S-Transferase (GST)
wurde das NS3 mit einer Affinitdtschromatographiesaule (Glutathionsepharose
4B) aus dem Bakterienlysat isoliert. Die Reinheit der exprimierten und aufgerei-
nigten Proteine wurde durch SDS/PAGE mit anschlieBender Silberfarbung kon-
trolliert. Die HCV-Identitat dieser Proteine wurde durch Immunoblots mit huma-

nen, affinitatsgereinigten anti-NS3 Antikérpern bestatigt.

Um durch das GST-Fusionsprotein bedingte Effekte auszuschlieBen, wurde das
GST-HCV-Polyprotein-(1189-1525) einer limitierten Proteolyse mit Thrombin
unterzogen. Dazu wurden 100 pg GST-HCV-Polyprotein-(1189-1525) fiir 180
min. mit 2 ug Thrombin unter leichtem Schutteln bei 25°C inkubiert. Das GST
wurde dann durch Affinitdtschromatographie mit Glutathionsepharose 4B vom
HCV-Polyprotein-(1189-1525) getrennt. Die Reinheit des HCV-Polyproteins-
(1189-1525) wurde nach der Separation der Proteine durch SDS/PAGE mit an-
schlieBender Silberfarbung bestéatigt und das NS3-Protein flr die folgenden As-
says benutzt.
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Die HCV NTPase/Helikase (HCV-Polyprotein-(1175-1657)) wurde von Herrn Dr.
Lih-Hwa Hwang (Hepatitis Research Center, National Taiwan University Hospi-
tal, Taipei, Taiwan) in Escherichia coli exprimiert (Tai et al., 1996) und wie oben

beschrieben gereinigt. Die Reinheit des gereinigten Proteins betrug 80-85 %.

3.10. Proteolytische Prozessierung der ATP-bindenden Domane der
HCV NTPase/Helikase.

Die Proteolyse des gereinigten HCV-Polyproteins-(1189-1525) zur Bestimmung
der minimalen ATP-bindenden Domane wurde mit verschiedenen Proteasen
wie folgt durchgeflhrt: Jeweils 125 pmol des HCV-Polyproteins-(1189-1525)
wurden mit 1,25 bzw. 2,5 pmol Trypsin, Thermolysin oder V8-Protease fur 10
min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion fand in TGT-Puffer mit 3 mM CaCl, in ei-
nem totalen Volumen von 50 pl statt und wurde durch das Hinzufligen von 5 pl

Proteaseinhibitoren-Cocktail terminiert.

Das HCV-Polyprotein-(1203-1364) als minimale ATP-bindende Domé&ne wurde
proteolytisch aus dem HCV-Polyprotein-(1189-1525) hergestellt: 20 nmol des
HCV-Polyproteins-(1189-1525) wurden mit 1 nmol der S. aureus Protease V8 in
TGT-Puffer fir 60 min bei 30°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch das
Hinzufigen wvon 10 ul 200 mM PMSF Lésung gestoppt und die
Proteolyseprodukte mit einer Superdex-200 Saule in TGT-Puffer voneinander
separiert. Die das HCV-Polyprotein-(1203-1364) enthaltenden Fraktionen (Nr.:
20-21; jeweils 3,2 ml) wurden vereint und konzentriert. Die konzentrierte Probe
wurde in  TGT-Puffer ohne Triton X-100 aufgenommen. Der
Konzentrationsprozess wurde fortgesetzt, bis die Proteinkonzentration 2 mg/ml
betrug und die Triton X-100 Konzentration auf < 0,01% eingestellt war. Die
Reinheit des Proteins betrug 95%.

Die Grenzen des gereinigten HCV-Polyprotein-(1203-1364) wurden durch ter-

minale Sequenzierung bestimmt. Die C-terminale Sequenzierung wurde von Dr.
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Gauss (TopLab, Minchen) und die N-terminale Sequenzierung von Dr. Buck
(Universitat Hamburg) durchgefthrt.

3.11. Nukleotid-Bindungs-Assay

Die Bindung des ATP an das HCV-Polyprotein-(1203-1364) wurde mit zwei Me-
thoden untersucht: (i) durch eine Mikrofiltrationsmethode (ii) durch eine Gelfiltra-

tion (gel exclusion chromatography).

(i) Mikrofiltration. Die 50 pmol HCV-Polyprotein-(1203-1364) enthaltende Reak-
tionsmischung (50 pl) wurde bei 30°C fir 30 min, soweit nicht anders in der je-
weiligen Legende spezifiziert, in folgender Lésung inkubiert: 20 mM TRIS/HCI
pH 7,5, 3 mM MgCl,, 1 mM B—Merkaptoethanol, 10% Glycerol, 0,01% Triton X-
100, 0,1 mg/ml BSA und 43,6 pM [-*P]-ATP (0,5 pCi). Die Reaktion wurde
durch die Zugabe von 500 pl Phosphatpuffer (PBS) mit einer Temperatur von
4°C gestoppt und die Proben wurden durch Nitrozellulosefilter in einer Mikrofilt-
rationsvorrichtung (BIO-RAD) gefiltert. Die Nitrozellulosefilter wurden zweimal
mit 2 ml PBS gewaschen, getrocknet und das gebundene [-*P]-ATP durch die
Zahlung der Cerenkov Strahlung gemessen.

(il) Gelfiltration (gel exclusion chromatography). Der Bindungsassay wurde wie
oben beschrieben mit 50 pmol HCV-Polyprotein-(1203-1364) durchgefihrt.
Nach der Inkubation wurde die Protein-gebundene Radioaktivitat von der nicht
gebundenen durch eine Gelfiltration mit einer 0,4 cm x 12 cm messenden

Sephadex G-25 getrennt.

3.12. ATPase-Assay

Als Standard ATPase-Assay wurden 10 pmol der HCV NTPase/Helikase fir 30
min bei 30°C in 25 ul Reaktionsmischung (20 mM TRIS/HCI pH 7,5, 3 mM
MgCl,, 1 mM B-Merkaptoethanol, 10% Glycerol, 0,01% Triton X-100, 0,1 mg/ml
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BSA und 11,0 uM [-*P]-ATP (0,5 pCi)) inkubiert. Das Stoppen der Reaktion
fand durch den Zusatz von 0,5 ml Aktivkohle-Suspension (2 mg/ml) statt. Nach
dem Zentrifugieren bei 10.000 x g fir 10 min wurden 50 pl Aliquote des Uber-
standes in Bezug auf ihre Radioaktivitat durch die Zahlung der Cerenkov Strah-
lung gemessen. Die kinetischen Parameter wurden durch die nicht lineare Reg-
ressionsanalyse unter Benutzung von Enzfitter (BioSoft) und Sigma Plot (Jandel

Corp.) bestimmt.

3.13. Interaktion des HCV-Polyproteins-(1203-1364) mit Oligo[dA]

Die Interaktion des HCV-Polyprotein-(1203-1364) mit Oligo[dA] wurde mit auf
Zellulose-Matrix immobilisierter Oligo[dA] (Amersham) getestet. 50 ug Oli-
go[dA]-Zellulose aufgenommen in 100 ul TGT-Puffer wurden bei nicht sattigen-
den Konzentrationen des HCV-Polyproteins-(1203-1364) (10 ug) fir 30 min bei
30°C in der Anwesenheit von 3 mM MgCl, und einem Nukleotid (ATP (0,3 mM;
1 mM; 3 mM; 10 mM) oder GTP (10 mM) oder ATP-y-S (10 mM) oder ADP (10
mM) oder ADP-B-S (10 mM)) oder einem Polynukleotid (poly[dA] (50mM) oder
poly[A] (50 mM)) inkubiert. Nach der Inkubation wurde nicht gebundenes Prote-
in durch das Waschen der Oligo[dA]-Zellulose mit TGT-Puffer entfernt. Die Mat-
rix wurde mit 100 pl Sample Puffer gemischt, gekocht und das Protein wurde
der SDS/PAGE unterzogen. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt und densi-
tometrisch mit Gelimage (Amersham) analysiert.

3.14. Affinitatsmarkierung mit 5°-FSBA

Die Markierung der ATP-bindenden Stelle des HCV-Polyprotein-(1189-1525)
mit ["*C]-5"-FSBA wurde entsprechend der Methode von Woodford und Pardee
(Woodford und Pardee, 1986) mit den von Borowski et. al. (Borowski et al.,
1996) beschrieben Modifikationen ausgefihrt. 50 pl Reaktionsgemisch enthiel-
ten 0,1 mM [14C]-5"-FSBA, 20 mM TRIS/HCI pH 7,5, 3 mM MgCl,, 10% Glyce-
rol und 5 ug Protein. Nach einer Inkubation von 30 min bei 30°C wurde Sample
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Puffer hinzugeftgt. Die Proben wurden gekocht und mittels SDS/PAGE aufge-
trennt. Nach Trocknung der Gele wurden diese bei —80°C fur zwei Tage auf ei-

nem Roéntgenfilm exponiert.

Die Spezifitat der ['*C]-5"-FSBA -Bindung wurde durch die Blockierung mit ver-
schiedenen Nukleotiden oder mit nicht hydrolysierbaren Nukleotid-Analoga ge-
zeigt. Die Proben wurden mit 0,1 pM [**C]-5"-FSBA in der Anwesenheit von 10
uM ATP, 10 uM ADP, 10 pM AMP, 10 uM ATP-y-S, 10 uM ADP-B-S oder 10
UM NAD (Nikotinamid-Adenindinukleotid) inkubiert.

3.15. Andere Assays

Die Proteinkonzentration wurde mit der Methode nach Lowry (Lowry et al.,
1951) gemessen. Nach der Auftrennung der Proteine in der SDS/PAGE und
Silberfarbung wurde die Reinheit der Proteine durch densitometrische Analyse

der Polyakrylamidgele gemessen (s.0.).
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4. Ergebnisse

4.1. Bestimmung und Reinigung der ATP-bindenden Domane der
HCV NTPase/Helikase

In vorangegangenen Studien zeigten wir, dass das Fragment des nicht-
Strukturproteins 3 des Hepatitis C Virus, bestehend aus den Aminosaureresten
1189 bis 1525 (entspricht den Doménen 1 und 2 der HCV NTPase/Helikase
(Yao et al., 1997; Borowski et al., 1996), durch die kovalente Bindung von ['*C]-
5°-FSBA, einem reaktiven Analogon des ATP, markiert werden kann. Die Inkor-
poration von ['*C]-5"-FSBA in das Protein kann durch ATP, ADP, deren nicht
hydrolysierbare Analoga ATP-y-S und ADP-B-S und NAD (Nikotinamid-
Adenindinukleotid) blockiert werden (Abb. 4). AMP und cAMP inhibierten die
Bindung von ['*C]-5"-FSBA nicht.

Abb. 4) SDS/PAGE des HCV-Polyproteins-(1189-1525) kovalent modifiziert mit
[14C]-5°-FSBA in der Prasens konkurrierender Nukleotide.

M(r)

45;'. - Y aw- - Hcv-poiyprotein-(1189-1525)

16 - _
12 3 4 5 6 7

HCV-Polyprotein-(1189-1525) wurde inkubiert allein (Spalte 1), mit 10 uM ATP (Spalte
2), 10 uM ADP (Spalte 3), 10 uM AMP (Spalte 4), 10 uM ATP-y-S (Spalte 5), 10 uM
ADP-B-S (Spalte 6) oder 10 uM NAD (Spalte 7) in der Anwesenheit von 0,1 uM [14C]-
5°-FSBA (200 nCi) wie in Material und Methoden beschrieben. Die Proben wurden ei-
ner SDS/PAGE unterzogen, die Gele getrocknet und bei -80°C flr 2 Tage auf einem
Rdntgenfilm exponiert.
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In weiteren Experimenten versuchten wir ein minimales, funktionelles Fragment
(Domane) des NS3 zu erhalten, das ATP bindet. Das HCV-Polyprotein-(1189-
1525) wurde partieller Proteolyse mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen
der Proteasen V8, Thermolysin, Proteinase K, Trypsin und Chymotrypsin unter-
zogen. Die Produkte der Proteolyse wurden durch SDS/PAGE aufgetrennt und
durch Immunoblots mit affinitdtsgereinigtem humanen anti-NS3 Antikérpern a-
nalysiert. Die Digestion mit Trypsin, Thermolysin und der Protease V8 erwiesen
sich als am informativsten, weil sich hierbei eine kleine Anzahl gut definierter
Fragmente ergab (Abb. 5A). Die Trypsin-, Thermolysin- und Protease V8-
Verdauprodukte wurden dann mit 5-FSBA markiert und durch einen Immu-
noblot mit anti-FSBA Antikérpern von Kaninchen analysiert. Wie in Abb. 5B ge-
zeigt band der Antikérper nach der Verdauung durch Trypsin an ein 42 kDa
Protein, das das unverdaute HCV-Polyprotein-(1189-1525) darstellt, und an ein
26 kDa Fragment des Trypsinverdaues (Abb. 5B, Linie1 und 2) sowie an ein 19
kDa Fragment des Protease V8-Verdaues (Abb. 5B, Linie 5 und 6). Anderer-
seits ergab die Behandlung des HCV-Polyproteins-(1189-1525) mit Thermolysin
kein 5-FSBA-bindendes Abbauprodukt (Abb. 5B, Linie 3 und 4). Das durch
Trypsin produzierte 5°-FSBA-bindende Fragment wurde der N-terminalen Se-
quenzierung unterzogen. Die ersten flinf Zyklen ergaben die Sequenz Ser-Thr-
Val-Phe-Thr und identifizierten damit Arg1206 als Spaltungsstelle. Die Sequen-
zierung des durch die Protease V8 produzierten Segmentes ergab die Sequenz
Thr-Thr-Met-Arg-Ser und legte damit Glu1203 als Spaltungsstelle fest. Ein
durchschnittliches Molekulargewicht von 110-120 Da pro Aminosaure ange-
nommen, kdnnen wir Lys1406 als die C-terminale Spaltungsstelle fiir das 26
kDa Lysin Verdauprodukt annehmen. Im Falle des V8 Verdauproduktes wird
Glu1363 oder Glu1364 als C-terminale Spaltungsstelle des 19 kDa Fragmentes
angenommen. Densitometrische Vergleiche zwischen Coomassie gefarbten
Blots und Autoradiografien von mit ['?°[]-Protein A detektierten anti-FSBA Anti-
kérpern ergaben eine gleiche Bindungskapazitat in Bezug auf 5 -FSBA fiir bei-
de Fragmente.
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Abb. 5) Analyse der ATP-Bindungskapazitat der HCV-Polyproteins-(1189-1525)-
Fragmente, die durch limitierte Proteolyse generiert wurden.
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”’ " l“ = HCV-polyprotein-(1189-1525)
-,

1 2°3 4 5 6 7|1 2 3 4 5 6 7

M(r)

45—

“ e — et
—

— -y

16—

Proben mit 125 pmol HCV-Polyprotein-(1189-1525) wurden mit 1,25 pmol oder 2,5
pmol Trypsin inkubiert (Spalte 1 und 2); 1,25 pmol oder 2,5 pmol Termolysin (Spalte 3
und 4); 1,25 pmol oder 2,5 pmol V8-Protease (Spalte 5 oder 6) und ohne Protease
(Spalte 7). Die Verdauprodukte wurden mit 5 -FSBA markiert, durch SDS/PAGE aufge-
trennt, auf Nitrozellulosefolie transferriert und einem Immunoblot mit anti-NS3 (Panel
A) oder mit anti-FSBA Antikérpern (Panel B) unterzogen. Die Blots wurden 10 h expo-
niert.

Da das durch die Verdauung mit V8 erhaltene 19 kDa Fragment das kleinste 5'-
FSBA-bindende Fragment war, bestimmten wir die C-terminale Sequenz der
Domane. Die ersten zwei Zyklen der C-terminalen Sequenzierung ergaben die
Aminosauresequenz Glu-Glu, die im NS3 einzigartig ist, und bestatigten somit
das Glu1364 als C-terminale Spaltstelle der durch V8 generierten ATP-
bindenden Domane der HCV NTPase/Helikase. Die Lokalisation der Spaltstel-

len sind in Abb. 6 illustriert.
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Abb. 6) Schematische Prasentation der Lokalisation der durch V8 Protease
generierten ATP-bindenden Domane innerhalb des NS3.
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Die obere Box reprasentiert die Struktur und assoziierte enzymatische Aktivitaten des
ganzen NS3. Die untere Box zeigt die Lokalisation des in dieser Studie benutzten Frag-
mentes, das HCV-Polyprotein-(1189-1525) des NS3-Molekiles. Die ausgefillte Box
stellt die durch V8 hergestellte ATP-bindenden Doméne dar. Auf die V8-
Spaltungsstellen innerhalb des HCV-Polyproteins-(1189-1525) weisen die Pfeile hin.
Die Aminosauren wurden nach der von Takamizawa (Takamizawa et al., 1991) verof-
fentlichten Aminosaure-Sequenz numeriert.

Um die nukleotidbindende Domé&ne des NS3 (HCV-Polyprotein-(1203-1364)) in
gereinigter Form zu erhalten, wurde die Behandlung des HCV-Polyproteins-
(1189-1525) mit V8 verlangert. Dies fuhrte zu einem Abbau der Masse des
HCV-Polyproteins-(1189-1525), wahrend das FSBA-bindende Fragment resis-
tent gegen weiteren Verdau blieb. Das verbleibende HCV-Polyprotein-(1189-
1525) wurde durch eine nach relativer Masse trennende Chromatographie mit
einer Superdex 200 Saule von den Verdauprodukten getrennt. Die Analyse der
erhaltenen Fraktionen in Coomassie gefarbten SDS/Polyakrylamidgelen ergab
zwei Proteine mit den molekularen Massen von 42 kDa (Fraktion 15-18) bzw.
19 kDa (Fraktion 20-21) (Abb. 7). Das erste entspricht dem unverdauten HCV-
Polyprotein-(1189-1525) und das zweite dem HCV-Polyprotein-(1203-1364).
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Abb. 7) Trennung des HCV-Polyproteins-(1189-1525) von der mit V8 generieten
ATP-bindenden Doméne der HCV NTPase/Helikase durch eine Superdex 200
Séaule.
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20 nmol des HCV-Polyproteins-(1189-1525) wurden mit 1 nmol der V8-Protease ver-
daut. Die Reaktion wurde gestoppt und die Verdauprodukte wurden durch eine nach
relativer Masse trennende Gelchromathographie mit einer Superdex 200 Saule ge-
trennt wie in Material und Methoden beschrieben. Aliquote (30 pl) der Fraktionen wur-
den durch SDS/PAGE getrennt und die Gele mit Coomassie geféarbt.

4.2. Charakterisierung der ATP-Bindung der isolierten ATP-
bindenden Domaéane

Das von der Superdex 200 Saule eluierte HCV-Polyprotein-(1203-1364) wurde
fir die Experimente benutzt, in denen wir die Interaktion des ATPs mit der ATP-
bindenden Doméane der HCV NTPase/Helikase untersuchten. Mit chromatogra-
fischen Assays und Mikrofiltrationsassays charakterisierten wir die optimalen
Konditionen fiir die ATP-Bindung. Die Formation des ATP-HCV-Polyprotein-
(1203-1364)-Komplexes war nach 1-2 min detektierbar und erreichte nach 20
min (Abb. 8A) ein Plateau. Die Bindung von ATP an das HCV-Polyprotein-
(1203-1364) war von dem Vorhandensein der divalenten, metallischen Kationen
Mn®* oder Mg?* abhangig. Beide Kationen zeigten unterschiedliche Konzentra-
tionen, bei denen es zu einer optimalen ATP-Bindungsrate kommt. Die optimale
Konzentrationen waren 0,3 mM fir Mn?* und 3,0 mM fir Mg®". Die ATP-
Bindungskapazitat des HCV-Polyproteins-(1203-1364) war bei der optimalen
Mg®*-Konzentration 2,8 mal kleiner als bei der optimalen Mn?*-Konzentration.
(Abb.8B).
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Abb. 8) Zeitlicher Verlauf und Abhéangigkeit von divalenten Kationen der ATP-
Bindung der ATP-bindenden Doméane der HCV NTPase/Helikase.
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Weiterhin charakterisierten wir die ATP-Bindung durch eine Methode mit kom-
petetiver Verdrangung. [y->*P]-ATP konkurrierte mit verschiedenen Konzentrati-
onen nicht markierten ATPs, das dem Reaktionsgemisch hinzugefiigt wurde.
Die Menge des an das HCV-Polyprotein-(1203-1364) gebundenen markierten
und gesamten (markiert und unmarkiert) ATPs wurde bestimmt und die Daten
mit ENZFITTER analysiert. Abb. 9A zeigt den Effekt ansteigender ATP-
Konzentrationen auf das AusmafB der ATP-Bindungsreaktion. Die Bindung war
maximal bei 7,0 mM gesamten ATPs und halbmaximal in der Anwesenheit von
43,6 UM gesamten ATPs. Nach der Methode von Scatchard (Scatchard, 1949)
(gebundener/freier Ligand versus gebundener Ligand) ausgewertet sprechen
diese Daten fur eine einzelne ATP-Bindungsstelle (Abb. 9B).
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Abb. 9) Charakteristiken der ATP-Bindung an die ATP-bindenden Doméne der
HCV NTPase/Helikase.
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(A und B) Der Assay mit 50 pmol HCV-Polyprotein-(1203-1364) und ATP in den ange-
gebenen Konzentrationen wurde in der Abwesenheit (®) und Anwesenheit von Po-
ly[dA] () und Poly[A] (V) ausgefuhrt. Die Polynukleotide wurden in den Konzentratio-
nen hinzugefigt, bei denen das Maximum der Stimulation der ATP-Bindung zu messen
war (1 mM Poly[dA] und 100 mM Poly[A]). Der Assay der direkten Bindung (A) und der
Blot nach Scatchard (B) werden gezeigt. (C) Effekt der ansteigenden Konzentration
von Poly[dA] und Poly[A] auf die ATP-Bindungskapazitat des HCV-Polyproteins-(1203-
1364). Der ATP-Bindungsassay enthalt 50 pmol HCV-Polyprotein-(1203-1364) , 43,6
UM ATP und Poly[dA] (l) oder Poly[A] (¥) in den angegebenen Konzentrationen. Die
ATP-Bindungsrate wurde mit Hilfe der Mikrofiltrationsmethode unter Standardbedin-
gungen wie in Materialien und Methoden beschrieben bestimmt. Die Konzentrationen
der Polynukleotide sind in mmol Nukleotidbasen angegeben.
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4.4. Interaktionen des HCV-Polyproteins-(1203-1364)

Da die homopolymerischen Polynukleotide als potente Modulatoren der mit
dem NS3 und mit anderen verwandten Viren assoziierten NTPase- und Helika-
seaktivitat bekannt sind (Gallinari et al., 1998; Tai et al., 1996; Suzich et al.,
1993; Warrener et al., 1993), untersuchten wir den EinfluB von Poly[dA] und Po-
ly[A] auf die Rate der ATP-Bindung des HCV-Polyproteins-(1203-1364). Die
ATP-Bindung wurde unter optimalen Reaktionsbedingungen in Anwesenheit
verschiedener Konzentrationen der Polynukleotide gemessen. Wie in Abb. 9C
gezeigt, verstarken beide Polynukleotide die ATP-Bindung um das 4-fache mit
dem maximalen Effekt bei 1 mM Poly[dA] bzw. 100 mM Poly[A]. Die Analyse
der Bindung des ATP an das HCV-Polyprotein-(1203-1364) in der Anwesenheit
von Poly[dA] oder Poly[A] nach Scatchard ergab, dass die Polynukleotide die
Affinitdt des HCV-Polyproteins-(1203-1364) fir ATP erhéhen. Der Kg-Wert be-
trug in der Anwesenheit von Poly[dA] 17,5 uM und in der Anwesenheit von Po-
ly[A] 20,0 uM. Weiterhin war ein kleiner, wenn Uberhaupt vorhandener Effekt
der Polynukleotide auf die Anzahl der Bindungsstellen zu bemerken. Somit deu-
ten die Resultate darauf hin, dass die Polynukleotide die ATP-Bindungsrate
durch eine Verstarkung der Affinitdt der vorhandenen Bindungsstellen erhéhen
(Abb. 9A und 9B).

Die Interaktion zwischen Polynukleotiden und HCV-Polyprotein-(1203-1364)
wurde weiterhin durch die Nutzung von Oligo[dA] immobilisiert an Zellulose stu-
diert. Wenn das HCV-Polyprotein-(1203-1364) mit Oligo[dA] unter Standardbe-
dingungen inkubiert wurde, war nur eine schwache Bindung des Proteins zu
beobachten (ungefahr 15% des Proteins). Das Hinzufiigen von ATP zum Reak-
tionsansatz verstarkte jedoch erheblich die Bindung des HCV-Polyproteins-
(1203-1364) an die Oligo[dA]-Zellulose. Das Ausmal des Effektes war von der
ATP-Konzentration abhangig. Das Maximum der Bindung (ca. 95% des Prote-
ins) war bei ATP-Konzentrationen von 10 mM zu beobachten. Ein &hnlicher Ef-
fekt war bei dem Hinzufigen von GTP, ATP-y-S, ADP und ATP-B-S anstelle
von ATP zum Reaktionsgemisch zu beobachten. Die Addition von Poly[dA] oder
Poly[A] zum Reaktionsansatz verhinderte die Bindung (Abb. 10). Andere Nukle-
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otide wie CTP, TTP, AMP und cAMP stimulierten nicht die HCV-Polyprotein-
(1203-1364)-Bindung an die Oligo[dA]-Zellulose (Daten nicht gezeigt).

Abb. 10) Interaktion der ATP-bindenden Doméane der HCV NTPase/Helikase mit
Oligo[dA]-Zellulose.
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125 pmol HCV-Polyprotein-(1203-1364) reagierten mit Oligo[dA]-Zellulose in An- und
Abwesenheit der Nukleotide und Polynukleotide in den angegebenen Konzentrationen.
Das gebundene Protein wurde der SDS/PAGE unterzogen und mit Coomassie gefarbt.
Die Quantifizierung erfolgte durch densitometrische Messung digitalisierter Bilder der
Gele mit der Software Gelimage. Der 100%-Wert entspricht der Menge des eingesetz-
ten Proteins.

4.5. Inhibition der ATP-Bindung an das HCV-Polyprotein-(1203-1364)
und deren Effekt auf die ATPase-Aktivitat der HCV NTPase/Helikase

Eine Anzahl von Verbindungen, die fir ihre Interaktionen mit den ATP-
bindenden Stellen anderer Proteine bekannt sind, wurden auf ihre Fahigkeit hin
untersucht, die ATP-Bindung an das HCV-Polyprotein-(1203-1364) zu inhibie-
ren. Die kinetischen Analysen der Inhibition wurden bei der ATP-Konzentration
(43,6 pM), bei der die halbmaximale ATP-Bindung an das HCV-Polyprotein-
(1203-1364) gemessen worden war, durchgeflhrt. Unter den getesteten Ver-

bindungen reduzierte 2-Hydroxy-5-(2,5-dihydroxybenzyl)-aminobenzoesaure
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(Aminobenzoat), ein Tyrosinkinaseinhibitor (Onoda et al., 1989), die ATP-
Bindung an das HCV-Polyprotein-(1203-1364). Uberraschend reduzierten au-
Berdem Paclitaxel, ein Mikrotubuli stabilisierendes Agens, und Trifluoperazin,

ein Calmodulinantagonist, die ATP-Bindung.

Abb. 11) Strukturformeln der Inhibitoren der HCV Helicase: Paclitaxel und Triflu-

operazine
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Die Verbindungen inhibierten die ATP-Bindung dosisabhangig mit einem ICsp-
Wert von 1,2 mM Aminobenzoat, 22 uM Paclitaxel und 98 uM Trifluoperazin
(Abb. 12A). Aufgrund des hohen ICso-Wertes flir Aminobenzoat konzentrieren

wir uns in dieser Arbeit auf Paclitaxel und Trifluoperazin.
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Abb. 12) Kinetische Analyse der Interaktion von Aminobenzoat, Paclitaxel und
Trifluoperazin mit der ATP-bindenden Doméane der HCV NTPase/Helikase.
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(A) Effekt ansteigender Konzentrationen von Aminobenzoat (H), Paclitaxel(®) und
Trifluoperazin (V) auf die ATP-Bindungskapazitat des HCV-Polyproteins-(1203-1364).
Die Konzentration des ATPs in dem Reaktionsgemisch entsprach dem Kd-Wert

(43,6 uM). (B und C) Effekt der ansteigenden Konzentration des ATPs auf die Inhibition
der ATP-Bindung an das HCV-Polyprotein-(1203-1364) durch Paclitaxel (B) und Triflu-
operazin (C). Die benutzten ATP-Konzentrationen waren das 0,3- (o0 ). 1- (®) und 3-

(; ) fache des Kd-Wertes (43,6 uM). Der Typ der Inhibition wurde nach Dixon analy-
siert. Die ATP-Bindung wurde durch die in Materialien und Methoden beschriebene
Mikrofiltrationsmethode bestimmt.

Wir untersuchten die Art und Weise der Hemmung der ATP-Bindung an das
HCV-Polyprotein-(1203-1364). Kinetische Analysen nach der Methode von Di-
xon (reziproke Geschwindigkeit der Bindungsreaktion gegen die Inhibitorenkon-
zentration) (Dixon, 1952) ergaben Unterschiede in den Mechanismen der
Hemmung von Paclitaxel und Trifluoperazin. Wahrend das Paclitaxel die ATP-
Bindung an das HCV-Polyprotein-(1203-1364) durch einfache Kompetition
hemmt (Abb. 12B), ist die Inhibition durch Trifluoperazin am besten mit dem
nicht-kompetitiven Mechanismus zu beschreiben (Abb. 12C). Diesen Resultaten
folgten weitere Experimente, um zu bestimmen, ob die enzymatische NTPase-
Aktivitat der HCV NTPase/Helikase fir die Hemmung durch Paclitaxel und
Trifluoperazin empfanglich ist. Die Inhibition der NTPase-Aktivitat wurde bei der
ATP-Konzentration untersucht, die dem fur die NTPase bestimmten Km-Wert
entspricht (11,0 uM). Wie in Abb. 13A demonstriert, hemmten beide Verbindun-
gen die NTPase. Die Inhibition war von der Konzentration der Inhibitoren ab-
héngig und die gemessenen ICsp-Werte (17,0 uM Paclitaxel und 105 pM Triflu-
operazin) entsprachen weitgehend den ICso-Werten, die fir die Hemmung der
ATP-Bindung an das HCV-Polyprotein-(1203-1364) gemessen worden waren.
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Weiterhin entsprachen die Modi der Hemmung, die mit grafischen Methoden
analysiert wurden, dem kompetetiven Modus fir Paclitaxel und dem nicht-
kompetitiven Modus fiir Trifluoperazin (Abb. 13B und 13C). Die Ergebnisse de-
monstrieren, dass die Inhibition der ATPase-Aktivitat der HCV NTPase/Helikase
ausschlieBlich aus der Reduktion der Zuganglichkeit der ATP-bindenden Do-

mane des Enzymes resultierte.

Abb. 13) Kinetische Analyse der Inhibition der ATPase-Aktivitat der HCV NTPa-
se/Helikase durch Paclitaxel und Trifluoperazin.
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Der ATPase-Assay wurde mit 10 pmol der HCV NTPase/Helikase entsprechend der in
m+m beschriebenen Methode durchgefiihrt. (A) Effekt der ansteigenden Konzentratio-
nen von Paclitaxel (®) und Trifluoperazin (V) auf ATPase-Aktivitdt der HCV NTPa-
se/Helikase. Die ATP-Konzentration in dem Reaktionansatz entspricht dem fur die AT-
Pase bestimmten Km-Wert (11,0 uM). (B und C) Effekt der ansteigenden Konzentration
des ATPs auf die Inhibition der ATPase-Aktivitat durch Paclitaxel (B) und Trifluoperazin
(C). Die benutzten ATP-Konzentrationen waren das 0,3- (o ). 1- (@) und 3- (; ) fache
des Km-Wertes. Der Typ der Inhibition wurde nach Dixon analysiert.
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5. Diskussion

Eine proteinaseresistente Domane der HCV NTPase/Helikase, die die ATP-
bindende Stelle des Enzymes enthalt, wurde in vitro durch limitierte Proteolyse
produziert. Das erhaltene Fragment scheint durch Regionen mit angrenzenden
Domanen des NS3 verbunden zu sein, die empfindlich fiir eine Proteolyse sind.
Unsere vorangegangenen Studien lassen vermuten, dass diese Verbindungs-
regionen ein gemeinsamer Angriffspunkt flir verschiedene Proteasen sein kdnn-
ten. Der Verdau des HCV-Polyproteins-(1189-1525) mit Trypsin fUhrt zu einer
Spaltung hinter Arg1342 und Lys1378 (Borowski et al., 1999b). Somit kann das
Peptid von 36 Aminosauren, das zwischen Arg1342 und Lys1378 lokalisiert ist,
als Hinge-Region zwischen zwei Doméanen der HCV NTPase/Helikase bezeich-
net werden (Borowski et al., 1999b). Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen
sind Resultate aktueller krystallografischer Studien, die darauf hin weisen, dass
diese Region eine flexible Verbindung zwischen den Domé&nen | und Il darstellt
(Yao et al., 1997; Kim et al., 1998). Bisher ist nicht bekannt, ob die Serinprotea-
se des NS3 und die Doméane | der NTPase/Helikase Uber eine ahnliche, flexible
Region verbunden sind. Die Ergebnisse der von uns durchgefihrten partiellen
Proteolyse lassen die Existenz so einer Verbindung zwischen den Domanen
erwarten. Zusétzlich zur V8 Spaltungsstelle bei Glu1202 erfassten wir eine
Trypsin-Spaltungsstelle bei Arg1206. Ob diese Verbindungsregion Veranderun-

gen der Konformation der ATP-bindenden Domane Ubertragt, bleibt unbekannt.

Diese Arbeit hat zum ersten Mal experimentell gezeigt, dass die N-terminal ge-
legene Doméne | der HCV NTPase/Helikase ATP bindet. Dies bestatigt An-
nahmen aus der Analyse der Motive in der Aminosauresequenz (Kadare und
Haeni, 1997; Walker et al., 1982) und den aktuellen krystallografischen Studien
(Yao et al., 1997; Kim et al., 1998).

Die untersuchten biochemischen Eigenschaften der isolierten ATP-bindenden
Domane, die Affinitat fir ATP und die Abhangigkeit von divalenten Kationen,
waren vergleichbar mit den Eigenschaften des Holoenzymes unter entspre-
chenden experimentellen Bedingungen (Gallinari et al., 1998; Wagner et al.,
1998; Suzich et al., 1993).
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Abgesehen von diesen Ahnlichkeiten zeigt die ATP-bindende Domane einen of-
fensichtlichen Unterschied, wenn es mit dem Holoenzym verglichen wird. Die
Doméane enthalt eine der Substrat/Polynukleotid-Bindungsstellen der HCV
NTPase/Helikase. Diese Stelle muss eine regulatorische Rolle spielen, weil die
Bindung von Poly[dA] oder Poly[A] in einer erhdhten Affinitdt der Doméne fir
ATP resultiert. Auf der anderen Seite verstarkt die Besetzung der ATP-
bindenden Stelle die Bindungsrate flir Polynukleotide. Dies suggeriert, dass die
Regulation der NTPase-Aktivitdt durch Poly[dA] und Poly[A] als ein positiver
Feedback-Mechanismus dient. Diese Resultate stehen in offensichtlichem Kon-
trast zu vorherigen Berichten, die zeigen, dass ATP die Affinitdt der HCV
NTPase/Helikase fir Poly[dU] vermindert und dass Poly[dU] die Affinitat des
Enzymes flr ATP reduziert (Preugschat et al., 1996). Diese Unterschiede mo-
gen zumindest zum Teil dadurch zu erklaren sein, dass verschiedene Poly-
nukleotide verschiedene Effekte auf die ATPase-Aktivitdt der HCV NTPa-
se/Helikase austiben. Wahrend Poly[A] und Poly[U] die ATPase-Aktivitat stimu-
lieren, hemmt Poly[G] diese (Tai et al., 1996). Es ist denkbar, dass diese unter-
schiedlichen Resultate von unterschiedlichen Regulationen der Affinitat des En-

zymes far ATP durch Polynukleotide herrGhren.

Die Resultate dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Mechanismen, durch die
die Polynukleotide die Affinitat der ATP-bindenden Domane fir ATP regulieren,
komplexer sind. Wahrend die optimalen ATP-Konzentrationen fir die Bindung
von ATP (7,0 mM) und fir die Bindung von Polynukleotiden (10,0 mM) ver-
gleichbar sind, ist die Kurve der Titration von ATP im kompetitiven Verdran-
gungs-Assay nicht parallel mit der Kurve des ATP-Bedarfes flr die Polynukleo-
tidbindung. Die ATP-Konzentration, die flr die halbmaximale Besetzung der
ATP-bindenden Stellen der ATP-bindenden Doméne bendtigt wird, war 40-fach
niedriger als die Konzentration, die fir die halbmaximale Stimulation der Bin-
dung von Oligo[dA]-Zellulose benétigt wurde. Weiterhin ergab die ATP-
Bindungsrate gemessen als Funktion der Polynukleotidkonzentration einen op-
timalen Wert der Polynukleotidkonzentration anstelle einer Sattigungskurve, da
bei héheren Konzentrationen die Polynukleotide sogar einen inhibitorischen Ef-
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fekt auf die ATP-Bindung ausitbten. Auch die Kettenlange der Polynukleotide
scheint entscheidend fir diese Interaktionen zu sein (Preugschat et al., 1996).

Es gibt viele Hinweise, dass die Polynukleotide die ATPase-Aktivitdt modulie-
ren, indem sie die Substratbindungsstelle(n) der HCV NTPase/Helikase beset-
zen. Wéhrend Poly[A] und Poly[U] die NTPase-Aktivitat stimulieren und Poly[G]
inhibiert, reduzieren alle die Helikase-Aktivitdt des Enzymes. In Anwesenheit
dieser Polynukleotide wurde eine reduzierte Bindung des RNA-Substrates an
die Helikase beobachtet (Tai 1996). In diesem Kontext ist interessant, dass
RNA und DNA &hnlich wie Poly[dA] und Poly[A] die ATP-Bindungskapazitat des
HCV-Polyproteins-(1203-1364) erhdhen (Daten nicht gezeigt). Zusammenge-
fasst deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der Zugang zur Substrat-
/Polynukleotid-Bindungsstelle, die in der ATP-bindenden Doméane der HCV
NTPase/Helikase lokalisiert ist, durch die Menge des gebundenen ATPs regu-

liert wird.

Die Inhibition der ATP-Bindung an das HCV-Polyprotein-(1203-1364) durch
Verbindungen, die strukturell nicht mit dem ATP verwandt sind, ist von beson-
derem Interesse. Paclitaxel, ein amitotisches Agens, gewonnen aus der pazifi-
schen Eibe (Taxus baccata) (Wani et al., 1971), kompetitiert mit ATP um die
ATP-bindende Stelle der HCV NTPase/Helikase. Dieses Resultat ist nicht Gber-
raschend. In einer Studie zum Kartieren struktureller Doméanen des murinen P-
Glykoproteines, eines Mitgliedes der ABC (ATP-Bindungskassette) Superfamilie
der Membranproteine, wurde demonstriert, dass ein photoreaktives Paclitaxela-
nalogon direkt an Aminosauren band, die dem Walker A Motiv der zweiten
nukleotidbindenden Tasche des Proteins direkt benachbart sind (Wu et al.,
1998). Diese Beobachtung lasst eine relativ niedrige Spezifitdt der ATP-
bindenden Doméane fir verschiedene Verbindungen vermuten. Tatsachlich wur-
de berichtet, dass eine breite Auswahl von Verbindungen wie Acyclo-
virtriphosphat, azyklisches ATP oder Tripolyphosphate von der HCV NTPa-
se/Helikase hydrolysiert werden kann (Preugschat et al., 1996). In ahnlicher
Weise zeigen die RNA-Helikasen des Bovinen Virusdiarrhée-Virus (Warrener
und Collet, 1995), des Gelbfiebervirus (Tamura, 1993) und des Sharka-Virus
(Plum Pox Potyvirus) (Lain et al., 1991) eine geringe Selektivitat fir NTPs.
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Der Mechanismus, durch den Trifluoperazin die ATP-Bindung und die ATPase-
Aktivitat inhibiert, ist komplexer. Bis jetzt haben wir nicht bestimmen kénnen, ob
der nicht-kompetetive Mechanismus der Hemmung auf einer Anderung der
Konformation des HCV-Polyproteins-(1203-1364) oder auf einer sterischen Blo-
ckade der ATP-bindenden Stelle durch das Trifluoperazin beruht. Die Regulati-
on der Zuganglichkeit der ATP-bindenden Stelle durch Trifluoperazin ist jedoch
nicht ohne Beispiel. Es wurde berichtet, dass die NTPase-Aktivitat des P-
Glykoproteins der Eizellen des Chinesischen Hamsters durch Trifluoperazin
hochreguliert werden kann (Sharom et al., 1995). Kinetische Studien ergaben
einen "gemischten" Mechanismus der Aktivierung, der auf einer Interaktion zwi-
schen der ATPase-Domane des P-Glykoproteins und einer davon getrennten
Bindungsstelle fur Trifluoperazin, die in der transmembranen Region des Prote-
ins lokalisiert ist, beruht (Gros et al., 1991).

Auf der Basis dieser Beobachtungen und der publizierten Daten mag die Inhibi-
tion der ATP-Bindung an die ATP-bindenden Doméane der HCV NTPa-
se/Helikase eine attraktive Strategie zur Entwicklung potenter Inhibitoren des
Enzymes reprasentieren. Die erwahnte, relativ geringe Selektivitdt der ATP-
bindenden Domane zusammen mit der Méglichkeit, die ATP-Bindung durch an-
dere Mechanismen als durch Kompetition zu hemmen, sprechen dafir, dass ein
randomisiertes Screening von Verbindungen im Gegensatz zu dem Design von
Inhibitoren basierend auf der Struktur des Enzymes der optimale Weg ist, po-
tente Inhibitoren zu finden. Diese Substanzen mdgen den Startpunkt fiir neue
therapeutische Konzepte bilden, die auf einer Inhibition der viralen Helikase be-

ruhen.
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6. Zusammenfassung

Die RNA-stimulierte Nukleosidtriphosphatase und Helikase des Hepatitis C Vi-
ruses (HCV) besteht aus drei Doménen. In der ersten Doméne finden sich hoch
konservierte Motive ATP-bindender Stellen. Die in dieser Arbeit vorgestellte
ATP-bindende Doméane wurde durch die limitierte Proteolyse eines gréBeren
Fragmentes des HCV-Polyproteins gewonnen und chromatographisch gerei-
nigt. Die ldentitat der Doméane, die aus den Aminosauren 1203-1364 des HCV-
Polyproteins besteht, wurde durch C- und N-terminale Sequenzierung und die

Fahigkeit 5"-Fluorosulfonylbenzoyl-adenosine (FSBA) zu binden bestatigt.

Die kinetische Analyse der ATP-Bindung ergibt eine "single class"-
Bindungsstelle mit einer K4 von 43,6 uM. Die Bindung ist zu sattigen und ist ab-
hangig von dem Vorliegen von Mn?*- oder Mg®*-lonen in der Reaktionslésung.
Poly[A] und Poly[dA] zeigen eine interessante Eigenschaft als Regulatoren der
ATP-Bindungskapazitat der Doméane. Die Polynukleotide binden an die Doméane
und erhéhen deren Affinitat zu ATP. Andererseits erhéht ATP auch die Affinitat

der Doméne zu den Polynukleotiden.

Verschiedene Compounds, die fir ihre Fahigkeit bekannt sind, mit nukleotidbin-
denden Stellen von Enzymen verschiedener Klassen zu interagieren, wurden
auf ihr Potential, die ATP-Bindung zu inhibieren, untersucht. Es wurden zwei
Reagenzien mit inhibitorischer Wirkung gefunden und die Mechanismen der
Hemmung der ATP-Bindung durch kinetische Analysen ermittelt: Paclitaxel, das
die ATP-Bindung kompetetiv hemmt (ICso = 22 puM), und Trifluoperazine, das
die ATP-Bindung durch einen nicht-kompetetiven Mechanismus hemmt (ICsg =
98 uM). Kinetische Untersuchungen der Inhibition der NTPase/Helikase durch
Paclitaxel und Trifluoperazin weisen darauf hin, dass beide Compounds die
NTPase-Aktivitdt des Holoenzyms durch die Interaktion mit der ATP-bindenden
Doméane hemmen, weil die Inhibition von der Konzentration der Inhibitoren ab-
hangig war und sich die ICso-Werte fir die Hemmung der ATP-Bindung und der
Hemmung der NTPase-Aktivitat weitestgehend entsprachen.
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Aufgrund der hier dargestellten Daten halte ich die Inhibition der ATP-Bindung
an die ATP-bindende Doméne fir eine attraktive Strategie zur Entwicklung po-

tenter Inhibitoren des Enzyms.
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August 1995
Marz 1998

Oktober 1998 bis September 1999

Dezember 1999
November 2007

kums der Ernst Moritz Arndt Universitat Greifswald
Arzt an der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin der Diako-
nissenanstalt Flensburg

Grundschule Sonnenweg in Hamburg

Besuch des altsprachlichen Zweiges des Matthias-Claudius-
Gymnasiums in Hamburg
Abitur

Mithilfe in der Pflege auf einer Station fir Klein- und Schulkin-
der des Kinderkrankenhauses Wilhelmstift

Beginn des Studiums der Humanmedizin an der Universitét
Hamburg
Arztliche Vorprifung

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung
Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Praktisches Jahr: Chirurgie mit Anteil Kinderchirurgie, Johan-
nesburg General Hospital, Stidafrika; Padiatrie, Altonaer Kin-
derkrankenhaus; Innere Medizin, Allgemeines Krankenhaus
Altona

Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Annerkennung als Facharzt fur Kinder- und Jugendmedizin
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